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Abstrakt

Bézné variabilni imunodeficience patii mezi nejcastéjsi a klinicky nejvyznamnéjsi
primarni imunodeficience. Je charakterizovdna piedevSim porusenou tvorbou protilatek
a komplexni dysregulaci imunitniho systému, kterd u ¢asti pacientl vede k rozvoji neinfek¢énich
komplikaci autoimunitni, lymfoproliferativni ¢i jiné povahy. V této praci jsme se zaméfili
na imunofenotypizaci a funk¢ni charakteristiku B lymfocytii u pacientli s timto onemocnénim.
Zvl1astni pozornost jsme vénovali subpopulaci tzv. CD21low B lymfocytl, ktera je spojovana
s patogenezi neinfekénich komplikaci a prozanétlivym funkénim profilem. Na zékladé exprese
povrchovych znakli IgD a CD27 jsme definovali ¢tyfi subpopulace CD21low B bunék:
naive-like, marginal zone-like, double negative—like a class-switched-like CD21low lymfocyty

— a analyzovali jejich zastoupeni a funkéni odliSnosti.

Na urovni B lymfocytd jsme u pacientd pozorovali pokles celkovych pamétovych
a pamétovych B lymfocytl po izotypovém piesmyku spolu s expanzi naivnich B lymfocyti;
soucasné jsme na urovni CD21llow B lymfocytl pozorovali expanzi naive-like a marginal
zone-like populaci. Dale jsme analyzovali odpovéd’ B lymfocytd na in vitro stimulaci
prostiednictvim BCR, CD40 a TLR receptort. V ramci celkové populace B lymfocyti nebyly
mezi pacienty a zdravymi kontrolami pozorovany vyznamné rozdily v expresi aktiva¢nich
molekul, av§ak B bunky pacienti vykazovaly zvySenou expresi integrinu CDllc,
chemokinového receptoru CXCR3 a transkripcniho faktoru T-bet. Pii analyze CD21low
B lymfocytl byly po stimulaci zaznamenany rozdily v expresi aktiva¢nich molekul (CD40,
HLA-DR, CD80/86) mezi jednotlivymi subpopulacemi. Analyza nestimulovanych bun¢k pak
odhalila odlisnosti i v expresi dal§ich znakti (CD11c, T-bet, CXCR3 a CCR7). Tyto nélezy

poukazuji na vyraznou funkéni heterogenitu mezi subpopulacemi CD21low B bunék.

V zav€recné Casti projektu jsme se zaméfili na produkci cytokinli B lymfocyty
a na vybrané sérové zanétlivé markery. Dosavadni poznatky o cytokinovém prostiedi bézné
variabilni imunodeficience jsou nejednotné, avSak potencialn¢ dulezité pro porozuméni
patogeneze tohoto onemocnéni. V nasi analyze jsme zjistili zvySenou produkci IL-4 a naopak
snizenou produkci IL-12 (p40) u in vitro stimulovanych B lymfocytl pacientl oproti kontrolam.
V séru u pacientd jsme pak nezdvisle na klinické manifestaci onemocnéni identifikovali

zvySené hladiny prozéanétlivych markertt YKL-40 a sérového amyloidu A.

Kli¢ova slova: B lymfocyty, bézna variabilni imunodeficience, priitokova cytometrie



Abstract

Common variable immunodeficiency is one of the most frequent and clinically
significant primary immunodeficiencies. It is characterized by impaired antibody production
and complex immune dysregulation, which in a subset of patients leads to the development of
non-infectious complications, including autoimmune diseases, lymphoproliferative disorders,
or other manifestations. In this study, we focused on the immunophenotyping and functional
characterization of B lymphocytes in patients with common variable immunodeficiency.
Particular attention was given to the CD21llow B cell subset, which is associated with
the pathogenesis of non-infectious complications and a pro-inflammatory profile. We defined
four CD21low subpopulations based on the expression of surface markers IgD and CD27 —
naive-like, marginal zone-like, double negative-like, and class-switched-like -

and we analyzed their distribution and functional differences.

We observed a reduction in total memory and class-switched memory B cells
in our patient group, along with an expansion of naive B cells. There was also an expansion of
naive-like and marginal zone-like subpopulations within the CD21low B cell compartment
in patients. We further examined the response of B lymphocytes to in vitro stimulation via BCR,
CD40, and TLR receptors. While no significant differences were found in the expression of
activation markers in total B cells between patients and healthy controls, patient B cells
displayed an increased expression of the integrin CD1l1c, the chemokine receptor CXCR3,
and the transcription factor T-bet. Analysis of the CD21low compartment revealed stimulation-
dependent differences in the expression of activation molecules (CD40, HLA-DR, CD80/86)
across the defined subpopulations; moreover, unstimulated cells showed differences
in the expression of CD11c, T-bet, CXCR3, and CCR7. These findings underscore a significant

functional heterogeneity among CD21low B cell subpopulations.

In the final part of the study, we investigated cytokine production by B lymphocytes
and selected serum inflammatory markers. Current knowledge regarding the cytokine
environment in common variable immunodeficiency remains inconsistent, yet it is potentially
important for understanding disease pathogenesis. Our analysis revealed increased IL-4 and
decreased IL-12 (p40) production by in vitro stimulated B cells from patients compared
to controls. We identified elevated levels of pro-inflammatory markers YKL-40 and serum

amyloid A in patients’ serum independently of clinical manifestations of the disease.

Keywords: B lymphocytes, common variable immunodeficiency, flow cytometry
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Uvod

Primérni imunodeficience predstavuji heterogenni skupinu vrozenych poruch imunity,
které se lisi svym genetickym zékladem, klinickymi projevy i mirou postizeni jednotlivych
slozek imunitniho systému. Jednim z nejcastéj$ich primarnich imunodeficitt u dospélych je
bézna variabilni imunodeficience (common variable immunodeficiency, CVID),
charakterizovand poruchou diferenciace B lymfocytli, hypogamaglobulinémii a zvysenou

nachylnosti k infekcim, ovSem spojend i s vysokou Cetnosti vyskytu neinfekénich komplikaci.

CVID vykazuje vyraznou klinickou i imunologickou variabilitu. Zatimco u nékterych
pacientli se onemocnéni projevuje pievazné zavaznymi ¢i recidivujicimi infekcemi, u jinych
dominuji autoimunitni, granulomatézni nebo lymfoproliferativni projevy. Tyto rozdily
pravdépodobné odrazeji riiznou miru a povahu poruch regulace imunitni odpovédi, a to zejména
v rdmci B lymfocytarni linie. V poslednich letech se proto intenzivné studuji jak fenotypové
charakteristiky jednotlivych B bunécnych subpopulaci u CVID pacientll, tak jejich funkéni

odpovéd’ na stimulaéni podnéty.

Tato diplomové prace se zaméfuje na analyzu vybranych B bunéénych subpopulaci
a jejich imunitni odpovédi u pacienti s CVID v porovnani se zdravymi kontrolami. Pozornost
je pak rovné€z vénovana analyze rozdilli mezi pacienty s prevazné infekénimi komplikacemi

a témi, u nichz prevazuji projevy neinfekéni povahy.



1. Literarni prehled

1.1. Primarni imunodeficience

Primarni imunodeficience (PID) ptedstavuji heterogenni skupinu vrozenych poruch
imunitniho systému. Jednd se o geneticky podminéna onemocnéni, kterd mohou ovlivnit jak
vrozenou, tak adaptivni slozku imunity. Genetické pficiny téchto onemocnéni vykazuji znacnou
variabilitu — nékteré PID jsou zpiisobeny mutaci jednoho genu, jedna se tedy o monogenni
formy onemocnéni, jiné vznikaji na podkladé komplexni dédi¢nosti s multifaktoridlnimi vlivy
a pestrou klinickou manifestaci. Jako ptiklad typické monogenni PID lze uvést X-vazanou
agamaglobulinémii (X-linked agammaglobulinemia, XLA), u které dochdzi k mutaci
v Brutonové tyrosin-kindze (BTK). Multifaktoridlnim podkladem se naopak vyznacuje CVID,

které je vénovana hlavni ¢ast této prace (Bousfiha et al., 2020).

Absolutni pocet znamych genetickych pfic¢in PID 1 pocet diagnostikovanych pacientli
v poslednich letech dramaticky nariistd. V soucasnosti je popsano okolo péti set genetickych
defektt, které lze na zéklad¢ fenotypovych a molekularné-genetickych charakteristik podle
Mezinarodni unie imunologickych spolecnosti (International Union of Immunological
Societies, IUIS) klasifikovat do deseti hlavnich kategorii PID — viz Tabulka 1
(Quinn et al., 2022; Tangye et al., 2022). K variabilité¢ nékterych PID navic kromé dédi¢né
slozky vyznamné pfispivaji 1 environmentalnimi faktory, které mohou ovlivnit jak rozvoj,

tak fenotypovy projev a v dusledku také diagnostiku téchto onemocnéni (Bousfiha et al., 2020).

Ptes velkou rozdilnost PID je moZno jejich klinickou manifestaci zjednodusSené rozdélit
do dvou hlavnich skupin. Prvni typ komplikaci ptedstavuji oportunni, chronické nebo
recidivujici infekce. Druhy typ komplikaci pak tvofi neinfekéni onemocnéni spojena
s dysregulaci imunitniho systému. Patfi sem zejména autoimunitni onemocnéni, malignity,

chronické zanétlivé procesy, lymfoproliferativni poruchy ¢i alergie (Amaya-Uribe et al., 2019).



Kategorie Priklad nemocnéni Geneticka porucha
. . . CD132, RAG-1/2;
1 Kombinované ID SCID; hyper-IgM syndrom CD40/CD40L
Kombinované ID
2| s syndromickymi znaky Hyper-IgE syndrom STAT3
X-vézana Brutonova
3 Primarni protilatkové ID agamaglobulinémie; CVID , Vtyrosmtklnaza};’ ,
spise multifaktorialni
4 _Poruchy regulace Syndrom IPEX FoxP3, CD25
imunitniho systému
5 Vrozené po,mchy Chronické granulomatdzni NADPH-oxid4za
fagocytdzy choroba
6 Poruchy vrozené imunit Chronicka mukokutanni IL-17R-A/C,
vV . kandidéza IL-17F, STATI
7 | Autoinflamatorni poruchy STING—asgqlovana STING
vaskulitida
8 Vrozen¢ poruchy Deficit C1 inhibitoru Clg/r/s
komplementu
Vrozena selhédni kostni . . . .
9 dfens Fanconiho anemie rizné geny a varianty
10 Fenokopie vrozenych Autoimunitni Somaticka mutace
poruch imunity lymfoproliferativni syndrom TNFRSF6

Tabulka 1: Kategorie primarnich imunodeficienci podle IUIS

Prepracovano podle Tangye et al., 2022.

(ID — imunodeficience, IPEX — imunitni dysregulace, polyendokrinopatie, enteropatie, X-vazany syndrom,
RAG — recombination-activating gene, SCID — tézka kombinovana imunodeficience, STAT — signal transducer and
activator of transcription, STING — stimulator interferonovych genii)

WV

P

zavaznymi, zZivot ohrozujicimi infekcemi. Bez v€asné diagnozy a 1é€by proto byvaji dusledky
téchto imunodeficit fatalni. Zasadnim nastrojem v ¢asné detekci SCID je nedavno zavedeny
novorozenecky screening zalozeny na principu detekce TREC/KREC fetézch (vznikajicich pti
preskupovani genetickych segmentl pro lymfocytarni receptory), jenz umoziiuje zah4jit 1écbu
jesté pred propuknutim zavaznych komplikaci. Potencidlnim feSenim PID miize byt
transplantace hematopoetickych kmenovych bungk, vedle ni je v sou€asnosti experimentalné
zkoumana také 1é€ba pomoci genova terapie (Marinova et al., 2022, Sobrino et al., 2023;

Tangye et al., 2022).



Z kombinovanych imunodeficicienci se syndromatickymi rysy lze uvést hyper-IgE
syndrom, ktery se vyznacuje zvySenymi hladinami protilatek ve tfidé IgE a predispozici
k t€Zkym bakteridlnim infekcim, ekzémim nebo porucham pojivové tkdn¢ (Minegishi, 2021).
Mezi onemocnéni postihujici proces fagocytozy patii napiiklad chronickd granulomat6zni
choroba, jejiz pti¢inou je defekt NADPH-oxidazy, tedy enzymu nezbytného pro tzv. oxidativni
vzplanuti fagocytl a tvorbu reaktivnich kyslikovych forem. Jeho dysfunkce vede ke zvysené
nachylnosti k infekcim, tvorbé granulomt a chronickym zanétim (Justiz-Vaillant et al., 2023;
Sobrino et al., 2023). Velmi zajimavé se klinicky manifestuje chronickd mukokutanni
kandidoza, ktera je ptikladem onemocnéni spadajici do vrozenych poruch imunity. U pacientii
s timto onemocnénim dochazi k naruseni Th17 imunitni odpovédi na podkladé defektni funkce
signalnich STAT molekul, manifestujici se recidivujicimi kvasinkovymi infekcemi, ale rovnéz
se rozviji autoimunitni onemocnéni, coz podtrhuje komplexitu projevii PID (Borgstrom et al.,

2023; Shamriz et al., 2020).

1.2. Primarni protilatkové deficience

Zasadni vyznam vramci PID zaujimaji vzhledem ke své vysoké prevalenci
(Obrazek 1) primarni protilatkové deficience (primary antibody deficiencies, PAD),
které tvofi pfiblizné polovinu vSech diagnostikovanych PID (El-Helou et al.,, 2019;
Quinn et al., 2022).

= Primarni protilatkové imunodeficience
= Kombinované imunodeficience

= Poruchy regulace imunitniho systému
= Autoinflamatorni poruchy

1 Vrozené poruchy komplementu

= Poruchy vrozené imunity

= Vrozené poruchy fagocytézy

= Jiné

Obrazek 1: Relativni ¢etnosti kategorii PID
Prepracovadno podle El-Helou et al., 2019.



Etiopatogeneze PAD je velmi rozmanitad a zahrnuje poruchy jak na urovni vyvoje
B lymfocytl, tak v jejich funkci ¢i interakcich s ostatnimi slozkami imunitniho systému.
Tyto defekty mohou vést k tplné absenci B bun¢k v periferii — jako v ptipadé¢ XLA, kdy diky
defektu genu pro BTK nedochazi k tvorbé a dozravani B lymfocytii. U dalSich PAD jsou
pritomny cirkulujicimi B lymfocyty v periferni krvi, ty se ale vyznacuji abnormalni funkei.
Poruchy funkce B lymfocyti se projevuji nékolika zplsoby — snizenou produkci
imunoglobulinii jedné nebo vice ttid, ptipadné neschopnosti tvorby specifickych protilatek vici
nekterym antigeniim. Vyznamnou roli v rozvoji PAD hraje také naruSend souhra mezi
B lymfocyty a dal§imi bunikami imunitniho systému — zejména pomocnymi T lymfocyty, které
jsou nezbytné pro aktivaci B lymfocytii, funkeci germindlnich center a vyvoj plazmatickych
bun¢k. Poruchy v téchto oblastech vedou k selhani humoralni odpovédi i v pfitomnosti jinak

funkénich B lymfocytii (Chakraborty et al., 2023; Cousin et al., 2023; Fried & Bonilla, 2009).

Klinicky obraz PAD Ize obecné rozdélit na obdobné skupiny infekénich
a neinfek¢nich komplikaci jako u PID. Jednotlivé PAD se ovsem zasadné 1iSi svou prevalenci
1 klinickou zavaznosti. Zavaznym, ale velmi vzacnym (prevalence cca 1:100 000-200 000)
onemocnénim je vySe zminénd XLA. Typicky se projevuje jiz v prvnich mésicich Zivota,
po poklesu mateiskych IgG, a to opakovanymi infekcemi respiracniho a traviciho traktu, ¢asto
zpusobenymi S. pneumoniae, H. influenzae ¢i enteroviry (Cardenas-Morales & Hernandez-

Trujillo, 2022).



Na pomyslném druhém konci klinického spektra se nachazi selektivni deficit IgA,
nejCastéj$i primarni imunodeficience vibec (Obrazek 2) s prevalenci okolo 1:600-1000
(Vosughimotlagh et al., 2023; Yel, 2010). Cast pacientii se selektivnim IgA deficitem je
asymptomatickd, u zbytku dochézi typicky k opakovanym mukoéznim infekcim (zejména
dychacich cest), gastrointestinalnim potizim (napi. prijymy, infekce Giardia lamblia) a vy$sSimu
vyskytu autoimunitnich onemocnéni ¢i alergii (Bagheri et al., 2023; Vosughimotlagh et al.,

2023; Yazdani et al., 2017).

>

m B&Zn4 variablini imunodeficience

= Selektivni IgA deficit

= TACI deficience

= Deficience specifickych protilatek

= Pfechodna hypogamaglobulinémie v détstvi

= Jiné

Obrazek 2: Relativni ¢etnosti PAD
Piepracovdno podle Gerber, 2019.

K dalsim PAD s vyssi prevalenci (Obrazek 2) patii deficit specifickych protilatek,
u néhoz jsou hladiny imunoglobulini normdlni, ale selhavd odpovéd’ na polysacharidové
antigeny (napf. u pneumokokové vakciny). Klinicky se manifestuje zejména u déti rekurentnimi
infekcemi dychacich cest (Kashani et al., 2015). U kojencii a batolat se mlZe rovnéz projevit
pfechodna hypogamaglobulinémie charakterizovand opozdénou normalizaci hladin IgG
s klinickym obrazem lehkych infekci hornich cest dychacich. Ve vétsing ptipadt dochazi
k spontanni uprave do tfetiho roku Zivota (Ameratunga et al., 2019). V poslednich letech je také
stale vice diagnostikovana mutace v TNFRSF'13B genu, kodujicim TACI receptor (Tabulka 3).
Tyto pacienty Casto charakterizuji klinické a imunologické rysy caste¢né se piekryvajici

s CVID, avsak jejich fenotyp muze byt i asymptomaticky (Ho & Cunningham-Rundles, 2020).



1.3. Vyvoj a diferenciace B lymfocytii

Vzhledem k vySe zminéné dulezitosti vyvojovych a diferenciacnich mechanismt

B buné¢k v rozvoji PAD budou tyto procesy stru¢né popsany v nasledujicich pasazich.

Vyvoj B lymfocyti zacind v kostni dfeni z multipotentni hematopoetické kmenové
buniky (hematopoietic stem cell, HSC). Z té dale vznika spolecnd lymfoidni progenitorova
buiika, kterd predstavuje vychozi bod pro vyvoj B, T, NK bun¢k a ptirozenych lymfoidnich
populaci. Vyvoj B bunék déle prochazi pres stadia pro-B a pre-B az k nezralé¢ B buiice.
Jednotliva stadia se lisi pfedevSim rekombinacnimi procesy a expresi B bunécného receptoru
(B cell receptor, BCR) rtizného stupné vyvoje, jak je ilustrovano na Obrazku 3 (Pieper et al.,

2013).

Klicovym milnikem ve vyvoji je exprese funkéniho BCR. Struktura BCR sestava
z membranoveé vdzaného imunoglobulinu, dimeru signalizacnich molekul CD79A a CD79B
(Iga/IgP) a dalsich pomocnych proteinti. Variabilitu vysledného receptorového repertoaru
(mimo jin€) zajiStuje somaticka rekombinace genovych segmenti V, D a J, kterd probiha
pfedevsim za Ucasti enzymatického komplexu RAG-1/RAG-2 (Schatz & Swanson, 2011).
Pteskupovani segmentl té¢zkého fetézce zacina ve fazi pro-B bunck a po jeho uspéSném
dokonceni se buiika ptesouva do stadia pre-B lymfocytu. Zde dochazi k expresi tzv. pre-BCR,
ktery tvori tézky fetézec ve spojeni s ndhradnim lehkym fetézcem (VpreB/AS, CD179)
a signalizatnim komplexem CD79A/B. Signalizace pfes pre-BCR je nezbytna pro dalsi
proliferaci, pieziti a vstup do faze preskupovani lehkého fetézce. Po jeho dokonceni burika
exprimuje kompletni BCR ve tfid¢ IgM/D a stava se nezralym B lymfocytem schopnym opustit

kostni dien (Eibel et al., 2014; Tangye et al., 2023).
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Obrazek 3: ZjednoduSeny prehled vyvoje a perifernich subpopulaci B lymfocyta

Vytvoreno v programu BioRender.
(HSC — hematopoeticka kmenova buitka, MZB — B lymfocyt marginalni zony)

Nejranéjsimi B bunikami v periferii jsou tzv. transientni B lymfocyty (Obrazek 3),
predstavujici pfechodné stddium mezi nezralou a plné maturovanou naivni B builkou.
U cloveka se tyto bunky nachdzeji prevazné v kostni dieni, krvi, sleziné a lymfatickych
uzlinach. Nejvétsi podil perifernich B bunék vSak tvofi pravé naivni B lymfocyty — funkéné
zralé bunky, které dosud nebyly stimulovany antigenem. Naivni B lymfocyty se dale d¢€li
na folikularni B buiiky, lokalizované v B bunéénych folikulech sekundarnich lymfatickych
organd, a na B lymfocyty marginalni zony (marginal zone B cells, MZB), které se vyskytuji
pfevazné v oblasti margindlni zony — tedy na rozhrani mezi bilou a cervenou pulpou sleziny.
V mensim zastoupeni se vSak MZB lymfocyty vyskytuji také v krvi a dalSich lymfatickych
tkanich. Jejich hlavni tlohou je rychla produkce protilatek ve t¥idé IgM béhem T-nezavislych
imunitnich odpovédi, zejména proti polysacharidovym antigenim (Palm & Kleinau, 2021;

Sanz et al., 2019; Velounias & Tull, 2022).
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Po antigenni stimulaci se naivni B buiilky mohou diferencovat nékolika smeéry.
Caést z nich proliferuje a diferencuje se na krétce Zijici plazmatické buiiky produkuji pfevazné
protilatky ve tfidé¢ IgM. Dalsi ¢ast bun¢k vstupuje do germindlnich center, kde podstupuje
intenzivni proliferaci a néasledné procesy somatické hypermutace a izotypového piesmyku.
Somaticka hypermutace vede ke vzniku variant BCR s vyssi afinitou k danému antigenu,
zatimco izotypovy presmyk umozituje zménu tiidy protilatky na IgG, IgA nebo IgE podle
kontextu imunitni odpovédi. Vysledkem téchto procesti je vznik dvou hlavnich efektorovych
populaci — pamétovych B bunék, které pretrvavaji v klidovém stavu a umoznuji rychlou
odpovéd’ pii opakovaném setkani s antigenem, a dlouho zijicich plazmatickych bunék v kostni
dfeni, schopnych kontinualni produkce vysokoafinnich protilatek (Chi et al., 2020; Sanz et al.,

2019; Velounias & Tull, 2022).

Subpopulace B lymfocyta se 1i8i fenotypove i funkéné a rozliSuji se predevsim podle
exprese povrchovych markert (Tabulka 2). Mezi nejcastéji pouzivané markery patii zejména
CD19, CD20, CD24, CD27, CD38 a IgD. K blizsi charakterizaci B lymfocytt slouzi naptiklad
dalsi izotypy BCR (IgM, IgG), kostimula¢ni molekuly (CD80/86, CD40), adhezivni molekuly,
chemokinové receptory (CXCRS, CXCR3), transkripéni faktory, proliferaéni markery a fada
dalsich (Pieper et al., 2013).

STl HENAE Pi"ibliill)lgfél:t:lativni

Transientni CDégza%?gg;éEzT ~3 %

Naivni CDI9"1gh CD27 CD38™ 50-70 %

Pamétové CD19" Ig%'DCza%_T CD38"™ 30-40 %
Plazmablasty CDI19" IgD" IgM" CD38" ~5%
Plazmatické buiiky CD19™ IgDc_g;f_ 77 CD3sT ~3%

MZB CDI19" IgD* CD27* 15-25 %
CD21low buiiky CD19" CD21"°% CD38l™" 1-8 %

Tabulka 2: Prehled B lymfocytarnich subpopulaci v periferni krvi
Upraveno podle: Carsetti et al., 2022; Sanz et al., 2019; Warnatz& Schlesier, 2008.
(MZB — B lymfocyty marginalni zony)
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1.4. Bézna variabilni imunodeficience
1.4.1. Zakladni charakteristika onemocnéni

CVID pfedstavuje  heterogenni  skupinu  protilatkovych  imunodeficienci,
charakterizovanou snizenou produkci protilatek ve tiide IgG, IgA a/nebo IgM. V dusledku toho
se u pacientd projevuje zvysend nachylnost k infekcim ¢i rozvoj komplikaci neinfekéni povahy

(Ameratunga et al., 2020).

CVID je druhou nejcastéjsi primarni protildtkovou deficienci po selektivnim deficitu
IgA. Prevalence se odhaduje na 1:25 000 az 1:50 000, pficemz udaje se liSi mezi regiony
a koreluji s vyspélosti zdravotniho systému a zavedenim narodnich registri pacientd
¢i na Blizkém vychodé. V Evropé byla popsdna vyssi prevalence v severskych zemich (napf.

Dansko a Island) a nizsi v jiznich statech (jako jsou Francie a Spanélsko) (Selenius et al., 2017).

CVID ptedstavuje onemocnéni s komplexni multifaktoridlni etiopatogenezi.
Monogenni piicina rozvoje je identifikovdna pouze u mensiny pacientt, ptiblizné v 10—15 %
pfipadii. Mezi tyto pfiiny patfi mutace v genech kodujicich proteiny asociované s BCR,
molekuly zajistujici kostimulaci nebo regulaci funkce lymfocytii, pfipadné komponenty
bunécné signalizace a regulace genové exprese (Peng et al., 2023; Thaventhiran et al., 2020;

Yazdani et al., 2020). Pfehled vybranych monogennich pfi¢in CVID je uveden v Tabulce 3.

Vyzkumy z posledni doby naznacuji vyznam environmentalnich a epigenetickych zmén
v patogenezi CVID. Nejvyznamnéjsi epigenetické zmény se ziejmé& odehravaji na trovni
metylace DNA. Ta je enzymaticky zajiStovana DNA-metyltransferdzami, které svou ¢innosti
zasadné ovliviiuji genovou expresi daného tiseku DNA. Analyzy B lymfocyti z jednovajecnych
dvojcat, z nichZ pouze jedno trpélo CVID, odhalily zvySenou miru metylace DNA v genech
klicovych pro aktivaci, proliferaci a diferenciaci B bunék (Rodriguez-Cortez et al., 2015;
Rodriguez-Ubreva et al., 2022). Dalsi prace ukazaly, ze béhem piechodu z naivnich
na pamctové B bunky dochazi u zdravych jedinct k demetylaci specifickych CpG oblasti
v genech spojenych s funkci B bun¢k. U pacientii s CVID je vSak proces demetylace narusen,
coz ukazuje na mozné vysvétleni dysregulovaného vyvoje a funkce B lymfocytl (DelPino-
Molina et al., 2019). Z environmentélnich faktori je mozné zminit prace zabyvajici se vlivem

dysbiozy sttevniho mikrobiomu na rozvoji neinfekénich komplikaci viz dale.
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subunit delta

Molekula Nazev Charakteristika Funkce
CDI19
CR2 (CD21) complement receptor kostimula¢ni aktivace
type 2 molekuly B lymfocytt,
CDS31 BCR afinitni maturace
CD20
BAFF B cell activating factor
BAFE-R B cell activating factor
receptor
APRIL a proliferation-
inducing ligand molekuly, role v maturaci,
receptory prezivani
TWEAK _ TNF-related weak. a ligandy a funkci B
inducer of apoptosis TNF rodiny lymfocytil
transmembrane
TACI activator and CAML
interactor
CD27
cytotoxic T
CTLA-4 lymphocyte associated
protein 4 regulacni regulace funkce
: : molekuly a proliferace
lipopolysaccharide- T lymfocyt B lymfocytii
LRBA responsive and beige-
like anchor protein
inducible T cell kostimulacni B bl.mecna
ICOS ) proliferace
costimulator molekula . .
a diferenciace
vyvoj B lymfocyti,
NFKB.2 nuclear factoir transkrip¢ni .p,rodukce
kappa B subunit 2 faktor protilatek, regulace
imunitni odpovédi
phosphoinositide sionalizaéni vyvoj, proliferace,
PI3-KCD 3-kinase catalytic g migrace a funkce
molekula

B lymfocyti

Tabulka 3: Prehled vybranych monogennich pri¢in CVID
Prepracovdno podle Ho & Cunningham-Rundles, 2020 a Peng et al., 2023.
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1.4.2. Diagnostika

Heterogenita pficin a klinickych projevii CVID vyznamné ztézuje diagnostiku, existuje
proto vice postupt k jejimu stanoveni. V Tabulce 4 jsou uvedeny dva nejcastéjsi diagnostické
piistupy — diagnostickd  kritéria  Evropské spolecnosti pro imunodeficience
(European Society for Immunodeficiencies, ESID) a Dokument mezinarodniho konsenzu

(International Consensus Document, ICON).

Oba diagnostické systémy se shoduji na zakladnich laboratornich kritériich —
tedy pretrvavajici hypogamaglobulinémii a poruse specifické protilatkové odpovédi.
Hypogamaglobulinémie je definovdna jako vyznamné snizeni sérové koncentrace IgG
a souCasn¢ IgA a/mebo IgM vzhledem k vékovym referenénim hodnotam, potvrzené
opakovanym méfenim. Porucha specifické protildtkové odpovedi se stanovuje na zaklade
nedostatecné odpovédi na ofkovani T-dependentnimi (napfi. tetanicky a diftericky toxoid)

i T-independentnimi antigeny (napfi. polysacharidy meningokokl a pneumokokil) (Ameratunga
etal., 2014, 2021).

Diagnosticka kritéria ESID se lisi od systému ICON tim, ze kromé laboratornich nalezti
vyzaduji i pfitomnost alesponi jedné klinické komplikace infekéniho nebo neinfekéniho
charakteru. Podpiirné informace mize déale poskytnout rodinnd anamnéza primarnich

imunodeficienci (Ameratunga et al., 2020; Bonilla et al., 2016; Yazdani et al., 2020).

Pti diagnostice je taktéZ nezbytné vyloucit sekundéarni pfi¢iny hypogamaglobulinémie
a poruch protilatkové odpovédi, které mohou byt zplisobeny naptiklad uZivanim imunosupresiv
(zejména glukokortikoidd), infekci HIV, hematologickou malignitou nebo ztrdtami

imunoglobulint pfi nefrotickém syndromu (Bonilla et al., 2016).
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Kritérium

ESID

ICON

Vék v dobé
diagnozy

diagnoza stanovena
po ¢tvrtém roce Zivota

diagnoza stanovena
po ¢tvrtém roce Zivota

Sérové hladiny

vyrazne snizeni IgG a IgA
s/bez snizeni IgM

opakovang prokazané
snizené koncentrace IgG
pod dolni referencni mez

imunoglobulini méfeno min.2x, pod 2 SD snizeni alespoil jednoho
normalnich hodnot pro dalsiho izotypu
dany vek (IgA nebo IgM)
snizena odpovéd’ na " . ,
el snizena protllatko'va ‘
absence ochrannych odpovedj 199 VLG 0]
Protilatkova hladin protilAtek navedony alegpoﬁ jednim typem
odpovéd vakcinaci antigenu
SmZ%l:,y po C}ftB Ivmfocevt (T-dependentnim
pametovych B iymiocytu nebo T-independentnim)
po izotypovém presmyku
alespotl jeden z
nasledujicich:
zvySend nachylnost
k infekcim o L,
pritomnost klinické
autoimunitni projevy manifestace imunodeficitu
Klinické projevy neni nutna
ﬁflaelx(l)i?;?zm (pokud jsou splnéna ostatni
kritéria)
lymfoproliferace
vyskyt PAD v rodinné
anamnéze
Vit vylouceny y e s
sekundarnich sekundarni pficiny e Bl priciny
pricin Iy bl hypogamaglobulinémie

T-bunécna
funkce

zadny diikaz o deficitu
T-lymfocyti

neni specifikovano

Tabulka 4: Porovnani diagnostickych kritérii CVID podle Evropské spole¢nosti pro

imunodeficience (ESID) a Dokument mezinarodniho konsenzu (ICON)
Prepracovdno podle Ameratunga et al., 2014, 2021.

(PAD — primarni protilatkova deficience, SD — smérodatna odchylka)
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1.4.3. Klinicka manifestace

Klinicka prezentace CVID je mimotfadné pestrd a zahrnuje jak casté infekéni

komplikace, tak zdvazné projevy neinfekéniho charakteru.

Infek¢ni komplikace

manifestaci CVID. Infekce nejcCastéji postihuji respiracni trakt, kde se rozvijeji akutni
¢i chronické bronchitidy, sinusitidy a pneumonie. Infekce vSak mohou zasahovat i travici trakt,
mocové cesty nebo nervovy systém. K typickym bakteridlnim pivodcim infekci dychaci
soustavy patfi Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae a Staphylococcus aureus.
V zazivacim traktu pak dominuji infekce zptisobené Giardia lamblia, Campylobacter jejuni
¢i Salmonella spp. V nékterych piipadech se u pacienti projevuje zvySend vnimavost
k virovym agens, jako jsou Rhinovirus nebo Herpes zoster virus (Janssen et al., 2021;

Oksenhendler et al., 2008; Quinti et al., 2007).

Neinfek¢éni komplikace

U priblizn¢ dvou tfetin pacientd se v pribéhu zivota rozvijeji komplikace neinfekéni
povahy (ilustrovany na Obrazku 4). Mezi nejcastéj$i patfi autoimunitni poruchy, zejména
cytopenie — idiopatickd trombocytopenickd purpura, autoimunitni hemolytickd anémie
¢i neutropenie. Méné ¢asté, avSak klinicky vyznamné jsou i revmatoidni artritida, autoimunitni
tyreoiditida nebo dal$i organové specifickd autoimunitni onemocnéni (Ho & Cunningham-

Rundles, 2020; Janssen et al., 2021; Resnick et al., 2012).

Zavazné byvaji i chronické neinfekéni procesy postihujici respiracni a gastrointestinalni
trakt. V oblasti plic se Casto rozvijeji bronchiektdzie nebo intersticidlni plicni onemocnéni,
jejichZ progrese miZe vyustit aZ v respiracni insuficienci — jednu z hlavnich pfic¢in mortality
CVID pacientll. V zazivacim traktu byva pozorovana chronicka enteropatie s atrofickymi
zménami stfevni sliznice, malabsorpénim syndromem a perzistujicim prijmem, coZ mize vést
ke ztraté télesné hmotnosti a nutri¢nimu deficitu (Fevang, 2023; Ho & Cunningham-Rundles,

2020; Macpherson et al., 2020; Pikkarainen et al., 2019).

Nedavné vyzkumy také poukazuji na souvislost mezi dysbidzou sttevniho mikrobiomu,
deficitem sekretorniho IgA a rozvojem zanétlivych komplikaci GIT u pacienti s CVID
(Fiedorova et al., 2019; Jargensen et al., 2016; Macpherson et al., 2020; Shulzhenko et al.,
2018).
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K dalsim klinickym manifestacim patii hepatobilidrni postizeni (napf. autoimunitni
hepatitida, jaterni granulomy), lymfoproliferativni syndromy vcetné splenomegalie a vyskyt
granulomatéznich 1€zi. V neposledni fadé¢ je tfeba zminit zvySené riziko malignit —
nejcastéji se jedna o karcinom zaludku, rakovinu prsou a non-Hodgkinovy lymfomy riizného
typu (Ho & Cunningham-Rundles, 2020; Kiaee et al., 2019; Pulvirenti et al., 2018; Resnick et
al., 2012).

Neinfekéni komplikace CVID

bronchiektazie, | autoimunitni
intersticialni \ endokrinopatie

lymfomy,
nadory Zaludku

autoimunitni ./

cytopenie ~ , " splenomegalie

R &H ------------------- artritida
nespecifické zanéty, .~ | | | |

poskozeni klk(,
lymfocytarni inflitrace

Obrazek 4: Nejcéastéjsi neinfekéni komplikace spojené s CVID

Vytvoreno v programu BioRender.
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1.4.4. Lécba

Lécebny piistup u pacientt s CVID odrazi klinickou heterogenitu onemocnéni

a rozd¢luje se na 1é¢bu infekEnich a neinfekénich komplikaci.
Lécba infekénich komplikaci

Zakladem terapie infek¢nich projevi je substitucni podavani imunoglobulini ziskanych
od zdravych darch. K aplikaci protilatek dochdzi bud intravenozné (1% meésicné),
nebo subkutanné (obvykle 2x mésicn€), v davkach 300-600 mg/kg télesné hmotnosti.
U pacientii s opakovanymi infekcemi byva indikovano udrzeni sérové koncentrace IgG
nad 7 g/l. V pfipad¢ zvySeného rizika tézkych infekci mize byt zvazena profylakticka
antibioticka Iécba (Szaflarska et al., 2024; Tam & Routes, 2013).

Lécba neinfek¢énich komplikaci

Neinfekéni projevy CVID, zejména autoimunitni a zanétlivé komplikace, vyzaduji
individualizovany terapeuticky pfistup. Autoimunitni onemocnéni jsou terapeuticky feSena
obdobné jako u imunokompetentnich pacientli — nejcastéji systémovymi kortikosteroidy.
Dale se vyuzivaji rituximab, monoklonalni protilatka cilena proti CD20, ptipadné¢ mohou také
byt nasazeny inhibitory BAFF (Tabulka 3) napft. abatacept a abelimumab, alternativné 1 jina

imunosupresiva (Fevang, 2023; Szaflarska et al., 2024).

K 1écbé chronickych zanétlivych onemocnéni postihujicich gastrointestindlni trakt se
vyuziva predevsim kombinace kortikosteroidii a imunosupresiv jako jsou azathioprin nebo
6-merkaptopurin. U pacientli s granulomatéznim zanétem se nasazuji anti-TNF-a protilatky

(zejména infliximab) (Fevang, 2023).

MozZnost transplantace kostni dfené¢ u pacientl s malignitami nebo zivaznymi
autoimunitami zastavd kontroverzni. Limitujicimi faktory jsou zejména problémy
s rekonstituci imunitniho systému po zékroku a asociované infek¢éni komplikace (Szaflarska et

al., 2024).
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1.4.5. Dysregulace imunitniho systému spojena s CVID

Imunitni systém pacientli s CVID vykazuje stav komplexni dysregulace, kterd se
zasadné podili na rozvoji neinfek¢énich komplikaci tohoto onemocnéni. Klicové zmény se
odehravaji zejména na trovni T a B lymfocytt, jejichz funkce je izce provdzana. Naproti tomu
uloha bun€k vrozené imunity v patogenezi CVID zlistavd dosud nedostatecné objasnéna.
Nekteré prace vSak naznacuji mozny podil invariantnich NK buné¢k, vrozenych lymfoidnich
bun¢k 3. typu a vybranych subpopulaci dendritickych bunék na modulaci B lymfocytarniho
fenotypu a rozvoji zminénych komplikaci (Cols et al., 2016; Neirinck et al., 2024).

Dysregulace T lymfocyti

U pacientl s CVID byla popsana zvySend mira aktivace, funkéniho vycerpani
a senescence T bunck. Navic mize byt sniZzen pocet naivnich CD4* i CD8* T lymfocytd,
coz odrazi stav chronické stimulace imunitniho systému (Berbers, van der Wal, et al., 2021;
Jorgensen et al., 2016; Kiaee et al., 2019; Milardi et al., 2022). Dysregulace se projevuje
1 zvySenou produkei prozanétlivych cytokinti. U nékterych pacientdl jsou detekovany zvySené
hladiny solubilniho CD25 — markeru T bun&cné aktivace — a zaroven cytokinl jako TNF-a,
IL-6, IL-8 a IL-12, které podporuji perzistujici zanét. CVID pacienti s neinfekénimi
komplikacemi pak maji vyss$i hladinu prozanétlivych cytokinti, nez pacienti trpici pouze
infekénimi onemocnénimi (Berbers, van der Wal, et al., 2021; Macpherson et al., 2020;

Poto et al., 2023; Wigsik-Szewczyk et al., 2021).

U casti pacientd dochdzi k naruSeni rovnovahy mezi subpopulacemi pomocnych
T lymfocytii. Castym nalezem byvé zvysena Th1 polarizace spojena s nadprodukci IFN-y, kter4
muze podporovat rozvoj granulomatézniho zanétu (Berbers, van der Wal, et al., 2021;
Cols et al,, 2016; Shulzhenko et al., 2018; Unger et al., 2018). Naopak u pacient
s autoimunitnimi projevy a enteropatii bylo zaznamendno posileni Th2 a Th17 odpovédi
nebo pokles poctu regulacnich T bunék (Berbers, Drylewicz, et al., 2021; Fevang et al., 2007;
TofighiZavareh et al., 2021). Tyto zmény naznacuji, ze ptestoze je CVID priméarné poruchou
B bunééné imunity, na jeho patogenezi se mohou vyznamné podilet i dysregulované

T lymfocyty.
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Dysregulace B lymfocytu

CVID se vyznacuje rozsahlymi kvantitativnimi 1 kvalitativnimi poruchami vyvoje,
diferenciace a efektorové funkce B lymfocytii. Zmény v ramci této populace dosahuji takového

rozsahu, Ze slouZzi jako zaklad pro klasifika¢ni systémy tohoto onemocnéni.

U vyznamné ¢asti pacientli dochazi ke snizeni absolutniho poctu cirkulujicich B bun¢k,
v krajnich ptipadech 1ze dokonce pozorovat t¢émét tiplnou depleci CD19* lymfocytt z periferni
krve. Tento stav odrdzi bud’ selhdni v procesu vyvoje B bunécné linie v kostni dfeni,
nebo dramaticky zvySenou apoptotickou ztratu v perifernich tkanich (Lopez-Gomez et al.,

2018; Richardson et al., 2019; Rodriguez-Ubreva et al., 2022).

Charakteristickym rysem byva vyrazny ubytek pamétovych B bunék po izotypovém
ptesmyku (CD27* IgD~ IgM"), coz tzce souvisi s poruchami organizace germinalnich center
v sekunddrnich lymfoidnich folikulech. Pravdépodobnou pfi¢inou je naruSend kooperace
s T folikularnimi pomocnymi buiikami, spojené se snizenou expresi kostimula¢nich molekul
(CD40, CD27,1COS), limitovanou produkci IL-21 a dysfunkeci procesu somatické hypermutace
(Friman et al, 2023; Loépez-Gomez et al, 2018; Rodriguez-Ubreva et al.,, 2022;
Romberg et al., 2019; van Schouwenburg et al., 2018).

Soucasné typicky dochazi k expanzi populace naivnich B bun¢k a zvySuje se Cetnost
autoreaktivnich klontt — typicky v subpopulaci CD2llow B lymfocyti (viz nize).
Tato skute¢nost miiZze signalizovat selhdni mechanismi jak centralni, tak pfedev§im periferni
tolerance, a rovné€z napomahat vzniku autoimunitnich komplikaci spojenych s CVID (Friman

et al., 2023; Richardson et al., 2019; Romberg et al., 2013).
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1.5. CD21low B lymfocyty

Fenotypicky 1 funkcéné specifickou subpopulaci B buné€k, spojenou s dysregulaci
imunitniho systému, piedstavuji CD21low B lymfocyty. Jejich ndzev ani definice nejsou zcela
jednotné, avSak zakladnim charakteristicky znak téchto bunék tvofi nizkd exprese
komplementového receptoru CD21 a kostimulacni molekuly CD38, zatimco exprese
zékladniho B bunécného znaku CD19 ziistava zachovana. Na zaklad¢ fenotypu lze CD21low
lymfocyty rozdélit do nékolika podskupin: naivni CD2llow buiiky (CD27- IgM"),
IgM* pamétové CD21low bunky (CD27* IgM™), dvojité negativni pamétové (CD27- IgM")
a pamét'ové CD21low lymfocyty po izotypovém presmyku (class-switched-like, CD27* IgM")
(rozdéleni podle Reincke et al., 2020). U vétSiny jedinct lze detekovat ptitomnost vSech téchto
podskupin, avSak jejich vzijemné poméry se individualné lisi. Pro jejich detailn&jsi
charakterizaci se vyuzivaji dal§i markery, naptiklad transkripcni faktor T-bet, integrinova
molekula CDl11c, aktivaéni markery CD80/86, HLA-DR a dalsi molekuly jako FcRL4/5,
PD-1 nebo FAS (Freudenhammer et al., 2020; Reincke et al., 2020).

Vyvoj CD21low B lymfocytl zlstava predmétem vyzkumu, pricemz stale neni jasné,
zda se jedna o populaci vznikajici primarné z naivnich B bunék, nebo diferenciaci z dalSich
B lymfocytarnich populaci. Nékteré studie naznacuji, ze klicovym faktorem jejich vzniku je
opakovana stimulace pifes BCR a aktivace bun¢k pfes IFN-y, IL-21, CD40 a TLR — zejména
TLR-7 a TLR-9. Podstata vzniku CD21low B bun¢k ovSem zlstava sporna (Jenks et al., 2018;
Keller et al., 2021; Zumaquero et al., 2019).

CD21low B buiiky jsou obecné¢ povazovany za funkéné vycCerpané B lymfocyty.
U pacientii s CVID byla jejich pfitomnost korelovana se zvySenymi hladinami prozanétlivych
cytokind, jako jsou TNF-a, IFN-y a IL-6, které mohou dale podporovat jejich pieZivani
a patologickou aktivaci (Rincén-Arévalo et al., 2021; Unger et al., 2018; Zumaquero et al.,
2019). U zdravych jedincli se CD21low B lymfocyty vyskytuji v minimalni mife, jejich zvySena
cetnost ale popséna u nckolika onemocnéni, kde mohou piispivat k imunitni dysregulaci.
U pacientti s CVID jsou tyto buiiky spojeny se snizenou produkci protilatek (Friman et al.,
2023; Romberg et al., 2019; Weilenberg et al., 2019). U systémového lupus erythematodes se
naopak podileji na produkci autoreaktivnich protilatek a naruseni imunitni tolerance (Friman et
al., 2023; Jenks et al., 2018; Wang et al., 2018). V piipad¢ revmatoidni artritidy ptispivaji
k perzistenci zanétu v synovialni tkani a aktivaci autoreaktivnich T buné&k. ZvySené zastoupeni

CD21low B lymfocytli bylo rovnéz popsano u chronické hepatitidy C a HIV infekce,
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kde mohou pftispivat k celkové dysregulaci imunitni odpovédi. U chronickych virovych infekci
vykazuji tyto bunky znamky funkéniho vycerpani a snizené odpovédi na antigenni stimulaci

(Gjertsson et al., 2022; Unger et al., 2018; Zumaquero et al., 2019).

V mysich modelech byla popsana specificka subpopulace B lymfocytli oznacovana jako
s vékem asociované¢ B buiky (age-associated B cells, ABC), charakterizovand fenotypem
CD21" T-bet® CDI11c". Tyto bunky se hromadi zejména ve vyssim véku a v kontextu chronické
stimulace imunitniho systému, napf. pii virovych infekcich nebo autoimunitnich
onemocnénich. U lidi byla nasledn¢ identifikovéna fenotypové a funkén€ podobna populace
CDl1l1c* B lymfocytt, kterd sdili znaky s ABC a je povazovéna za jejich lidsky ekvivalent.
Lidské CD11c* B buiiky se rovnéz objevuji pfi chronickém zanétu, infekcich a autoimunitnich
onemocnénich, jejich aktivace probihd pfedevsim prostiednictvim TLR-7 a TLR-9, zatimco
odpovéd’ na BCR signalizaci je u nich omezend. Po aktivaci mohou CD1lc" B buiky
proliferovat a diferencovat v plazmatické buiiky, a byvaji proto spojovany jak s produkci
autoprotilatek, tak s udrzenim prozanétlivého prostiedi (Dai et al., 2024; Golinski et al., 2020;
Maul et al., 2021; Nickerson et al., 2023). Populace CD11c* a CD21low B lymfocytt se tedy
funkéné prekryvaji, ovSem terminologicka nejednoznacnost pouzivani ABC, CD11c¢* T-bet*

a CD21low bun¢k komplikuje jejich jednoznacné porovnavani a interpretaci vysledka.

Funkéni role CD21low B lymfocytl se v souhrnu jevi jako paradoxni — na jedné strané
jsou povazovany za vycerpané buiiky se sniZenou schopnosti proliferace a produkce protilatek,
kterd naznacuje jejich omezenou efektorovou funkci. Na druhé strané se vSak podileji
na udrZzovani chronického zanétu, mohou podporovat patologickou aktivaci T bunéck
a prispivat k rozvoji autoimunitnich a imunopatologickych stavii. Potencidlni vysvétleni tohoto
funkéniho rozpéti mize spocivat ve vnitini heterogenité téchto bunék, tedy rozdilnou tlohou

jednotlivych subpopulaci CD21low B lymfocytt.
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2. Cile prace

Nasledujici body shrnuji hlavni cile, na které se prace zaméruje:

Imunofenotypizace B lymfocytarnich subpopulaci u pacienti s CVID
Cilem této ¢asti prace je pomoci prutokové cytometrie analyzovat zastoupeni a fenotypové
vlastnosti B lymfocytl u pacientli s CVID a provést jejich porovnani s kontrolni skupinou.

Zvlastni duraz je kladen na subpopulaci CD21low B bun¢k.

Hodnoceni funkéni odpovédi B lymfocytia
Cilem je provést funk¢ni charakterizaci B lymfocyti po in vitro stimulaci se zaméfenim
na vybrané parametry aktivace, proliferace a funkéniho profilu. Diraz je kladen na analyzu

odpoveédi fenotypové odlisnych CD21low B bunéénych subpopulaci.

Analyza cytokinového profilu metodou Luminex u pacientii s CVID
Tato cast prace je zaméfena na stanoveni sérovych hladin vybranych cytokinti u pacientt

s CVID pomoci technologie Luminex.

Stanoveni zanétlivych markeri u pacientii s CVID
Tato Cast se zaméfuje na kvantifikaci koncentrace zanétlivého markeru YKL-40 metodou
ELISA v séru pacientli s CVID a zdravych kontrol. Pro komplexnégj$i pohled na zanétlivé

prostiedi pacientli bude vysledek porovnan s hladinami dalSich vybranych markert.

Integrace imunologickych a klinickych dat u pacientii s CVID

Na zaklad¢ analyzy fenotypovych, funkénich a sérologickych udaji je cilem prace vytvofit
piehled o souvislostech mezi distribuci specifickych B buné¢nych subpopulaci (zejména
CD21low B lymfocytl), ptitomnosti systémovych zanétlivych markert a klinickou manifestaci

onemocnéni.
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3. Materialy a metody
3.1. Vzorky periferni krve

V ramci této diplomové prace byly analyzovany vzorky periferni krve 35 pacientt s CVID
(splnujici ESID/ICON diagnosticka kritéria) a 17 zdravych kontrol odpovidajicich vékem
a pohlavim. Pfed odbérem biologického materialu byl od vSech tcastnikii ziskdn informovany
souhlas se zpracovanim a vyuzitim vzorkil pro védecké a vyzkumné ucely. Ucastnici byli
informovani o povaze vyzkumu, dobrovolnosti ucasti, moznosti kdykoli ucast odmitnout
bez dopadu na jejich 1écbu a o zpiisobu ochrany osobnich udajt. Studie byla schvalena Etickou

komisi Fakultni nemocnice Motol.

Skupinu pacientil tvofilo 23 Zen a 12 muzi s celkovym primérnym veékem 45,9 let. Pacienti
byli rozdéleni podle klinické manifestace na dvé podskupiny: 12 pacientli bylo zahrnuto
do skupiny pouze infekénich komplikaci (ddle oznaceni jako PIK), zbylych 23 pacientli mélo
klinicky vyznamné neinfekéni komplikace (dale oznaceni jako VNK). Piehled
diagnostikovanych neinfekénich komplikaci je uveden v Tabulce 5, klinickad charakteristika
pacientii pak v Tabulce 6. VSichni pacienti zafazeni do studie jsou lécCeni substituéni
imunoglobulinovou terapii, poddavanou bud intraven6zné€ nebo subkutanné v davkach
odpovidajicich 300-500 mg na kilogram télesné hmotnosti. Kontrolni skupinu tvoftilo

17 zdravych jedinct (11 Zen a 6 muza) s prumérnym veékem 41,6 let.
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Onemocnéni Pouzita zkratka
Atroficka gastritida AG
Autoimunitni hemolyticka anémie AIHA
Autoimunitni tyreoditida AIT
Bronchialni astma BA
Bronchiektéazie BE
Enteropatie ENT
Hepatopatie HEP
Hodgkintiv lymfom HL
Chronicka sialoadenitida CSA
Imunitni trombocytopenicka purpura ITP
Intersticialni plicni onemocnéni PO
Latentni autoimunitni diabetes dosp€lych LAID
Lichen sclerosus LS
Lymfadenopatie LYMPH
Splenomegalie SPLE
Vitiligo VIT

Tabulka 5: Prehled vyznamnych neinfekénich komplikaci

diagnostikovanych
u zahrnutych pacientii s CVID
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Vyznamné

Oznaceni Vék Pohlavi NIK Komplikace
1 47 Z ano ENT, BE
2 52 7 ano IPO, SPLE, LAID, AG
3 40 M ne SPLE
4 34 7 ne VIT
5 23 7 ne pouze infek¢ni
6 43 M ne BE, AIT
7 80 Z ano IPO, HEP, CSA
8 38 7 ne pouze infek¢ni
9 61 7 ano IPO, HEP, SPLE, AIT, VIT
10 51 Z ano ENT, CSA
11 37 M ne SPLE
12 58 Z ne AIT
13 42 7 ano AIT, HEP, VIT
14 40 M ano ENT, LYMPH
15 57 Z ano BA, IPO, VIT, AIT
16 42 M ano ENT
17 44 Z ano ENT, AG
18 62 Z ne pouze infek¢ni
19 34 Z ano ENT, LS
20 54 Z ano LYMPH
21 62 M ano ILD, SPLE, LYMPH
22 38 M ne pouze infek¢ni
23 32 M ano ILD, LYMPH
24 50 M ano SPLE, LYMPH, HEP, CSA
25 67 7z ano AIT, HL, CSA
26 39 Z ne pouze infek¢éni
27 48 M ano IPO
28 21 7z ano PO, ITP
29 35 M ano SPLE, LYMPH, ITP, IPO
30 37 7z ne SPLE
31 46 Z ne pouze infek¢ni
32 45 Z ano ENT, HEP, SPLE
33 40 M ano BA, ITP, SPLE
34 51 7z ano ENT, AIT
35 58 7z ano AIT

Tabulka 6: Klinické charakteristika pacienti s CVID zahrnutych do studie

(NIK — neinfekcni komplikace)
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3.2. Cinidla, roztoky a média

V této kapitole jsou uvedena vSechna pouzitd ¢inidla, média a roztoky, vcetné jejich slozeni

a dodavatelu.

Nazev Kat. ¢islo Dodavatel Stat
PBS S001 FN Motol* CR
PBS + 2 mmol/l EDTA S008 FN Motol* CR
Ficoll-Paque PLUS 17144003 Cytiva USA
Fixaéni a permeabilizagni set 88-8824-00 | Lhermo Fisher | 1;q
Scientific
Human YKL-40 ELISA kit BMS2322 InvitroGen USA
MILLIPLEX Human
Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A - HCYTA- Mqrck Némecko
. 60K Millipore
Immunology Multiplex Assay
Roztok ISOTON II Diluent C96980 Beckman USA
Coulter
Bovinni sérovy albumin A7030 Sigma-Aldrich USA
Dimethylsulfoxid D2650 Sigma-Aldrich USA
RPMI 1640 médium Thermo Fisher
+ GlutaMAX 618070010 Scientific USA
RPMI 1640 médium 11875003 | 'hermoFisher | ;g
Scientific
Fetalni bovinni sérum As670801 | 1hermo Fisher | yq
Scientific
Penicilin-Streptomycin 151140122 Thermo Flsher USA
Scientific
GlutaMAX 35050061 | Thermo Fisher | g,
Scientific
Lipopolysacharid tlrl-eblps InvivoGen USA
EasySep Human B Cell Isolation Kit 17954 STEMCELL Kanada
Technologies
BD CompBeads Antl_.R at Ig, Wegatlve 552844 BD Biosciences USA
Control Compensation Particles Set
BD CompBeads Anti-Mouse Ig, k/Negative
Control Compensation 552843 BD Biosciences USA
Particles Set
Resiquimod tlrl-r848-10 InvivoGen USA
CpG oligodeoxynukdeotidy trl-2216 | InvivoGen | USA
Anti-IgM/G protiltka 397302 BioLegend | USA
(1 mg/ml)
Anti-CD40 protilatka .
(2.8 mg/ml) 313020 BioLegend USA

Tabulka 7: Seznam pouzitych ¢inidel, médii a roztoku
*PBS a PBS + 2 mmol/l EDTA byly pripraveny v laboratorich FN Motol dle internich protokolii.
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Kompletni médium

Kompletni médium bylo pfipraveno smichdnim 500 ml RPMI 1640 média, 50 ml fetalniho

bovinniho séra, 5 ml roztoku penicilinu-streptomycinu a 5 ml roztoku GlutaMAX.

Zamrazovaci roztok
Zamrazovaci roztok byl pfipraven v poméru: 70 ml RPMI média, 20 ml fetalniho bovinniho

séra a 10 ml dimethylsulfoxidu na celkovy objem 100 ml.

Fixacni/permeabiliza¢ni roztok a pufr

Fixaéni a permeabilizacni roztok byl pfipraven smichdnim ,Fixation/Permeabilization
concentrate a ,,Perm diluent” v poméru 1:3. Permeabiliza¢ni pufr byl pfipraven ziedénim
,Permeabilization buffer 10X* destilovanou vodou v poméru 1:9. Ob¢ ¢inidla jsou soucasti

komer¢niho fixa¢niho a permeabilizacniho setu uvedeného v Tabulce 7.

Pristrojové vybaveni

Centrifuga Megafuge 16R (Thermo Fisher Scientific, USA)
Centrifuga Megafuge ST Plus Series (Thermo Fisher Scientific, USA)
Minicentrifuga NG0028 (Nippon Genetic Europe, Cina)

Vortex mixer PV-1 (Grant-bio, Velka Britanie)

Laboratorni lazen Memmert WNB 7 (Memmert, Némecko)

Pocitacka Z2 Cell and Particle Counter (Beckman Coulter, USA)
Forma Direct Heat CO2 inkubator (Thermo Fisher Scientific, USA)
Lamindrni box CYT-4A1 (Esco Lifesciences, Némecko)

Microplate reader Synergy H1 (BioTek Instruments, USA)

Luminex 200 System analyzator (Merck Millipore, Némecko)
EasySep 18000 separacni magnet (STEMCELL Technologies, Kanada)

Prutokovy cytometr BD LSR Fortessa Cell Analyser (BD Biosciences, USA)
3 lasery (405 nm, 488 nm, 647 nm)

Software a programy

FlowJo 10.9.0 (FlowJo, USA)

BioRender (BioRender, Kanada)

GraphPadPrism 8.0.1 (GraphPad Software, USA)
Microsoft Excel (Microsoft, USA)
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3.3.

3.3.1.

Protokoly

Protokol zpracovani periferni krve

Periferni krev pacienttl i zdravych kontrol byla odebirana do dvou typti odbérovych zkumavek:

s EDTA jako antikoagula¢nim ¢inidlem pro ziskani nesrazlivé krve a s aktivatorem koagulace

pro ziskani srazlivé krve pro separaci séra.

1. Izolace mononuklearnich bunék z periferni krve

a)

b)

Nesrazliva periferni krev byla nafedéna v poméru 1:1 vytemperovanym roztokem
PBS s 2 mmol/l EDTA a nanesena na 15 ml Ficollu tak, aby nedoslo k promiseni obou
vrstev.

Pro izolaci mononuklearnich bunék (periphery blood mononuclear cell, PBMC) byly
vzorky sto¢eny (500 g, 30 minut) se snizenou akceleraci. Pipetou byl nasledné odebran
prstenec PBMC bun¢k.

Ziskané bunky byly tfikrat promyty pomoci PBS a stofeny (300/160/100 g, 4 °C,
10 min).

Pro stanoveni poctu ziskanych bun¢k bylo odebrano 10 pl bunééné suspenze, ktera byla
pfidana do kyvety obsahujici 1 ml roztoku ,,ISOTON II Diluent*. Buné¢na koncentrace
byla zmétena pomoci automatického pocitace bunék.

700 000 PBMC bunék bylo vyuZito pro analyzu zékladnich B lymfocytarnich populaci
(viz dale), zbytek bunék byl pfenesen do zamrazovaciho roztoku a dlouhodobé uchovan

v Dewarové nadobé¢ s tekutym dusikem.

2. Ziskani krevniho séra

f)

3.3.2.

Srazliva krev byla centrifugovana (1900 g, 5 minut, 23 °C), po centrifugaci bylo

odebrano sérum, které¢ bylo nasledné dlouhodobé¢ ulozeno pii —80 °C.

Protokol rozmrazeni bunék

Vzorky byly vyjmuty z Dewarovy nadoby a okamzit¢ doplnény 1 ml piedem
vytemperovaného kompletniho média. Po rozmrazeni byly vzorky doplnény
kompletnim médiem do objemu 10 ml.

Vzorky byly centrifugovany (350 g, 4 °C, 5 minut), resuspendovany v kompletnim
médiu a inkubovény (24 hodin, 37 °C a 5 % COs).

Po inkubaci byla stanovena koncentrace bunék, ziskané buiiky byly dale vyuZzity pro

cytometrické méteni nebo in vitro stimulaéni esej.
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3.3.3. Protokol izolace a stimulace bunék pro Luminex esej

Pro Luminex analyzu byly izolovany B lymfocyty pomoci negativni imunomagnetické
separace, vyuzivajici izola¢ni set pro lidské B buiky EasySep Human B Cell Isolation Kit
(Tabulka 7). Kvalita separace B lymfocyti byla cytometricky ovéfena v klinické laboratofi

Ustavu imunologie FN Motol.

a) Po rozmrazeni bylo do reakcni zkumavky pieneseno 13 x 10° PBMC bun¢k
(nebo jejich maximalni dostupné mnozstvi).

b) Izolace bunék byla provedena byla provedena podle standardizované¢ho protokolu
vyrobce.

¢) Do mikrotitraéni desticky bylo nasazeno 50 000 ziskanych B lymfocyti/jamka.
Do jednotlivych jamek byly pfidany stimulanty dle Tabulky 8 a doplnéno kompletni
médium do konecného objemu 200 pl.

d) Desticka byla inkubovéana (48 hodin, 37 °C a 5 % COx), po inkubaci byly vzorky
centrifugovany (350 g, 4 °C, 5 minut) a supernatanty byly odebrany a ulozeny

pii —20 °C pro néslednou analyzu.

S Stimulanty . .
Oznaceni - Stimulovany receptor

Stimulace 1 nestimulované -

. anti-IgM/G (10 pg/ml),
Stimulace 2 anti-CDA40 (10 pg/ml) BCR, CD40
Stimulace 3 LPS (10 pg/ml) TLR-4
Stimulace 4 CpG ODN (5,6 pg/ml) TLR-9
Stimulace 5 anti-IgM/S, ani-CDA0. BCR, CD40 + TLR-4

. anti-IgM/G, anti-CDA40,
Stimulace 6 CpG ODN BCR, CD40 + TLR-9
Stimulace 7 Resiquimod (10 pg/ml) TLR-7/8

Tabulka 8: Experimentalni podminky pro stimulaci B bunék

(LPS — lipopolysacharid, CpG ODN — cytosin-guanin oligodeoxynukleotid)
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3.3.4. Protokol pro Luminex esej

Pro kvantifikaci koncentraci sedmi vybranych cytokint (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 p40,
IL-17A, a IFN-y) v supernatantech byla vyuzita technologie Luminex xXMAP. Supernatanty
ziskané dle postupu popsaného v piedchozi kapitole byly analyzovany pomoci eseje
MILLIPLEX Human Cytokine/Chemokine/Growth Factor Panel A (Tabulka 7). Analyza byla

provedena v souladu s protokolem dodanym vyrobcem.

Vzorky byly inkubovany s barevné kédovanymi magnetickymi mikrocasticemi navazanymi
specifickymi protilatkami, nasledné promyty a detekovany pomoci sekundarnich protilatek
konjugovanych s biotinem. Po pfidani detekcniho ¢inidla — streptavidin-PE konjugatu — byly
vzorky méfeny na analyza¢nim piistroji a vysledky byly zpracovany pomoci kalibracni kiivky

generované na zakladé méfeni standardii dodanych se soupravou.

3.3.5. Protokol pro ELISA stanoveni hladiny YKL-40

Kvantifikace koncentrace proteinu YKL-40 v sérovych vzorcich byla provedena pomoci
komeréné¢ dostupné soupravy Human YKL-40 ELISA kit (Tabulka 7). Analyza byla provedena
v souladu s protokolem dodanym vyrobcem. Vzorky, standardy a kontrolni roztoky byly
inkubovany v jamkach mikrotitraéni desticky pfedem pokryté protildtkou specifickou

pro YKL-40.

Po odstranéni nenavdzanych slozek nasledovalo promyti a inkubace se sekundarni
biotinylovanou protilatkou. Poté byl pfidan streptavidin konjugovany s peroxidazou, a nakonec
substratovy roztok TMB, ktery po reakci s enzymem vytvofil barevny produkt. Reakce byla
zastavena pomoci ,,stop solution* a absorbance byla zméfena spektrofotometricky pii vlnové
délce 450 nm. Vysledné koncentrace YKL-40 byly ur€eny na zdklad¢ kalibra¢ni kiivky ziskané

ze standardil obsazenych v souprave.
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3.3.6. Stanoveni dalSich zanétlivych markeru

Pro detailnéjsi posouzeni zdnétlivého prostiedi u pacientti s CVID byly klinickymi laboratofemi
Ustavu imunologie a Ustavu 1ékaiské chemie a klinické biochemie FN Motol analyzovéany
sérové koncentrace dalSich vybranych zanétlivych markera, konkrétné¢ C-reaktivniho proteinu
(CRP), sérového amyloidu A (SAA), ferritinu a kalprotektinu. Zdrojem uvedenych indikaci

a referen¢nich hodnot jsou Laboratorni pfirucky zminénych tstavi.

CRP je bézné¢ stanovovanym reaktantem akutni faze, jednd se o protein syntetizovany
hepatocyty v odpovédi na prozanétlivé cytokiny. Za fyziologickych podminek se jeho
koncentrace udava pod 6 mg/l, pti infekcich, septickych stavech, traumatu ¢i zanétlivych

procesech jeho sérova hladina fadové naristd. Hladina CRP byla stanovena nefelometricky.

SAA je dalSim vyznamnym proteinem akutni faze, funkén€ spojenym s metabolismem
tzv. HDL lipoproteinti. Jeho syntéza v jatrech je rovnéz regulovana prozanétlivymi cytokiny.
Vzestup koncentrace SAA nad fyziologickou hranici 10 mg/l v séru nastava pii akutnich
infekcich, ovSem vyuziva se i1 jako marker aktivity revmatickych a chronickych zanétlivych

onemocnéni. Hladina SAA byla stanovena imunoturbidimetricky.

Ferritin je protein vazajici Zelezo, jehoZ koncentrace v séru se zvySuje pii poruchach
metabolismu Zeleza, akutnich i chronickych zanétech ¢i malignitach; referencni hodnoty se
pohybuji mezi 22-322 pg/l u muzi a 10-291 pg/l u Zen. Hladina ferritinu byla stanovena

chemiluminiscen¢ni analyzou.

Kalprotektin je komplex vapnik vazajicich proteini S100A8/A9, exprimovany piedevsim
v neutrofilech a monocytech. Kalprotektin je proto povazovan za marker aktivace vrozené
imunity a byva zvySen napf. u idiopatickych stievnich zanétl, autoinflamatornich
onemocnénich ¢i bakteridlnich infekcich. Fyziologickd hladina kalprotektinu je udavana

do 2 pg/ml a byla stanovena chemiluminiscen¢ni analyzou.
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3.4. Priprava paneli pro priitokovou cytometrii

Pted analyzou vzorki metodou pritokové cytometrie byly sestaveny a optimalizovany celkem
Ctyfi panely pro pratokovou cytometrii (schematicky zobrazeny na Obrazku 5). Pfiprava
zahrnovala volbu vhodnych kloni a fluorochromi, optimalizaci koncentraci jednotlivych

protilatek a zavedeni kontrol pro zajisténi kompenzace signald.

SPOLECNY ZAKLAD

CD19
CD21
CD38
IgD
CD27
ZAKLADNI PANEL AKTIVACNICH PANEL CHEMOKINOVYCH PANEL DALSICH
B LYMFOCYTARNI PANEL MARKERU RECEPTORU ZNAKU
IgM HLA-DR CCR-7 T-het
CD24 CD80/86 CXCR-3 Ki-67
CD40 Zombie violet CDIle
Zombie violet Zombie violet

Obrazek 5: Schéma pouzitych paneli pro pritokovou cytometrii
Vytvoreno v programu BioRender.

Vybér a titrace protilatek

K optimalizaci znaCeni byly pouZzity komeréné dostupné monoklonalni protilatky konjugované
s riznymi fluorochromy. U kazdé protilatky byla provedena titrace za ucelem stanoveni objemu
vedouciho k nejlep§imu rozliSeni mezi pozitivni a negativni populaci. Titrace byla provadéna
v péti objemech: 0,5 pl, 1 pl, 1,5 pl, 2 pl a 2,5 pl na 1 x 105 PBMC bun¢k zdravého darce
nezahrnutého do kontrolni skupiny. Vysledky byly hodnoceny na zakladé tzv. stain indexu
a celkové kvality separace pozitivnich a negativnich populaci. Stain index byl vypocitan podle
vzorce:
MFlpos — MFlygq

stain index = :
SDngg

kde MFI je median intenzity fluorescence pozitivni, respektive negativni populace

a SD smérodatné odchylka negativni populace.

Priklady vyuziti titrace protilatek a vypoctu stain indexu jsou ilustrovany na Obrazcich 6 a 7.
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Obrazek 6: Priklad urceni vhodného objemu protilatky pomoci vypoctu stain indexu

CD19 PC-7 IgD PerCP-Cy5.5

]
]

L=]
13
| TP T |

0,5 1

CCR7PE

Obrazek 7: Priklady titraci protilatek pro cytometrické panely
Uvedeny jsou titrované objemy protilatek [ul], titracni Fada je shodna pro vSechny protilatky.
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Pouzité protilatky
Seznam pouzitych protilatek vcéetné klont, fluorochromii, dodavatelii a optimalizovanych

objem je uveden v Tabulce 9.

Jednobarevné kontroly

Pro nastaveni kompenzace fluorescence byly pouzity jednobarevné kontroly. Pro vétSinu
fluorochromii byly vyuzity kompenzacni mikrocastice BD CompBeads (Tabulka 7), které byly
inkubovany s pfisluSnymi znaCenymi protildtkami dle standardniho protokolu vyrobce.
Pro rozliSeni Zivotnosti bun¢k barvivem Zombie violet byla jednobarevna kontrola pfipravena

ze smési 350 000 zivych a 350 000 mrtvych PBMC bunék ziskanych od zdravé kontroly.
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Znak Fluorochrom | Vyrobce Kat. ¢islo Klon O:)dle]m Typ znaceni
Zakladni B lymfocytarni panel
CD19 PC-7 ExBio T7-305-T100 | LTI19 1,5 povrchové
CD21 APC ExBio 1A-306-T100 | LT21 2 povrchové
IgM FITC BioLegend 314506 Mlélé\/l ) 1 povrchové
IgD PerCP-CyS5.5 | BioLegend 348208 [A6-2 1 povrchové
CD27 BV-421 BioLegend 302824 0323 1 povrchové
CD24 PE Beckman B92425 ALBY | L5 povrchové
Coulter
CD38 AF-700 ExBio A7-366-T100 | HIT2 1 povrchové
Ostatni panely
CD19 shodné
CD21 shodné
CD38 shodné
CD27 PE-DY594 | BioLegend 356422 T1;47- 1 1 povrchové
IgDh BV-605 BioLegend 400269 MIO7P3C_ 1 povrchové
quble - BioLegend 423114 - 1 povrchové
violet
HLA-DR FITC ExBio 1F-690-T025 | L1243 1 povrchové
CD80 PerCP-Cy5.5 | BioLegend 375412 W91]7)1 4 1 povrchové
CD86 | PerCP-Cy5.5 | BioLegend 305420 IT2.2 1 povrchové
CD40 PE ExBio 1P-416-T100 | HI40a 1 povrchové
CXCR3 FITC BioLegend 353704 GO?H 1 povrchové
CCR7 PE BioLegend 353204 GO;BH 1 povrchové
T-bet FITC BioLegend 644812 4B10 1 intracelularni
Ki-67 PE ExBio 1P-155-T025 | Ki-67 1 intracelularni
CDl1c | PerCP-Cy5.5 ExBio T9-529-T025 | BUI15 2 povrchové

Tabulka 9: Prehled pouZitych fluorescenéné znacenych protilatek
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FMO Kkontroly

Pro kazdy cytometricky panel byly rovnéz ptipraveny FMO kontroly, které slouzi ke stanoveni
hrani¢ni fluorescence jednotlivych znakid a zpfesnéni interpretace pozitivnich a negativnich

populaci (ptiklady FMO kontrol jsou ilustrovany na Obrazku 8).
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Obrazek 6: Vybrané ukazky FMO kontrol
Cervené jsou zndzornény intenzity fluorescence FMO kontrol, modie pak plné barvenych vzorkii.
Sipky vyznacuji hranice pozitivni populace pro dany marker urcené na zakladé FMO kontroly.
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3.5. Priprava a analyza vzorkii pro priitokovou cytometrii
3.5.1. Priprava vzorkii pro zakladni B lymfocytarni panel

K pripravé vzorkl pro zakladni B lymfocytarni panel byly pouzity PBMC bunky cerstvé
izolované z periferni krve dle postupu popsaného v podkapitole 4.3.1. Bunécna suspenze byla
pienesena do mikrotitratni desticky v mnozstvi 700 000 bunék/jamka a doplnéna PBS

do objemu 200 pl.

Vzorky byly centrifugovany (350 g, 4 °C, 5 minut). Po odstranéni supernatantu byl ptidan
premix povrchovych protilatek nafedény v PBS na kone¢ny objem 50 ul. Bunky byly néasledné
inkubovany s fluorochrom-konjugovanymi protilatkami (25 minut ve tmé, 4 °C).
Po inkubaci bylo pifidano 150pul PBS a vzorky byly centrifugovany (350 g, 4°C,

5 minut). Po resuspendovani v PBS byly vzorky analyzovany.

3.5.2. Priprava vzorkii pro dalsi panely

K ptipravé vzorki pro dalsi cytometrické panely byly pouzity zmrazené PBMC. Postup
pripravy téchto bunck proto navazuje na protokol rozmrazeni bunék uvedeny v podkapitole
4.3.2. Z kazdého vzorku bylo do mikrotitraéni desticky pieneseno 700 000 PBMC buné¢k
do sedmi samostatnych jamek, z nichz kazda odpovidala specifickym stimula¢nim podminkam.
Do kazdé jamky byly pfidany piislusné stimulanty dle Tabulka 8. Nésledné bylo doplnéno
kompletni médium do finalniho objemu 200 pl a desti¢ka byla inkubovéna (24 hodin, 37 °C
a5% CO»).

Po ukonceni inkubace, promyti v PBS a centrifugaci (350 g, 4 °C, 5 minut), byly znaceny
povrchové markery, pfi dodrZzeni stejného postupu jako v predchozi podkapitole.
Pro intracelularni znaceni byly vzorky po odliti supernatantu resuspendovany ve 100 pl
fixacniho/permeabiliza¢niho roztoku a inkubovany ve tmé (30 minut, 4 °C). Nasledné¢ byly
dvakrat promyty permeabilizaénim pufrem a sto¢eny (350 g, 4 °C, 5 minut). Poté byl pfidan
premix intracelularnich protilatek, nafedény v permeabilizacnim pufru do objemu 50 pl,
a vzorky dale inkubovany (25 minut ve tmé, 4 °C). Po inkubaci byly vzorky promyty
permeabilizacnim pufrem a stoceny (350 g, 4°C, 5 minut). Nakonec byly vzorky

resuspendovany v PBS a analyzovén na pritokovém cytometru.
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3.5.3. Gatovaci strategie

Pro analyzu zadkladniho B lymfocytarniho panelu byla pouzita vicekrokova gatovaci strategie

umoznujici identifikaci hlavnich subpopulaci B bunék v periferni krvi.

Lymfocyty Singlety B lymfocyty Pamét'ové B lymfocyty
< o < = o
&) o] &) — =
w WY ko [ Q
W y %] o, i
FSC-A CD27
Z B lymfocyta
| |
Transientni B lymfocyty Naivni B lymfocyty
< —
c1 q o
a
8 - QT wd
0! : o q
0% co2iow B cels.
7
CD38 CD38
Z pamétiovych B lymfocyta
l Pamét'ové Marginal zone-like l
po izotypovém presmyku pamét’ové
s ot Masginal. z:«;ernesm-
, 2 . W
% .. a -
E| ©
w? Class.switched B ceds.
IgM IgM

Obrazek 7: Prehled reprezentativni gatovaci strategie zakladniho B lymfocytarniho
panelu
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U dalsich panelt, zaméfenych na detailn€jsi charakterizaci CD21low B lymfocytarnich
subpopulaci, byla pouzita zjednoduSend gatovaci strategie. CD21lymfocyty byly podle
fenotypu rozdéleny do ¢ty subpopulaci — naive-like CD21low (IgD® CD27°), marginal
zone-like CD2llow (MZ-like, IgD" CD27%), double negative-like CD21low (DN-like,
IgD- CD27") a class-switched-like (CS-like, IgD” CD27") viz Obrazek 10. Vzhledem k pouziti
rozmrazenych PBMC bunék byla soucasti protokolu také exkluze mrtvych bunék pomoci
barveni zombie violet. Spravnost gatovaci strategie byla ovéfena metodou tzv. back-gating

kontroly (ilustrovano na Obrazku 11).

Lymfocyty Singlety Zivé/mrivé B lymfocyty

SSC-A

FSC-H
SSC-A
3
SSC-A
8 g

FSC-A Zombie violet CD19

Z B lymfocyta
[ | CD21low B lymfocytarni
Naivni B lymfocyty Pamétové B lymfocyty CD21low B lymfocyty subpopulace
w —b
5 5 - 5 3
CcD27 CcD27 CD38 CD27

Obrazek 8: Prehled reprezentatitvni gatovaci strategie vyuzité u ostatnich cytometrickych
paneli

Lymfocyty Singlety Zivé/mrtvé B lymfocyty

Obrazek 9: Back-gating kontrola gatovaci strategie u CD21low B lymfocyti
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3.6. Statistické zpracovani dat

Analyza dat byla provedena s vyuzitim bézn¢ pouzivanych statistickych testli v programu
GraphPad Prism. Normalita rozdéleni jednotlivych souborti byla ovéfena pomoci Shapiro-
Wilkova testu. Na zéklad¢ vysledka testu normality byl pro porovnani dvou skupin zvolen bud’
neparovy Studentlv t-test (v piipad¢ normalniho rozd€leni), nebo neparametricky
Mann-Whitneylv test. Pfi porovnavani vice skupin byla pouzita jednofaktorovd analyza
rozptylu (ANOVA), pifipadné jeji neparametrickd alternativa — Kruskal-Wallistv test,

nasledovany Dunnovym post-hoc testem.

Ve vizualizaci vysledkd byly porovnavany ¢tyti skupiny: pacienti s CVID (n=35), zdravé
kontroly (n=17), pacienti s VNK (7 =23) a pacienti s PIK (n=12). V jednotlivych grafech je
znazornén bud’to Gplny pocet osob v dané skuping, nebo maximalni pocet dostupnych dat
pro konkrétni analyzovany parametr. V grafech je dale zobrazena priimérna hodnota

a smérodatna odchylka.

Za statisticky signifikantni byl povaZovan vysledek s hodnotou p<0,05. Statistickd vyznamnost
byla v grafech oznacena nésledujicim zptisobem: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***),
p<0,0001 (***%*),
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4. Vysledky

Tato kapitola si klade za cil piedstavit vysledky ziskané v experimentalni Casti prace.

4.1. Charakterizace B lymfocytarnich subpopulaci

V tvodni ¢asti projektu bylo provedeno porovnani relativniho zastoupeni subpopulaci
B lymfocytl mezi zdravymi kontrolami a pacienty s CVID, respektive mezi pacienty s pouze

infek¢nimi komplikacemi a pacienty s vyznamnymi neinfekénimi projevy navzajem.

Celkova frekvence B lymfocyti se mezi skupinami nelisila, ovS§em mezi jednotlivymi
subpopulacemi byly pozorovany vyznamné rozdily (Obrazek 12). U pacienti s CVID bylo
v porovnani se zdravymi kontrolami signifikantné zvySeno zastoupeni naivnich B lymfocytt,
avSak mezi pacientskymi skupinami rozdil zaznamenén nebyl. Podobné¢ CD21low B lymfocyty
vykazovaly vyrazné vyssi zastoupeni u pacientd s CVID oproti zdravym kontrolam, nicméné
jejich frekvence se mezi pacientskymi skupinami neliSila. U celkovych pamétovych
B lymfocytl a pamét'ovych B lymfocytl po izotypovém piesmyku byl pozorovan opacny trend
— jejich podil byl signifikantné vys$si u zdravych kontrol nez u pacientti. Mezi pacientskymi

skupinami nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil.
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Obrazek 10: Porovnani relativniho zastoupeni B lymfocytarnich subpopulaci u pacienti
s CVID a zdravymi kontrolami

Statisticka vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Mann-Whitneyova testu (p<0,01 (*%*),
p<0,001 (¥*%), p<0,0001 (****)).
(MZ-like — marginal zone-like, PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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V ramci detailnéjsi charakterizace CD21low B lymfocytl byly analyzovany ctyfi

bunécné subpopulace, v této praci definované na zaklade¢ exprese znakt IgD a CD27 (viz vyse).

Vysledky ukazaly, Zze u pacientd s CVID bylo pfitomno vyssi relativni zastoupeni
naive-like CD21low B bun¢k ve srovnani se zdravymi kontrolami, zvySena byla i frekvence
MZ-like CD21low bunék. Naopak u DN-like a CS-like CD21low B bunék nebyly mezi zddnou
ze sledovanych skupin zjiStény statisticky vyznamné rozdily. Stejné tak nebyly zjiStény
signifikantni rozdily v zastoupeni zadné z analyzovanych subpopulaci pfi porovnani pacienta

s infek¢nimi komplikacemi a pacientl s pfitomnosti vyznamnych neinfek¢nich manifestaci.

Naive-like IgD* CD27" M2Z-like IgD*CD27*
CD21low B lymfocyty CD21low B lymfocyty

% 2 B lymfocyti
% z B lymfocyta

DN-like IgD" CD27" CS-like IgD" CD27*
CD21low B lymfocyty CD21low B lymfocyty

| — | | —
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Obrazek 11: Relativni zastoupeni CD21low B lymfocytarnich subpopulaci u pacienti
s CVID a zdravymi kontrolami

Statisticka vyznamnost rozdilit mezi skupinami byla hodnocena pomoci Mann-Whitneyova testu (p<0,01 (*%*)).
(PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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4.2. Exprese aktivacnich markeri na stimulovanych B lymfocytech

V dalsi casti projektu byl zkouman vliv in vitro stimulace B lymfocyti pomoci
kombinace signalii (Tabulka 8) na expresi vybranych kostimulac¢nich a aktivac¢nich znaku
(HLA-DR, CD80/86 a CD40) u pacientii s CVID a zdravych kontrol. Exprese znakt je v této
praci vyjadifena pomoci primémé hodnoty fluorescencni intenzity (mean fluorescence

intensity, MFI).

V ramci jednotlivych stimulacnich podminek nebyly mezi kontrolami/pacienty
a pacientskymi skupinami navzijem pozorovany signifikantni rozdily v reakci na stimulaci
vyjadiené rozdilnou expresi aktivacnich znakti (Obrazek 14). Odpovidajici profil exprese
aktivacnich markerd byl pozorovan nejen u populace celkovych B lymfocytl, ale rovnéz

pii samostatné analyze subpopulaci naivnich a pamét'ovych B bunék (Ptiloha 1A a 1B).
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Obréazek 12: Exprese aktiva¢nich znaki CD40, HLA-DR, CD80/86 na stimulovanych
B lymfocytech

Statistickd vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu. Nesignifikantni
vysledky nejsou vyznaceny. (PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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Pti analyze in vitro stimulace u subpopulaci pacientskych CD21low B lymfocytl bylo
patrné vyrazné zvySeni exprese aktivacnich znakli pfedevSim u naive-like a MZ-like
subpopulaci, v mensi mife i u DN-like CD21low lymfocytt, CS-like CD21low lymfocyty
reagovaly na stimulaci pfes TLR v porovnani s ostatnimi subpopulacemi vyznamné nizsi

expresi aktiva¢nich markerd.

Zvyseni exprese CD40 bylo pozorovano u naive-like, MZ-like a DN-like CD21low
bun¢k, zatimco u stimulovanych CS-like CD21low lymfocytii byla exprese zvySena pouze
tésn¢ nad hladinu exprese znaku u nestimulovanych bunék. Podobny trend byl ziejmy
i u exprese HLA-DR, kdy naive-like a MZ-like CD21low vykazovaly signifikantné vyssi
expresi ve srovnani s DN-like CD2llow a tyto pak signifikantn¢ pievySovaly expresi
pozorovanou u CS-like CD21low bunék. V ptipad¢ exprese molekul CD80/86 nebyly mezi
jednotlivymi subpopulacemi pozorovany vyznamné rozdily, s vyjimkou stimulace
prostiednictvim TLR-7/8, kde naive-like a MZ-like CD21low buiiky vykazovaly signifikantné
vy$si expresi oproti CS-like CD21low.

Vysledky analyzy jsou schematicky znazornény na Obrazku 15, kompletni porovnani

véetné signifikanci je zndzornéno na Obrazku 16 A-C.

Exprese HLA-DR na CD21low B lymfocytarnich subpopulacich
Exprese CD40 na CD21low B lymfocytarnich subpopulacich po stimulaci pfes TLR
po stimulaci pfes TLR

© nestimulované
® TLR-4

® TLR-7/8

® TLRY

MFI

naive-like MZ-like DN-like CS-like naive-like MZ-like DN-like CS-like
IgD*CD27" IgD*cD27* IgD"CD27" IgD"cD27* Igb*cp27 IgD*CD27* Igb"CD27" IgD"CD27*
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po stimulaci pfes TLR
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Obrazek 13: Schéma exprese aktivaénich znaka CD40, HLA-DR a CD80/86
na stimulovanych CD21low B lymfocytarnich subpopulacich u pacientii s CVID

(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like)
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16 A
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16 C

Exprese CD80/86 na nestimulovanych Exprese CD80/86 na TLR-4 stimulovanych
CD21low B lymfocytarnich subpopulacich CD21low B lymfocytarnich subpopulacich
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Obrazek 14: Exprese aktiva¢nich znaki CD40, HLA-DR a CD80/86 na stimulovanych
CD21low B lymfocytech

(A) Exprese CD40 na TLR-stimulovanych CD21low B lymfocytech
(B) Exprese HLA-DR na TLR-stimulovanych CD21low B lymfocytech
(C) Exprese CD80/86 na TLR-stimulovanych CD21low B lymfocytech
Statisticka  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu.

Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny, p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (**%*), p<0,0001 (*¥***).
(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like)
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Vzajemné porovnani pacientskych podskupin ukdzalo srovnatelny profil exprese
aktivatnich markert na CD2llow subpopulacich B lymfocytd (ilustrovano ptiklady
na Obrazku 17). Po stimulaci nebyly u zadné ze sledovanych subpopulaci CD21low B bun¢k
zaznamenany statisticky vyznamné rozdily v mife exprese aktiva¢nich znakti mezi skupinami.
Tyto vysledky naznacuji nezavislost jednotlivych CD21low subpopulaci z hlediska aktiva¢niho

profilu po in vitro stimulaci na klinickém fenotypu CVID.
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Obrazek 15: Vybrana porovnani exprese aktiva¢nich znakia CD40, HLA-DR a CD80/86
na stimulovanych CD21low B lymfocytech mezi pacientskymi podskupinami

Statistickda  vyznamnost rozdilu mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu.

Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny.
(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like)
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4.3. Exprese funk¢nich znakii na nestimulovanych B lymfocytech

U nestimulovanych B lymfocytt byla analyzovéana exprese vybranych funkénich znakt

— CXCR3, CCR7, CDll1c, T-bet a Ki-67.

Exprese chemokinového receptoru CXCR3 byla signifikantné zvySena u pacientii
s CVID ve srovnani se zdravymi kontrolami a zaroven byla vys$i u pacienti s VNK,
nez u pacientl s PIK. Naproti tomu exprese dalSiho chemokinového receptoru CCR7

nevykazovala mezi sledovanymi skupinami statisticky vyznamné rozdily.

v

Exprese integrinové molekuly CD1lc byla vyrazn¢ vyssi u pacienti s CVID
nez u zdravych jedinct. I u transkripéniho faktoru T-bet byla pozorovana zvySena exprese
u pacientll ve srovnani se zdravymi kontrolami, av§ak mezi podskupinami pacientli rozdily
zaznamenany nebyly. Marker proliferace Ki-67 nevykazoval u nestimulovanych B lymfocyta

mezi jednotlivymi skupinami rozdily v expresi.
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Obrazek 16: Exprese vybranych funkénich znaki na nestimulovanych B lymfocytech
Statistickda  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Mann-Whitneyova testu

(p < 0,05 (%), p < 0,001 (***), p < 0,000] (¥**%)).
(PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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Analyza zminénych funkcénich znakli zaméfend na CD21low B lymfocyty ukézala
specifické rozdily v expresi napfi¢ jednotlivymi subpopulacemi. Receptor CXCR3 byl
vyrazngji exprimovan na MZ-like a CS-like bunikach, zatimco nizsi exprese byla zaznamenana
u naive-like a DN-like CD21llow. Receptor CCR7 vykazoval vys$si expresi u DN-like

a CS-like bunék ve srovnani s naive-like a MZ-like subpopulacemi.

Molekula CD1l1c byla nejvyraznéji zastoupena u naive-like a MZ-like CD21low
lymfocytech, zaroven byla pozorovana exprese CD1 1c a T-bet na naive-like CD21low bunikach

byla vyssi u pacientti s CVID nez u kontrol, obdobné¢ jako u celkovych B lymfocyti.
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Obrazek 17: Exprese vybranych funkénich znakii na CD21low B lymfocytarnich
subpopulacich

Statistickda  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu.

Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny, (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (***%*)).
(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like)
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Dalsi porovnani zaméiené na pacientské podskupiny neptineslo zadné statisticky vyznamné

rozdily v expresi funk¢énich znakd u CD21low B lymfocytarnich subpopulaci.
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Porovnani exprese CCR7
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Porovnani exprese Ki-67
na nestimulovanych CD21low B lymfocytech
mezi pacientskymi skupinami
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Obrazek 18: Porovnani exprese vybranych funkénich znaki u nestimulovanych CD21low
B lymfocytit mezi pacientskymi podskupinami

Statistickd vyznamnost rozdilit mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu. Nesignifikantni
vysledky nejsou vyznaceny.
(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like, PIK — pouze
infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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V ramci analyzy aktivacnich a funkcnich znakli jsme rovnéz porovnali exprese
vybranych markerti mezi nestimulovanymi CD21low a fenotypové odpovidajicimi CD21"
B lymfocyty u pacientl s CVID a zdravych kontrol. U CD21" subpopulaci kontrol i pacientii
byla zaznamenana vyssi exprese aktivacnich molekul CD40 pfedevsim u naive-like a CS-like
subpopulaci, ale podobny trend byl pozorovan i u zbylych subpopulaci. Exprese HLA-DR
u CD21" MZ-like a CS-like pacientskych populaci byla zvySena ve srovnani s odpovidajicimi
CD21low bunkami. Exprese kostimulacnich molekul CD80/86 pak nevykazovala mezi
CD2llow a CD21" populacemi vyznamné rozdily. Naproti tomu exprese CXCR3, T-bet

a CDl11c byla zvySena u CD21low bun¢k, zejména u jejich naive-like a MZ-like subpopulaci.
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u CD21* a CD21low B lymfocytu u CD21" a CD21low B lymfocytt
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Obrazek 19: Porovnani exprese vybranych znakié na nestimulovanych CD21llow
a fenotypové odpovidajicich CD21" B lymfocytech

Statistickda  vyznamnost rozdilu mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu.
Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny, (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (****)).
(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like)
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Pti in vitro stimulaci B lymfocyta prostiednictvim BCR a kombinované stimulaci ptes
BCR a TLR byly pozorovany vyrazné zmény v relativni Cetnosti jednotlivych subpopulaci
CD2llow B lymfocyti. Nejvyrazn€ji se snizilo zastoupeni naive-like CD21low B bunék,
u kterych v reakci na polyklonalni stimulaci prostiednictvim BCR pravdépodobné dochézi
k diferenciaci. Rovnéz doslo ke snizeni Cetnosti MZ-like subpopulace, zatimco ¢etnost DN-like

a CS-like CD21low B lymfocytl se naopak vyznamné zvysila.
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Obrazek 20: Zmény v relativnim zastoupeni CD21low B lymfocytarnich subpopulaci
po stimulaci pfes BCR a TLR

Statisticka  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova testu.
Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny, (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (¥**), p < 0,0001 (***%)).
(CS-like — class-switched-like, DN-like — double negative-like, MZ-like — marginal zone-like)
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4.4. Analyza cytokinového prostiedi

Pomoci Luminex analyzy byly stanoveny koncentrace vybranych cytokint
v supernatantech ziskanych po in vitro stimulaci izolovanych B lymfocytl kombinaci BCR
s TLR-4 nebo TLR-9. Standardni kiivky pro vypocet koncentraci cytokinii jsou zobrazeny

v Priloze 2.

Hladiny cytokint IL-2, IL-6, IL-10, IL-17A a IFN-y se po stimulaci neliSily mezi
zdravymi kontrolami a pacienty ani mezi jednotlivymi pacientskymi podskupinami. V piipadé
IL-12 (p40) byla u obou typt stimulace pozorovana zvySena koncentrace tohoto cytokinu
u zdravych kontrol ve srovnani s pacienty, a zaroven vyssi hladina u pacientti s PIK ve srovnani
s pacienty s VNK. Opacény trend byl zaznamenan u IL-4, jehoz hladina byla po stimulaci
BCR+TLR-4 zvySena u pacientii obecné a u pacientii s VNK oproti PIK pacientim u obou

stimula¢nich podminek.
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Obrazek 21: Stanoveni hladiny vybranych cytokini v supernatantu po in vitro stimulaci
B lymfocytu

Statisticka  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Mann-Whitneyova testu.
Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny, p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), p < 0,0001 (*¥***).
(PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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4.5. Analyza sérové hladiny vybranych zanétlivych markeri

YKL-40

Pomoci ELISA eseje byla analyzovana koncentrace markeru YKL-40 v sérovych
vzorcich pacientii a zdravych kontrol. YKL-40 je glykoprotein produkovany aktivovanymi
makrofagy, neutrofily, endotelidlnimi a dal§imi buiikami. V poslednich letech je intenzivné
zkoumén jako biomarker chronického zanétu, remodelace tkani a angiogeneze. ZvySené
hladiny YKL-40 byly popsany rovnéz u riznych autoimunitnich onemocnéni (Blazevic et al.,
2024; Tizaoui et al., 2022). Koncentrace YKL-40 byla urcena na zakladé standardni kiivky

ziskané z méteni sériove fedénych standardi (Obrazek 24).

Bylo zjisténo, ze pacienti vykazovali signifikantné vyssi hladiny YKL-40 v porovnéani
s kontrolni skupinou. Mezi jednotlivymi pacientskymi podskupinami vSak rozdily

v koncentracich tohoto markeru pozorovany nebyly.
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Obrazek 22: Standardni kiivka pro urceni sérové koncentrace YKL-40
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Obrazek 23: Sérologické stanoveni koncentrace YKL-40 pomoci ELISA eseje

Statistickd vyznamnost rozdilit mezi skupinami byla hodnocena pomoct nepdarového i-testu (p<0,01 (**)).
(PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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DalSi zanétlivé markery

Hodnoty CRP ptesahujici fyziologickou hranici (6 mg/l) byly zaznamenany
u 5 pacientli ve skupiné PIK a u 8 pacienti ze skupiny VNK, pfi¢emz §lo pouze o mirné zvyseni
do 20 mg/1. Koncentrace SAA byly vyrazné zvysené u obou skupin pacientti — v ramci skupiny
PIK u 8 z 12 pacientl, ve skupin¢ VNK u 15 z 20 stanovenych pacientd. Horni referen¢ni
hranice koncentrace ferritinu nebyla prekrocena u zadného z pacientli, u kalprotektinu byla
piesazena u tii pacientll s PIK a jednoho pacienta s VNK. Pfi souhrnném porovnani skupin
pacientl ovSem nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily v koncentracich

zadného z analyzovanych zanétlivych markeri.

Sérova hladina CRP Sérova hladina SAA Sérova hladina ferritinu Sérova hladina kalprotektinu
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Obrazek 24: Porovnani sérové koncentrace vybranych zanétlivych markeri u pacienti
s PIK a VNK

Statisticka  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Mann-Whitneyova testu.
Cervenou carou jsou vyznaceny uddvané horni fyziologické hranice markeru.
(PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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5. Diskuze

PAD ptedstavuji nejcastéjsi skupinu primarnich poruch imunity. Jejich zavaznost
spo¢iva nejen v opakovanych a chronickych infekcich, ale také ve zvySeném riziku
autoimunitnich, lymfoproliferativnich,  granulomatéznich, chronickych  zanétlivych
¢i malignich komplikaci, které zasadné ovliviiuji kvalitu zivota pacientti. Vzhledem k casto
nespecifickym  klinickym projevim zistavaji nékteré piipady PAD  dlouhodobé
nediagnostikovany, coz zdiraziiuje nutnost zlepseni diagnostickych piistupti a hlubsiho
porozuméni jejich patofyziologii. Kli€¢ovou roli v rozvoji téchto poruch sehravaji B lymfocyty,
jejichz spravny vyvoj, diferenciace a funkce jsou nezbytné pro zachovani u¢inné antigenné-
specifické humoralni imunity. Naopak poruchy v riznych aspektech biologie B bunck se
podileji na vzniku Sirokého spektra dysregulaci imunitniho systému. V této praci jsme se proto
zamé&fili na vyznam B lymfocytd v patogenezi a klinickych fenotypech jednoho

z nejvyznamnéjSich zastupci PAD — bézné variabilni imunodeficience.

V této praci jsme pracovali se skupinou pacienti s diagnostikovanou CVID,
sledovanych v ramci péce ve Fakultni nemocnici Motol. Pacienti byli rozdéleni do dvou
podskupin podle pfitomnosti ¢i nepfitomnosti vyznamnych neinfekénich komplikaci.
Opodstatnéni pro rozdéleni pacientli do dvou skupin vychéazelo z ptredpokladu, ze u ¢asti
nemocnych s CVID se kromé infekci rozvijeji 1 dalS§i komplikace neinfek¢éni povahy,
které¢ pravdépodobné odrazeji odlisSné poruchy v regulaci imunitniho systému, respektive

B lymfocyta.

V prvni ¢asti projektu jsme se zaméfili na analyzu zakladnich parametrii B lymfocytl
a jejich subpopulaci. Cilem bylo ovéfit diive popsané imunofenotypické charakteristiky CVID
u nasi skupiny pacientll a porovnat je se zdravymi kontrolami. Ve druhé Casti projektu jsme
provedli na in vitro stimulaci B lymfocytli pomoci stimull reprezentujicich klicové aktivaéni
signaly — BCR, CD40 a TLR receptory. Cilem bylo zhodnotit funkéni kapacitu B lymfocyti
pacientli s CVID na zéklad¢ exprese aktiva¢nich markerit CD40, CD80/86 a HLA-DR. Ve treti
¢asti projektu jsme navazali analyzou funk¢nich znakli na nestimulovanych B lymfocytech.
V posledni ¢asti projektu jsme se zaméfili na analyzu cytokinového a zanétlivého prostredi
u pacienti s CVID. Tato kapitola si klade za cil shrnout ziskané vysledky a zasadit je

do kontextu soucasného védeckého poznani.
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relativni zastoupeni celkovych pamétovych B bunék a pamétovych B lymfocyta
po izotypovém piesmyku, provazené relativnim nartistem ¢asnych vyvojovych stadii, zejména
naivnich B lymfocyta (Wehr et al., 2008). Zaroven jsme potvrdili na§ vychozi predpoklad
o zvySeném zastoupeni CD21low B bunék u pacienti s CVID ve srovnani se zdravymi jedinci,
ovsem nikoliv mezi pacientskymi skupinami. Této subpopulaci je v diskuzi vénovan
samostatny oddil, nebot’ jeji tloha v patogenezi a imunitni dysregulaci u CVID 1 dalSich
onemocnéni byla opakované popsana (napiiklad Gjertsson et al., 2022), ale zlstava stale

ne zcela objasnéna, a je proto hlavnim pfedmétem tohoto projektu.

V navaznosti na zakladni imunofenotypovou analyzu jsme se dale zamé&fili na funkéni
vlastnosti celkovych B lymfocytl po in vitro stimulaci. Vysledky stimulace celkovych
B lymfocyti neukézaly signifikantni rozdily v expresi aktiva¢nich markeri mezi pacienty
a zdravymi kontrolami ani mezi jednotlivymi pacientskymi skupinami napfic¢ jednotlivymi
stimulacnimi podminkami. Rozdily nebyly patrné rovnéz pii detailn€jSi analyze zamétené
specifitéji na naivni a pamétové B bunétné subpopulace, ani pii vzajemném porovnani
pacientskych skupin. Tyto vysledky naznacuji, ze zdkladni schopnost B bunck reagovat
na silnou antigenné-nespecifickou na stimulaci je u pacienti s CVID zachovana na srovnatelné

urovni se zdravymi kontrolami, a to nezavisle na klinickém fenotypu onemocnéni.

V ramci analyzy exprese funkénich znaki na celkovych B lymfocytech byla pozorovana
zvysena exprese chemokinového receptoru CXCR3 u pacientit s CVID a VNK ve srovnani se
zdravymi kontrolami, respektive pacienty s PIK. To mlze odrazet posun B bunék smérem
k prozanétlivému migra¢nimu fenotypu — CXCR3 je typicky spojovan s reakcemi na zanétlivé
chemokiny (napt. CXCL9, CXCLI10) produkované pii aktivaci Thl imunitni odpovédi,
coz muZze naznaCovat pritomnost chronické zanétlivé stimulace. Tomu odpovida
1 zvySend B lymfocytarni exprese transkripéniho faktoru T-bet u pacientll s CVID oproti
zdravym kontroldm, kterd je v souladu s dfive popsanym fenotypem CD21low B bunék
zavislych na IFN-y a IL-21 signalech (Keller et al., 2021; Yang et al., 2022). Mezi pacientskymi
skupinami jsme vSak v expresi T-bet nezaznamenali signifikantni rozdil, to mize svédcit

o spole¢nych aktivacnich drahédch u pfevazné neinfekcniho i infekéniho fenotypu CVID.
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U proliferatniho markeru Ki-67 ani chemokinového receptoru CCR7, dulezit¢ho pro
migraci lymfocyti do sekundarnich lymfatickych organt, nebyl pozorovén signifikantni rozdil
mezi zadnou ze skupin. To ukazuje na nizkou miru prolifera¢ni aktivity pfi absenci stimulace
v nasich kultiva¢nich podminkach, respektive zachovanou schopnost cirkulace B lymfocytt
mezi télni periferii a lymfatickou tkani nezavisle na pfitomnosti deficience a jejiho klinického

fenotypu.

Zvysena exprese integrinu CD11c u pacienti s CVID mize byt znamkou expanze
populace ekvivalentni ABC bunkam. Tyto lymfocyty se vyznacuji zvySenou expresi
transkripéniho faktoru T-bet, schopnosti produkovat autoprotiladtky a jsou spojovany s Thl
zavislou aktivaci a poruchami B buné¢né tolerance (Rincon-Arevalo et al., 2021; Wang et al.,
2018). ABC bunky castecné sdileji fenotypické a funkéni znaky s CD21low B lymfocyty
a jejich zvysSeny vyskyt odrazi stav chronické aktivace a imunitni dysregulace. PfestoZe jsme
mezi pacienty s infekénimi a neinfekénimi komplikacemi nezaznamenali signifikantni rozdil
v expresi CD11c, lze pozorovat urcity trend k vyssi expresi u ¢asti pacientd s neinfekénimi
manifestacemi. Tento néalez naznacuje, Ze expanze téchto dysregulovanych B bunék miize byt
obecnou charakteristikou CVID, i1 kdyz jejich zastoupeni muize byt vys$Si u pacientl

s komplikovangj$im klinickym prib&éhem.
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V nasledujicich pasazich budou oddé€len¢ diskutovany vysledky tykajici se CD21low
B lymfocyti. Zakladni hypotéza naseho projektu spociva v pohledu na CD21low B lymfocyty
ne jako na homogenni populaci, jak byva ¢asto uvadéno ve starSich publikacich, ale z hlediska
toho, Ze je mozné tuto populaci dale rozdélit podle exprese povrchovych markert IgD a CD27
do Ctyi fenotypové odlisSnych subpopulaci ¢i vyvojovych stadii (podobné rozlisSeno takeé
u Freudenhammer et al., 2020 ¢i Reincke et al., 2020). Tyto subpopulace se mohou lisit nejen
svou funkéni kapacitou, ale 1 potencidlnim vztahem k rozvoji neinfek¢énich komplikaci. Takovy
piistup muze prispet k objasnéni diive popsaného paradoxu, kdy jsou CD21llow B buiky
v nekterych kontextech povazovany za funkéné vycerpané, zatimco v jinych vystupuji jako

aktivni ucastnici imunitni dysregulace (Friman et al., 2023; Gjertsson et al., 2022).

Pfi porovnani relativniho zastoupeni jednotlivych subpopulaci CD21low B lymfocytl
jsme u pacienti s CVID zaznamenali zvySenou frekvenci naive-like a MZ-like bun&k
ve srovnani se zdravymi kontrolami. Tento nalez odpovida celkovému posunu B bunééného
kompartmentu smérem k ¢asnéjSim vyvojovym stadiim i diive publikovanym datim, ovsem
nereflektuje klinickou manifestaci onemocnéni (Freudenhammer et al., 2020; Liechti et al.,

2019; Reincke et al., 2020).

Naive-like CD21low B buiiky vykazuji fenotypovou naivitu, ale soucasné i znamky
aberantni aktivace. Ve srovnani s MZ-like a CS-like CD21low buiikami u nich byla popsana
niz8i exprese kostimula¢nich molekul CD80/86 a HLA-DR (Reincke et al., 2020).
V naSem projektu jsme zaznamenali odlisné vysledky. Exprese CD40 byla u naive-like
CD21low bunék vyssi nez u CS-like subpopulace, a to jak v nestimulovanych podminkach, tak
po stimulaci TLR ligandy. Exprese HLA-DR u téchto bunék rovnéz signifikantné prevySovala
urovenn zaznamenanou u DN-like i CS-like subpopulace. Exprese CD80/86 byla napfic¢
subpopulacemi vesmés srovnatelna, s vyjimkou TLR-7/8 stimulace, kde byly tyto molekuly
zvySené exprimovany u naive-like a MZ-like bunék. Naive-like CD21low bunky soucasné
exprimovaly niZ§i hladiny chemokinovych receptori CXCR3 a CCR7, coZ mlize poukazovat
na jejich omezeny migrani potencidl. Zajimavym ndlezem vSak byla zvySena exprese
transkripéniho faktoru T-bet a integrinu CD11c u pacienti s CVID, naznacujici prozanétlivy

charakter téchto bunék.
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MZ-like CD21low B bunky zistavaji méalo prozkoumanou subpopulaci. Jejich expanze
byla popsana predevs§im u pacientll s chronickou HCV infekei a smiSenou kryoglobulinémii,
kde vykazuji znamky funkéniho vycCerpani, vcetné zvysSené exprese pro-apoptotického
transkripcniho faktoru Stral3 (Charles et al., 2011; Terrier et al., 2011; Visentini et al., 2011).
Z funk¢niho hlediska tyto buiikky odpovidaji na stimulaci pfes TLR-9 zvySenou expresi CD25,
CD69 a CDA40, zatimco na BCR a CD40 stimulaci nereaguji, coz mize odrazet stav anergie
nebo vyssi citlivost ke spusténi apoptotické smrti (Terrier et al., 2011). NaSe data tento profil
potvrzuji a dale rozsifuji — MZ-like CD21low bunky vyrazné reagovaly na stimulaci pies
TLR-4, TLR-7/8 a TLR-9 zvysenou expresi CD40 a HLA-DR, zatimco BCR stimulace vedla
k poklesu jejich zastoupeni. Tento jev mize byt vysvétlen pravé zvySenou mirou apoptozy
po BCR stimulaci, nebo alternativné jejich diferenciaci do jinych CD21low subpopulaci.
MZ-like (a CS-like) CD21low buniky vykazovaly v nestimulovanych podminkach vysokou
expresi receptoru CXCR3, a naopak nizkou expresi CCR7, kterd ukazuje na jejich omezenou
schopnost migrace do sekundarnich lymfatickych organti. Souhrnné nase vysledky naznacuji
prozanétlivy a TLR-senzitivni profil MZ-like bunék a naznacuji jejich moznou ulohu v imunitni

dysregulaci.

DN-like CD21low B bunky jsou soucasti $irsi populace DN B lymfocytt, kterd zahrnuje
jak CD21" tak CD21low buiiky. Jejich expanze byla popsana u celé fady imunopatologickych
stavii — v€etné chronickych infekci, autoimunitnich onemocnéni 1 pfi stdrnuti imunity (tzv.
inflammaging) (Claes et al., 2016; Frasca et al., 2017; Golinski et al., 2020). DN B buriky byvaji
oznacovany za funk¢né vycerpané, ale vykazuji 1 nékteré zndmky aktivace — zvySenou expresi
T-bet, TLR-7 a sniZenou expresi negativnich regulatorti zanétlivych drah (Fraussen et al., 2019;
Jenks et al., 2018). V naSem souboru vS§ak DN-like CD21low buiiky exprimovaly nizké hladiny
CXCR3 i transkripéniho faktoru T-bet, a rovnéz vykazovaly niZsi expresi Ki-67. Naopak jsme
zaznamenaly zvySenou expresi CCR7, obdobné jako u CS-like CD2llow bunck. Mezi
skupinami pacientd s riznymi klinickymi fenotypy CVID pfitom nebyly pozorovany

signifikantni rozdily v tomto znaku.
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Po stimulaci pfes TLR-7/8 jsme pozorovali zvySeni relativniho zastoupeni DN-like
CD21low subpopulace a souCasné snizeni naive-like CD21low subpopulace, potencidlné
vysvétlitelné diferenciaci naivnich bun¢k do DN stadia, jak popisuji i jiné studie v kontextu
systémového lupusu erythematodes (Jenks et al., 2018). DN-like CD21low bunky zaroven
vykazovaly srovnatelnou expresi CD40 a CD80/86 jako naive-like a MZ-like CD21low buiiky,
ale snizenou hladinu HLA-DR i po TLR-7/8 stimulaci, coz miize naznaCovat omezenou
schopnost antigenni prezentace. Z hlediska dalSich kostimula¢nich molekul je zajimavy
poznatek z publikace Reinckeho, ktery uvadi zvysenou expresi ICOS-L na DN-like CD21low
buiikach ve srovnani s ostatnimi CD21low i CD21" B buiikami. To naznaluje, ze DN-like
CD21low buiiky si navzdory nizké expresi HLA-DR mohou udrzovat urcity potencidl interakce
s T lymfocyty, pravdépodobné prostiednictvim alternativnich kostimula¢nich drah (Reincke et

al., 2020).

CS-like CD21low B bunky ptedstavuji pamétové builkky s fenotypem funk¢niho
vycerpani. Po stimulaci TLR ligandy vykazovaly nejnizsi hladiny CD40, HLA-DR i CD80/86
ze vSech subpopulaci, ukazujici zdsadné omezeny aktivaéni potencial a snizenou schopnost
interakce s T buiikami (na rozdil od fenotypové analogické CD21" populace). Vyrazna exprese
chemokinovych receptori CXCR3 i CCR7 muze svédc¢it o zachovalé migracni schopnosti
téchto bun€k do riznych mikroprostfedi — jak zanétlivych, tak lymfatickych. Zajimavym rysem
této populace byl nartst jejich relativniho zastoupeni po BCR stimulaci, coz miize poukazovat
na jejich vznik jako terminélniho diferencia¢niho stadia ostatnich CD21low subpopulaci. Tento
vyvojovy posun muze byt in vivo vysledkem chronické BCR stimulace, ktera vede ke vzniku

fenotypové vyzralych, ale funkéné omezenych pamét'ovych B bunék.

V analyze rozdilii exprese aktivacnich a funk¢nich znaki u CD21low a fenotypové
odpovidajicich CD21" B lymfocyti jsme pozorovali konzistentni zvySeni exprese CD40
a HLA-DR u CD21" B bunék napii¢ hodnocenymi subpopulacemi, a to jak u pacientti s CVID,
tak u zdravych kontrol, zatimco u CD21low bungk byla exprese téchto molekul nizsi. Tento
nalez je v souladu s diive publikovanymi vysledky, které rovnéz uvadéji snizenou expresi CD40
u CD21low B buné¢k (Reincke et al., 2020). Naproti tomu exprese kostimula¢nich molekul
CD80/86 byla v naSem souboru srovnatelnd mezi CD21low a CD21" populacemi i mezi
jednotlivymi fenotypy, coz je v rozporu s publikovanym pozorovanim, kde byla popisovana

zvysena exprese CD80/86 u CD27" CD21low bunék.
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Z funk¢niho hlediska pak dostupna data ukazuji, ze navzdory odliSnostem v expresi
nékterych povrchovych znakl vykazuji CD21low B buriky srovnatelnou schopnost indukovat
Casné aktivaéni markery (CD69, CD25, ICOS) na CD4" T buiikach jako jejich CD21" proté&jsky.
Urcité funkéni rozdily vSak byly zaznamendny pii ko-kultivaci s pamétovymi
T lymfocyty, kde byla exprese markeru CD25 nizsi po stimulaci pomoci naivnich a MZ-like
CD21llow bunék. Zaroven bylo pozorovano, ze vSechny CD21low subpopulace indukovaly
zvySenou expresi inhibi¢niho receptoru PD-1 na CD4" T lymfocytech (statisticky vyznamného

rozdilu bylo ov§em dosazeno pouze u naivnich CD21low bunék) (Reincke et al., 2020).

V souhrnu k CD21low B lymfocytim lze na ziklad¢ ziskanych dat konstatovat,
ze naive-like CD21low B builky jsou navzdory své fenotypové nezralosti aktivované a nesou
znamky prozanétlivého ladéni (T-bet”, CDI11¢"), které mohou indikovat jejich potencialni
ulohu pfi pretrvavajici dysregulované imunitni odpovédi. MZ-like CD21low buiiky reaguji na
TLR stimulaci; to spolu se zvySenou expresi zanétlivych markerii ukazuje na jejich senzitivitu
k ,,innate-like” podnétim a moznou ucast v udrZzovani chronického zanétlivého prostiedi.
DN-like CD21low buiiky plsobi jako populace s omezenou aktivacni schopnosti, snizenou
expresi HLA-DR 1 T-bet, ale se zachovanou schopnosti diferenciace z jinych subtypl
a s moznym zapojenim do T bunécné stimulace alternativnimi cestami. CS-like CD21low
buiiky se jevi jako senescentni terminalni diferenciacni stadium CD21low lymfocytl s nizkou

schopnosti aktivace, ale zachovanou schopnosti migrace.
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V posledni ¢asti této kapitoly bude diskutovan vyznam cytokinového a prozanétlivého

prostfedi u pacientti s CVID.

Rostouci mnozstvi literarnich udaji poukazuje na vyznamnou roli cytokinové
dysregulace u pacientti s CVID, zejména v souvislosti s rozvojem neinfekénich komplikaci.
Ziskané vysledky se v§ak mezi jednotlivymi studiemi ¢asto vyrazné lisi (Varzaneh et al., 2014).
Nekteré prace uvadéji, ze pacienti s VNK vykazuji zvySenou expresi prozanétlivych cytokini,
jako jsou TNF-a, IL-1pB, IL-6, nebo regulacniho cytokinu IL-10, ve srovnani s pacienty s
pievazné infek¢nimi komplikacemi a zdravymi kontrolami (Lollo et al., 2016; Poto et al., 2023).
Dalsi nami stanovované cytokiny IL-2 a IFN-y, byly v ptedchozich studiich popsany s
rozpornymi vysledky, pficemz nékteré prace uvadeji jejich zvySenou, jiné naopak snizenou
produkci u pacienti s CVID (Varzaneh et al., 2014). V kontextu ndmi pozorované zvysené
exprese chemokinového receptoru CXCR3 u pacientll s CVID je zvlasté relevantni i zvySeni
sérovych koncentraci jeho ligand — prozanétlivych chemokinii CXCL8, CXCL9 a CXCL10
u pacienti s CVID, které mohou (spolu s dal$imi aberantné¢ produkovanymi chemokiny)

ptispivat k vytvareni zanétlivého migrac¢niho prostiedi (Abyazi et al., 2022; Lollo et al., 2016).

Nase vysledky po stimulaci purifikovanych B lymfocyti pomoci BCR + TLR-4/9
Castecn¢ navazaly na predchozi studie. Nebyly prokazany signifikantni rozdily
v hladinach IL-2, IL-6, IL-10, IL-17A a IFN-y mezi pacienty a zdravymi kontrolami ani mezi
skupinami pacientl. Naproti tomu koncentrace IL-12 (p40) byla piekvapivé signifikantné vyssi
u zdravych kontrol ve srovnani s pacienty a rovnéz vyssi u pacientl s PIK oproti VNK, toto
pozorovani odporuje nékterym dfive publikovanym vysledkiim (Abyazi et al., 2022) a mtze
odrazet snizenou schopnost monocyti a makrofdgi u c¢asti pacientd s CVID produkovat
IL-12, coz by mohlo mit dopad na diferenciaci Th1-polarizované imunitni odpovédi. Naopak
IL-4 byl po stimulaci zvySen u pacientl, zejména ve skupiné VNK, naznacujici trend posunu
k Th2 imunitni odpovédi. Vzhledem k tomu, Ze signifikantni rozdily byly zaznamenany pouze
u dvou stanovovanych cytokinli a analyza byla provedena za specifickych stimulacnich
podminek in vitro, je tfeba interpretovat tyto vysledky s jistou opatrnosti a chapat je spise jako

podnét pro dalsi rozsahlejsi analyzy.
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Déle jsme se zaméfili na sérologické stanoveni hladin vybranych prozanétlivych
markerl u pacienti s CVID. Zaznamenali jsme signifikantné zvySené sérové koncentrace
YKL-40 ve srovnani se zdravymi kontrolami. Mezi jednotlivymi pacientskymi skupinami v§ak
rozdily pozorovany nebyly, coz naznacuje, Ze zvySena hladina YKL-40 mtize odrazet obecnou

aktivaci zanétlivych drah u CVID, nezavisle na typu neinfek¢nich komplikaci.

Obdobny trend byl patrny i1 u dalSich zanétlivych markera, zejména SAA, ktery je
v nekterych ptipadech povazovan za citlivéjsi ukazatel zanétlivé aktivity nez rutinné
stanovovany CRP. Vyrazné zvysSené hladiny SAA byly detekovany u piiblizné tii Ctvrtin
pacientll v obou sledovanych skupinach. Zvysené koncentrace CRP pak byly zaznamenany
u péti pacientd ve skupiné PIK a osmi pacientll ve skupiné VNK, pricemz ve vsech ptipadech
se jednalo o mirnou elevaci do 20 mg/1. Tato zjiSténi odpovidaji vysledkiim pfedchozich studii,
které prokazaly zvySené hladiny SAA a CRP u pacientl s autoinflamatornimi poruchami
¢i zanétlivymi onemocnénimi GIT, ¢astymi i u pacientii s CVID (Legger et al., 2022; Stute et
al., 2024). Rovnéz zvysSené hladiny fekalniho kalprotektinu byly diive popsany piedevsim
u pacientt s CVID trpicich neinfekénimi priijmy nebo chronickymi zanétlivymi onemocnénimi
GIT (Pikkarainen et al., 2019; van Schewick et al., 2020). V naSem souboru vSak byla zvySena
hladina sérového kalprotektinu zaznamenana pouze u tfi pacienti ve skupiné PIK a jediné¢ho
pacienta s VNK. Sérové koncentrace ferritinu pak ztstaly u vSech pacientd pod horni hranici

referenéniho rozmezi.

Pfi souhrnném porovnani obou pacientskych skupin nebyly zjiStény statisticky
vyznamné rozdily v hladinadch Zadného z analyzovanych markerii. Tyto rozporuplné nalezy
proto mohou odraZet pfitomnost chronického subklinického zanétu jako obecného

imunopatologického rysu CVID, ktery neni nutné spojen s manifestaci onemocnéni.

67



6. Zaver

. Pomoci priatokové cytometrie jsme analyzovali zastoupeni B lymfocytarnich
populaci. U pacienti s CVID jsme zaznamenali snizené zastoupeni celkovych
pamétovych i pamétovych B bunc¢k po izotypovém piesmyku, spolu s expanzi
naivnich a CD21low B lymfocyti. CD21low populace byla dale rozdélena podle
exprese markert IgD a CD27 do ¢tyt funkEné odlisnych subtyptl. Zastoupeni téchto
subpopulaci se u pacienti odliSovalo od zdravych kontrol — signifikantni byla
expanze naive-like a MZ-like CD21low B bunék. Mezi pacientskymi skupinami

nebyl zaznamenan rozdil.

. V ramci celkové B lymfocytarni populace nebyly mezi pacienty a zdravymi
kontrolami pozorovany signifikantni rozdily v expresi aktivacnich molekul (CDA40,
HLA-DR, CD80/86) po in vitro stimulaci. Naopak u nestimulovanych bun¢k byla
u pacientl zjiSténa zvysena exprese funkcnich znakii — CDl1l1c (integrin spojeny
s ABC bunikkami a aktivaci), chemokinového receptoru CXCR3 (s vazbou
k zanétlivému mikroprostfedi) a transkripéniho faktoru T-bet, ktery je spojen
s diferenciaci B bun¢k smérem k prozanétlivému fenotypu. Exprese CXCR3 byla

navic zvysena u pacientti s VNK.

= Analyza CD2llow B bunék prokazala vyznamnou funkéni diverzitu mezi
jednotlivymi subpopulacemi. Po stimulaci se subtypy liSily v mife exprese
aktivacnich molekul CD40, HLA-DR a CD80/86, ovSem nikoliv mezi pacienty s PIK
a VNK; exprese dalSich funkénich znaki CDl1l1c, T-bet, CXCR3 a CCR7 byla
hodnocena v nestimulovaném stavu a rovnéZ vykazovala vyrazné rozdily napftic
subpopulacemi, ale ne mezi pacienty a kontrolami ani mezi pacientskymi skupinami
navzajem. Tyto vysledky poukazuji na vnitini heterogenitu CD21low B buné&k
a podporuji hypotézu, ze rtizné subtypy této populace mohou hrat odliSnou roli

v patogenezi CVID.

. Relativni zastoupeni CD21low subpopulaci se zdsadné ménilo po BCR stimulaci
a v mensi mife 1 po TLR-7/8 stimulaci smérem k vice diferencovanym populacim

DN-like a CS-like CD21low B lymfocytt.
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Soucasti analyzy byla také produkce vybranych cytokinit B lymfocyty po in vitro
stimulaci a stanoveni vybranych sérovych zanétlivych markerti. U pacienti obecné
a pacientll s VNK jsme pozorovali zvySenou produkci interleukinu IL-4 a naopak
snizenou produkci IL-12 (p40), svédcici o urcité tendenci téchto pacientii sméfovat
spiSe k Th2 polarizované imunitni odpoveédi. Sérové hladiny YKL-40 a sérového
amyloidu A byly u pacientil zvySené nezdvisle na pfitomnosti neinfekénich
komplikaci. To naznacuje, ze tyto biomarkery mohou odrazet subklinicky zanét nebo

chronickou imunitni aktivaci obecné piitomnou u CVID.
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Prilohy

Ptiloha 1: Exprese aktiva¢nich znakii na stimulovanych naivnich a pamétovych
B lymfocytech
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Statisticka  vyznamnost rozdilii mezi skupinami byla hodnocena pomoci Kruskal-Wallisova

Nesignifikantni vysledky nejsou vyznaceny.
(PIK — pouze infekcni komplikace, VNK — vyznamné neinfekcni komplikace)
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1B

Exprese CD40 na stimulovanych
pamét'ovych B lymfocytech
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vyznamné neinfekcni komplikace)

Kruskal-Wallisova

testu.



Ptiloha 2: Standardni kFivky Luminex eseje pro urceni koncentrace cytokini
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