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The analysis of VDJ rearrangements and their role in the regulation of
immunoglobulin production in CD19'IgM*'CD27CD21°*CD38"°"CD24"" B cell
population in CVID patients

The increased frequencies of two novel B cell populations in peripheral blood of
CVID patients compared to healthy donors were observed using flow cytometry
in the study supported by the grant IGA MZ CR NR/9198-3.These B cell populations
were defined as CD19"IgM*CD27'CD21°*CD38"°*CD24" and
CD19'IgM'CD27° CD21°*CD38"°*CD24 .

Since none of the found populations has ever been described, the aim of this
thesis was to further characterize these populations with focus on analysis of variable
regions of the heavy chains of immunoglobulins produced by cells of these populations.

Flow cytometry, single cell sorting, single-cell RT-PCR, IgVy-specific PCR
amplification and cycle sequencing were employed to perform the molecular analysis
of the production of immunoglobulin mRNA in individual B lymphocytes. Both
populations form CVID patient and healthy control were examined. Finally,
the statistical analysis was used to evaluate the differences in expression of variable
regions of the heavy chains of immunoglobulins.

Significant differences in Vy, Dy, and Jy usage, mutational frequencies,
distribution of silent and replacement mutations, CDR3 length and composition
and isotope switching were discovered between above mentioned B cell populations
within both CVID patient and healthy donor as well as between CVID patient and
healthy donor.

Since the populations did not express surface marker CD27 they were originally
considered as naive B cells. In this regard, the most interesting finding is the presence
of signs of antigen-driven selection and affinity maturation in both CD27° B cell
populations. This feature was apparent in analyzed B cells both of CVID patient
and healthy control and is contradictory to characteristics so far known for CD27 naive
B cells.

Our findings suggest that these populations may pass through germinal centre
reaction and might represent a novel kind of memory B cells in humans. In addition, our
findings may support the hypothesis that observed B cell populations play a crucial in
the regulation of homeostasis in immune system in healthy people which can be

impaired in CVID patients where these B cells are remarkably expanded.



These findings seem to be very intriguing and further research should be carried
out to describe these populations more precisely which could contribute to better

understanding of CVID pathogenesis and development.
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1 Uvod

Imunitni systém ¢lovéka je velmi slozZity komplex vzajemné propojenych
mechanismil, které zajistuji odolnost organismu vi¢i infekcim z vnéj§iho prosttedi
a reguluji jeho vnitini homeostazu. Defekty sloZek imunitniho systému zptsobuji fadu
vice ¢i mén€ zivainych onemocnéni, pfiCemZ nejlastéji se jednd o projevy
autoimunitnich procesi nebo imunodeficitnich stavti.

Jednou z nejlastéjSich primarnich imunodeficienci je bé&Zny variabilni
imunodeficit (common variable immunodeficiency, CVID). Tato choroba je
charakterizovana zejména vyrazné sniZenou koncentraci protilatek v krvi pacientil, coz
zpusobuje jejich vétsi nachylnost k fadé infekci. ZavaZnost této nemoci souvisi také se
skuteénosti, Ze ve vice neZ 80% pfipadii nejsou doposud znamy prvotni pficiny, které
vedou k nedostate¢né tvorbé imunoglobulind. Jedinou moZnosti 1é¢by pacienti proto
zUstava substituce chybégjicich protilatek v periferni krvi.

Dulezitou charakteristikou CVID onemocnéni jsou zmény ve frekvencich
populaci B lymfocyti. V ramci grantové studie (IGA MZ CR NR/9198-3) zaméfené
na komplexni analyzu B buné&nych subpopulaci v periferni krvi CVID pacientii pomoci
prutokové cytometrie byly nalezeny dvé populace B lymfocytd, jejichZz frekvence
v periferni krvi CVID pacientii byla vyrazné vys$i neZ u zdravych dérci. Tyto populace
s imunofenotypem CD19'IgM'CD27'CD21"°"CD38"°*CD24"
a CD19"IgM"CD27 CD21°*CD38"°*CD24" nebyly doposud popsany u zdravych dérct,
pacientti s CVID, ani u jiné primarni imunodeficience, stejn€ jako nejsou znamy jejich
dal3i buné&¢né pfipadn& molekularni charakteristiky.

Cilem této diplomové prace bylo provést prvotni analyzu uvedenych populaci B
lymfocytd. ProtoZe hlavni funkci B buné€k je tvorba protilatek, zaméfili jsme se
na studium imunoglobulini tvofenych témito populacemi B lymfocytd. Konkrétné jsme
sviij zdjem sméfovali k analyze variabilnich oblasti genti pro té€zké fetézce
imunoglobulind, coZ jsou useky, které béhem vyvoje B lymfocytu prochézi
rekombina¢nimi a mutadnimi procesy a proto zaznamenavaji velky pocet zmén.

Vysledky této prace jsou pfispévkem jednak k objasnéni charakteru objevenych
B lymfocytarnich populaci ve smyslu jejich diferenciace obecné, ale také k pochopeni
vyznamu téchto B lymfocytl v patogenezi CVID onemocnéni.
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2 Literarni prehled

2.1 Imunitni systém ¢lovéka

Imunitni systém je souhrn velmi v8estrannych, proménlivych a pfizptsobivych
mechanismii, které zajisfuji integritu organismu. Ukolem imunitniho systému je
rozeznat, lokalizovat a zlikvidovat jak cizorodé $kodliviny a patogenni organismy, tak
i potencialn€ nebezpetné struktury a buiiky vlastniho organismu. Imunitni systém
se sklada z ¢asti nespecifické a specifické, které ve vzdjemné spolupraci dokaZou
ochranit organismus pfed velkou 8$kalou infekci a $kodlivin (Hofej$i a Barttitikova,
2005).

2.1.1 Nespecificka imunita

Nespecificka nebo také neadaptivni ¢&i pfirozend imunita hraje dilezitou ulohu
v prvnich fazich infekce. Mechanismy nespecifické imunity zodpovidaji za schopnost
rozeznat a zlikvidovat velké mnoZstvi riznych $kodlivin a infekénich organismi, diky
jejim spole¢nym strukturnim a funk&énim rysim. Navic jsou mechanismy nespecifické
imunity v organismu pfedem pfipraveny, takZe jejich aktivace je velmi rychla.
Neadaptivni imunita viak nema imunologickou pamét, a tak je pfi opakované infekci
sila a rychlost imunitni reakce stejnd jako pfi prvnim setkani s patogenem (Goldsby
et al., 2006).

Pfirozena imunita je tvofena buné€nou a humoralni slozkou. Bun€¢na imunita je
zaji§tovana predev$im fagocyty, makrofagy, monocyty, granulocyty, dendritickymi
burtikami, mastocyty a dal§imi buitkami. Mezi humoralni sloZzky patfi zejména
komplement, interferony, lektiny a jiné sérové proteiny (Barttitikova, 2002).

2.1.2 Specifickd imunita

Specifickd imunita je na rozdil od nespecifické velmi variabilni a pfizptisobiva
a na pfitomnost antigennich ¢astic v organismu odpovida tvorbou vysoce specifickych
molekul. Ty pak u¢inné podnécuji, fidi a zesiluji imunitni reakce vedouci k zneskodnéni
infekce. Navic ma specifickd imunita imunologickou pamét, takZe pfi opé&tovném
setkani organismu se stejnym infekénim agens je specifickd imunitni odpovéd’ mnohem
rychlejsi, neZ pti prvnim setkani s antigenem. Také specifickd imunita je tvofena Casti
bun&éénou a humorélni. Buné¢nou imunitu zaji$tuji ptedev§im T lymfocyty, humorélni

pak zejména protilatky (imunoglobuliny; Hofejsi a Bartiiikova, 2005).

11



2.2 Imunoglobuliny

Protilatky pfedstavuji dileZitou souéast specifické imunity. Jsou produkovany
plazmatickymi burikami jako odpovéd’ na setkani imunitniho systému organismu
s antigenem. Protilatky brani plsobeni toxind vazbou na jejich epitopy, opsonizuji
mikroorganismy, které jsou pak pohlceny fagocyty, a vétsina izotypu protilatek (kromé
IgG4 a IgA) také aktivuje klasickou cestu komplementu (Hofej$i a Bartiiikova, 2005).

2.2.1 Struktura imunoglobulinu

Molekula protilatky se sklada ze dvou téZkych a dvou lehkych fetézcu, které
Jsou spojeny cystinovymi (disulfidickymi) mustky (obr. 1).

Té&zké tetézce obsahuji 4 az 5 domén, a to jednu variabilni doménu (Vy) a 3 az 4
domény konstantni (Cy), které se oznaduji u, 8, y, a a € a rozhoduji o pfisluiném
izotypu protilatky, tj. IgM, IgD, IgG, IgA nebo IgE. Molekulova hmotnost té¢Zkého
fetézce je 50 az 75 kDa.

Lehky fetézec obsahuje pouze dvé domény — variabilni (V1) a konstantni (Cy),
které mohou byt izotypu kappa (k) nebo lambda (A). Molekulova hmotnost lehkého
fetézce je asi 25 kDa (Hofej$i a Barttitikovd, 2005).

Kazd4 variabilni i konstantni doména, je tvofena sekvenci 110 az 120
aminokyselin. Amino (NH;) konec proteinového fetézce je ve variabilni &asti, karboxy
(COO) konec pak v konstantni oblasti. Na karboxylovém konci téZzkého fetézce je usek
20 hydrofobnich aminokyselin, kterymi je protilitka zakotvena v membrané
B lymfocytu. Tato membranova forma protilatky se nazyva B buné&ny receptor (B cell
receptor, BCR), ktery vytvaii komplexy s dal$imi signalizaénimi molekulami. Protilatky
existuji také v solubilni formé&, pak mluvime o sérovych imunoglobulinech (Hoftej$i
a Bartinkova, 2005).
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Variabini doména F.onstantni doména
leh.ého retézce lehkého retézce

Obr. 1: Struktura imunoglobulinu.
(upraveno podle http://porpax.bio.miami.edu/~cmallery/255/255prot/immunog.jpg)

Geny kodujici lehké i t&Zké fetézce protilatek se v lidském genomu vyskytuji
ve formé tzv. genovych segmenti (obr. 2). TéZké fetézce jsou kédovany segmenty
na chromozomu 14, genové segmenty pro lehky fetézec kappa se nachézi
na chromozomu 2 a segmenty pro fetézec lambda na chromozomu 22. Variabilni ¢asti
protilatek jsou kédovany segmenty V (variability), D (diversity), J (joining), konstantni
pak segmenty C (constant). Jednotlivé segmenty jsou v zarodeéné sekvenci DNA
pfitomny ve vét$im poc¢tu. Konkrétné DNA sekvence pluripotentni kmenové buiiky
obsahuje 50 Vy segmenti (v 7 rodinach), 27 Dy segmenti (v 7 rodinich) a 6 Jy
segmentd. Geny pro lehké fetézce obsahuji segmentd méné, D segment neobsahuji
viibec (Link a Schroeder, 2002). Pfi pfeskupovani geni dochazi k ndhodnému vybéru
segmentd tak, Ze pfi transkripci do mRNA je pfepsan od kazdého typu pouze jeden
segment (V-D-J, V-J). Pro obranyschopnost organismu vuéi celé $kale rtiznych
patogenu je duleZité, Ze se jednotlivé segmenty vice ¢i méné lisi svou nukleotidovou
sekvenci, takZe i vysledné polypeptidové fetézce vzniklé jejich pfepisem maji riznou
aminokyselinovu sekvenci a strukturu vazebného mista pro antigen (Ivanov et al.,
2005).
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V priméarni sekvenci imunoglobulinovych genl (pro lehké i t&¢zké fetézce) je
moZné rozlisit 3 hypervariabilni oblasti (complementarity determing region, CDR),
které jsou od sebe oddéleny ¢tyfmi relativné konzervativnimi useky (framework, FR,
obr. 3). CDR oblasti t&¢Zkych fetézci se oznaduji jako CDR-H1, -H2, -H3 (heavy), CDR
oblasti lehkych fetézci zkratkami CDR-L1, -L2, -L3 (light). Po ptekladu
do polypeptidového fetézce vytvafeji FR oblasti proteinové leSeni, které podpira CDR
oblasti té¢Zkych i lehkych fetézci. CDR oblasti jsou umistény blizko sebe a dohromady
vytvafi vazebné misto pro antigen. CDR-H1, -H2, -L1, -L2 tvofi vné&jsi okraj, CDR-L3
tvofi bazi a CDRH3 leZi uprostied vazebného mista. CDR-H1, -H2, -L1 a -L2 jsou celé
kédované V genovym segmentem a jsou tedy omezené jeho zarodednou sekvenci.
CDR-L3 a H3 jsou vytvofeny de novo pti pfeskupovani genii spojenim Vi — Ji,
respektive Vy — Dy — Jy segmentl. Pfitomnost D segmentu a adice nihodnych

nukleotidd, které nejsou koédovany zarodeénou sekvenci, velice zvySuje diverzitu

CDR-H3 oblasti, a ta hraje zasadni roli pfi rozpoznani a vazbé antigenu (Ivanov et al.,
2005).

ye| Cal | yy | Cy2 | Cy4 Ce | Ca2

Obr. 2: Rozmisténi genovych segmenti pro V, D, J a C oblasti téZzkych fetézct
imunoglobulinil. (Upraveno podle Hofej$i a Bartiitikova, 2005).

Obr. 3: Rozmisténi CDR a FR oblasti v genech pro variabilni ¢asti téZkych fetézcu
imunoglobulinti, (upraveno podle Hoftejsi a Barttitikova, 2005).

2.2.2 lIzotypy imunoglobulini
Podle typu konstantni oblasti tézkého fetézce lze rozlisit pét riznych izotypua
protilatek — IgM, IgD, IgG, IgA nebo IgE, které jsou kddovany genovymi segmenty p,
d,v,0a€.
Protilatky IgM se vyskytuji v membranové vazané form¢ jako BCR
a v sekretované form¢, kdy vytvafi pentamery a hexamery navzijem propojené
14



cystinovymi mustky. IgM protilatky se vytvafi jako prvni po setkani organismu
s antigenem je$t¢ pfed tim, neZ projde B lymfocyt izotypovym piesmykem
a somatickou hypermutaci. Maji tedy pomémé nizkou afinitu k antigenu, avSak diky
tvorb& pentamerd a tedy vyss$i avidité, mohou efektivné vazat multivalentni antigeny
(Hoftej$i a Bartuiikova, 2005). IgM ma vétsi velikost neZ ostatni izotypy, jen téZko se
transportuje do tkéni a proto se vyskytuje nej¢astéji v krvi, méné pak v lymf&.

IgD je spolu s IgM exprimovan na vét$iné zralych B lymfocyti, které opousti
kostni dfefi. Poté, co lymfocyt projde izotypovym piesmykem, je exprese IgD
nenavratné ukon¢ena. Funkce IgD neni znama (Janeway, 2001).

Nejhojnéjsi protilatkou v krvi a extracelularni tekutiné je IgG, které existuje
ve ¢tyfech subtypech (IgGl - IgG4). Ty se li§i schopnosti vazat C1 fragment
komplementu. IgG protilatky velmi dobfe opsonizuji patogeny.

Protilatky IgA se vyskytuje ve dvou formach. Slizni¢ni IgA vytvati dimery, a je
sekretovano na povrch sliznice zejména dychaciho a traviciho traktu. Sérova forma IgA
vytvati vicevalentni struktury, a nachazi se v krevnim ob&hu. Hlavni funkci IgA
protilatek je neutralizace antigend.

Protilatky IgE jsou v krvi pfitomny jen ve velmi nizké koncentraci, dobfe se
v8ak vazi na receptory Zirnych bun€k. Vazba antigenu na IgE pak spousti uvolnéni
chemickych mediatori mastocyti, které indukuji obranné reakce zejména proti

mnohobuné&&nym parazitiim (Hofej$i a Bartiirikova, 2005).

2.3 B lymfocyty

Hlavni funkci B lymfocyti je tvorba protilatek, které jsou duleZitou soucésti
specifické imunity. ProtoZe se lidsky organismus v prib&¢hu Zivota postupné setkéva
s ruznymi infek&nimi ¢asticemi, je nezbytné, aby i tvorba specifickych protilatek, a tedy
i B buné€k, probihala kontinudlné po cely Zivot. Obnova B lymfocytli miZe probihat
diky existenci pluripotentnich kmenovych bunék, které jsou udrZzovany v kostni dfeni
v malém po¢tu po cely Zivot (Hofej$i a Bartlitikovd, 2005). Z kmenovych bunék se
diferencuji dvé zdkladni linie — myeloidni a lymfoidni, které davaji vznik buiikdm

nespecifické a specifické imunity (obr. 4).
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Obr. 4: Buiikky imunitniho systému.
Upraveno podle http://textbookofbacteriology.net/cellsindefenses75.jpg

2.3.1 Vyvoj B lymfocyti

Vyvoj B lymfocyta za¢ina u dospélého €loveéka v kostni dieni, u plodu v jatrech.
Lymfocyty, které uspé$né projdou vSemi vyvojovymi stddii a selekci, pak migruji
do sekundarnich lymfoidnich organti (Carsetti, 2000).

2.3.1.1 Centrilni vyvoj B lymfocytu

Prvni &ast vyvoje B bunék je nezavisla na pfitomnosti antigenu. Z pluripotentni
hematopoetické kmenové buriky se v kostni dfeni za¢inaji diferencovat ¢asna B buné¢na
stadia, kterd prochdzi postupnym procesem preskupovani genti kédujicich variabilni
¢asti imunoglobulinovych fetézci (Warnatz a Schleiser, 2008). Pteskupovani gent
pro imunoglobuliny je zasadni proces nezbytny pro vznik $irokého repertoaru antigenné
specifickych B bunéénych receptorti rozpoznavajicich riizné antigeny. Probiha
na urovni DNA a to v né€kolika krocich (Goldsby et al., 2006, obr. 5).

2.3.1.1.1 D-J pieskupeni genii pro tézky Fetézec Ig
Rekombinac¢ni proces zahajuje B lymfocyt ve stadiu progenitorové buriky (pro-
B) a to na obou chromozomech sou¢asné (Hofej$i a Barttitikova, 2005).
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Po stranach genovych segmentt (V, D, J) jsou umistény rekombina¢ni signalni
sekvence (recombination signal sequences, RSS). Jedna RSS je za 3” koncem kaZdého
V segmentu, jedna pfed 5" koncem kazdého J segmentu a D segment ma z kazdé strany
jednu RSS sekvenci. Nukleotidovou sekvenci RSS tvofi konzervativni palindromicky
heptamer a konzervovany AT bohaty nonamer, které jsou oddéleny sekvenci o délce 12
nebo 23 pari bazi (tzv. spacery; Darlow a Stott, 2004).

RSS sekvence jsou pfesnym signalem pro komplex proteini
zprostiedkovavajicich rekombinaci, ktery je souhrnné nazyvian rekombinaza. Jeho
hlavni komponentou jsou dva vysoce specifické enzymy RAG1 a RAG2, jez jsou
exprimovany pouze ve vyvijejicich se lymfocytech (Goldsby et al, 2006).
Rekombinaza rozezna signalni sekvence mezi ndhodnymi D-D a J-J segmenty, vytvofi
z DNA smyc¢ku a cely usek vys$tépi. Odstfizena smycka se spojuje v kruhovy utvar,
se kterym nenavratné€ odchézeji z chromozomu veskeré D a J segmenty, které se na ném
nachazeji (Hofejsi a Barttuikova, 2005).

Béhem spojovani zbylych D, J segmentd dochazi k dal$im procestim, které
zvy$uji celkovou variabilitu nukleotidové sekvence CDR3 oblasti a méni jeji délku
(Rosner et al., 2001). Na koncich kédujicich sekvenci se mohou vytvofit vlasenky, které
jsou pomoci RAG enzymi roz$tépeny a nasledné pouZity jako templaty pro adici
palindromickych (P) nukleotidd. Stejné tak miiZe exonukledza odstranit z koncti
kodujicich segmentli rizny pocet nukleotidi, které pak terminalni deoxynukleotidyl
transferaza (TdT) doplni pfidanim nahodnych nukleotidd, které nejsou kodovéany
zarode¢nou sekvenci DNA. DNA ligdza a polymeraza nakonec spoji volné konce,

pfiemzZ i polymeraza miiZe pfidat ndhodné nukleotidy (Schelonka et al., 2005).

2.3.1.1.2 V-DJ pieskupeni genii pro téZky retézec Ig

Podobnym zpisobem dochazi také k pfeskupeni mezi V a D segmenty. Pokud je
preskupeni gentt na jednom chromozomu uspé$né a transkripci vznika mRNA kédujici
funkéni protein, zastavi se pfeskupovani imunoglobulinovych genti na druhém
chromozomu, coZ je ozna¢ovano jako alelicka exkluze. ProtoZe nejbliz$im konstantnim
segmentem za VDJ pfeskupenim je p segment, vznikaji pfepisem mRNA nejdfive t&¢zké
fetézce izotypu IgM. V tomto stadiu se B lymfocyty nazyvaji prekurzorové buriky
(pre-B; Hofej$i a Barttuikova, 2005).
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Zarodelna konfigurace

V segmenty D segmenty ) segmenty C segmenty
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transkripce, sestih

Obr. 5: Pfeskupovéni gent pro téZky fetézec imunoglobulinu,

(upraveno podle http://www.talkdesign.org/faqs/evimmune/ei_figure005.jpg).

2.3.1.1.3 Pre-B receptor

Pre-B lymfocyty maji uspé$né preskupené geny pro t&zké fetézce
imunoglobulini, geny pro lehké fetézce viak jesté pfeskupené nejsou.

Misto pravych lehkych fetézcti dochazi v této fazi k tvorbé nahradnich (pseudo)
lehkych fetézcti (yL) a to pfepisem geni VpreB a AS. Na rozdil od konvenénich lehkych
fetézch neprochazi V-preB ani AS pfeskupovanim gent (Schroeder a Kirkham, 2000).
B lymfocyt exprimuje na svém povrchu pre-B receptor (tvofeny téZkym retézcem
a nahradnim lehkym fetézcem), ktery asociuje sdimerem signaliza¢nich proteind
Iga - IgB (CD79a, CD798). Pomoci tohoto signaliza¢niho komplexu pfijima burika
signaly k zah4jeni pfeskupovani genul pro lehké fetézce (Hotej$i a Barttisikova, 2005).

2.3.1.1.4 Pieskupovani geni pro lehké Fetézce imunoglobulini

Nejprve je zahajeno pfeskupovani gent pro lehky fetézec x, které probiha
na obou chromozomech, dokud neni vytvofen funkéni lehky fetézec. Pokud neni
preskupovani gent pro x fetézec uspés$né, zahdji se preskupovani genl pro fetézec A.

Jestlize ani pfeskupenim téchto geni nevznika funkéni lehky fetézec, hyne pre-B
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lymfocyt apopt6zou (Hofej$i a Bartiiikova, 2005). V opaéném ptipadé lehky fetézec
vyté€sni yL z vazby s t&Zzkym fetézcem a vznika pravy BCR (Schroeder a Kirkham,
2000). Buiika exprimuje tento receptor na svém povrchu jako membranové IgM
a prechazi do stadia nezralého B lymfocytu.

V tomto okamZiku jsou vSechny buriky nesouci BCR, ktery rozeznava antigeny
vlastniho organismu podrobeny negativni selekci, ktera miZe vést k nékolika
udalostem. Autoreaktivni B lymfocyt se mize pokusit pfeskupit imunoglobulinové geny
na druhém chromozomu (editovani receptoru; Chung et al., 2003). Casto také dochazi
k bunééné smrti lymfocytu apoptézou nebo k indukci klidového stadia, tzv. anergie
(Heltemes a Manser, 2002). Ve stavu anergie periferni B lymfocyty nereaguji

na stimulaci antigenem, neproliferuji, ani nesekretuji protilatky (Merrell et al., 2006).

2.3.1.2 Periferni vyvoj B lymfocytu

B lymfocyty, které projdou negativni selekci, opoustéji kostni dfeti a migruji
jako tzv. transientni buriky krevnim fei$tém do sekundarnich lymfoidnich- organd,
zejména do sleziny a lymfatickych uzlin, kde dochazi k jejich dal$imu dozravani

do stadia zralého lymfocytu (mature B lymphocyte; Carsetti et al., 2000).

2.3.1.2.1 Transientni buiiky

Ve stadiu transientnich buné€k jsou B lymfocyty kratce Zijici a funkéné nezralé.
Tato populace je charakterizovana vysokou hustotou exprese povrchovych molekul
IgM, CD24 a CD38. Dale exprimuji transientni buiiky na svém povrchu také molekuly
CD21, CD23 a CD62L (L-selektin; Carsetti, 2004).

Podle fenotypu a funkénich charakteristik je mozZné rozdélit transientni B buriky
do dvou subpopulaci — T1 a T2. T1 lymfocyty jsou IgMME"IgD'CD21°*CD23". T2
buiiky jsou rovn&z IgMM&" ale dile pak IgD*CD21'CD23" (Loder et al., 1999). T1
buriky migruji z kostni dfené krvi do sleziny a lymfatickych uzlin, zatimco vyskyt T2
bun€k je omezen pouze na slezinu. PFi signalizace pfes BCR T1 buiikky hynou
apoptdzou, naopak T2 buriky proliferuji, diferencuji se a zvétuji svou velikost (Chung
et al., 2002).

Né&kteti autofi rozliduji jedte tfeti transientni stddium — T3, které se lisi od T2
niz8i expresi povrchového IgM (Allman et al., 2001). Tato populace se fenotypové

velmi podoba buitkdm ve stadiu anergie a zatim neni zcela jasné, zda se opravdu jedna
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o transientni buriky anebo o anergizované autoreaktivni B lymfocyty (Merrell et al.,
2006).

2.3.1.2.2 Folikuldrni buiiky

T2 buiiky migruji do primarnich lymfoidnich folikuli sleziny, kde se diferencuji
ve zralé, dlouho zijici folikularni buiiky. Tyto B lymfocyty se doposud nesetkaly
s antigenem, a proto se oznacuji jako naivni.

Populace naivnich folikularnich bunék aktivné recirkuluje mezi sekundarnimi
lymfoidnimi orginy (von Andrian a Mempel, 2003). Pokud v nékterém lymfoidnim
organu narazi naivni B buiikky na antigen, ktery dokéZou rozeznat svymi receptory
(BCR), usidli se zde a za spoluprace T lymfocytt a folikularnich dendritickych bun¢k
(FDC, folicular dendritic cells) vytvafi germinélni centra (Maclennan, 1994).

V téchto vysoce specializovanych strukturich dochazi diky antigenni stimulaci
k somatické hypermutaci geni pro imunoglobuliny, izotypovému pfesmyku a afinitni
maturaci doprovazené masivni klonalni expanzi B lymfocyti. Tyto procesy vedou
ke zvySeni afinity protilatky k antigenu. Pro dal$i vyvoj jsou pak vybirdny pouze
B lymfocyty, které rozeznaji antigen s nejvyssi afinitou, zatimco ostatni B butiky hynou
apoptozou (afinitni maturace). Nasledné se folikularni buriky diferencuji v plasmatické
buriky sekretujici protilatky anebo v dlouho Zijici izotypov€ pfepnuté pamétové
B lymfocyty (Carsetti et al., 2004).

2.3.1.2.3 Buiiky margindlni zény

Cast bungk nevstupuje do folikuld, ale ziistava v marginalni z6ng (MZ), co? je
specializovana oblast na rozhrani bilé a Cervené pulpy sleziny. V marginalni z6né
neprochazeji B buriky antigenem indukovanou somatickou hypermutaci ani izotypovym
pfesmykem, ale dozravaji v tzv. IgM pamétové B lymfocyty. Podle exprese
povrchovym molekul se jedna o IgM'IgD*CD27" subpopulaci B lymfocytt. I kdyz se
tyto buiiky vyvijeji mimo germindlni centra a tedy ani neprochédzeji somatickou
hypermutaci, jsou jejich geny pro variabilni ¢&asti imunoglobulinovych fetézct
mutované. Somatické mutace ziskavaji tyto buriky zfejmé jiZ béhem €asné ontogeneze,
nezévisle na stimulaci antigenem, neni vak jasné, ve kterém lymfoidnim organu k tomu

dochazi (Weller et al., 2004). IgM pamét'ové buiiky tvoti dileZitou ¢ast obrany proti TI
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(T-independent, T-nezavisly) antigentim, jako jsou polysacharidové antigeny obalenych

bakterii (Dunn-Walters et al., 1995).

2.3.1.2.4 Somaticka hypermutace

Somatickd hypermutace (SHM) je proces genetické diversifikace, kterym
vznikaji substituce nukleotidii ve variabilnich oblastech Ig gent lehkych i té€zkych
fetézci (Neuberg a Rada, 2006, obr. 6). Mutace vznikaji ve 3 lokusech
na chromosomech 2, 14 a 22 v oblastech o délce asi 2 kb, které zahrnuji pteskupené
geny pro imunoglobuliny a jejich pfilehlé introny (Martomo a Gearhart, 2006). Béhem
somatické hypermutace dochazi jak transicim (vzijemné zamény purin-purin,
pyrimidin-pyrimidin) tak k transverzim (zamény purin-pyrimidin, pyrimidin-purin).
K mutacim dochazi v C/G i A/T parech, avSak mechanismy jejich vzniku se lisi.
Modely vzniku SHM zahrmuji chyby DNA polymerazy, nepfesnosti béhem replikace

chromozomi a mutace vzniklé béhem oprav chybného parovani bazi (Seki et al., 2005).

23.1.2.4.1 Mechanismy vzniku somatickych hypermutaci

Cely proces je zahajen aktivaci indukovanou cytidin deamindzou (activation
induced cytidin deaminase, AID). Tento enzym je exprimovan pouze v B lymfocytech
a zavadi mutace rychlosti asi 10 na jeden par bazi za jedno bun&né déleni (Di Noia
a Neuberger, 2007). AID deaminuje cytosin na uracil, pfi¢emZ velmi preferuje cytosiny
vmotivech WRC (W=A/T, R=A/G) v jednovlaknové (single strand DNA, ssDNA),
ktera ptechodné vznikd béhem transkripce imunoglobulinovych gent (Barreto et al.,
2005).

Deaminaci cytosinu vznikaji misto C/G paru, U/G pary (Neuberg a Rada, 2006).
Pfitomnost uracilu v DNA spousti opravné mechanismy, vedouci k jeho odstranéni
a nahrazeni spravnou bazi. V lidskych buiikach je uracil z DNA obvykle odstranén
enzymem uracil-DNA glykosylazou, ¢imZz vznika abasické misto, které je pak
rozSt¢peno a opraveno. Mutace vznikaji, pokud je toto poSkozené misto opraveno
nepfesnou (low-fidelity) polymerazou, ktera vloZi na misto pivodniho cytosinu jinou
bazi (Seki et al., 2005, obr 6b). Pokud se abasické misto objevi v DNA b&hem jeji
replikace, replika¢ni aparat se na ném zastavi. K abasickému mistu jsou navadény
specializované polymerazy, které dokaZzou piidavat nukleotidy do nové rostouciho

vlakna DNA, i kdyZ nemaji potiebny templat. Replikace tedy miiZze pokra¢ovat, dochazi
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vSak ke zméné€ C/G péru na jiny, podle toho, jaky nukleotid konkrétni polymeraza
zaclenila do rostouciho vlakna DNA (Neuberg a Rada, 2006).

Bé&hem replikace chromosomu muzZe také dojit ke zkopirovani uracilu vysoce
pfesnou polymeréazou, ktera vlozZi A naproti U, ¢imzZ dojde k transici C na T (Seki e? al.,
2005, obr. 6a).

Mechanismus vzniku mutaci v A/T péarech je méné pfimocary a méné jasny.
Cely proces je rovnéZ zahajen AID katalyzovanou deaminaci cytosinu na uracil, neni
viak jejim pfimym diisledkem. Na par U/G se vaze heterodimer proteini MSH2-MSH6
(MutS homology), jehoz funkci je oprava chybného péarovani bazi, a dale také
exonukledza 1, ktera b&hem replikace odstratiuje nukleotidy z Okazakiho fragmentt
opozd'ujiciho se vldkna DNA ve sméru 5°- 3" (Martomo a Gearhart, 2006). Takto
vzniklé mezery jsou dosyntetizovany nepfesnou DNA polymerazou n, ¢imZ vznikaji

transice i transverze puvodniho A/T paru. (Wilson et al., 2005, obr. 6¢).
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Obr. 6: Mechanismy vzniku somatickych hypermutaci.
(Upraveno podle: http://www.nature.com/nri/journal/v6/n8/images/nri1896-2.jpg)
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2.3.1.2.5 Izotypovy pFesmyk

Dal8im procesem, kterym prochézeji B lymfocyty po stimulaci antigenem
v germinalnich centrech je izotypovy pfesmyk. Pfi izotypovém pifesmyku dochazi
k rekombinaci konstantnich oblasti imunoglobulinovych genti pro tézké fetézce tak, aby
buriky mohly misto prvotniho IgM tvofit dal$i izotypy protilatek se specializovanymi
funkcemi (obr. 7).

2.3.1.25.1 Mechanismus izotypového pFesmyku

Introny oddélujici geny pro konstantni oblasti tézkych fetézcu (kromé intronu
pfed Cd) obsahuji tzv. switch (S) sekvence. Jednotlivé S sekvence se li§i v délce
1 konkrétni sekvenci, v§echny v$ak obsahuji pentamerické tandemové repetice GAGCT
a GGGCT (Pan-Hammarstrom et al., 2007).

Stejné jako somatickd hypermutace, tak i izotypovy pfesmyk je zahdjen AID,
ktera deaminuje cytosiny v S sekvencich na uracily. Za spoluprace dalSich enzymi
a proteini vedou tyto mutace k dvouvlaknovym zlomim DNA (Stavnezer et al., 2008).
Pfitomnost takto po§kozené DNA je pro buriku stresujici situaci, a proto se snaZi zlomy
opravit. Existuji dva zdkladni mechanismu opravy dvouvlaknovych zlomi DNA —
homologni a nehomologni (Kotnis et al., 2009). Pti izotypovém pifesmyku se uplatiiuje
nehomologni spojeni konci DNA a usek DNA mezi t¢mito konci je z chromozomu
odstranén. Vzdalen&j$i gen pro konstantni oblast tézkého fetézce se tak dostava
do blizkosti pfeskupeného V genu (Nagaoka et al., 2002). Transkripci genu
pro variabilni €ast imunoglobulinu s pfilehlym genem pro konstantni oblast vznika
funkéni mRNA, jejiZ translaci vznikaji t&€Zké fetézce piislusného izotypu. DileZitou roli
pfi izotypovém pfesmyku hraji intracelularni cytokiny, které cely proces reguluji

a rozhoduji o konkrétnim izotypu Ig, ktery bude B burikou tvofen.
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Obr. 7: Mechanismus izotypového presmyku. Sipky naznaluji mista vzniku
dvouvldknovych zlomi indukovanych AID.
Upraveno podle: http://www.umassmed.edu/faculty/graphics/300/S1ide0001.jpg.

2.3.1.2.6 Pamétové buiky

Vysledkem procesti stimulovanych v germinalnich centrech je diferenciace
pamét'ovych a plasmatickych bunék (obr. 8).

Pamét'ové buiiky recirkuluji mezi perifernimi lymfoidnimi organy a kostni dfeni
(Paramithiotis a Cooper, 1997). Charakteristickym znakem pamétovych bun€k je
exprese povrchové molekuly CD27 a pfitomnost somatickych mutaci ve variabilnich
¢astech imunoglobulinovych genti. Fenotyp pamétovych bunék, které se diferencovaly
v germinalnich centrech, kde prosly izotypovym premykem, je tedy IgMIgDCD27"
(Klein et al., 1998). Izotypové pfepnuté pamétové burky se pfi opakovaném setkani
organismu se stejnym antigenem, ktery stimuloval jejich vyvoj, rychle aktivuji
a diferencuji v plasmatické buriky sekretujici protilatky. Imunitni odpovéd’ organismu je
tedy rychlejsi a u¢inn&jsi (Klein et al., 1997).

Dal$i B bunééna populace v periferni krvi, ktera nese fenotyp pamétovych
bunék, je odvozena z bun&k marginalni zény. Jedna se o IgM'IgD"CD27" B lymfocyty,
které, pfestoze neprosly germinalnimi centry, maji mutované geny pro variabilni oblasti
imunoglobulinvych fetézcu (Weller et al., 2008, Schereen et al., 2008). Na rozdil od
klasickych pamétovych bunék, jejichZ aktivita je zaméfena zejména proti proteinovym
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antigentim, IgM pamétové B lymfocyty rozeznavaji spiSe polysacharidové antigeny

a spoustéji imunitni reakce nezavislé na pomoci T lymfocytu (Klein et al., 1998).

2.3.1.2.7 Plasmatické buiiky

Plasmatické buriky se diferencuji jednak z folikularnich bun¢k a bunék
marginalni zény, ale také zdlouho Zijicich pamétovych bun€k. Hlavni funkci
plasmatickych bun&k je tvorba a sekrece imunoglobulint, které pak cirkuluji periferni
krvi a specificky se vaZou na antigen, jenZ prvotné stimuloval jejich diferenciaci.
K aktivaci plasmatickych bunék je zapotiebi dallich signald, zejména prostfednictvim
T lymfocytt a cytokinli (Agematsu et. al., 1998).

Plasmatické buriky obvykle Ziji jen kratkou dobu a po splnéni svych funkci
hynou. Byla vSak popsana také existence dlouho Zijicich plasmatickych bunék
osidlujicich kostni dfefi, jejichZ fyziologicky vyznam zatim neni zcela objasnén (Arce
et al., 2004). U autoimunitnich onemocnéni jsou tyto dlouho Zijici plasmatické buiiky
odpovédné za tvorbu autoprotilatek. Lécba v téchto piipadech neni jednoducha, jelikoz
jsou tyto burky rezistentni ke klasickym zpusobum lé¢by imunosupresivy a anti-B
bunétné (anti-CD20) terapii (Hoyer et al., 2005).

IgM pamétova buika

B lymfocyt ‘I'

margndni z6ny /

Naivni

Pro-B lymfocyt Nezraly B lymfocyct folikula'mi/
bunka

o-0-0-0-0-0-0

—

Phuripotentri T1 T2
hematopoetick4 Pre-B lymfocyt
l.menova buka B lymfocyt ‘ -

[zotypové pfepnuta
pamétova buika

Obr. 8: Diferenciace B lymfocytu.
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2.3.1.3 B lymfocyty v periferni krvi

Periferni krvi ¢lovéka cirkuluje fada subpopulaci B lymfocytl, které lze
identifikovat podle exprese povrchovych molekul, tzv. CD antigenii (cluster
differentiation, tab. 1). AZ 60% perifernich B lymfocyti tvofi subpopulace naivnich
B buné&k s fenotypem CD27 a zhruba 40% pak subpopulace pamét'ovych bunék, které
CD27 exprimuji (CD27"; Klein et al., 1997).

Mezi naivni stadia B lymfocytl jsou zahrnovany také transientni buriky, které se
déli do dvou, podle né&kterych autort do 3 subpoplaci (Loder et al., 1999, Allman et al.,
2001). Hlavni frakci CD27 bunék je populace naivnich folikularnich bunék, které
exprimuji CD23, CD21, IgM a IgD (Warmatz a Schleiser, 2008).

PtibliZzn€ polovina pamétovych bunék jsou izotypové piepnuté B lymfocyty
exprimujici jiné povrchové imunoglobuliny neZ IgM a IgD (fenotyp IgMIgD'CD27").
Druhou polovinu pak tvofi IgM pamé&tové buiiky s fenotypem IgM'IgD'CD27". Velmi
zfidka mohou byt v periferni krvi detekovany také dal$i subpopulace pamétovych
bun&k, které exprimuji jen IgM nebo jen IgD (Klein et al., 1998). Plasmatické buiiky
necirkuluji v krevnim obé&hu, jejich prekurzory (plasmablasty) vSak lze v malém
mnozZstvi detekovat v periferni krvi podle vysoké hustoty povrchovych molekul CD38
a CD27 (Bernasconi et al., 2002, Avery et al., 2003).

Povrchovy marker

CD21 | CD23

Tab. 1: Exprese vybranych povrchovych markeri na populacich perifernich
B lymfocytd. Mira exprese je znazornéna znaménky: - (marker neni exprimovan), +/-
(slaba exprese), + (b&Zna exprese), ++ (silna exprese), +++ (velmi silna exprese), nd
(nedefinovéno). Sestaveno podle Warnatz a Schleiser, 2008, Chung et al., 2003, Allman
et al 2004, Vlkova, 2008.
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2.3.1.4 Markery B bunéénych populaci

Jak bylo vy%e uvedeno, jednotlivd vyvojova stadia B lymfocytd exprimuji
nasvém povrchu rizné membranové vazané molekuly, CD antigeny. Jedna se
o signaliza¢ni molekuly a komplexy, receptory, ligandy a dal$i molekuly. Pomoci té€chto
molekul pfijima B burika signaly uréujici jeji dal$i vyvoj, ale také sama ptedava signaly
svému okoli. Povrchové molekuly B lymfocytu se vyuZivaji jako markery, diky kterym
1ze jednotlivé populace identifikovat a separovat od ostatnich. Dale jsou uvedeny pouze
ty CD antigeny, které jsou relevantni k zaméfeni a tématu diplomové prace. Uplny

seznam CD antigeni je dostupny napf. na webové strance prow.nci.nih.gov.

2.3.14.1 CD19

Molekula CD19 je markerem celé B bunééné linie, tzv. panB marker. Na svém
povrchu ji exprimuji jiZ ¢asna stadia B lymfocytd v kostni dfeni a B butiky pokraéuji
vjeji expresi az do stddia pamétovych buné¢k a plasmablasti. Béhem zrani
plasmatickych buné&k jeji exprese mizi (Sato et al., 1995).

CD19 spolu s molekulami CD21, CD81 a CD225 vytvafi signaliza¢ni komplex,
ktery pozitivn¢ nebo negativné reguluje signaly pfenasené BCR. Funkci podjednotky
CD19 v tomto koreceptou je aktivace signaliza¢nich kaskad po vazbé ligandu na CD21.

Signaly zprostfedkované CD19 jakoZ i celym koreceptorem BCR jsou nezbytné
pro vyvoj, aktivaci a diferenciaci B lymfocytti (Carter a Fearon, 1992).

2.3.14.2 CD21

Exprese receptoru C3d neboli CD21 se poprvé objevuje u transientnich stadii B
lymfocytl. Transientni buiiky exprimuji jen malé mnozstvi CD21, s postupnym
dozravanim B lymfocytu se v8ak exprese CD21 zvySuje. Vysokou hustotu CD21
na svém povrchu maji zejména B lymfocyty marginélni zény. S vyvojem plasmatickych
bun€k exprese CD21 ustava. CD21 je také soucasti koreceptoru BCR a jeho funkci
v tomto komplexu je vazba C3d(g) fragmentu komplementu a aktivace B lymfocytu
(Fearon a Carroll, 2000).

23.1.43 CD24

Membréanovy glykoprotein CD24 je exprimovan na vét§in€ vyvojovych stadii
B lymfocytli, béhem diferenciace plasmatickych bun¢k vSak jeho exprese ustava.
Molekula CD24 pienasi signaly, které reguluji odpovéd’ B buiiky na aktiva¢ni signaly
(Kay et al., 1991) a mohou indukovat jeji apoptdzu (Suzuki et al., 2001).
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23.1.44 CD27

Molekula CD27 patii do rodiny TNF receptori (tumor necrosis factor, faktor
nekrotizujici naddory). B lymfocyty zaéinaji exprimovat CD27 receptor pii svém vyvoji
v gemindlnich centrech a pokra¢uji vjeho expresi az do koneénych diferencia¢nich
stadii. Ligandem CD27 je molekula CD70 exprimovana na T lymfocytech. Signalizace
pfes CD27 na pamétovych B lymfocytech stimuluje jejich diferenciaci na plasmatické
buriky (Agematsu et al., 1999).

23.14.5 CD38

Molekula CD38 je exprimovana na B lymfocytech zejména b&hem jejich €asné
diferenciace a aktivace. Vysokou hustotu CD38 maji na svém povrchu zejména
plasmatické buriky (Medina et al., 2002).

Glykoprotein CD38 funguje jako enzym katalyzujici fadu buné&&nych reakci,
které podle okolniho prostfedi pozitivné i negativné reguluji aktivaci a proliferaci bun¢k
(Malavasi, et al., 1994). Signalizace pies CD38 B lymfocyty germinalniho centra mize
zabranit apopt6ze téchto bunék. Naopak u prekurzori B lymfocytti v kostni dfeni vede
signalizaci pfes CD38 kinhibici proliferace a nasledné apoptéze (Shubinsky
a Schlesinger, 1997).

ProtoZe tato molekula funguje jako enzym a zaroveil jako povrchovy receptor
a navic se vyskytuje také v jaderné membrané, nejsou viechny aspekty jeji funkce plné
pochopeny (Malavasi et al., 1994).

2.4 Bézny variabilni imunodeficit (common variable
immunodeficiency, CVID)

BéZny variabilni imunodeficit (common variable immunodeficiency, CVID) je
nejéast&j$im syndromem primarni deficience protilatek.

Primarni imunodeficience (ID) pfedstavuji velmi heterogenni skupinu nemoci,
jejichz pfiCinou jsou vrozené a vét§inou také deédi¢né defekty nékteré slozky adaptivni
nebo neadaptivni imunity (Di Renzo et al., 2004).

CVID je charakterizovana opakovanymi bakteridlnimi infekcemi, hlavné
homich a dolnich cest dychacich, a je také spojena se zvySenym vyskytem
autoimunitnich poruch a neoplastickych onemocnéni. Nemoc postihuje stejné &asto
muZe i Zeny a jeji vyskyt u evropské populace je asi 1:25.000 (Bacchelli et al., 2007),
miZe se viak pohybovat mezi 1:10.000 az 1:200.000 (Di Renzo et al., 2004, Kokron
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et al., 2004). Nemoc je pfekvapivé velmi vzicna mezi asijskou populaci, kde je jeji

prevalence 1:2.000.000 (Kokron et al., 2004).

2.4.1 Diagnéza
Diagnosticka kritéria pro CVID jsou stanovena Evropskou spole¢nosti
pro imunodeficience (European Society for Immunodeficiencies, ESID) takto:

- vyrazné sniZena koncentrace sérového IgG a jednoho z izotypti IgA nebo IgM,
éto vice nez dvé standardni odchylky pod primémymi hodnotami pro danou
vékovou skupinu

- vyskyt nemoci aZ po druhém roce Zivota

- pacientim chybi isohemaglutininy a/nebo imunitni odpovéd’ (tvorba protilatek)
na o¢kovani je nedostate¢na

- jiné pfi¢iny hypogamaglobulinemie byly vylou€eny
(esid.org/workingparty.php?party=3 &sub=2&id=73, Kokron et al., 2004)

2.4.2 Klinické projevy

Spektrum klinickych pfiznaki CVID je velmi $iroké, a miiZe se projevit kdykoli
po druhém roce Zivota. Imunodeficience u CVID pacienti ¢asto neni zjevna béhem
prvnich let Zivota. Nemoc je nejéastéji diagnostikovana v puberté, s vrcholem mezi 13.
a 30. rokem. Symptomy se v§ak mohou projevit aZ mnohem pozdé&ji, a né€které pfipady
jsou diagnostikovany aZ po 65. roce Zivota (Kokron et al., 2004, Warnatz a Schleiser,
2008).

Mezi klinické projevy téméf u vSech pacientd patii veét§i nachylnost
k bakteridlnim infekcim hornich a dolnich dychacich cest, opakované zanéty dutin
apruduSek a zapaly plic zpisobené zejména bakteriemi Streptococcus pneumoniae
a Haemophilus influenzae (Di Renzo et al., 2004).

Asi 60% pacientt trpi pfed zahajenim 1é¢by prijmem, ktery miZe byt zpiisoben
ruznymi infekénimi mikroorganismy jako Giardia lamblia nebo Salmonella,
Shigella & Campylobacter. Casté jsou také zandty stfeva, zejména tlustého. PFiblizng
u 5% pacientii se objevuje infekce Mycoplasmaty v moCovych cestach, vyjime¢né se
systémovym roz§ifenim a hlubokymi abscesy (Di Renzo et al., 2004).

S onemocnénim CVID, stejné jako sjinymi primarmnimi ID je spojen vysSi
vyskyt lymfoproliferativnich chorob. U CVID pacientd jsou <astéj$i benigni

lymfoproliferativni choroby neZ maligni lymfomy. 30% pacientli je postizeno
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splenomegalii nebo lymfoadenopatii (Bacchelli ez al., 2007). Pacienti maji také 50x
veétdi nachylnost k vyvoji rakoviny Zaludku, neZ zdravi jedinci.

U 8-22% pacienti byl popsan granulomatézni syndrom. Granulomy mohou byt
prvnim pfiznakem defektu imunitniho systému (IS). Vznikaji v plicich, kuzi, jatrech,
kostni dfeni a lymfatickych uzlinich. Jejich vyskyt koreluje s vyskytem splenomegalie
a s vyvojem autoimunitnich chorob. Uvedené symptomy se mohou objevit a zmizet
nezavisle na 1é¢be.

Autoimunitni choroby jsou diagnostikovany asi u 22% pacient. Autoimunitou
miZe byt postizen jakykoli orgédn, nej€astéji jsou autoprotilditkami napadany krevni
desticky, Cervené krvinky a nékdy také neutrofily. U pacientti s CVID dochazi k rozvoji
n€kterych autoimunitnich chorob jako revmatoidni artritida (RA), systémovy lupus
erythematosus (SLE) a vaskulitida (zanét cév). V téchto piipadech 1é¢ba neni
jednoducha, protoZe obvykle pouZivana imunosupresiva jesté vice tlumi jiz deficientni

imunitni systém, a tedy vlastn¢ zvy3uji nebezpeli infekci (Di Renzo et al., 2004).

2.4.2.1 Imunologicky obraz CVID pacienti
CVID je velmi heterogenni onemocnéni, a na urovni imunitniho systému se

projevuje fadou patologickych zmén funkci humoralni i bunééné imunity.

2.4.2.1.1 Humoralni imunita

Hlavnimi znaky onemocnéni CVID jsou abnormality postihujici B bunééné
subpopulace. Pocet cirkulujicich B lymfocyti v periferni krvi pacientd je vétSinou
normalni, miZe vSak byt také sniZeny. B lymfocyty maji naru$enou proliferaci,
diferenciaci, odpovéd’ na stimulaci antigenem a sekreci imunoglobulinti. Neé&kteti
pacienti maji zvy3enou frekvenci nezralych B lymfocyta v periferni krvi. Casto je také
sniZena frekvence CD27" pamé&tovych B bunék a naruden izotypovy presmyk do IgG
algA sékretujicich bun¢k. Né&kterym pacientim zcela chybi pamétové IgM
B lymfocyty, coz je provazeno $patnou imunitni odpovédi na polysacharidové antigeny

(Bacchelli et al., 2007).

2.4.2.1.2 Bunééni imunita

Az 50% pacienti s CVID ma narusenou bunéénou imunitu, coZ znamena,
Ze nedostate¢na produkce imunoglobulinii miZe byt zplisobena mimo jiné defektni
pomoci ze strany T bunék a regulanich T bunék nebo $patnou funkci supresorovych
T lymfocytti (Kokron et al., 2004).

30



T lymfocyty pacientli maji rovnéZ sniZenou schopnost proliferace a aktivace,
naru$enou odpovéd’ na stimulaci antigenem a sniZenou schopnost tvorby cytokinti IL-2,
IL-4, IL-6 a IL-10. N&ktefi pacienti maji zvySenou frekvenci CD8" T lymfocyth
a zaroveil sniZenou frekvenci CD4" T bunék, coZ vede k obraceni poméru CD4*/CD8*
(Di Renzo et al., 2004). Exprese CD40L aktivovanymi T burikami muzZe byt u pacienti
s CVID nizZ3i, ve srovnani se zdravymi kontrolami (Kokron et al., 2004).

Monocyty a makrofagy CVID pacientd jsou obvykle aktivované. Makrofagy
navic produkuji velké mnoZstvi IL-12, ktery miZe indukovat posun imunitni odpovédi

smérem k Th1 (Di Renzo et al., 2004).

2.4.2.2 Etiopatogeneze CVID

Prvni ptipad onemocnéni CVID byl diagnostikovan jiZ v roce 1953. Pfesto viak
zakladni podstata této nemoci zistdva stile neobjasnéna (Kokron et al, 2004).
V posledni dobé bylo popsano nékolik monogenich defektd (viz dale), souvisejicich
s rozvojem CVID, av8ak dédi€nost onemocnéni je velmi variabilni a byla prokazana asi
u 20% ptipadu.

Vétsina rodin, ve kterych se CVID vyskytuje vicekrat, vykazuje autozomaln¢
dominantni typ dédi¢nosti, ale v men$iné piipadi se také prokazatelné vyskytuje
autozomalné recesivni dédi¢nost (Hammarstrom et al., 2000). Casty je soudasny vyskyt
CVID a IgA deficience (IgAD) v jedné rodiné. Navic nékteti pacienti mohou pfechazet
z IgAD do CVID fenotypu (Aghamohammadi et al., 2008).

Casteéné jsou za predispozice k onemocnéni CVID zodpovédné nékteré HLA
(human leukocyte antigens, lidské leukocytarni antigeny) alely. Hlavnim lokusem
souvisejicim s predispozici pro CVID je pravdépodobné HLA-DQ/DR (Kralovicova et
al., 2003). Byla také zji§t€na souvislost mezi homozygotni kompozici genti kodujicich
molekuly HLA 1II t¥idy, hlavné¢ HLA-DQ a onemocnénim CVID (De La Concha et al.,
1999). Navic se u CVID pacientt ¢asto objevuji haplotypy zahrnujici oblast mezi HLA-
DQB1 a HLA-A (Schroeder, 2000).

Monogenni defekty, které prokazatelné vedou k onemocnéni CVID zodpovidaji
pouze za 10-15 % vSech ptipadid CVID, u zbyvajicich pacienti tyto defekty pozorovany
nejsou. Jedna se o mutace v genech kédujicich TACI (transmembrane activator and
CAML interactor, transmembranovy aktivator interagujici s CAML; calcium-

modulating ligand, ligand regulujici vapnik), CD19 (diferenciaéni marker B bunétné
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linie) a ICOS (inducible co-stimulator molecule, indukovatelnd kostimula¢ni molekula;

Bacchelli et al., 2007).

2.4.2.2.1 TACI deficience

TACI je exprimovan na vSech lidskych perifernich B lymfocytech, zejména pak
na pozdnich transientnich B burikach a B lymfocytech marginalni zény. TACI funguje
jako receptor, na ktery se vazi ligandy BAFF (B cell activating factor, B bun&tny
aktiva¢ni faktor) a APRIL (a proliferation-inducing ligand, proliferaci indukujici
ligand). Signalizace ptes TACI negativné reguluje vyvoj B lymfocyti a je dileZita pro
izotypovy pfesmyk do IgA (Schneider 2005). Bylo popsano nékolik typl mutaci v genu
pro TACI (inzerce, substituce), jez maji za nasledek vznik nefunk&niho proteinu
a narueni signalizace pfes tento receptor (Salzer et al., 2005, Garibyan 2007). Mutace
v genu pro TACI jsou nalezeny u 8-10% ptipadu CVID pacientti (Bacchelli et al.,
2007).

2.4.2.2.2 CD19 deficience

Molekula CD19 tvofi spolu s proteiny CD21, CD81 a CD225 koreceptor BCR,
ktery ptenasi do B buiiky negativni i pozitivni signaly, v zavislosti na vazbé antigenu
nareceptor. U né&kolika pacientd byly popsany bodové mutace v genu pro CD19
(inzerce adelece), které mély za nasledek zménu dteciho ramce a tedy tvorbu
nefunkéniho proteinu. Tito pacienti maji normdlni pocet perifernich B lymfocytd,
exprese CD19 na B buiikach je vSak bud’ jen stéZi detekovatelna, nebo na povrchu
bunék zcela chybi. V dusledku toho mé nedostate¢na signalizace pfes CD19 za nasledek
slabou odpovéd’ B bunék na stimulaci antigenem a naru$enou tvorbu protilatek (van

Zelm et al., 2006).

2.4.2.2.3 ICOS deficience

Indukovatelna kostimulaéni molekula je exprimovana jen na aktivovanych
T lymfocytech. Jeji hlavni funkci je indukce sekrece cytokini a interleukinti, a to
zejména IL-10, ktery stimuluje termindlni diferenciaci B lymfocytti do pamétovych
a plazmatickych bun&k (Hutloff et al., 1999). Deficience ICOS u ¢élovéka je zpusobena
posunem ¢teciho ramce v genu kdédujicim ICOS, takZe vysledny protein je zkraceny
0 28 aminokyselin (AMK), a nemtZe byt exprimovan na T lymfocytech (Bacchelli et

al., 2007).
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Pacienti sdeficienci ICOS maji sniZzené celkové mnozZstvi B buné&k,
s vyznamnym snizenim CD27'IgM’IgD" izotypové piepnutych pamétovych bungk
ataké naivnich CD27IgM’'IgD’ bunék. Proces izotypového piesmyku je vyrazné
naruSen, zatimco somatické hypermutace nejsou ovlivnény. Déale je u ICOS
deficientnich pacientd narudena tvorba germindlnich center, a germindlni reakce viibec
neprobiha (Grimbacher et al., 2003).

2.4.2.3 Lé¢ba

Dtive byli pacienti lé¢eni intramuskularnimi injekcemi imunoglobulinti, pfestoZe
tato lé€ba byla bolestiva. Navic adekvatni hranice sérovych Ig nebylo dosaZeno
ainfekcim c&asto nebylo zabranéno. Vroce 1981 byla vUSA zavedena léEba
intravendzni imunoglobulinovou substituci (intravenous immunoblobulins, IVIG), jako
vylepSend, méné bolestiva alternativa k intramuskularnim Ig (Thampakkul a Ballow,
2001).

MnozZstvi poddvanych imunoglobulint se pohybuje od 300 do 600 mg/kg kazdé
3-4 tydny. 4 tydny po infuzi se hladina Ig signifikantné sniZuje, protoZe polocas rozpadu
Ig je asi 15-25 dni a imunoglobuliny jsou rychle transportovany do tkani. U terapie
vy$§imi davkami Ig (500-600 mg/kg) se jejich priméma hladina zvy3uje a po 4-8
mésicich pravidelnych infuzi je dosaZeno stabilizované hladiny. Tyto vysoké davky
IVIG jsou provazeny mensim poctem a leh¢im prib&hem infekci, snizenou frekvenci
a poftem dnd hospitalizace a mén€ dny 1é¢by antibiotiky. IVIG jsou obvykle dobte
tolerovany, av$ak néktefi pacienti si stéZuji na unavu, nevolnost, zvraceni, zimnici
a hore¢ku. Tyto vedlej$i u€inky jsou castéj$i u pacientd lécenych poprvé nebo
u pacientt s doprovodnymi infekcemi (Di Renzo et al., 2004).

2.4.2.3.1 Klasifikace CVID pacientu

Heterogenita onemocnéni CVID vyvolala potfebu rozdélit pacienty do skupin se
spoleénymi znaky. Kritériem klasifikace se staly zmény ve frekvencich
B lymfocytarnich subpopulaci. Celkem existuji 3 klasifikace: 2 star$i (Freiburgska
a Patizskd) a nejnovéjsi tzv. klasifikace EURO (Wehr et al., 2007).

Freiburgska klasifikace déli pacienty do 3 skupiny podle exprese povrchovych
molekul IgM, IgD, CD27, CD21na perifernich B lymfocytech.
Pacienti skupiny I maji méné nez 0,4% izotypové prepnutych IgDIgMCD27"
pamé&tovych B lymfocyti a déle se podle frekvence CD21'°" bun&k d&li na podskupiny
Ia (CD21°" B buitky tvok vice nez 20% B lymfocytii.), a Ib (normélni mnoZstvi
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CD21"" B bun&k). Skupina II sdruZuje pacienty snormalnim mnoZstvim izotypové
pfepnutych pamétovych bunék (Warnatz et al., 2002).

Kritériem PafiZské klasifikace jsou zmé&ny ve frekvenci populace pamé&tovych
B lymfocytd. Pacienti jsou rovnéZ rozdéleni do 3 skupin. Pro pacienty skupiny MBO je
typické sniZeni viech CD27" bunék pod 11%. Skupina MBI sdruzuje pacienty se
selektivni redukci izotypové prepnutych IgD IgM"CD27" pamé&tovych B bunék pod 8%.
Frekvence viech CD27" lymfocytii u této skupiny je viak vy$si nez 11%. Do skupiny
MB?2 jsou zafazeni pacienti, ktefi nespliiuji kritéria skupiny MBO ani MB1 (Piqueras
et al., 2003).

2.4.2.3.2 EURO Kklasifikace

Za u¢elem sjednoceni obou klasifika¢nich schémat vznikla velka celoevropska
studie. Jejim cilem bylo vySetfeni vét§iho poétu evropskych pacientil a hledani korelaci
klinickych parametri s klasifika¢nimi kritérii. V ramci studie byla provedena analyza
B lymfocytarnich subpopulaci pomoci pritokové cytometrie u vice nez 300 pacientti
sCVID a na jejim zakladé byla vytvofend nova klasifikace pacientli. Kritériem
rozdéleni CVID pacientt se staly zmény ve frekvenci izotypov€ pfepnutych
pamé&tovych bungk, transientnich bungk a CD21'°" bungk (tab. 2; Wehr et al., 2007).

Nejprve jsou pacienti rozdéleni podle frekvence viech B lymfocyti do skupiny
B+ (vice nez 1% B lymfocytt) a B- (méné nez 1% B lymfocytt). Skupina B+ se dale
déli podle poétu izotypové piepnutych pamétovych B bunék na skupinu
smB-(frekvence izotypov€ pfepnutych bun€k je mén€ nebo rovna 2%) a smB+
(frekvence izotypové piepnutych bunék je vétsi neZ 2%). Podle absolutni i relativni
frekvence transientnich bun€k se skupina smB- déli na dvé daldi. ZvySeny pocet
transientnich bungk maji pacienti smB-Tr" (rovno nebo vice neZ 9% transientnich
bunék), zatimco pacienti skupiny smB-Tr"*™ maji normalni poéet transientnich bun&k
(pod 9%). Skupiny SmB+ a SmB- se dale déli podle frekvence CD21° B bunééné
populace na skupinu smB-21" (zvy¥ena frekvence CD21° populace nad 10% viech
B lymfocytii) a na skupinu smB-21"™ (frekvence CD21" populace rovna nebo mensi
neZ 10% vsech B lymfocyti; Wehr et al., 2007).
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Populace B | Celkové kotypové prepnuté | CD2I™* | . .
lymfocytd lymfocyty B lymfocyty B lymfocyty Transientni buriky

<1%, B-

> 10%, smB+21"
> 2%, smB+

< 10%, smB+21"™

> 10%, smB-21"°

> 1%, B+

< 10%, smB-21"""
<2%, smB-

< 9%, smB-Tr"™

> 9% smB-Tr"

Tab. 2: Rozdéleni CVID pacienti podle EURO Kklasifikace. Upraveno podle Wehr
etal, 2007.

2.43 CD19'IgM'CD27CD21°"CD38""CD24" populace B lymfocytii

u CVID pacientii

Zmény ve vlastnostech, funkcich a frekvencich B bunéénych populaci jsou
charakteristickym rysem onemocnéni CVID a vyuZzivaji se jako klasifikaéni kritéria
pacientll. PfestoZe jiZ existuji tfi klasifikatni schémata pacientti s CVID, objevuji se
stale nové poznatky, které mohou vést k jejich ptehodnoceni.

Vramci analyzy B lymfocytarnich populaci u CVID pacienti metodou
prutokové cytometrie bylo zjisténo, Ze CVID pacienti maji signifikantn€ zvySenou
frekvenci dvou doposud nepopsanych B bunéénych populaci. Jedna se o populace
s fenotypem CD19'IgM'CD27CD21°*CD38"°*CD24" (dile jako CD24%)
a CD19'IgM*CD27 CD21"°*CD38"°*CD24" (dale jako CD24"; Vlkova, nepublikovana
data, grant IGA MZ CR NR/9198-3).

Tyto populace B lymfocyti nebyly doposud charakterizovany ani u zdravych
jedinct ani u CVID pacienti nebo jiné primarni imunodeficience. Neni tedy znamo, zda
se jiZz tyto buiiky setkaly s antigenem a pro$ly antigenem fizenou selekci, somatickou
hypermutaci, izotypovym pfesmykem a afinitni maturaci. Zafazeni téchto populaci

do vyvojové linine B lymfocyti je rovnéZ nejasné.
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Cenné informace o vyvoji B bunééné populace, ale i o vyvoji jediné konkrétni
B buriky, dokaZze zprostfedkovat molekularni charakteristika variabilnich oblasti gent
pro t&zké fetézce imunoglobulini. Tyto genové useky prochazi b&hem vyvoje
B lymfocytu rekombinaénimi a mutaénimi procesy a proto zaznamenavaji velké

mnoZstvi zmén, které je pak mozné detekovat molekularné€ biologickymi metodami.
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace, kterd je rovn&Z soudasti grantu IGA MZ CR
NR/9198-3,  je  charakterizovat  CD19'IgM'CD27 CD21°*CD38"°*CD24"
a D19'IgM*CD27 CD21"°*CD38"°“CD24" B bun&tné populace na molekularni vrovni
pomoci analyzy variabilnich oblasti genl pro téZzké fetézce imunoglobulinu.

Dil¢i cile jsou nasledujici:

1. Analyza geni pro variabilni oblasti téZkych fetézcl imunoglobulint u populaci
B lymfocyta CD19*IgM*CD27 CD21°*CD38"°*CD24"
a CD19'IgM'CD27 CD21°*CD38"°¥CD24 se zam&fenim na:

a) mutaéni frekvence (stimulace antigenem)

b) vyuziti konkrétnich Vy, Dy, Jy segmentt

¢) délku CDR3 oblasti

d) nukleotidové a aminokyselinové sloZzeni CDR3 oblasti (klonalni pfibuznost
B lymfocyti)

2. Analyza izotypového pfesmyku, tj. pfitomnost p a y transkriptt.

3. Srovnani molekularni charakteristiky téchto populaci u zdravého darce a CVID

pacienta.
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4  Material a metody

Zpracovani periferni krve a piiprava bun&né suspenze pro pritokovou
cytometrii byla provadéna v laboratofich Kliniky détské hematologie a onkologie FN
Motol. Ttidéni bun&k sledovanych B bunéénych populaci v periferni krvi pritokovym
cytometrem s tfHidicim modulem FACS Aria (Becton, Dickinson and Company, NJ,
USA) probihalo rovnéZz v laboratofich Kliniky détské hematologie a onkologie FN
Motol.

4.1 Zpracovani periferni krve

Periferni krev byla odebrana pacientim a zdravym jedincim na zakladé€ jejich
podepsaného informovaného souhlasu. Periferni mononuklearni buriky (PBMC,
peripheral blood mononuclear cells) byly separovany pomoci centrifugace v hustotnim
gradientu Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Svédsko). Tento postup byl pouZit jak pro
pfipravu bunééné suspenze pro prutokovou cytometrii tak pro tfidéni studovanych
populaci pomoci priitokového cytometru se sortovacim modulem.

Periferni krev byla odebrana do odbérovych zkumavek s K;EDTA a nafedéna
1x PBS (pH 7,2-7,4) v poméru 1:1 (9ml krve s 9ml 1x PBS). Smé&s byla navrstvena
na 9ml Ficollu v 50ml zkumavce (BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie) a sto¢ena
na centrifuze pfi 400x g pfi 10°C po dobu 30 minut. Prstenec tvofeny lymfocyty,
monocyty a nezralymi granulocyty byl odebran do nové 50ml zkumavky (BD
Biosciences) a doplnén do 5Sml 1% albuminem (Calbiochem, San Diego, CA, USA)
v 1x PBS. Vzorek byl stoen na centrifuze pfi 190x g pti 10°C po dobu 10 minut.
Supernatant byl odlit, sediment resuspendovan ve 4ml 1% albuminu (Calbiochem)
v 1x PBS a opét stocen na centrifuze pfi 190x g pfi 10°C po dobu 10 min. Supernatant
byl opét odebran tak, aby zbyl sediment o objemu asi 100ul, ktery byl dale barven
pro pritokovou cytometrii nebo tfidéni bunék.

b4 r

4.2 Znaceni bunécné suspenze pro pritokovou cytometrii a tiidéni
bunék
Znadeni bunétné suspenze pro prutokovou cytometrii a tfidéni bun¢k bylo
provadéno v laboratofich Kliniky détské hematologie a onkologie FN Motol podle
pfiloZenych protokoli. Suspenze PBMC o objemu 100ul byla 15 minut inkubovana
vetmé pfi 4°C svybranymi myS$imi monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi

s fluorochromy proti povrchovym antigenim lidskych B lymfocytd. Jednalo se
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o protilatky anti-CD27 Pacific Blue, klon LT27 (Exbio Praha a.s., Ceska Republika),
anti-CD38 Alexa Fluor 700, klon HIT2 (Exbio), anti-human IgM FITC, klon G20-127
(BD Pharmingen, San Jose, CA, USA), anti- CD21 APC, klon, B-ly4 (BD Pharmingen),
anti-CD24 PE, klon ALP9 (Immunotech, Marseille, Francie), anti-CD19 PC7, klon
J3-119 (Immunotech).

Pouzit¢ monoklondlni protilatky byly vZdy aplikovany v jednom vzorku
dohromady. Objem jednotlivych protilatek je uveden v tabulce 3.

Protilatky Objem protilatek (ul)

IgM/FITC, CD21/APC, CD24/PE, CD19/PC7,
CD27/Pacific Blue, CD38/Alexa Fluor 700 20/20/20/10/4/2
Tab. 3: Objem monoklonalnich protilatek pouzZitych pro znaceni vybranych populaci

B lymfocytu.

Soudasti protokolti byly také tzv. kompenza¢ni kontroly a kontroly
pro jednotlivé monoklondlni protilatky slouZici pfedev§im pro nastaveni priutokového
cytometru pfed vlastnim méfenim nebo tfidénim.

Po inkubaci byla bunééna suspenze vZdy dvakrat promyta v 1x PBS (pH 7,2 — 7,4)
a stoena na centrifuze pfi 190 x g pfi 10°C po dobu 10 minut. Poté byla suspenze
pfevedena do 100ul WSB roztoku (wash and staining buffer).

Méfeni frekvenci B bunéénych populaci v periferni krvi probihalo na pritokovém
cytometru s tfidicim modulem FACS Aria (Becton, Dickinson and Company, NJ, USA)
v laboratofi Kliniky détské hematologie a onkologie FN Motol.

Zptsob vymezeni studovanych B bunéénych populaci je znazornén na obrazku 9.

4.3 RT-PCR nairovni jedné buiiky (single cell RT-PCR)

B lymfocyty obou populaci byly tfidény pomoci pritokového cytometru
s tfidicim modulem (FACS Aria) do 96-ti jamkovych destit¢ek (BD Biosciences,
Le Pont De Claix, Francie) tak, Ze na kaZdou jamku pfipadla pravé jedna buriika
(obr. 10). Kazda jamka obsahovala 50ul lyza¢niho RT-PCR pufru (tab. 4).
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] koeéé koncentrace

29,5 -
0,1 MDTT 2,5 5mM
RNasin (40U/ul) 0,5 20U
50nM Spermidin 0,5 0,5nM
10ug pl BSA 0,05 0,5ng
800ng/ul Oligo dT 0,45 400ng
10% Triton X 5,0 1%
5x RT PCR buffer 10,0 1x
10mM dNTPs 1,0
Reverzni transkriptaza

Tab. 4 : SloZeni lyza¢niho ppo-

Thned po vytfidéni bunék byla zahdjena syntéza prvniho vldkna cDNA podle mRNA
templatu v cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA) za podminek:

50°C 60 min

4°C trvale
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4.4 Amplifikace variabilnich oblasti genu pro tézké retézce
imunoglobulinu
Pfeskupené VyuDulu segmenty byly amplifikovany pomoci publikované nested
PCR (Ruzickova et al., 2002).

4.4.1 Amplifikace externimi primery

Pro externi PCR byla pouzita smés primeru (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
USA) pro tzv. signalni (leader) sekvence variabilnich genovych segmentl
(SVH1-SVHS6) spolu s jednim z primertd pro konstatni oblast imunoglobuliovych gent
(Mju, Ga; Kiippers et. al, 1993).

SVH1 5'- CCA TGG ACT GGA CCT GGA -3
SVH2 5°- ATG GAC ACA CTTTGC TMC AC-3"
SVH3 5°- CCATGG AGT TTG GGC TGAGC -3’
SVH4 5°- ATG AAACACCTGTGG TTICTT -3’
SVH5 5'- ATG GGG TCA ACCGCC ATCCT -3’
SVH6 5°- ATG TCT GTC TCC TTC CTC AT -3’
Mju  5’- TCA GGA CTG ATG GGA AGCCC -3’
Ga 5’- CAG GCC GCT GGT CAG AGC G -3’

Pro externi PCR (80ul) byla pfipravena reakéni smés (tab. 5), ktera byla
rozpipetovana po 75u do jamek 96-ti jamkové desti¢ky (BD Biosciences).

| jem (ul/jamka) | kone#na koncentrace |

52,98 -

25mM MgCl, 8 2,5mM
100uM SVH1 0,56 0,7uM
100uM SVH2 0,56 0,7uM
100uM SVH3 0,56 0,7uM
100uM SVH4 0,56 0,7uM
100uM SVHS5 0,56 0,7uM
100uM SVH6 0,56 0,7uM

100uM Mju/(Ga) 0,56 0,7uM
10mM dNTPs 0,2mM
10x PCR pufr 1x

2,5 U/jamka
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Do kaZzdé jamky bylo pfidano Sul cDNA a kapka mineralniho oleje (Top-Bio, Praha,
Ceska republika). Amplifikaéni reakce probihala v cykleru (Bio-Rad) v téchto krocich:

1 cyklus: 95°C 7:00 min
50°C 1:00 min
72°C 1:30 min

35 cyklu: 94°C 1:00 min
50°C 0:30 min
72°C 1:30 min

1 cyklus: 4°C trvale

4.4.2 Amplifikace internimi primery

Z kazdé externi PCR reakce bylo provedeno dalsich 6 internich PCR amplifikaci
s pouZitim vZdy jednoho primeru (Invitrogen Corporation) specifického pro FR1 oblast
konkrétniho Vy segmentu jedné Vy rodiny (tj. pro kazdou rodinu zvlast’) v kombinaci
s primery pro viechny mozné Jy segmenty (Kiippers et. al, 1993).

iVHI1 FRI 5-CCT CAG TGA AGGTYT CCT GCAAGG C -3’
iVH2 FRI 5’- GTC CTG CGC TGG TGA AACCCA CAS A -3’
iVH3 FRI 5’- GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG - 3~
iVH4 FRI 5’- GAC CCT GTC CCT CACCTG CRCTGT C - 3’
iVHS FRI 5’- AAA AAG CCC GGG GAG TCTCTG ARG A -3
iVH6 FRI 5’- CTC ACT CAC CTG TGC CAT CTC CGG - 3’

iJH 1/3/4/5 5’- CGA CGG TGA CCA GGG TBC CYT GGC C - 3°
JH 2,5 5’- CGA CAG TGA CCA GGG TGC ACGGCC-3°
iJH6 5’- CGA CGG TGA CCG TGG TCC CTT GCC - 3°

Pro interni PCR (80ul) byla pfipravena reakéni smés (tab. 6), ktera byla rozpipetovana
po 75u do jamek 96-ti jamkové destiCky (BD Biosciences).
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objem (ul/jamka) | kone¢na koncentrace
H,0 54,98 -
25mM MgCl, 8 2,5mM
10mM dNTPs 1,6 0,2mM
100uM iVH primeru 0,48 0,6uM
100uM iJH 6 primeru 0,48 0,6uM
| 100uM iJH2/5 primeru 0,6uM
[100uM iJH1/3/4/5 primeru 0,6uM
| 10x PCR pufr

- 1 o

Do kaZzdé jamky bylo pfidano Sul cDNA a kapka mineralniho oleje (Top-Bio).
Amplifikaéni reakce probihala v cykleru (Bio-Rad) v téchto krocich:

1 cyklus 95°C 7:00 min
63°C 1:00 min
72°C 1:30 min

35 cykli: 94°C 1:00 min
63°C 0:30 min
72°C 1:30 min

1 cyklus: 4°C trvale

4.5 Sledovani pritomnosti specifického PCR produktu

Pfitomnost PCR produktu jsme zjistovali pomoci elektroforézy
v 1,5% agar6zovém gelu. NavaZenou agaré6zu  jsme rozpustili v odpovidajicim
mnozstvi IXTBE a nechali projit varem. Pfidali jsme ethidium bromid (kone¢na
koncentrace 0,01 pg/ml gelu, Sigma, St. Louis, USA) a nechali chladnout pfi pokojové
teploté. Zchladlou smés jsme nalili do pfipraveného nosi¢e gelu. Po ztuhnuti jsme gel
pfenesli do elektroforetické vany (Bio-Rad) a dolili 1x TBE tak, aby byl gel ponofen.

Do jamek jsme nanaseli vZdy po 20ul PCR produktu s 5ul SLB (Sigma Loading
Bufer, Sigma) a do jedné jamky jsme aplikovali 4ul velikostniho standardu DNA
Molecular Weight Marker XIV (Roche Diagnostics GmBH, Manhein, Némecko)
s 1ul SLB (Sigma). Dé&leni probihalo pti napé&ti 80V po dobu 75 minut. Pfitomnost PCR
produkti byla zjist¢na pomoci transluminatoru (Ultra-Lum, Claremont, Canada)

a vyfotografovana kamerou (Uvitec, Cambridge, UK).



4.6 Purifikace PCR produktu

Purifikace PCR produktti z agar6zového gelu byla provedena pomoci QIAquick
Gel Extraction Kitu (QIAGEN, Hilden, Némecko).

Nejprve jsme nechali zbyld mnoZstvi pozitivnich vzorka z pfedchoziho kroku
(60ul) rozdélit pomoci gelové agar6zové elektroforézy v 1,5% gelu v 1x TBE pfi napéti
80V po dobu asi 70 minut. Gel byl opét obarven ethidium bromidem (Sigma) o kone¢né
koncentraci 0,01 pg/ml gelu. Pfi pipetovani jsme vynechali vZdy jednu jamku, abychom
zamezili vzdjemné kontaminaci PCR produktti.

Kazdy prouzek o velikosti cca 250bp jsme zgelu vyfizli pomoci skalpelu
avlozili do pfedem oznaené sterilni 1,5ml zkumavky. Pfidali jsme 600ul QG pufru
a inkubovali zkumavky asi 10 minut pfi 50°C ve vodni lazni tak, aby se gel zcela
rozpustil. Zkumavky jsme vyndali z vodni lazn€, do kazdé piidali 200pl isopropanolu
(Penta, Chrudim, CR) a obsah dlouze promichali na vortexu (Janke& Kunkel, Staufen,
Némecko). Cést obsahu zkumavky (asi polovinu) jsme pfelili na specidlni kolonku
s filtrem (spin column) ve zkumavce a sto¢ili na mikrocentrifuze (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA) 1 minutu pfi 11.000x g. Vyndali jsme kolonku ze zkumavky, vylili
jeji obsah a nalili jsme zbytek (druhou polovinu) zkumavky na kolonku. Opét jsme
zkumavky centrifugovali 1 minutu pfi 11.000x g. Vyndali jsme kolonku a obsah
zkumavky vylili. Na kolonku jsme nanesli 500ul QG pufru a zkumavky jsme
centrifugovali 1 minutu pfi 11.000x g. Obsah zkumavky jsme vylili. Pfidali jsme 750ul
PE-WASH pufru s etanolem (Penta, Chrudim, CR) a inkubovali jsme zkumavky
5 minut pfi pokojové teploté (room temeperature, RT). Zkumavky jsme centrifugovali
1 minutu pfi 11.000x g a obsah zkumavky jsme vylili. Kolonky jsme vratili zpét
do zkumavky a centrifugovali je$té¢ jednou 1 minutu pfi 11.000x g. Kolonky jsme
ptenesli do specidlnich zkumavek se Sroubovacimi vi¢ky. Na kolonku jsme nanesli 30ul
EB pufr, zkumavky jsme inkubovali 1 minutu pti RT a poté centrifugovali 1 minutu pfi
18.000x g. Filtry jsme vyhodili, zkumavky zavieli, popsali a takto ptfecistény produkt

jsme dale pouzivali k sekvenovani.

4.7 Sekvenovani PCR produkti

Pro sekvena¢ni PCR reakce (10ul) jsme pouzivali Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit verze 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Pro kazdy
sekvenovany vzorek jsme si pfipravili reakéni smés (tab 7.), kterou jsme rozpipetovali

do jamek desti¢ky (BD Biosciences) nebo stripti (Eppendorf, Hamburg, Némecko).
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__Objem (ul/jamka)
H,O Zpl

| Big Dye pufr 2ul
|5 primer 1ul

Tab. 7: Reakéni smés pro sekvenaéni PCR.

K reakéni smési jsme pfidali Sul purifikovaného PCR produktu.
Sekvena¢ni reakce probihala v cykleru (Bio-Rad) za téchto podminek:

34 cykli: 96°C 0:10 min
45°C 0:05 min
60°C 4:00 min

1 cyklus 4°C trvale

4.8 Precipitace sekvena¢niho produktu etanolem
Pro kazdy sekvena¢ni produkt jsme si pfipravili precipitacni smés (tab. 8)

o celkovém objemu 350pl.

| Objem (ul/vzorek)
90pl

3 M NaAc (pH 5,2) 10pl
etanol

Tab. 8: Preipitaém’ smés.

K precipitatni smé&si v 1,5ml zkumavkach jsme ptidali 10ul sekvenaéniho
produktu, ktery jsme pfedtim kratce centrifugovali. Vzorek jsme fadné zvortexovali
a poté centrifugovali po dobu 18 minut ptfi 18.000x g. Supernatant jsme opatrné slili
a k sedimentu jsme pfidali 350ul 70% etanolu (Penta). Vzorek jsme stoéili na centrifuze
pfi 18.000x g. po dobu 8 minut. Etanol jsme odsali pipetou a sediment nechali
v laminarnim boxu (Flow Laboratories) vysusit. Po dokonalém odpafeni veSkerého

etanolu jsme zkumavky zavieli a vzorky centrifugovali pfi 18.000x g po dobu 10 minut.

4.9 Sekvenovani

Vlastni sekvenovani probihalo ve Stfedisku sekvenovani DNA

pti Mikrobiologickém ustavu AV CR, v. v. i.
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(www.biomed.cas.cz/mbu/lab119/index.htm) na sekvenatoru ABI PRISM 3130xl
(AME Bioscience, Toroed, Norway).

4.10 Vyhodnocovani a analyza pieskupenych VyDyJy genu pro tézké
Fetézce imunoglobulini
Ziskané sekvence pfeskupenych VyDyJy gend jsme porovnali se zarodeénymi,
nemutovanych sekvencemi, které jsou volné¢ dostupné v databazi V-BASE
(vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk). Takto jsme zjistili, kolik mutaci obsahuji nase sekvence

a vypocetli jsme mutaéni frekvenci (mf) pteskupenych VyDyJy gent podle vzorecku:

n

mf(%)= N x100

(n=pocet substituovanych nukleotidi ve Vy oblasti daného transkriptu, N=celkova délka
detekované Vy oblasti daného transkriptu)

Odeslanim naSich sekvenci do V-BASE jsme také zjistili, které konkrétni Vy,
Dy a Jy genové segmenty byly pouzZity pfi pfeskupovani imunoglobulinovych genti
v ptislu$nych B burikach a tedy také jaka je sekvence CDR1 - CDR3 oblasti a FR2
a FR3 oblasti.

Porovnanim mutaci ve Vy segmentech ziskanych mRNA transkripti se
zarodeénymi sekvencemi Vy genli a naslednym pfepisem mutovanych kodoni do
aminokyselin jsme rozli$ili mutace zaménné (replacement, R) a tiché (silent, S).

Piepis nukleotidové sekvence CDR3 oblasti do sekvenci aminokyselin byl
proveden pomoci statistického softwaru BioEdit verze 7.0.0 (Tom Hall, Carlsbad, CA,
USA, volné dostupné z adresy http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html).

4.11 Statisticka analyza

Pro statistické zhodnoceni dat jsme pouZili neparametricky Mann-Whitnetdv
t-test, Fisheriiv exaktni test, a test dobré shody (X test), které byly provedey pomoci
softwaru GraphPad Prism verze 3 (GraphPad, San Diego, USA).

Grafy byly vytvofeny v programu Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft
Corporation, Redmond, WA, USA).

Cely vySe uvedeny metodicky postup od tfidéni jednotlivych B lymfocyta

po ziskani sekvena¢niho histogramu je schematicky zndzornén na obr. 10.
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Znaten( B lymfocytd
monoklonainimi protilatkami

konjugovanymi s fluorochromy

3
1

Tridéni B bunék pritokovym cytometrem

Syntéza prvnho vidkna cDNA
podie mRNA templétu (RT-PCR)

| Leader" sekvence Konstantni oblast

——— |gH-cDNA  Nested PCR
FRI J segment

Separace PCR produkt
elektroforézou v
agarézovém gelu

Sekvenovani PCR produktii

Obr. 10: Schéma metodického postupu.
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4.12 Seznam pouzitych chemikalii a pFistroji

4.12.1 Chemikalie a kity

Acetat sodny (NaAC, 3M, pH 5,2)
Albumin

Agardza

Azid sodny

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit,
verze 1.1

BSA

DNA Molecular Weight Marker XIV

dNTPs 10 mM
DTT 0,1 M

EB pufr
Ethidium bromid
Ficoll-Paque
Izopropylalkohol
Etanol

MgCl; 25 mM

Minerélni PCR olej
NaAc 3M
PCR pufr 10x

PCR H,0
PE — WASH pufr
Primery na nested PCR 100 uM

QG pufr
QIAquick Gel Extraction Kit

Sigma, St. Louis, USA

Calbiochem, San Diego, CA, USA
Top-Bio, Praha, CR

Sigma, St. Louis, USA

Applied Biosystems, Foster City,
USA

Serva, Heidelberg, Némecko

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

QIAGEN GmBH, Hilden, Némecko
Sigma, St. Louis, USA

Pharmacia, Uppsala, Svédsko
Penta, Chrudim, CR

Penta, Chrudim, CR

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Top-Bio, Praha, Ceska republika
Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Top-Bio, Praha, Ceska republika
QIAGEN GmBH, Hilden, Némecko
Invitrogen Corporation, Carlsbad,
USA

QIAGEN GmBH, Hilden, Némecko
QIAGEN GmBH, Hilden, Némecko
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Oligo dT primer
RNasin plus RNase inhibitor

SLB
Spermidin 50 nM

PCR H,0
Taq polymeraza

PCR H,0

PrimeScript pufr 5x
Reverzni transkriptaza
Tris base (C4H;1NO3)
Triton X-100

Zelatina

4.12.2 Protilatky

Promega Corporation, Madison,
USA

Promega Corporation, Madison,
USA

Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Top-Bio, Praha, Ceska Republika
Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Top-Bio, Praha, Ceska Republika
TaKaRa, Shiga, Japonsko
TaKaRa, Shiga, Japonsko

Serva, Heidelberg, Némecko
Serva, Heidelberg, Némecko
Sigma, St. Louis, USA

Monoclonal Mouse Anti-Human IgM/FITC, klon G20-127 } BD Pharmingen, San Jose,
Monoclonal Mouse Anti-Human CD21/APC, klon, B-1y4

Monoclonal Mouse Anti-Human CD24/PE, klon ALP9

CA USA

Immunotech,
Marseille, France

Monoclonal Mouse Anti-Human CD19/PC7, klon J3-119

Exbio Praha a. s.,

Monoclonal Mouse Anti-Human CD27/Pacific Blue, klon LT27 Vestec, Ceska
Monoclonal Mouse Anti-Human CD38/Alexa Fluor 700, klon HIT2 Republika
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4.12.3 Roztoky

1.5% agar6zovy gel s ethidium bromidem:

kone¢na koncetrace

agardza

1,5%

1x TBE

ethidium bromid

0,01pg/ml

kone&na koncetrace

450mM

450mM

Tris base S4g
kyselina borita 27,5g
0,5M EDTA (pH 8) 20ml
1x TBE:
200ml 5x TBE + 800 ml HO

chemikalie

10mM ‘

kone¢na
koncetrace

Na(Cl

1,37M

KCl

0,027M

NazHPO4 .12 Hzo

0,081M

KH,PO, 2g 0,015M
H,O doplnit do 1000 ml -

1x PBS:
10 ml 10x PBS + 90 ml H,O

WSB:
chemikalie mnozstvi koneéna koncetrace
Zelatina 4ml] 0,18%
azid sodny lg 0,1%
1x PBS doplnit do 1000 ml -
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4.12.4 Pristroje a vybaveni
Automatické pipety

Automaticky davkovaé
Minicentrifuga Microfuge 18
Stolni centrifuga Alegra X-22R
Desti¢ky 96-ti jamkové
Elektroforetické vany
Elektronické vahy

CD kamera s termotiskarnou
Laminarni box

Mikrocentrifuga

Mikrovlna trouba MOM 717
Mikrozkumavky
Multikanalova pipeta

PCR cykler

Priutokovy cytometr s tfidicim modulem

FACS Aria
Rukavice latexové
Sekvenator ABI PRISM 3130xl1
PCR stripy s vicky
Spitky k automatickym pipetam
UV Transilluminator
Vodni termostat
Vortex
Zdroj elektrického napéti
Zkumavky 50 ml

Labnet, NJ, USA

Gilson, Middleton, WI, USA
Eppendorf, Hamburg, Némecko
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA
Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA

BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie

Bio-Rad, Hercules, CA,USA
Sartorius AG, Gottingem, Némecko
Uvitec, Cambridge, UK

Flow Laboratories Ltd, Surrey UK
Hermle Labortechnik, GmbH,
Wehingen,Némecko

Goddess, Zlin, Ceska Republika
Eppendorf, Hamburg, Némecko
Finnpipette, Vantan, Finsko
Bio-Rad, Hercules, CA,USA
Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA
Semperit, Videii, Rakousko

AME Bioscience, Toroed, Norsko
Eppendorf, Hamburg, Némecko
Eppendorf, Hamburg, Némecko
Ultra-Lum, Claremont, Canada
Dittmann, Bytom, Polsko

Janke& Kunkel, Staufen, Némecko
Bio-Rad, Hercules, CA,USA

BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie
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5 Vysledky

5.1 Klinické parametry analyzované skupiny CVID pacienti

Do studie bylo zafazeno celkem 48 pacientu s diagnézou CVID. Jednalo se o 25
Zen (52%) a 23 muzi (48%), kteti byli pacienty FN Motol (14 pacientti, 30%) a FN
u Svaté Anny v Brn&€ (34 pacientd, 70%). Klinické parametry pacienti, které poskytla
Mgr. Marcela Vlkova, PhD. z Ustavu klinické imunolgoie a alergie FN u Sv. Anny
v Brné, jsou shruty tabulkach 9 a 10.

Pohlavi 25 Zen (52%), 23 muzi (48%)
Rok narozeni 1963 (+ 14 let)

Vék v dobé objeveni priznakii CVID 29 let (= 14)

Vék v dobé diagnozy CVID 36 let (£14)
Prodleva mezi objevenim pfiznaku a diagnézou CVID 3 roky (£ 6 let)

VéEk v dobé€ analyzy 44 let (£16)

Tab. 9: Klinické parametry sledované skupiny CVID pacientli; median (+ standardni
chyba)

Charakteristika Podet pacientii (%)
Pneumonie béhem prodlevy v diagnéze 24 (50)
Pneumonie po zahajeni 1é¢by IVIG/SCIG 7(15)
Granulomy 2(4)
Zanéty pridusek 20 (42)
Fibr6za 13 (27)
Emfyzém (rozedma plic) 9(19)
Obstrukéni plicni nemoc 23 (48)
Restriktivni plicni poruchy 8(17)
Respiraéni insuficience 7 (15)
Splenomegalie 23 (48)
Lymfoadenopatie 10 (21)
Autoimunitni projevy 14 (29)

Tab. 10: Klinické symptomy sledované skupiny CVID pacientt

Podminkou pro méfeni B bunéénych populaci pritokovym cytometrem je
frekvence B lymfocytt v periferni krvi vy$8§i nez 1%. VSichni sledovani CVID pacienti
spliiovali tuto podminku.

Podle frekvence izotypové piepnutych pamétovych bungk a CD21"" B bungk
l1ze CVID pacienty rozdélit do 3 skupin tzv. Freiburgské klasifikace (Wehr ef al., 2007,
viz kapitola 2.4.2.3.1). Ze skupiny ndmi sledovanych CVID pacientt jich 15 (31%)
spada do skupiny Ia, 16 (33%) do skupiny Ib, a 17 (36%) do skupiny II (tab. 11).
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Skupina podle Freiburgské klasifikace Ia Ib II

Pocet pacienti (%) 15 (31) 16 (33) 17 (36)

Tab. 11: zafazeni CVID pacientl do skupin Freiburgské klasifikace (podle Wehr et al.,
2007).

5.2 Analyza frekvenci B buné¢nych populaci

CD19'IgM'CD27 CD21°"CD38"*CD24"

a CD19'IgM’'CD27 CD21""CD38"°"CD24 priitokovym

cytometrem

Frekvence sledovanych B bunéénych populaci
CD19'IgM*CD27°CD21"°*CD38"*CD24" (ddle oznatovana jako CD24%)
a CD19'IgM*CD27 CD21"°*CD38"°"CD24" (dile jako CD24") byly zméfeny pomoci
pritokového cytometru u sledované skupiny CVID pacientli a také u 56-ti zdravych
dérci. Zptsob vymezeni sledovanych populaci je znazornén na obrazku 9. Celkem 10
CVID pacienti bylo méfeno dvakrat, v rozmezi minimalné¢ 6-ti mésici, a naméfené
hodnoty byly pouZity pro statistické zpracovani samostatné. Méfeni provedl MUDr.
Tomas Kalina, PhD. z Kliniky détské hematologie a onkologie FN Motol.

Hodnoty frekvenci, které jsou dale pouZity pro statistickou analyzu, vyjadiuji,
kolik procent tvofi dana populace z konkrétniho vybéru (viz kapitola 4, obr. 9, 5. panel
pro populaci CD24" a 6. panel pro populaci CD24").

Pomoci neparametrického Mann-Whitneyova t-testu byly zjistény statisticky
vyznamné rozdily (p<0,0001) ve frekvencich populaci CD24" i CD24" v periferni krvi
mezi CVID pacienty a zdravymi dérci (obr. 11). Frekvence populace CD24" se u CVID
pacientii pohybuje v rozmezi 0,02 — 29,75% s medianem 1,52% a standardni chybou
7,48%. U zdravych dérci se frekvence této populace pohybuje v rozmezi 0,02 — 2,61%,
s medidnem 0,30% a standardni chybou 0,47% (tab. 12).

Frekvence populace CD24 se u CVID pacienti pohybuje v rozmezi
0,6 - 20,97% s medianem 1,81% a standardni chybou 5,25%. U zdravych darci se
frekvence populace CD24  pohybuje vrozmezi 0,02 — 4,48% s medianem 0,70%
a standardni chybou 0,88% (tab. 12).

V obou ptipadech byly sledované B lymfocytarni populace vyrazné
expandované v souboru vy$etfovanych CVID pacientt (obr. 11).
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CD24" CD24
% CVID pacienti | Zdravi darci | CVID pacienti | Zdravi darci
Minimum 0,02 0,02 0,06 0,02
Maximum 29,75 2,61 20,97 4,48
Median 1,52 0,30 1,81 0,70
Standardni chyba 7,48 0,47 5,25 0,88

Tab. 12: Statistické hodnoty sledovanych populaci B lymfocyti u skupiny CVID
pacientu a zdravych darci (v %).
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Obr. 11: Srovnani frekvenci CD19'IgM'CD27CD21°*CD38"* CD24"
a CD19'IgM*CD27 CD21°"CD38"°" CD24™ populaci B lymfocyti u CVID pacientt

a zdravych darcti, vodorovné ¢ary vyznaduji mediany.

5.3 Analyza genii pro variabilni oblasti téZzkych Fetézcu

imunoglobulini jednotlivych bunék z populaci

CD19'IgM'CD27 CD21°"CD38"" CD24"

a CD19'IgM'CD27 CD21°"CD38"" CD24 B lymfocyti

Pomoci pritokového cytometru s tfidicim modulem FACS Aria (Becton,
Dickinson and Company) bylo ziskano celkem 96 B lymfocyti CVID pacienta a 96
B lymfocyti zdravého darce. Vidy polovina bungk (48) predstavovala populaci
CD19'IgM'CD27 CD21"°*CD38"*CD24" a druhd  polovina  populaci
CD19'1gM*CD27CD21°*CD38"" CD24".
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5.3.1 Klinické parametry CVID pacienta

Pacientovi bylo onemocnéni CVID diagnostikovano vroce 2008. Jeho v&k
vdob¢ analyzy, tedy pfi méfeni frekvence a tfidéni vybranych populaci jeho
B lymfocytt, byl 32 let. Hlavnimi projevy nemoci jsou u tohoto pacienta ¢asté prijmy.
Pacient zarovenl trpi Crohnovou chorobou. Daldi projevy CVID onemocnéni jako
granulomy, fibréza, emfyezém, obstrukéni plicni nemoc, restriktivni plicni poruchy,
respiraéni insuficience a lymfoadenopatie nebyly u pacienta zaznamenany. Pacient je
lé¢en intravendzni substituci imunoglobulint. Klinické parametry tohoto pacienta, které
poskytla Mgr. Marcela Vlkova, PhD. z Ustavu klinické imunolgoie a alergie FN
u Sv. Anny v Bné, shrnuje tab. 13, hodnoty koncentraci imunoglobulint pak tab. 14.

Pohlavi muZ
Rok narozeni 1977
VE&k v dobé objeveni ptiznaki CVID 30 let
VeEk v dobé diagnézy CVID 31 let
Prodleva mezi objevenim ptiznaki a diagnézou CVID 1 rok
VE&k v dobé analyzy 32 let

Tab. 13: Klinické parametry CVID pacienta.

IgG IgA IgM
0,92 0,05 0,141

Koncentrace Ig v krvi pacienta v dobg&
diagnézy CVID (g/1)

Referenéni hodnoty koncentrace Ig

v krvi pro danou v€kovou skupinu (g/1)

Tab. 14: Hodnoty koncentraci Ig v krvi CVID pacienta v dobé diagnézy CVID

7,0 - 16,0 0,70 - 4,00 | 0,34-2,10

a eferen¢ni hodnoty koncentraci Ig pro danou vékovou skupinu (g/1).

5.3.2 Distribuce transkripti mRNA pro IgM a IgG izotypy imunoglobulini

v jednotlivych populacich

Z vyttidénych B lymfocytd populace CD24" CVID pacienta bylo ziskano
celkem 29 produktivnich VyDyly pfestaveb, z toho 28 (96,6%) transkripti izotypu IgM
a 1 (3,4%) transkript izotypu IgG. V populaci CD24" B lymfocyti CVID pacienta jsme
detekovali pfitomnost celkem 23 transkriptt, z nichZ 20 (87,0%) bylo izotypu IgM a 3
(13,0%) izotypu IgG.

V populaci CD24" zdravého darce jsme z vytfidénych B lymfocytt ziskali
celkem 25 produktivnich VyDyJy pfestaveb, z toho 24 (96,0%) transkriptl izotypu IgM
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a 1 (4,0%) transkript izotypu IgG. V populaci CD24" B lymfocyt zdravého darce jsme
zjistili pfitomnost 19 transkriptd, z nichZ bylo 13 (68,4%) izotypu IgM a 6 (31,6%)

izotypu IgG (tab. 15, obr.12).

Pomoci Fisherova exkatniho testu jsme zjistili signifikantné vé&ét$i pomérné

zastoupeni IgG transkriptti v populaci CD24 zdravého darce oproti populaci CD24"

zdravého darce (p=0,0316).
CVID pacient Zdravy darce
CD24" CD24- CD24" CD24-
Celkovy pocet analyzovanych
VyuDuJy piestaveb (IgM a IgG) 29 23 25 19
Pocet ptestaveb izotypu IgM (%) | 28 (96,6) 20 (87,0) 24 (96,0) 13 (68,4)
Pocet piestaveb izotypu IgG (%) 1(3,4) 3(13,0) 1(4,0) 6 (31,6)

Tab. 15: Po¢ty VyuDyJy pfestaveb izotypu IgM a IgG.
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Obr. 12: Pomérné zastoupeni transkripti izotypu IgM a IgG.

5.3.3 Analyza VyDyJy pireskupeni v transkriptech pro izotyp IgM

Zplisobem popsanym v kapitole 4.10 jsme zhodnotili zastoupeni Vy, Dy a Jy

genovych rodin, mutaéni frekvence a délky CDR3 oblasti sledovanych populaci
B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce.

5.3.3.1 Zastoupeni Vy genovych rodin

V B lymfocytech obou sledovanych populaci CVID pacienta i zdravého darce

byly ve VuDuJy pfestavbach detekovany Vy segmenty v podobném poméru.
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V transkriptech ziskanych z bungk populace CD24" B lymfocyti CVID pacienta byly
nalezeny Vy segmenty rodin Vyl - Vy4, vpopulaci CD24" B bun&k pak byly
zaznamenany Vy segmenty rodin Vyl - Vy5. U zdravého darce jsme v B lymfocytech
obou populaci objevili Vy segmenty rodin Vi1, Vi3 - Vy5. V Zadné sledované populaci
B bun¢k CVID pacienta ani zdravého dérce jsme nedetekovali pfitomnost transkripti
Vu segmentti rodiny Vy6 rodiny. U zdravého darce nebyly v zidné z populaci
zaznamenany IgM transkripty obsahujici segmenty rodiny V2 (obr. 13, tab. 16).

Nejéastéji byly v B lymfocytech populace CD24" CVID pacienta zaznamenany
genové segmenty rodiny Vi3 (18 z 28 transkriptl; 64,3%) a V1 (6 z 28 transkripty;
21,4%). V populaci CD24" B lymfcoyti pak byly v transkriptech nejastéji nalezeny
genové segmenty rodin Vi3 a Vy4 (shodné 8 z 20 transkripti; 40,%). Pomoci Fisherova
exaktniho testu jsme zjistili statisticky vyznamné vy$si (p=0,0339) zastoupeni segmenti:
rodiny Vy4 v buiikach populace CD24" oproti B lymfocytiim populace CD24™ (40,0%
vs. 10,7%).

V buiikdch sledovanych populaci zdravého darce byly rovnéZz nejéasté)i
pfitomny genové segmenty z rodiny Vy3. V populaci CD24" B lymfocyti to bylo 19
z 24 transkiptd (79,2%) a v populaci CD24" B lymfocyti pak 8 ze 13 transkripth
(61,5%). Podstatné méné castéji pak byly v butikdch téchto populaci detekovany
segmenty genovych rodin Vyd, V5 a Vyl. '

90,0 .
CVID pacient:  @CD24+
80,0 -
mCD24-
70,0 - .y
; Zdravy darce:  m(CD24+
60,0 -
| mCD24-
50,0 | p<0,0339
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0.0 - . il ‘ -
% VH1 VH2 VH3 VH4 VHS

Obr. 13: Zastoupeni jednotlivych Vi genovych rodin v populacich CD24" a CD24
B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce.
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CVID pacient Zdravy darce

Vurodina | CD24" CD24 CD24" CD24
Vul(%) 6 (21,4) 2 (10,0) 14,2) 1(7,7)
Vu2 (%) 1(3,6) 1(5,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vu3 (%) | 18(64,3) | 8(40,0) | 19(79,2) | 8(61,5)
Vud (%) | 3(10,7) 8 (40,0) 2(8,3) 2(15,4)
Vus (%) 0 (0,0) 1(5,0) 2(8,3) 2(15,4)

Tab. 16: Pocet a pomé&mé zastoupeni jednotlivych Vy genovych rodin v populacich
CD24" a CD24 B lymfocytti CVID pacienta a zdravého dérce.

5.3.3.2 Zastoupeni Vy genovych segmentii

V transkriptech detekovanych v B lymfocytech obou sledovanych populaci byla
detekovana pfitomnost celé 3kaly rliznych Vy segmentt (obr. 14, tab. 17). Nejcastéji
byly v populaci CD24" B lymfocytii CVID pacienta nalezeny genové segmenty Vy3-23
(5 z 28 transkriptt; 17,8%), Vyl-18 a Vy3-30-5 (shodné 3 z 28 transkripti; 10,6%).
V populaci CD24" B lymfocyti byly nejéastéji pfitomen genovy segment Vy4-34
(7 z 20 trankripta; 35,0%).

V populaci CD24" B lymfocyti zdravého darce byly nejéastdji detekovany
genové segmenty Vy3-23 (8 z 24 transkriptd; 33,3%) a Vyu3-7 (3 z23 transkripti;
12,5%), v populaci CD24" pak segment Vy5-51 (2 ze 13 transkriptl; 15,4%). V Zadné
z populaci zdravého darce nebyl nalezen segment Vy4-34.

Pomoci Fisherova exaktniho testu jsme prokazali statisticky vyznamné vy$si
zatoupeni segmentu Vy4-34 v populaci CD24" oproti populaci CD24" B lymfocyti
CVID pacienta (35,0% vs. 3,6%, p=0,0061). VySe uvedena absence tohoto segmentu
v transkriptech bunék zdravého darce byla statisticky vyznamna v jeho populaci CD24"
B lymfocyti ve srovnani se stejnou populaci CVID pacienta (0% vs. 35%; p=0,0266).
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Obr. 14: Zastoupeni jednotlivych Vy genovych segmentti v populacich CD24" a CD24

B lymfocyti CVID pacienta a zdravého dérce.
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CVID pacient Zdravy darce

Vu gen CD24" CD24 CD24" CD24
Vi1-69 (%) 1(3,6) 1(5,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vi1-18 (%) 3(10,6) 1(5,0) 1(4,2) 1(7,7)
Vyu1-3 (%) 1(3,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vyul-2 (%) 1(3,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vi2-5 (%) 1(3,6) 1(5,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vi3-7 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 3(12,5) 1(7,7)
Vg3-9 (%) 1(3,6) 0(0,0) 1(4,2) 0 (0,0)
Vi3-11 (%) 2(7,1) 2(10,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vi3-13 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(7,7)
Vi3-15 (%) 0 (0,0) 2(10,0) 2(8,3) 0 (0,0)
Vi3-20 (%) 1(3,6) 1(5,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vi3-23 (%) 5(17,8) 1(5,0) 8 (33,3) 1(7,7)
Vi3-30-5 (%) 3 (10,6) 0 (0,0) 1(4,2) 1(7,7)
Vy3-30-3 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,2) 1(7,7)
Vi3-33 (%) 1(3,6) 0 (0,0) 1(4,2) 1(7,7)
Vu3-48 (%) 1(3,6) 2(10,0) 1(4,2) 1(7,7)
Vu3-49 (%) 1(3,6) 0(0,0) 0(0,0) 1(7,7)
Vu3-64 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,2) 0 (0,0)
Vi3-66 (%) 1(3,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vu3-74 (%) 2(7,1) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0)
Vyd-4 (%) 1(3,6) 1(5,0) 2(8,3) 0 (0,0)
Vud-34 (%) 1(3,6) 7 (35,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
V34-39 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(7,7)
Vd-59 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(7,7)
Vyud-61 (%) 1(3,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Vyu5-51 (%) 0 (0,0) 1(5,0) 1(4,2) 2(154)
Vy5-a (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(4,2) 0 (0,0)

Tab. 17: Poget a pomé&mé zastoupeni Vy genovych segmentii v populacich CD24"
a CD24 B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce.

5.3.3.3 Zastoupeni Dy genovych rodin

V transkriptech ziskanych z B lymfocytii obou sledovanych populaci CVID
pacienta byly detekovany jednotlivé Dy genové rodiny v podobném pomérném
zastoupeni (obr. 15, tab. 18). V populaci CD24" B lymfocyth CVID pacienta jsme
zjistili pfitomnost genovych rodin Dyl — Dy3 a Dy6, v populaci CD24" pak rodiny Dyl
— Dy4 a Dy6. V obou populacich B bunék zdravého déarce jsme zaznamenali genové
rodiny Dyl — Dy6, v populaci CD24" pak navic i rodinu Dy7. V detekovanych IgM
transkriptech nebyly nalezeny Zadné segmenty rodiny Dy5.

Nejcastéji byly v B lymfocytech obou populaci CVID pacienta nalezeny genové
segmenty rodin Dy3 a Dy6. Segmenty rodiny Dy3 byly zaznamenany v 39,3% ptipada
(11 transkripti z28) bungk populace CD24" B lymfocytt a 35,0% ptipadi (7 z20
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transkriptil) bun€k populace CD24" B lymfocyti. Pfitomnost segmentii rodiny Dy6 jsme
zjistili v 25,0% ptipadt (7 z 24 transkripti) bunék populace CD24" a ve 30,0% piipadi
(6 z 20 transkriptti) bunék populace CD24".

V buitkach populace CD24" B lymfocytt zdravého darce byly nejéastiji
objeveny segmenty rodiny Dy3 (7 z 24 transkript; 29,2%) a Dy5 (4 z 24 transkripti;
16,7%). V populaci CD24" B lymfocyti pak byly nejlastéji detekovany segmenty
rodiny Dy6 (3 ze 13 transkripti; 23,1%).

Absence segmentti Dy5 rodiny u zdravého darce byla statisticky vyznamna
v ptipadé jeho populace CD24" B lymfocyth ve srovnani s stejnou populaci
B lymfocytli CVID pacienta (0,0% vs. 16,7% u CVID pacienta, p=0,0393).
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Obr. 15: Zastoupeni Dy genovych rodin v populacich CD24* a CD24" B lymfocytt
CVID pacienta a zdravého darce, (nd = nedefinované segmenty, not defined).
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CVID pacient Zdravy déirce
Dy rodina CD24" CD24 CD24" CD24
Dyl (%) 3(10,7) 3(15,0) 3(12,5) 2(15,4)
Du2 (%) 2(7,1) 1(5,0) 3(12,5) 1(7,7)
Dy3 (%) 11 (39,3) 7 (35,0) 7 (29,2) 2(15,4)
Dy4 (%) 0 (0,0) 2(10,0) 1(4,2) 2 (15,4)
Dy5 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 4(16,7) 2(15,4)
Dy6 (%) 7 (25,0) 6 (30,0) 3(12,5) 3(23,1)
Dy7 (%) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(7,7)
nd (%) 5(17,9) 1(5,0) 3(12,5) 0 (0,0)

Tab. 18: Pocet a pomé&mé zastoupeni Dy genovych rodin v populacich CD24" a CD24"
B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce, (nd = nedefinované segmenty, not
defined).

5.3.3.4 Zastoupeni Jy genovych segmenti

V transkriptech detekovanych v B lymfocytech obou sledovanych populaci
CVID pacienta i zdravého déarce jsme detekovali zastoupeni jednotlivych Jy genovych
segmenti opét v podobném poméru (obr. 16, tab. 19).

Vyrazné nejéastéji byly v buiikach obou sledovanych populaci CVID pacienta
nalezeny segmenty Jy4 (14 z 28 transkriptii; 50,0% v populaci CD24" a 12 z 20; 60,0%
v populaci CD24).

V populaci CD24" zdravého dérce jsme nejlastdji detekovali segmenty Jy6
(10 z 24 transkriptt; 41,7%) a Jy4 (9 z24; 37,5%). V buiikach populace CD24
B lymfocytt pak vyrazné pifevazoval segment Jy4 (9 ze 13; 69,2%).

Pomoci Fisherova exaktniho testu jsme zjistili statisticky vyznamn€ vy$si
zastoupeni Jy6 segmentu v CD24" B lymfocytech zdravého darce oproti stejné populaci
B lymfocyti CVID pacienta (41,7% vs. 14,3%; p=0,0332).
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Obr. 16: Zastoupeni Ji; genovych segmentt v populacich CD24" a CD24" B lymfocytt

CVID pacienta a zdravého darce, (nd = nedefinované segmenty, not defined).

CVID pacient Zdravy darce

CD24+ |CD24- |CD24+ |CD24-
Jul (%) [1(3,6) 1(5,0) 1(4,2) 0 (0,0)
Jud (%) |2(7,1) 2(10,00 13(12,5) [0(0,0)
Jud (%) |14 (50,0) |12 (60,0) |9 (37,5) |9 (69,2)
JuS (%) [3(10,7) [3(15,0) [1(4,2) 2(15,4)
Ju6 (%) [4(14,3) [2(10,0) |10(41,7) |2(15,4)
nd (%) [(4(14,3) [0(0,00 [0(0,0) 0 (0,0)

+

Tab. 19: Podet a pomérné zastoupeni Jy genovych segmentti v populacich CD24
a CD24" B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce, (nd = nedefinované segmenty,
not defined).

5.3.3.5 Mutaéni frekvence

Primé&ma mutaéni frekvence Vy genovych segmentli detekovanych v populaci
CD24" B lymfocytt byla 2,5% (£2,2%), v populaci CD24" B lymfocytad pak 0,5%
(£0,9%) pro B lymfocyty CVID pacienta. V transkriptech ziskanych z buné€k populace
CD24" B lymfocytt zdravého darce jsme zaznamenali Vy genové segmenty, jejichz
praimérma muta¢ni frekvence byla 1,8% (+2,2%). Primérna muta¢ni frekvence Vy
segmenti detekovanych v transkriptech z bunék populace CD24" B lymfocytti zdravého
darce pak byla 2,2% (£2,0; tab. 20, obr. 17).

Za somaticky mutované byly povaZzovany Vy segmenty obsahujici vice nez 2%

mutaci (Brezinschek et al., 1997). U populace CD24" B lymfocytd CVID pacienta tedy
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bylo podle tohoto kritéria mutovano 46,4% Vy segmentt (13 z 28), zatimco u populace
CD24" B lymfocytt to bylo jen 10,0% Vy segmenti (2 z 20). Vy segmenty v populaci
CD24" zdravého darce pak byly mutovany z 25,0% (6 z 24 segmentl) a Vy segmenty
v populaci CD24 pak byly mutovany ze 46,2% (6 ze 13).

CVID pacient Zdravy darce

Populace B lymfocyti CD24" | CD24 | CD24" | CD24

Primé&ma mf Vy segmentd, + sd (%) | 2,5¢2,2 | 0,5+0,9 | 1,842,2 | 2,2+2.0

Minimum — maximum mutaci (%) 0-89 0-32 }0-79 | 0-52

Pocet V4 segmentti obsahujici vice
nez 2% mutaci (%) 13 (46,4) | 2(10,0) | 6(25) | 6(46,2)

Pocet Vy segmenti obsahujici méné

neZ 2% mutaci (%) 15 (53,6) | 18 (90,0) | 18 (75) | 7 (53,8)

Tab. 20: Mutaéni frekvence a podty mutovanych Vysegmentd, (sd=standardni
odchylka, standard deviation, mf=mutaéni frekvence, mutational frequency).

Pomoci Mann-Whitneova neparametrického t-testu jsme prokézali statisticky
vyznamné rozdily v muta¢nich frekvencich transkripti Vy segmenti mezi populacemi
CD24" a CD24" (primér 2,5% vs. 0,5%; p=0,0003) CVID pacienta a také mezi
populacemi CD24" B lymfocyti CVID pacienta a stejnou populaci zdravého darce
(primér 0,5% vs. 2,2%; p=0,0060).
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Obr. 17: Distribuce muta¢énich frekvenci v detekovanych Vysegmentech IgM
transkripth v populacich CD24" a CD24" B lymfocytti CVID pacienta a zdravého darce;
vodorovné ¢ary vyznacuji priméry.

5.3.3.6 Distribuce zaménnych a tichych mutaci

Do hodnoceni distribuce zaménnych (replacement, R) a tichych (silent, S)
mutaci jsme zafadili jen Vy sekvence, které obsahovaly vice nez 2% mutaci
(Brezinschek et al., 1997, tab. 20). Z obrazki 18 a 19 je patrné, Ze k mutacim dochazelo
¢asté&ji v CDR oblastech a to u obou populaci CVID pacienta i zdravého darce.

Pomoci Fisherova exaktniho testu jsme ve Vy segmentech v populaci CD24"
B lymfocytd CVID pacienta prokazali signifikantné ¢ast&j$i vyskyt R mutaci v CDR2
oblasti ve srovnani s FR2 oblasti (p<0,0001) i FR3 oblasti (p<0,0005) a taky East&jsi
vyskyt R mutaci v CDR1 oblasti oproti oblastem FR2 (p=0,0321) a FR3 (p=0,0134, obr.
18).

Statisticky vyznamné rozdily v rozloZeni R mutaci jsme zjistili také u populace
CD24" B lymfocytt zdravého darce a to mezi oblastmi CDR2 a FR2 (p=0,0090)
a CDR1 a FR2 (p=0,0016) ve smyslu &astéj$iho vyskytu R mutaci v CDR oblastech
(obr. 18).

V populaci CD24" zdravého darce jsme detekovali signifikantné Castéjsi vyskyt
R mutaci v CDR2 oblasti oproti oblasti FR2 (p=0,0143) a také v CDR2 oblasti
ve srovnani s FR3 oblasti (p=0,0005; obr. 19).
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Obr. 18: Frekvence a distribuce zaménnych (R) a tichych (S) mutaci ve Vy genovych
segmentech v populaci CD24" B lymfocyta CVID pacienta (CVID) a zdravého déarce
(ZD).
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Obr. 19: Frekvence a distribuce zaménnych (R) a tichych (S) mutaci ve Vy genovych
segmentech v populaci CD24" B lymfocytd CVID pacienta (CVID) a zdravého dérce
(ZD).
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5.3.3.7 Distribuce délek CDR3 oblasti

CDR3 oblast tézkého fetézce imunoglobulinu je uréena sekvenci mezi 95. a 102.
kodonem (v¢etné téchto kodoni), tj. mezi 3’koncem Vysegmentu a 5'koncem Jy
segmentu (Ivanov et al., 2005; obr. 20). 95. kodon se u vétSiny Vy segmenti sklada
ze dvou nukleotidi, které jsou soudasti Vy segmentu a jednoho nukleotidu, ktery je jiz
soutasti Dy segmentu. V této oblasti ¢asto dochazi diky aktivity DNA exonukleazy
k odstranéni nékolika nukleotidd, a to i z pfedchozich kodonti Vy segmentu a nasledné
pak k adici ndhodnych nebo palindromickych nukleotidi, které nejsou koédovany
zarode¢nou sekvenci DNA. Pokud byly exonukledzou odstranény nékteré nukleotidy
ze 3'’konce Vy segmentu, byl za jeho konec povaZovan ten kodon, ktery aktivitou

exonuklazy nebyl pozménén, a nasledujici kodon byl povaZzovan za zafatek CDR3

l CDR3 oblast l

92 93 94 95 99 100 101 102 103 104
. T6T 6C6 RAR GRC AGA CCR GTG GGA GCC CCC GGG _GAC TG6 TTC GAC CCC TGG GGC ...

oblasti.

V segment D segment J segment

Obr. 20: Priklad vymezeni CDR3 oblasti IgH fetézce.

Délky CDR3 oblasti jednotlivych transkripti téZkych fetézci imunoglobulint
detekovanych ve sledovanych populacich bun&€k se pohybovaly mezi 8 az 21 AMK
(median 15+0,67 AMK) pro populaci CD24" B lymfocyti a mezi 10 az 21 AMK
(median 12+0,65 AMK) pro populaci CD24" B lymfocytti CVID pacienta (obr. 21).

V B lymfocytech zdravého déarce byly nalezeny transkripty t€Zkych fetézct
imunoglobulini, jejichZ délka CDR3 oblasti se pohybovala mezi 6 az 20 AMK (median
160,69 AMK) u populace CD24" a mezi 8 az 16 AMK u populace CD24" (median 13
+0,64 AMK).

Pomoci Mann-Whitneova neparametrického t-testu jsme zjistili statisticky
vyznamny rozdil v distribuci délek CDR3 oblasti detekovanych transkripti a to mezi
populacemi CD24" B lymfocyti a CD24" B lymfocytl zdravého darce (median 16 vs.
13 AMK; p=0,0086).
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Obr. 21: Délka CDR3 oblasti populaci CD24" a CD24" B lymfocytii u CVID pacienta

a zdravého darce (vodorovné ¢ary vyznacuji mediany).

5.3.3.8 Aminokyselinové slozeni CDR3 oblasti
Ziskané nukleotidové sekvence CDR3 oblasti byly pfevedeny do sekvenci

aminokyselin pomoci statistického softwaru BioEdit verze 7.0.0. Zastoupeni

jednotlivych aminokyselin v CDR3 oblastech

imunoglobulini tvofenych néami

sledovanymi populacemi B lymfocyti CVID pacienta i zdravého darce se velmi
podobaji (obr. 22). Nej¢astéji byl v CDR3 oblastech zaznamenan vyskyt aminokyselin

tyrosinu, glycinu, asparaginu a serinu.
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Obr. 22: Relativni zastoupeni aminokyselin v CDR3 oblastech transkriptt

imunoglobulinid tvofenych sledovanymi populacemi B lymfocyta.

Zastoupeni pozitivné a negativné nabitych a neutralnich aminokyselin v CDR3
oblastech detekovanych transkripti t&¢Zkych fet€zci imunoglobulind tvofenych nami
sledovanymi populacemi B lymfocytti CVID pacienta i zdravého dérce se rovnéZ velmi
podobaji (obr. 23). Neutrdlni aminokyseliny tvofi pfiblizné¢ 70 — 80% aminokyselin
CDR3 oblasti, negativné nabité aminokyseliny tvofi 12 — 15% a pozitivn€ nabité
aminokyseliny zbyvajicich 6 — 13% aminokyselin CDR3 oblasti.

Pomoci Fisherova exaktniho testu jsme zjistili statisticky vyznamné niZ$i podil
pozitivné nabitych aminokyselin v CDR3 oblastech transkriptli ziskanych z bun¢k
populace CD24" B lymfocyth zdravého darce oproti populaci CD24" B lymfocyti
zdravého darce (5,7% vs. 13%, p=0,0095). Podobné sniZeni je patrné také mezi
stejnymi B buné¢nymi populacemi pacienta s CVID (6,5% vs. 8,9%), v tomto piipadé
vSak rozdil nedosahl statistické vyznamnosti.
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Obr. 23: Relativni zastoupeni pozitivné a negativné nabitych a neutralnich AMK
v CDR3 oblastech detekovanych transkriptii imunoglobulint.

5.3.4 Analyza VyDyJy pifeskupeni v transkriptech pro izotyp IgG

V buitkach populace CD24" CVID pacienta byl zcelkového po&tu 29
detekovanych transkript 1 transkript izotypu IgG, v buiikdch populace CD24" to pak
byly 3 transkritpy z 23 (tab. 15). U obou sledovanych populaci B lymfocytd CVID
pacienta byly viechny IgG transkripty detekovany v burikach, ve kterych jsme zjistili
také pfitomnost transkripti izotypu IgM. Muta¢ni frekvence Vy segmenti jednotlivych
transkriptd IgM a IgG byla zcela identickd. Vlastnosti VyDuJy pfeskupeni IgG
transkriptti shrnuje tabulka 21.

Vy Dy Délka
vzgrek populace ro:lli*:m genovy Xlgfz; genovy Dy gen Ju gen mf | CDR3

lokus lokus (nazev) (nazev) (%) (AMK)

1A CD24* Vi3 3-23 DP-47/V3-23 5-12 D5-12/DK1 Jdd 49 8

8C CD24 Val 1-18 DP-14/V1-18+ 3-09 D3-9/DXP1 JuSb 0,5 21

9G CcD24 Vid 4-34 DP-63/VH4.21 505 D5-5/DK4 Judd 00 13

12E CD24 Vs 5-51 DP-73/V5-51 2-08 D2-8/DLR1 Ju3db 32 11

Tab. 21: Vyuziti Vy, Dy a Jy segmenti, mf (mutaéni frekvence) a délka CDR3 oblasti
transkriptti izotypu IgG tvofenych B lymfocyty CVID pacienta.

U zdravého darce byl v buitkich populace CD24" B lymfocyti z celkového

poctu 25 nalezenych transkripti 1 transkript izotypu IgG, u populace CD24" to bylo 6
transkripti z 19 (tab. 15).
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Na rozdil od CVID pacienta byly IgG transkripty v B lymfocytech zdravého
darce detekovany v buiikich, ve kterych jsme pfitomnost transkriptti izotypu IgM
nezaznamenali. Vlastnosti VyDyly pfeskupeni IgG transkripti shrnuje tabulka 22.
Priméma mutaéni frekvence Vy segmentl IgG transkripti v populaci CD24° byla
2,8+1,7% a pohybovala se od 0 do 5,2%.

v Dy Délka
vzorek Vi H , , Dy gen Ju gen mf
¢ | Popvlace | ina genovy | Vegen (ndzev) | 8500V | (nizev) | (ndzev) | (%) (%ng)
6A | CD2&" | Vhi | 145 | Dp-iomviosi | 215 | Dzism2 | Jgda | 24 | 19
7C_| cp24 | VvHs | sa VH32Sanz+ | 5-12 | D5.12DKI | Jysa | 29 | 7
TH | CD24 | VH5S | S VH32Samzt | 512 | D5-12DK1 | Jysa | 29 | 7
10A | CD24 | Vi3 | 3305 | Dp4oiom | 126 | D126 b [ 28 | 12
10B | CD24 | Vi3 | 315 DP-385-1 606 | D66DN4 | Jab | 00 | 11
10H | CD24 | vi2 | 270 $12.10 od od nd |52 13
12H | CD24" | VHI | 103 | DP2sVi3br | 2402 D4 b | 33 | 18

Tab. 22: Vyuziti Vy, Dy a Jy segmentti, mf (muta¢ni frekvence) a délka CDR3 oblasti
transkripti izotypu IgG tvotenych B lymfocyty zdravého darce; nd=nedefinované udaje,
not defined.

5.3.5 Klonalni pFibuznost

Mezi detekovanymi transkripty tézkych fetézcii imunoglobulinti izotypu IgM
ve sledovanych populacich B lymfocyti CVID pacienta ani zdravého déarce jsme
nenalezli Zddné identické transkripty, jejichz pfitomnost by naznafovala klonalni
pfibuznost B lymfocytu.

Dva identické transkripty izotypu IgG jsme nalezli v populaci CD24" zdravého
darce, (obr. 24., vzorky &. 7C a 7H).

3" konec Vi segmentu Dy segment 5’konec Jy segment
(5-2) (5-12) (5a)
CDR3 oblast
Vzorek ¢&. 7C: TGT GCG AGA GAG TAT AGG GGC TAC GAT TCT TGG GGC CAG GGA ACC
Vzorek ¢&. 7TH: TGT GCG AGA GAG TAT AGG GGC TAC GAT TCT TGG GGC CAG GGA ACC

Obr. 24: Nukleotidova sekvence CDR3 oblasti (¢ervené) trasnkripta ¢. 7C a 7H.
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6 Diskuze

6.1 Analyza frekvenci B bunéénych populaci

CD19'IgM'CD27 CD21°"CD38""CD24"

a CD19'IgM'CD27 CD21°"CD38""CD24 priitokovym

cytometrem

Metodou pritokové cytometrie byla u skupiny CVID pacientil, v porovnani se
skupinou zdravych darci, detekovana signifikantné zvysena frekvence dvou doposud
nepopsanych populaci perifemich B lymfocyti. Jednalo se o populace
CD19'IgM"CD27'CD21"°*CD38"*CD24* (dile  jako  CD24Y)
a CD19'IgM*CD27 CD21"°*CD38"°*CD24 (dale jako CD24).

V krvi nékterych CVID pacientl byla jiz dfive nalezena expandovana populace
CD19"™CD27CD21°*CD38"°"IgM" B lymfocytii, ktera se vkrvi zdravych darct
vyskytuje vzacné (Wehr et al., 2008; Warnatz a Schleiser, 2008). Je pravdépodobné, Ze
rozSifenim panelu sledovanych znakti o marker CD24 jsme byli schopni uvedenou

populaci jesté 1épe charakterizovat a tim rozdélit na dvé subpopulace.

6.2 Analyza genu pro variabilni oblasti téZkych Fetézci
imunoglobulini jednotlivych bunék z populaci

CD19'IgM'CD27 CD21"*CD38""CD24"

a CD19'IgM'CD27 CD21'""CD38""CD24 B lymfocyti

ProtoZe populace CD24" ani CD24" B lymfocytti nebyly doposud popsany, bylo
cilem této prace provést prvotni molekularni charakteristiku variabilnich oblasti téZkych
fet€zci imunoglobulini tvofenych butikami téchto populaci B lymfocytd CVID
pacienta a zdravého darce na Girovni mRNA.

Obe¢ populace byly pted zahajenim studie povaZzovany za naivni B buiiky, jelikoz
nenesou na svém povrchu molekulu CD27 obecné povaZovanou za typicky marker
pamétovych B lymfocyti, které proSly antigenem fizenou selekci v germindlnich
centrech (Klein et al, 1998). Nase nalezy vSak naznaduji, Ze obé sledované populace
B lymfocyti proly antigenni stimulaci a germinalni reakci, i kdyZ molekulu CD27
na svém povrchu neexprimuji a vykazuji spiSe znaky pamétovych B bun€k. Nejednalo

by se o prvni takovy ptipad, protoZe jiz byla popsdna minoritni populace perifernich
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B lymfocytt s fenotypem CD271gG", ktera rovnéZ nese znaky antigenni stimulace
(Fecteau et al., 2006).

6.2.1 Distribuce transkripti mRNA izotypu IgM a IgG v jednotlivych

populacich

Ve sledovanych populacich B lymfocytti CVID pacienta i zdravého darce jsme
detekovali pfitomnost transkriptli izotypti IgM i IgG, pfi¢emZ transkripty IgM vyrazné
ptevazovaly. V populacich CD24" B lymfocytti CVID pacienta i zdravého darce jsme
detekovali vice transkripti IgG izotypu neZ v populacich CD24" B lymfocyti.
Statistické vyznamnosti dosahl tento rozdil jen u populaci zdravého darce, coZ by
napovidalo, Ze jsou buriky populace CD24" B lymfocytl vyzralej$i nez buiiky populace
CD24" B lymfocyti.

6.2.2 Analyza VyDyJy pifeskupeni v transkriptech pro izotyp IgM

S pomoci statistickych metod jsme zhodnotili zastoupeni Vy, Dy a Jy genovych
rodin, muta¢ni frekvence a vlastnosti CDR3 oblasti v transkriptech izotypu IgM
detekovanych ve sledovanych populaci B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce.

6.2.2.1 Zastoupeni Vy genovych rodin

IgH genovy lokus na lidském chromozomu 14 miiZe u jednotlivce obsahovat
aZz 51 funkénich Vy genovych segmenti rozdélenych do sedmi Vy rodin (tab. 23) .
Interpersonalni rozdily jsou zpisobeny moZnou pfitomnosti nefunkénich alel n€kterych
segmentd. Uplny seznam Vy genovych segmentii a jejich alel je volné piistupny

v databazi www.imgt.org.

Val | V2 | Vg3 Vid | Ve5 | V6 | Vy7 |
Funkéni segmenty (%) | 10 (20.4) | 3(6,1) [ 21(429) [ 11(22,5) [ 2(4,1) | 1(2,0) | 1(20)
Tab. 23: Pocet funkénich Vy segmenti (sestaveno podle www.imgt.org).

Bé&hem rekombinaéniho procesu, kterym prochézi B lymfocyty v kostni dfeni,
dochazi ke zcela nahodnému vybéru VyDyly segmentd. Ty pak vytvofi genové
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uskupeni, jeZ je jako varibailni oblast téZkych fetézct imunoglobulinii pfepisovano
do mRNA a nasledné do proteinu.

Pomérmé zastoupeni jednotlivych Vy rodin ve VyDyly pfeskupenich
v maturovanych B burikach pak pfi normalnim stavu imunitniho systému odpovida
zarode¢nému repertoaru Vy rodin, i kdyZ s dal$im vyvojem populace B bun¢k miZe
dochazet k mirnym zménam (Brezinschek et al., 1997; Tsuiji et al., 2006; Tian et al.,
2007). K vyrazné&j§im odchylkdm miZe dochazet pii n€kterych chorobach imunitniho
systému (Morutza et al., 2001; Bahler et al., 1997).

V tomto smyslu zastoupeni Vy genovych rodin v transkriptech ziskanych z obou
sledovanych populaci B lymfocyti CVID pacienta i zdravého darce odpovida
komplexité& zarode&nych segmenti (X° test, p=0,0001).

PHi porovnani zastoupeni jednotlivych Vy rodin mezi sledovanymi populacemi
B lymfocytd jsme zjistili signifikantné Castéjsi zastoupeni segmenti rodiny Vy4
v transkriptech ziskanych z bun€k populace CD24" B lymfocyti CVID pacienta oproti
populaci CD24" B lymfocyth CVID pacienta.

Genové segmenty rodiny Vy4 d&asto koduji autoprotildtky, a proto jsou
B lymfocyty s timto segmentem ve VyDyly pfestavbach pfedmétém negativni selekce
(Stewart et al., 1992). Castgji jsou tedy segmetny Vy4 rodiny detekovany ve VyDuly
pfestavbach naivnich buné€k, zatimco po prichodu germinalni reakci se v mutovanych
VuDyly pfestavbach tato rodina objevuje jiZ v podstatné mens$im poméru.

NaSe nélezy jsou vsouladu svySe uvedenym a naznaluji, Ze populace

CD24 B lymofocyti CVID pacienta je mén& vyzrilej§i nez populace CD24"
B lymofocyti.

6.2.2.2 Zastoupeni Vy genovych segmenti

Specifita protilatek je na Grovni proteinu dana sekvenci aminokyselin a potaZmo
trojrozmérnou strukturou vazebného mista pro antigen, na Grovni nukleovych kyselin je
pak uréena pofadim nukleotidd kodujicich jednotlivé aminokyseliny. O specifité
budouciho imunoglobulinu se tedy rozhoduje jiZ pfi pfeskupovani genii a vybéru
jednotlivych Vy, Dy a Jy segmenti té€Zkého fetézce i Vi a Ji segmentt lehkého fetézce.
V této souvislosti byla popsana fada pfipadi protilatek, které jsou namifeny proti
urditym antigenim a vyuZivaji preferen¢né konkrétni Vy genové segmenty (Gorny
et al., 2009; Lucas et al., 2003; Sun et al., 1999; Weitkamp et al., 2003).
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Pfi srovnani zastoupeni jednotlivych Vysegmetnuii ve VyDyly pifestavbach
mezi sledovanymi populacemi CVID pacienta a zdravého darce jsme prokazali
signifikantné Cast&j$i zatoupeni transkripti segmentu Vy4-34 v populaci CD24
B lymfocyti CVID pacienta oproti popupaci jeho CD24" B lymfocyti a také oproti
populaci CD24" B lymfocytti zdravého darce. Navic pomé&mé zastoupeni segmentu
Vu4-34 v transkriptech ziskanych zbuné€k populace CD24° CVID pacienta mezi
ostatnimi segmenty bylo signifikantné c&ast&j$i, nez by odpovidalo zirodeiné
konfiguraci (Fisheriv exaktni test, p=0,0005).

Genovy segment Vy4-34 kdéduje variabilni ¢ast Ig fetézce autoprotilatek
namifenych naptiklad proti €ervenym krvinkam. Tento segment se vSak Castéji
vyskytuje v nemutovanych VyDyly pfestavbach zatimco v B bunéénych populacich,
které proSly somatickou hypermutaci je zastoupeni Vy4-34 naopak men$i nez
otekavané, zfejmé z divodu delece B bun€k exprimujicich receptor kdédovany timto
segmentem (Brezinschek et al., 1997).

NaSe zjiSténi jsou vsouladu stémito fakty, protoZe ze7 detekovanych
transkriptd Vy4-34 v populaci CD24" B lymfocyti CVID pacienta obsahovaly mutace
pouze dva transkripty, a primérna muta¢ni frekvence téchto sedmi segmenti byla jen
0,2%.

Déle jsme v transkriptech ziskanych zpopulaci CD24" CVID pacienta i
zdravého darce zjistili signifikantné Cast&j§i zastoupeni segmentu Vy3-23, neZ by
odpovidalo zarode¢nému repertoaru funkénich segmentd (Fishertiv exaktni test,
p=0,0219 a p=0,0004).

Genovy segment Vy3-23 byl detekovan ve VyDyly prestavbach, které koduji
protilatky namifené proti Haemophilus influenzae (Lucas et al., 2003; Liu a Lucas,
2003). Je tedy moZné, Ze n&které buiiky v nami sledované populaci CD24" B lymfocytt
zdravého darce i CVID pacienta byly ve vyvoji stimulovany antigeny pravé této
bakterie.

6.2.2.3 Zastoupeni Dy genovych rodin

Ze sedmi Dy genovych rodin jsme ve VyDyly transkriptech ziskanych z obou
sledovanych populaci B lymfocyti CVID pacienta identifikovali nej¢astéji segmenty
rodin Dy3 a Dy6. V buikich populace CD24" B lymfocyti zdravého darce byly
nejcastéji objeveny transkripty segmentd rodiny Dy3 a Dy5, v populaci CD24
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B lymfocyti pak byly nejéastéji detekovany transkripty segmenti rodiny Dy6. Cast
transkriptit Dy segmentd nebylo moZné pojmenovat, coZz bylo zfejmé zpisobeno
aktivitou TdT, DNA exonukledzy a DNA polymerazy pti rekombina¢nich procesech,
poptipadé rozsahlymi somatickymi hypermutacemi téchto segmentd.

Segmenty genovych rodin Dy3 a Dy6 jsou nejCastéji zastoupené segmenty
ve VyDyJu pfeskupenich v perifernich B lymfocytech riznych vyvojovych stadii (Link
a Schroeder, 2002; Tian et al.,, 2007). Nami sledované populace se tedy z tohoto
hlediska neodli$uji od jinych populaci perifernich B lymfocytt.

6.2.2.4 Zastoupeni Jy genovych segmentu

Ju genové segmenty se lisi svou délkou a vyrazné ovliviiuji i vyslednou délku
CDR3 oblasti. K celkové délce CDR3 oblasti pfispiva Jy6 segment az deviti AMK,
segmenty Jyl a Jy2 Sesti AMK, Jy5 péti AMK, a segmenty J43 a Jy4 étyfmi AMK. Ve
VuDuJu pfeskupenich naivnich B lymfocytid je Castéji ptitomen del$i genovy segment
Ju6 a méné Casto krat$i segment Jy4. Zcela opaéna situace je pak u populaci B bunék,
které jiz proSly germinalni reakci (Brezinschek et al., 1997; Tian et al., 2007; Tsuiji et
al., 2006).

V transkriptech ziskanych z bun€¢k obou sledovanych populaci CVID pacienta
a z bunék populace CD24" zdravého darce jsme zjistili preferenci pro segmenty Ju4.
Populace CD24" zdravého dérce pak s podobnou frekvenci vyuZivala genové segmenty
Jy6 a Jyd. Zjistili jsme signifikantné méné Casté zastoupeni Jy6 segmenth
v transkriptech ziskanych z bunék CD24" B lymfocytd CVID pacienta oproti stejné
populaci zdravého darce.

Muizeme tedy konstatovat, ¢ nami sledovand populace CD24" B lymfocytt
zdravého darce se jevi jako méné vyzralej$i pfi srovnani se stejnou populaci B bun¢k

CVID pacienta.

6.2.2.5 Mutaéni frekvence a distribuce ziménnych a tichych mutaci

Pfi antigenni stimulaci B lymfocytd dochéazi k intenzivnim muta¢nim d&jim
ve variabilnich oblastech genl pro t&¢Zké i lehké fetézce imunoglobulinti. K mutacim
dochazi po celé délce variabilnich oblasti, avSak pfi antigenem fizené selekci B

lymfocyti se mutace nachézeji preferenéné v CDR oblastech oproti FR oblastem.
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Substituce nukleotidti, ke kterym dochdzi na urovni DNA, mohou na urovni
proteinu zpisobit zimé&nu aminokyseliny, pak se jedna o mutace zaménné (replacement,
R), a nebo diky degeneraci genetického kdédu k zaméné aminokyseliny nedojde
a mutace je ticha (silent, S). Pokud B lymfocyty prochézi antigenni stimulaci a selekci,
dochazi k zaménnym mutacim vyrazné ¢astéji v oblastech CDR neZ v FR oblastech
(Miiller-Hermelink a Greiner, 1998; Di Noia a Neuberger; 2007).

Urc¢ité procento mutaci jsme zaznamenali v obou sledovanych populacich CVID
pacienta i zdravého darce. Prokézali jsme siginifikantn¢ vy$8i mutacni frekvenci
v transkriptech Vy segmenti ziskanych z populace CD24" CVID pacienta oproti
populaci CD24" CVID pacienta a také vét§i mutacni frekvenci v transkriptech Vy
segmentli detekovanych v populaci CD24" zdravého darce oproti stejné populaci CVID
pacienta.

ProtoZe se v n€kterych piipadech nemusi jednat o mutace zptisobené antigenni
stimulaci B lymfocytd, ale o zarode¢né polymorfismy, byly za somaticky mutované
povaZovany Vy segmenty obsahujici vice neZ 2% mutaci (Brezinschek et al., 1997,
Wlodarska et al., 2007).

Podle tohoto kritéria tedy bylo mutovano 46,4% transkripti Vy segmentl
detekovanych v populaci CD24" B lymfocyti CVID pacienta, aviak v populaci CD24"
B lymfocytd to bylo jen 10% Vy transkripti. RozloZeni mutaci ve Vy segmentech
transkripti ziskanych z populace CD24" B lymfocyti CVID pacienta dokazuje, Ze jsou
R mutace prokazatelné ¢astéji pfitomny v CDR oblastech nez v oblastech FR.

Dohromady tato data naznafuji, Z¢ u CVID pacienta populace
CD24" B lymfocytii pro$la nebo prochézi vétsi antigenni stimulaci neZ populace CD24
B bunék, zatimco u zdravého darce je populace CD24" B lymfocyti antigenem
stimulovana podobn& jako populace CD24" B lymfocyti, aviak vyznamné vice neZ
populace CD24" B lymfocyti CVID pacienta.

6.2.2.6 Distribuce délek CDR3 oblasti

Délka CDR3 oblasti imunoglobulinti se u dospélych jedinci obecné pohybuje
vrozmezi 6 aZ 28 AMK (Link a Schroeder, 2002), pfi¢emz krat§i CDR3 oblasti
obsahuji VyDyJy pfestavby v B lymfocytech, které jiz prosly antigenem stimulovanou

somatickou hypermutaci. CDR3 oblast hraje kritickou roli pfi rozpoznani a vazbé
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antigenu a proto se prepoklada, Ze krat§i CDR3 oblasti jsou schopny pfesnéjsi vazby
antigenu neZ del§i CDR3 oblasti (Rosner et al., 2001).

Mediany délek CDR3 oblasti VyDyly transkriptt v nami sledovanych
populacich se pohybovaly v rozmezi 12 aZ 16 aminokyselin. Statisticky vyznamné delsi
CDR3 oblasti jsme detekovali v transkriptech z bun&k populace CD24" B lymfocytii
zdravého darce oproti populaci CD24" B lymfocyti zdravého darce, coZ naznacuje, Ze
CD24 B lymfocyty jsou vyzralej$i nez buiiky populace CD24" B lymfocytii. Stejnou
tendenci jsme pozorovali i u populaci B bun&k CVID pacienta, zde v8ak hodnoty
nedosahly statistické vyznamnosti.

6.2.2.7 Aminokyselinové slozeni CDR3 oblasti

Nejéastéji se v CDR3 oblastech imunoglobulini obecné vyskytuji neutralni,
hydrofilni aminokyseliny tyrosin, glycin a serin. Naopak hydrofobni a nabité
aminokyseliny, zejména ty s pozitivnim ndbojem, jako je arginin, lysin a histidin, jsou
pomérné vzacné (Link a Schroeder, 2002). Pfedpoklada se, Ze ptfitomnost nabitych
aminokyselin by mohla narusit stabilitu t¢Zkého fetézce imunoglobulinu, a jeho asociaci
s lehkych fetézcem (Ippolito et al, 2006). Nabité aminokyseliny se €asto vyskytuji
v CDR3 oblastech autoreaktivnich imunoglobulini, a tim se vysvétluje, pro¢ dochazi
béhem vyvoje a selekce B lymfocyti ke sniZovani frekvence nabitych aminokyselin
v CDR3 oblastech (Wardemann et al., 2003).

Relativni  zastoupeni  aminokyselin v CDR3  oblastech  transkriptd
imunoglobulini tvofenych nami sledovanymi populacemi B lymfocyti CVID pacienta
i zdravého darce odpovida uvedenym preferencim pro jednotlivé aminokyseliny.
Zaznamenali jsme v3ak signifikantné vyssi frekvenci pozitivné nabitych aminokyselin
v CDR3 oblastech v transkriptech detekovanych v populaci CD24" B lymfocyti oproti
populaci CD24" B lymfocyti zdravého darce, coZ napovidi, Ze je populace
CD24" B lymfocytti zdravého darce v pokrodilej$im vyvojovém stadiu neZ jeho
populace CD24" B lymofocyti. U CVID pacienta jsme pozorovali podobnou tendenci,
rozdil v3ak nebyl statisticky vyznamny.

6.2.3 Analyza VyDuJy preskupeni v transkriptech pro izotyp IgG
U CVID pacienta byly v8echny IgG transkripty detekovany v B lymfocytech,
které také soucasné tvofily transkripty IgM. V téchto burikach tedy doslo k izotypovému
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pfesmyku z prvotniho IgM na IgG, av8ak v burikach jes§té zistaly pfitomny transkripty
IgM v detekovatelném mnoZstvi.

Na rozdil od CVID pacienta byly IgG transkripty v B lymfocytech zdravého
darce detekovany v burikach, které jiz transkripty IgM netvofily. Tyto B lymfocyty tedy
prosly izotypovym pfesmykem do IgG a transkripty IgM v téchto buiikach byly
degradovany. Priimérna muta¢ni frekvence Vy transkripti izotypu IgG detekovanych
v populaci CD24" B lymofocytii zdravého darce (2,8%) se pfili$ neliSila od mutacni
frekvence Vy transkriptli izotypu IgM stejné populace (2,2%).

Sledované populace B lymfocyti tedy obsahuji buriky, které jiZ proSly nebo

prochazeji izotypovym pfesmykem, av§ak vét$inu bunék tento proces doposud nezasahl.

6.2.4 Klonalni pFibuznost

B lymfocyty odvozené od spole¢ného pozitivné selektovaného pfedchiidce, tzv.
klony, vykazuji stejnou specifitu protilatek, ktera se na irovni DNA projevuje vyuZitim
identickych Vy, Dy, Jy segmentt a tedy zcela shodnou sekvenci CDR3 oblasti (Clausen
et al., 1998). Vysoka frekvence vyskytu takto klonalné& pfibuznych B bunék je typicka
pro leukemicka a autoimunitni onemocnéni.

Detekovali jsme pouze dva identické transkripty izotypu IgG a to v populaci
CD24" zdravého darce. Tento nalez je vSak s nejvétsi pravdépodobnosti zcela ndhodny

a proto mizeme nami sledované populace B lymfocyti povaZovat za polyklonalni.
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7 Souhrn

Pomoci prutokové cytometrie byly u skupiny CVID pacienti detekovany dvé
doposud  nepopsané  populace  perifernich B  lymfocytd s fenotypem
CD19"IgM'CD27' CD21°*CD38"*CD24* (dale jako CD24%)
a CD19"IgM*CD27 CD21°*CD38'°*CD24 (CD24). Frekvence bungk t&chto populaci
v periferni krvi CVID pacienti byla signifikantn& vyS$si neZ u zdravych darci.

Byla provedena molekularni analyza gend pro variabilni oblasti té€Zkych fetézcti
imunoglobulini tvofenych sledovanymi populacemi CD24" a CD24" B lymfocyti
jednoho CVID pacienta a jednoho zdravého darce. S pouZitim statistickych metod bylo
zhodnoceno zastoupeni Vy, Dy a Jy genovych rodin, mutaéni frekvence a vlastnosti
CDR3 oblasti v transkriptech izotypu IgM a IgG detekovanych ve sledovanych populaci
B lymfocyti CVID pacienta a zdravého darce.

Sledované populace byly pfed zahajenim této prace povaZovany za naivni,
pravdépodobné transientni B buiiky a to zejména proto, Ze neexprimuji na svém
povrchu molekulu CD27 obecné povazovanou za typicky marker B lymfocytd, které jiz
prosly germinalni reakci. Z tohoto pohledu jsou pfekvapujici nase nalezy, naznaduji, Ze
uvedené populace jiZ prosly antigenem fizenou stimulaci a selekci v germinalnich
centrech, i kdyZ molekulu CD27 na svém povrchu nenesou.

Ze sledovanych populaci se jako nejvyzralejsi jevily buiikky CD24" B lymfocyta
zdravého darce, ve kterych jsme detekovali nejvét§i pomémé zastoupeni transkripth
izotypu IgG. Také vysledky analyz zastoupeni Jy genovych segmentl, délky CDR3
oblasti, muta¢ni frekvence a distribuce R a S mutaci svéd¢i pro to, Ze je tato populace
zdravého darce v pokroéilej$im vyvojovém stadiu neZ populace CD24" B lymfocyti
zdraveho darce a populace CD24° B lymfocyti CVID pacienta.

Pti analyze transkripti ziskanych z bungk populace CD24" B lymfocyti CVID
pacienta jsme nalezli jak charakteristiky mluvici pro jejich véts$i vyzralost oproti
populaci CD24" (vyrazné vy$$i mutaéni frekvence, rozloZeni R a S mutaci, mensi
zastoupeni segmentd rodiny Vy4, vétsi zastoupeni segmenti Jy4 nez Jy6), tak i
vysledky tomu odporujici (mens$i zastoupeni transkripti izotypu IgG, delsi CDR3
oblast).

Celkové€ tyto zavéry naznacuji, Ze sledované populace B lymfocytli zfejme hraji
dilezitou roli pfi regulaci homeostazy imunitniho systému zdravych jedinci. V ptipadé

CVID onemocnéni jsou zfejmé tyto buriky postizeny urlitym defektem, ktery brani
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jejich dal$imu vyvoji a zplsobuje jejich akumulaci v periferni krvi nebo na jinych
mistech organismu.

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat
CD19*IgM"CD27°CD21°*CD38"°*CD24* a CD19'IgM*CD27'CD21°*CD38"°*CD24°
B bunéné populace na molekularni Grovni pomoci analyzy variabilnich oblasti gent
pro t&Zké fetézce imunoglobulinti, coZ bylo splnéno.

Vysledna charakteristika sledovanych populaci je vmnoha smérech
prekvapujici, a proto by dalsi prace méla sméfovat k detailn€j$imu popisu téchto
populaci a hledani jejich biologickych funkci, coZ by mohlo vést k lepSimu pochopeni

CVID onemocnéni.
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9 Seznam zkratek

A
AID

AMK
APC
APRIL
AV CR
BAFF
BCR
BSA

CAML
CD
CD40L
cDNA

CDR
CDR-H1

CDR-H2

CDR-H3

CDR-L1

CDR-12

CDR-L3

CL
CVID

adenin, adenine

aktivaci indukovana cytidin deaminaza, activation-induced cytidin
deaminase

aminokyselina

allofykocyanin, allophycocyanine

proliferaci indukujici ligand, a proliferation-inducing ligand

Akademie véd Ceské Republiky

B buné¢ny aktivacéni faktor, B cell activating factor

receptor B lymfocytu, B cell receptor

bovinni serovy albumin, bovine serum albumin

konstantni usek genového komplexu imunoglobulinu, constant region of
gene complex of immunoglobulin; cytosin, cytosine

ligand regulujici vapnik, calcium-modulating ligand

cluster of diferentiation

CD40 ligand

komplementarni deoxyribonukleova kyselina, complementary
deoxyribonucleic acid

oblast uréujici komplementaritu, complementarity determing region
prvni CDR oblast t€Zkého fetézce, the first complementarity determing
region of heavy chain

druha CDR oblast té¢Zkého fetézce, the second complementarity
determing region of heavy chain

tteti CDR oblast té¢Zkého fetézce, the third complementarity determing
region of heavy chain

prvni CDR oblast lehkého fetézce, the first complementarity determing
region of ligt chain

druha CDR oblast lehkého fetézce, the second complementarity
determing region of ligt chain

tieti CDR oblast lehkého fetézce, the third complementarity determing
region of ligt chain

konstantni ¢ast lehkého fetézce protilatky, constant region of light chain

béZny variabilni imunodeficit, common variable immunodeficiency
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Da
DNA
dNTP
dT
DTT
EDTA
ESID

FACS

FDC
FITC

FR
FSC

HLA
CH

ICOS
ID

Ig

IGAMZ CR
IgAD

IL

IS

IVIG

»diversity* isek genového komplexu imunoglobulinu, diversity region of
gene complex of immunoglobulin

»diversity* usek genového komplexu t€zkého fetézce imunoglobulinu,
diversity region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin
dalton, jednotka relativni molekulové hmotnosti

kyselina deoxyribonukleova, deoxyribonucleic acid
deoxynukleotidtrifosfat, deoxynucleotidetriphosphate

deoxythimidin, deoxythimidine

1,4-dithiothreitol

ethylenediammine tetraacetic acid

Evropska spole¢nost pro imunodeficience, European Society for
Immunodeficiencies

prutokovy cytometr se sortovacim modulem, fluorescence-activated cell
sorter

folikularni dendriticka burika, folicular dendritic cell
fluoresceinizothyokyanat, fluoresceinisothiocyanate

fakultni nemocnice

framework region

forward scatter

guanin, guanine

lidsky lekocytarni antigen, human leukocyt antigen

konstantni &ast t&¢Zkého fetézce protilatky, constant region of heavy
chain

indukovatelna kostimula¢ni molekula, inducible costimulator molecule
imunodeficience, immunodeficiency

imunoglobulin, immunoglobulin

Interni grantova agentura Ministerstva zdravotnictvi Ceské Republiky
IgA deficience, IgA deficiency

interleukin, interleukine

imunitni systém, immune system

intraven6zni imunoglobuliny, intravenous immunoglobulins

,Joining* usek genového komplexu imunoglobulinu, joining region of

gene complex of immunoglobulin
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Ju ,joining* usek genového komplexu tézkého fetézce imunoglobulinu,

joining region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin

MB pamét'ova B buiika, memory B cell

mf mutaéni frekvence, mutational frequency

mRNA mediatorova ribonukleova kyselina, messenger ribonucleid acid
MZ margindlni zone, marginal zone

nd nedefinované, not defined

MSH2-MSH6 MutS homologni proteiny, MutS homolg proteins

P palindromicky, palindromic

PBMC mononuklearni buiiky periferni krve, peripheral blood mononuclear cells
PBS fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, phosphate buffered saline
PC fykoerytrin-cyanin, phycoerythrine-cynine

PCR polymerazova fetézova reakce, polymerase chain reaction

PE fykoerytrin, phycoerithrine

pre-B prekurzorovy B lymfocyt, precursor B lymphocyte

pro-B progenitorovy B lymfocyt, progenitor B lymphocyte

RA revmatioidni artritida, rheumatoid arthritis

RAG rekombinaci aktivujici gen, recombination activating gene,

RSS rekombinaéni signdlni sekvence, recombination signal sequence
RT room temperature, pokojova teplota

RT-PCR reverzné transkriptazova PCR, reverse transcriptase PCR

S switch sekvence, switch sequence

SCIG podkoZni imunoglobuliny, subcutaneus immunoglobulins

sd standardni odchylka, standard deviation

SHM somaticka hypermutace, somatic hypermutation

SLB Sigma loading buffer

SLE systémovy lupus erythematosus, systemic lupus erythematosus
smB izotypove pifepnuta pamét'ova buiika, switched memory B cell
SSC side scatter

ssDNA jednovlédknova DNA, single-strand DNA

T thymin, thymine

T1, T2, T3 transientni buriky, transient cells
TACI transmembranovy aktivator interagujici s CAML, transmembrane

activator and CAML interactor
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TBE
TdT

\43
WSB

tris-boratovy pufr s EDTA, tris-borate buffer with EDTA

terminalni deoxynukleotidyl transferaza, terminal deoxynucleotidyl
transferase

pomocné T lymfocyty, helper T lymphocytes

T-nezévisly, T-independent

faktor nekrotizujici nadory, tumor necrosis factor

transientni, transient

uracil, uracile

,variability“asek genového komplexu imunoglobulinu, variability region
of gene complex of immunoglobulin

variabilni ¢ast tézkého fetézce protilatky, variable region of heavy chain;
variability“usek genového komplexu tézkého fetézce imunoglobulinu,
variability region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin
variabilni ¢ast lehkého fetézce protilatky, variable region of light chain

promyvaci a znacici pufr, wash and staining buffer
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