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ZAKLADNI IMUNOLOGICKA LABORATORNI VYSETROVANI V KLINICKE DIAGNOSTICE.
II. BUNECNA IMUNITA

Kpt. MUDr. Tom&$ VOTRUBA, CSc., MUDr. Miroslav SVEC,
pplk. MUDr. Pfemysl RAKOSNIK
Oddé&leni klinické a experimentdlni imunologie Vojenského tstavu hygieny,
epidemiologie a mikrobiologie, Praha
(nadelnik: plk. MUDr. Vladimir KOTLAR, CSc.)

V prvni ¢asti naSeho odborného sdéleni jsme
se zabyvali imunitou humordlni. Shrnuli jsme
nékolik zdkladnich metodik, které je moZno vy-
uZit pro jeji kvantitativni a kvalitativni posou-
zeni. V pripadé imunity zprostfedkované buii-
kami (bunééné imunity) je né§ tkol obtiZné&jsi.
Vzhledem k tomu, Ze zkoumané objekty (T- a
B-lymfocyty) jsou komplexni a jsou ovlivnény
celou Fadou faktor®i, je také posouzeni jejich
stavu naroénéj$i a komplikovanéjsi. PrestoZe
existuje fada rtznych metod a nepreberné
mnoZstvi modifikaci jednotlivych techmnik pro
vy3etfovani pottu a funkéniho stavu lymfocytd,
v ramci Svétové zdravotnické organizace
(WHO) mejsou dosud vSechny metody ujedno-

ceny. A protoZe jsme si vytkli za cil informovat
o mezindrodné uzndvanych a standardizova-
nych techmikdch, bude nd§ vycet podstatné
struéné&jsi, neZ v pfipadé humordlni imunity.

Uréovani T- a B-lymfoeytii

Vyhodou bunék lymfoidnich populaci je, Ze
maji na svém povrchu uréité znaky, pomoci
kterych je moZno je charakterizovat. DileZitou
soudasti techmiky charakterizace je izolace
vlastnich bunék. VétSinou se jako zdroj pouZi-
va periferni krev. Ta je podrobena diferencial-
ni centrifugaci ve vhodném gradientu. Nejcas-
téji se pouziva Ficoll-Isopaque, pfipadné vhod-
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na nahrazka (u nds napf. Verografin). Takto
ziskané prepardty mohou obsahovat urcité
mnoZstvi monocytd, které je tFeba odliSit od
lymfocytd. DtleZité je, aby plipravené buiiky
byly &erstvé, protoZe Casova prodleva miZe vy-
znamné ovlivnit bun&&né povrchové charakte-
ristiky.

Uréovani T-lymfocytii

V souCasné dob& se doporucuji dvé metody
pro detekci T-bunék, a to tvorba tzv. E-rozet
(pomoci ovéich erytrocyti) a pouZiti monoklo-
ndlnich protilatek specifickych pro povrchové
markery T-lymfocytd.

Tvorba E-rozet je nejrozSifené&jSi metodou.
Presto rizné laboratofe uddvaji zna¢nou varia-
bilitu v procentu E-rozet u normélni populace,
i kdyZ byla technika zna¢né zlepSena a stan-
dardizovadna. DileZitymi faktory, které mohou
vysledky zna¢né ovlivmit, jsou zdroj ov¢ich
erytrocytli, jejich konzervace, pritommnost ma-
l1ého mnozstvi séra (fetdlni teleci nebo lidské
AB sérum), vlastni p¥iprava rozet. Pri tvorbé&
rozet mohou interferovat za urcitych podminek
napf. protilatky proti urditym povrchovym bu-
néénym znakiim, nebo lipoproteiny mechanis-
mem kompetice s ov&imi erytrocyty. Vliv téch-
to latek je moZno potlacit kratkou dobou udr-
Zovani (do 18 hodin) buné&k v kultufe.

Specifickd antiséra proti povrchovym zna-
kiim T-lymfocytd se stdle vice uplatiiuji pro de-
tekci T-bun&k v periferni krvi i v lymfoidnich
organech. Protildtky jsou namifeny proti E- re-
ceptorim nebo proti jinym membranovym de-
terminantdm T-lymfocyt. Nejcastéji se pouZi-
vaji metody nepfimé fluorescence, spiSe nez
metoda cytotoxicity, kterd je mémé& presna.
Analogicky je samoziejmé& moZno detekovat po-
moci monoklondlnich protildtek i subpopulace
T-bunék.

Uréovani B-lymfocytii

Nejvhodn&j$§im povrchovym znakem B-lymfo-
cytli je povrchovy membrdanovy imunoglobulin
(SmiIg). Ten se dé zviditelnit protilatkou ozna-
¢enou vhodnym fluorochromem. Nejlépe je po-
uZivat protilatku vytvofenou proti F,, fragmen-
tu, anebo smé&s protildtek proti lehkym Fetéz-
cim kappa a lambda. Takové protilatky jsou
komerd¢nd k dispozici; je vSak tFeba peclivé
provérit specifitu takovych protilatek. Tato me-
toda md i své nevyhody: moZnost autologni
vazby F. receptordi (tomu se dé predejit uZitim
znadeného F(ab), fragmentu protilatky proti
Smig), moznost interference autologné reagu-
jicich antilymfocytdrnich protildtek, coZ vede
k pozitivni povrchové reakci u jinak Smlg ne-
gativnich bun&k, problémem je specifita a va-
lidita pouZivané protildtky, pfipadnd pfitom-
nost monocytd. Vedle fluorochromového zna-
deni protilatky je moZno pouZit i enzymy (pe-
roxiddzu), izotopy nebo erytrocyty.

Vyhodné&jsi technikou je jako u T-lymfocytd
pouZiti monoklonédlnich protilatek proti povr-
chovym znakdim membran B-lymfocyti. Stejné
1ze urcovat i subpopulace B-buné&k.

Na povrchu B-lymfocytli byla popsdna cela
fada znakd membrédn. VétSina z nich (napf. re-
ceptory komplementu a receptor pro F. frag-
ment) vSak neni pro B-lymfocyty specificka.
Proto se také nedoporucuje tvorba EAC-rozet.

Stanoveni po¢tu T- a B-lymfocytll je nutné
pri diagnéze a sledovdni primérnich imunode-
ficienci a je uZitetné pri diagnostice sekundar-
nich imunodeficienci a klasifikaci lymfoproli-
ferativnich poruch. Toto vySetfeni se také pro-
vadi u fady inekénich onemocnéni, uautoimun-
nich poruch a nelymfoidnich malignich one-
mocnéni, i kdyZ nebyla vétSinou v t&chto pfi-
padech prokadzana jeho jednoznacénd klinicka
hodnota.

VySetfovani buiikami zprostFfedkované
imunity

Sledovani buiikami zprostfedkované (bunéc-
né) imunity je moZno provadét in vivo nebo in
vitro. VySetfuje se pozdni koZni precitlivélost
ma dva anebo radé&ji na n&kolik b&Zné se vysky-
tujicich antigend (streptokinédza, streptodorné-
za, tuberkulin, trichophyton, candida, toxoplaz-
ma a dal$i). Provedeni téchto tzv. koZnich tes-
td by mé&lo byt prvnim stupn&m vySetfeni bu-
nétné imunity. AZ v dalsi f4zi by se méla vy-
Setfovat odpovéd lymfocytl na urcité mitogeny
(lymfoblastickd transformace), pripadné odpo-
véd na nékteré cizorodé antigeny nebo alloan-
tigeny.

Opét prvou fazi stanoveni je izolace vhod-
nych bunék z periferni krve. PouZiva se zcela
analogickych metod zminé&nych v odstavci
o0 urdovani T- a B-lymfocytl. Jako mitogeny se
pouzivaji fytohemaglutinin (lektin) z Phaseo-
lus sp., konkanavalin A (Con A) z Canavalia
ensiformis nebo pokeweed mitogen (lektin)
z Phytolacea americana. Prvni dva jsou pfe-
devsim mitogeny T-lymfocytl, zatimco poke-
weed je stimuldatorem T- a B-lymfocytd. Vedle
téchto se pouZivaji i nékteré jiné materialy.
Vyhodnocovéani proliferativni odpovédi lymfo-
cytli na tyto mitogeny se provddi bud morfo-
logicky optickym mikroskopem, nebo lépe sle-
dovanim nér@stu aktivity *H-thymidinu v buii-
kach. Prvni metoda je nenaro&na co do vybave-
ni, ale je pracovnd velmi ndrotnd a neni moZ-
no ji provad&t ve velkych sériich. Druha meto-
da méa vsak také urdité nevyhody. Je nutné vel-
mi presn& sledovat podminky kultury bungk,
standardizovat ¢inidla, kontrolovat pocet bungk
v kultuFfe (v&etn& koncentrace monocyti).
Vzhledem k velké variabilité vysledkd je bez-
podmine¢nd nutné pouZivat normélni kontroly.
Tyto kontroly by mély zahrnovat jak kontrolu
rozptylu paraleln& ziskanych vysledkd, tak se-
riovych méfeni aktivity. Vysledky se pak mo-
hou vyjadfovat pomoci relativniho indexu pro-
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liferace, ktery zahrmuje i jiZ zminéné faktory.
Svilij vyznam maji také zavislosti proliferace na
mnoZstvi mitogenu, protoZe uZiti nizkych kon-
centra¢nich mitogentd miiZe mit vyznam pri sle-
dovadni nékterych onemocnéni, jako nap¥. né-
kterych imunodeficienci.

Pfi vyhodnocovani proliferativni odpovédi je
také tfeba vySetfovat aroveii pozadi, které mi-
Ze ovlivnit konecny vysledek. Proto je nékdy
vyhodné kultivovat buiiky pfes noc pred pfida-
nim mitogenu; timto zpisobem se pak da vy-
svétlit pokles proliferativni odpovédi vlivem
inhibi¢énich faktord. VySetfovdni blastické
transformace lymfocytd neni v Zaddném pfFipa-
dé indikovano jako rutinni pouZiti. Je tfeba ho
uZivat jen v odivodn&nych pripadech. DileZi-
té je také si uvédomit, Ze abnormélni vysledek
z jedné izolace buné&k je klinicky bezcenny a
nemusi byt nutné projevem poruchy buné&cné
imunity. Vy$etfovdni bunééné imunity je nutné
u podezieni nebo u prokdzané primérni imuno-
deficience. VySetfovani je také daleZité v dia-
gnostice sekundadrnich imunodeficienci, véetné
deficienci souvisejicich s chronickymi infekce-
mi, u monitorovani a vyhodnocovani aplikace
imunostimula¢ni terapie. UZite¢né je také u cho-
rob s moZnou poruchou imunitni funkce, jako
jsou autoimunitni choroby a neoplasticka one-
mocnéni, a také u sledovani Gfinku imunosu-
presivnich latek.

Strudny piehled naznaduje, Ze techniky zjis-

tovani bunééné imunity nejsou dosud dostatec-
né standardni a jejich ucelné pouZiti je ome-
zeno predev§im na imunodeficientni stavy.

Souhrn

Prace stru¢né shrnuje nékteré technické pod-
minky provddéni dvou zdkladnich metod vy3e-
tfovani bun&éné imunity — vySetfovani poctu
T- a B-lymfocytd a lymfoblastické transforma-
ce. Jsou uvedeny i klinické stavy, kdy je nutno
vySetfeni indikovat.
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