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1 Abstrakt

B a T lymfocyty tvoii antigenné¢ specifickou ¢ast imunitniho systému. Spolu s bunkami
nespecifické imunity za¢inaji sviij vyvoj ve fetalnich jatrech a pozdéji v kostni dieni ze
spole¢ného progenitoru, tzv. hematopoetické kmenové buniky. Obé hlavni vétve krvetvorby
déle prochazeji diferenciaénimi procesy regulovanymi mnoha cytokiny a transkripénimi
faktory, vedoucimi k velmi heterogenni skupiné subpopulaci. Protoze imunitni systém slouzi
k obran¢ téla nejen pied vnéjSimi vlivy a nadorovym bujenim, ale také pied sebou samym, je
diferenciace lymfocytli podminéna mnoha kontrolnimi body, pii kterych jsou klony B a T
lymfocytl piisné selektovany. Ob& hlavni lymfocytarni linie spolu navzajem i s bunikami
nespecifické imunity uzce spolupracuji a komunikuji. Pokud dojde k naruseni diferenciace
nebo efektorové funkce v disledku mutace gend, kodujicich proteiny zajiStujici nékteré z
téchto funkci, nastava stav zvany primarni imunodeficit. Velmi vhodnou metodou pro
studium lymfocytarnich subpopulaci a jejich imunodeficiti je multiparametricka
imunofenotypizace a jeji detekce technikou priutokové cytometrie. Na vybranych ptikladech
primarnich lidskych imunodeficitd B a T lymfocytd je v této praci ukazano, jaky maji dopad
na jednotlivé subpopulace lymfocyt, co z toho vyplyva pro zdravi organismu a pro¢ je nutné

imunodeficity studovat.

Klicova slova: hematopoéza, T lymfocyt, B lymfocyt, specificka imunita,

primarni imunodeficit (ID), SCID, humorélni ID, T lymfocytarni ID



2 Abstract

The antigen-specific immunity consists of cells called T and B lymphocytes. These cells
together with cells of non-specific (innate) immunity begin their development in fetal liver
and later in bone marrow from the common progenitor, the hematopoietic stem cell. Both B
and T lymphocyte lineages then undergo differentiation which is regulated by many cytokines
and transcriptional factors and leads to very heterogeneous cohort of subsets. Because the
immune system is not only protecting the organism from infections and malignant growth but
also from itself, lymphocyte differentiation must pass many checkpoints where B and T
clones are strictly selected. Cells of both lineages closely communicate with each other and
also with cells of innate immunity. If, due to mutation of protein encoding genes, disturbance
of differentiation or malfunction of effector activities providing some of these functions
occurs, an immune system malfunction called immunodeficiency arises. Multiparametric
immunophenotyping followed by flow cytometry examination has been proven one of the
most suitable techniques for studying lymphocyte subsets and lymphocyte-associated
immunodeficiencies. Here we describe examples of primary lymphocyte-associated
immunodeficiencies, how they affect individual lymphocyte subsets, what it means for the

health status of the organism and why it is important to study them.

Keywords: hematopoiesis, B lymphocyte, T lymphocyte, specific immunity, primary
immunodeficicency (ID), SCID, humoral ID, T lymphocyte ID



3 Zkratky

AID
AK
APC
BCR
Btk
CD
CLP
CSR
CVID
DN
DNA-PK
DP
EBV
FDC
FOB
GC
G-CSF
HLA
HSC
ICOS
IFN-y

IL
LPS
MHC
MZ B
NHEJ
NK
0OS
PAMP

RAG

aktivaci indukovana cytidin deaminaza (antigen-induced cytidin deaminase)
adenylat kinaza

bunka prezentujici antigen (antigen-presenting cell)

receptor B lymfocytd pro antigen (B-cell receptor)

Brutonova tyrosin kinaza

diferenciacni skupina (Cluster of differentiation)

spole¢ny lymfoidni progenitor (Common lymphoid progenitor)
izotypovy presmyk (class switch recombination)

béZny variabilni imunodeficit (common variable immunodeficiency)
dvojita negativita

DNA protein kindza

dvojita pozitivita

virus Epstein-Barrové (Epstein-Barr virus)

folikularni dendritické buiiky (folicular dendritic cells)

folikularni B lymfocyty

germinalni centrum

faktor stimulujici kolonie granulocytt (granulocyte colony-stimulating factor)
hlavni lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)
hematopoetickd kmenova buiika (hematopoietic stem cell)

inducible T-cell costimulator

interferon-y

imunoglobin

interleukin

lipopolysacharid

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
B lymfocyty marginalni zony

nehomologni spojovani koncti (nonhomologous end-joining)
pfirozeny zabije¢ (nature killer)

Ommentv syndrom

struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy (patogen-associated
molecular pattern)

gen aktivujici rekombinaci



RD
SCF
SCID
SHM
SP
Tem
TCR
TD
Tem
TGF
Th
TI
TNF
Trec
XLA
XLP

retikularni dysgeneze

faktor kmenovych buné¢k (stem-cell factor)

tézky kombinovany imunodeficit (severe combined immunodeficiency)

somaticka hypermutace

jednoducha pozitivita (single positivity)

T lymfocyt centralni paméti (central memory T-cell)

receptor T lymfocytt pro antigen (T-cell receptor)

thymové zavisly (thymus-dependent)

efektorovy pamétovy T lymfocyt (effector memory T-cell)

transformuyjici ristovy faktor (transforming growth factor)

pomocny T lymfocyt (T-helper cell)

thymoveé nezavisly (thymsus-independent)

faktor nekrotizujici tumory (tumor necrosis factor)

regulac¢ni T lymfocyt (regulatory T-cell)

X-véazana agamaglobulinemie (X-linked agammaglobulinemia)

lymfoproliferativni ~ syndrom

lymphoproliferative disorder)

vazany

na

chromozom X

(X-linked



4 Uvod

Imunitni systém patii mezi regulacni systémy téla. ZajistiStuje komplexni ochranu
organismu pfed patogeny a toxickymi latkami, rozpoznava a odstraiiuje bunky staré,
poskozené nebo mutované a zdroveil musi své aktivity regulovat tak, aby neposkozovaly
hostitelsky organismus, musi tedy byt tolerantnim vici buiikdm télu vlastnim.

Ze spole¢ného progenitoru, hematopoetickych kmenovych bunék, se vyvijeji dvé
bunééné linie krvetvorby — myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni linie se vyvijeji erytrocyty,
krevni desticky a buiiky nespecifické imunity, jako jsou granulocyty a monocyty. Lymfoidni
linie dava kromé NK bunék vzniknout B a T lymfocytim zajist'ujicim ziskanou imunitu. Ob¢
tyto linie prochazeji velmi slozitou diferenciaci vedouci k findlnim efektorovym a
pamétovym bunikam. Na této diferenciacni cesté spolupracuji spolu navzdjem a také s druhou
slozkou imunitniho systému, s imunitou vrozenou.

Ziskanad imunita mad velmi dulezitou vlastnost imunitni paméti. Je to schopnost
uchovavat si dlouhodobé buiky specifické pro antigen, se kterym se uz organismus v
minulosti setkal a pii opétovném setkani s timto antigenem na néj reagovat rychleji a mnohem
ucinngji.

Ob¢ linie lymfocytd jsou morfologicky podobné, jsou to mononukledrni buiky s
malym mnozstvim cytoplasmy, ale velmi se li§i svymi funkcemi a povrchovymi molekulami.
Ob¢ linie jsou také tvofeny heterogennimi subpopulacemi rozliitelnymi funkéné i
fenotypoveé. V urcovani téchto subpopulaci se ukdzala byt velmi Uc¢inna technologie
pratokové cytometrie, kterd umoznuje multiparametrickou fluorescenéni detekci rtiznych
markerti na povrchu lymfocytt.

V ptipadé, zZe je fatalné mutovan néktery z genii kodujicich proteiny diileZité pro vyvoj
nebo funkci lymfocytl, nastdva stav zvany imunodeficit, pii kterém imunitni systém neni
zcela funk¢ni. Organismus je pak méné odolny vii¢i patogenlim a toxiniim, byva vystaven
autoimunitnim potizim a nékteré¢ imunodeficity se projevuji naddorovym bujenim. Diky
vyzkumu primdrnich imunodeficiti byly pfifazeny funkce mnoha genim a proteinim
Ucastnicich se imunitnich reakci a byly objeveny diferenciacni cesty lymfocytl, efektorové
funkce a vzajemné interakce téchto bunck.

Ugelem této prace je popsat vyvoj a funkce jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci a
poukdzat na to, jaké sloZzeni ma lymfoidni kompartment, pfip. jaky imunofenotyp je typicky
nalézan pii n€kterych vybranych imunodeficitech B a T lymfocyti, jak ovlivni deficit jedné

subpopulace vyvoj jiné, co z toho vyplyva pro organismus a jaké jsou moznosti terapie.



5 Hematopoéza

Hematopoéza, tedy krvetvorba, je d¢j, kdy se z hematopoetickych kmenovych bun¢k
(HSC) v kostni dfeni diferencuji erytrocyty, leukocyty a krevni desticky. Probihd v jatrech
plodu a ke konci embryonalniho vyvoje pfechazi do kostni dfené. Dien je tvofena vaskularni
siti z tenkosténnych a fenestrovanych sinusoidnich kapilar, obklopenych HSC (Kopp et al.
2005). Je to dumyslny systém, ktery zajistuje snadnou a efektivni regulaci krvetvorby
signalizaci bunka — buinika nebo pomoci riznych regula¢nich molekul, jako jsou hormony,
cytokiny a transkripéni faktory (Murre 2009). Ukolem tohoto systému Vv kostni dieni je
udrzovat konstantni po¢ty bun¢k imunitniho systému v periferni krvi.

HSC jsou multipotentni buniky, které se déli a davaji tak vzniknout dalsim HSC, které
se dale mnozi nebo se diferencuji na progenitorové buiiky dvou linii — myeloidni a lymfoidni.

Pokud progenitorova buiitka dostane patti¢ny signal, diferencuje se na buitkku prekurzorovou.

6 Vrozena imunita a jeji interakce se specifickymi mechanismy

Vrozena imunita (antigenn¢ nespecifickd, pfirozend) je evolucné starsi, nachazime ji v
rizné¢ formé u vSech mnohobunéénych organismi. Je neadaptivni, nefunguje na zaklade
rozpoznani antigenu, ale reaguje na fylogeneticky konzervované struktury patogend, tzv.
PAMP (pathogen-associated molecular pattern). Veskeré mechanismy vrozené imunity jsou
pevné zakodovany v DNA organismu a jsou, pokud pomineme evoluci, neménné.

Organismtim, kterym se vyvinula i imunita antigenné specifickd, se vrozena imunita
zachovala a ob¢ tyto slozky se nadale vyvijely paraleln€, coz je dovedlo k uzké spolupraci. V
dalsi ¢asti proto kratce popiseme interakce mezi témito dvéma imunitnimi mechanismy.

Stejn¢ jako ziskand je imunita vrozena tvofena dvéma slozkami — buné&cnou a
humoralni. Bunécné sloZzky jsou odvozené z lymfoidni linie (NK bunky), ale hlavné z
myeloidni linie, tedy monocyty, polymorfonuklearni granulocyty (neutrofily, eosinofily a
bazofily) a trombocyty. Humoralni slozkou jsou komplement, proteiny akutni faze a
interferony. | tkané, fungujici jako bariéry — kiize a sliznice — patii do nespecifické imunity
organismu.

Protilatky produkované B lymfocyty opsonizuji patogeny pro fagocyty a jsou jednim
ze zpusobu aktivace komplementu. B a T lymfocyty také produkuji cytokiny, na které
odpovidaji bazofily a eozinofily.

Bunky, které se diferencuji z monocytli — dendritické bunky a makrofagy — se fadi do

skupiny APC (antigen presenting cell). Oba tyto bunééné typy jsou tvofeny heterogennimi
9



populacemi v zavislosti na tom, ve které tkani Géinkuji. APC exprimuji na svém povrchu
krom& MHC (major histocompatibility complex) glykoproteint I. tiidy také MHC Il. tfidy,
také nazyvané HLA II (human leukocyte antigen). Jsou to transmembranové heterodimery
sestavajici z o a B fet¢zce. HLA II molekuly umoznuji APC vystavovat na svém povrchu
peptidové antigeny, ziskané z fagocytovanych ¢astic. Jejich funkci je aktivovat CD4+
lymfocyty a tim iniciovat specifickou imunitni odpovéd’ (Cresswell 1994) a dale jsou nutné k
jejich negativni a pozitivni selekci v thymu (Janeway 1994), aktivuji B lymfocyty (Scholl and
Geha 1994) a ucastni se pii aktivaci T lymfocyti superantigenem (Herman et al. 1991).

MHC 1. tfidy (HLA I) jsou tvofeny jednim o fetézcem sestavajicim ze tfi domén
invariatnim B2-mikroglobulinem. Stejné jako HLA II jsou to transmembranové proteiny, ale
prezentuji peptidy syntetizované v buiice mimo kompartmenty spojené s fagocytozou CD8+ T
lymfocytim. Narozdil od HLA II molekul jsou exprimovany na vSech jadernych buiikach
organismu. Imunita spojena s kontrolou antigenniho spektra na HLA 1 glykoproteinech tedy

slouzi v obran¢ proti virim a mutacim zptisobujicim nadorové bujeni.

7 Specificka imunita

Specifickd imunita je Castecné vrozend, protoze vznika na zakladé¢ rekombinace
genovych segmentll kddujicich antigenni receptory, a ¢astecné ziskana, protoze se formuje az
po setkani s antigenem. Ma pamét’, coz zajist'uje organismu sekundarni odpovéd’ na infekci,
ktera je rychlejsi a i€¢innéjsi. D4 se fici, Ze v pribehu Zivota organismu podstupuje neustalou
evoluci tim, Ze genové segmenty kodujici variabilni domény receptori jejich bunék podléhaji
zménam, které zpisobuji, Ze vznika mnoho odliSnych antigennich specifit. Bun&nymi
slozkami ziskané imunity jsou T a B lymfocyty. B lymfocyty sekretuji protilatky
(imunoglobuliny, 1g), které tvoti slozku humoralni.

Existuji tii diferenciacni cesty, kterymi se mohou buniky lymfoidni linie ubirat, a to
smérem k T lymfocytu, B lymfocytu nebo NK buiice. Tyto linie se diferencuji na dalsi
subpopulace s riznymi funkcemi. Diky objevu monoklonalnich protilatek je kazdy z téchto
bunécnych typl odlisitelny pomoci antigennich receptortt a dal§ich povrchovych molekul
nazyvanych také markery. Kromé& alternativnich nazvl jsou oznafovany i pismeny CD
(Cluster of Differentiation) s ptidélenym &islem. Cislovani CD probihalo podle potadi
objeveni a nasledné charakterizace dané molekuly a zatim bylo popsano vice nez 320

unikatnich CD. Kazda faze vyvoje lymfocytl a kazda subopopulace exprimuje soubor pro ni
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specifickych markerti, ¢ehoz se vyuziva pfi multiparametrické imunofenotypizaci a
vicebarevné analyze na pritokovém cytometru.

Prutokovy cytometr méfi vlastnosti jednotlivych bunék a jejich pocet tak, ze je
jednotlivé vystavuje paprsku monochromatického (laserového) zaieni. Moderni cytometry
pouzivaji nékolika rtiznych laserti. Pomoci detektorti sbira rozptyl svétla a svétlo emitované
fluorochromy, kterymi jsou monoklonalni protilatky oznaceny. Protoze kazda monoklonalni
protilatka ma svou specifickou barvu danou excita¢ni vinovou délkou a emisnim spektrem,
umoznuje analyza barevnosti jednotlivych bun¢k jejich klasifikaci na zakladé¢ vyskytu

povrchovych a/nebo vnitrobunéénych znaki.

7.1 Diferenciace a funkce T lymfocyti

Mechanismy urcujici, kterym smérem se bude spolecny lymfoidni prekurzor (CLP,
common lymphoid progenitor) diferencovat, nejsou jesté plné objasnéné. Kromé jinych
faktorti zde hraje roli konzervovany transmembranovy protein Notchl a jeho ligandy Delta a
Jagged. Signalizace pfes tento receptor zfejmé ovliuje lymfocytarni diferenciaci ve tfech
kontrolnich bodech; volba B nebo T bunéné linie, divergence y6 a ap TCR+ (T — cell
receptor) T buné¢k a pfislusnost k CD4+ nebo CD8+ subpopulaci. Exprese Notchl rozhoduje
pii diferenciaci prekurzoru ve prospéch T lymfocytu na ukor B lymfocytu, jak dokazuji dva
rozdilné experimenty. U mysi, kterym byla transplantovana kostni dieft s pomoci retroviru
transdukovanych buikék tak, aby kontinudlné produkovaly Notchl, dochazelo k vyvoji
CD4+CD8+ T lymfocyta ektopicky v kostni dieni a vyvoj B lymfocyti byl potladen (Pui et
al. 1999). Naopak u mysi, kterym byla indukovana ztrata schopnosti exprimovat Notchl byla
nalezena, kromé¢ jinych dopadu na organismus, blokace vyvoje thymocytu (T lymfocyt zrajici
v thymu) ve velmi rané fazi (Radtke et al. 1999).

Cast lymfoidnich prekurzor, kterd z kostni dfené vycestuje do thymu, zde dava
vzniknout T lymfocytim. V téchto tzv. prothymocytech se zainaji formovat antigenné
specifické receptory pomoci procesu V(D)J rekombinace. Genové segmenty V (Variable), D
(Diversity) a J (Joining) variabilnich domén jsou pieskupovany tak, Ze vznika nepieberné
mnozstvi raznych kombinaci, pokryvajicich obrovskou sSkalu peptidovych antigend, se
kterymi se organismus muiZe setkat.

Progenitorové bunky T lymfocyti jsou dvojit¢ negativni (DN), protoze nenesou
povrchové kostimulaéni molekuly CD4 a CD8. V mySim thymu rozeznavame ctyii typy DN
bunék podle exprese receptoru pro SCF (stem cell factor, CD117) a alfa fetézce receptoru pro

interleukin-2 (IL-2R, CD25). Exprese téchto receptortit vypovida o tom, v jaké fazi V(D)J
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rekombinace se TCR prothymocyt nachazi. Pii zvySeni exprese CD25 doprovazené sniZzenou
povrchovou hustotou CD117 dochazi soucasné k rekombinaci V(D)J segmentt v genech pro
B, v a 6 fetézce TCR.

Prekurozory T lymfocyti mohou dat vzniku dvéma typim lymfocyti v zéavislosti na
tom, jaky typ TCR exprimuji. Mohou to byt bud’ oy nebo y6T lymfocyty. Neni zcela znamo,
jaké faktory rozhoduji o aff nebo yd osudu, nejcastéjsi hypotézou je vSak to, ze receptor je
zvolen podle toho, ktery typ se uspé$n¢ rekombinuje a tento receptor poté signalizuje inhibici
rekombinace gent pro druhy typ (Gerber, Boucontet, and Pereira 2004).

Druhou, TCR nezavislou hypotézou, je funkce Notchl receptoru, kterou by podpofily
analyzy Notchl deletovanych mysi (Washburn et al. 1997).

Prothymocyt s markery CD117-CD25+ jiz exprimuje na svém povrchu pre-TCR
komplex (TCRp + preTa + CD3 komplex) a podstupuje B-selekci.

7.1.1 B-selekce

B-selekce je kontrola, zda prothymocyty exprimuji pre-TCR komplex s Uspésné
rekombinovanymi V(D)J genovymi useky B fetézce. Pokud ano, jsou tyto buiikky chranény
pted apoptozou, dostavaji signal k proliferaci, ke zvySeni exprese CD4 a CD8 molekul na
svém povrchu a zaroveil ke snizeni vyskytu CD25. Tyto signaly jsou vedeny pies pre-TCR.
Vzniklé dvojité-pozitivni (DP) thymocyty signalizaci pies vystavené pre-TCR blokuji dalsi
rekombinaci v B-lokusu na vSech alelach, coZ je proces nazyvany alelické exkluze. V této fazi
se také iniciuje rekombinace genli pro TCRa fetézce.

DP thymocyt dale musi projit dvéma dal$imi kontrolami — negativni a pozitivni
selekci. Tyto dva procesy vytazuji thymocyty, které jsou bud’ autoreaktivni nebo neschopné

dostatecné siln¢ rozeznat komplex MHC molekuly a antigenového peptidu.

Obrazek ¢. 1

CD4 CDS8
’“ \
pre-TCR"™ pre-TCR* TCR™
7 N\ Ve \ 7
D117 CcD117* cp117!9 © TCR-p (CDIIT CD4*
CD25" - CD25* - cp25+t M selection » CD25 -

CD8*
=Y

Ranny vyvoj T lymfocytit (prevzato z Michie and Zusiiga-Pfliicker 2002).
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7.1.2 Pozitivni selekce

Pozitivni selekce probiha v korové oblasti thymu, kde epitelidlni bunky a APC
vystavuji thymocytim antigeny v komplexu s MHC glykoproteiny. Ptezivaji pouze
thymocyty, které MHC glykoproteiny rozeznavaji s nizkou afinitou. V této fazi také probiha
vybér, zda budouci buiika s jednoduchou pozitivitou (SP, single positive) bude exprimovat
CD4 nebo CD8 molekulu, a to podle toho, se kterou tfidou MHC molekul bunka interaguje
(von Boehmer 1994). Rekombinace lokusu TCRo probiha dokud TCR nerozezna MHC
molekulu i navazany antigen (MHC restrikce) a teprve potom je signalizovano snizeni
exprese RAG (recombination activating genes) gent, které se ucastni V(D)J rekombinace a
diferenciace pokracuje (Monroe et al. 2003).

Budouci CD4+ bunky rozeznavaji MHC II a budouci CD8+ buniky rozeznavaji MHC |
tiidy. Jednoducha pozitivita (CD4+CD8- nebo CD4-CD8+) je zajistovana snizenim vyskytu
jednoho z téchto receptortii. Toto je tfeti kontrolni bod, jimz T lymfocyty pfi vyvoji prochazeji
a kde studie na transgennich mysich (Fowlkes and Robey 2002) naznacuji, ze exprese Notchl
reguluje diferenciaci DP bun¢k smérem k CD4-CD8+ linii.

7.1.3 Negativni selekce

Negativni selekei podstupuji SP T lymfocyty. Pomoci interakce TCR s MHC I na APC
a thymovych epitelidlnich buiikdch jsou jim vystavovany peptidové antigeny endogenniho
pivodu. Pokud SP thymocyt vykazuje pfili§ velkou afinitu k témto antigentim vlastnim
organismu, dostava signal k apoptoze. Toto vSak neplati pro vSechny SP thymocyty, ¢ast jich
je uSetfena a diferencuje se na regulacni (Treg) lymfocyty. Bunky, které UspéSné projdou
vSemi tfemi kontrolami, opoustéji thymus jako naivni T lymfocyty. To je asi 5 % z ptivodniho

poctu.
7.1.4 Fenotyp a funkce jednotlivych subpopulaci

7.1.4.1 Cytotoxické T lymfocyty

Naivni CD8+ (cytotoxické, Tc) T lymfocyty na tzv. periferii, coz je krev, lymfa,
lymfatické tkdn€¢ a sekundarni lymfatické organy, cekaji na aktivaci antigenem, ktery
rozpoznaji s vysokou afinitou. Pokud se tak stane, zacnou rychle proliferovat. CD8+ bunky
(pomoci svych TCR a jejich koreceptorti) kontroluji peptidy vystavované na MHC | bunék
organismu a ni¢i cilové bunky v ptipadé, Ze vykazuji néjakou abnormalitu, coz se d&je, pokud
je buiika napadena intracelularnim parazitem (prezentuje cizorodé peptidy, které jsou v ni

syntetizovany) nebo pokud se z ni stdva buiika nadorova naruSenim bunécného cyklu a zacne
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tak produkovat abnormalni proteiny. T bunka kontroluje jak kvalitu, tak i kvantitu exprese
MHC | molekul.

Po rozpoznani antigenu aktivovany efektorovy Tc lymfocyt mize zabit (nejcastéji
rozlozit) cilovou bunku vice zpisoby. Po celou dobu stimulace TCR jsou vyluCovany
cytokiny, jako jsou interferon-y (IFN-y) a faktor nekrotizujici tumory (TNF). TNF se vaze na
membranovy receptor bunék a aktivuje kaspazovou signaliza¢ni drahu vedouci k apoptdze.
IFN-y vyvola zvySenou expresi MHC I molekul a Fas receptorti (CD59), na které se vazi Fas
ligandy na povrchu CD8+ bunék a tim je také aktivovana kaspazova signalizace (Nagata
1996). Jinym zpusobem likvidace cilové buiky je vypusténi perforinti a granzymu, které
pusobi lyticky. Tento proces je organizovany, lytické proteiny jsou vypoustény pomoci
sekretorickych lysozymu (Blott and Griffiths 2002), aby nedochéazelo ke zbyte¢nému

poskozeni okolnich bun¢k.

7.1.4.2 NK buriky

NK bunky (natural killer) jsou odvozené ze stejného progenitoru jako T lymfocyty, maji
obdobnou cytotoxickou funkci jako CD8+ buniky, ale patii do kategorie nespecifické imunity,
protoze nemaji antigenné specifické receptory. Jsou rozeznavané podle exprese CD16 a/nebo
CD56. Funguji na principu aktivacnich a inhibi¢nich receptort. Pokud je silngjsi signal z
aktivacnich receptorti, lyzuji cilovou buiiku a naopak, pokud je silngjsi inhibi¢ni signal, je NK
bunika inhibovéana. Jejich reakce jsou namifeny proti buitkdm, které neexprimuji dostatecné
mnozstvi MHC 1. tfidy, coz se déje u nékterych virem napadenych nebo nadorovych bunék.
V poslednich letech se studiu NK bunék a jejich subpopulaci charakterizovanych expresi

CDS, CD56, CD2 a CDI16 vénuje ¢im dal vétsi pozornost z diivodu jejich nezastupitelné

ulohy pii vykonu a regulaci infek¢ni a protinadorové imunity.

7.1.4.3 NKT lymfocyty

NKT lymfocyty (Natural killer T) ziskaly sviij ndzev z toho divodu, ze kromé afTCR-CD3
komplexu nesou dalsi receptory spolecné NKT a NK buitkam (CD16 a/nebo CD56) a také
produkuji granzymy. Jsou tedy rozpoznatelné podle svého CD3+CD16/56+ fenotypu. Jejich
TCR jsou omezené co se tyce specifity pro antigen, rozpoznavaji lipidy a glykolipidy vézané
na CD1d molekulach pfitomnych na APC spise, nez komplexy MHC s navazanymi peptidy
(Bendelac, Savage, and Teyton 2007). Hraji roli v kontrole autoimunity a v rychlé odpovédi

na bakterialni infekci.
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7.1.4.4 CD4+ buiiky

Buniky exprimujici CD4 marker na svém povrchu jsou nazyvané pomocné buiky
(helper, Ty) z toho diivodu, Ze jejich funkci je stimulovat ostatni buiiky imunitniho systému, a
to CD8&+ bunky, B lymfocyty, makrofagy, zirné buiiky, eosinofily, neutrofily 1 bazofily.

Z naivnich CD4+ bunc€k vznikd vice subpopulaci v zavislosti na tom, v jakém
cytokinovém prostfedi se vyvijeji. Do subpopulaci jsou rozd€lovany podle jejich
cytokinovych profili. Jde pfedev§im o cytokiny IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y a TGFp
(transforming growth factor). Mezi témito subpopulacemi existuje urcita plasticita, coz
dokazuje to, ze pokud jsou vystaveny uritym cytokiniim, mohou sviij cytokinovy profil
zmenit.

Hlavnimi ¢tyfmi subpopulacemi jsou Tyl, Tw2, Tul7 a Tres. Twl subpopulace
produkuje hlavné IFN-y, ktery aktivuje makrofagy, coz vede k niceni intraceluldrnich
parazitd. Ty2 bunky sekretuji IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, které podporuji neutrofily a produkci
IgE, uplatitujici se v boji proti extracelularnim parazitim. Ty2 buiiky ve folikulech
sekundarnich lymfatickych organt (jinak také Tgy lymfocyty) stimuluji B lymfocyty interakci
CDA40L (CD40 ligand) a CD40 (exprimovan na B lymfocytech) a produkci IL-21 a IL-4. Tgy
se vyznacuji expresi CXCR5 (C-X-C chemokine receptor type 5) receptorem (navadi do
folikult). Ty17 produkuji IL-17a, 1L-17b, 1L-22 a IL-21 a hraji tak dulezitou roli v likvidaci
extracelularnich bakterii a hub. Treg jsou rozliSovany na pfirozené se vyskytujici (nTreg),
vznikajici v thymu a na iTreg (inducible), které se diferencuji z naivnich perifernich CD4+
bungk stimulaci cytokiny TGF a IL-2 (Chen et al. 2003). Treg jsou dulezité pro zachovani

autotolerance a pro regulaci cytotoxickych CD8 + T lymfocyti.

7.1.45 o T lymfocyty

Pouze asi 2 % vznikajicich lidskych T lymfocytd exprimuji ydTCR (obrazek ¢. 3,
panel A), u jinych sav¢ich druhit mohou vsak v riznych obdobi zivota dosahovat az desitek
procent cirkulujicich lymfocytl. Tento alternativni receptor vznika stejnym principem jako
affTCR, tedy V(D)J rekombinaci, ale rekombinuji genové segmenty y a . yd0 bunky
nepokracuji v diferenciaci na DP bunky, ale opoustéji thymus a putuji do svych cilovych
tkani, vétSinou epitelialnich (Hayday 2000).

vd buiiky jsou vsak DP lymfocyty regulovany, jak je ukdzano na TCRp-/- nebo pTa-/-

deficitni mySi. Zde dochéazi k zastaveni diferenciace aff bunék ve fazi DN a yd bunky
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neodpovidaji na aktivaci. Toto se nedélo v TCRa-/- deficitini mysi, kde k blokaci vyvoje af3
bun¢k dochazi az po DP fazi (Pennington et al. 2003).

vd tvofi jakysi most mezi ziskanou a vrozenou imunitou, protoze v nich sice probiha
V(D)J rekombinace variabilnich tsekiit TCR a vytvaii i pamétovou formu, ale pro svou
aktivaci MHC nevyzaduji. Rozpoznavaji rizné PAMP jako malé bakterialni fosfoantigeny,
alkylaminy a aminobisfosfonaty a dalsi ligandy. Také produkuji cytokiny a maji cytotoxickou
funkci i vii¢i nadorovym bunkam (Holtmeier and Kabelitz 2005).

7.2 Diferenciace a funkce B lymfocyti

B lymfocyty jsou bunky zajistujici humorélni slozku antigenné specifické imunity
produkci protilatek, nebo-li imunoglobulinti. Pfispivaji také k drzbé imunitniho systému
produkci imunokompetentnich cytokint, které ovlivituji T lymfocytarni diferenciaci a funkci.
Pro optimalni aktivaci CD4+ T bunék pfi infekci malymi mnozstvimi antigenu nebo
autoantigeny jsou nezbytné, jak dokazuje experiment u dospélé mysi ochuzené o B lymfocyty
(Bouaziz et al. 2007). Rovnéz reguluji organizaci lymfatickych tkani a funguji jako APC
(LeBien and Tedder 2008).

Protilatky jsou sekretované nebo transmembranové (BCR, B-cell receptor) molekuly s
vazebnym mistem pro antigen. Jsou to heterodimery skladajici se ze dvou lehkych (L, light) a
dvou tézkych (H, heavy) fetézcl. Tyto fetézce jsou tvoreny dvéma funkénimi doménami —
variabilni a konstantni. Variabilni domény podstupuji V(D)J rekombinaci (VJ rekombinaci u
Igl) a tvofi vazebné misto pro antigen. Konstantni domény (Fc fragmenty) slouzi jako
ligandy pro Fc receptory na leukocytech. Podle typu H fetézce se d€li na 5 izotypt: IgM, IgD,
IgA, IgE a IgG. Kazdy izotyp ma svoji funkci a interaguje s ur¢itymi buitkami a molekulami
imunitniho systému. Funkci rozpustnach protilatek je opsonizace (navdzanim na antigen k
nému pfitahuji fagocyty), neutralizace (zneSkodnéni toxind, virt a dalSich patogeni vazbou na
jejich receptory nutné pro adhezi nebo prunik do bunék), aktivace klasické cesty
komplementu a nékdy i spusténi apoptdzy navazanim na urcité bunécné receptory. Pisobi

proti extracelularnim antigentim.

7.2.1 Vyvoj B lymfocyti

Prvni faze vyvoje B lymfocyti probihd v kostni dieni bez kontaktu s antigenem. Zde
se z B bunéénych progenitoru (proB), ve kterych jesté neprobéhlo pieskupeni genovych
segmentll kodujicich variabilni oblast (pod vlivem riznych cytokini a nejméné deseti

transkripénich faktori), diferencuji na prekurzor B lymfocyti — preB buiiky. Z toho, co je
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znamo o regulaci tohoto procesu vyplyva, ze velmi diilezitou roli pti vyvoji B lymfocyti hraje
Pax-5a IL-7.

Pax-5 je transkripcni faktor, vaze promotorové sekvence v Ig lokusech a je nezbytny
pro diferenciaci CLP smérem k B lymfocytim. Také se podili na regulaci diferenciace béhem
celého vyvoje lymfoidni tady, jak se ukazalo na zvifecich modelech s timto genem
intaktivovanym (Cobaleda et al. 2007).

IL-7 produkovany bunkami kostni dfené¢ reguluje pies IL-7Ra (CD127),
exprimovanym uz na CPL, V(D)J rekombinaci v preB buiikach. Také dodava signaly k preziti
a proliferaci (Nutt and Kee 2007).

Bunky, které prosly V(D)J rekombinaci pro tézky fetézec Ig (uH), na svém povrchu
vystavuji pre-BCR (komplex pH a nédhradniho lehkého fetézce wylg) a koreceptor Igaf
(CD79a a CD79b). Igaf je nekovalentn€ vazan na BCR a jeho cytoplazmatické domény maji
Src kindzovou aktivitu, ktera je esencialni pro BCR signalizaci a aktivaci (Reth 1989).
Nutnost piitomnosti koreceptoru Igafy byla dokazéna v Igaf deficitni mysi, jejiz B
lymfocytarni vyvoj se zastavil v této fazi (Pelanda et al. 2002). Po uspésné rekombinaci uH
genl na jedné alele dochdzi stejné¢ jako u T lymfocytd k alelické exkluzi, coz zajistuje
monospecifitu B lymfocyti. To je dilezité zejména pii aktivaci antigenem (Anon. 2004).

Uspésna exprese molekul pre-BCR a Igaf je prvnim kontrolnim bodem pfi
diferenciaci B lymfocytt (Martensson et al. 2010). Neuspésné buiky hynou.

V dalsi fazi vyvoje nastava rekombinace genti pro IgL a nasledné exprese kompletniho
BCR. Dochazi k negativni selekci, kterd zajiStuje odstranéni autoreaktivnich B lymfocytu.
Exprese BCR je nutna nejen pro rozpoznavani antigenu, ale také pro piezivani B lymfocyti v
periferiich. B lymfocyty opoustéjici kostni dfen jsou nezralé a vyznaCuji se
IgD+IgM+CD21+CD22+ fenotypem. CD21 je receptor pro C3d fragment komplementu a pro
EBV (Epstein-Barrové virus). CD22 je lektin regulujici B lymfocyty ve folikulech

sekundarnich lymfatickych organt.

7.2.2 T-zavisla B lymfocytarni odpovéd’

Lymfocyty opoustéji kostni dient jako antigenem neaktivované bunky, produkujici
pouze dvé tiidy protilatek — IgM a IgD. IgD vznika alternativnim sestifihem v oblasti kodujici
konstantni domény Ig. V lymfatickych organech z nich vznikaji dvé odlisné subpopulace —
folikularni B (FO B) lymfocyty a lymfocyty marginalni zony (MZ B). T-zavislé protilatkové
odpovédi se ucastni FO B. Ve folikulech sekundédrnich lymfatickych organi je jim

folikularnimi dendritickymi buiikami (FDC) piedkladan antigen. Pokud se lymfocyt na
17



ey

antigen vaze siln€, dale se diferencuje extrafolikularng, coz vede ke kratce Zijicim
plazmatickym bunkam produkujicim nizkoafinitni protilatky. Pokud slab&ji, podstoupi afinitni
maturaci v germinalnich centrech (GC) (Paus et al. 2006).

Lymfocyty podstupujici GC reakce jsou nazyvany centroblasty. Ve folikulech
dostavaji signal od Tgy lymfocytl pfes CD40 — CD40L komplex (a dalSich koreceptoril), coz
spousti jejich proliferaci a diferenciaci, tedy germindlni reakci. Komplex CDI19 tvofeny
molekulami CD19, CD21, CD81, a CD225 spolusignalizuje s BCR a snizuje tak spodni
hranici pro aktivaci antigenem (Carter and Fearon 1992). CD19 je exprimovan na povrchu B
lymfocyth brzy pii diferenciaci a setrvava az do stadia plasmatické bunky. Plasmatické bunky
siln€ exprimuji CD27 (CD27++).

V GC probiha klonalni expanze a izotypovy piesmyk (CSR, class switch
recombination), pii které se rekombinuji genové segmenty konstantni ¢asti tézkych fetézcu
imunoglobulintt (Harriman et al. 1993). Tim vznika vice protilatkovych tiid a podtid s
riznymi funkcemi, jsou to varianty IgG, IgA a IgE. Dale probihda somatickd hypermutace
(SHM, Somatic Hypermutation) variabilnich ¢asti a zaroven je znovu aktivovan proces V(D)J
rekombinace (Jacob et al. 1991). Centroblasty, jak se nazyvaji B buiky v této fazi vyvoje, v
GC soutézi 0 antigeny vystavené na APC, ¢imz jsou vybirany ty s nejvyssi afinitou — proces
zvany afinitni maturace — a ostatni B lymfocyty hynou (Monroe et al. 2003). CSR a SHM se
ucastni enzym AID (aktivaci indukovana cytidin deaminaza) (M Muramatsu et al. 2000).

Vzniklé klony B lymfocytid produkujici vysokoafinitni protilatky (plasmablasty) se
dale déli a diferenciuji na plasmatické bunky, coz je efektorové stadium B lymfocytd.
Zaroven vznika populace dlouhozijicich pamétovych bun€k zodpoveédnych za imunitni pamét’
a sekundarni reakci proti antigenu. Procesy v GC jsou regulovany transkripénimi faktory Bcl-

6 a BLIMP-1 (Shapiro-Shelef and Calame 2005).

7.2.3 T-nezavisla B lymfocytarni odpovéd’

MZ B lymfocyty jsou soucasti marginalni zony sekundérnich lymfatickych organt,
kterou tvofi také myelodni, dendtritické a stromalni buniky. Podileji se na TI (T-independent)
protilatkové odpovédi. Nezralé B lymfocyty mohou byt aktivovany T-nezavislymi antigeny
typu I (TI-1, polyklonalné) nebo typu Il.

TI-1 antigeny jsou naptiklad bakteridlni lipopolysacharidy (LPS), které se ve vétsi
koncentraci vazi na nespecifické receptory B lymfocyti a plsobi tim jejich proliferaci a

masivni produkci nizkoafinitnich protilatek.
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TI-2 jsou polymery (tedy struktury s opakujicimi se antigennimi epitopy), které
vazbou na B lymfocyt zptsobi pfekiizeni Ig na jeho povrchu a tim jeho aktivaci a produkci

protilatek.

Obrazek ¢. 2

d Cel ﬂ % Plasmablast

‘ Short-lived
\ Plasma Cell

Plasma
Plasmablast Cell

Vyvojova stiadia B lymfocytit u lidi a mysi. B-1a, B-1b a B-10 jsou busiky lépe charakterizované u myst,
proto o nich v textu neni zminka. Adaptive Ab — adaptivni protilatky, natural Ab — prirozené protildtky,
fetal liver — plodova jatra, bone marrow — kostni dien, Short — lived — kratce zijici,long — lived —
dlouze Zijici, immature — nezralé. Illustrace A.Y. Chen, prevzato z LeBien and Tedder 2008.

7.3 Pamétové buiiky imunity

Antigenné specifickd imunita ma velmi dulezitou schopnost imunologické paméti.
Béhem prvniho setkani s antigenem se vytvoii pamétové buiiky, které jsou pii op€tovném
setkani s timto antigenem schopné rychlejsi a G¢in€jsi reakce. Toho se vyuZiva zejména pii
vakcinacich. Tato tzv. sekundarni odpovéd’ produkuje dalsi zasobu pamét'ovych bunék.

T lymfocyty tvoii dvé subpopulace pamétovych bunck rozlisitelné podle exprese
chemokinového receptoru CCR7. Jsou to T lymfocyty centralni paméti (Tcm, CCR7+) a
efektorové pamétové (Tem, CCR7-) lymfocyty. CCR7 receptor kontroluje usidlovani
(homing) do sekundarnich lymfatickych organt. CCR7+ bunky postradaji zanétlivé a
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efektorové funkce a usazuji se v sekundarnich lymfatickych organech, kde pii opétovném
setkdni s antigenem aktivuji FDC a poskytuji pomoc B lymfocytim. CCR7- buniky cirkuluji a
pfi sekundéarni odpovédi mohou vstoupit do perifernich tkanich a okamzité zahajit sekundarni
zanétlivou a cytotoxickou odpoveéd’ (Sallusto et al. 1999).

Také u B lymfocyti nachazime dvé hlavni pamétové subpopulace: pamétové B
lymfocyty a pamétové plazmocyty. Tyto se déli na dalsi subpopulace (IgM-IgD-, IgM+1gD+
a IgM+IgD-), ale vSechny exprimuji receptor CD27 z TNF rodiny (Yoshida et al. 2010).
Pamétové bunky nevykazuji kontinualné zadné efektorové funkce, pro zapojeni do imunitni
odpovédi musi byt restimulovany. Jsou felixibilni, mohou byt regulovatelné mnozstvim
antigenu a imunologickym prostfedim. Pamét'ové plazmocyty se usidluji v kostni dieni jako
dale se nedé¢lici buiky, které ztratily schopnost rozeznavat cilovy antigen, jsou tedy
antigenem neregulovatelné. Odtud produkuji efektorové molekuly (protilatky) po desitky let.
Obé tyto subpopulace prosly diferenciaci v GC.
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Obrazek ¢. 3

A Gate Lymfocyty
~ .
>
© 10° 5
o8] 3
o
=) .
8 ]
010 1 cD3+gd+
=] o 1.458
2
8 10°
~
<
8,42
Lo
0
N~ o
I
\ T —
o 102 10° 10* 10°
<R-660/20-A>: CD3 APC
B Gate CD3+ T-lymfocyty Gate CD19+ B-lymfocyty
105 10°% o
o' 23
[T [
%1 o* %1 o*
3 3
o o
Rao® Rao®
S S
S S
2 S
102 0102
o [ae] I - %
v o V' 04 CD27neg -CD27+
. e T T T 3 6|1i|81 T T T I':?'|8'1"
0 10?2 10° 104 10° o 102 10°% 10* 10°
<B-670LP-A>: CD4 IgM PerCP Cy55 <V-450/50-A>: CD27 BV421
C Gate Lymfocyty
=
O 105
Ly 3
o
=3 CD19+
4 ] .
o210 04 2u CD3+gd+
= . 011
> ;
o
&)
2
3 ‘CD3+
8 0.24
P .
I S
v N VR S
0 102 10° 10% 10°

<R-660/20-A>: CD3 APC

Obrdzek ukazuje data ze vzorku lidské periferni krve méreného pritokovym cytometrem. A) CD3+
Jjsou T lymfocyty, znatelné oddeélena populace yoT lymfocytii. CDI19+ jsou B lymfocyty a CD3-CD19-
NK buriky. B) Na prvnim grafu je ukdzdno rozdéleni T lymfocytii na subpopulace TC (CD8+) a
TH(CD4+), DP a DN normdlné tvoii jen malé procento bunék. Druhy graf ukazuje rozdéleni B
lymfocytii podle exprese CD27 a IgD. CD27 negativni bunky jsou naivni B lymfocyty, CD27 pozitivni
buriky tvori 3 populace — plasmablasty (IgD+), plasmatické buiky (CD27++IgD-) a pamétové buriky
(CD27+IgD-). C) Vzorek periferni krve pacienta se SCID. Chybi CD3+ i CDI9+, tedy Bi T
lymfocyty.
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8  Imunodeficity

Imunodeficitem nazyvame stav, pii kterém jedna nebo vice slozek imunitniho systému
podléha chybné diferenciaci nebo regulaci anebo vykazuje nedostate¢nou funkci, v disledku
¢ehoz dochazi k porucham obranyschopnosti a autoregulace organismu. Ten se tak nemuze
adekvatné branit proti infekcim, mize vznikat i nachylnost k lymfoproliferativnim jevim ci
k autoimunitnim reakcim. Imunodeficity se déli na primarni, nebo-li vrozené a sekundarni,
ziskané béhem zivota. Ob¢ skupiny miizeme dale délit na deficity, tykajici se antigenné
specifické nebo nespecifické imunity. Protoze pfedmétem zajmu této prace jsou subpopulace
lymfocytl a jejich role pfi vybranych primarnich imunodeficitech, budeme se déle zabyvat
deficity antigenné specifické imunity, kterou tyto buiiky zajist'uji.

Primarni imunodeficit je vrozeny stav zplsobeny mutaci jednoho nebo vice genil
kodujicich proteiny ucastnicich se imunitni obrany. Diisledkem takové mutace je Castec¢na
nebo absolutni nefunkcnost nékterych imunitnich mechanismi. Bylo identifikovano kolem
150 riznych mutaci, postihujicich vice nez 120 gent, které zptisobuji rizné zavazné formy
primarnich imunodeficitt (Geha et al. 2007).

Postupné objevovani genli mutovanych pii primarnich imunodeficitech a zkoumani
nasledki téchto mutaci hraje velmi dilezitou roli pti odhalovani funkci jednotlivych bun¢k a

molekul imunitniho systému.

8.1 Tézky kombinovany imunodeficit (SCID)

Do kategorie SCID (severe combined immunodeficiency) jsou fazeny primarni
deficity zpisobené velmi heterogennimi pfi¢inami, vSechny vSak vedou k podobnému
fenotypu. Je to stav charakteristicky absenci T buné¢né linie. Podle toho, o jakou molekularni
pficinu se jednd, byva narusena i1 diferenciace ostatnich linii, jako jsou B lymfocyty, NK
bunky a né€kdy také, jako disledek, i funkce vrozené imunity. SCID je dédén vzdy recesivné,
ziejm¢ z divodu, Ze dominantni alela by se v populaci neudrzela vzhledem k tomu, Ze se

postiZeni jedinci vétSinou nedozivaji reprodukéniho veéku.

8.1.1 Defekty V(D)J rekombinace

V(D)J rekombinace je zahajovana komplexem rekombinaz RAG-1 a RAG-2, které
provedou dvoufetézcovy zlom v signalnich sekvencich ptitomnych na V, D i J segmentech.
Geny kodujici tyto rekombinazy jsou exprimovany pouze ve zrajicich lymfocytech, protoze
V(D)J rekombinace je omezena pouze na tyto bunky. Ob¢ linie, B i T lymfocyty, pouzivaji
stejny rekombinacni aparat. Funkce téchto proteini byla dolozena jejich vpravenim do
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fibroblasti, kde byla rekombinace nasledné zapocata také (Oettinger et al. 1990). RAG-1 a
RAG-2 proteiny jsou velmi konzervované, provadéji rekombinaci genti pro TCR a Ig ve

vSech organismech se specifickou imunitou.

8.1.1.1 SCID T-B-

Vyrazeni RAG u mysi zptsobilo kompletni absenci maturovanych B a T lymfocytt,
bez jakéhokoliv dopadu na NK buiky, které nebyly ovlivnény proto, ze u nich V(D)J
rekombinace neprobihd z toho divodu, ze antigenné specifické receptory nepouzivaji. Stejné
tak u lidi, pokud dojde v obou alelach k mutaci zpisobujici, ze proteiny RAG-1 a RAG-2
nejsou viibec exprimovany, dochazi k absenci B a T lymfocytt.

SCID T-B- je velmi vazny stav. Pacienti bez 1écby, kterou je transplantace kostni
dfen¢, podléhaji infekcim do dvanactého mésice zivota. Transplantace je Casto nelspésna,
protoze ptitomné funkéni NK bunky Casto zpisobi odmitnuti $tépu. Navic bez adekvatniho
ptipravného rezimu pted transplantaci mohou stale pfitomné hostitelské thymocyty snizovat

uspéch piihojeni $tépu (Szabolcs et al. 2010).

Cytometrické analyza

Chybi T-lymfocyty (CD3+CD4+ i CD3+CD8+), B-lymfocyty (CD19+ IgD+)

8.1.1.2 Omenniiv syndrom (OS)

Pokud mutace rekombinacnich proteinli nevede k uplnému zastaveni V(D)J
rekombinace, ale pouze k jejimu utlumenti a tedy ¢astecnému fungovani, je fenotyp odlisSny od
SCID T-B-. Tento stav je nazyvan Omennuv syndrom a je charakteristicky absenci B
lymfocytt, expanzi oligoklonalnich T2 lymfocytl a tim zpGsobenou eosinofilii a zvySenou
hladinou IgE (Villa et al. 1998). Ve tkanich, hlavné v kizi a stfevnim endotelu déti trpicich
OS, bylo identifikovano velké mnozstvi CD30+ bunék, coz je fenotyp, ktery vykazuji Ty2
buiiky, zatimco v tkanich zdravych kontrolnich jedincti byla exprese tohoto receptoru z rodiny
TNF extrémné mala (Chilosi et al. 1996). ZvySené mnozstvi Ty2 pii OS dokazuje také

cytokinovy profil se zvySenou hladinou IL-4, IL-5 a IL-10.

Cytometrické analyza

zvyseny pocet Ty lymfocytlh (CD4+CD30+), chybi B lymfocyty (CD19+IgD+)

8.1.2 NHEJ deficit
NHEJ (nonhomologous double-strand end-joining repair pathway) je d¢j, ve kterém

komplex proteinti spojuje dvouietézcové zlomy zptisobené RAG-1 a RAG-2 rekombinazami
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(Bassing and Alt 2004). Komplex je tvofen vice proteiny, které jsou postupné objevovany
diky identifikaci mutovanych genli pfi imunodeficitech. Nejdiive jsou oba fetézce
fosforylovany DNA protein kindzami (DNA PK), protein Artemis pak $tépi vlasenku, ktera
po fosforylaci spojuje oba fetézce v kodujicich koncich (Villartay, Fischer, and Durandy
2003) a nakonec DNA ligaza IV spoji zlomy (O’Driscoll et al. 2001). Dalsi z
identifikovanych proteinii tohoto komplexu je Cernunnos, jehoz molekularni funkce pfi
spojovani koncti v§ak zatim neni znama.

Pacienti s defektnim NHEJ trpi B i T lymfopenii, zvySenou nachylnosti k rakoviné
kvili citlivosti k ionizacnimu zafeni a také rastovymi a vyvojovymi defekty, protoze tyto
proteiny jsou exprimovany i pii jinych procesech v ostatnich bunéénych typech (Fischer

2007).

Cytometrické analyza

snizené mnozstvi T lymfocyti (CD3+CD4+ i CD3+CD8+) a B-lymfocytt (CD19+ IgD+)

8.1.3 Deficitni cytokinova signalizace

Cytokiny jsou malé signdlni molekuly se signaliza¢ni funkci (produkované nejen
buitkami imunitniho systému) a jejich ukolem je umoziiovat komunikaci mezi buitkami a
také jejich regulaci. Protoze cytokinova regulace je jednim z kliCovych mechanismi
umoznujicich specifickou odpovéd” kontrolou bunééné proliferace, diferenciace, aktivace i

apoptdzy, nastava pti deficitu klicovych cytokinl imunodeficitni stav.

8.1.3.1 SCID T-B+

Nejcastéjsi formou tézkych kombinovanych imunodeficitt je SCID T-B+. Projevuje se
absenci T lymfocytdl v periferni krvi a normalnimi nebo snizenymi pocty B lymfocytd. SCID
T-B+ je zplsoben recesivni mutaci v X-vazaném genu pro yc fetézec cytokinovych receptort,
ktery je spole¢ny receptorim pro IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 a IL-15. Jind mutace zpusobujici
tento stav muze byt v genu pro JAK-3 kinazu, kterd umoZiuje signalizaci vedouci pies
cytokinové receptory, jejichZ soucasti je yc fetézec (Notarangelo et al. 2000).

Jelikoz signalizace pies tyto receptory (hlavné IL-2 (Noguchi et al. 1993) a IL-7
(Lundstrom, Fewkes, and Mackall) je nezbytna pro vyvoj T lymfocytil a podili se 1 na vyvoji
B lymfocyti, je jejim defektem zplsoben velmi vazny stav, ktery bez transplantace nebo

genové terapie vede ke smrti (Buckley 2004).
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Cytometricka analyza
absence T lymfocytd (CD3+CD4+ i CD3+CD8+), variabiln¢ ovlivnény pocet B lymfocytii
(CD19+ IgD+)

8.1.3.2 Retikularni dysgeneze (RD)

mitochondridlni adenylat kindzu 2 (AK2), coz se projevuje absenci nebo velmi snizenou
expresi jeho produktu. Je to autosomalné recesivné dédéné onemocnéni. Pii RD dochazi k
zastavé diferenciace myeloidni fady (neodpovida na granulocyty stimulujici faktor G-CSF),
coz vede k tézké neutropenii. Neutropenie je doprovazena tézkou T a NK lymfopenii a rtizné
ovlivnénou B lymfocytarni fadou, zatimco pocet monocytli byva normalni nebo lehce snizeny
(Lagresle-Peyrou et al. 2009).

Nedostatek polymorfonukledrnich granulocyti zptiisobuje néastup tézkych infekei diive
nez u ostatnich forem SCID (Heltzer et al. 2007). RD je doprovazena sensorineuralni
hluchotou, coz vysvétluje to, Ze AK2 je specificky exprimovana ve vnitfnim uchu. Jedinou
dostupnou lé€bou je transplantace HSC, bez 1é¢by pacitent umird do 3 mésici po narozeni,

vétsinou nasledkem sepse.

Cytometrické analyza
absence granulocytli (CD15+), absence T lymfocyti (CD3+CD4+ 1 CD3+CD8+) a NK buné¢k
(CD16+CD56+)

8.2 Imunodeficity protilatkové

Humoralni imunodeficity mohou byt zpiisobeny blokem v diferenciaci B lymfocyta
nebo pifimo v produkci protilatek. Projevuji se hypogamaglobulinémii, tedy nedostatkem
jedné nebo vice tfid imunoglobulint, nachylnosti k bakterialnim infekcim a nedostatkem
produkce protilatek pfi odpovédi na vakcinaci. Pii nékterych typech se objevuje nachylnost k
autoimunitnim a malignim onemocnénim.

JelikoZ béhem tfetiho trimestru té¢hotenstvi dochézi k transplacentdrnimu ptenosu Ig z
matky do plodu a tyto Ig chrani dit¢ v prvnich mésicich zivota, nez se stihne vyvinout
specificka imunita, tyto deficity se projevuji pozde€ji nez imunodeficience kombinované a T
lymfocytarni. Jejich pfi¢iny na molekuldrni Grovni jesSt€é nejsou zcela objasnény a jejich
zavaznost se liSi od velmi téZkého stavu pifi absenci B lymfocytd a tim uplné

agamaglobulinemii po témét normalni sérum se selektivnim deficitem jedné tfidy protilatek.
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8.2.1 Agamaglobulinemie vazana na X chromozom (XLA)

XLA neboli Brutonova agamaglobulinemie je deficit zpisobeny mutaci genu pro Btk
(Brutonova tyrosin kindza) na X chromozomu. To zptisobuje blokovani vyvoje B lymfocyti
v preB fazi, i kdyZ ne absolutni, jak dokazal experiment s imunofluorescenénim barvenim,
ktery ukazal IgM a igD pozitivni buniky v krvi pacienti S XLA (Conley 1985). XLA se
projevuje absenci plazmatickych bun¢k a tedy i1 nepfitomnosti imunoglobulini (nebo velmi
snizenym titrem vSech tfid Ig) a lymfatické organy jsou malo vyvinuty.

Prvni ptiznaky se projevuji do prvniho roku Zzivota. Jsou to nachylnost k infekci
enkapsulovanymi bakteriemi, sepse a jiné (Chun et al. 2008). Lécbou je intravenozni

podavani imunoglobulintl a potlacovani infekci antibiotiky.

Cytometricka analyza:

Absence B lymfocytid (CD19+IgD+)

8.2.2 CVID (Common Variable Immunodeficiency)

Bézny variabilni imunodeficit je nejbéznéjsi skupinou humoralnich deficitd,
zpusobenou velmi heterogenni skupinou pficin. Charakteristické jsou opakované bakteridlni
infekce z davodu hypogamaglobulinemie. Pocet T Ilymfocyti je normdalni, pocet
plazmatickych a pamétovych B lymfocytt je snizen. Ne v§echny molekularni pti¢iny CVID
jsou znamé, ale nekteré uz popsany byly.

Jednou z nich je recesivné dédéna delece v genu ICOS (inducible costimulator), ktery
je exprimovan na Cerstvé aktivovanych Tyl a Ty2 T bunkach, které dodavaji pomocny signal
B lymfocytim pii jejich zrani (van Berkel and Oosterwegel 2006). Nebyl detekovan vliv
mutace ICOS na T lymfocytarni populace, zato B lymfocyty vykazovaly redukovany pocet
naivnich, efektorovych 1 pamétovych subpopulaci, coZ poukazuje na kostimula¢ni aktivitu
ICOS pti pomoci B lymfocytim (Grimbacher et al. 2003). Protoze hustota exprese
membranovych ICOS proteinli koreluje s cytokinovou expresi (IL-10, IL-2, IL-4, IL-5, IL-
13), je krom¢ snizeného poctu B lymfocytti naruSena i exprese téchto interleukini (van Berkel
and Oosterwegel 2006).

Dalsi zndmou pfi¢inou CVID je homozygotni mutace molekuly CD19. CD19 se
Ucastni signalizace béhem B bunééné diferenciace, jak bylo posdno vySe. CD19 deficitni
pacienti maji v periferni krvi normalni mnozstvi B lymfocytii, ale neni detekovéna Zadna
exprese CD19 a je snizena exprese CD21, coz vede k abnormalnim (snizenym) reakcim na

antigen.
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Cytometrické analyza:

normalni ¢i snizeny pocet CD19+ bunck, chybéni plasmablastti (CD19+CD27++CD38++),
sniZzeni procenta pamét'ovych B-bunék (CD19+CD27+)

Vzacné dédi¢né formy: CD19 deficit, ICOS deficit, CD81 deficit

8.2.3 Prechodna détska hypogamaglobulinémie

Ptechodna hypogamaglobulinémie je zpozdéni v produkei IgG, méné Casto 1 jiné tfidy
Ig po narozeni. Pfi normalnim stavu tato produkce za¢ina do 2 mésicu Zivota. Jelikoz Ig od
matky jsou organismem spotiebovany do 3-5 mésict, projevi se tato nemoc vetsi nachylnosti
k infekcim po dobu, nez se aktivuje syntéza IgG, coz byva od 16. do 30. mésice Zivota.

Molekularni pii¢ina zatim neni znama. Lé¢i se antibiotiky a imunoglobuliny (Moise et al.

2010).

8.2.4 Selektivni IgA imunodeficit

IgA deficit je vzhledem k tomu, Ze se objevuje se stejnou frekvenci u muzi i Zen,
autozomaln¢ dédi¢na, a to recesivné i dominantné (Ballow 2002). Je to jedna z nejcastéjsich
primarnich imunodeficitt. Je charakteristicky snizenym mnozstvim IgA nebo jeho uplnou
absenci v téle. Byva Casto asymptomaticky, ale pokud se projevi, pacient vétSinou trpi
gastrointestindlnimi a plicnimi infekcemi. Také byla pozorovana nachylnost k autimunitnim
onemocnénim a je ¢asto spojeny s atopii (Cunningham-Rundles 2001).

B buiiky sice exprimuji IgA, ale nezralého fenotypu s koexpresi IgM a IgD, nejsou
totiz schopné dozrat v IgA-sekretujici plazmatické buiky (Conley and Cooper 1981).
Molekularni pficina zatim neni objasnénd, ale ziejmé& postihuje uz HSC, protoZze je

ptenositelny transplantaci kostni diené (Hammarstrom et al. 1985).

Cytometricka analyza:

Chybi plasmatické bunky produkujici IgA (CD19+CD27++CD38++IgA+)

8.3 Funkéni poruchy T lymfocytu
Funkéni poruchy T lymfocytlh maji za nésledek kombinované imunodeficience. Stejné
jako SCID jsou zptisobované riznymi mutacemi, ale narozdil od SCID se projevuji velmi

heterogennimi fenotypy.

8.3.1 Syndrom holych lymfocyti (BLS, Bare Lymphocyte Syndrom)
BLS je zptsobovan absenci MHC II nebo MHC I molekul na povrchu bunék.
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8.3.1.1 MHC I deficit

Tato choroba se projevuje snizenou expresi MHC 1. tfidy na povrchu bunék. Je
zpusobovana heterogennimi pfi¢inami. Nejlépe charakterizovanou je chybnd exprese
heterodimeru TAP (transporter associated with antigen processing), jehoz ukolem je
translokovat peptidy degradované protecazomem v cytosolu do endoplasmatického retikula,
kde se pak tyto 8-11 aminokyselinové peptidy kompletuji s MHC I molekulou (Gadola et al.
2000).

Mutace v TAP1, TAP2 nebo v obou podjednotkach se projevuji stejnymi ptiznaky;
nachylnosti k bakterialnim infekcim a koznimi problémy. CD8+ T lymfocyty byly u pacienti
detekovany ve snizeném mnozstvi, naproti tomu yd a NK buiiky jsou pfitomny ve zvySené
mife. U nékterych pacientii existuji i jejich autoreaktivni formy, které byly nalezeny v koznich

1ézich (Moins-Teisserenc et al. 1999).

Cytometrické analyza:
snizené¢ mnozstvi Tc lymfocyti (CD4-CD8+), zvysené mnozstvi NK bunck a yd bunck
(CD16+CD56+ a ydoCD3+)

8.3.1.2 MHC II deficit

MHCII deficit je zptisobeny mutaci genu pro regulacni faktor kontrolujici expresi této
molekuly (de Préval et al. 1985). Je to autozomalné recesivné dédéna nemoc. Specificka
imunita nereaguje na cizi antigen, protoze APC chybi MHCII a proto nejsou schopné ho
prezentovat B a T bunikdm. Toto vede k abnormalni selekci a maturaci CD4+ bunék, coz
ovliviiuje vyvoj B lymfocytl a nasledné k velmi snizené produkci protilatek (Villard et al.
2001)

Na tuto nemoc pacient bez transplantace umira do ¢tvrtého roku zivota (Klein et al.

1993).

Cytometricka analyza:

absence Ty lymfocytti (CD4+CD8-) a MHC Il glykoproteint

8.3.2 Hyper IgM syndrom

Mutace v genech kodujici proteiny ucastnici se izotypového piesmyku, zplsobuji
fenotyp s normalnim nebo lehce zvySenou hladinou IgM a se sniZenou hladinou ostatnich
izotypt protiladtek. AID a CD40L deficience jsou piikladem takovych mutaci.

Deficit CD40 ligandu (CD40L, CD154) neboli TRAP (TNF-receptor Associated

Protein) proteinu je X-vazana mutace. Protoze interakce CD40/CD40L spousti izotypovy
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piesmyk z IgM na IgE, IgA a IgG, projevuje se tato choroba zna¢né¢ snizenym nebo nulovym
mnozstvim téchto protilatek (Korthduer et al. 1993). Hladiny IgM a IgD jsou normdlni nebo
zvySené. B lymfocyty jsou plné funkéni, jak bylo dokdzano aktivaci B lymfocytl pacienta s
touto chorobou in vitro (Durandy et al. 1993). U vétSiny pacientt je také detekovana absence
CD27+ pamétovych bungk.

AID je DNA-editujici enzym, exprimovany pouze v aktivovanych B lymfocytech v
sekundarnich lymfatickych organech (Masamichi Muramatsu et al. 1999). Funkci AID je
deaminace deoxycytidinu na deoxyuracil a uc¢ast pifi SHM a CSR. Pti jejim deficitu jsou tyto
procesy defektni (Gadola et al. 2000) a germinalni centra jsou zvétSena z divodu masivni
proliferace B lymfocytli. Toto dokazuje nutnost AID aktivity pfi téchto procesech a pfii
regulaci terminalni diferenciace B lymfocytti (Okazaki et al. 2002). CD27+ bunky exprimuji
pouze IgM a IgD.

Cytometrické analyza:

CDA40L deficit:

absence CD27+ bung¢k, absence CD40L (CD154) po stimulaci
AID deficit

chybi CD27+IgA+, CD27+IgG+, CD27+IgE+

8.3.3 Lymfoproliferativni X-vazany syndrom

Lymfoproliferativni X-vazany syndrom (XLP, X-linked lymphoproliferative disorder)
charakteristicky EBV-asociovanou hemofagocytickou lymfohistiocytozou (HLH, nevhodna
reakce CD8+ bun¢k a makrofagl), lymfomy a dysgamaglobulinémii. Bez 1écby, kterou je
allogenni transplantace HSC, zptsobuje predcasné umrti. XLP je zplisoben dvéma moznymi
mutacemi.

Prvni je mutace proteinu SAP (slam-associated protein) z receptorové rodiny SLAM
(signalling lymphocyte activation molecule) tcastnici se intracelularni signalizace. SLAM
proteiny hraji kritickou roli pfi vyvoji lymfocyt a vykonu jejich efektorovych funkci, ucastni
se TD imunitni odpovédi, CD8+ cytotoxickych reakci a pii vyvoji NKT bunék (Ma, Nichols,
and Tangye 2007) a tyto funkce jsou pii deficitu naruSeny. SAP deficience také zabranuje
stabilni interakci CD4+ T bunék s B lymfocyty v germinalnich centrech, coz vede k tomu, ze
B lymfocyty nedostavaji dostateCny pomocny signal, ikdyz funkce CD4+ buné¢k jsou jinak
normalni (Qi et al. 2008). Historicky je za spousté¢ tohoto imunodeficitu povazovan EBV, ne

vSechny projevy vsak jsou s nim asociovany.

29




Druhou mutaci zpusobujici stejny fenotyp je deficit XIAP (X-linked inhibitor of
apoptosis), ¢len IAP (inhibitor of apoptosis) rodiny. Jelikoz regulovand apoptdza je velmi
dulezitd pfi udrzovani homeostaze lymfocytl, jeji defekty vedou k lymfoproliferativnim
porucham zahrnujicim HLH a dalSim projevam, jako je napiiklad zvySena apoptoza
lymfocytd v reakci na ruzné stimuly napiiklad pies TCR-CD3 komplex, CD95 a dalsi
receptory. Sejné jako u SAP deficience je také zaznamenana absence NKT lymfocytd, coz

indikuje dulezitost XIAP pfi jejich vyvoji a prezivani (Rigaud et al. 2006)

9 Zavér

organismu, je mnoho usili vénovano studiu vzniku a funkci jeho jednotlivych slozek a jejich
vzajemné interkace. Primarni imunodeficity jsou sice jen relativné malo ¢astou piiinou
poruch postihujicich imunitu, ale ukazaly se byt velmi u¢innym nastrojem v objasiovani jeji
struktury a funkce. Analyzou mutaci zpUsobujicich primarni imunodeficity a pfifazovanim
takto rozpoznanych gent k projeviim, bylo dosud mozné identifikovat velky pocet gent a
jejich produktd, Gcéastnicich se imunitni odpovédi. Porozumét tomu, jak imunitni systém
funguje, je dillezité zejména z diivodu objevovani moznych lécebnych metod pfi infekcich,
autoimunitnich chorobach a nadorovych onemocnéni. I pies velky pokrok v tomto oboru v
poslednich letech, je stdle mnoho pfi¢in téchto onemocnéni zdhadou a o fungovani nékterych
imunitnich mechanismu se vedou pouze dohady. Velmi G¢innou metodou v tomto snaZzeni se
ukdzala byt pritokova cytometrie, umoziujici multiparametrickou analyzu fluorescencné
znacenych bunék, vedouci kidentifikaci dfive netusené heterogenity lymfoidniho
kompartmentu krvetvorby. Diky jednozna¢nému rozliSeni lymfocytarnich populaci a jejich
subpopulaci, moZnosti jejich tfidéni a funk¢ni analyzy véetné genové exprese, se podafilo
identifikovat diive neznamé nebo piehlizené subpopulace, které mohou byt rozhodujici pfi
regulaci obrany proti infekci, nddorim a autoimuntnim staviim. Dal$i charakterizace pfi¢in
dosud neobjasnénych primdrnich imunodeficitl, casto spiSe nahodné fenomenologicky
pfifazovanych do stejné skupiny (napiiklad CVID) je tedy vysoce zadouci z teoretického

hlediska, ale i praktickych divodu.
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