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Abstrakt 

Taxon kruhoústých, který je bazální linií obratlovců disponuje všemi hlavními prvky adaptivní imunity. 

U zástupců tohoto taxonu pozorujeme populace výkonných buněk adaptivní imunity (lymfocyty), 

jejichž vývoj je ovlivňován podobnými mechanismy jako u obratlovců. Molekulární prvky, které 

zprostředkují adaptivní imunitu kruhoústých se však zásadně liší od těch, které využívají obratlovci. U 

kruhoústých je pro rozpoznání patogenních částic využíváno molekul VLR, zatímco čelistnatci 

používají molekuly imunoglobulinů. Obě větve adaptivní imunity využívají ke konstrukci variabilních 

receptorů rekombinačních mechanismů. Kruhoústí k rekombinaci využívají tzv. genetickou konverzi a 

čelistnatci V(D)J rekombinaci. 

Klíčová slova: Cyklostoma, adaptivní imunita, lymfocyt, VLR, genetická 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)J 

recombination. 

Keywords: Jawless, adaptive immunity, lymphocyte, VLR, genetic conversion 
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Úvod 

Tam, kde je život, tam vládne i boj. Evoluce je toho příčinou i důsledkem, jak můžeme vidět 

na všech úrovních živých entit. Od jednotlivých buněk (které ovšem svádí boje i se systémy, 

jež nejde nazvat jinak než čistě molekulární), přes celé organismy a až k populacím, vidíme 

projevy tohoto boje. Tato práce je zaměřena na tu část zápasu, kterou vede organismus 

pomocí systémů na buněčné úrovni proti nepřátelům, jež by nemohl zničit hrubou silou. 

Tématem je však pouze evoluční špička tohoto obranného ledovce, která se vytvořila v rámci 

skupiny živočichů a je nazývána adaptivní imunitou. 

Nedávné zjištění, že jistý taxon vodních živočichů, kruhoústí, využívá odlišných molekulárně-

genetických prvků adaptivní imunity, které byly pro tento typ boje pokládány za klíčové a 

výjimečné, rozproudil diskusi především v oblastech fylogenetiky. Tato práce se bude 

zabývat buňkami lymfocytů a strukturou, expresí a funkcí nově nalezených variabilních 

receptorů lymfocytů (VLR). Tyto poznatky pak budou zasazeny do kontextu ostatních 

klíčových prvků adaptivní imunity pozorovaného u kruhoústých. Cílem práce je tedy srovnat 

systém adaptivní imunity kruhoústých a čelistnatců a prokázat že sliznatky a mihule jsou 

skutečně monofyletický taxon. Protože se imunita kruhoústých a čelistnatců v mnoha 

ohledech shoduje i výrazně liší, bude tato práce rozdělena na dvě části. V první části bude 

zpracována faktografie, která shrnuje dosavadní poznatky o imunitě kruhoústých. V 

druhé části budou tato fakta srovnána s adaptivní imunitou vyšších obratlovců a následně 

vyvozeny z toho plynoucí evoluční konsekvence. 
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Systém kruhoústých 

Kruhoústí (Cyklostoma) jsou bazální skupina obratlovců. Dnešní kruhoústí divergovali 

přibližně před pěti sty miliony let a zahrnují pouze dvě třídy dnes žijících živočichů, 

zmíněnými třídami jsou mihule (Petromyzontida) a sliznatky (Myxinoidea). Dříve, než se 

začaly využívat genetické studie, diskutovalo se o přesném systematickém pojetí těchto dvou 

skupin. Zatímco některé studie zastávaly názor, že sliznatky jsou sesterskou skupinou 

obratlovců, u nichž nejbazálnějšími zástupci jsou mihule, jiné studie tvrdily, že mihule a 

sliznatky tvoří monofyletický taxon kruhoústých (Cyklostoma), který představuje bázi větve 

obratlovců. Parafyletickou podstatu taxonu kruhoústých podporovaly zejména 

paleontologické a také morfologické studie, protože sliznatky se zdají být značně 

primitivnější, než aby mohly být zahrnovány s mihulemi do taxonu obratlovců. Tyto značně 

primitivní znaky jsou: zachovalá chorda dorsalis bez oblouků obratlů, nepřítomnost 

nervového řízení srdce, redukce smyslových orgánů (zejména očí), nepřítomnost 

proudového orgánu a osmotické regulace tělních tekutin. Na druhou stranu mihule a 

sliznatky spolu sdílí značné množství synapomorfních znaků, jako jsou například rohovité 

zuby, celková stavba úst a jazyka, přítomnost respirační plachetky (velum) a také to, že 

oporné elementy žaberního koše jsou vně žáber, které vznikají z endodermu (Gaisler 2007). 

S nástupem studií na genetické úrovni se miska vah snad definitivně převážila na stranu 

příznivců monofyletického původu kruhoústých (Takezaki et al. (2003), přičemž jednotlivé 

primitivní znaky sliznatek byly vysvětleny regresním vývojem. Nyní je zastáván názor, 

podporovaný souborem apomorfních znaků a genetických podobností skupiny kruhoústých, 

že sliznatky a mihule skutečně patří do společného taxonu kruhoústých, jež je sesterskou 

skupinou čelistnatců. Toto tvrzení bude podpořeno i v této práci a bude se opírat o srovnání 

imunitního systému kruhoústých a čelistnatců. 
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Obr. 1: postavení kruhoústých 

 

Kruhoústí jsou tedy vodní obratlovci bez čelistí, ale se specifickým ústním aparátem 

s masivním jazykem. Většina zástupců se živí dravě nebo cizopasně na tělech ryb. Ústa jsou 

pokryta rohovitými zuby. Tělo kruhoústých je úhořovitě protažené, bez párových ploutví, 

pouze se souvislým ocasním lemem a případně jednou či dvěma hřbetními ploutvemi. Kostní 

tkáň není u kruhoústých nijak vyvinuta, hlavním zdrojem opory při pohybu je stále chorda, 

na které jsou u mihulí patrné horní chrupavčité oblouky obratlů. Rovněž všechny elementy 

lebky a jiných oporných částí těla jsou chrupavčité. Sliznatky se od mihulí liší přítomností 

dlouhé ventrolaterální řady slizových žláz na povrchu těla a pak také životním cyklem. Mihule 

se líhnou z jiker ve sladké vodě a prodělávají zde i stádium larvy (amoecete) a po 

metamorfóze, kromě sladkovodních druhů setrvávajících ve sladké vodě po celý život, 

migrují do moře a po dosažení sexuální dospělosti následuje anadromní migrace a tření 

(Gaisler 2007). 

V následující práci se budeme zabývat hlavně taxonem mihulí, jelikož většina znalostí je 

spojena právě s tímto taxonem. 

Přehled imunity 

Když se řekne imunita, myslí se tím biologická obrana organismu proti nepříznivým vlivům. 

V tomto pojetí rozdělujeme imunitu na neadaptivní (evolučně starší) a adaptivní (evolučně 

mladší). Neadaptivní imunita je silně vázána na genetickou informaci, kterou získal 

jednotlivec od svých předků a která v podstatě obsahuje informaci o patogenech, se kterými 

se kdy předchůdci jedince setkali. Především jsou takto uchovávány informace o 

molekulárních strukturách, které představují pro buňku nějaké nebezpečí. Tato informace je 

využita prostřednictvím bílkovinných receptorů, jež takový epitop rozeznají a umožní buňce 

náležitě reagovat. Takto může receptor zaregistrovat struktury spojené s poškozením (tzv. 
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DAMPS), které nemusí být spojené s patogenem. A naopak může rozeznávat strukturu, která 

je spojená s patogenem (PAMPS). Je-li jeden z předchozích problémů rozpoznán, jsou na 

jeho odstranění využity prostředky, které jsou pod kontrolou receptorů, jež byly aktivovány 

přítomností specifického povrchu patogenu.  

Jak už bylo řečeno, povrch antigenu je zakódován v genetické podobě, ve struktuře 

receptoru, jež je rozeznává. Oproti tomu adaptivní imunita se nespoléhá pouze na zděděnou 

informaci o struktuře patogenu získanou od předků, ale snaží se předvídat podobu patogenů. 

K tomu, aby mohl organismus vědět, co představuje nebezpečí, si musí vždy pamatovat, co je 

mu vlastní, či co je mu prospěšné. Systémy adaptivní imunity využívají pro rozpoznání 

patogenu také bílkovinné receptory, jejichž geny se ale během života mění intenzivními 

mutačními procesy a vytváří tak obrovský repertoár bílkovinných receptorů schopných 

rozeznat bezpočet struktur, které jsou organismu cizí. V současné době známe takovéto 

systémy dva. Jeden využívající imunoglobulinové molekuly u čelistnatců a druhý založený na 

molekulách s opakujícím se leucinovým motivem (LRR molekuly), který byl objeven u 

kruhoústých. 

Většina buněk spojená s imunitou má u obratlovců stejný původ. Jsou odvozeny 

z mezodermu a jsou blízce spojené s procesem krvetvorby neboli hematopoézy. Během 

ontogeneze vidíme u obratlovců dvě vlny hematopoézy (Galloway and Zon 2003). První se 

nazývá primitivní a zprostředkuje ji masa extraembryonálního mezodermu nazývaná 

hemangioblast, protože dává vzniknout nejen primitivním hematopoetickým kmenovým 

buňkám, ale také angioblastu. Primitivní vlnu hematopoézy řídí převážně dva geny, GATA1 je 

zodpovědný za vývoj erythroidní linie (Cantor et al. 2002), kdežto exprese Pu.1 determinuje 

osud buněk diferenciací do linie myeloidní (Rhodes et al. 2005; Scott et al. 1994). Buňky 

primitivní hematopoézy však nemají tak značný potenciál regenerace, a proto je primitvní 

vlna hematopoézy dočasná a později vymizí. Následná definitivní hematopoéza má původ 

intraembrionální (Dieterlen-Lievre et al. 1976). Původ definitivních HSC u člověka je spojován 

regionem mezodermu AGM (aorta-gonad-mesonephros) (Cumano and Godin 2007; Ivanovs 

et al. 2011; Tavian et al. 2010) a s ventrální stěnou dorzální aorty u kostnatých ryb 

(Thompson et al. 1998). Populace HSC definitivní hematopoézy jsou svou existencí závislé na 

okolním mikroprostředí. Během vývoje jedince vidíme definitivní HSC migrovat po těle, 

přičemž mohou osidlovat různé orgány (především fetální játra a ledviny) a dočasně zde 
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provádět krvetvorbu (Cumano and Godin 2007; Murayama et al. 2006). Všechna místa, která 

tyto buňky osidlují, mají ovšem podobnou strukturu. Definitivním místem krvetvorby vyšších 

obratlovců je především kostní dřeň, popřípadě dřeň ledvin (Cumano and Godin 2007). HSC 

je populace kmenových buněk, tedy buněk schopných obnovovat svou vlastní populaci (pro 

tuto funkci jsou důležité geny z rodin Notch (Guruharsha et al. 2012) a Wnt (Reya et al. 2003) 

a zároveň se pod tlakem různých faktorů diferencovat v různé efektorové buňky. Takto 

dávají HSC vzniknout dvěma základním liniím buněk, myeloidní a lymfoidní. 

Z myeloidní linie (její diferenciace je řízena také pomocí Pu.1) vznikají  buňky, které slouží 

neadaptivní imunitě a hemostázi, k čemuž využívají především fagocytující buňky a 

thrombocyty. A pak také řada buněk, která se nazývá erythroidní a výkonnými buňkami zde 

jsou erythrocyty. Kromě myeloidní linie se rozlišuje ještě linie lymfoidní. Ta je pro adaptivní 

imunitu nezbytná, neboť hlavní zástupci, lymfocyty, tvoří výkonnou část adaptivního 

imunitního systému. Lymfoidní linie, jejíž diferenciace je závislá na IKAROS genech 

(Georgopoulos et al. 1992; Yoshida et al. 2006), může být dále rozdělena na další 

podskupiny. 

První z nich je linie B-lymfocytů, jež mají schopnost sekretovat variabilní protilátky. Druhá 

skupina, nazývaná T-lymfocyty, své protilátky nesekretuje, nýbrž zprostředkovává imunitní 

reakce pomocí variabilních, membránově vázaných receptorů. Linie T-lymfocytů může být 

poté ještě dále rozdělena na αβ a γδ T-lymfocyty, popřípadě jako jejich blízce příbuzná 

skupina jsou často uváděny NK buňky. Zjednodušené schéma popisující diferenciaci HSC na 

jednotlivé složky je zobrazeno na obr. 2 a mělo by být společné pro všechny obratlovce, 

včetně kruhoústých, jak bude dále v této práci ukázáno. Přesto přesné vztahy mezi lymfoidní 

a myeloidní linií nejsou zatím zcela vyjasněny, a proto je výčet tří výše zmíněných skupin 

spíše rozdělením na základě funkce, než fylogenetického původu. Můžeme kupříkladu 

pozorovat blízký vztah B-lymfocytů, tedy zástupců lymfoidní linie, a makrofágů, kteří se řadí 

k myeloidní řadě (Borrello and Phipps 1996; Tanaka et al. 1994; Xie et al. 2004). 
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Obr. 2: Schéma diferenciace buněk z HSC 

Lymfocyty kruhoústých - buňky produkující VLR 

Lymfocyty kruhoústých jsou v mnohých charakteristikách k nerozpoznání od lymfocytů 

vyšších čelistnatců. Odhalena byla podobnost morfologická, tedy že jde o buňky kulovitého 

tvaru o průměru přibližně 6-9 µm se značně densním jádrem obklopeným vcelku tenkým 

prstencem cytoplasmy a po stimulaci antigenem procházejí lymfoblastoidní transformací, 

která je specifická značným zvětšením objemu cytoplasmy a rozšířením endoplasmatického 

retikula. Tato morfologická podobnost nebyla zrovna pevným důkazem pro tvrzení, že jde 

skutečně o analoga lymfocytů vyšších obratlovců, toto podpořili spíše studie expresního 

profilu těchto buněk, které odhalily rozsáhlou sadu orthologních genů exprimovaných 

v savčích lymfocytech a nezbytných pro jejich funkci. Studie expresních profilů (Guo et al. 

2009; Hirano et al. 2013; Suzuki et al. 2004), také jednoznačně rozdělily populaci lymfocytů 

do tří linií. Důvodem byla hlavně rozdílná exprese variabilních receptorů, které u 

kruhoústých nahrazují variabilní receptory u čelistnatců, tedy imunoglobuliny. Kruhoústí 

využívají tři typy receptorů: VLRA, VLRB a VLRC. Exprese jednotlivých typů je exkluzivní, to 
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znamená, že lymfocyt disponuje pouze jedním typem receptoru. Víme tedy, že existují tři 

linie lymfocytů kruhoústých, VLRA+, VLRB+, VLRC+. Expresní profil dále odhalil, že linie VLRA+ 

a VLRC+ jsou si značně blízké. Další důležité důsledky těchto expresních studií vyniknou až při 

porovnání výsledků s expresním profilem lymfocytů vyšších obratlovců. Tento podrobnější 

rozbor provedeme v druhé části práce. 

Stimulace lymfocytů patogeny 

Dříve zmíněné rozdělení, založené na rozdílech v expresních profilech jednotlivých populací, 

ještě více prohlubuje reakce jednotlivých linií na antigenní stimulaci. Pouze u VLRB+ buněk, 

dochází po stimulaci komplexními antigeny k jejich transformaci v plasmatické buňky 

schopné sekretovat své antigenní receptory a zprostředkovat tak humorální část adaptivní 

imunity (Alder et al. 2008; Alder et al. 2005; Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and 

Cooper 2009; Herrin et al. 2008). Snímky aktivovaných lymfocytů z TEM je ukazují jako velké 

lymfoblasty, ovšem s tím rozdílem, že VLRA+ a VLRC+ mají oproti VLRB+ značně 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 rozdíl od VLRB+ linie, VLRA+ a VLRC+ lymfocyty totiž exprimují své variabilní 

receptory pouze v membránově vázané formě (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and 

Cooper 2009). Z celkového shrnutí tedy vyplývá, že lymfocyty kruhoústých mohou být děleny 

do tří linií (VLRA+, VLRB+, VLRC+), podle toho který receptor exprimují. Současně můžeme 

sledovat blízký vztah VLRA+ a VLRC+ populací, jelikož obě exprimují VLR receptory pouze jako 

membránově vázané molekuly, které nejsou sekretovány. Fakt že lymfocyty kruhoústých 

jsou morfologicky podobné lymfocytům vyšších čelistnatců značně usnadňuje manipulaci 

s nimi, jelikož můžou být identifikovány pomocí měření světelného rozptylu na průtokovém 

cytometru. Pokud se tato metoda spojí i s fluorescenčním značením pomocí protilátek 

specifických vůči jednotlivým typům VLR, mohou být lymfocyty roztříděny i do jednotlivých 

populací. 

Variabilní receptory lymfocytů bezčelistnatých obratlovců (VLR) 

Budeme-li se zabývat adaptivní částí imunitního systému obratlovců, naší pozornosti 

neunikne centrální úloha imunoglobulinových molekul a to především protilátek a receptorů 

asociovaných s B a T lymfocyty. U bezčelistnatých obratlovců, sliznatek a mihulí, ale 
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nenacházíme žádné z výše zmíněných imunoglobulinových molekul, které se vyskytují u 

všech čelistnatých obratlovců. U kruhoústých jsou přítomny zcela jiné struktury, které jsou 

v mnoha vlastnostech odrazem svých imunoglobulinových protějšků. Jsou to proteiny 

tvořené z velké části aminokyselinovým motivem, ne zcela neznámý, LxxLxLx. Tento takzvaný 

Leucine rich repeat motiv (LRR) je k nalezení u mnoha jiných proteinů, kde vidíme molekuly 

s tímto motivem sloužit například v neadaptivní imunitě (Toll like receptory), nebo hrají 

úlohu například při koagulaci krve. S molekulami obsahujícími LRR je spojena charakteristická 

funkce vázat kompetentní struktury a povrchy. U mihulí a sliznatek se setkáváme 

s takzvanými VLR receptory (variable lymfocyte receptor), u kterých můžeme předpokládat, 

že fungují jako obdoba BCR, TCR molekul a sekretovaných protilátek. 

Genetická struktura VLR a zdroje variability 

Ačkoliv v prvopočátku byl nalezen pouze jediný genový lokus pro VLR (Pancer et al. 2004) 

dnes se nepochybuje o existenci tří lokusů v obou větvích kruhoústých (Kasamatsu et al. 

2010). Každý typ receptoru (VLRA, VLRB, VLRC) má svůj genetický protějšek. Struktura 

jednotlivých zárodečných genů pro VLRA, VLRB a VLRC se vzájemně liší v tom, jak velká část 

finálního produktu je v nich zakódována. Víme, že existují rozdíly mezi jednotlivými geny u 

sliznatek a mihulí, ale jejich obecná charakteristika je stejná, a proto se nadále budeme 

zabývat genovou strukturou pouze u mihulí. Je obecně přijímaným faktem, že funkční 

genetická struktura zralých lymfocytů kruhoústých, která dává vzniknout funkčnímu 

receptoru, je sestavována pomocí procesu genetické konverze, označovaného taky jako 

„copy choice mechanism“, který bude dále podrobněji vysvětlen. Každá progenitorová buňka 

lymfocytu obsahuje všechny tři genetické lokusy, ale v zásadě je pouze jeden lokus úspěšně 

rekombinován a tedy i exprimován (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and Cooper 2009; 

Rogozin et al. 2007). Analogicky, jako u obratlovců při alelické exkluzi, vidíme že VLR 

receptory jsou sestavovány monoalelicky a na každém lymfocytu tedy vidíme jeden typ VLR. 

Některé studie odhalují, že dochází k dialelickému sestavení z VLRA a VLRC lokusů, u 

maximálně 10 % buněk, ale poukazují také na to, že pouze jedna alela je funkční, zatímco 

druhá prošla defektivním sestavením (Kishishita et al. 2010). U mihulí i sliznatek byly 

nalezeny vždy tři genové lokusy, které se sice liší, ale mají stejnou strukturu. Na kompletní 

molekule VLR rozlišujeme jednotlivé moduly, které jsou tvořeny motivy s leucinovým 

opakováním LRR. Tyto moduly se od sebe liší tím, jaké typy LRR osahují, viz obr. 3. 
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Obr. 3 : Rozdělení VLR na jednotlivé moduly 

 

 LRRNT (N-terminal cap) – formuje především první dva beta listy, které jsou 

antiparalelní, popřípadě jde o kontinuální beta pohyb 

 LRR1 - tento modul je kratší než ostatní (18 AMK) 

 LRRV - LRR moduly s 24 AMK: XLXXLXXLXLXXNXLXXLPXXXFX (X= jakákoliv 

aminokyselina). Těchto modulů je různý počet, přičemž jeden β-sheet = jeden 

LRRV. 

 LRRVe - poslední z LRRV modulů, má lehce odlišnou sekvenci než LRRV 

 CP - (connecting peptide) - zkrácený LRR13 AMK 

 LRRCT - „Stalk region“- u VLRB molekul má sekvenci pro GPI kotvu a místo pro 

štěpení, u VLRA a VLRC je to transmembránový segment 
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Jak již bylo výše popsáno, víme, že kompletní gen pro molekulu VLR musí obsahovat části pro 

LRRNT, LRRV, LRRVe, CP a LRRCT. Samotný gen, od promotoru pro transkripci, však většinu 

těchto částí neobsahuje. Studie genomu kruhoústých ukazují, že minimální výbava, kterou 

disponuje zárodečný VLR genový lokus je složena z 5’UTR oblasti s intronem, za níž následuje 

signální peptid a LRRNT modul. Následuje pak část nekódující DNA, která je při rekombinaci 

nahrazena různým množstvím a kombinacemi modulů LRRV a také dalšími moduly. Za touto 

informační pomlkou leží 3‘ část LRRCT modulu a „stalk region“ zakončený 3’ UTR (Das et al. 

2013; Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, Iwabuchi and Kasahara 2010; Pancer, Amemiya, 

Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004; Rogozin, Iyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov, 

Aravind and Pancer 2007; Smith et al. 2013)  

Na obr. 4 je srovnána struktura minimálního genu VLR proti kompetnímu proteinu.  

 

Obr. 4 : Schéma minimální výbavy genu VLR vs. kompletní protein 
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Tuto nejjednodušší základní konfiguraci vykazují VLR geny pro VLRA u mihulí a VLRA a VLRB 

geny sliznatek. Ostatní geny mohou v části nekódující DNA, mezi LRRNT a 3’ LRRCT, 

obsahovat některé další moduly. Jak se tedy chybějící segmenty dostanou na své místo a kde 

jsou lokalizovány? Ukazuje se, že jednotlivé chybějící moduly jsou v mnoha kopiích, řádově 

v několika stech, uloženy mimo část zárodečného lokusu, ale v jeho těsné blízkosti, kde jsou 

moduly pro dané segmenty rozptýleny v různém pořadí i orientacích (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, 

Iyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov, Aravind and Pancer 2007; Smith, Kuraku, Holt, Sauka-

Spengler, Jiang, 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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Genetická konverze 

Současně přijímané modely vzniku kompletní genetické struktury naznačují, že sestavování 

probíhá dříve zmíněnou genetickou konverzí (Nagawa et al. 2007; Pancer, Amemiya, 

Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004). V tomto modelu je kus DNA nahrazen 

donorovou sekvencí, která je do daného místa zkopírována. V našem případě jsou donorem 

výše zmíněné genetické kazety, jejichž sekvence je postupně kopírována místo nekódující 

DNA v genu. Krátká homologie mezi segmentem v zárodečném úseku a segmentem některé 

z kazet umožňuje, aby byla DNA sekvence v nekódující oblasti nahrazena donorovou 

sekvencí, jeli přítomna volná 3‘ –OH skupina na místě akceptoru, která slouží jako očko pro 

polymerasu, která donorové vlákno přepíše. Takovýto způsob sestavení funkčního genu 

vyžaduje, aby všechny sousední kazety, jež jsou přítomny v rekombinovaném genu, sdílely 

krátkou homologní sekvenci před tím, než byly takto spojeny v nový hybridní úsek. Rovněž je 

nutné, aby byla homologie přítomna na části zárodečného genu a první vložené kazety. Je 

vidět, že za výše uvedených podmínek bude kazeta, jež je vložena do zárodečného segmentu 

diskriminovat repertoár kazet, jež by mohly být následně vloženy. Zjednodušené schéma 

genetické konverze je zobrazen na Obr. 5. 

 

Obr. 5 : Schéma genetické konverze 
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Vysoké variability maturovaného genu je dosaženo nejen různými kombinacemi složených 

kazet, ale také tím, že homologie použitá k připojení dalšího úseku, se nemusí nacházet 

pouze na koncích kazet. Přesný mechanismus na molekulární úrovni není u kruhoústých 

znám, ale výsledky pozorování preferovaného počtu vložených LRRV modulů ukazují, že 

vložení jednotlivého modulu je nezávislou událostí s konstantní pravděpodobností úspěchu 

(Sutoh and Kasahara 2014). Je poměrně jisté, že se zde jedná o kombinatoricky vytvořenou 

diverzitu, která se sice může rovnat míře variability u čelistnatců, nicméně nevíme přesně, 

jak velký repertoár imunoreceptorů  je skutečně produkován a zdali jsou některé kombinace 

sestavení preferované, diskriminované, nebo dokonce zakázané. Bylo ovšem zjištěno, že je 

preferován určitý počet vložených LRRV modulů u každého typu receptoru. U VLRB molekul 

vidíme, že nejpravděpodobnější je vložení jednoho modulu, protože s vložením každé kazety 

buňka vždy riskuje neúspěch operace. Pro VLRA a VLRC molekuly je nejpravděpodobnější, že 

obdrží 3 LRRV moduly, to znamená, že tvorba molekul s méně než 3 moduly je nějakým 

způsobem omezena a nejspíše dochází k její selekci (Sutoh and Kasahara 2014). 

Exprese 

Pomocí protilátek navržených proti invariantní oblasti stalk region byly izolovány lymfocyty 

nesoucí VLRA nebo VLRB protilátky z různých lymfoidních tkání mihulích larev a jejich 

kvantitativní PCR analýzou bylo zjištěno, že VLRA+ lymfocyty exprimovaly pouze typ VLRA, 

zároveň VLRB+ linie produkovala exkluzivně VLRB (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and 

Cooper 2009). Další studie poté ukázaly, že exprimována je zároveň 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 unikátní sekvencí byla potvrzena i pro VLRC+ linii 

(Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, Iwabuchi and Kasahara 2010). Někdy výsledky testů 

ukazují, že může být i více úseků transkripčně aktivní. Toto bylo pozorováno u VLRA+ a VLRC+ 

lymfocytů, kdy byly aktivní VLRA i VLRC lokusy zároveň, na povrchu však byl vždy vystaven 

pouze jeden typ receptoru (Hirano, Guo, McCurley, Schorpp, Das, Boehm and Cooper 2013; 

Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, Iwabuchi and Kasahara 2010). Tedy nejenom, že je 

exprimován vždy jen jeden typ receptoru (VLRA, VLRB, VLRC), ale je také exprimována pouze 

jedna alela z diploidní genetické informace, což má dohromady za výsledek, že typický 
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lymfocyt kruhoústých produkuje pouze jeden typ receptoru, který má navíc unikátní 

sekvenci. Výše zmíněná dialelická exprese je většinou spojena s neproduktivním sestavením 

jednoho z genů. 

Struktura receptorů 

Molekuly obsahující pravidelně se opakující jednotky LRR modulů mají tendenci zaujímat 

stejný základní tvar. Je jím struktura zahnutého solenoidu s paralelním β-sheetem na 

vnitřním konkávním povrchu, která je hlavně díky svému hydrofobnímu core značně rigidní a 

stabilní. Největší zásluhu na tom mají konzervované aminokyseliny, převážně leuciny a 

fenylalaniny, a protože jsou tyto zbytky v určitých polohách značně stabilní, dovoluje to 

v jiných místech mezi konzervovanými zbytky vložení téměř libovolné aminokyseliny, aniž by 

došlo k porušení základní konformace molekuly. Na vnitřním konkávním povrchu VLR 

molekul je zřetelně patrný kontinuální β-sheet složený z  paralelních β-struktur jednotlivých 

LRR modulů. Právě tento vnitřní povrch je klíčový pro vazbu specifických struktur, protože 

struktura β-sheet dovoluje aminokyselinovým zbytkům čnícím ven z plochy β-sheetu 

interagovat s ligandy, proto není překvapující, že podle experimentů jsou aminokyseliny 

vyskytující se na vnitřní konkávní straně v různých VLR strukturách značně variabilní a 

zároveň zodpovědné za vazbu antigenu (Herrin, Alder, Roux, Sina, Ehrhardt, Boydston, 

Turnbough and Cooper 2008; Kim et al. 2007). 
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Obr. 6 : Molekula VLRA 

 

Tyto základní znaky sdílí všechny VLR molekuly, v jejich přirozené populaci v organismu však 

vidíme, že jednotlivé molekuly se vzájemně odlišují, a jasně se zde rýsují 3 skupiny VLR 

molekul označované jako VLRA, VLRB, VLRC (Kasamatsu, Sutoh, Fugo, Otsuka, Iwabuchi and 

Kasahara 2010; Li et al. 2013; Pancer et al. 2005; Rogozin, Iyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov, 

Aravind and Pancer 2007; Tasumi et al. 2009). Toto dělení není odvozeno pouze od 

různorodosti tvarů, ale také od genetického původu a funkce. Pro lepší přehlednost se VLR 

molekuly dělí na několik menších částí (viz obr.3). Detailní struktura byla získána hlavně 

proteinovou krystalografií VLR molekul v komplexu s antigeny či 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, že lze VLR molekuly poměrně dobře krystalizovat, 

můžeme přisuzovat jejich poměrně rigidnímu a stabilnímu hydrofobnímu jádru. Z výsledků 

krystalografických studií a prací zabývajících se variabilitou receptorů plyne, že pro vazbu 

antigenu je důležitá struktura vnitřního konkávního povrchu (Deng, Velikovsky, Xu, Iyer, 
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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, Iyer, 

Kerzic, Aravind, Pancer and Mariuzza 2009). 

Ukazuje se, že VLRA a VLRB molekuly obsahují další značně variabilní oblast v části LRRCT, 

přičemž tato oblast může nabývat různé velikosti (0-13 AMK). Tato variabilní sekvence tvoří 

značně flexibilní smyčku, která má tendenci čnít oproti vnitřnímu konkávnímu povrchu. 

Podíváme-li se pak na celkovou strukturu VLRA a VLRB molekul, můžeme si všimnout, že 

molekula svým tvarem připomíná ruku, s dlaní a prsty tvořenou kontinuálním beta povrchem 

a palcem tvořeným variabilní smyčkou. Tato palcovitá struktura je značně flexibilní oproti 

jinak rigidnímu hydrofobnímu jádru solenoidu a má unikátní vlastnost vázat se do různých 

kavit a jiných „pohřbených“ struktur. Toto bylo prokázáno na krystalografickém snímku 

komplexu VLR s vaječným lysozymem, kde se palcová struktura vázala dovnitř katalytického 

centra enzymu (Velikovsky, Deng, Tasumi, Iyer, Kerzic, Aravind, Pancer and Mariuzza 2009). 

Je nutné podotknout, že VLRC molekuly mají tuto variabilní oblast zkrácenou na pouhé 2 

aminokyseliny, za to ale VLRC molekuly obsahují v LRRNT oblasti insert osmi aminokyselin, 

které tvoří smyčku trčící oproti konkávnímu povrchu a propojující první dva antiparalelní 

beta strandy (Kanda, Sutoh, Kasamatsu, Maenaka, Kasahara and Ose 2014). Tato sekvence 

není nijak zvláště variabilní a i mezidruhová variabilita je zanedbatelná, jak ukazují srovnání 

sekvencí mezi L. Japonica a L. Planeri, ale daná oblast je značně flexibilní a zaujímá rozličné 

konformace. Tato flexibilita sama o sobě může rozšiřovat repertoár možných ligandů 

molekuly, nebo může sloužit k rozpoznání antigen prezentující molekuly. 

Jak již bylo zmíněno výše, je zde rozdíl v C-koncové sekvenci molekul (stalk regon), jelikož 

molekuly VLRA a VLRC jsou na buňkách přítomny jako transmembránové proteiny a VLRB 

namísto tohoto segmentu obsahují místo pro navázání GPI kotvy (Pancer, Amemiya, 

Ehrhardt, Ceitlin, Gartland and Cooper 2004). Protože stalk region je pro daný typ receptoru 

konstantní a mezi VLRA a VLRB molekulami se značně liší (sdílí 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 úsek navrhnout značené protilátky, které detekují pouze 
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jednu linii, čehož bylo při výzkumech několikrát využito (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, 

Sadlonova and Cooper 2009). 

Díky zapojení diverzifikačních procesů se budou dva různé klony receptorů stejného typu od 

sebe lišit.  Navíc musíme přihlédnout k tomu, že tvarem, celkovou velikostí a počtem modulů 

se navzájem liší nejen jednotlivé izotopy (VLRA, VLRB, VLRC), ale je zde patrný rozdíl mezi 

strukturou molekul u sliznatek a mihulí. K nomenklatuře VLR receptorů je nutné podotknout, 

že situace je značně chaotická, kvůli historickým důvodům. Po té co byli u sliznatek nalezeny 

dva VLR geny, byly pojmenovány jako VLRA a VLRB (Pancer, Saha, Kasamatsu, Suzuki, 

Amemiya, Kasahara and Cooper 2005). K těmto genům se přiřadili jejich obrazy nalezené u 

mihulí, jež byly taktéž pojmenovány jako VLRA a VLRB (Rogozin, Iyer, Liang, Glazko, Liston, 

Pavlov, Aravind and Pancer 2007). Potom co byl nalezen i třetí gen u sliznatek a mihulí, který 

byl u obou pojmenován VLRC, se ukázalo že VLRC sliznatek má blíže k VLRA u mihulí (Li, Das, 

Herrin, Hirano and Cooper 2013). Je proto nutné, mít tato fakta na paměti při pročítání starší 

literatury, zatím nebyla jednotná nomenklatura stanovena, ovšem většina autorů odvozuje 

názvy genů sliznatek od jejich orthologů u mihulí a toho se budeme držet i v této práci. 

CDA 

Aby mohly být zárodečné geny úspěšně přestavěny a mohly tak dát vzniknout funkčnímu 

genu, je zapotřebí speciální enzymatická výbava. Protože je proces genetické konverze 

spojován s činností AID-APOBEC enzymů (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) obrátila se pozornost badatelů právě k těmto genům, 

přičemž při prozkoumání genomu P. marinus byly nalezeny dva geny kódující enzymy z této 

rodiny, CDA1 a CDA2 (Rogozin, Iyer, Liang, Glazko, Liston, Pavlov, Aravind and Pancer 2007). 

Exprese těchto genů je vázána v zásadě na lymfocyty, navíc se ukázalo, že lymfocyty 

exprimující CDA1 produkují VLRA nebo VLRC protilátky. Oproti tomu u lymfocytů 

exprimujících CDA2 je VLRC a VLRA lokus zachován v zárodečné 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 množství značně variabilních molekul, které mají sloužit k obraně organismu 

a eliminovat endo i exogenní patogeny s sebou ovšem nese značná rizika. U vyšších 

obratlovců známe důležitou roli thymu v maturaci a selekci T-lymfocytů. Právě zde dochází 

k odstranění autoreaktivních klonů, či jejich přeměně na buňky T-reg, které svou aktivitou 

brání poškození tkání vlastním imunitním systémem. Bezčelistnatí ovšem brzlík jako takový 

postrádají, ale jako jeho imunologicky funkční ekvivalent byly identifikovány konce žaberních 

filament, které eximují geny FOXN1 a DLL4, které jsou exprimovány v thymopoetických 

tkáních čelistnatých (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier, McCurley, Bockman, 

Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Toto zjištění jde ruku v ruce s pozorováním, že v těchto 

oblastech se vyskytuje vysoké procento lymfocytů s nefunkčními VLRA a VLRC molekulami a 

lymfocyty se špatně sestavenými geny pro tyto molekuly. Přitom v periferii lze takto špatně 

rekombinované lymfocyty najít jen těžko. V této oblasti je taky zřetelná exprese genu CDA1, 

který je nezbytný pro správné sestavení funkčních klonů VLRA a VLRC. 

Ačkoliv lymfocyty mohou exprimovat různé výkonné receptory a mohou sloužit k různým 

účelům, předpokládá se, že pocházejí z indiferentní prekurzorové buňky. Aby se mohly buňky 

úspěšně diferencovat do funkčních lymfocytů, potřebují získat ze svého okolí správné 

signály. K tomuto účelu pro lymfocyty slouží primární lymfoidní orgány (Boehm and Bleul 

2007), kde probíhá diferenciace a případně selekce prekurzorů a dozrávajících lymfocytů. Jak 

bylo již dříve zmíněno, pro sestavení funkčního receptoru a tedy i pro zdárnou maturaci 

lymfocytu kruhoústých, je zapotřebí přítomnost CDA1 respektive CDA2. Tudíž prekurzor 

lymfocytu bude při diferenciaci nutně exprimovat ten či onen typ receptoru, podle toho jaká 

bude jeho konečná podoba. Je-li tato diferenciace a tedy i exprese CDA molekul vázána na 

specifickou morfologickou oblast, budou tyto morfologické celky žhavými kandidáty 

primárních lymfoidních orgánů u bezčelistnatých. 

Experimenty využívající výše zmíněné skutečnosti tak detekovaly, že exprese CDA1 je vázána 

na žaberní region, který je v anglické literatuře označován jako „thymoid structure“ a jde 

vlastně o vrcholky žaberních filament (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier, 

McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Současně zde bylo nalezeno velké 

nahromadění VLRA+ a VLRC+ lymfocytů a také různých diferenciačních intermediátů, včetně 

defektně rekombinovaných kmenů, které nebyly nalezeny nikde jinde. To dohromady 



23 

s nalezenou zvýšenou apoptotickou aktivitou naznačuje, že je tato oblast nejen místem 

diferenciace VLRA a VLRC linií, ale také je zde nejspíše i místo selekce funkčních a úspěšně 

rekombinovaných lymfocytů těchto linií. Aby se prověřilo, zda je tento thymoidní region 

pouze místem diferenciace, ale ne místem vzniku VLRA+ a VLRC+ lymfocytů, byla sledována 

úroveň proliferace buněk po antigenní stimulaci (PHA), výsledkem byla zjištěna masivní 

proliferace buněk v primárních hematopoetických orgánech, avšak proliferace v thymoidním 

regionu zvýšena nebyla, stejně jako je tomu obecně u všech primárních lymfoidních orgánů 

(Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and 

Boehm 2011). Kromě zkoumání charakteristik lymfoidních buněk v této oblasti, byla blíže 

prozkoumána i samotná tkáň, tedy hlavně epiteliální buňky tohoto regionu, u nichž byla 

objevena exprese genů klíčových pro diferenciaci T-lymfocytů, které jsou u vyšších 

obratlovců exprimovány v thymu, či jeho ekvivalentech (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, 

Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Těmito geny byly 

FOXN1 a DLL4, které jsou nezbytné pro thymopoézu vyšších obratlovců.  

Exprese CDA2, která je oproti CDA1 vázána na VLRB+ lymfocyty, se s expresí CDA1 nijak 

nekryla, jelikož největší část CDA2 pozitivních buněk byla nalezena v morfologickém útvaru 

nazývaném anglicky „fat tissue“ a v menší míře také v ledvinách a krvi. Tato místa jsou 

primárním zdrojem hematopoézy u bezčelistnatých (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, 

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

U VLRA+ byla po stimulaci správným antigenem, například phytohemagglutininem (PHA), 

pozorována výrazná proliferace, přičemž se stávají VLRA+ lymfocyty staly majoritní lymfoidní 

složkou a procházely lymfoblastoidní transformací, své protilátky ale nesekretovaly. VLRA+ 

lymfocyty aktivované PHA výrazně proliferovaly a produkovaly zvýšené množství IL-17, 

kdežto VLRB+ linie sice odpověděla na stimulaci stejným antigenem také proliferací, ale 

značně nižší než u VLRA linie, a zvýšila produkci IL-8. Jelikož VLRA+ zároveň exprimovala 

funkční IL-8R a VLRB naopak IL-17R naznačuje tento experiment, že při antigenní odpovědi 

dochází k přímé interakci VLRA+ a VLRB+ buněk (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, Sadlonova and 

Cooper 2009). Je docela jistě možné, že základní mechanismy regulace, jako je výše zmíněná 

komunikace buněk pomocí sekretovaných faktorů, jsou velice podobné komunikaci vyšších 

obratlovců. 
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Velice zajímavé je potom zjištění, že VLRB protilátky schopné rozeznávat antigen byly 

přítomny před i po imunizaci, zatímco VLRA molekuly schopné vazby antigenu byly nalezeny 

pouze během imunitní odpovědi. To by naznačovalo, že VLRA+ rozpoznávají zpracovaný 

antigen vázaný na specifickou antigen prezentující molekulu (Guo, Hirano, Herrin, Li, Yu, 

Sadlonova and Cooper 2009). Žádné orthology MHCII ani MHCI molekul však nalezeny nebyly 

(Uinuk-Ool et al. 2002), zato ovšem byla nalezena velká sada genů blízce příbuzných 

orthologům, které u savců řídí zpracování molekul pro antigenní prezentaci pomocí MHCI a 

MHCII (Mayer et al. 2002). 

Pokusy s aloreaktivitou lymfocytů a jejich sekretovanými protilátkami (VLRB), jež byly 

izolovány z různých jedinců, ukázaly, že protilátky reagovaly vůči alogenním lymfocytům, ale 

ne vůči autogenním buňkám a auto- i alogenním erythrocytům (Takaba et al. 2013). Badatelé 

se tedy zaměřili na molekulu, která byla protilátkami rozeznávána. Je nutno zde podotknout, 

že autoři experimentu využili poznatku, že fixace leukocytů paraformaldehydem zablokovala 

epitop VLRB receptorů vázaných na leukocyty a tudíž jim umožnila identifikovat molekulu 

rozeznávanou alogenními rozpustnými protilátkami sliznatek. Jelikož vazba protilátek nebyla 

ovlivněna ošetřením fixovaných leukocytů glukosidázou, byla vyloučena cukerná povaha 

alogenních antigenů a experimentátoři se zaměřili na identifikaci proteinového polymorfního 

antigenu pomocí metody mRNA microarray seqvenace. Z favoritů vybrali molekulu 

NICIR3/ALA, jež je imunoglobulinovou molekulou s tyrosinovým aktivačním motivem (ITAM), 

která byla mezi jednotlivými zvířaty značně polymorfní. Tato molekula byla přítomna jak na 

leukocytech, tak na myeloidních buňkách, přičemž VLRB+ exprimovaly NIC3/ALA více, než 

VLRA+ a nejvíce molekul bylo nalezeno na myeloidních buňkách, které byly identifikovány 

jako monocyty a granulocyty. Pomocí imunoelektronové mikroskopie bylo zjištěno, že velké 

množství NIC3/ALA nebylo vystaveno jen na povrchu, ale v lysozomech s fagocytovanými 

proteiny (Takaba, Imai, Miki, Morishita, Miyashita, Ishikawa, Nishizumi and Sakano 2013). Z  

těchto výsledků se nedá přesně usuzovat, pro jaký účel tyto molekuly slouží. Díky výsledkům 

testů aloreaktivity a jejich přítomností v lysozomech by se však mohlo předpokládat, že 

budou plnit funkci antigen prezentující molekuly podobně jako MHCII. 
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Srovnání dosavadních poznatků s adaptivní imunitou čelistnatců 

Jak bude ukázáno, oba známé systémy adaptivní imunity jsou si v mnohých věcech podobné, 

ale také se v mnohém liší. Utřídíme-li tyto poznatky, může nám to pomoct nahlédnout, kudy 

se ubírala evoluce. Zásadním problémem při zavedení adaptivní imunity je fakt, že produkce 

nových rekombinantních proteinů, určených pro identifikaci a eliminaci patogenů, s sebou 

nese riziko autoreaktivity. Tedy může být vyroben receptor rozeznávající struktury 

organismu vlastní a způsobit tak rozsáhlé poškození. Rozvoj mutačních mechanismů musel 

proto jít ruku v ruce s vývojem ochranných opatření, která tato rizika snižují. 

Ačkoliv se samotné geny VLR a imunoglobulinových molekul značně liší, sdílí některé 

společné charakteristiky. U obou typů adaptivní imunity vidíme, že minimálně části diverzity 

je dosaženo existencí většího počtu úseků, které můžou být k sestavení funkčního receptoru 

využity (LLR kazety, vs V, D, J, úseky). Přitom je ale vždy zajištěno, že v buňce bude sestaven 

pouze jeden receptor daného typu a exprimována je pouze jedna alela. Translokonová 

struktura, kterou obě větve adaptivní imunity sdílí, zajišťuje, že buňka tvoří funkční receptor 

až po rekombinaci. 

U čelistnatců i bezčelistnatých vidíme snahu, aby každá buňka exprimovala pouze jeden typ 

receptoru (vázaný vždy na určitou buněčnou linii), ba co více, viditelně dochází k expresi 

pouze z jedné alely diploidního genomu. Je evidentní, že eliminace nebo kontrola klonu 

lymfocytu bude snazší, jsou-li na jeho povrchu vystaveny klony jednoho, unikátního 

receptoru. U čelistnatců je pro kontrolu funkčnosti a autoreaktivity klonů T-lymfocytů 

využívána morfologická struktura, zvaná thymus, kde je pomocí pozitivní a negativní selekce 

vybrána sada lymfocytů, jež jsou připraveny reagovat na přítomnost patogenů a při tom 

ignorují struktury tělu vlastní. U mihulí byla nalezena morfologická struktura, která v mnoha 

ohledech thymus vyšších obratlovců připomíná. Touto oblastí jsou vrcholky žaberních 

filament, ve kterých bylo pozorováno nahromadění VLRA+ a VLRC+ lymfocytů, spolu s jejich 

různými rekombinantními intermediáty (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, Hirano, Strohmeier, 

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

Toto zjištění, společné se zvýšenou apoptotickou aktivitou a nízkým výskytem nefunkčních 

klonů lymfocytů v periferním oběhovém systému svědčí o tom, že zde dochází minimálně 

k jisté formě pozitivní selekce. To podporuje i pozorování, že u VLRA+ a VLRC+ lymfocytů jsou 
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výrazně preferovány klony s třemi vloženými moduly a receptory s menším počtem modulů 

jsou výrazně znevýhodněny (Sutoh and Kasahara 2014). Pro thymus čelistnatců je specifická 

exprese genu FOXN1 v buňkách thymického epitelu. Transkripční faktor FOXN1 je tak 

považován za marker mikroprostředí, které je nezbytné pro diferenciaci T-lymfocytů. Pod 

kontrolou tohoto genu jsou i další prvky nezbytné k diferenciaci a vývoji T-lymfocytů 

z prekurzorových buněk. Genetické a expresní studie dokládají svědectví o tom že orthology 

těchto genů fungují i v této thymoidní struktuře kruhoústých (Bajoghli, Guo, Aghaallaei, 

Hirano, Strohmeier, McCurley, Bockman, Schorpp, Cooper and Boehm 2011). Navíc je nutné 

podotknout, že thymus a vyšších obratlovců, je struktura primárně endodermálního původu 

a jak již bylo zmíněno v úvodu, žábry kruhoůústých mají též základ v endodermu. 

Důležitou součástí regulace autoreaktivity u obratlovců je využití tzv. MHC molekul, 

především MHCI molekul I, jež jsou exprimovány na povrchu buněk hojně jako značka, že 

jsou buňky skutečně organismu vlastní. Tyto molekuly působí tak, že tlumí negativní reakci 

lymfocytu proti cíli. Nezdá se ovšem, že by ale podobné molekuly byly přítomny i u 

kruhoústých, pravděpodobně se sice našla molekula s funkcí podobnou funkci molekul MHC 

II, avšak komplex MHC II slouží primárně k jinému účelu než boji s autoreaktivitou. 

Je ale přítomnost MHC, nebo jim podobných molekul a vůbec jiných mechanismů potřeba i 

pro adaptivní imunitu kruhoústých? Srovnáme li proces sestavení funkčního receptoru mezi 

těmito skupinami, vidíme rozdílnou cestu, jak je dosaženo variability. U čelistnatců hraje roli 

jak kombinatorická diverzita (mohou být vedle sebe seskládány různé kopie V, D, J 

segmentů), tak i diverzita vznikající sestřihem DNA a následnými opravnými mechanismy, 

které využívají enzymu terminální deoxynukleotidyl transferázy, jež pracuje bez templátu a 

nukleotidy přidává náhodně. Výsledkem tohoto procesu je receptor složený z různých 

kombinací VDJ úseků, mezi nimiž je doplněna zcela unikátní sekvence. Oproti tomu 

postulovaný mechanismus genetické konverze využívá pouze kombinatorickou diverzitu. 

Různé kazety LRR motivů jsou sestavovány v různých kombinacích a pravděpodobně se při 

tomto procesu tvoří i nové LRR sekvence. I přesto není tento proces svěřován čisté náhodě, 

jako proces zahrnující TdT.  

Funkční receptor je u kruhoústých sestaven ze známých přesně definovaných prvků. Je proto 

možné predikovat všechny struktury, které mohou být sestaveny. Protože mohl počet a 
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diverzita LRR modulů určených pro sestavení funkčních receptorů růst postupně, mohl 

zároveň probíhat i přírodní výběr na úrovni těchto modulů. A to tak, že pokud se objevily 

moduly, u kterých by hrozil vznik autoreaktivního klonu receptoru, byli zvýhodněni jedinci, 

kteří tyto sekvence eliminovali, či změnili. Důsledkem této sekvenční koevoluce je, že jedinec 

disponuje paletou modulů, které nemůžou v žádné kombinaci dát vzniknout autoreaktivním 

klonům a pokud ano, pak je jich minimální množství. Pokud by to byl případ adaptivní 

imunity mihulí, potom by nebylo ani výše zmíněných MHC I molekul potřeba, protože by bylo 

garantováno, že cokoliv bude receptory lymfocytů rozpoznáno, je cizího původu. 

V hypotetickém scénáři se dá předpokládat, že prapůvodní VLR receptor měl podobu 

nepřerušeného genu, který kódoval receptor, nejspíše spojený s neadaptivní imunitou. 

Vyštěpení části genu a schopnost procesu rekombinace pomocí genové konverze mohly dát 

vzniknout základu diverzifikace u předků kruhoústých. Následnou lokální duplikací (možná 

spojenou s rozpadem původně vyštěpené části na více částí), se mohl postupně zvětšovat 

repertoár kazet, jež mohli být na původní místo vloženy. V této fázi se již setkáváme 

s narůstajícím problémem nebezpečí autoreaktivity, avšak pokud by se možná diverzita 

zvětšovala v dostatečně mírném tempu ve vhodné populaci, nemusel by být problém 

autoreaktivity nezvládnutelný. Kdyby se nové kazety objevovaly duplikací původních, měli 

bychom navíc jednu kazetu, která byla již byla evolucí testována, zda nepřináší vážné riziko 

autoreaktivity. Občasnými mutačními procesy mohly kazety diverzifikovat. Toto schéma je 

zobrazeno na Obr. č. 7. 
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Obr. 7: hypotetický mechanismus vzniku VLR lokusů 

Nově vzniklé nefunkční, či dokonce nebezpečné kazety mohly poté v rámci populací vymizet. 

Při tomto scénáři se lze obejít bez molekul, které by označovali struktury organismu vlastní, 

jako je MHC I komplex. Na druhou stranu ale byly u mihulí nalezeny geny, jejichž produkty 

slouží ke zpracování materiálu pro MHC receptory (Mayer, Uinuk-Ool, Tichy, Gartland, Klein 

and Cooper 2002). 

Přesto že kruhoústí využívají jiných molekulárně genetických prvků adaptivní imunity než 

čelistnatci, stojí oba systémy adaptivní imunity na stejných hlubokých základech adaptivní 

imunity. V obou skupinách jsou vyvinuty tři geneticky rozlišitelné populace lymfocytů. Navíc 

se zdá, že každá linie lymfocytů kruhoústých má svůj protějšek v jedné ze tří hlavních linií i u 

čelistnatců. VLRB+ buňky dokážou své receptory sekretovat jako protilátky a morfologicky se 

značně podobají B-lymfocytům jiných obratlovců (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 vázány na morfologickou oblast exprimující geny, které jsou 

charakteristické pro thymus vyšších obratlovců, kde se diferencují 2 linie T-lymfocytů αβ a 

γδ. Stejně jako obě populace T-lymfocitů i VLRA+ a VLRB+ buňky exprimují své receptory 

pouze v membránově vázané formě. Také expresní profily jednotlivých linií u kruhoústých 
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ukázali že VLRB+ exprimují geny charakteristické pro B-lymfoidní linii. VLRA+ lymfocyty sdílely 

některé geny specifické pro αβ a VLRC+ našla podobu u γδ T-lymfocytů (Kasamatsu, Sutoh, 

Fugo, Otsuka, Iwabuchi and Kasahara 2010). 

Využití 

V současné době se přemýšlí o využití VLR v klinické praxi. Bylo prezentováno několik prací, 

kde bylo využito specifických VLR k vazbě převážně cukerných antigenů specifických pro 

nádorovou transformaci. Specifické VLR jsou získávány imunizací mihulí daným patogenem. 

Takto byly připraveny protilátky specifické pro antigen leukemie leukocytů (Nakahara et al. 

2013), Thomsen-Friedenreichův antigen (Luo et al. 2013) a dalšího spektra imunologicky 

významných epitopů (Hong et al. 2013). 

Závěr 

Z těchto poznatků lze vyvodit tvrzení, že všechny tři linie lymfocytů vlastnil i společný předek 

kruhoústých a čelistnatců. Rovněž musel společný předek vlastnit morfologický region 

zodpovědný za diferenciaci buněčné linie, u čelistnatců známé jako T-lymfocyty. Dalším 

výzkumem by se mělo odhalit, do jaké míry jsou tyto dva typy adaptivní imunity shodné. 

Známe sice přibližný mechanismus diverzifikace VLR receptorů, to nám ale stále neříká nic o 

tom, jak velká diverzita receptorů je in vivo skutečně využívána. Nejsme si jisti, zda jsou 

některé kombinace kazet v sestavených receptorech preferované nebo zakázané. Bylo 

ukázáno, že v repertoáru jedinců, ale i mezi nimi, lze najít klony se stejnou, či téměř stejnou 

sekvencí. Jednoduchou cestou lze provést screening diverzity jednotlivých receptorů 

v tkáních, jedincích, potažmo i populacích. Problémem takového projektu je ovšem velké 

množství dat, které by bylo potřeba zpracovat. V předchozích letech bylo úspěšně využito 

metody průtokové cytometrie k izolaci jednotlivých populací lymfocytů a poté i úspěšně 

získány expresní profily jednotlivých lymfocytů. Několik prací se již částečně zabývalo 

diverzitou některých typů receptorů, většinou však byl hlavní záměr prací jiný a nebylo 

zpracováno statisticky významné množství dat, nebo nebyla data získána z dobře 

charakterizované, homogenní populace. Nové poznatky posledních let umožňují také 

prozkoumat systém imunity z pohledu ontogeneze, kde máme široké možnosti sledovat 

aktivitu genů, které byly odhaleny genetickou analýzou. Přínosné by zde mohlo být 

pozorování regionu zodpovědného za diferenciaci VLRA a VLRC linií, protože tyto poznatky 
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by mohly vypovídat o vývoji thymických struktur a nejspíš také populací lymfocytů na tyto 

struktury vázaných. Hlavní hráče těchto procesů už známe, u kruhoústých a čelistnatců by 

měli být stejní. I co se týče populací buněk sekretující své protilátky máme co zkoušet a 

vysvětlovat. Víme o blízkém vztahu B-buněk a makrofágu u vyšších čelistnatců, ale je tomu 

tak i u kruhoústých? V budoucnu určitě také budeme chtít znát jak přesně a kde jsou 

antigeny rozpoznávány a jak se tato informace dostane dovnitř buňky, nebo také mezi 

jednotlivými buňkami. 

Ve skupině kruhoústých se vyvinula unikátní forma adaptivní imunity, než kterou vidíme u 

čelistnatců a jelikož její prvky jsou stejné pro mihule a sliznatky, lze proto tvrdit, že kruhoústí 

jsou skutečně monofyletický taxon. 
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