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Abstrakt

Taxon kruhoustych, ktery je bazalni linii obratlovcl disponuje vSemi hlavnimi prvky adaptivni imunity.
U zastupcl tohoto taxonu pozorujeme populace vykonnych bunék adaptivni imunity (lymfocyty),
jejichz vyvoj je ovliviiovan podobnymi mechanismy jako u obratlovci. Molekuldrni prvky, které
zprostredkuji adaptivni imunitu kruhoustych se vSak zasadné lisi od téch, které vyuZivaji obratlovci. U
kruhoustych je pro rozpozndni patogennich castic vyuzivano molekul VLR, zatimco celistnatci
pouZzivaji molekuly imunoglobulini. Obé vétve adaptivni imunity vyuzivaji ke konstrukci variabilnich
receptort rekombinacénich mechanismd. Kruhousti k rekombinaci vyuZzivaji tzv. genetickou konverzi a
Celistnatci V(D)J rekombinaci.

Klicova slova: Cyklostoma, adaptivni imunita, lymfocyt, VLR, genetickd konverze

Jawless fish are the most basal vertebrates and they own all main features of adaptive immunity. In
representatives of the jawless taxon we detect populations of executive cells of adaptive immunity
(lymphocytes), whose development are influeced by the mechanisms whch are similar to
mechanisms of jawed vertebrates. Jawless fish use for recognition of the pathogenic structures
specific VLR molecules, as opposed ghnatostomata who use the imunoglobulines for this recognition.
Both lines of adaptive immunity use recombination mechanisms for construction of variable
receptors. The jawless use the genetics conversion while ghnatostomata use the V(D))

recombination.
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Uvod

Tam, kde je Zivot, tam vladne i boj. Evoluce je toho pfticinou i disledkem, jak mizeme vidét
na vSech Urovnich Zivych entit. Od jednotlivych bunék (které ovsem svadi boje i se systémy,
jez nejde nazvat jinak nez Cisté molekularni), pres celé organismy a aZz k populacim, vidime
projevy tohoto boje. Tato prace je zaméfena na tu ¢ast zdpasu, kterou vede organismus
pomoci systémU na bunécné urovni proti nepratelim, jez by nemohl znicit hrubou silou.
Tématem je vSak pouze evolu¢ni Spi¢ka tohoto obranného ledovce, ktera se vytvofila v rdmci

skupiny Zivoc€ichu a je nazyvana adaptivni imunitou.

Nedavné zjisténi, Ze jisty taxon vodnich Zivocichd, kruhousti, vyuziva odlisSnych molekularné-
genetickych prvk( adaptivni imunity, které byly pro tento typ boje pokladany za klicové a
vyjimecné, rozproudil diskusi predevSim v oblastech fylogenetiky. Tato prace se bude
zabyvat burikami lymfocytl a strukturou, expresi a funkci nové nalezenych variabilnich
receptori lymfocytl (VLR). Tyto poznatky pak budou zasazeny do kontextu ostatnich
klicovych prvk( adaptivni imunity pozorovaného u kruhoustych. Cilem prace je tedy srovnat
systém adaptivni imunity kruhoustych a Celistnatc a prokazat Ze sliznatky a mihule jsou
skute¢né monofyleticky taxon. ProtoZe se imunita kruhoustych a celistnatci v mnoha
ohledech shoduje i vyrazné lisi, bude tato prace rozdélena na dvé ¢asti. V prvni ¢asti bude
zpracovana faktografie, kterda shrnuje dosavadni poznatky o imunité kruhodstych. V
druhé ¢asti budou tato fakta srovnana s adaptivni imunitou vyssich obratlovcd a nasledné

vyvozeny z toho plynouci evoluéni konsekvence.



Systém kruhoustych
Kruhousti (Cyklostoma) jsou bazalni skupina obratlovcli. Dnesni kruhousti divergovali

pfiblizné pred péti sty miliony let a zahrnuji pouze dvé tfidy dnes Zijicich Zivocichu,
zminénymi tfidami jsou mihule (Petromyzontida) a sliznatky (Myxinoidea). Dtive, neZ se
zacaly vyuZivat genetické studie, diskutovalo se o presném systematickém pojeti téchto dvou
skupin. Zatimco nékteré studie zastavaly nazor, Ze sliznatky jsou sesterskou skupinou
obratlovcl, u nichZ nejbazalnéjsimi zastupci jsou mihule, jiné studie tvrdily, Ze mihule a
sliznatky tvofri monofyleticky taxon kruhoustych (Cyklostoma), ktery predstavuje bazi vétve
obratlovcld. Parafyletickou podstatu taxonu kruhoustych podporovaly zejména
paleontologické a také morfologické studie, protoZe sliznatky se zdaji byt znacné
primitivnéjsi, nez aby mohly byt zahrnovany s mihulemi do taxonu obratlovcl. Tyto znacné
primitivni znaky jsou: zachovald chorda dorsalis bez obloukl obratl(, nepfitomnost
nervového fizeni srdce, redukce smyslovych organl (zejména oci), nepfFitomnost
proudového orgdnu a osmotické regulace télnich tekutin. Na druhou stranu mihule a
sliznatky spolu sdili zna¢né mnoiZstvi synapomorfnich znakl, jako jsou napftiklad rohovité
zuby, celkova stavba Ust a jazyka, pritomnost respiracni plachetky (velum) a také to, zZe

oporné elementy Zaberniho koSe jsou vné zaber, které vznikaji z endodermu (Gaisler 2007).

S nastupem studii na genetické Urovni se miska vah snad definitivné prevaZila na stranu
pfiznived monofyletického plvodu kruhoustych (Takezaki et al. (2003), pricemz jednotlivé
primitivni znaky sliznatek byly vysvétleny regresnim vyvojem. Nyni je zastdvan ndzor,
podporovany souborem apomorfnich znakl a genetickych podobnosti skupiny kruhoustych,
Ze sliznatky a mihule skute¢né patfi do spolec¢ného taxonu kruhoustych, jez je sesterskou
skupinou celistnatcu. Toto tvrzeni bude podporeno i v této praci a bude se opirat o srovnani

imunitniho systému kruhodustych a celistnatc(.
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Obr. 1: postaveni kruhoustych

Kruhousti jsou tedy vodni obratlovci bez celisti, ale se specifickym Ustnim apardtem
s masivnim jazykem. Vétsina zastupcl se Zivi dravé nebo cizopasné na télech ryb. Usta jsou
pokryta rohovitymi zuby. Télo kruhoustych je Uhorovité protazené, bez parovych ploutvi,
pouze se souvislym ocasnim lemem a pfipadné jednou ¢i dvéma hrbetnimi ploutvemi. Kostni
tkan neni u kruhoustych nijak vyvinuta, hlavnim zdrojem opory pfi pohybu je stale chorda,
na které jsou u mihuli patrné horni chrupavcité oblouky obratl(i. Rovnéz vSechny elementy
lebky a jinych opornych ¢asti téla jsou chrupavcité. Sliznatky se od mihuli liSi pfitomnosti
dlouhé ventrolateralni fady slizovych Zlaz na povrchu téla a pak také Zivotnim cyklem. Mihule
se lihnou zjiker ve sladké vodé a prodélavaji zde i stadium larvy (amoecete) a po
metamorfoze, kromé sladkovodnich druh( setrvavajicich ve sladké vodé po cely Zivot,
migruji do mofe a po dosaZeni sexudlni dospélosti ndsleduje anadromni migrace a tfeni

(Gaisler 2007).

V nasledujici praci se budeme zabyvat hlavné taxonem mihuli, jelikoZz vétSina znalosti je

spojena praveé s timto taxonem.

Prehled imunity

Kdyz se fekne imunita, mysli se tim biologicka obrana organismu proti neptiznivym vlivim.
V tomto pojeti rozdélujeme imunitu na neadaptivni (evolu¢né starsi) a adaptivni (evolu¢né
mladsi). Neadaptivni imunita je silné vazdna na genetickou informaci, kterou ziskal
jednotlivec od svych predku a ktera v podstaté obsahuje informaci o patogenech, se kterymi
se kdy predchidci jedince setkali. PredevSim jsou takto uchovavényinformace o
molekularnich strukturdch, které predstavuji pro buriku néjaké nebezpedi. Tato informace je
vyuZita prostrednictvim bilkovinnych receptor(, jez takovy epitop rozeznaji a umozni burce

naleZité reagovat. Takto mlZe receptor zaregistrovat struktury spojené s poskozenim (tzv.
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DAMPS), které nemusi byt spojené s patogenem. A naopak muzZe rozeznavat strukturu, ktera
je spojend s patogenem (PAMPS). Je-li jeden z pfedchozich problémU rozpoznan, jsou na
jeho odstranéni vyuzity prostiedky, které jsou pod kontrolou receptord, jez byly aktivovany

pfitomnosti specifického povrchu patogenu.

Jak uZ bylo fefeno, povrch antigenu je zakdédovan v genetické podobé, ve strukture
receptoru, jez je rozezndva. Oproti tomu adaptivni imunita se nespoléhd pouze na zdédénou
informaci o struktufe patogenu ziskanou od predkd, ale snaZi se predvidat podobu patogend.
K tomu, aby mohl organismus védét, co predstavuje nebezpedi, si musi vidy pamatovat, co je
mu vlastni, ¢i co je mu prospésné. Systémy adaptivni imunity vyuZivaji pro rozpoznani
patogenu také bilkovinné receptory, jejichz geny se ale béhem Zivota méni intenzivnimi
mutacnimi procesy a vytvari tak obrovsky repertoar bilkovinnych receptori schopnych
rozeznat bezpocet struktur, které jsou organismu cizi. V soucasné dobé zname takovéto
systémy dva. Jeden vyuZivajici imunoglobulinové molekuly u Celistnatcl a druhy zaloZeny na
molekuldch s opakujicim se leucinovym motivem (LRR molekuly), ktery byl objeven u

kruhoustych.

VétSina bunék spojend simunitou ma u obratlovcl stejny plvod. Jsou odvozeny
z mezodermu a jsou blizce spojené s procesem krvetvorby neboli hematopoézy. Béhem
ontogeneze vidime u obratlovc( dvé viny hematopoézy (Galloway and Zon 2003). Prvni se
nazyva primitivni a zprostfedkuje ji masa extraembryonalniho mezodermu nazyvana
hemangioblast, protoZe dava vzniknout nejen primitivnim hematopoetickym kmenovym
burikdm, ale také angioblastu. Primitivni vinu hematopoézy fidi prevainé dva geny, GATA1 je
zodpovédny za vyvoj erythroidni linie (Cantor et al. 2002), kdeZto exprese Pu.1l determinuje
osud bunék diferenciaci do linie myeloidni (Rhodes et al. 2005; Scott et al. 1994). Buriky
primitivni hematopoézy vSak nemaji tak znacny potencial regenerace, a proto je primitvni
vina hematopoézy docasnd a pozdéji vymizi. Nasledna definitivni hematopoéza ma plivod
intraembrionalni (Dieterlen-Lievre et al. 1976). Pavod definitivnich HSC u ¢lovéka je spojovan
regionem mezodermu AGM (aorta-gonad-mesonephros) (Cumano and Godin 2007; lvanovs
et al. 2011; Tavian et al. 2010) a sventrdlni sténou dorzalni aorty u kostnatych ryb
(Thompson et al. 1998). Populace HSC definitivni hematopoézy jsou svou existenci zavislé na
okolnim mikroprostiedi. BEéhem vyvoje jedince vidime definitivni HSC migrovat po téle,

pficemZ mohou osidlovat rlizné organy (predevsim fetdlni jatra a ledviny) a docasné zde



provadeét krvetvorbu (Cumano and Godin 2007; Murayama et al. 2006). VSechna mista, ktera
tyto bunky osidluji, maji oviem podobnou strukturu. Definitivnim mistem krvetvorby vyssich
obratlovcu je predevsim kostni dien, popfipadé dren ledvin (Cumano and Godin 2007). HSC
je populace kmenovych bunék, tedy bunék schopnych obnovovat svou vlastni populaci (pro
tuto funkci jsou dUlezité geny z rodin Notch (Guruharsha et al. 2012) a Wnt (Reya et al. 2003)
a zaroven se pod tlakem rlznych faktorld diferencovat v rGzné efektorové burky. Takto

davaji HSC vzniknout dvéma zakladnim liniim bunék, myeloidni a lymfoidni.

Z myeloidni linie (jeji diferenciace je fizena také pomoci Pu.1) vznikaji burky, které slouzi
neadaptivni imunité a hemostdzi, k emuz vyuzivaji predevsim fagocytujici bunky a
thrombocyty. A pak také rada bunék, kterd se nazyva erythroidni a vykonnymi burikami zde
jsou erythrocyty. Kromé myeloidni linie se rozliSuje jesté linie lymfoidni. Ta je pro adaptivni
imunitu nezbytna, nebot hlavni zastupci, lymfocyty, tvofi vykonnou cast adaptivniho
imunitniho systému. Lymfoidni linie, jejiz diferenciace je zavisld na IKAROS genech
(Georgopoulos et al. 1992; Yoshida et al. 2006), mlzZe byt ddle rozdélena na dalsi

podskupiny.

Prvni z nich je linie B-lymfocyt(l, jeZ maji schopnost sekretovat variabilni protilatky. Druha
skupina, nazyvana T-lymfocyty, své protilatky nesekretuje, nybrz zprostfedkovava imunitni
reakce pomoci variabilnich, membranové vazanych receptor(. Linie T-lymfocytd mlze byt
poté jesté ddale rozdélena na aP a y& T-lymfocyty, popfipadé jako jejich blizce pribuznd
skupina jsou ¢asto uvadény NK burky. Zjednodusené schéma popisujici diferenciaci HSC na
jednotlivé slozky je zobrazeno na obr. 2 a mélo by byt spolecné pro vSechny obratlovce,
v€etné kruhoustych, jak bude dale v této praci ukazano. Pfesto presné vztahy mezi lymfoidni
a myeloidni linii nejsou zatim zcela vyjasnény, a proto je vylet tfi vySe zminénych skupin
spiSe rozdélenim na zakladé funkce, nez fylogenetického plvodu. Mazeme kupfikladu
pozorovat blizky vztah B-lymfocytll, tedy zastupcl lymfoidni linie, a makrofagt, ktefi se radi

k myeloidni fadé (Borrello and Phipps 1996; Tanaka et al. 1994; Xie et al. 2004).
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Obr. 2: Schéma diferenciace bunék z HSC

Lymfocyty kruhoustych - bunky produkujici VLR
Lymfocyty kruhoustych jsou v mnohych charakteristikdch k nerozpoznani od lymfocytd

vyssSich cCelistnatct. Odhalena byla podobnost morfologickd, tedy Ze jde o buriky kulovitého
tvaru o priméru priblizné 6-9 um se znacné densnim jadrem obklopenym vcelku tenkym
prstencem cytoplasmy a po stimulaci antigenem prochazeji lymfoblastoidni transformaci,
ktera je specifickd znacnym zvétSenim objemu cytoplasmy a rozsifenim endoplasmatického
retikula. Tato morfologickd podobnost nebyla zrovna pevnym dikazem pro tvrzeni, Ze jde
skute¢né o analoga lymfocytl vyssich obratlovc(, toto podpofili spiSe studie expresniho
profilu téchto bunék, které odhalily rozsdhlou sadu ortholognich genl exprimovanych
v savéich lymfocytech a nezbytnych pro jejich funkci. Studie expresnich profil (Guo et al.
2009; Hirano et al. 2013; Suzuki et al. 2004), také jednoznacné rozdélily populaci lymfocyt
do tfi linii. DGvodem byla hlavné rozdilnd exprese variabilnich receptorl, které u
kruhoustych nahrazuji variabilni receptory u celistnatcli, tedy imunoglobuliny. Kruhousti

vyuzivaji tfi typy receptor(: VLRA, VLRB a VLRC. Exprese jednotlivych typu je exkluzivni, to
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znamena, Ze lymfocyt disponuje pouze jednim typem receptoru. Vime tedy, Ze existuji tfi
linie lymfocytd kruhoustych, VLRA®, VLRB*, VLRC". Expresni profil déle odhalil, Ze linie VLRA"
a VLRC" jsou si zna¢né blizké. Dalsi dileZité disledky t&chto expresnich studii vyniknou aZ pfi
porovnani vysledkd s expresnim profilem lymfocyt( vysSich obratlovcl. Tento podrobnéjsi

rozbor provedeme v druhé Casti prace.

Stimulace lymfocytl patogeny
Drive zminéné rozdéleni, zaloZzené na rozdilech v expresnich profilech jednotlivych populaci,

jestd vice prohlubuje reakce jednotlivych linii na antigenni stimulaci. Pouze u VLRB" bunék,
dochdzi po stimulaci komplexnimi antigeny k jejich transformaci v plasmatické buriky
schopné sekretovat své antigenni receptory a zprostredkovat tak humordini ¢ast adaptivni
imunity (Alder et al. 2008; Alder et al. 2005; Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and
Cooper 2009; Herrin et al. 2008). Snimky aktivovanych lymfocytl z TEM je ukazuji jako velké
lymfoblasty, oviem s tim rozdilem, e VLRA" a VLRC" maji oproti VLRB" zna&né redukované
endoplasmatické retikulum (Alder, Herrin, Sadlonova, Stockard, Grizzle, Gartland, Gartland,
Boydston, Turnbough and Cooper 2008; Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and Cooper
2009). Na rozdil od VLRB® linie, VLRA" a VLRC" lymfocyty totiZz exprimuji své variabilni
receptory pouze v membranové vazané formé (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and
Cooper 2009). Z celkového shrnuti tedy vyplyva, ze lymfocyty kruhoustych mohou byt déleny
do tFi linii (VLRA®, VLRB®, VLRC'), podle toho ktery receptor exprimuji. Sou¢asné miizeme
sledovat blizky vztah VLRA" a VLRC" populaci, jelikoZ ob& exprimuji VLR receptory pouze jako
membranové vdzané molekuly, které nejsou sekretovany. Fakt Ze lymfocyty kruhoustych
jsou morfologicky podobné lymfocytim vysSich celistnatci znacné usnadriuje manipulaci
s nimi, jelikoZz mdzZou byt identifikovany pomoci méreni svételného rozptylu na pritokovém
cytometru. Pokud se tato metoda spoji i s fluorescenénim znacenim pomoci protilatek
specifickych vici jednotlivym typim VLR, mohou byt lymfocyty roztfidény i do jednotlivych

populaci.

Variabilni receptory lymfocytl bezcelistnatych obratlovcti (VLR)
Budeme-li se zabyvat adaptivni casti imunitniho systému obratlovcl, nasi pozornosti

neunikne centralni dloha imunoglobulinovych molekul a to predevsim protilatek a receptort

asociovanych sB a T lymfocyty. U bezcelistnatych obratlovc(, sliznatek a mihuli, ale
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nenachazime zadné z vyse zminénych imunoglobulinovych molekul, které se vyskytuji u
vSech Celistnatych obratlovcd. U kruhoustych jsou pfitomny zcela jiné struktury, které jsou
v mnoha vlastnostech odrazem svych imunoglobulinovych protéjski. Jsou to proteiny
tvorené z velké ¢asti aminokyselinovym motivem, ne zcela nezndmy, LxxLxLx. Tento takzvany
Leucine rich repeat motiv (LRR) je k nalezeni u mnoha jinych protein(, kde vidime molekuly
s timto motivem slouZit napfiklad v neadaptivni imunité (Toll like receptory), nebo hraji
ulohu napfiklad pti koagulaci krve. S molekulami obsahujicimi LRR je spojena charakteristicka
funkce vazat kompetentni struktury a povrchy. U mihuli a sliznatek se setkavame
s takzvanymi VLR receptory (variable lymfocyte receptor), u kterych midzeme predpokladat,

Ze funguji jako obdoba BCR, TCR molekul a sekretovanych protilatek.

Geneticka struktura VLR a zdroje variability
Ackoliv v prvopocatku byl nalezen pouze jediny genovy lokus pro VLR (Pancer et al. 2004)

dnes se nepochybuje o existenci tfi lokusi v obou vétvich kruhoustych (Kasamatsu et al.
2010). Kazdy typ receptoru (VLRA, VLRB, VLRC) ma svij geneticky protéjsek. Struktura
jednotlivych zarodecnych gentli pro VLRA, VLRB a VLRC se vzajemné lisi v tom, jak velka ¢ast
findlniho produktu je v nich zakédovana. Vime, Ze existuji rozdily mezi jednotlivymi geny u
sliznatek a mihuli, ale jejich obecna charakteristika je stejna, a proto se nadale budeme
zabyvat genovou strukturou pouze u mihuli. Je obecné pfijimanym faktem, Ze funkéni
genetickd struktura zralych lymfocytd kruhoustych, kterd dava vzniknout funkénimu
receptoru, je sestavovdna pomoci procesu genetické konverze, oznacovaného taky jako
,copy choice mechanism*“, ktery bude dale podrobnéji vysvétlen. Kazda progenitorova burika
lymfocytu obsahuje vSechny tfi genetické lokusy, ale v zadsadé je pouze jeden lokus Uspésné
rekombinovan a tedy i exprimovan (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and Cooper 2009;
Rogozin et al. 2007). Analogicky, jako u obratlovcl pfi alelické exkluzi, vidime Ze VLR
receptory jsou sestavovany monoalelicky a na kazdém lymfocytu tedy vidime jeden typ VLR.
Nékteré studie odhaluji, Ze dochazi k dialelickému sestaveni z VLRA a VLRC lokust, u
maximalné 10 % bunék, ale poukazuji také na to, Zze pouze jedna alela je funkéni, zatimco
druha prosla defektivnim sestavenim (Kishishita et al. 2010). U mihuli i sliznatek byly
nalezeny vzdy tfi genové lokusy, které se sice lisi, ale maji stejnou strukturu. Na kompletni
molekule VLR rozliSujeme jednotlivé moduly, které jsou tvoreny motivy s leucinovym

opakovanim LRR. Tyto moduly se od sebe lisi tim, jaké typy LRR osahuiji, viz obr. 3.
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LRR1 LRRV LRRVe

Obr. 3 : Rozdéleni VLR na jednotlivé moduly

e LRRNT (N-terminal cap) — formuje predevsim prvni dva beta listy, které jsou

antiparalelni, poptipadé jde o kontinualni beta pohyb
e LRR1 - tento modul je kratsi nez ostatni (18 AMK)

e LRRV - LRR moduly s 24 AMK: XLXXLXXLXLXXNXLXXLPXXXFX (X= jakdakoliv
aminokyselina). Téchto modull je rdzny pocet, pficemz jeden B-sheet = jeden

LRRV.

e LRRVe - posledni z LRRV modulli, ma lehce odliSnou sekvenci nez LRRV

e CP - (connecting peptide) - zkraceny LRR13 AMK

e LRRCT - ,Stalk region”“- u VLRB molekul ma sekvenci pro GPI kotvu a misto pro

Stépeni, u VLRA a VLRC je to transmembranovy segment
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Jak jiz bylo vySe popsano, vime, Ze kompletni gen pro molekulu VLR musi obsahovat casti pro
LRRNT, LRRV, LRRVe, CP a LRRCT. Samotny gen, od promotoru pro transkripci, viak vétsinu
téchto &asti neobsahuje. Studie genomu kruhoustych ukazuji, Ze minimalni vybava, kterou
disponuje zarodecny VLR genovy lokus je sloZzena z 5’UTR oblasti s intronem, za niZ nasleduje
signalni peptid a LRRNT modul. Nasleduje pak ¢ast nekodujici DNA, ktera je pfi rekombinaci
nahrazena riznym mnoZstvim a kombinacemi modull LRRV a také dalSimi moduly. Za touto
informacni pomlkou lezi 3‘ ¢ast LRRCT modulu a ,stalk region” zakoncéeny 3’ UTR (Das et al.
2013; Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, lwabuchi and Kasahara 2010; Pancer, Amemiya,
Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004; Rogozin, lyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov,
Aravind and Pancer 2007; Smith et al. 2013)

Na obr. 4 je srovndna struktura minimalniho genu VLR proti kompetnimu proteinu.

STRUKTURA GENU VLR

. 5'UTR NEKODUJICi SEKVENCE 3'UIR
/ \ SP L #LRRCT STALK e—

INTRON

STRUKTURA PROTEINU VLR

Obr. 4 : Schéma minimalni vybavy genu VLR vs. kompletni protein
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Tuto nejjednodussi zakladni konfiguraci vykazuji VLR geny pro VLRA u mihuli a VLRA a VLRB
geny sliznatek. Ostatni geny mohou v ¢asti nekddujici DNA, mezi LRRNT a 3’ LRRCT,
obsahovat nékteré dalsi moduly. Jak se tedy chybéjici segmenty dostanou na své misto a kde
jsou lokalizovany? Ukazuje se, Ze jednotlivé chybéjici moduly jsou v mnoha kopiich, fadové
v nékolika stech, ulozeny mimo ¢ast zarodeéného lokusu, ale v jeho tésné blizkosti, kde jsou
moduly pro dané segmenty rozptyleny vrlzném poradi i orientacich (Das, Hirano,
Aghaallaei, Bajoghli, Boehm and Cooper 2013; Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, Iwabuchi
and Kasahara 2010; Pancer, Amemiya, Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004; Rogozin,
lyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov, Aravind and Pancer 2007; Smith, Kuraku, Holt, Sauka-
Spengler, lJiang, Campbell, Yandell, Manousaki, Meyer, Bloom, Morgan, Buxbaum,
Sachidanandam, Sims, Garruss, Cook, Krumlauf, Wiedemann, Sower, Decatur, Hall,
Amemiya, Saha, Buckley, Rast, Das, Hirano, McCurley, Guo, Rohner, Tabin, Piccinelli, Elgar,
Ruffier, Aken, Searle, Muffato, Pignatelli, Herrero, Jones, Brown, Chung-Davidson, Nanlohy,
Libants, Yeh, McCauley, Langeland, Pancer, Fritzsch, de Jong, Zhu, Fulton, Theising, Flicek,
Bronner, Warren, Clifton, Wilson and Li 2013).
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Geneticka konverze

Soucasné pfijimané modely vzniku kompletni genetické struktury naznacuji, Zze sestavovani
probiha dfive zminénou genetickou konverzi (Nagawa et al. 2007; Pancer, Amemiya,
Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004). Vtomto modelu je kus DNA nahrazen
donorovou sekvenci, kterd je do daného mista zkopirovana. V nasem pfipadé jsou donorem
vySe zminéné genetické kazety, jejichz sekvence je postupné kopirovdna misto nekddujici
DNA v genu. Kratka homologie mezi segmentem v zdrodecném Useku a segmentem nékteré
z kazet umoznuje, aby byla DNA sekvence v nekddujici oblasti nahrazena donorovou
sekvenci, jeli pfitomna volna 3‘ —OH skupina na misté akceptoru, ktera slouzi jako ocko pro
polymerasu, ktera donorové vlakno prepiSe. Takovyto zpulsob sestaveni funkéniho genu
vyzaduje, aby vSechny sousedni kazety, jez jsou pfitomny v rekombinovaném genu, sdilely
kratkou homologni sekvenci pred tim, nez byly takto spojeny v novy hybridni Usek. Rovnéz je
nutné, aby byla homologie pfitomna na ¢asti zarode¢ného genu a prvni vloZzené kazety. Je
vidét, Ze za vySe uvedenych podminek bude kazeta, jez je vloZzena do zarodecného segmentu
diskriminovat repertoar kazet, jez by mohly byt ndsledné vlozeny. Zjednodusené schéma

genetické konverze je zobrazen na Obr. 5.

Schéma genetické konverze

kazetal kazeta2

L[ B =Baa

1. Akceptorova sekvence Donorova sekvence

_[HNN B

2. Akceptors vloZenou kazetou 1

3. Akceptor s vloZenou kazetou1a 2

Obr. 5 : Schéma genetické konverze
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Vysoké variability maturovaného genu je dosazeno nejen rliznymi kombinacemi sloZenych
kazet, ale také tim, Ze homologie pouZzita k pfipojeni dalSiho Useku, se nemusi nachazet
pouze na koncich kazet. Pfesny mechanismus na molekuldrni Urovni neni u kruhoustych
znam, ale vysledky pozorovani preferovaného poctu vloZzenych LRRV modull ukazuji, Ze
vloZeni jednotlivého modulu je nezavislou udalosti s konstantni pravdépodobnosti Uspéchu
(Sutoh and Kasahara 2014). Je pomérné jisté, Ze se zde jedna o kombinatoricky vytvorenou
diverzitu, kterd se sice mlze rovnat mire variability u celistnatcl, nicméné nevime presné,
jak velky repertoar imunoreceptor( je skutecné produkovan a zdali jsou nékteré kombinace
sestaveni preferované, diskriminované, nebo dokonce zakazané. Bylo ovSem zjisténo, Ze je
preferovan urcity pocet vlozenych LRRV modull u kazdého typu receptoru. U VLRB molekul
vidime, Ze nejpravdépodobnéjsi je vloZzeni jednoho modulu, protoze s vlozenim kazdé kazety
obdrZzi 3 LRRV moduly, to znamena, Ze tvorba molekul s méné nez 3 moduly je néjakym

zpUsobem omezena a nejspise dochazi k jeji selekci (Sutoh and Kasahara 2014).

Exprese

Pomoci protilatek navrzenych proti invariantni oblasti stalk region byly izolovany lymfocyty
nesouci VLRA nebo VLRB protilatky z rGznych lymfoidnich tkani mihulich larev a jejich
kvantitativni PCR analyzou bylo zjisténo, Ze VLRA" lymfocyty exprimovaly pouze typ VLRA,
zaroven VLRB' linie produkovala exkluzivné VLRB (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and
Cooper 2009). Dalsi studie poté ukdzaly, Ze exprimovana je zaroven pouze jedna alela. (Guo,
Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and Cooper 2009; Nagawa, Kishishita, Shimizu, Hirose,
Miyoshi, Nezu, Nishimura, Nishizumi, Takahashi, Hashimoto, Takeuchi, Miyajima, Takemori,
Otsuka and Sakano 2007; Pancer, Amemiya, Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004).
Produkce pouze jednoho typu receptoru s unikatni sekvenci byla potvrzena i pro VLRC" linii
(Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, lwabuchi and Kasahara 2010). Nékdy vysledky test(
ukazuji, Ze mze byt i vice Usek( transkripéné aktivni. Toto bylo pozorovéno u VLRA" a VLRC"
lymfocytl, kdy byly aktivni VLRA i VLRC lokusy zaroven, na povrchu vsak byl vidy vystaven
pouze jeden typ receptoru (Hirano, Guo, McCurley, Schorpp, Das, Boehm and Cooper 2013;
Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, lwabuchi and Kasahara 2010). Tedy nejenom, Ze je
exprimovan vzdy jen jeden typ receptoru (VLRA, VLRB, VLRC), ale je také exprimovana pouze

jedna alela z diploidni genetické informace, coz ma dohromady za vysledek, Ze typicky
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lymfocyt kruhoustych produkuje pouze jeden typ receptoru, ktery ma navic unikatni
sekvenci. VySe zminéna dialelickd exprese je vétSinou spojena s neproduktivnim sestavenim

jednoho z gend.

Struktura receptorti
Molekuly obsahujici pravidelné se opakujici jednotky LRR modulli maji tendenci zaujimat

stejny zakladni tvar. Je jim struktura zahnutého solenoidu s paralelnim B-sheetem na
vnitfnim konkdvnim povrchu, ktera je hlavné diky svému hydrofobnimu core znaéné rigidni a
stabilni. Nejvétsi zasluhu na tom maji konzervované aminokyseliny, prevazné leuciny a
fenylalaniny, a protoZe jsou tyto zbytky v urcitych polohach znac¢né stabilni, dovoluje to
v jinych mistech mezi konzervovanymi zbytky vloZzeni témér libovolné aminokyseliny, aniz by
doslo k poruseni zakladni konformace molekuly. Na vnitfnim konkavnim povrchu VLR
molekul je zfetelné patrny kontinualni B-sheet slozeny z paralelnich B-struktur jednotlivych
LRR modulll. Pravé tento vnitini povrch je klicovy pro vazbu specifickych struktur, protoze
struktura B-sheet dovoluje aminokyselinovym zbytkim ¢nicim ven z plochy B-sheetu
interagovat s ligandy, proto neni prekvapujici, Ze podle experimentl jsou aminokyseliny
vyskytujici se na vnitfni konkdvni strané v rlznych VLR strukturdach znacné variabilni a
zaroven zodpovédné za vazbu antigenu (Herrin, Alder, Roux, Sina, Ehrhardt, Boydston,

Turnbough and Cooper 2008; Kim et al. 2007).
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MMDEB ID: 83061

Petromyzon marinus VLRA

Obr. 6 : Molekula VLRA

Tyto zakladni znaky sdili vSechny VLR molekuly, v jejich pfirozené populaci v organismu vsak
vidime, Ze jednotlivé molekuly se vzajemné odliSuji, a jasné se zde rysuji 3 skupiny VLR
molekul oznacované jako VLRA, VLRB, VLRC (Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, Iwabuchi and
Kasahara 2010; Li et al. 2013; Pancer et al. 2005; Rogozin, lyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov,
Aravind and Pancer 2007; Tasumi et al. 2009). Toto déleni neni odvozeno pouze od
rdznorodosti tvar(, ale také od genetického plvodu a funkce. Pro lepsi prehlednost se VLR
molekuly déli na nékolik menSich ¢asti (viz obr.3). Detailni struktura byla ziskdna hlavné
proteinovou krystalografii VLR molekul v komplexu s antigeny ¢i bez nich (Deng et al. 2010;
Han et al. 2008; Kanda et al. 2014; Kim, Oh, Lim, Kasamatsu, Heo, Park, Lee, Yoo, Kasahara
and Lee 2007; Velikovsky et al. 2009). To, Ze lze VLR molekuly pomérné dobre krystalizovat,
mulzeme pfisuzovat jejich pomérné rigidnimu a stabilnimu hydrofobnimu jadru. Z vysledk(
krystalografickych studii a praci zabyvajicich se variabilitou receptorll plyne, Ze pro vazbu

antigenu je dulezitd struktura vnitfniho konkdvniho povrchu (Deng, Velikovsky, Xu, lyer,
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Tasumi, Kerzic, Flajnik, Aravind, Pancer and Mariuzza 2010; Han, Herrin, Cooper and Wilson
2008; Herrin, Alder, Roux, Sina, Ehrhardt, Boydston, Turnbough and Cooper 2008; Kim, Oh,
Lim, Kasamatsu, Heo, Park, Lee, Yoo, Kasahara and Lee 2007; Velikovsky, Deng, Tasumi, lyer,

Kerzic, Aravind, Pancer and Mariuzza 2009).

Ukazuje se, Ze VLRA a VLRB molekuly obsahuji dalsi znacné variabilni oblast v ¢asti LRRCT,
pricemz tato oblast mlze nabyvat rlizné velikosti (0-13 AMK). Tato variabilni sekvence tvofri
znacné flexibilni smycku, ktera ma tendenci ¢nit oproti vnitfnimu konkdvnimu povrchu.
Podivame-li se pak na celkovou strukturu VLRA a VLRB molekul, mGzeme si vS§imnout, zZe
molekula svym tvarem pfipominad ruku, s dlani a prsty tvorenou kontinualnim beta povrchem
a palcem tvorenym variabilni smyckou. Tato palcovita struktura je znacné flexibilni oproti
jinak rigidnimu hydrofobnimu jadru solenoidu a ma unikatni vlastnost vazat se do raznych
kavit a jinych ,pohrbenych” struktur. Toto bylo prokazano na krystalografickém snimku
komplexu VLR s vajeénym lysozymem, kde se palcova struktura vazala dovnitf katalytického
centra enzymu (Velikovsky, Deng, Tasumi, lyer, Kerzic, Aravind, Pancer and Mariuzza 2009).
Je nutné podotknout, Zze VLRC molekuly maji tuto variabilni oblast zkrdcenou na pouhé 2
aminokyseliny, za to ale VLRC molekuly obsahuji v LRRNT oblasti insert osmi aminokyselin,
které tvori smycku trcici oproti konkdavnimu povrchu a propojujici prvni dva antiparalelni
beta strandy (Kanda, Sutoh, Kasamatsu, Maenaka, Kasahara and Ose 2014). Tato sekvence
neni nijak zvlasté variabilni a i mezidruhova variabilita je zanedbatelna, jak ukazuji srovnani
sekvenci mezi L. Japonica a L. Planeri, ale dana oblast je znacné flexibilni a zaujima rozli¢cné
konformace. Tato flexibilita sama o sobé mize rozsifovat repertodr moznych ligandu

molekuly, nebo mize slouzit k rozpoznani antigen prezentujici molekuly.

Jak jiz bylo zminéno vyse, je zde rozdil v C-koncové sekvenci molekul (stalk regon), jelikoz
molekuly VLRA a VLRC jsou na burkach pfitomny jako transmembranové proteiny a VLRB
namisto tohoto segmentu obsahuji misto pro navdzani GPl kotvy (Pancer, Amemiya,
Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004). Protoze stalk region je pro dany typ receptoru
konstantni a mezi VLRA a VLRB molekulami se znac¢né lisi (sdili asi 11 % AMK) (Guo, Hirano,
Herrin, Li, Yu, Sadlonova and Cooper 2009; Herrin, Alder, Roux, Sina, Ehrhardt, Boydston,
Turnbough and Cooper 2008; Pancer, Saha, Kasamatsu, Suzuki, Amemiya, Kasahara and

Cooper 2005) dovoluje to pro tento Usek navrhnout znacené protilatky, které detekuji pouze
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jednu linii, ¢ehoz bylo pfi vyzkumech nékolikrat vyuzito (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu,

Sadlonova and Cooper 2009).

Diky zapojeni diverzifikacnich proces( se budou dva rzné klony receptor( stejného typu od
sebe liSit. Navic musime pfihlédnout k tomu, Ze tvarem, celkovou velikosti a po¢tem modul(i
se navzajem lisi nejen jednotlivé izotopy (VLRA, VLRB, VLRC), ale je zde patrny rozdil mezi
strukturou molekul u sliznatek a mihuli. K nomenklature VLR receptort je nutné podotknout,
Ze situace je znacné chaoticka, kvali historickym divodim. Po té co byli u sliznatek nalezeny
dva VLR geny, byly pojmenovény jako VLRA a VLRB (Pancer, Saha, Kasamatsu, Suzuki,
Amemiya, Kasahara and Cooper 2005). K témto genim se pfiradili jejich obrazy nalezené u
mihuli, jeZ byly taktéZ pojmenovany jako VLRA a VLRB (Rogozin, lyer, Liang, Glazko, Liston,
Pavlov, Aravind and Pancer 2007). Potom co byl nalezen i tfeti gen u sliznatek a mihuli, ktery
byl u obou pojmenovan VLRC, se ukazalo Ze VLRC sliznatek ma blize k VLRA u mihuli (Li, Das,
Herrin, Hirano and Cooper 2013). Je proto nutné, mit tato fakta na paméti pfi procitani starsi
literatury, zatim nebyla jednotnd nomenklatura stanovena, oviem vétsSina autor(l odvozuje

nazvy genl sliznatek od jejich orthologl u mihuli a toho se budeme drzet i v této praci.

CDA

Aby mohly byt zarodecné geny Uspésné prestavény a mohly tak dat vzniknout funkénimu
genu, je zapotrebi specidlni enzymatickd vybava. ProtoZe je proces genetické konverze
spojovan s cinnosti AID-APOBEC enzym( (Arakawa and Buerstedde 2004; Arakawa et al.
2002; Butler 1998; Di Noia and Neuberger 2004; Di Noia and Neuberger 2007; Muramatsu et
al. 2000; Thompson and Neiman 1987) obratila se pozornost badatell pravé k témto geniim,
pricemz pfi prozkoumani genomu P. marinus byly nalezeny dva geny kddujici enzymy z této
rodiny, CDA1 a CDA2 (Rogozin, lyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov, Aravind and Pancer 2007).
Exprese téchto genl je vazana vzasadé na lymfocyty, navic se ukdzalo, Ze lymfocyty
exprimujici CDA1 produkuji VLRA nebo VLRC protilatky. Oproti tomu u lymfocytl
exprimujicich CDA2 je VLRC a VLRA lokus zachovan v zarodecné konfiguraci a rekombinované
jsou geny pro VLRB (Bajoghli et al. 2011; Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and Cooper
2009).
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Regulace imunity
Tvorba velkého mnoZstvi znacné variabilnich molekul, které maji slouzit k obrané organismu

a eliminovat endo i exogenni patogeny s sebou ovSsem nese znacna rizika. U vySSich
obratlovcl zname duleZitou roli thymu v maturaci a selekci T-lymfocytl. Pravé zde dochazi
k odstranéni autoreaktivnich klond, ¢i jejich pfeméné na bunky T-reg, které svou aktivitou
brani poskozeni tkani vlastnim imunitnim systémem. Bezclelistnati ovsem brzlik jako takovy
postradaji, ale jako jeho imunologicky funkéni ekvivalent byly identifikovany konce Zabernich
filament, které eximuji geny FOXN1 a DLL4, které jsou exprimovany v thymopoetickych
tkdnich celistnatych (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier, McCurley, Bockman,
Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Toto zjiSténi jde ruku v ruce s pozorovanim, Ze v téchto
oblastech se vyskytuje vysoké procento lymfocytl s nefunkénimi VLRA a VLRC molekulami a
lymfocyty se Spatné sestavenymi geny pro tyto molekuly. Pfitom v periferii Ize takto Spatné
rekombinované lymfocyty najit jen tézko. V této oblasti je taky zfetelna exprese genu CDA1L,

ktery je nezbytny pro spravné sestaveni funkénich klon VLRA a VLRC.

Ackoliv lymfocyty mohou exprimovat rGzné vykonné receptory a mohou slouzit k rdznym
ucellim, predpoklada se, Ze pochazeji z indiferentni prekurzorové bunky. Aby se mohly buriky
uspésné diferencovat do funkcnich lymfocytl, potrebuji ziskat ze svého okoli spravné
signaly. K tomuto Ucelu pro lymfocyty slouzi primarni lymfoidni orgdny (Boehm and Bleul
2007), kde probiha diferenciace a pripadné selekce prekurzor(i a dozravajicich lymfocytu. Jak
bylo jiz dfive zminéno, pro sestaveni funkéniho receptoru a tedy i pro zdarnou maturaci
lymfocytu kruhoustych, je zapotiebi pritomnost CDA1 respektive CDA2. Tudiz prekurzor
lymfocytu bude pfi diferenciaci nutné exprimovat ten ¢i onen typ receptoru, podle toho jaka
bude jeho konec¢na podoba. Je-li tato diferenciace a tedy i exprese CDA molekul vazédna na
specifickou morfologickou oblast, budou tyto morfologické celky Zhavymi kandidaty

primarnich lymfoidnich organt u bezcelistnatych.

Experimenty vyuZivajici vySe zminéné skutecnosti tak detekovaly, Ze exprese CDA1 je vazana
na Zaberni region, ktery je v anglické literatufe oznacovan jako ,thymoid structure” a jde
vlastné o vrcholky Zabernich filament (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier,
McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Soucasné zde bylo nalezeno velké
nahromadéni VLRA" a VLRC' lymfocytd a také rGznych diferenciaénich intermediat(, véetné

defektné rekombinovanych kmend, které nebyly nalezeny nikde jinde. To dohromady
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s nalezenou zvySenou apoptotickou aktivitou naznacuje, Ze je tato oblast nejen mistem
diferenciace VLRA a VLRC linii, ale také je zde nejspiSe i misto selekce funkénich a Uspésné
rekombinovanych lymfocytl téchto linii. Aby se provéfilo, zda je tento thymoidni region
pouze mistem diferenciace, ale ne mistem vzniku VLRA" a VLRC' lymfocyt(, byla sledovéna
uroven proliferace bunék po antigenni stimulaci (PHA), vysledkem byla zjisténa masivni
proliferace bunék v primarnich hematopoetickych organech, avsak proliferace v thymoidnim
regionu zvysena nebyla, stejné jako je tomu obecné u vsech primarnich lymfoidnich organd
(Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and
Boehm 2011). Kromé zkoumani charakteristik lymfoidnich bunék v této oblasti, byla blize
prozkoumana i samotnd tkan, tedy hlavné epitelidini buriky tohoto regionu, u nichZ byla
objevena exprese genl klicovych pro diferenciaci T-lymfocytli, které jsou u wvysSich
obratlovcd exprimovany v thymu, ¢i jeho ekvivalentech (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano,
Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Témito geny byly

FOXN1 a DLL4, které jsou nezbytné pro thymopoézu vyssich obratlovcu.

Exprese CDA2, kterd je oproti CDA1 véazdna na VLRB® lymfocyty, se s expresi CDA1 nijak
nekryla, jelikoZz nejvétsi ¢ast CDA2 pozitivnich bunék byla nalezena v morfologickém utvaru
nazyvaném anglicky ,fat tissue” a v mensi mife také v ledvinach a krvi. Tato mista jsou
primarnim zdrojem hematopoézy u bezcelistnatych (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano,

Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011).

U VLRA' byla po stimulaci spravnym antigenem, napftiklad phytohemagglutininem (PHA),
pozorovana vyraznd proliferace, pficemsi se stavaji VLRA" lymfocyty staly majoritni lymfoidni
slozkou a prochdzely lymfoblastoidni transformaci, své protilatky ale nesekretovaly. VLRA®
lymfocyty aktivované PHA vyrazné proliferovaly a produkovaly zvySené mnozstvi IL-17,
kde?to VLRB' linie sice odpovédéla na stimulaci stejnym antigenem také proliferaci, ale
znagné nizsi nez u VLRA linie, a zvysila produkci IL-8. JelikoZ? VLRA" zérover exprimovala
funkéni IL-8R a VLRB naopak IL-17R naznacuje tento experiment, Ze pfi antigenni odpovédi
dochazi k pfimé interakci VLRA" a VLRB® bunék (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and
Cooper 2009). Je docela jisté mozné, Ze zakladni mechanismy regulace, jako je vyse zminéna
komunikace bunék pomoci sekretovanych faktort, jsou velice podobné komunikaci vyssich

obratlovcd.
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Velice zajimavé je potom zjisténi, Ze VLRB protilatky schopné rozeznavat antigen byly
pfitomny pred i po imunizaci, zatimco VLRA molekuly schopné vazby antigenu byly nalezeny
pouze bé&hem imunitni odpovédi. To by naznalovalo, Ze VLRA® rozpoznavaji zpracovany
antigen vazany na specifickou antigen prezentujici molekulu (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu,
Sadlonova and Cooper 2009). Zadné orthology MHCII ani MHCI molekul viak nalezeny nebyly
(Uinuk-Ool et al. 2002), zato oviem byla nalezena velkd sada gen( blizce pfibuznych
orthologiim, které u savcl fidi zpracovani molekul pro antigenni prezentaci pomoci MHCI a

MHCII (Mayer et al. 2002).

Pokusy s aloreaktivitou lymfocytli a jejich sekretovanymi protildtkami (VLRB), jez byly
izolovany z rlznych jedincl, ukazaly, Ze protilatky reagovaly vici alogennim lymfocytim, ale
ne vici autogennim burikdm a auto- i alogennim erythrocytlim (Takaba et al. 2013). Badatelé
se tedy zaméfili na molekulu, ktera byla protildtkami rozezndvdna. Je nutno zde podotknout,
Ze autofri experimentu vyuzili poznatku, Ze fixace leukocytl paraformaldehydem zablokovala
epitop VLRB receptorl vazanych na leukocyty a tudiz jim umoznila identifikovat molekulu
rozeznavanou alogennimi rozpustnymi protilatkami sliznatek. JelikoZ vazba protilatek nebyla
ovlivnéna oSetrfenim fixovanych leukocytl glukosidazou, byla vylou¢ena cukernd povaha
alogennich antigend a experimentatofri se zaméfili na identifikaci proteinového polymorfniho
antigenu pomoci metody mRNA microarray seqvenace. Zfavoritl vybrali molekulu
NICIR3/ALA, jez je imunoglobulinovou molekulou s tyrosinovym aktivacnim motivem (ITAM),
ktera byla mezi jednotlivymi zvifaty znacné polymorfni. Tato molekula byla pfitomna jak na
leukocytech, tak na myeloidnich burikach, pfi¢emZ VLRB® exprimovaly NIC3/ALA vice, ne?
VLRA" a nejvice molekul bylo nalezeno na myeloidnich bufikach, které byly identifikovany
jako monocyty a granulocyty. Pomoci imunoelektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze velké
mnozstvi NIC3/ALA nebylo vystaveno jen na povrchu, ale v lysozomech s fagocytovanymi
proteiny (Takaba, Imai, Miki, Morishita, Miyashita, Ishikawa, Nishizumi and Sakano 2013). Z
téchto vysledkd se neda presné usuzovat, pro jaky ucel tyto molekuly slouzi. Diky vysledkim
testl aloreaktivity a jejich pfitomnosti v lysozomech by se vSak mohlo pfedpokladat, ze

budou plnit funkci antigen prezentujici molekuly podobné jako MHCII.
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Srovnani dosavadnich poznatkt s adaptivni imunitou Celistnatcti
Jak bude ukazano, oba zndmé systémy adaptivni imunity jsou si v mnohych vécech podobné,

ale také se v mnohém lisi. Utridime-li tyto poznatky, mize nam to pomoct nahlédnout, kudy
se ubirala evoluce. Zasadnim problémem pfi zavedeni adaptivni imunity je fakt, Ze produkce
novych rekombinantnich protein(i, ur€enych pro identifikaci a eliminaci patogen(, s sebou
nese riziko autoreaktivity. Tedy mulZe byt vyroben receptor rozeznavajici struktury
organismu vlastni a zpUsobit tak rozsahlé poSkozeni. Rozvoj mutacnich mechanismi musel

proto jit ruku v ruce s vyvojem ochrannych opatfeni, ktera tato rizika snizuiji.

Ackoliv se samotné geny VLR a imunoglobulinovych molekul znacné lisi, sdili nékteré
spolecné charakteristiky. U obou typ( adaptivni imunity vidime, Ze minimalné ¢asti diverzity
je dosazeno existenci vétsSiho poctu Usekl, které mazou byt k sestaveni funkéniho receptoru
vyuzity (LLR kazety, vs V, D, J, useky). Pfitom je ale vzdy zajisténo, Ze v bunce bude sestaven
pouze jeden receptor daného typu a exprimovdna je pouze jedna alela. Translokonova
struktura, kterou obé vétve adaptivni imunity sdili, zajistuje, Ze burika tvori funkéni receptor

az po rekombinaci.

U celistnatcll i bez€elistnatych vidime snahu, aby kazda bunka exprimovala pouze jeden typ
receptoru (vazany vzdy na urcitou bunécnou linii), ba co vice, viditelné dochazi k expresi
pouze z jedné alely diploidniho genomu. Je evidentni, Zze eliminace nebo kontrola klonu
lymfocytu bude snazsi, jsou-li na jeho povrchu vystaveny klony jednoho, unikatniho
receptoru. U celistnatcl je pro kontrolu funkénosti a autoreaktivity klonl T-lymfocytQ
vyuzivana morfologickd struktura, zvana thymus, kde je pomoci pozitivni a negativni selekce
vybrana sada lymfocytd, jez jsou pfipraveny reagovat na pritomnost patogend a pfi tom
ignoruji struktury télu vlastni. U mihuli byla nalezena morfologicka struktura, ktera v mnoha
ohledech thymus vyssich obratlovcl pfipomina. Touto oblasti jsou vrcholky Zabernich
filament, ve kterych bylo pozorovdno nahromadéni VLRA" a VLRC" lymfocytd, spolu s jejich
rdznymi rekombinantnimi intermediaty (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier,

McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011).

Toto zjisténi, spoleéné se zvySenou apoptotickou aktivitou a nizkym vyskytem nefunkénich
klonG lymfocyta v perifernim obé&hovém systému svédci o tom, Ze zde dochazi minimalné

k jisté formé& pozitivni selekce. To podporuje i pozorovani, ze u VLRA* a VLRC" lymfocytd jsou
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vyrazné preferovany klony s tfemi vloZzenymi moduly a receptory s mensim poc¢tem moduld
jsou vyrazné znevyhodnény (Sutoh and Kasahara 2014). Pro thymus celistnatcu je specificka
exprese genu FOXN1 v bunkach thymického epitelu. Transkripcni faktor FOXN1 je tak
povazovan za marker mikroprostiedi, které je nezbytné pro diferenciaci T-lymfocyt(i. Pod
kontrolou tohoto genu jsou i dalsi prvky nezbytné kdiferenciaci a vyvoji T-lymfocytQ
z prekurzorovych bunék. Genetické a expresni studie dokladaji svédectvi o tom Ze orthology
téchto genl funguji i vtéto thymoidni strukture kruhoustych (Bajoghli, Guo, Aghaallaei,
Hirano, Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Navic je nutné
podotknout, Ze thymus a vyssich obratlovc, je struktura primarné endodermalniho plvodu

a jak jiz bylo zminéno v Uvodu, Zabry kruholustych maji téz zaklad v endodermu.

DuleZitou soucasti regulace autoreaktivity u obratlovcld je vyuziti tzv. MHC molekul,
pfedevsim MHCI molekul I, jeZ jsou exprimovany na povrchu bunék hojné jako znacka, Ze
jsou buriky skute¢né organismu vlastni. Tyto molekuly pUsobi tak, Ze tlumi negativni reakci
lymfocytu proti cili. Nezda se ovSem, Ze by ale podobné molekuly byly pfitomny i u
kruhoustych, pravdépodobné se sice nasla molekula s funkci podobnou funkci molekul MHC

I, avSak komplex MHC Il slouZi primdrné k jinému ucelu nez boji s autoreaktivitou.

Je ale pfitomnost MHC, nebo jim podobnych molekul a vibec jinych mechanismi potreba i
pro adaptivni imunitu kruhoustych? Srovname li proces sestaveni funkéniho receptoru mezi
témito skupinami, vidime rozdilnou cestu, jak je dosazeno variability. U Celistnatc( hraje roli
jak kombinatoricka diverzita (mohou byt vedle sebe sesklddany rGzné kopie V, D, J
segmentl), tak i diverzita vznikajici sestfihem DNA a ndaslednymi opravnymi mechanismy,
které vyuzivaji enzymu termindlni deoxynukleotidyl transferazy, jez pracuje bez templatu a
nukleotidy pridava nahodné. Vysledkem tohoto procesu je receptor sloZeny z rliznych
kombinaci VDJ usek(, mezi nimiz je doplnéna zcela unikdtni sekvence. Oproti tomu
postulovany mechanismus genetické konverze vyuzivd pouze kombinatorickou diverzitu.
RGzné kazety LRR motivl jsou sestavovany v rliznych kombinacich a pravdépodobné se pfi
tomto procesu tvofi i nové LRR sekvence. | pfesto neni tento proces svérovan Cisté nahodé,

jako proces zahrnujici TdT.

Funkéni receptor je u kruhoustych sestaven ze znamych presné definovanych prvku. Je proto

mozné predikovat vSechny struktury, které mohou byt sestaveny. ProtoZze mohl pocet a
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diverzita LRR modultd uréenych pro sestaveni funkénich receptorll rlist postupné, mohl
zaroven probihat i pfirodni vybér na drovni téchto modull. A to tak, Ze pokud se objevily
moduly, u kterych by hrozil vznik autoreaktivniho klonu receptoru, byli zvyhodnéni jedinci,
ktefi tyto sekvence eliminovali, ¢i zménili. Dlsledkem této sekvencni koevoluce je, Ze jedinec
disponuje paletou moduld, které nemlzou v zddné kombinaci dat vzniknout autoreaktivnim
klondm a pokud ano, pak je jich minimdlni mnoZstvi. Pokud by to byl pfipad adaptivni
imunity mihuli, potom by nebylo ani vySe zminénych MHC | molekul potfeba, protoze by bylo

garantovano, Ze cokoliv bude receptory lymfocytl rozpoznano, je ciziho plvodu.

V hypotetickém scénafi se da predpokladat, Zze praplvodni VLR receptor mél podobu
nepreruseného genu, ktery kddoval receptor, nejspiSe spojeny s neadaptivni imunitou.
Vystépeni ¢asti genu a schopnost procesu rekombinace pomoci genové konverze mohly dat
vzniknout zakladu diverzifikace u predkd kruhoustych. Naslednou lokalni duplikaci (mozna
spojenou s rozpadem plvodné vystépené Casti na vice Casti), se mohl postupné zvétSovat
repertodr kazet, jez mohli byt na plvodni misto vloZeny. V této fazi se jiz setkdvame
s narlstajicim problémem nebezpedi autoreaktivity, avSak pokud by se moznda diverzita
zvétSovala v dostatecné mirném tempu ve vhodné populaci, nemusel by byt problém
autoreaktivity nezvladnutelny. Kdyby se nové kazety objevovaly duplikaci pavodnich, méli
bychom navic jednu kazetu, ktera byla jiz byla evoluci testovdna, zda nepfinasi vazné riziko
autoreaktivity. Ob&asnymi mutaénimi procesy mohly kazety diverzifikovat. Toto schéma je

zobrazeno na Obr. €. 7.
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Obr. 7: hypoteticky mechanismus vzniku VLR lokusu

Nové vzniklé nefunkéni, ¢i dokonce nebezpecné kazety mohly poté v rdmci populaci vymizet.
PFi tomto scéndfi se Ize obejit bez molekul, které by oznacovali struktury organismu vlastni,
jako je MHC | komplex. Na druhou stranu ale byly u mihuli nalezeny geny, jejichz produkty
slouzi ke zpracovani materidlu pro MHC receptory (Mayer, Uinuk-Ool, Tichy, Gartland, Klein

and Cooper 2002).

Pfesto Ze kruhousti vyuzivaji jinych molekularné genetickych prvk( adaptivni imunity nez
Celistnatci, stoji oba systémy adaptivni imunity na stejnych hlubokych zdkladech adaptivni
imunity. V obou skupinach jsou vyvinuty tfi geneticky rozlisitelné populace lymfocyt(. Navic
se zda, ze kazda linie lymfocytl kruhoulstych ma svij protéjSek v jedné ze tfi hlavnich linii i u
Celistnatcd. VLRB' buriky dokaZou své receptory sekretovat jako protilatky a morfologicky se
znacné podobaji B-lymfocytlm jinych obratlovcl (Alder, Herrin, Sadlonova, Stockard, Grizzle,
Gartland, Gartland, Boydston, Turnbough and Cooper 2008; Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu,
Sadlonova and Cooper 2009; Hirano, Guo, McCurley, Schorpp, Das, Boehm and Cooper
2013). VLRA" a VLRC' jsou vazany na morfologickou oblast exprimujici geny, které jsou
charakteristické pro thymus vyssich obratlovc(, kde se diferencuji 2 linie T-lymfocytl aB a
yS. Stejné jako obé populace T-lymfocitd i VLRA™ a VLRB" buriky exprimuji své receptory

pouze v membranové vazané formé. Také expresni profily jednotlivych linii u kruhoustych
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ukazali Ze VLRB" exprimuji geny charakteristické pro B-lymfoidni linii. VLRA" lymfocyty sdilely
nékteré geny specifické pro af a VLRC" nasla podobu u y& T-lymfocyt(i (Kasamatsu, Sutoh,
Fugo, Otsuka, Iwabuchi and Kasahara 2010).

Vyuziti
V soucasné dobé se premysli o vyuziti VLR v klinické praxi. Bylo prezentovano nékolik praci,

kde bylo vyuzito specifickych VLR k vazbé prevainé cukernych antigenl specifickych pro
nadorovou transformaci. Specifické VLR jsou ziskavany imunizaci mihuli danym patogenem.
Takto byly pfipraveny protilatky specifické pro antigen leukemie leukocytl (Nakahara et al.
2013), Thomsen-Friedenreichlv antigen (Luo et al. 2013) a dalSiho spektra imunologicky

vyznamnych epitopt (Hong et al. 2013).

Zavér

Z téchto poznatkl Ize vyvodit tvrzeni, Ze vSechny tfi linie lymfocytu vlastnil i spolecny predek
kruhoustych a celistnatcd. RovnéZz musel spoleény predek vlastnit morfologicky region
zodpovédny za diferenciaci bunécné linie, u cCelistnatcll zndmé jako T-lymfocyty. DalSim
vyzkumem by se mélo odhalit, do jaké miry jsou tyto dva typy adaptivni imunity shodné.
Zname sice pfiblizny mechanismus diverzifikace VLR receptord, to nam ale stale nefika nic o
tom, jak velkad diverzita receptord je in vivo skute¢né vyuzivana. Nejsme si jisti, zda jsou
nékteré kombinace kazet v sestavenych receptorech preferované nebo zakazané. Bylo
ukazano, Ze v repertodru jedincu, ale i mezi nimi, Ize najit klony se stejnou, ¢i témér stejnou
sekvenci. Jednoduchou cestou lze provést screening diverzity jednotlivych receptor(
v tkanich, jedincich, potaimo i populacich. Problémem takového projektu je ovsem velké
mnozstvi dat, které by bylo potfeba zpracovat. V predchozich letech bylo Uspésné vyuzito
metody prltokové cytometrie kizolaci jednotlivych populaci lymfocytl a poté i Uspésné
ziskany expresni profily jednotlivych lymfocytld. Nékolik praci se jiz castecné zabyvalo
diverzitou nékterych typU receptor(i, vétSinou vsak byl hlavni zdmér praci jiny a nebylo
zpracovdno statisticky vyznamné mnozstvi dat, nebo nebyla data ziskdna z dobre
charakterizované, homogenni populace. Nové poznatky poslednich let umoznuji také
prozkoumat systém imunity z pohledu ontogeneze, kde mame Siroké moznosti sledovat
aktivitu genu, které byly odhaleny genetickou analyzou. Pfinosné by zde mohlo byt

pozorovani regionu zodpovédného za diferenciaci VLRA a VLRC linii, protoZe tyto poznatky
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by mohly vypovidat o vyvoji thymickych struktur a nejspis také populaci lymfocytl na tyto
struktury vazanych. Hlavni hrace téchto proces( uz zndme, u kruhoustych a Celistnatcl by
méli byt stejni. | co se tyce populaci bunék sekretujici své protildtky mame co zkouset a
vysvétlovat. Vime o blizkém vztahu B-bunék a makrofagu u vyssich Celistnatc(, ale je tomu
tak i u kruhoustych? V budoucnu urcité také budeme chtit znat jak presné a kde jsou
antigeny rozpozndvany a jak se tato informace dostane dovnitf buriky, nebo také mezi

jednotlivymi burikami.

Ve skupiné kruhoustych se vyvinula unikatni forma adaptivni imunity, nez kterou vidime u
Celistnatcl a jelikoz jeji prvky jsou stejné pro mihule a sliznatky, Ize proto tvrdit, Ze kruhousti

jsou skutec¢né monofyleticky taxon.
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