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1. ABSTRAKT

Prase je historickyazeno ke skupinzivogicha, které vyuzivaji utité ¢asti tenkého seva

k tvorke pIn¢ rozvinutého primarnino B bgdného repertoaru. Tvorba takového
primarniho B bu&ného repertoaru je nezavisla na vyskytu antigeptip@mina primarni
lymfopoetickou aktivitu pt& Fabriciovy bursy. Bkteré nélezy vSak toto gazeni prasat
zpochyhiuji. Tato diplomova prace se za&fuje na studium lymfocyita jejich subpopulaci
v tenkém gievu mladych bezmikrobnich a konwaiich selat s cilem zjistit, zda zastoupeni
lymfocyta je nebo neni zavislé na kolonizadiesta. Pomoci fitokové cytometrie bylo téz
zjistovano, zda existuje vyrazny rozdil mezi jednotlivyphlastmi tenkého Btva ktery by
nazng&oval, Ze prasata pouZzivajicité oblasti steva pro vyvoj B bu&ného repertoaru.
Soutasre byl pomoci analyzy nukleovych kyselin zji¥an stav izotypovéhor@smyku u

B lymfocyti izolovanych z iznych¢asti tenkého gtva. Vysledky souhgnnaznéuji, ze
kolonizace seva ma zasadni vliv na vyvoj vSech zakladnich ppulymfocyti i
nékterych jejich subpopulaci. Nejigi vliv kolonizace byl pozorovan u B lymfodyia
jejich subpopulaci. Na druhou stranu nebylo prokazade distribuce lymfocytv urcitych
oblastech tenkéhoistva se zcela zasadhsi od jinych oblasti tenkéhoisva. | kdyz za
misto utitych zmeén Ize povazovat oblast terminalniho ilea, jsou tytainy zpisobeny
nejspisSe diky neptSi pravépodobnost styku lymfocyts bakterialnim obsahem tlustého
streva. Vysledky také naztwaji, Ze vlamina propriase vyskytuji spisep T lymfocyty
zatimco v epitelu je &Si zastoupenyd T lymfocyti. V souladu s obecnymi nalezy se B
lymfocyty v téchto kompenentach GALT objevuji az po kolonizachalyza genomu a
transkripi B burtk pro jednotlivé imunoglobulinovétitly naznaila, Ze zatimco
v Payerskych platech dochazi keé izotypu protildtek na arovni alternativniho
sestihu, vlamina propriase tomu dje na urovni sekundarnihagskupeni. Spekulujeme,
Ze B lymfocyty zainaji znenu izotypu v Payerskych platech alternativnim ifesin a
vycestovavaji déamina propria kde se usazuji jako IgigM— B lymfocyty a dokowiuji

zmeénu izotypu na urovni DNA.

Kli ¢ova slova
Prase, intraepitelialni lymfocyty, lymfocytlamina proprig Payerské platy, distribuce
lymfocyta, izotypovy gesmyk



ABSTRACT

Historically pig is allocated to a group of animalhich use certain parts of their small
intestine to acquire a fully developed primary BI geperoire. Development of such
primary repertoire is independent on the antigees@mnce and resembles the primary
lymphopoietic activity of avian bursa of Fabriciktéowever, some findings concernig the
pig’s alignment in the above mentioned group suggderwise. This graduation thesis is
focused on the investigtion of lymphocyte populasicand subpopulations in the small
intestine of germ-free and conventional pigletse Tdim is to determine whether the
percentage amounts of lymphocyte populations i®n@gnt on the intestinal colonization.
Using Flow Cytometry the significant differencestvieeen individual samples were
assesed allowing us to conclude which parts okthall intestine could possibly be used
for the development of B cell repertoire. Moreovitie status of isotype switching of B
lymphocytes isolated from different intestinal gantas determined by the means of PCR
analysis. Our data suggest that the small intestwlenization has a crucial role in
development of all the main lymphocyte populatioas well as some of their
subpopulations. The greatest influence of coloiopatwas observed concerning B
lymphocytes and their subpopulations. OppositalyniBcant differences of lymphocyte
distribution of individual parts of the small intege were not discovered. Though we can
say that noticeable deviations occur in the regibterminal ileum. These deviations are
likely to be caused by the highly probable intamacof lymphocytes and bacteria of the
large intestine. Our data also impose the predamsmafaf T lymphocytes inamina
propria and, in contrary, the predominance @f T lymphocytes in the intestinal
epithelium. In agreement with general findings Biphocytes in botkamina propriaand
epithelium occur after colonization. Analysis ofcBll genome and transcripts regarding
the Ig isotypes suggests that while there is agdanh Ig isotype in Peyer’s patches by the
means of alternative splicing, the class-switchlamina propria occurs as secondary
genome rearrangement. We speculate that B lympé®bggin the class-switch process in
Peyer’s patches using alternative splicing and thigmate tolamina propriawhere they
settle as IgAlgM— B cells and finish the DNA rearrangement.

Keywords

Pig, intraepithelial lymphocytetamina proprialymphocytes, Peyer’s patches, distribution

of lymphocytes, class-switch



2. SEZNAM ZKRATEK

AFC — antibody forming cell, protilatky produkujibiiika
AID - activation-induced cytidine deaminase
BCR — B cell receptor, B bgtny receptor
BM — bone marrow, kostniieh
C geny — konstantni geny
CD - cluster of differentiation, CD znak
cDNA — komplementarni DNA
CDR - complementarity determining region
CV- konvergni selata
DG — den gestace
DNA — deoxyribonukleova kyselina
FACS - fluorescence — activated cell sortingigkova cytometrie
FAE — s folikuly asociovany epitel
FR — framework segmenty
traktu
GF- bezmikrobni selata
HSC — hematopoietic stem cell
IEL - intraepitelialni lymfocyty
IFNy — interferony
IgA — imunoglobulin tidy A
IgD — imunoglobulinitidy D
IgM — imunoglobulin tidy M
ILF — izolované lymfatické folikuly
INOS - inducibilni syntaza oxidu dusnatého
IPP —ilealni PP
JPP — jejunélni PP
LPC — buky izolované zamina propria
MALT — mucosa — associated lymphoid tissue, lymfiditkar asociovana se sliznici
MHC | — major histocompatibility complex |



MHC Il - major histocompatibility complex Il

MLN — mezenterialni lymfatické nody

NK — natural killer, pirozeny zabijé

NO — oxid dusnaty

PBL — peripheral blood lymphocytes, lymfocyty perifi krve
PCR - polymerazoviettzova reakce

PP — Payersky plat

RNA — ribonukleova kyselina

SLC - surrogate light chain, prozatimni letik§¢zec
Tc — cytotoxic T lymphocyte, cytotoxicky T lymfocyt
TCR —T cell receptor, T bédny receptor

TdT — terminalni deoxynukleotidyl transferaza

Tw — helper T lymphocyte, pomalsky T lymfocyt
uHC —u heavy chain,&ky fetézec imunoglobulinu
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3. UvoD

3.1 IMUNITNI SYSTEM PRASETE A JEHO VYZNAM

Imunitni systém prasat ma v zasatiejné komponenty jako ostatni savci (Sinkora a
spol., 2010). Studium pragbo imunitniho systému je vyznamné zejména prorveimi,
VyVojovou a srovhavaci imunologii. Vyznamné je vjugtudii na prasatech ve vetrinarni
medicirgé pro vyvoj novych vakcin (Gerner a spol., 2009)ader je také vyuzivano jako
modelovy organismus pro lidské nemocieyazri v pripadech, kdy je mySi model
nedostatény nebo zcela nevhodny (Rogers a spol., 2008). [@apgase hoj& pouzivano
v xenotransplantamich studiich (Ekser a spol., 2009) a prgp@avu humanizovanych
protilatek (Butler a spol., 2012).

Vyznam prasete pro studium imunitniho systému S$& jevySil pi zjisténi, ze
prasata, stefh jako napiklad velryby ¢i kong, disponuji epiteliochorialnim typem
placentace (Sterzl a Silverstein, 1967; Sinkoraiie, 2009). To znamena, Ze placenta je
pripojena k matiské tkani volg. Choriové kiky volg interaguji s mikroklky matekého
epitelu. Tvdi se areolae, oblasti Uplné separace placenty aklymd casnych stadiich je
plod oddlen od prokrveni matky az Sesti vrstvami, kteréehgaé¢ jak od matky, tak od
plodu. Casem wkteré z kapilar plodu prorostou do trofoblastu, akv§ presto matiské
protilatky a velké organické molekuly v plodu nelietekovat. Z tohotottvodu se selata
rodi s naivnim imunitnim systémem. Pri@Ziti novorozeného selete je nezbytné napit se
mactina mléka (kolostra), které obsahuje kgorutricnich slozek i protilatky a lymfocyty
matky. Matéské protilatky jsou poté pohlcenyrestnim epitelem novorozence (Pabst a
Rothkétter, 1999). Kolostrum proto nahrazuje pte&ei fenos protilatek mezi matkou a
potomkem znadmy u jinych dratplacentace. V experimentélnich podminkach Ize gsbv
porod artificiale do sterilnich izolatar pomoci hysterektomieiimz jsou ziskana tzv.
bezmikrobni selata (GF) (Butler a spol., 2012).d\&#o selata jsou vyjinkeym modelem
pro studium naivniho imunitniho systému, jeho vev@ gimého vlivu antiged a
mikrobialnich organisiin (véetné patogefi) bez vlivu mateskych a externich faktor
VyuZziti prasat v takovych typech experiminé podmign skuténostmi, Ze prasata se
rodi dostaténé¢ vyspila pro odchov bez matky a jako jediny druh s epitdlorialnim
typem placentace maji petné potomstvo.

Nasledné kapitoly se zabyvajighledem poznatko imunitnim systému prasat a
jinych Zivagisnych druli, které jsou relevantni k této diplomové praci.
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3.2VROZENA IMUNITA

Vrozena (neboli nespecifickd) imunita zéjige prvni linii obrany, protoze jeji
komponenty rozpoznavaji viipodk jiz piitomné a znamé motivy. Charakteristikou
nespecifické imunity je proto rychld reakce, kteraji¥uje bezprogedni ochranu
organismu a &Sinou tato reakcéaso¥ predchazi nastup adaptivni (specifick€) imunity.
Nevyhodou nespecifické imunity je skom®st, Ze rozpoznavané motivy jsou obecné a
nentnné a tedy pokud patogen &mh své molekulyi zZivotni strategii, nfize se dginkam
nespecifické imunity vyhnout. Tato diplomova pré&e zabyva analyzou nespecifické
imunity pouze v fipad® NK burgk. U prasat byly NK biky identifikovany jako CD3
CD8" (Pescovitz, a spol., 1988, Saalmiiler a spol., 19%hyer a spol. 2006, Gerner a
spol., 2009). NK biikky pouzivaji nespecifické NK receptory Kimému zabijeni viry
infikovanych bugk a odpovidaji naizné reguléni cytokiny produkci IFM a upregulaci
efektorovych molekul perforinu a CD25 (Gerner als@009) . Zajimavosti NK bk u
prasat je nalez, Zetkoliv tyto buiky jsou v embryu fitomny od 45. dne gestace (DG) a
od DG70 az po narozeni se jejich relativni zastougmhybuje kolem 5-15% vSech
lymfocyta (Sinkora a Butler, 2009),igd narozenim nebylo pozorovano zabijeni NK
bunkami a u bezmikrobnich selat je tato aktivita ogmé&d (Huh a spol., 1981, Yang,
1986). To naznalje, Ze je mozna nutna maturace NK &urzavislosti na kolonizaci
streva. Mnozstvi NK buk v PBL se pohybuje od 2-10% a &em se jejich p&et snizuje
(Gerner a spol., 2009).

3.3ADAPTIVNI IMUNITA

Adaptivni (neboli ziskand specifickd) imunita je zaloZena na rozpoznav&meich
molekul, které nejsowlu vlastni (Jenaway a spol. 2001). V tomidppc, na rozdil od
vrozené imunity, dochazi k rozpoznani i molekuér&tv girodé jeS€ neexistuji nebo se
formuji v prirodk jako zcela nové. Takovykistup zajiguje, Ze bude rozpoznan i patogen,
ktery své struktury gni. Rychlost a efektivnost specifické imunity jevisda na tom, po
kolikaté se imunitni systém s konkrétnim antigersatkava a pokud jde o antigen zcela
novy, je specifickd imunita zavisla na imunitespecifické, ktera poskytne svou ochranou
dostatény ¢as pro nastup imunity specifické. Princip spec#idkunity je zajifovan

specifickymi butkami, tzv. lymfocyty, které seéhem svého vyvoje v organismu rau
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rozpoznavat organismu vlastni antigeny, a protgugaroti cizim antigetim. Lymfocyty
se vyskytuji u vSechtelistnatét a &li se podle své funkce, mista vyvoje a typu
specifického receptoru, ktery nesou na svém povyrohuB a T lymfocyty. Spotmé pro
vSechny lymfocyty je tvorba jejich specifického eptoru, ktery vznika principiatn
stejnym zfisobem za pomoci V(D)J rekombinace (viz. déle). ngteje i princip
rozpoznavani antigenu, ktery se vaze nasiariabilni oblasti na N-koncich receptoru,
tzv. vazebné misto pro antigen.ckdliv je princip tvorby a rozpoznavaci funkce
specifického receptoru lymfodystejné, funkce a struktura jednotlivych iiyjgmfocyta je

zcela odlisna.

3.4B LYMFOCYTY

B lymfocyty nesou na svém povrchu B Bany receptor (BCR), ktery rozpoznava
antigeny pimo, a tento B buftny receptor mze byt vyllitovan z B busk do organismu
jako imunoglobulin neboli protilatka. Rozdil meziembranovou a sekfei formou
imunoglobulinu je pouze transmembranova oblasti 2@drofébnich aminokyselin na C-
konci polypeptidickéhdetézce, kterou jsou zakotveny v membtadednotlivé verze BCR
vznikaji alternativnim seShem na urovni RNA (Jenawy a spol. 2001). BCR dadikze
dvou identickych &kych a dvou identickych lehkychetzci. Kazda molekula
imunoglobulinu ma tak dvvazebna mista pro antigen. Nazev B lymfocyt jeozéw od
oznaeni Fabriciova bursa, coz je specifickartk#aki na dorsalniasti zadniho stva,
kde probiha vyvoj &sSiny B lymfocyti (Glick, 1956). U intenzivé studovanych savic
(jako jeclovek ¢i myS) se vSak B lymfocycty vyvijeji v kostnfehi (Nunez a kol. 1996).
Problematikou vyvoje B buik se tato prace zabyva podrépmale.

U prasat neexistuje zadny pan-specificky B &y znak. Pro studium nativnich
pras€ich B lymfocyti se proto vyuziva detekcezkého fettzce pro IgM, tzv.uHC.
Ackoliv tento gistup znemoduje detekci konénych stadii vyvoje B bufk jako jsou
plasmatické biky, zvoleny pistup je pijatelny, protoZze naprostaétdina vyvojovych
stadii B bugk nese na svém povrchu BCR typu IgM a izotyppkesmyknuté biky Ize
detekovat pomoci exprese dalSich imunoglobulinowyith Pomoci tohoto fisstupu bylo
zjisteno, Ze jednotliva stadia vyzravani présh B burk |ze v periferii sledovat pomoci
exprese molekul CD21 a CD2 (Sinkora a Butler, 2008)3ina naivnich B lymfocyt méa
fenotyp CD2CD21" a vSechny B hiky ve fetalnim obdobi vyvoje maji tento fenotyp.

Populace CD2'CD21" B burtk se objevuje az po narozeni a &8 kolonizaci travicino
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traktu. Molekula CD2 u B butk pravdpodobré funguje stejd jako u T bugk a ma tedy
adhezivni funkci (Sinkora a spol., 1998a). Ke #tndolekuly CD2 dochéazi vysledkem
meziburgcného kontaktu s jeji receptorovou molekulou CD58 pwavrchu antigen
prezentujicich buik. Sortovaci experimenty za pouzitistych subpopulaci B bgk
prokazaly, ze CD2CD21" B lymfocyty tén#t okamzit (v fadu minut aZ &kolika hodin)
ziskavaji zpt molekuly CD2 na svém povrchu a vraceji sétzp populace CDZ D21
B burtk (Sinkora a Butler, 2009). To nazmge, ze CD2CD21" populace tvi B
lymfocyty, které kontaktovaly pomocné hwné typy s cilem se aktivovat. \fipac
uspesSné aktivace B lymfocyty vyzravaji a ztraci molgk@@D21. Vzniklé efektorové
CD2'CD21~ B lymfocyty se znané d&li a zvy3uji swj pocet. Ri dalSim vyzravani a
vzniku plazmatickych buik dochazi ke ztrétpovrchové exprese IgM d&ipadré i CD2. V
CDZCD21 stadiu se B hiky dostavaji do klidové faze a jiz pouze Wii protilatky,
vétSinou jako plazmatické iky (Sinkora a Butler, 2009).

3.5T LYMFOCYTY

T lymfocyty vznikaji v brzliku z prekurzér které pochazeji z hematopoetickych
center jako je kostnitéi a do brzliku migruji (Jenaway a spol. 2001). Odliku je
odvozen nazev T bgk (lat. thymus). T lymfocyty se&i podle typu T bu&iného
receptoru (TCR), ktery zajifje specifickou imunitu naf ayd (Jenaway a spol. 2001). |
kdyz oba typy TCR se, na rozdil od BCR, skladggdnoho ¢Zkého a jednoho lehkého
fettzce (maji tedy pouze jedno vazebné misto pro amtigeinkiné jsou aff avyé T

lymfocyty zcela odliSné.

3.5.1 ap T lymfocyty
T lymfocyty typu af nesou na svém povrchup TCR, ktery rozpoznava pouze

fragmenty antigein prezentovanych na molekuldch histokompatibilniotigeni (MHC).
Obecr Ize of T lymfocyty rozalit na CD4 CD8af3* cytotoxické (Tc z angl. cytotoxic) a
CD4'CD8af~ pomocné (f z angl. helper). PomocnéyTlymfocyty Ize rozdlit do
nékolika podskupin z nichz u prasat byly identifikoyaregul&ni af T lymfocyty (Tieg

z angl. regulatory), které maji obdobny fenotyp ojaki lidi nebo mySi a to
CD4'CD25Foxp3 (Gerner a spol, 2009) . T lymfocyty typp maji stejny zakladni
receptor TCR, ale furtk¢ jsou odliSné. Zatimco Tc lymfocytydiiinfikované a nadorové
buiky a rozpoznavaji rozfpené antigeny na MHC-I molekulach pomoci pomocnych
molekul CD8, T lymfocyty modifikuji imunitni odpovd” a aktivuji dalSi biky
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imunitniho systému rozpoznanim ragg&nych antigein na MHC-II molekulach pomoci
pomocné molekuly CD4 (Jenaway a spol., 2001). Zntisti u prasat je skuteost, Ze po
aktivaci se T, lymfocyty u prasat nejsou schopny zbavit pomocngktivainich molekul

MHC-Il a CD8: (Summerfield a spol., 1996, Sinkora a Butler, 2008ysledkem je
piitomnost tzv. dvoji pozitivnich (double-positive) CD&D8u off T lymfocyti

v periferii, které reprezentuji efektorova a g#ova stadia i lymfocyta (Saalmdiller a
spol., 1989, Summerfield a spol., 1996, Sinkora aitléd, 2009). Tyto
efektorova/pargrova stadia prakticky chybi u novorozenych selas¢Beitz a spol., 1994,

Zuckermann a spol. 1999).

3.5.2 y6 T lymfocyty
T lymfocyty typuyd nesou na svém povrchd TCR. Tyto lymfocyty jsou stéle

povazovany za zahadnou skupinu lymfacyejichz funkce neni zcela znaméa (Scotet a
spol., 2008). Bylo prokazéno, Ze subpopulatd lymfocyti maji cytolytickou aktivitu.
Lymfocyty typuyd také dokézi prezentovat antigen a z totneodu maji na svém povrchu
molekuly MHC 11 i CD80/86 (Gerner a spol, 2009). 8ya lidskéys T lymfocyty mohou
odpovidat na antigeny nepeptidové povahy (Hayd@@0p Stimulace/d T lymfocyt u
prasete Ize dosdhnout pomoci extraktu z rosthmanthospermum hispidynmicmérk
konkrétni zodposdn& slozka neni zndma. Dale byla popsana produkide po styku
(Bacillus Calmette Guerin), coZz nazoge moznou tvorbu imunologické pétnvys T
lymfocyta (Summerfield et Saalmdiller, 1998, Lee a spol. 420CQytotoxicka aktivita byla
popsana nap v praci Olina, ktery zkoumal odp&¥ yé T lymfocyti na Mycobacterium
bovis(Olin a spol., 2005). Zivodu, Zzeyd T lymfocyty nepatebuji MHC molekuly ke své
funkci se pedpoklada, zeé T lymfocyty rozpoznavaji antigenytimo, podoba jako B
lymfocyty. Swij T buns¢ny receptor ale/d T lymfocyty nevylduji ven z buiky, jak je
tomu u protilatek, a jejich funkce jetg€inou cytotoxicka, podoknjako u cytotoxickych
ap T lymfocyti. Rozdil je v tom, Ze k rozpoznéni antigenu pomdcTl lymfocyti nejsou
zapotebi zadné dalSi ey ¢i kostimulani signaly. Protozes T lymfocyty ,vidi* antigen
piimo a nepdebuji pomocné hiky, jsou castotazeny do slozky nespecifické imunity.
Tvorbu svych receptérale provadji stejré jako B lymfocyty aof T lymfocyty: tedy
piedvida¥ pomoci V(D)J rekombinace (viz. dale) a nezaviste axistujicim souboru

molekul v girodé. Frekvenceyd T lymfocyth u lidi a mysSi v cirkulaci a lymfoidnich
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organech je velmi nizk4 (kolem 1-5% vSech lymfaryhicmér existuji zvieci druhy,
jako napiklad prase, u kterychd T lymfocyty tvai v nekterych perifernich lymfatickych
organech az 80% vsech lymfogytSinkora a Butler, 2009). Prased T lymfocyty Ize
rozclit na zakla@ dalSich pomocnych molekul, kterymi jsou molekulpZa CD&.. Tyto
subpopulace jsou v organismu distribuovanyitké specificky: slezina a dalSi sekundarni
lymfatické organy obsahuji zejména T buiky s fenotypem CDZD8x" a CDZCDS .
Oproti tomu v krvi se vyskytujifiedevsim biiky, které na povrchu neexprimuji ani CD2,
ani CD8. Jsou tedy CDZD8 (Yang a spol., 1996, Hayday, 2000, Gerner a spo09,
Sinkora a Butler, 2009). Bylo navrzeno, ze homodetistribuce dominantnichd T
lymfocyta ve stevu prasete je vysledkem expanzel lymfocyti vybranych ligandem ve
strevu s jejich naslednou distribuci ridptimto organem (Butler a spol., 2006). | kdyzZ je
jisté, Zze se vSechny tyto subpopulace vyvijeji alibu jako samostatné linie bék
(Sinkora a spol., 2005 a 2007), nejidV prace nazralji, Ze mohou s§j fenotyp nenit

v zavislosti na jejich funkci (8panova a spol., 2011).

3.6 PRIMARNI A SEKUNDARNI LYMFATICKE ORGANY

Lymfocyty vznikaji z hematopoetickych kmenovych BknHSC, Hematopoetic
Stem Cell) a jejich prvotni vyvoj je dokden vznikem zralého lymfocytu, ktery na svém
povrchu nese specificky lymfoidni b&imy receptor (Jenaway a spol. 2001). Pro tuto
primarni fazi vyvoje je charakteristicky vznik BCRebo TCR p kterém dochazi k
pieskupovani genovych segménd vzniku €Zkého a lehkéhdetézce. Tento proces
probiha v primarnich lymfatickych organech. Vyvginfocyti v primarnich lymfatickych
organech je nezavisly nafifpmnosti antigenu a vysledkem je vznik primarniho
receptoroveho repertoaru (Maul a Gearhard, 201i8stRaspol, 2007).

Druha faze vyvoje lymfocwt probiha v sekundarnich lymfatickych organech po
navazani antigenu na specificky receptor lymfocyfento vyvoj je tedy zavisly na
antigenu a je jin¥izen. Antigen, proti kterému je naina imunitni reakce lymfoayt
rozhoduje o tom, které lymfocyty budou proliferovatgipadré jak budou mnit swuij
specificky receptor. Antigen proto dwje kon€nou podobu sekundarniho receptorového
repertodru. Typickymifkladem jsou germindlni centra sekundarnich lyrokagtth orgaid,
nicmeére k sekundarnimu vyzravani lymfoéytnuZze dochézet i kdekoliv v periferii (Berek
a spol., 1991; Maul a Gearhard, 2010).
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3.6.1 GALT

GALT (Gut-assotiated lymphoid tissue) flado skupiny sliziini lymfoidni tkar
MALT (Mucosa-assotiated lymphoid tissue). Zhrubdopima vSech lymfocyt imunitniho
systému je satasti MALT. GALT zahrnuje Payerské platy (PP), maegalni lymfatické
nody (MLN), intraepitelialni lymfocyty (IEL) a lynaicyty vlamina propria (LPC)
(Kaleczyc, 2010). GALT je zodp&uny za obranu organismu a indukci oralni tolerance
(Mowat, 2003, Mechado, 2005). Kr@nimunologickych funkci majiizjm¢ lymfocyty v
epitelu a Mamina propria funkce v udrZzovéani epitelialni integrity a majk ta funkci
bariéry (Schwarz a Saalmiller, 2005). Studium lyeyfd zlamina propria maZze byt
ovlivnéno izolovanymi lymfatickymi folikuly (ILF) ve slizici, které nelze pouhym okem
vidét (Pabst a Rothkétter, 1999).

Oproti hlodavém obsahuje pragetenké stevo lymfoidni buiky hned po narozeni
(Pabst a Rothkdtter, 1999). Bylo pozorovano, Zeetmgfree selat je mensi mnozstvi
lymfocyta v epitelu nez u konveénich selat. Velmi mlada selata jsou nachylna kkicife
davodem je rejm¢ malé mnozstvi IEL i LPC. IEL prasete proliferufi situ, coz je
V rozporu s pozorovanim wipact lidskych IEL (Pabst a Rothkétter, 1999, Vega — édp
a spol., 2001). Dle Vega — Lopeze mohou mit intteB@lni lymfocyty pivod viamina
propria a to diky svému homogennimu uniigtpo délce klku. Tyto lymfocytyigjmeé
migruji epitelem, ale nikdy se nehromadi v apikabiasti, zejm¢ proto, Zze antigenni
stimulace pichazi z bazolateralni strany enterocytu. Intradigini lymfocyty jsou rejmeé
jedny z hlavnich lymfocyit zodpow¥dnych za indukci tolerance nebo anergi&civ
neskodnym potravnim antigém ¢i komensalnim bakteriim a naopak iniciuji imunitni
odpowd’ v piipackt nebezpé& (Vega — Lopez a spol., 2001).

Lymfoidni tk& se vyskytuje viiznych vrstvach slizgni seny ve forngé shluka
lymfoidnich folikuli s interfolikularnimi oblastmi (Mazzoni a spol., 1720 Croitoru et
Bienenstock, 1994). GALT je rozkkn do induktivnich a efektorovych mist. Mezi
induktivni mista séadi Payerské platy a ILF. Tato mista zajjssekreci IgA B lymfocyty
a jsou zdrojem klonalnich B lymfoadyt Efektorovouc¢ast gredstavuji epitel damina
propria (Mazzoni a spol. 2011, Newberry, 2008, Fagarasadoajo, 2004). Prasé PP
jsou snadno pozorovatelnou gasti tenkého Btva, ktera byla identifikovana jiz v 50. dni
gestace a jsou pokryté folikuly asociovanym epiteld&-AE), ktery obsahuje M liky
dulezité pro pohlceni antigénz lumen steva do GALT. Payerské platy a ILF obsahuji
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germindlni centra s odtnymi B a T bus¢nymi oblastmi (Pabst a Rothkdétter, 1999,
Mazzoni a spol. 2011, Newberry, 2008).

Prasata spote¢ se skotem se vyztiaji tim, Ze u nich existuji kontinualni
Payerské platy v oblasti ilea, které obsahujié¢tBimy B lymfocyty, jejichz mnozstvi
prevysuje T lymfocyty (Rothkotter a Pabst, 1989, b&e Tenorio a Pabst, 2006). Tyto
ilealni Payerské platy (IPP) sékem zmenSuji. IPP t¥dkontinudlni sestava Payerskych
plati v kterych jsou folikuly podobné primarnim folikwh lymfatickych uzlin. U germ-
free selat se zde vyskytuji téhnyluené IgM* B lymfocyty, zatimco u konwmich selat je
3x az 40x ¥t3i zastoupeni IgAa IgG B lymfocyti. Druhym typem Payerskych pldisou
diskrétni (oddlené) Payerské platy, které se vyskytuji v jejunprednim ileu (Butler a
spol. 2002). R studiu €chto jujenalnich Payerskych piatJPP) jich bylo napeno okolo
dvaceti, picemz jejich umisini se s ¥kem nendni (Rothkotter a Pabst, 1989, Leiebler-
Tenorio a Pabst, 2006).

3.7VYVOJ PRIMARNIHO REPERTOARU PROTILATEK V
PRIMARNICH LYMFATICKYCH ORGANECH

Primarni vyvoj B lymfocytu zahrnuje tvorbu BCR poond/(D)J preskupeni a jeho
piipadnou Upravu pomoci genové konverze, receptoeditdace nebo nahodnych mutaci

nezavislych na antigenu.

3.7.1 V(D)J preskupeni

Tvorba BCR v primarnich lymfatickych organech ptaébilkhem vyvoje B
lymfocytd nahodnym spojovanim (tzv.irgskupenim) mnohdy velmi petné skupiny
genovych segmeifitna urovni DNA (Jenaway a spol. 2001). Tyto gensggmenty jsou
jako templat pro fepis do proteinové podobyiga geskupenim nefurthi a jsou na
zakladk jejich pozice po feskupeni roz&lovany doctyi skupin: V geny (variable), D geny
(diversity), J geny (joining) a C geny (constaMysledkem peskupeni je velké mnozstvi
molekul s vlastni sekvenci aminokyselin, které ptigk svému nositeli obranyschopnost k
mimoradre velkému poétu potencialnich antigén Unikatni pro tento systém je skénest,
Ze tvorba vazebného mista recepter p‘edvidava a neni omezovandtgmnosti antigenu
v okolnim prostedi (B lymfocyty produkuji specifické receptory prgotencialnim

antigerim jeSt pred tim, nez se s nimi setkaji). Tento systém pvdtone&ném disledku
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umoziuje zneEnu genotypu jedinceéhem jeho Zivota aipziti druhu tak neni zavislé na
generace trvajicimippodnim vykEru diky spontdnnim mutacim zargdgch geri. ProtozZe
zmeény vazebného mista BCR probihaji na trovni DNA déajednotliva B bitkka nese na
svém povrchu BCR s pouze jednou vazebnou speoiiicd je schopna produkovat
protilatky riznych tym a podtyf se stejnou vazebnou specificitou (Jenaway a a kol.
2001).

Preskupenid&zkych a lehkychetzca pri vyvoji B bunky probih& postugh Prvnim
¢isté¢ B burg¢nym prekurzorem je proB lilda, kterda je fedukena se vyvijet do B batne
linie, nicmérk m& vSechny V(D)J segmenty v zardaé (germline) konfiguraci (Hardy et
Hayakawa, 2001). U proB bgk nejprve probihd fieskupeni u&kych (heavy)etéza,
kdy dochazi ke spojenia J; segment na obou chromozomech za vzniku preB-hkw
Tato preB-I buika v nasledujicim krokuif@lava na jednom z chromozdneden nahodh
vybrany My subgen vysledkenmiehoZ je kompletni VD piteskupeni v preB-II hik&ch
(Alt a spol., 1984, Zou a spol., 2003)ulBzita je skuténost, ze Bhem VDJ; preskupeni
muze dochazet diky ffomné enzymatické aktivit (3'->5" a 5->3’ exonukleadzy a
terminalni deoxynukleotidyl transferazy (TdT)) khe@inému zkracovani a prodluzovani
Vu, Dy a } segment. Vysledkem je ndhodna sekvence a@ovana jako CDR3
(complementarity-determining region), ktera jéagti nezavisla na genomu jedince a
uréuje nahodnou specificitu protilatky (Melchers alsfp993).

Ve stadiu preB-1l bugk se greskupeny&Zky fetézec gepisuje do primarni RNA,
ktera obsahuje séitenou oblast VDJa vSechny nasledné Useky C oblasti. Primarni RNA
je poté sestzena do autentické RNA, ve které je \{Dablast pipojena k prvni C oblasti,
ktera vzdy koduje IgM. Tato autenticka RNA je pgi€loZzena do membranové formy
proteinu &Zkého rettzce pro IgM. PreB-Il biky s peskupenymi VDJ geny mohou
nasledg diferencovat pouze viipac, Ze je jejich produkt i@skupeni funéni. Diky
nahodnému spojovani, prodluzovani a zkracovani Dy a J; segment musi byt ve
spravnémtecim ramci, neobsahovat stop kodony pro ribozomguai byt schopen se
parovat s lehkyniiettzcem a vytvéit tak funkéni molekulu imunoglobulinu (Butler a spol.
1996, Reynaud a spol. 1989, McCormack a spol. 19inkinost (produktivita) &keho
iettzce se testuje pomoci pre-BCR receptoru, kdy seeknld pra¢ preskupeného a
pieloZzeného &keého rettzce imunoglobulinu spojuje s zachrannym lehkye&zcem
(SLC, z angl. Surrogate Light Chain), ktery je ve4B-11 buikdch exprimovan misto
autentického lehkéhtetezce, ktery je&t neni sesizen (Hardy et Hayakawa, 2001; Zou a
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spol., 2003). SLC je sloZzen ze dvimizci A5 (homologni ke konstantni oblasti lehkého
iettzce) a VpreB (homologni k variabilni oblasti leh&étetézce), z nichz ani jeden
nepodléhd feskupeni, a proto jsou némmé ve své sekvenci i strukéu(Melchers a spol.
1993). Pokud je¢kky fettzec produktivni, dokaze se parovat se SLC a naslegliobjevi
na membra# pre-B-1l burgk ve forme pre-BCR. Ukotveni&Zkéhotettzce v membrah
zarwi, Ze preB-ll buka peZije, zastavi se rpskupovani VDJ genmi na druhém
chromozomu (alelicka exkluze) a preB-llia se niZze vyvijet do dalSiho stadia. V
piipadt neusgchu se VDJ rekombinace opakuje na druhém chromozomu. Pokiuplché
nedojde k vytveéeni produktivniho &kého rettzce, pre-B-Il biika nenavrat umira
(Melchers, 1999). Ve skutrosti még nez 50% vSech prekurZzoB burek je schopno
pieskupit funkni geny prodzkéietezce a pokréovat v dalSim vyvoji.

Bunky s usgsre vytvoienym pre-BCR klonakhexpanduji a jednotliy preskupuji
V_ a J genové segmenty pro lehky (lightgtzec protilatky (Ehlich a spol. 1993, Ghia a
spol. 1996; Hardy a spol., 2000)feBkupovani lehkychetzci probiha podobnym
zpisobem, ktery byl popséan prézkéietzce. Vyjimkou jsou skutmosti, Ze (1) u lehkych
fetzal dochazi pouze k spojovani ¥ J segmentu za vzniku Ykomplexu, (2) Y a 1
geny jsou dvojiho druhu ®a k nebo W a &) a jsou pi sestihu na sob nezavislé,
protoZe jsou umishy na fiznych chromozomech a (3) uspdani \{ a J segment
lehkych tfetézci na Grovni DNA a absence D segmentu unupZ rekolikanasobné
pieskupeni, ve kterém lze chybitgeci rAmec aifpadné stop kodony poopravovat az do
doby, kdy se podavytvorit funkéni lehkyfetzec. Vytvdit produktivni lehkyrettzec se
proto podé témet kazdé budouci B liice. V nasledném vyvoji B lilky je SLC nahrazen
autentickym lehkymrettzcem za vzniku nezralé B tky, ktera m& na svém povrchu
funkéni BCR a kterd je exportovana z primarniho lymiadtoo organu do periférie (Ehlich
a spol. 1993, Ghia a spol. 1996).

Z vySe uvedeného textu jgemmeé, Ze V(D)J feskupeni fispiva @i formovani
primarniho repertoaru protildtek mnaletnymi V-D-J segmenty u¢ikych i lehkych
retéza, jejich ndhodnou kombinaci &zkych i lehkychietzci, libovolnym zkracenim a
piidani ndhodnych nukleotidv CDR3 oblasti u&kych i lehkychiettzci a také iznou

kombinaci lehkych a&fkychietzca.
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3.7.2 Genova konverze

Specificita vazebného mista BCR ve vazebné objasticovana temi kratkymi
Useky jak u lehkych, tak ézkychtetézci. Tyto & variabilni Useky jsou ozgavany jako
CDR1 az CDR3 a jsou od sebe d&ddy ctyimi zakladnimi Useky, které jsou n#én
proménlivé a jsou ozngmvany FR1 az FR4 (Jenaway a spol. 2001). Molekula
imunoglobulinu je v terciélni strukte poskladana tak, Zze CDR oblasti lehkychzk§ch
retézca tvori vazebné misto a obepinaji antigen (celkem tedlyGBR3 oblasti). CDR1 a
CDR2 oblasti jsou w@ovany V genovymi segmenty, CDR3 oblast j&éawéna oblasti
pieskupeni V(D)J segmentDiky svému prostorovému ug@alani jsou CDR3 oblasti pro
specificitu protilatek zasadni, coz také dokazalykéni studie (Davis et Bjorkman, 1988,
Tonegawa, 1983). ProtoZze sekvence CDR3 oblast jekuténosti nezavisla na genomu
jedince diky ndhodnému prodluzovani a zkracovam)¥(segmerit, mohou i Zivg@isné
druhy s omezenym gtem V(D)J geh vytvorit stejné spektrum protilatek jako zZigiéné
druhy s vysokym p&iem €chto segmerit Takovym gikladem je nafiklad prase, které
tvori stejny repertoar protilatek jakdovek (ktery ma desitky V a Dy segment a Sest J
segment), a @itom ma ve svém genomu pouze jedgndva Dy a osm nejpouZzivajsich
Vy geni (tedy teoreticky pouze 16 driulkombinaci; Sinkora a spol., 2003).

| pfes tyto mechanismy vSalkekieré zvieci druhy vyvinuly je& dalSi zfisob
umozujici zvysit pronmgnlivost primarniho protilatkového repertoaru, tzgenovou
konverzi. Dhivodem pro evoluci genové konverze jejm¢ skut&nost, Ze druhy, které ji
pouzivaji, generuji nezralé B itky pomoci V(D)J rekombinace po velmi kratkas
(pouze v embryonalnim Zivgt maji podobit jako prase velmi nizky get V(D)J
oblasti. Primarni repertoar protilatek vznikly V(D)yekombinaci je proto velmi nizky.
Typickym prikladem zvifecich druki vyuZivajici genovou konverzi jsou ptaci (Michael e
Ratcliffe, 2006). Genova konverze probiha v neztal buikach, které pro#lali V(D)J
rekombinaci, migrovali do specializovanych primémiymfatickych orgah umisgnych
v zadnim gew (u ptadki Fabriciova bursa), proliferuji a samo-obnovuji ¥gakovych B
buinkach dochazi pomoci nerecipnd homologni rekombinace Kgnosuc¢asti genovych
segment (10-300 pat bazi) z nefunénich Wy a Vi pseudogein na funkiné presta¥née
VDJy a V] geny pro imunoglobuliny (Michael a Ratcliffe, 2006ProtoZze jde o
homologni rekombinaci, émi se pevazri Useky CDR1 a CDR2 oblasti, nicndé&nramci
jedné CDR oblasti f¥e dojit k gkolika zangnam z gkolika riznych pseudogén
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Potencial zrmainy sekvence V(D)J génje proto extrémni a umadje vytvdit primarni
repertoar protilatek o stejném rozsahu jakoiipak V(D)J preskupeni. Je zahodno
podotknout, Ze genova konverze je specificky propegntnovani funkniho BCR
piipominajici receptorovy editing (viz. nize) pouZiygxi negativni selekci nezralych B
burék kdy dochazi k sekundarnimuregkupeni lehkychiettzci a znéné vazebnosti

imunoglobulinu i u zwecich druli, které genovou konverzi nepouzivaji.

3.7.3 Negativni selekce

Nezrala B biika, ktera pra¥ vznikla v primarnim lymfatickém organu, prdala
béhem svého vyvoje pozitivni selekci (fulti BCR schopny vazat antigen zajistiepiti
této B buiky). Pro spravné fungovani imunitniho systému jeakvlileZity takeé
mechanismus negativni selekce. Tentpzajisuje, Ze nezralé kiky schopné silé vazat
antigen budou tento antigen snaSet (tolerovatjinzat zralé B biiky budou tvdit pouze
repertoar antigen-specifickych hiky které nereaguji s vlastnimi autoantigeny (Jeryaava
spol. 2001) Tato faze vyvoje B lymfocyt probiha pi piechodu bugk z primarnich
lymfatickych orgah do periferie (sekundarni lymfatické organy, krevnalymfoidni
tkarg). Tolerance B biiky k antigenu je zaji®vana temi zpisoby: (1) eliminace buik
(delece), (2) neodpovidavost (anergie) nebo (IpediBCR (receptor editing)iireditaci
BCR dochazi k sekundarnimuiegkupeni lehkychiettzch a znméné vazebnosti
imunoglobulinu (diky usp@dani { a J segment na urovni DNA a mozZnosti
n¢kolikanasobnéhoipskupeni lehkychettzci; Nemazee et Weigert, 2000). Typ odpdiv
je zavisly na typu antigenu, sile vazby BCR k agtiigg anatomickém mistu vyskytu B
buiky a také na tom, v jakém stadiu vyzravani se Bftypyt praw nachazi a jaké
stimulani a pomocné signaly obdrzi ze sveého okoli. EJIBC® proto umoituje znenit
primarni receptor protilatek, upravitipadnou autoreaktivitu B btk a pedejit jejich
smrti. Cersté vzniklé B lymfocyty vycestované z primarnich lyriiékych center jsou
nejvice nachylné k negativni selekci, signalizai@s BCR bez dalSich pomocnych signal
vede k potlgeni €chto burkk a ke snasenlivosti antigenu. Ma se za to, Ze6@si0%
vSech funknich B burk vzniklych v primarnich lymfatickych centrech jdlng
autoreaktivnich. Bpoéteme-li eliminaci nizko-autoreaktivnich B biknpii cirkulaci skrze
telo jedince, snizi setpodni soubor funknich B burk na pouhych fiblizné 15%
(Jenaway a spol. 2001). Stadia vyvoje nezralychaenich zralych B bufk jsou
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piechodnymi stadii mezi primarnim a sekundarnim rewepgym repertoarem a jsou

ozna&ovany jako T (transitional) stadia.

3.7.4 Nahodné mutace

Béhem vyvoje primarniho protilatkového repertoartzen dochazet i k ndhodnym
mutacim nezavislych nafipomnosti antigenu. Tyto nahodné nukleotidové stirst jsou
pievazré lokalizovany do CDR oblasti. Ndhodné mutace jsadopné somatickym
hypermutacim, které se pouzivaji formovani sekundarniho protilatkového repertoaru

(viz. nize).

3.8VYVOJ SEKUNDARNIHO REPERTOARU PROTILATEK
V SEKUNDARNICH LYMFATICKYCH ORGANECH

B lymfocyty, jejichz BCR nevaze auto-antigeny ar&tprojdou T stadii nezralych
B burtk prezivaji a stavaji se z nich naivni zralé B lymfgcyZralou B buku Ize
aktivovat skrze BCR jen vifpadt, Ze dodané signaly jsou podany ve spravnéemadip
spravnym zpsobem, ve spravné intenzid na spravném mis{Jenaway a spol. 2001).
Tento proces je &Sinou kontrolovan pomocnymigTbuikami, které rozpoznavaji svym
TCR cast stejného antigenu prezentovaného na MHC-II katédeh bul’ samotnych B
burgk nebo antigen prezentujicich BnFunkiné se po stimulaci zrala B hka meni v B
burg¢ny blast a proliferuje. ¥Sina B blasi se nasledhmeni do efektorovych, protilatky
produkujicich bugk (AFC, angl. antibody forming cells) a dale pak plasmatickych
burgk, jejichz hlavniinnosti je produkovat protilatky. dkteré B blasty se mohou émit v
panttové buiky (Azulay-Debby et Melamed, 2007, Edry et Melanizd2004, Sinkora
2003, Allman a spol., 2004). Usina aktivace zralé B hlky a jeji nasledna proliferace
probih& v sekundarnich lymfatickych centrech & vyslednou podobu sekundarniho
imunoglobulinového spektra. Na tomto procesu sdlgipdomaticka hypermutace, revize
BCR a izotypovy pesmyk tid.

3.8.1 Somatické hypermutace

Pri somatické hypermutaci dochazi k nukleotidovymstibcim a v menSi rig
také k delecim a inzercim v genovych segmentechujiddh variabilni¢asti lehkych a
téZkych imunoglobulinovychietzci. Tyto mutace neprobihaji nahadm jsou cilené
(Durandy, 2003) Nejvice hypermutaci probiha v CDR oblastech ahefirekvence je

velmi vysoka, aZz 16 U mysi a lidi je takto v Peyerovych platechémmo vice jak 5%
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sekvenci kodujicich variabilni oblasti (Muramatsspml., 2000; Spencer a spol., 2009).
Germinalni centra maji nasledmoznost vyselektovat by se zvySenou afinitou k
antigenu. Oproti primarnimu repertoaru je afinitaniklych protilatek ¥tSi o 4 — 6rada
(HotejSi a Barinkova, 2009).

3.8.2 Revize BCR

Pti revizi BCR (receptor revision) dochézi u zralylohrek ke znené vazebného
mista protilatky sekundarnimigskupenim podokinjako u nezralych B buk v pripac
editace BCR (Nemazee et Weigert, 2000fkd&iv téZkeé fettzce se nemohou znovu
pieskupovat z @ivodu usptadani v genomu a vystenim vSech B segment, u lehkych
fettzci miZze dochézet k vicendsobnémuy-Y pieskupeni a tim z#émé sekundarniho

reprtoaru protilatek.

3.8.3 Izotypovy piresmyk

Pri izotypovém pesmyku fid dochazi ke zné typu €Zkéhotetézce a tedy i ke
zmeéné imunoglobulinovéiidy. Freskupené VDJ geny lze p sestihu pripojit k raiznym
druhim konstantnich () geni t¢Zkéhotettzce. Znéna typu G genu se projevi zénou
izotypu imunoglobulinu. V primarnich lymfatickyclewstrech p vyvoji B bunky dochazi
vzdy nejprve k tvorb t¢Zkéhotetezce typu IgM ((HC), protoZze @ segment leZi u vSech
znamych zwiecich druli nejblize VDJ, oblasti (Wang et Clarke, 2004, Durandy, 2003).
To je také dvod toho, Ze (1) se u B bekpii jejich vyvoji nejdiive objevuje povrchovy
IgM, (2) casna exprese IgM je prodnim znakem nezralych B btlna (3) IgM je
produkovan do okoli buk jako prvni protilatka fed naslednou zémou izotopu, ke
kterému dochazi v pogZ@im vyzravani B biky. Ke zmeéné exprese C genuwikého
fettzce dochazi ddma moznymi zfisoby. Bu’ muze byt primarni RNA se8fena
alternativnimi sesihy, nebo nize byt vzdalegsi C gen &Zkéhoietzce rekombinovan
blize k J; oblasti podobnym Zsobem, jako je tomu u V(D)Jigskupeni (Hardy a
Hayakawa 2001). Prénpopsany zfisob je u AFC a plazmatickych btlnmérg casty a
uplatiuje se pedevSim u naivnich &asnych efektorovych B bik, které maji BCR s
dvojim typem G fetdzce (napiklad IgM'IgD™ B buiky nebo IgMIgA™ B buiky). Druha
alternativa je u AFC a plazmatickych rtasgjsi, je vSak nevratna, neba ni dochazi k
odstragni DNA, kterd lezi mezig) genem a fislusré spojovanym & genem (vznikaji
tedy napiklad IgM1gG" nebo IgMIgA™ B buiky). Nejdilezitgjsi faktory, které
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ovliviiuji zménu izotopu B biiky, jsou T lymfocyty a cytokiny jimi produkované @rtly a
Hayakawa 2001, Hentges a spol., 2004, Sinkorala, 003, Wang et Clarke, 2004).

3.90NTOGENEZE HEMATOPOEZY A MISTA VYVOJE
LYMFOCYT U U PRASAT

Prvni organ, ktery generuje hematopoetické kmenougky je, steji jako u
dalich zufecich druki, extra-embryonalni Zloutkovy vak (Sinkora a spdQ03).
Zloutkovy vak v3ak ghem embryonalni ontogeneze zanika (u prasat kol&27pa jeho
funkce fechazeji do fetalnich jater, kterd u prasat vgans velikosti plodu dosahuji
nejwtsi velikosti zhruba v DG35. Fetalni jatra fungygiko hematopoeticky organ
minimalné do DG50, nicméhbéhem DG40 se hematopoeticka aktivitagpouva do kostni
dierg, které, steji jako uclovéka a mysi, astdva od DG45 hlavnim hematopoetickym
organem (Sinkora a spol., 2003). Lymfopoetické\étietiv kostni deni dosahuje vrcholu
mezi DG60 - DG80 a dnem této periody je vytw¥ena \tSina lymfoidnich buék
vyvijejiciho se embrya. Vyskyt a vyvoj] B lymfodyta NK burgk kopiruje vyskyt
hematopeézy, protoZze tyto kgné typy jsou jejich imym produktem. Prekurzory T
lymfocyta vznikaji také v mistech hematopeetickych aktivilcméreé tyto prekurzory
migruji do brzliku, kde dochazi k jejich dalsimuzygvani (Sinkora a spol. 2003). Protoze
hematopoeticka aktivita probiha ve dvou vinach jprze Zloutkového vaku a fetalnich
jater mezi DG20-DG50 a druha z kostriert od DG45) je i brzlik osidlovan dma
vinami T lymfatickych prekurzd.

Prasata jsou sparkati savci stejako ovce, skoti kong, kteri jsou historicky
fazeni ke skupizivocicha u které nedochazi k vyvoji B lymfodyw kostni deni po cely
Zivot, ale kt&i v pozdni embryonalni ontogenezi a po narozeniZipaiji pro vyvoj a
rozSteni B lymfocyfi specifické organy zadnihoista. Do této skupiny péatnagiklad
kurata, kterd pouZivaji Fabriciovu burzu (Glick, 1956@bo kralici, ktd pouZivaji
sacculus rotundus a apendix (Lanning a spol., 200®ppytniki je timto organem oblast
folikult rozprostenych v oblasti k§elniku, oblasti zname jako ilealni Payerske pl&#yP(
Yasuda a spol. 2006). Tyto specifické organy jsodgbné Fabricio¥ burze ptak a
diverzifikace B busk zde pravdpodobr probihd obdobnym #gobem pomoci
mechanism genove konverze nebo somatickych hypermutaci (Bkanspol., 2010; Paul,
2003, Toman a spol., 2009).
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3.10 ROZDELENi  ZIvO CICHU  DLE MISTA  VYVOJE
PRIMARNIHO PROTILATKOVEHO REPERTOARU

U teplokrevnych obratlovicexistuji dva zakladni fgoby vyvoje B lymfocyi. Na
jedné straé stoji zivatichové vyuzivajici kostni rén (tzv. BM skupina z angl. bone
marrow), ve které dochazi vifsehu celého Zivota k tvotba obno¥ B lymfocyti z HSCs.
Tento model vznikl studiem mysi a plati také prdi [Paul a spol., 2003). Wdthto
Zivocicht je zdrojem primarniho repertoaru protilatekeyazig V(D)J preskupeni a
receptorovy editing. Druhy #gob tvorby B lymfocyi je zaloZen na vyuziti druhév
specifickych primarnich lymfatickych orga&rumisgénych v oblasti zadniho igtva (tzv.
GALT skupina z angl. gut-associated lymphoid tigsu&terych dochazi k tvotbplné
rozvinutého primarniho B bétného repertoaru. Modelovym zastupcem tohoto vyjmije
kure, alefadi se sem také nidklad kralik nebo kopytnici, dkdy také kytovci a Selmy
(Mage a spol., 2006; Weill et Reynaud, 1998).ethto Zivaicha je zdrojem primarniho
repertodru protilatekipvazre genova konverze a nahodné mutace.

Vyskyt genové konverze u ptaékje dlouhodod zndmé a dale probadana
skute&nost (Michael a Ratcliffe, 2006), ktera vSak nebyikdy zcela jast potvrzena u
dalSich zviecich druli, které jsou do GALT skupiny #azovany. To, Ze jsou do GALT
skupiny z#azovany i kralici a kopytnicidetré prasat je dano&kolika napada shodnymi
nalezy, které jsou odliSné od BM skupiny a jsoudstéopro GALT skupinu (Butler, 1997,
Yasuda a spol., 2006):
1.VSichni zastupci GALT skupiny maji specializovam@any zadniho #&va, které chybi

u mysi a lidi. U ptaku jde o Fabriciovu burzu, @k o sacculus rotundusigrhod
mezi ileem a slepym igvem na terminalnim konci Peyerovych fjaa u kopytnik
jde o ilealni Payerské platy (IPP), které jsou flm#dod jejunalnich Payerskych plat
objevuji se v ontogenezi pagd jsou dominantni ghem brzkého postnatalniho Zivota,
zanikaji rekolik tydni az nesial po narozeni, jsou lokalizovany v terminatasti ilea

v blizkosti apendixu a jsou vyginé téngt vyhradré B lymfocyty.

2.VSichni zastupci GALT skupiny maji omezenypbVy geni, které pat pouze do jedné
rodiny se stejnou uvodni sekvenci geo je zakladni fedpoklad pro fungovani
genové konverze, kteraire pracovat pouze na homolognich templatech. Lapjds

o rodinu gei shodnou s M3 geny u lidi.
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3.VSichni zastupci GALT skupiny maji omezenou konadni tvorbu primarniho
repertodru protilatek diky omezenémwipoV, D a J subgeh Z tohoto divodu se
piedpoklada alternativni mechanismus tvorby repeutgeko je genova konverze. U
prasat je pro i@skupovani vyuzivano zejména 7 hlavnich s8ubge (VHA, VyB,
VuC, V4E, V4F, VuX a W,Y), dva Dy subgeny (PA a DyB) a pouze jedenybsubgen.

4.U vSech zastugictéto skupiny byly u zralych begk nalezeny chimerické V geny
s kombingné vyménénymi CDR1 a CDR2 oblastmi, kteréfipominaji produkty

genoveé konverze.

3.11 ZDUVODNENI ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Tricet let staré studie Reynoldse a Morrise na ovaiakangily, Zze IPP jsou
primérni lymfaticky orgdn a maji stejnou funkci gakabriciova bursa u ptAKReynolds a
Morris, 1983). Nasledujici studierqvzaly tuto myslenku a nekriticky ji opakovaly ve
svych zavrech. Tato teorie je zaloZzena na nalezech, zeh{iyrgické odstragni IPP vede
k snizeni B bukk a k B bur¢né deficienci (Gerber a spol., 1986), (2) Bikyse vyvijeji
v IPP nezavisle na antigenu (Reynolds et Morri§4)9(3) systémové odstréami IgM* B
burgk u fetanich jefiat zamezuje zformovani IPP (Press a spol., 198§)PP vykazuji
vysokou proliferéni aktivitu (Reynolds, 1987), (5)¢téina B bugk v IPP umira
(Reynolds, 1986, Motyka et Reynolds, 1991), (6)ediifikace repertoaru protilatek
probihd v IPP pomoci somatické hypermutace (Reyreuspol., 1991) nebo genové
konverze (Parng a spol., 1996), (7) IPP zanikafieln postnatalniho Zivota st&jjako
Fabriciova burza (Reynolds a Morris, 1983) a (&yem AID (activation-induced cytidine
deaminase), ktery zpragstlkovava genovou konverzi, somatické hypermutazenéanu
izotypu protilatek byl nalezena v IPP (Yasuda d.s2606).

Diky anatomické podobnosti IPP u ovci a prasatstyni naleam, které se
shodovali u vSech ziwisnych druli skupiny GALT (viz. vySe) byla teorie o funkci IPP
nekriticky rozsfena i na dalSi zivasné druhy ¥etné prasat. DalSi nalezy se vSak s tuto
teorii neshodovaly. Za prvé bylo zjgb, Ze k vyvoji B budk u prasat dochazi
pravdspodobrg v kostni deni steji jako u my3i a lidi (Sinkora a spol., 1998b a 20@3)
druhé bylo zji&tno, Ze VDJ genové chiméry podobné genové konveeziziskat jako
artefakt PCR, ktera je nutna pro zmnozenitgésinkora a spol., 2000). Zaeti bylo
zjisteno, Ze spojovanim V(D)J gérnv CDR3 oblasti Ize ziskat dost&t@u rozmanitost
repertodru B pouziti pouze jednoho fugkiho Wy genu (Xu a spol., 2000).tRnorodost v

27



CDR3 oblasti je proto dosta@t®a ktvorlE pIné rozvinutého primarniho repertoaru
protilatek a proto nenitdod, pr@ by prasata @i v evoluci vyvinout genovou konverzi.
VEtSi repertoar lehkyckettzch a tedy postradaji genovou konverzi (Jenne a spo03).
V souladu stim sekvenovani préid® genomu ukazalo, Ze vSechny CDR1-CDR2
chiméry maji své préjSky na arovni DNA (Eguchi-Ogawa a spol., 2010).kbleec za
paté, zevrubna analyza vSech nalema kterych je zaloZena teorie o IPP jako mista
primarniho vyvoji B buik, uvedenych v ifedchozim odstavci v bodech 3-8, nadlaa Ze
nejde o pimé dikazy B lymfopoetické aktivity v IPP. Tyto nalezy hmu byt také
vyswtleny skuténosti, Ze B lymfocyty, které jsou generovany v koskeni, migruji do
sekundarnich lymfatickych orgénvcetre IPP kde dochazi k jejich sekundarnimu
vyzravani zavislém na antigenu. Toto vyzravani ajer proliferaci, selekci, apoptosu,
somatické hypermutace, izotypoviepmyk a zrénu povrchového fenotypu.

Nejistota ohled& vSeobec# rozstené teorie aivody pochybnosti o jeji spravnosti
nas vedli k sérii experimeint které maji vysstlit funkci IPP u prasat a zjistit distribuci

lymfocyta ve stewe u bezmikrobnich a kolonizovanych selat.
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4. CILE PRACE

1. Zdokumentovat vyskyt a zastoupeni lymfoidnich duskrze stevo prasat a zjistit

zda tento vyskyt je nebo neni zavisly na kolonizteva.

2. Zjistit, zda existuje vyrazny rozdil mezi ilealnijgjunalni oblasti tenkéhoteva
ktery by naznéoval, Zze prasata pouzivaji IPP jako specifickéasiblsteva pro
vyvoj B burg¢ného repertoaru.

3. Porovnat specifické komponenty GALT (IEL, LPC, IPBPP), zjistit vliv
kolonizace deva na tyto komponenty a zjistit v kterych oblaktseteva dochazi k
izotypovému pesmyku imunoglobulinovychiid jako typického jevu provazejici

sekundarni vyvoj protilatkového repertoaru.

4.1ZDUVODNENI CiL U PRACE

U teplokrevnych obratlovicexistuji dva zékladni Zfgoby vyvoje B lymfocyi. Na
jedné stra#é je skupina BM vyuZivajici celozivoirkostni dei. Druhy zmisob tvorby

B lymfocyta je zaloZzen na vyuziti GALT k tvoébplné rozvinutého primarniho B
burg¢ného repertoaru (Yasuda a kol. 2006). Prase j@riiky fazeno ke skupin
GALT, avSak wkteré dalSi ndlezy zpochibji toto z&azeni. Je proto otazkou zda
prasata opravdu gatdo skupiny GALT a zda pouzivaji IPP k tvérprimarniho B
bunécného repertoaru nezavislého na vyskytu antigenualyxa jednotlivych
lymfocytarnich subpopulaci u bezmikrébnich selasnenani s konveémimi selaty by
mela prokazat zda kolonizacgeta ovliviiuje celé tenké Btvo ¢i pouze jeho vybrané
oblasti. Takova analyza by téZka prokazat, zda se IPP chovaji odtisnzavislosti na
kolonizaci steva a zda vyvo] B lymfocut v IPP je zavisly nebo nezavisly na
piitomnosti antigefh. Navic analyza vSech zakladnich populaci lymfocgt jejich
subpopulaci nazgavyznam jednotlivych tyfp lymfocyta pii kolonizaci steva.

Mista primarniho vyvoje B lymfodytjsou charakteristické vyskytem nezralych a
naivnich B bugk, jejichZz vyvoj je nezavisly naifftomnosti externich antigén Na
druhé straé jsou sekundarni lymfatické organy, které jsou akeristické vyskytem
efektorovych B bugk. Vyskyt a existence efektorovych B lymfogyje zavisla na
piitomnosti antigenu. JestliZze je vyvoj Kitych oblasti seva jako jsou IPP zavisly na
vyskytu antigei, zatimco jiné oblasti jako JPP jsou nezavisld, iy byt patrny rozdil

ve vyskytu efektorovych a naivnich B kiknv zavislosti na stupni kolonizaceresta.
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Navic vystupy tohoto cile zodpovi na otazku jakujs$ednotlivé populace lymfocit
distribuovany skrze celéistvo a zda distribuce lymfoayfe zavisla nebo nezavisla na
kolonizaci steva.

U skupiny Ziveicha vyuZzivajici GALT k tvorlg primarniho B bu&ného repertoaru
jsou specifické organy zadnihorfesta primarnimi lymfatickymi centry, ve kterych
dochazi k vzniku primarniho imunoglobulinového dpekToto primarni spektrum je
charakteristické rozznénim protilatek na drovni IgM. U sekundarnich lyni¢&g/ch
orgari dochazi k vyvoji sekundarniho imunoglobulinovéhmeldra, na kterém se
podili somaticka hypermutace, revize BCR a izotyppiesmyk imunoglobulinovych
tiéid. Somatické hypermutaceipominaji ndhodné mutace generovaiéf@rmovani
primarniho protilatkového repertoaru a proto nemwHmyt jednoznéné pouzity

k identifikaci vyvoje sekundarniho protilatkovéhepertoaru. Obdobna situace plati
pro revizi BCR, kterd ifjpomina editaci BCR. # izotypovém pesmyku fid vSak
dochéazi ke zrme typu €Zkéhorettzce a tedy i ke zimé imunoglobulinovéifidy, ktera
neni gitomna v primarnich lymfatickych centrech. Pokunljgisté oblasti seva mista
vyvoje B lymfocyti u prasat, pak by wthto oblastech #ho byt pritomno pouze
imunoglobulinové spektrum typu IgM a nélm by dochazet k izotypovémugsmyku.
Na druhé strahby meély byt oblasti steva reprezentujici sekundarni lymfatické organy,
kde by ngla byt patrna fitomnost izotypovéhoipsmyku, a to zejména na IgA, ktery

je typicky pro stevni imunitu.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 ZVi RATA A ODB ER VZORK U

5.1.1 Experimentalni zvirata a chirurgické procedury

Experimentalni zvata pouzita v této diplomové préaci byla (1) prasadaezena
kiizenim plemene Minnesota s vietnamsko-asijsko-sigdkymi prasaty interniho chovu
laboratdge MBU AV CR, v.v.i., (2) prasata plemergeska bila uslechtila ziskana z jatek.
Mezi tmito dwma plemeny nebyly nalezeny signifikatni rozdily s® tye distribuce
studovanych lymfocyt Konvereni (CV) i bezmikrobni (GF) selata byla utracena
v celkové isofluoranové anestézii vykrvenim pomaidialni punkce. Bezmikrobni selata
byla ziskana z prasnic hysterektomii aélimim porodem provedenymi 112-ty den gestace
do sterilnich izolatar pomoci dive popsané technologie (Minatis a Jol, 1978). &ozeni
byla bezmikrobni selata udrzovana v izolatorectbeamikrébnich podminek, které byly
piisné kontrolovany internim bakteriologickym vysenim. Selata byla vyZivovana
sterilnim upravenym 6% kravskym mlékem. VeSkeréusgkna zwiatech byly provaghy
pod dohledem proskolené osoby a probihaly podigekii pokugi schvalenych etickou

komisi Mikrobiologického Ustavu AYR, v.v.i. na zaklagiochrany zuiat proti tyrani.

5.1.2 Experimentéalni design

V experimentalni skupih CV selat bylo zkouméano 15 jedinove wku od 1-6
tydni a ve skupit GF selat bylo zkoumano 7 jedinge wku od 1-8 tydd. Po eutanazii
selete bylo odebrano celé tenkéegb mezi Zaludkem a apendixem. V celé diplomové
praci je stevo ¢islovano ve srru od terminalniho ilea (vzorek 1) k duodenu (vzorek
20). Stevo bylo nejprve rozileno tak, Ze byl odebran Usek ilea az po konecitkoalnich
Payerskych pldt (IPP). Tento Usek byl rozten na fi stejrg dlouhé Useky (vzorky 1-3).
Ze vzorku¢. 3 byla odebranaast IPP pro analyzu PCR. Nepozorovali jsme, Ze by
odebrani kratkého Useku IPRImzavazny vliv na vysledky.

Nasledujici oblast #va jiZ neobsahovala kontinualni ilealni Payerskidyp ale
pouze diskontinualni jejunalni Payerské platy. Jmom podotknout, Ze hranice mezi ileem
a jejunem neni u prasete anatomickgs® definovana a z historiského pojeti a v pojeti i
této prace je za ni povazovana oblast v kterém iestgvaji vyskytovat kontinualni

Payerské platy a Zmaji se objevovat diskontinualni Payerské platynagledujicicasti
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jejuna jsme vysthli dvé priblizné stejré dlouhécéasti (vzorky 4 a 5), ifiéemz jedna z nich
obsahovala diskrétni Payersky plat (JPP) a druhagebsahovala. Délkadhto dvou
Useki se vyraza neliSila od zbyvajicich vzotk Tyto dva vzorky byly pouzity na specialni
analyzu zavislosti fitomnosti lymfocyt a jejich subpopulaci nafippmnosti Payerského
platu. V této analyze byl Payersky plat u vzorkiayerskym platem beze zbytku
vystiihnut (ozné&eno jako vzorek s PP — vzorek, ktervpdné obsahoval PP), zatimco
vzorek bez Payerského platu byl analyzovan takpjkozn&eno jako vzorek bez PP —
vzorek, ktery neobsahoval PP). Zbyast steva byla rozdena na 15 steindlouhych
useki (vzorky 6 az 20). Vzorky 6-18 byly povazovany zupum, u vzorku 19 byl
pozorovan dsny styk tenkého #va s tlustym sévem a posledni vzorek 20 rerezentoval

duodenum.

5.2 PRIPRAVA LYMFOCYT U

5.2.1 lzolace snési lymfocyti z tenkého steva prasete

Vzorky tenkého seva byly v Petriho miskdch pomoci sérologické pipsiraceny
vnitini stranou ven, ikladné mechanicky zbaveny zbyitknatravenin a promyty 4-5 krat
v PBS (5 min., 400x g, 4°C). Intaktni tkdyla penesena daisté 50 ml zkumavky a
natravena pomoci traviciho média (RPMI-1640 (PAR)O U/ml kolagenaza typu IV
(Sigma-Aldrich), 2% fetalni teleci sérum (PAA)¥edeltdtého na 37°C v celkovém
objemu 20-30 ml za stadlého michani na orbitalep&ce po dobu 60 minutip37°C.
Vznikla suspenze bwhk byla pefiltrovana skrze nylonovou tkaninu s velikostijp@0 um
(Cell Strainer, BD Falcon) ddisté 50 ml zkumavky. Biky byly pomoci centrifugace 2
krat promyty v PBS (5 min., 400x g, 4°C). Po praitbyly buiky resuspendovany ve 3
ml 80% roztoku SIP (SIP je roztok Percollu (GE Heedre) ngedén 1:10 pomoci 10X
PBS, na 80% objemovych procent byltedn pomoci 1X PBS). Daistych 14 ml
zkumavek byly naneseny 4 ml 40% roztoku SIP, ktgylypoté podvrstven suspenzemi
burek jednotlivych vzork v 80% roztoku SIP. Separace lymfacytrobihala centrifugaci
bez brzdni ( 30 min., 880x g, 21°C). Po dokmmi centrifugace byly odebrany prstence
lymfocyta jednotlivych vzork, které vznikaji na igchodu 40%/80% SIP. Ziskané
suspenze lymfocyt byly 3 krat promyty v PBS, poprvé 10 minut, 600x24°C a poté
jese dvakrat pi 400x g, 4°C. Orientani paiet burgk byl stanoven p@tanim v pgitaci

komarce.
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5.2.2 Izolace intraepitelidlnich lymfocyti (IEL) a lymfocyta zlamina
propria (LPC)

Vzorky tenkého geva byly v Petriho miskach pomoci sérologické pipbraceny
vnitini stranou ven, ikladné mechanicky zbaveny zbyitknatravenin a promyty 4-5 krat
v PBS. K promytym vzonkm bylo gidano 30-40 ml roztoku PBS, do kterého bytaano
1 mM DTT (Sigma-Aldrich) a 1 mM EDTA (Sigma-Aldricha ktery byl pedettat na
37°C. 50 ml zkumavky se vzorky byly urmiisy na orbitalnitepepéku a byly inkubovany
15 minut @ 37°C. Poté byl slit supernatant digté 50 ml zkumavky a uschovan. Ke tkani
byl pfidan novy roztok s DTT a zkumavky byly @pumistny na tepaku. Takto byly
ziskany 4 frakce, intraepitelialni lymfocyty (IE)yly obsazeny v poslednich dvou
frakcich. Zbytky tk&a byly pouZzity pro izolaci lymfocyt z lamina propria. Suspenze
burgk byly prefiltrovany gres nylonovou tkaninu s velikosti @or0 um. Vzorky byly 2
krat promyty v PBS pomoci centrifugace (5 min., ¥@f) 4°C). Promyté hiky byly
pieciStény pres Percollovy gradienty stejnymtgombem jako v fpack izolace lymfocyl
(kapitola 4.2.1.). Orientai paet burgk byl stanoven p&tanim v pgitaci komirce.

5.2.3 Izolace burgk z lamina propria

K zbylé tkani poitepani s roztokem DTT byldiplano travici médium (RPMI-1640
(PAA), 100 U/ml kolagenéza typu IV (Sigma-Aldrici% fetélni teleci sérum (PAA))
piedgaté na 37°C a zkumavky byly uméisy na orbitalnitepatku na 60 minut $ 37°C.
Bunky byly pomoci centrifugace 2 krat promyty v PBSnifn., 400x g, 4°C). Po promyti
byly precisteny pres Percollovy gradienty stejnym tgmbem jako v fipact izolace
lymfocyta (kapitola 4.2.1.). Orientai paiet burgk byl stanoven pg&tanim v pditaci
komiarce.

5.2.4 Izolace lymfocytia z Payerskych plat
Ze steva byly opatraéy vystizeny Payerské platy adkladné promyty v PBS.

Pomocifiltru s nylonouvou membranou o velikosti (i6f0_'m byla tk&i homogenizovana
a prevedena do 50 ml zkumavky. Suspenze ve zkumavkdgh?E3 krat promyty v PBS
(5 min., 400x g, 4°C). Orientai patet burgk byl stanoven p&itanim v péitaci komirce.

5.2.5 Poditani bunék

Paitani burtk bylo provadno mikroskopicky pomoci gétaci komirky a pomoci
priaitokového cytometru. Pro pidani v p&itaci komirce bylo na mikrotitréni desku pro
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kazdy vzorek (1Qul) odebrano 19Qul Turkova roztoku (Merck) a sés byla dikladng
promichana pomoci pipety. Dale bylo zesshodebrano 1Ql a to bylo opatré vypustno

pod kryci skléko patitaci komirky. Bunky byly patitany v 50-tictvercich.
5.3 FENOTYPIZACE BUN EK

5.3.1 Znaceni bunék pro pratokovou cytometrii

Pro zngeni burgk bylo vyuzito nepimé imunodetekce. Suspenze &un(v
koncentraci 2x10ml) byla zn&ena v 96-ti jamkové mikrotittmi desce. Nejprve byly
buiky inkubovany 15 min §» 4°C se smasi primarnich protilatekaznych izotyg. Poté
byly buiky promyty 3 krat ve FACS gelu (3 min., 340x g, d°Glasledovala inkubace
burék se smisi sekundarnich protilatek, které byly n&eniy proti fiznym izotygm
primarnich protilatek . Byly pouzitgtyii raizné sekundarni protilatky konjugované s
raznymi fluorochromy. Suspenze hiknse sekundarnimi protilatkami byla inkubovana 15
min pri 4°C, poté byly biiky 3 krat promity od nenavazanych protilatek ve FFAgelu (3
min., 340x g, 4°C). Mnozstvi vSech pouzitych péitk bylo pouzito na zaklad
experimentals stanoveného optimalniho titru pro silny signal feeSného pozadi. Jako
negativni kontroly byly vyuzity mysSi monoklonalnirgbilatky namfené proti krysim
antigerim, které byly nantény proti stejnym izotyfm jako pouZzité kozi protilatky proti
mySim antigetim. K promytym a resuspendovanymnkam bylo gidano 50ul FACS
gelu a cely objem vzotkbyl preveden do fipravenych specialnich zkumavek. Takovéto

buiky jsou @ipraveny na réeni pfitokovym cytometrem.

5.3.2 Prutokova cytometrie

Pro neréni zna&enych suspenzi bgk byl pouzit gistroj FACSCAlibur (Becton
Dickinson). Buiky byly zna&eny sekundarnimi protilatkami konjugovanymi seigngmi
fluorochromy, FITC, PE, PE/Cy5 a APC. Pro &elespektralniho igkryvu jednotlivych
fluorochromi byla pouzita elektronicka kompenzace.

Pro kazdy vzorek bylo sieno 300 az 700 tisic bék Analyza dat ziskanych z
priaitokové cytometrie byla provéda pomoci softwarového programu PCLysis (Becton

Dickinson).
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5.3.3 Sortovani bunék

Pro PCR analyzu byly nutnéisté populace B buwk s ugkitym fenotypem. Pro
separactistych populaci bylo vyuzito sortovani kikrz ilealnich a jejunalnich payerskych
plati a také smsi lymfocyth z lamina propria Buiky byly zna&eny pomoci protilatek
stejnym ziisobem jako pro fenotypizaci jgokovou cytometrii. K sortovani bak byl
pouzit gistroj FACSArialll (Becton Dickinson)Bunky byly sortovany do sterilnich
zamrazovacich zkumavek v o 10, 30 a 50 tisic bék. Pro danou analyzu bylo vzdy
pouZit stejny pdet burgk pro kaZdou analyzovanou subpopulacistota sortovanych
burék byla kontrolovdna reanalyzou sortovanych durnv separatnich sortech. Po
dokorteni sortovani byly buwné sorty stéeny (15 min., 440x g, 4°C), pelet byl
resuspendovan v 0,5 mihidla TRI Reagent (Sigma-Aldrich) a gsmbyla zamrazena na -
20°C.

5.4 PRACE S NUKLEOVYMI KYSELINAMI

5.4.1 Izolace RNA

Vychozi vzorek byla zamrazend suspenzecbun0,5 ml TRl Reagent. Ke
kazdému vzorku bylofiddno 100ul chloroformu (Sigma-Aldrich) a kazdy byl intenzivn
protrepan na vortexu cca 30 ¥ite Déale byly vzorky vioZzeny dotfpdchlazené centrifugy a
staeny (10 min., 22000x g , 4°C). Po centrifugaci blgsah zkumavek rozkn na d¢
frakce,cirou a fizovou. Velice opatrhbyla odebrana vrchiira vrstva, ktera nesta byt
kontaminovana spodniizovou frakci. Zkumavky sizovou frakci byly uschovany do
mrazéku pro izolaci DNA (viz kapitola 4.4.2.). Kaadému vzorku RNA bylofjtdno 250
ul isopropylalkoholu (Sigma-Aldrich), vzorky byly gitepany a nechany 15 minut stat na
ledu. Nasled& byly stateny (10 min., 22000x g, 4°C). Po &moi byly opatré odebrany
supernatanty a vyhozeny. K pdiet byl pidan 1 ml 75% ethanolu, vzorky byly
prottepany a stieny (10 min., 22000x g, 4°C). Znovu byl op@tadebran supernatant a
byl vyhozen. Zkumavky byly nechany s atenym vEkem tak, aby vyschl pelet. Dle
mnoZzstvi RNA (v zavislosti na ptu nasortovanych bgk) byl piidan roztok TE, 5-1@l.

5.4.2 1zolace DNA

Pro izolaci bua¢né DNA bylo vyuzito zamrazené frakce TRI Reangdaera

nebyla vyuzita pro izolaci RNA. Ke spodniZzové frakci bylo pidano 150ul 100%
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ethanolu a vzorek byldladrg promichan na vortexu. Zkumavky byly naslédizeny (5
min., 1800x g, 4°C). Po centrifugaci byl op&todebran supernatant, ktery byl vyhozen. K
peletim DNA byl nasleda piidan 1 ml 0,1M citratu sodného (Sigma-Aldrich) w40
ethanolu a tyto byly vloZzeny na 15 minut na midtha Poté byly vzorky s DNA steny (5
min., 1800x g, 4°C). Nasledrbyl odebran supernatant, ktery byl vyhozen. K Db
pfidan 1 ml 75% ethanolu a byla &@pvloZzena na 15 minut na michka. DNA byla
statena (5 min., 1800x g, 4°C). Supernatant byl odelar&yhozen. Pelety, které nemusi
byt viditelné byly nechany vyschnout do sucha. Db\a n&aedétha pomoci 15ul 8 mM
hydroxidu sodného (Riedel-de Haén). Vzorky byly 2doy do lazé dokud se pelet

nerozpustil.

5.4.3 Priprava cDNA

Komplementérni cDNA bylaijpravena pomoci random hexamer primeru, cozZ jsou
jednovlaknové Sest nukleotiddlouhé Useky nukleovych kyselin, s nahodnynitagém
nukleotidi a reversni transkriptazy, kterd dokaze z@&omnosti primeii dle RNA
syntetizovat cDNA. Reaki snes pro fipravu cDNA tvdila: 9 ul vyizolované RNA a 1
ul random hexamer primer. Reakce probihala v progra@NA-1 (75° C, 15 min) a
v tomto kroku dochazi k navazani random hexamemgii na izolovanou RNA. Po
dokehnuti programu bylo ke vzoiikn pridano 5ul syntetické srsi (na 1 vzorek: 2,ul dd
vody; 1ul MMLV 10x pufru; 0,2ul DTT; 0,1 BSA; 0,5ul dNTP; 0,2ul RNasinu a 1ul
MMLYV reverzni transkriptazy). Syntéza cDNA poté pifeala pi programu cDNA-2 (37°
C po dobu 59 min).

5.4.4 Polymerazovaretezcova reakce (PCR)

Pro PCR byla pro kazdy vzorekigravena reakni snts, ktera obsahovala 17,7
ddH20, 2,5ul 10x PCR buffer (bioLabs), 21 MgCI2 (SERVA), 1ul dNTP (JENA
bioscience), 0,3l od kazdého primeru (KDR), 0,2 Taqg polymerazy (bioLabs) a (il
vzorku cDNA. Nejprve byla spudta primarni PCR, po které nasledovala druha -
zaostovaci PCR. Kazda PCR probihala rfajd 2 min gi 94° C - inici&ni denaturéni
faze, dale v 30 cyklech amplifikace (30 sek. derzatel i 94° C, 30 sek. navazovanii p
61° C pro IgM, pi 58° C pro IgA i IgG reakci a 60 sek. synteticked pi 72° C. Primarni

i sekundarni PCR probihalé gtejném nastaveni PCR cycleru.
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Tab. 1 — pehled pouZzitych primérpro primarni PCR

Sense primer Anti-sense primer ‘
Amplifikace  nazev  sekvence nazev sekvence
IgM CH-3 gcacatgccgtccgtgta < CH-11 ccacggtcctctcggtca
IgA CH-18 ccgtgaacgtgccctgcaa CH-23  agaaggtgtctccctgctt
19G CH-24  tgcctggcctcaagcta CH-30 ccgtccacgtaccaggaga

Tab. 2 — pehled pouzitych primérpro sekundarni PCR

Sense primer Anti-sense primer ‘
Amplifikace  nazev  sekvence nazev sekvence
IgM CH-3 gcacatgccgtccgtgta  CH-10 ctgcacgaacacgtccge
IgA CH-19 ctaaccgccaccatcacca CH-23  agaaggtgtctccctgctt
19G CH-26  aacatgtcccatatgcccag CH-29 ccaccaccacgcacgtga

5.4.5 Agarézova elektroforéza

Pro vizualizaci amplifikované DNA a ¢keni spravné velikosti fragmenDNA
bylo vyuZzito agar6zové elektroforézy. Nejprve byippaven 1,5% agarézovy gel tak, Ze
bylo do 100 ml TAE fidano 1,5 g agarézy (Invitrogen) a tato ésmbyla zakivana
v mikroviné trould, aby se agardza rozpustila. Bylo dbano na to,sgbgnds zaltivanim
neza&ala vdit. Do témei vychladlé smisi bylo @idano 10 [ig/ml ethidium bromidu
(Sigma-Aldrich) a byla opaténnalita do formy, kam bylifpevrén hieben. Po ztuhnuti
byl hieben vytazen a gel vioZzen do elektroforetické vaktgrd byla napkna TAE
roztokem. 10ul vzorki z PCR bylo smichano s il loadovaciho pufru s barvou
(bromfenolova moil a xenocyanol, Sigma-Aldrich) a byly nanaseny dmegk v gelu,
soutasre byl nanesen marker velikosti fragmimNA (100 bp DNA Ladder, Invitrogen).
Elektroforéza probihala ip 120V na zhruba 20 minut. Gely po elektroforézeyby

skenovany pomociifstroje fotodokumentaiho laserového systému Fujifilm.

5.5 STATISTIKA

Statisticka analyza byla prow&th v programu Prismi¥ (GraphPad Software).
Data jsou zobrazovana jakoupwr + standardni chyba foméru (SEM, z angl. standard

error of the mean). Pro stanoveni ro&ailezi pamérnymi hodnotami byl pouzit neparovy
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t test a pro zhodnoceni vzajemného rozdilu jednati Usek stteva byl pouzit test one-
way anova s Tuckeyovym podtestem. Statistické fkgmice jsou vyjateny P hodnotami
(Tab. 2). Vyznamné rozdily mezi jedntolivymi Usekifeva jsou v grafech vyjéeny

Sipkami (graf. 1, 5)

Tab. 3 — RozliSeni a ozéeni signifikanci

Signifikance Oznafeni P hodnota
Signifikantni * <0,05
Silné signifikantni * <0,01
Velmi silné signifikantni bl < 0,001

5.6 ROZTOKY, CINIDLA, MEDIA

5.6.1 Nejc¢astéji pouzivané roztoky a pufry
Deionizovanéa voda - Pitna voda upravena destilpcisééze deionizaci
na ionto-ngni¢ové koloré Aqua osmotic typ 2. Kordea vodivost
0,1uS/cm
PBS - Pufr obsahujici v deionizované vawzpus¢né soli: 137 mM NaCl, 2,7 mM
KCI, 4,3 mM Na HPQ, x10H, O, 1,4 mM KH PQ.. Uprava pH na hodnotu 7,4
pomoci HCI nebo NaOH (vSechny chemikalie Sigma-istgr

DTT — zasodni roztok je 1 M DTT v PBS, (Sigma L¥eience)

40% roztok SIP —ifprava ze 100% roztoku SIP (9wiPercoll (GE Healthcare Bio-
Sciences AB) a 1 dil 10x PBS)#ednim v 1x PBS, aby vysledny
obsah SIP byl 40 objemovych %.

80% roztok SIP —ifjprava ze 100% SIP retEnim v 1x PBS, aby vysledny obsah SIP
byl 80 objemovych %.

FACS gel — roztok 0,2% Zelatiny (Gelatine from cualdter fish skin,Sigma-Aldrich),
0,1% NaN ( Sigma-Aldrich) v PBS
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Travici médium - RPMI-1640 (PAA), 100 U/ml kolagewédtypu IV (Sigma-Aldrich),
2% fetalni teleci sérum (PAA)
TE — roztok deionizované vody, 10mM Tris-HCI (pH4)a 0,5 M EDTA (pH=8)
TAE — roztok deionizované vody, 20 mM ledové kysgloctové, 40 mM Tris-base a 1
mM EDTA
75% ethanol — Ferm Kolin

100% ethanol — Ferm Kolin
5.6.2 Seznam pouZzitych protilatek

5.6.2.1Primarni protilatky
VSechny primérni protilatky jsou mysi specifickéotpr pras€im povrchovym
molekulam a byly ppraveny v laborat®o MBU AV CR, v.v. i. z hybridomovych klohn
nebo ziskany od spolupracujicich labofatoKlony byly laboratéi darovany ze
zahranénich zdroji.
Tab. 4 — Seznam primérnich protilatek

Specifita Nazev klonu |zotyp Zdroj ‘
pHC M-160 lgG1 Butler

CD2 1038H-5-37 IgM Simon, Huang

IgA M1456 lgG2a Klaus Nielsen

CDh21 IAH-CC51 lgG2b Lunney

CD8 76-2-11 lgG2a Pescovitz

vd TCR PPT16 lgG2b Yang

CD3 PPT3 lgG1 Yang

SLA DR 1038H-12-34 IgM Simon, Huang
CD25 K231-3B2 lgG1 Stokes, Bailey

CD4 10.2H2 lgG2b Lunney, Hammerbel
CD8 76-2-11 lgG2a Pescovitz

5.6.2.2Sekundarni protilatky
Pro znaeni byly pouzity kozi polyklonalni protilatky, k&fjsou specifické proti
raznym izotymm mysSich protilatek (goat anti-mouse). Protilatkylyb konjugovany

s fluorochromy fluoresceinisothiokyanat (FITC), Rypoerythrin (PE), tandem R-
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phycoerythrin/Cyanin 5 (PE/Cy5) a allophycocyan&P(C). Sekundéarni protilatky byly
zakoupeny od Southern Biotechnologies Associates.

Tab. 5 — RozliSeni pouzitych izotygekundarnich protilatek a jejich fluorochrdom

Fluorochrom  FITC PE PE/Cy5 APC ‘

Izotypy Anti-lgG1 Anti-IgM Anti-lgG2a Anti-lgG2b
Anti-IgG2a Anti-IgG1 Anti-IgG2b Anti-IgG1
Anti-IgM Anti-lgG2a

5.6.3 Seznam pouzitych ponicek a pristroja
Laboratorni nadobi — kadinky, skt pipety, odrérné valce
Plastové poriicky — polypropylenové zkumavky, $gy na automatické pipety,
Petriho misky, polystyrenové 96-ti jamkove désyi
(Maxisorp, NUNC)
Laboratorni a chirurgické nastrojetiZky, pinzety, latexové rukavice
Automatickeé pipety Finpipette
Pctitaci komirka
Sterilizaéni autoklav Chirana PS20
Ledova Dexion
Vodni lazés MLW
Bézné laboratorni mrazici boxy a lednice
Centrifuga Universal 32 R, Hettlich zentrifugen
Trepaka Titromix T1200B, Tool
Termalni box TCH100, Laboratornifigtroje Praha
Trepaka Orbital Shaker OS-20, Biosan
Mikroskop Olympus IX 71
Bezpe&nostni box Il. tidy Safemate 1.5, Bioair
Pritokovy cytometr FACSCalibur, Becton Dickinson
FACSArialll, Becton Dickinson
Michatka Mix 30, Tool
Digestad MGP
PCR Cycler XP Cycler, Bioer
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PCR Cycler T Gradient Thermoblock, Biometra
Analytické vahy

Vaha 440-49N, KERN

Mikrovinna trouba Domo

Elektroforetickd vana MP 300V, Major Science
Fotodokumenténi laserovy systém- FLA-7000, Fujifilm
Chirurgicky sal

Laboratd pro mikrobiologickou kontrolu
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6. VYSLEDKY

6.1DISTRIBUCE POPULACI LYMFOCYT U NAPRIC TENKYM
STREVEM SELETE

6.1.1 Distribuce af T lymfocyti skrze tenké skevo selete a porovnani GF

selat s CV selaty
Obrazek 2A ukazuje, Ze zastoupesfli T lymfocyti u GF a CV selat je n&ig
tenkym stevem ténsi rovnonerné. Ri porovnani GF a CV selat viak zjigeme, Zeup T

lymfocyty jsou prokazatetnvice zastoupeny u bezmikrobnich selat.

6.1.2 Distribuce yé T lymfocyta skrze tenké skevo selete a porovnani GF

selat s CV selaty
Zastoupenid T lymfocyti (obr. 2B) v tenkém stvu je podobnép T lymfocytim
a u GF a CV selat je rovh@mé skrze tenké igvo. Stejg jako uap T lymfocyti jsou

takéyd T lymfocyty podstaté vice zastoupeny u GF selat v porovnani s CV selaty

6.1.3 Distribuce B lymfocyti skrze tenké skevo selete a porovnani GF

selat s CV selaty

Obrazek 2C ukazuje, Ze nejvysSi procentualni zpstuuB lymfocyti u GF selat
pozorujeme Vv oblasti termindlniho ilea ( vzorky )1-8 nésled&d dochézi k jejich
vyraznému poklesu (vzorky 6-10). V oblastech vaorkl-18 je mirny ndist B
lymfocytarni populace a &asti duodena (vzorky 19-20) pozorujeme mirny pokigsgich
zastoupeni.

Trend v rozloZeni populace B lymfoéytt GF selat je zachovan u CV selat s tim
rozdilem, Ze asti duodena nedochazi k vyra@imu poklesu jejich pftu jako je tomu u
GF selat (obr. 2C).

B lymfocyty jsou jedinou populaci lymfoaytkterd ma vyrazhvyssi zastoupeni u
CV selat v porovnani s GF selaty (obr. 2C).
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6.1.4 Distribuce NK bunék skrze tenké skevo selete a porovnani GF
selat s CV selaty

NK buiky jsou v oblasti tenkéhoistva obec# velmi vzacné (obr. 2D). Srovnani
CV a GF selat odhalilo, Ze stéjjako uaf ayd T lymfocyti je u GF selat vySSi zastoupeni
NK burgk.

U GF selat, kde je zastoupeni NK BlrvySSi bylo zji&no, Ze v oblasti gg&dniho
jejuna (vzorky 10-15) a blizko duodena (vzorky 18- paet NK burgk vyssi a to az o
15%.
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Obr. 2 —Distribuce hlavnich populaci lymfodyte stevu GF a CV selat

Grafy znazo#uji distribuci hlavnich populaci lymfoayhapi¢ tenkym sevem u GF (Sedé
sloupce) a CV (bilé sloupce) selat pro @) T lymfocyty, (B)ys T lymfocyty, (C) B
lymfocyty a (D)NK buiky. Na ose x jsou vyzieny jednotlive‘asti steva, kde 1 je Usek
nejblize tlustému Atvu a 20 je vzorek nejblize Zaludku. Vzorky 4 a&jSom zahrnuty,
protoze tytocasti steva byly pouzity pro jinou analyzu. Chybové cage udavaji
standardni chybu gimeru mereni a hvzdicky znazotuji miru statistické vyznamnosti
merrené mezi CV a GF selaty.

6.2DISTRIBUCE ~ SUBPOPULACI  ZAKLADNICH  TYP U
LYMFOCYT U V TENKEM ST REVU SELETE

6.2.1 Distribuce subpopulaciap T lymfocytd napii¢ tenkym strevem u

GF a CV selat

V této kapitole se budeme zabyvat roz#rign subpopulactff T lymfocyti ve
sttevu selete. Na zakladpovrchovych molekul bylyup T lymfocyty rozliSeny na 3
subpopulace: cytotoxické <T (CD8"" CD4), pomocné § (CD8  CD4) a
efektorové/pagrové pomocné I (CD8" CD4).

RozloZeni vSech subpopulagf T lymfocyti ve stevu selat je po jeho délce
rovnomerné a nevykazuje statisticky vyrazné rozdily metaty bez antigenni stimulace a

selaty vystavenymi mikroorganism (obr. 3A-C).
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6.2.2 Distribuce subpopulaciydT lymfocytd napri¢ tenkym stifevem u
GF a CV selat
V nasledujiciasti se budemeenovat subpopulacid T lymfocyti jejichz funkce
doposud nebyly i@sré stanoveny. RozliSeni subpopulaci na zéklexbrese CD2 a CD8
povrchovych molekul je vSeobecnznavané rozdeniyd T lymfocyti u prasat a skotu.

6.2.2.1Distribuce yd CD2'CD8— T lymfocyti

U GF selat je ze ziskanych hodnot patrné, Ze diraastoupeni CDZD8 6 T
lymfocyta (obr. 4A) je pl& srovnatelna v zadnéasti tenkého $eva (vzorky 1-13)

s mirnym zvySenim vipdni casti tenkého seva (vzorky 14-20). Nicménporovnani
signifikance neprokazalo, Ze by Slo o statistickgnamny rozdil. U CV selat je rozloZeni
této subpopulace skrze celou délku tenkétavatzcela srovnatelné (obr. 4A).

Pfi srovnani GF a CV selat se zda, ze v zadsti steva (vzorky 1-13) je u CV
selat vzdy vy3si zastoupeni CID8 y5 T lymfocytd nez u GF selat, zatimco opak je
pravdou pro pedni ¢ast tenkého #tva (vzorky 14-20). Statistické porovnani vsak
potvrdilo, Ze statisticky vyznamny rozdil Ize ndlgzouze Wasti terminalniho ilea

(vzorek 1).

6.2.2.2Distribuce yd CD2'CD8" T lymfocyti

Procentuélni zastoupeni COZD8" y5 T lymfocyta (obr. 3B) vykazuje ogmy
trend nez bylo popsano pro COED8 v5 T lymfocyty (obr. 3A). Na rozdil od
CD2'CD8 vé T lymfocyti, kde jedina statisticky vyznamnou odliSnost me& & CV
selaty byla nalezena u vzorkul (obr. 4A), byla podobna odliSnost pro CODS vs T

lymfocyty nalezena u vzorkt 3.

6.2.2.3Distribuce y6 CD2-CD8~ T lymfocyta

Pti vyhodnocovani grafu zastoupeni CO2D8 vé T lymfocyti jsme zjistili, Ze u
GF i CV selat je procentualni zastoupsfthto lymfocyti nagic sttevem stejnorrné a
nevykazuje zadny trendfifporovnani GF a CV selat vSak byly nalezeny més&va, kde
byly rozdili mezi ¢mito skupinami statisticky vyznamné a to u vZo&a 14-16. Vdchto
piipadech bylo zastoupeni CDEZD8 yé T lymfocyti vySSi u CV selat v porovnéni s GF
selaty (obr. 4C).
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6.2.3 Distribuce subpopulaci B lymfocyti napri¢ tenkym strevem u GF a
CV selat

6.2.3.1Distribuce CD2°'CD21" B lymfocyti

VétSina CDZCD21" B lymfocyti predstavuje naivni B lymfocyty a jedna se o
nejpaetrejSi subpopulaci u mladych selat. To se potvrdile nasi analyze (obr. 5A)
v které CDZCD21" B lymfocyti také reprezentuji nejpetrsjsi subpopulaci B lymfocyt
tenkého geva jak u GF, tak CV selat $ilgizné shodnym procentualnim zastoupenim
mezi 60-75%. Akoliv vétSina vzork vykazovala vy3si zastoupeni CD21" B
lymfocytd u GF nez CV selat, nebyly nalezeny zadné stdtistiyznamné rozdily, které

by to potvrdily.

6.2.3.2Distribuce CD2-CD21" B lymfocyti

Zastoupeni CD2CD21" B lymfocyti u GF selat je velmi nizké skrze celéesb
(obr. 5B). Jisty ndist této subpopulace u GF selat Ize pozorovat vstilierminalniho ilea
(vzorky 1-2), ale statisticky vyznamna odliSnost ablytku tenkého #tva nebyla
prokazana. V fipadt CV selat je zastoupeni studované subpopulace mynagSsi nez u
GF selat,éemuz odpovida i mnozstvi statisticky vyznamnychiSodisti mezi GF a CV
selaty, které byly nalezeny (obr. 5B). CD2D21" B lymfocyty jsou u CV selat, stetin
jako u GF selat, vyrazrvice zastoupeny v oblasti terminalniho ilea (&, vzorky 1-3).
Statistickd analyza prokazala, Zze vramci CV s@at o vyznamny rozdil od zbytku

tenkého geva (obr. 5B, vyznamnosti vyzeeny Sipkami).

6.2.3.3Distribuce CD2'CD21— B lymfocyti

U GF selat jsme pozorovali rovhémé procentualni zastoupeni této subpopulace
nagic tenkym stevem, které se pohybuje v intervalu 20-30% (obi). 5C

Z vysledki u CV selat jsme zjistili, Ze rozlozeni CIZD21~ B lymfocytl je téz
rovnomerne, ale jejich zastoupeni vyrazklesa v terminalnim ileu (obr. 5C, vzorky 1-3).
Vysledkem poklesuéthto B burkk u CV selat je i statisticky vyznamna odliSnost od
piedni casti tenkého #eva etre duodena (obr. 5C, vzorky 17, 19, 20 — vyznamnosti
vyznaseny Sipkami). Pokles CDZD21~ B lymfocyti v terminalnim ileu (obr. 5C, vzorky
1-3) také zfsobil statisticky vyznamnou odliSnost mezi GF a €&laty nalezenou na

sameém konci terminalniho ilea (obr. 5C, vzorek 1).
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6.2.3.4Distribuce CD2-CD21— B lymfocyti

CDZ CD21 B lymfocyty jsou nejmé&x zastoupenou subpopulaci B Bkn
v tenkém gevu u vSech skupin selat (obr. 5D). U GF selat satipopulace té#éh chybi a
u CV selat jsme pozorovali jejich procentualni aapeni v intervalu od 5-10%. Distribuce
nagic sttevem je jak u GF, tak u CV selat rovné&mma (obr. 5D). Srovnani GF a CV selat
prokazalo, Ze zastoupeni CD2D21 B lymfocyth je u mnoha vzork tenkého seva
statisticky vyznamévyssi u CV selat nez u GF selat (obr. 5D).
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Obr. 5 — Distribuce subpopulaci B lymfogye stevu u GF a CV selat

Grafy znazotuji distribuci subpopulaci B lymfoagytapic tenkym sevem u GF (Sedé
sloupce) a CV (bilé sloupce) selat pro (A) CD2+CBA lymfocyty, (B) CD2ZCD21+ B
lymfocyty, (C) CD2+CDZ2T B lymfocyty a (D) CD2CD21™ B lymfocyty. Na ose x jsou
vyznaeny jednotlivécasti steva, kde 1 je usek nejblize tlustémteat a 20 je vzorek
nejblize zaludku. Vzorky 4 a 5 nejsou zahrnutytgZe tytocasti steva byly pouzity pro
jinou analyzu. Chybové ey udavaji standardni chybu jpneru mereni a hezdicky
znazonuji miru statistické vyznamnosteiené mezi CV a GF selaty. Statisticky vyznamné
odliSnosti teminalniho ilea od ostatnicfasti tenkého geva vramci CV selat jsou
vyznaeny Sipkami.

6.3 POROVNANI DISTRIBUCE R UZNYCH POPULACI
LYMFOCYT U V EPITELU A LAMINA PROPRIA STREVA

Cilem této kapitoly prace bylo zjistit rozdily vqmentualnim zastoupeni zakladnich
populaci lymfocyt a jejich subpopulaci mezi fevnim epitelem zastupovanym
intraepitelialnimi lymfocyty (IEL) a lymfocyty izavanymi zlamina propria (LPC).
Druhym ukolem bylo zjistit zdaifiomnost a zastoupeni lymfodyfe a nebo neni zavislé
na gitomnosti Payerskych platPro tuto analyzu byly pouZity vzorky tenkéhgestac. 4
a 5, kdy jeden z nich izolovany Payersky plat nabbsal a druhy hogwodre obsahoval,

ale ten byl ped gipravou bugk zcela odstrain (viz. kapitola Material a Metody).

6.3.1 ZAavislost pritomnosti lymfocyta a jejich subpopulaci na

piritomnosti Payerského platu

V ramci analyzy useku tenkéhdesta, ktery neobsahoval nebbvpdné obsahoval
Payerské platy jsme zjistili, Ze rozlozeni zkoun@myEL a LPC (obr. 6) neni vyznaman
ovlivnéno blizkym umistnim Payerského platu. Nebyly objeveny Zadné sttist
vyznamneé rozdily mezi vzorky s nebo bez Payerskdfin a to ani u GF, ani u CV selat.
Analyza jednotlivych subpopulaci lymfodytpotvrdila tyto nalezy. ProtoZze se jedna o

nevyznamné rozdily, data jednotlivych subpopul&j$ou v této praci ukazana.

6.3.2 Distribuce af T lymfocyti

Mnozstviaf T lymfocyta v epitelu alamina propriau GF selat je signifikantn
odliSné (obr. 6A).Lamina propriaobsahuji of T lymfocyty ve vyznamé vyssSi mie.
Podobny trend jsme v menSimmipozorovali u CV selat, ale signifikantni rozdébryl
prokézan (obr. 6A).
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Porovnéni GF a CV selat prokazalo, Ze procentusioupenif T lymfocyti u
IEL a LPC je srovnatelné (obr. 6A).

6.3.3 Distribuce yo T lymfocyti

Jak v gipact IEL, tak v @gipad LPC plati, Ze procentualni zastoupei T
lymfocyta je signifikantré vySSi u GF selat v porovnani s CV selaty (obr..6B)
Zjistili jsme takeé, Zeyd T lymfocyty se soused’uji vice v epitelu nez lamina proprig
coz bylo statisticky dokazano pro GF selata. U @Mtsstatisticka vyznamnost prokazana
nebyla (obr. 6B).

6.3.4 Distribuce B lymfocyta

U GF ani u CV selat jsme nezjistili rozdil mezitagenim B lymfocyi v epitelu
alamina propria(obr. 6C). Je aleigjmé, Ze u CV selat je B lymfodysignifikantreé vice
nez v ipadt GF selat (obr. 6C).

6.3.5 Distribuce NK bunék

NK burgk ve studovanyckidstech seva je malé mnoZstvi a nezjistili jsme rozdily
Vv jejich procentualnim zastoupenii pporovnani epitelu Bmina propria a ani i

porovnani mnozstvi této populace mezi GF a CV wéidir. 6D).
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Obr. 6 —Distribuce populaci lymfocytv epitelu a lamina propria gva bezmikrobnich a
konvernich selat

Grafy zobrazuji zastoupeni hlavnich populaci lyyiiog¢(A) af T lymfocyty, (B)yd T
lymfocyty, (C) B lymfocyty, (D) NK hky) v epitelu (IEL) a lamina propria (LPC)

v castech tenkého /&va, které baf pivodre obsahovaly (s PP, sloupce bez vzoru) nebo
neobsahovaly (bez PP, vodorévpruhované sloupce) diskrétni Payersky plat. Sedé
sloupce zobrazuji Udaje pro GF selata, zatimco &iiddipce zobrazuji data CV selat. Na
0se X jsou vyzr@any zkoumaneé vzorky a na ose y je znapariprocentualni zastoupeni
studovanych populaci lymfodyt Chybové Usé&y udavaji standardni chybu jmeru
meéreni a hezdicky znazo#uji miru statistické vyznamnostemené mezi CV a GF selaty.

6.4 POROVNANI DISTRIBUCE SUBPOPULACI ZAKLADNICH
TYPU LYMFOCYT U V EPITELU A LAMINA PROPRIA

6.4.1 Distribuce subpopulaciep T lymfocyta v ramci IEL a LPC

o A D8NS CD4" ap T lymfocyty i, B CD8 CD4"ap Tlymfocyty
%
/s
ey
73 _|7 75
£ £
5 50 5 0 T
—
25 25

]
IEL GF IELCV LPC GF LR CY IEL &F IELCV LPC GF LPC LV

VIomEk VIOTRK

Obr. 7 - Distribuce subpopulaci af T lymfocytl v epitelu a

C *cp4* . . o
" CD8 CD4ap T lymiocyty lamina propria tenkého stieva GF a CV selat
Grafy zobrazuji zastoupeni subpopulaci (A) CD8"eCD4- aff T
" lymfocytd, (B) CD8-CD4* ap T lymfocytéi a (C) CD8*CD4* o T
lymfocytd v epitelu a lamina propria v ¢astech tenkého stfeva,
— které bud neobsahovaly nebo péivodné obsahovaly JPP. Sedé
50

sloupetky odpovidaji idajdm GF selat a bilé odpovidaji CV
T selatdm. Sloupecky bez vzoru jsou data bunék z epitelu a

potetbunih %)

pruhované sloupecky odpovidaji buiikam z lamina propria. Na
“ L 0se X jsou vyznaceny zkoumané vzorky a na osey je znazornéno
L prosentualni zastoupeni studovanych subpopulaci. Chybové
tsecky udavaji standardni chybu prdméru méfeni a hvézdickami
LG LT LeC e Lecey jsou znazornény statistické vyznamnosti mezi GF a CV selaty.

vzomk
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6.4.1.1Distribuce CD8""CD4— e T lymfocyti v rdmci IEL a LPC

Pii studiu cytotoxickych CD®"CD4~ of T lymfocyti jsme pozorovali, Ze je jejich
zastoupeni v epitelu statisticky signifika&trySSi u GF selat v porovnani s CV selaty (obr.
7A). Mirn¢ vysSi zastoupeni této subpopulagel lymfocyti u GF selat ve srovnani ¢ CV
selaty bylo pozorovano ikamina proprig nicmér tento rozdil neni statisticky jkazny
(obr. 7A).

Nebyl prokazan vyrazny rozdil v zastoupeni cytatkych o T lymfocyti pri
porovnani epitelu Bmina propriaa to ani u GF, ani u CV selat (obr. 7A).

6.4.1.2Distribuce CD8-CD4" ap T lymfocyt v ramci IEL a LPC

Dalsi studovanou subpopulaci jsou pomocné TLB4 af T lymfocyty u nichz
jsme nezjistili vyznamny rozdil mezi IEL a LPC. Ridiznebyl pozorovan aniipporovnani
GF a CV selat (obr. 7B).

6.4.1.3Distribuce CD8'CD4" ap T lymfocyta v ramci IEL a LPC
V piipact efektorovych/parrovych pomocnychup T lymfocyti jsme vlamina
propria pozorovali statisticky vyznangrnvySSi procentualni zastoupe&éhto bugk u CV
selat v porovnani s GF selaty (obr. 7C). Miny33i zastoupeni CD8D4" op T lymfocyth
je i v pripack epitelu ogt u CV selat, nicméntento rozdil neni statisticky jgtazny.
Nebyl prokazan vyrazny rozdil v zastoupeni COB4" of T lymfocyti pi

porovnani epitelu Bmina propriaa to ani u GF, ani u CV selat (obr. 7C).

6.4.2 Distribuce subpopulaciyé T lymfocyti v epitelu alamina propria
Z vysledki analyzy subpopulagic T lymfocyti jsme zjistili, Ze nejsou vyznamné
rozdily v zastoupeni mezi GF a CV selaty. Aniémy v zastoupeni ip porovnavani

epitelu slamina proprianejsou signifikantni (obr. 8A-C).
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75 Grafy zobrazuji zastoupeni subpopulaci (A) CD2*CD& y6 T
lymfocytd, (B) CD2:CD8* y6 T lymfocytd a (C) CD2CD8 y& T

T lymfocytd v epitelu (sloupetky bez vzoru) a v lamina propria
(sloupetky s pruhovanim). Sedé sloupecky pfedstavuji data

—|— GF selat a bilé sloupetky ndlezi CV selatim. Na ose x jsou

T vyznaceny zkoumané vzorky a na ose y je zndzornéno
T procentudlni zastoupeni studovanych subpopulaci lymfocytd.
% Chyhové Usecky uddvaji standardni chybu prdméru méfeni.

poc et bunék (V)
=

IEL GF IELCV LPC GF LFC CV
vzorek

6.4.3 Distribuce subpopulaci B lymfocyti v epitelu alamina propria

6.4.3.1Distribuce CD2'CD21" B lymfocytii

V ptipac IEL pozorujeme signifikanthvyssi zastoupeni CDED21" B lymfocyti
u CV selat ve srovnani s GF selaty (obr. 9A). Pogidbend Ize vidt u burék izolovanych
z lamina proprig nicmér tento rozdil neni statisticky vyznamny (obr. 9A).

Pri srovnani zastoupeni CDO2D21" B lymfocyti mezi epitelem damina propria

v ramci GF selat a CV selat nebyly pozorovany ryz@br. 9A).
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6.4.3.2Distribuce CD2-CD21" B lymfocyti

U subpopulace CD2CD21" B lymfocyti miazeme dlat stejné za&wry jako u
CD2'CD21" B lymfocyti stim rozdilem, Ze vifpact lamina propria byl statisticky
podpdena i vyznamnostipsrovnani GF a CV selat (obr. 9B).

Stejré jako u CDZCD21" B lymfocyti neni u CD2CD21" B lymfocyti rozdil
mezi epitelem damina propriav ramci GF selat a CV selat (obr. 9B).

6.4.3.3Distribuce CD2"'CD21— B lymfocyti
Subpopulace CDZD21I~ B lymfocyti se chova dopkové k CD2Z'CD21" a
CD2 CD21" subpopulacim a proto jak u IEL tak LPC pozorujesignifikantré nizsi
zastoupeni CDZD21 B lymfocyti u CV selat ve srovnani s GF selaty (obr. 9C).
Stejré jako u CDZCD21" a CD2 CD21" B lymfocyti neni u CD2CD21~ B

lymfocyta rozdil mezi epitelem Emina propriav ramci GF selat a CV selat (obr. 9C).

6.4.3.4Distribuce CD2-CD21— B lymfocytia

Pri studiu konénych stadii vyvoje B lymfocyitjsme pozorovali signifikantni rozdil
v jejich distribuci @i porovnani epitelu &mina propriav pripact CV selat (obr 9D).
VSechna ostatni srovnani neprokézala statistickanamnost.
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Obr. 9 -Distribuce subpopulaci B lymfoayt epitelu a lamina propria GF a CV selat

Grafy zobrazuji zastoupeni subpopulaci B lymib¢gA) CDZCD21" B lymfocyty, (B)
CD2CD21" B lymfocyty, (C) CDZD21~ B lymfocyty, (D) CDZCD21~ B lymfocyty)
v epitelu (sloupce bez vzoru) a lamina propria plce s pruhovanim). Sedé slotlpe
zobrazuji udaje GF selat, bilé zobrazuji data Chtséa ose x jsou vyztieny zkoumané
vzorky a na ose y je znazeno procentudlni zastoupeni studovanych populaciolgyti.
Chybové usiky udavaji standardni chybu jmeru mereni a hezdicky znazoguji miru
statistické vyznamnostidgifené mezi CV a GF selaty.

6.5 Analyza stavu genového feskupeni sortovanych B lymfocyi

Lymfocyty IgA*IgM— IgA*IgM* IgA~"IgM*

B C D

LPC

CD21

IEL

»
»

CD2

Obr. 10 — Demonstréni obrazek analyzy povrchového fenotypu lymfoc@ALT
s ohledem na expresi IgA/IgM a CD2/CD21 u Bdbun

Lymfocyty izolované z lamina propria (LPC), ile&lmiPayerskych plét(IPP) a epitelu
(IEL) byly povrcho¥ oznaeny pro IgA a IgM expresi a analyzovany pomodcitqikovée
cytometrie (levy sloupec, dotploty A,E,l). JednétligA/IgM subpopulace B bek byly
ohraniceny pomoci regiaha CD2/CD21 fenotypethto subpopulaci B bdhk je znazoren
Vv pravécasti obrazku.
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Obr. 11 —Stav DNA peskupeni a transkrifitpro IgM, IgA a IgG u sortovanych B hiékn
izolovanych zitznychcasti GALT

Na zaklad IgM/IgA fenotypu byly lymfocyty izolované z lamgmapria (LPC, horni blok)

a ilealnich (IPP, prosedni blok) nebo jeunalnich Payerskych fl&iPP, dolni blok)
sortovany pomoci gtokové cytometrie dd@itnezavislych subpopulaci B kkrigA'IgM ™,
IgA"IgM* a IgAIgM®. Stejny pdet burek z pivodni nesortované suspenze (viechny
buiky) slouZzil jako pozitivni kontrola. Po izolaci RNADNA a piprave cDNA byly
jednotlivé vzorky podrobeny PCR analyze maopnnostcasti IgM, IgA a IgG (popisky
zcela nahge) a to na urovni DNA (genom) i cDNA (transkripty).
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6.5.1 Exprese IgM a IgA u B lymfocyti izolovanych zlamina propria,

Payerskych plati a epitelu

Fenotypizace lymfocyttizolovanych Zamina propria, Payerskych pléta epitelu
(obr. 10) prokéazala, Ze zatimco veésimLPC se bzr¢ vyskytuji B lymfocyty s fenotypem
IgA*IgM~— (obr. 10A), tyto B lymfocyty prakticky chybi u IP@br. 10E) nebo IEL (obr.
101). Zajimavy je vyskyt B lymfocyt které na svém povrchu nesou jak IgA, tak IgM a
tyto buiky jsou velmi pgetné jak v LPC (obr., 10A), tak IPP (obr. 10E). \Bnfocyty
s fenotypem IgAIgM™ jsou ve v3ech studovanych tkanich vzacné. Zajimavééz
skute&nost, Ze u IEL je vSeobetponerné malé mnozstvi B buk (obr. 10I).

Analyza CD2/CD21 fenotypu u jednotlivych IgA/IgM [spopulaci B lymfocyi
prokazala, Zze IgAgM™ jsou vyhrada CD21~ (obr. 10B), zatimco IgAgM™ jsou
prevazi CD21 (obr. 10C a 10G).

6.5.2 Stav genomového peskupeni a pFepisovanych transkripti pro

jednotlivé imunoglobulinové tfidy u sortovanych B burék

Na zaklad zjiSttného IgA/IgM fenotypu B buik, jak je ukdzano na obrazku 10,
bylo provedeno sortovasistych subpopulaci B bgk pro naslednou molekularni analyzu
(obr. 11). Do sortovani byly zahrnuty pouzenky izolované Zamina propria a
Payerskych pldt protoZze jsme nebyli schopni izolovat dostatepaiet burgk epitelu pro
sortovani a také protoze frekvence B &umpozitivnich pro IgA anebo IgM je v epitelu
velmi nizka.

Z PCR analyzy genomového stavu (DNA analyzafskupeni pro IgM, IgA a IgG
je zZrejmé, ze zatimco IgAgM— B lymfocyty sortované z LPC nemaji na Grovni DNA
piitomnou ¢ast studovaného genu pro IgM a IgG, stejné Bkipusortované z ilealnich
nebo jejunalnich Payerskych mlatyto Useky maji v zarodeé konfiguraci. Naopak,
vdechny IgAIgM™ i IgA"IgM™ B lymfocyty sortované z jakéhokoliv zdroje majiely
DNA pro IgM, IgA a IgG v zarodmé konfiguraci.

Z analyzy pitomnosti transkrigi (cDNA analyza) pro IgM, IgA a IgG jefgjmé,
Ze povrchovy fenotyp bwk odpovida stavu transkriptv téchto buikach. Jedinou
vyjimkou jsou IgAIlgM™ B buiky vysortované z Payerskych plakteré vykazuiji slabou
piitomnost transkrigit pro IgM akoliv IgM molekulu nenesou na svém povrchu.

62



7 DISKUZE

Z vysledk této prace vyplyva vyznamny rozdil mezi GF a CYAtse Rozdily jsou
pozorovatelné v procentualnim zastoupeni vSechadaidth lymfocytarnich populaci,
kterymi jsouaf T lymfocyty, yd T lymfocyty, B lymfocyty i NK buiky. Takové vysledky
nazn&uji, Ze kolonizace #tva je vyznamnym faktorem, ktery owiiye zastoupeni
jednotlivych populaci lymfocyt vtenkém gevu selete. Po kolonizaci dochazi k
vyraznému ndistu p@tu B lymfocyti na Ukor zbytku populaci lymfoayt To potvrzuje
sekreci imunoglobulit, coZ se projevuje jak lepSi odpovidavosti CV sedal-zavislé i T-
nezavislé antigeny, tak vySsi koncentraci protlaté&rvi (Butler a spol., 2002). Naopak u
nekolonizovanych GF selat jsme dokazali dalekt$ivmnozstvioff T lymfocyti ayd T
lymfocytt na Ukor B lymfocyi. Takové nalezy jsou také v souladu s vysledky
pozorovanymi v jinych laboratich (Pabst a Rothkoétter, 1999), i kdyZz &dvtéto prace
jsou omezeny pouze na IPP. Obedy naSe nalezy mohly nazmwat, Ze z hlediska
adaptivni imunity je obranyschopnost v tenkéie\ai CV selat z &Si ¢asti zajifovana B
nez T lymfocyty. Alternativni vystlenim miZze byt skuténost, Ze na zaji&hi fungovani
spravné adaptivni imunity u CV selat je viestl zapatebi proporcional& mére T nez B
lymfocyta. V kazdém pipact vSak naSe vysledky s#nzpochyhiuji teorii, Zze IPP jsou
primarni lymfaticky organ a maji stejnou funkci gakabriciova bursa u ptakReynolds a
Morris, 1983). V takovémijpact by se distribuce B lymfocitv oblastech vyskytu IPP
méla zcela zasadnliSit od zbytku tenkého #va. Naopak, vysledky této prace podporuji
nalezy, v kterych chirurgické odstiam oblasti s IPP prokazalo, Ze IPP nejsou nezbytn
nutné pro tvorbu a udrZzeni B lymfodya Ze vyvoj B lymfocyi v IPP je zavisly na
piitomnosti antiged (Sinkora a spol., 2011).

B lymfocyty vykazuji po kolonizaci Btva podstatny nast ve svém mnozsvi v celé
délce steva a ve vSech komponentach GALTEetre epitelu damina propria Analyza
subpopulaci B butk prokazala ndist predevim \etnosti CD2CD21" a CD2 CD21~
B burgk. Subpopulace B lymfocits fenotypem CD2CD21" predstavuje aktivovana
stadia B budk, subpopulace CD2CD21™ je tvaena pedevsim koncovymi vyvojovymi
stadii, které produkuji protilatky (Sinkora a Butl®009). ZvySeny vyskytéthto dvou
subpopulaci B buik je proto zcela v souladu $egaistavou, Ze po kolonizaci tenkéhtesa

dochazi k aktivaci B butk a jejich nasledné diferenciacia@zity je nalez, Ze frekvence
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aktivovanych stadii B busk u CV selat je signifikathvySSi v oblastech ilea (vzorky 1-3)
nez ve ¥tSiné ostatnichcéasti tenkého stva. Naopak, u GF selat nelze v oblasti ilea
pozorovat zadné rozdily oproti zbytku tenkéhtew. Takové nalezy vyvraci teorii, Zze
v oblasti terminalniho ilea a mista vyskytu IPP ltad k primarnimu vyvoji B buik
nezavisle na iftomnosti antigenu (Reynolds a Morris, 1983, Regactt Morris, 1984,
Yasuda a spol., 2006). Naopak, zvySeny vyskyt akdnych stadii B buk naznéuje
piimy vliv antigenu na vyvoj terminalniho ilea. NegpdépodobrjSim vyswtlenim €chto
zmen je anatomicka poloha ilea, kterérpo sousedi s tlustymisizem. Bylo prokazano, ze
ileum je kolonizovano mnohem vySSim¢pem mikroorganisrin nez jejunum (Hao a Lee,
2004). K naidistu ¢etnosti aktivovanych stadii B lymfodydochazi i v obou studovanych
souwastech siny tenkého seva, tedy v epitelu i Yamina proprig a to na ukor dalSich
subpopulaci B lymfocytt Z tohoto hlediska jetdezité podotknout, Ze B lymfocytyred
kolonizaci v &chto tkanich prakticky chybi. To v katreém disledku niiZze znamenat, Ze
zvySeni aktivovanych stadii B btlhu IEL a LPC po kolonizaci nastd mnohonasokn
Studium epitelu d&amina propriavsak také odhalilo, Ze frekvence CD2D21~ B burgk
produkujicich protilatky se vlivem kolonizace nezuje. Atkoliv v souwtasnosti nemame
Zadna experimentélni data, ktera by Wkwala tuto stagnaci, vystiujeme si tento nélez
moznou migraci B lymfocyt do krve a dalSich periférnich lymfoidnich tkano By
vyswtlovalo, pr@ jsou tyto stadia B bwk po kolonizaci v krvi a sekundarnich
lymfatickych organechdina (Sinkora a spol., 1998a, Sinkora a Butler, 2009

T lymfocyty se obeah chovaji v obraceném pamu k B lymfocytim a jejich
frekvence po kolonizaci igva klesd vméem pondru k zvysujici seietnosti B bugk.
Tyto nalezy jsou pkav souladu siedchozi praci tymu laborato (Sinkora a spol., 2011).
Zawr, ze dochazi k nastu pa&tu B burek a ne k poklesu T lymfocitje zaloZzen naidve
provedenych histologickych studiich, které jasdokazuji néist B lymfocyti po
kolonizaci steva (Rothkotter a Pabst, 1989, Pabst a Rothkdt®£9, Leiebler-Tenorio a
Pabst, 2006). Tomuto z&w odpovida i skutgost, Zze wf i yd T lymfocyti nedochazi po
kolonizaci k Zzadnym signifikantnim zZmam v rdmci jejich subpopulaci. Zda se, ze T
lymfocyty jsou distribuovany skrze isvo rovnongrné a nengnrg. Nicmérg, v rdmci
studia IEL a LPC byly odhaleny rozdily. &8 T lymfocyti jsme zjistili, Ze se lamina
propria vyskytuje daleko &Si mnoZstvi této populace lymfoayhez v epitelu, ficemz
vd T lymfocyty vykazuji opany trend. NasSe vysledky jsou v souladu s vysledightivu

Vega — Lépeze, kié vlamina propria pozorovali pevahu CDZ lymfocyti, zarown
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pozorovali fevahu CD2CD4 CD8 lymfocyti v epitelu (Vega — Lopez a spol., 2001).
Lymfocyty, které definovali jako CD4predstavuiji pevazié af T lymfocyty a CDZCD4—
CD8 lymfocyty mohou byt bd B lymfocyty nebo CD2CDS8 8 T lymfocyty. Rinosem
této prace je schopnost mnohem lépe rozliSit jdihdosubpopulace T lymfocit Na
z&kladt vysledki Ize konstatovat, Ze kolonizace ma u LPC i IEkjmy vliv na néaiist
pomocnych a pokles cytotoxickyap T lymfocyti. U lamina propria je tento efekt
signifikantré ztejmy pro efektorové/patiové CD8CD4’, v epitelu pro cytotoxické
CD8'CD4 af T lymfocyty. Zejmy nafist vyskytu efektorovych/pastiovych stadiio

T lymfocyta po kolonizaci je logicky a souhlasi 8\w#jSimi nalezy (Rothkétter a spol.,
1994).

Analyzayd T lymfocyti byla provedena s cilem zjistitipadné rozdily v distribuci
jejich CD2/CD8 subpopulaci. V sgasnosti jsou CD2CD8 yd T lymfocyty povaZzovany
za vice naivni, naopak se spekuluje, Zze TIIIB" vd T lymfocyty jsou efektorové biky
(Stspanova, 2011, Sinkora a Butler, 2009). Studium epbfaciyd T lymfocyti v3ak
neprokazalo zadné nerovndmosti v jejich distribuci skrze tenkéievo selat u obou
experimentalnich skupin. Jedinou vyjimkou jsou ojélé pripady statistické signifikance,
které jsou pro jednotlivé subpopulace vzdy lokatéaoy do jediného Useku tenkéheest,
ktery se vSak vzdy liSi svou polohou. U CB2D8 vy T lymfocyth jsme nasli oblast
predniho jejuna (vzorky 14-16), které vykazuji statlg/ signifikatni rozdil mezi GF a CV
selaty, nicmé& v sowasnosti nemame Zadné&ijatelné vysétleni pro tento nélez.
Doufame, Ze nasledujici studie v oblagh T burtk pomohou odhalit dalSi funkce
CD2/CD8 subpopulaci a pomohou vyt naSe sotiasné vysledky.

Jednim z nejilezit¢jSich cili diplomové prace bylo zjistit IgM/IgA fenotyp
piitomnych B bugk v jednotlivych komportmentech GALT &ipadny stav izotypového
presmyku protilatkovychitd po sortovanéistych subpopulaci. Vysledky jasprokazaly,
Ze Payerské platylamina propria ani epitel neobsahuji vyrazné mnoZzstvi naivnich
IgM*IgA™ B burtk. Takové nalezy jsou vifmém rozporu s myslenkou, Ze itych
oblastech tenkého istva dochazi k rogerénim protilatek na uUrovni IgM podobnym
zpisobem, jak bylo popsano u ptaka Fabriciovy bursy (Ratcliffe, 2006). Naopak,
Payerské platy iamina propriaobsahuji izotypo¥ presmyknuté B biky, které na svém
povrchu nesou BCR s dvojim typeny @tézce: IgAIgM™. V obou typech tkani bylo
molekularni analyzou prokazano, Ze tyto dwvgpbzitivni B buiky maji zachovanou

zarodeénou konfiguraci @ geni a proto pouzivaji pro zénu izotypu alternativni set
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(Hardy a Hayakawa 2001). Tdegme plati i pro B lymfocyty s IgAlgM™ fenotypem,
které se vyskytuji viledlnich i jejunalnich Paysish platech. Tyto hiky s nej@tsi
pravdEpodobnosti omezuji alternativni g@stve prosgch IgM, o ¢emz s¥dci jednak
nizka aroveé transkriptu, ale také ztrata IgM z povrchu. Vyzmaéne skuténost, zZe tyto
buiiky jsou v Payerskych platech velmi vzacné a nedrdkejich akumulaci. Na druhou
stranu fenotypem stejné IWM™ B lymfocyty vlamina propria prodly genovym
preskupenim a postradajipCa Gy tGseky. Tyto IgAlgM— B buiky se vramci LPC
akumuluji a tveéi vyznamnou populaci B bghk specializujicich se na produkci IgA. To je
ostatré i v souladu s fedchozimi pracemi, které prokazalgleFitou roli IgA™ B burgk

v lamina propria (Allen a Porter, 1977). Tyto nélezy spolu iegchozimi vysledky
(Sinkora a spol., 2011) nas vedoutksdeni, Ze izotypovy fesmyk je zapat v obou
typech Payerskych plat(IPP i JPP) alternativnim séifem, gicemz sesth pro IgM je
postupi znevyhodovan. Takové B lymfocyty produkuji IgA veitsi mire nez IgM, coz
by mohlo gedstavovat tlak na lilku, aby za&ala s procesemigskupeni @ segment.

V tomto stadiu opousti B lymfocyt Payerské platprasouva se do efektorovych mist
streva, které jsouievazmié v lamina propria Béhem gesunu pravépodobré dochazi k
rekombinaci G Useki. Konena stadia IgAlgM— bungk v lamina propriase hromadi a
produkuji IgA. Misto a zfisob, jakym ve skutmosti dochazi k izotypovémugsmyku na
spol., 2011) ukazala, Ze u mysi dochaztdsmyku v Payerskych platech a v izolovanych
lymfoidnich folikulech iamina propriaa Ze pro tento&l ma zasadni vyznan¥ipomnost
oxidu dusnatého (NO) jehoztitpmnost je regulovana inducibilni syntazou oxidu
dusnatého (INOS). Velmi zajimavym vysledkem tétccpr je i nélez, Zze NO je
produkovan samotnymiiesmyknutymi IgA B lymfocyty. Oxid dusnaty v3ak nebyl
produkovany viemi IgAB lymfocyty, coz naznaije miru regulace i moznou nezavislost
na NO. Zarove vSak v této praci byla dokazana uloha kolonizackého seva, jelikoz

nebyla dokazana produkce NO u GF mysSi (Fritz a.spolL1).
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8 ZAVER

Vysledky této prace souhtmaznéuji, Ze kolonizace gtva ma zasadni vliv na
vyvoj vSech zakladnich populaci lymfogéyit nékterych jejich subpopulaci. Nejsi vliv
kolonizace byl pozorovan u B lymfodyt jejich subpopulaci. Na druhou stranu nebylo
prokadzano, zZe distribuce lymfoéyt/ ucitych oblastech tenkéhoieta se zcela zasatin
liSi od jinych oblasti tenkéhotswva. | kdyZz za misto &itych zmeén Ize povaZzovat oblast
terminalniho ilea, jsou tyto ziny zpisobeny nejspiSe diky vysoké pragddobnosti
styku lymfocyti s bakterialnim obsahem tlustéhéest. Takové vysledky jsou v rozporu
s ndzorem, Ze prasata vyuZivajicitér ¢asti tenkého $tva ktvorld primarniho B
bunééného repertodru, ktery je nezavisly na vyskytu gamu a fpomind primarni
lymfopoetickou aktivitu ptéi Fabriciovy bursy. Vysledky také nazwngi, Ze vlamina
propria se vyskytuji spiSef T lymfocyty zatimco v epitelu je &Si zastoupenyd T
lymfocyti. V souladu s obecnymi nélezy se B lymfocytyeehto kompenentach GALT
objevuji az po kolonizaci. Analyza genomu a traipgkr B burgk pro jednotlivé
imunoglobulinové fidy naznéila, Zze zatimco v Payerskych platech dochazi &@m
izotypu protilatek na udrovni alternativniho gést, vliamina propria se tomu de na

arovni sekundarnihoipskupeni.

67



9 SEZNAM POUZITE LITERATURY

Allen W. D., Porter P., 1977. The relative freq@scand distribution of immunoglobulin —
bearing cells in the intestinal mucosa of neonatad weaned pigs and their
significance in the development of secretory immurnimmunology32(5):819-824

Allman D., Srivastava B., Lindsley R. C., 2004. ¢khative routes to maturity: branch
points and pathways for generating follicular anargmal zone B celldmmunol
Rev 197:147-160

Alt F. W., Yancopoulos G. D., Blackwell T.K., Wodgl, Thomas E., Boss M., Coffman
R., Rosenberg N., Tonegawa S., Baltimore D. 1984lefed rearrangement of
immunoglobulin heavy chain variable region segmdek4BO J 3(6): 1209-1219

Azulay-Debby H., Melamed D., 2007. B cell receptediting in tolerance and
autoimmuity.Front Biosci 12:2136-47

Berek C., Berger A., Apel M., 1991. Maturation dietimmune response in germinal
centersCell. 67(6):1121-1129

Butler J. E., Sun J., Navarro P., 1996. The swim@unoglobulin heavy chain locus has a
single JH and no identifiable Ignt. Immunol 8(12):1897-1904

Butler J. E., 1997. Immunoglobulin gene organizatamd the mechanism of repertoire
developmentScand J Immuno#5(5):455-462

Butler J. E., Weber P., Sinkora M., Baker D., Sciluser A, Mayer B., Francis D., 2002.
Antibody Reperoire Development in Fetal and Nedriglets. VIII. Colonization
Is Required for Newborn Piglets to Make Serum Aamdiles to T — Dependent and
Type 2 T — Independent Antigenkimmunoll69:6822-6830

Butler J. E., Sinkora M., Wertz N., Holtmeier Werhke C. D., 2006. Development of the
neonatal B and T cell repertoire in swine: implicas for comparative and
veterinary immunologWet. Res37:417-441

Butler J., E. a spol., 2012. Antibody Repertoirev&lpoment in Fetal and Neonatal Piglets.
XX. B Cell Lymphogenesis Is Absent in the lleal Bég Patches, Their Repertoire
Development Is Antigen Dependent, and They Are Retuired for B Cell
MaintenanceThe Journal of Immunologh0: 5141-5149

Croitoru K., Bienenstock J., 1994. Characteristiesl functions of mucosa-associated
lymphoid tissue. Handbook of Mucosal Immunolagyl41-149. San Diego,
Academic Press

68



Davis M. M., Bjorkman P. J., 1988. T-cell antigeateptor genes and T-cell recognition.
Nature 335(6192):744

Denyer M. S., Wileman T. E., Stirling C. M. Zuber, Bakamatsu H. H., 2006. Perforin
expression can define CD8 positive lymphocyte sishse pigs allowing
phenotypic and functional analysis of natural kjlleytotoxicT, natural killer T and
MHC un-restricted cytotoxic T-cell¥et Immunol Immunopathdl10:279-292

Durandy A., 2003. Activation-induced cytidine deaase: a dual role in class-switch
recombination and somatic hypermutatigaor. J. Immunal33:2069-2073

Edry E., Melamed D., 2004. Receptor editing in pesiand negative selection of B
lymphopoiesisJ Immunol 173(7):4265-4271

Eguchi-Ogawa T., Wertz N. Sun X. Z., Puimi F., WmiH., Wells K., Chardon P., Tobin
G. J., Butler J. E., 2010. Antibody repertoire depment in fetal and neonatal
piglets. XI. The relationship if variable heavy ochgene usage and the genomic
organization of the variable heavy chain locubnmunol 184(7): 3734-3742

Ehlich A., Schaal S., Gu H., Kitamura D., Muller VRajewsky K., 1993. Immunoglobulin
heavy and light chain genes rearrange independettlgarly stages of B cell
developmentCell. 72(5):695-704

Ekman A., Pessa-Morikawa T., Liljavirta J., Niku ,Mivanainen A., 2010. B-cell
development in bovine fetuses proceeds via a plikeBcell in bone marrow and
lymph nodesDev Comp ImmunoB4(8):896-903

Fagarasan S., Honjo T., 2004. Regulation of IghAeasis at mucosal sufacésurr Opin
Immunol.16(3):277-283

Fritz J. H., Rojas O. L., Simard N., McCarthy D, Blapfelmeier S., Rubino S., Robertson
S. J., Larijani M., Grosselin J., Ivanov I. |., MarA., Casellas R., Philpott D. J.,
Girardin S. E., McCoy K. D., Macpherson A. J., Rai@. J., Gommerman J. L.,
2011. Acquisition of a multifuntional IgA+ plasmeelt phenotype in the gut.
Nature481(7380):199-203

Gerber H. A., Morris B., Trevella W., 1986. Theedf gut-associated lymphoid tissues in
the generation of immunoglobulin-bearing lymphosyie sheepAust J Exp Biol
Med Sci 64(Pt 3): 201-213

Gerner W., Kaser T., Saalmuller A., 2009. Porcingymphocytes and NK cells — An

update Developmental and Comparative Immunolag.310-320

69



Ghia P., Boekel E., Sanz E., de la Hera A., Roknk Melchers F., 1996. Ordering of
human bone marrow B lymphocyte precursors by single polymerase chain
reaction analyses of the rearrangement statusedfrtmunoglobulin H and L chain
gene lociJ Exp. Med184(6):2217-2229

Glick B., Chang T. S., Jaap R. G. A. 1956. The BufFabricius and antibody production
on the domestic fowPoult Sci 35: 224-225

Hao W. L., Lee Y. K., 2004. Microflora of the gastrtestinal tract: a reviewMethods
Mol. Biol. 268:491-502

Hardy R. R., Li Y. S., Allman D., Asano M., Gui MHayakawa K., 2000. B-cell
commitment, development and selectitmmunol Rev175:23-32

Hardy R. R., Hayakawa K., 2001. B cell developmpathways.Ann. Rev. Immunol
19:595-621

Hayday A., C., 2000y T cells: a right time and a right place for a caned third way of
protection Annu Rev Immunol8:975-1026

HorejSi V., Bartinkova J. 2009. Zaklady imunologie. 4th ed. Prah#oifir

Huh N. D., Kim Y. B., Koren H. S., Amos D. B, 198Natural kiling and antibody —
dependent cellular cytotoxicity in specific-pathogeee miniature swine and
germ-free piglets. Il. Ontogenic development of ldKd ADCC Int J Cancer
28(2):175-178

Janeway Ch. A., Travers P., Walport M., Shlomchik ®001. Immunobiology%edition.
New York and London: Garland Science

Jenne C. N., Kennedy L. J., McCullagh P., Reyndlds., 2003. A new model of sheep Ig
diversification: shifting the emphasis toward condtorial mechanisms and away
from hypermutationJ Immunol 170(7): 3739-3750

Kaleczyc J., Podlasz P., Winnicka A., Wasowicz \8ienkiewicz W., Zmudzki J.,
Lakomy M., 2010. Characterozation od Autonomic MerMarkers and
Lymphocyte Subsets in the lleal Peyer's Patch gé Pifected Experimentally
with Brachyspira hyodysenteriakComp. Path143(4):248-257

Koopman J. P., Mullink J. A. M. A., Prins R. A., Wieg G. W., Hectors M. C., 1982.
Association of germfree mice with intestinal midoo& obtained from ,normal“
mice Lab Animall6,59

70



Lanning D., Zhu X., Zhai S. K., Knight K. L., 200@evelopment of the antibody
repertoire in rabbit: gut-associated lymphoid tessumicrobes, and selection.
Immunol Rev175:214-228

Lee J., Choi K., Olin M. R., Cho S. N., Molitor W., 2004. gd T cells in immunity
induced by Mycobacterium bovis bacillus Calmett&uerin vaccinationinfect
Immun72(3):1504-1511

Leiebler — Tenorio E. M., Pabst. R., 2006. MALTusture and function in farm animals.
Vet. Res37:257-280

Mage R. G., Lanning D., Knight K. L., 2006. B caltd antibody repertoire development
in rabbits: the requirement of gut-associated lyaigphissuesDev Comp Immunol
30(1-2): 137-153

Maul R. W., Geathart P. J., 2010. AID and somatipemmutation.Adv Immunal 105:
159-191

Mazzoni M., Bosi P., De Sordi N., Lalatta-Costerdo@s, 2011. Distribution, organization
and innervation of gastric MALT in conventional lgiyJ. Anat 219(5):611-621

McCormack W. T., Tjoelker L. W., Thompson C. B.,919 Avian B-cell development:
generation of an immunoglobulin repertoire by gesmversion.Annu. Rev.
Immunol 9:219-241

Mechado J. G., Hyland K. A., Dvorak Ch. M. T., Maugh M. P., 2005. Gene expression
profiling of jejunal Peyer’s patches in juveniledaadult pigsMammalian Genome.
16(8):599-612

Melchers F., Karasuyama H., Haasner D., Bauer @doKA., Sakaguchi N., Jameson B.,
Rolink A., 1993. The surrogate light chain in Biavelopmentimmunol. Today
14(2):60-68

Melchers F., ten Boekel E., Yamagami T., Anders3grRolink A., 1999. The roles of
preB and B cell receptors in the stepwise allekclgsion of mouse IgH and L
chain gene lociSemin Immunoll1(5):301-317

Minatis O. P., Jol D., 1978. Gnotobiotic pigs-datien and rearingCan. J. Med42:428-
437

Motyka B., Reynolds J. D., 1991. Apoptosis is aeged with the extensive B cell death in
the sheep ileal Payer’s patch and the chicken lmirBabricius: a possible role in
B cell selectionEur J Immunal21(8):1951-1958

71



Mowat A. M., 2003. Anatomical basis of toleranced ammunity to intestinal antigens
Nat Rev ImmunoB(4):331-341

Muramatsu M., Kinoshita K., Fagarasan S., Yamad&®&nkai Y., Honjo T., 2000. Class
switch recombination and hypermutation require vatibn-induced cytidine
deaminase (AID), a potential RNA editing enzy@ell. 102(5):553-563

Nemazee D., Weigert M., 2000. Revising B cell récepJ Exp Med191(11):1813-7

Newberry R. D., 2008. Intestinal lymphoid tissuissvariety an asset or a liability€urr
Opin Gastroenterol24(2):121-128

Olin M. R., Hwa C. K., Lee J., Molitor T. W., 200§d T-lymphocyte cytotoxic activity
against Mycobacterium bovis analyzed by flow cytomne] Immunol Methods
297(1-2):1-11

Pabst R., Rothkotter H. J., 1999. Postnatal dewedop of lymphocyte subsets in different
compartments of the small intestine of piglet&eterinary Immunology and
Immunopathology2:167-173

Pabst O., Bernhardt G., Forster R., 2007. The itmphacell-bound antigen transport on
mucosal tolerance inductiod.Leukoc Bial82(4): 795-800

Parng C. L., Hansal S., Goldsby R. A., Osborne B1A96. Gene conversion contributes
to Ig light chain diversity in cattlel Immunol 157(12): 5478-5486

Paul P. W., editor. 2003. Fundamental Immunoloddth ed. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins

Pescovitz M. D., Lowman M. A., Sachs D. H., 198&pkession of T-cell associated
antigen by porcine natural killer cellsamunology 65:267-271

Press C. M., Reynolds J. D., McClure S. J., Simpdorgan M. W., Landsverk T., 1996.
Fetal lambs are depleted if IgM+ cells followingsiagle injection of an anti-IgM
antibody early in gestatiohmmunology88(1): 28-34

Ratcliffe M. J., 2006. Antibodies, immunoglobulirerges and the bursa of Fabricius in
chicken B cell developmerev Comp ImmunoB0(1-2):101-118

Reynaud C. A., Dahan A., Anquez V., Weill J. C.,.899 Somatic hyperconversion
diversities the single Vh gene of the chicken véithigh incidence in the D region.
Cell. 59(1):171-183

Reynaud C. A., Mackay C. R., Miller R. G., Weill@., 1991. Somatic generation of
diversity in a mammalian primary lymphoid orgare gheep ileal Peyer’s patches.
Cell. 64(5):995-1005

72



Reynolds J. D., Morris B., 1983. The influence ait gunction on lymphoid cell
populations in the intestinal mucosa of lanmbsnunology49(3):501-509

Reynolds J. D., Morris B., 1984. The effect of gati on the development of Peyer’s
patches in sheegur J Immunal 14(1): 1-6

Reynolds J. D., 1986. Evidence of extensive lymptedeath in sheep Peyer’s patches. |I.
A comparison of lymphocyte production and expdiimmunal 136(6): 2005-2010

Reynolds J. D., 1987. Mitotic rate maturation ie teyer’s patches of fetal sheep and in
the bursa of Fabricius of the chick emhrfzur J Immunal17(4): 503-507

Rothkotter H. J., Kirchhoff T., Pabst R. 1994. Lymopd and non — lymphoid cells in the
epithelium and lamina propria of intestinal mucosaigs.Gut 35:1582-1589

Rothkotter H. J., Pabst R., 1989. Lymphocyte s$bsefejunal and ileal Peyer’s patches
of normal and gnotobiotic minipigbnunology67: 103-108

Saalmdiller A., Hirt W., Reddehase M. J., 1989. Bhgric discrimination between thymic
and extrathymic CD4-CD8- and CD4+CD8+ porcine T fpymocytes.Eur. J.
Immunol 19(11):2343-2346

Saalmiuller A., Hirt W., Maurer S., Weiland E., 19®iscrimination between two subsets
of porcine CD8+ cytolytic T lymphocytes by the eaggsion of CD5 antigen.
Immunology81: 578-583

Schwarz E., Saalmdiller A., Gerner W., Claus R.,520@traepithelial but not lamina
propria lymphocytes in the porcine gut are affeddgddexamethasone treatment.
Veterinary Immunology and Immunopatholdgb:125-139

Spencer J., Barone F., Dunn-Walters D., 2009. Geioerof Immunoglobulin diversity in
human gut-associated lymphoid tissBemin ImmunoR1(3): 139-146

Summerfield A., Saalmiller A., 1998. Interleukind2pendent selective activation of
porcine gd T lymphocytes by an extract from thevésaof Acantospermum
hispidum.Int J Immunopharmaco(1-3):85-98

Sinkora J., Rehakova Z., Sinkora M., CukrowskaTBaskalova-Hogenova H., Bianchij A.
T. J., De Geust B., 1998a. Expression of CD2 onciper B lymphocytes.
Immunology95:443-449

Sinkora M., Sinkora J.Rehékova Z., Splichal 1., Yang H., Parkhouse R. M, E
Trebichavsky I., 1998b. Prenatal ontogeny of lyngye subpopulations in pigs.
Immunology 95(4):595-603

73



Sinkora M., Sinkora JRehakova Z., Butler J. E., 2000a. Early ontogenghgimocytes in
pigs: sequential colonization of the thymus by T peogenitors J immunal 15,
165(4):1832-1839

Sinkora M., Sun J., Butler J. E., 2000b. Antibo@ypertoire development in fetal and
neonatal piglets. V. VDJ chimeras resembling gepaversion products are
generated at high frequency by PCR in vivl. Immunol 37(17):1025-1034

Sinkora M., Sun J., Christenson R. K., Ford SBRtler J. E., 2003. Antibody repertoire
development in fetal and neonatal piglets. IV. B-égmphogenesis occurs at
multiple sites with differences in the frequency infframe rearrangements.
Immunol 15,170(4):1781-1788

Sinkora M., Sinkorova J., Holtmeier W., 2005. Deyehent of gammadelta thymocyte
subsets during prenatal and postnatal ontogemywunology 115(4):544-555

Sinkora M., Sinkorova J., Cimburek Z., Holtmeier ,V2007. Two groups of porcine
TCRgammadelta+ thymocytes behave and diverge diffgt J Immunal
178(2):711-719

Sinkora M., Butler J., E., 2009. The ontogeny o tporcine immune system
Developmental and Comparative Immunol88y273-283

Sinkora M., Stepanova K., Butler J., E., Francis Santiago-Mateo K., Potockova H.,
Karova K., Sinkorova J., 2011. lleal Peyer’s Pasclire Not Necessary for
Systemic B Cell Development and Maintenance and Bot contribute
Significantly to the Overall B Cell Pool in Swin€he Journal of Immunolog$87:
000-000

Stspanova K., Sinkora M., 2011. The expression of GB2511b, SWC1, SWC7, MHC-
II, and family of CD45 molecules can be used torabierize different stages od
T lymphocytes in pigdDev. Comp. ImmunoB6(4):728-740

Sterzl J., Silverstein A. M., 1967. Developmentapects of immunityAdv. Immunol.
6:337-459.

Toman M. 2009. Veterinarni imunologie: 2., dapld a aktualizované vydani. 2nd ed.
Praha: Grada Publishing a.s.

Tonegawa S., 1983. Somatic generation of antibogsrsity. Nature 302(5909):575-581

Vega — Lopez M. A., Arenas — Contreras G., Bailey Gbnzales — Pozos S., Stokes C. R.,
Ortega M. G., Mondragon — Flores R., 2001. Develepinof Intraepithelial Cells

in the Porcine Small IntestinBevelopmental Immunolod}(2):147-158

74



Wang H., Clarke R. M., 2004. Regulation of B-cefivdlopment by antibody specifity.
Curr. Opin. Immunol16(2):246-250

Weill J. C., Reynaud C. A., 1998. Galt versus bara@row models of B cell ontogeny.
Dev Comp ImmunoR2(3):379-385

Xu J. L., Davis M. M., 2000. Diversity in the CDRé&gion of V(H) is sufficient for most
antibody specifitiedmmunity 13(1): 37-45

Yang H., Parkhouse R., M., 1996. Phenotypic clasgibn of porcine lymphocyte
subpopulations in blood an lymphoid tissuesmunology 89 (1):76-83

Yang W. C., Schultz R. D., 1986. Ontogeny of ndtlier cell activity and antibody
dependent cell mediated cytotoxicity in pigs. Deanfp Immunol 10(3):405-418

Yasuda M., Jenne C. N., Kennedy L. J., Reynold3,J2006. The sheep and cattle Peyer’s
patch as a site of B-cell developmenet. Res37(3):401-415

Zou X., Piper T. A., Smith J. A., Allen N. D., Xiah, Briggemann M., 200Block in
development at the pre-B-Il to immature B cellggtan mice without Ig kappa and
Ig lambda light chainJ Immunaol 170(3):1354-1361

75



10 PRILOHY
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