Abstrakt

Vramci projektu podporovaného grantem IGA MZ CR NKT11414-3 byly pomoci
polychromatické priitokové cytometrie charakterizovany v periferni krvi u pacientti s béZznou
variabilni imunodeficienci a u zdravych kontrol byly objeveny dvé nové B bunécné populace.
Tyto populace byly definovany jako CD19'CD27CD21°CD38"°CD24'IgM" FO 1
a CD19"CD27'CD21°CD38"°CD24" IgM™ FO II B bundné populace. Protoze 7adna z
nalezenych populaci nebyla dosud popsédna ani studovana, cilem této prace bylo
charakterizovat tyto populace se zaméfenim na analyzu variabilnich oblasti tézkych fetézct
imunoglobulinii a genti kodujicich proteiny, které se ucastni procesu formovani VyDulu
pteskupeni (Rag 1, Rag 2 a TdT) produkované buitkami téchto populaci.

K provedeni molekuldrni analyzy jednotlivych B lymfocyti byla pouzita pritokova
cytometrie, tfidéni jednotlivych bun€k s vyuzitim pritokového cytometru se sortovacim
modulem; RT-PCR na urovni jedné bunky; IgVH, Rag 1, Rag 2 a TdT specifick¢é PCR a
sekvenovani. Ob¢& populace byly analyzovany u dvou pacienti sbéznou variabilni
imunodeficienci, dvou zdravych kontrol, a dvou pacientli s autoimunitnim onemocnénim — 1 s
revmatoidni artritidou a 1 systémovym lupus erythematodes (jako tzv. ,.disease control). K
vyhodnoceni rozdilli v expresi variabilnich oblasti téZkych fetézcti imunoglobulinii a Ragl a
2,aTDT byla pouzita statisticka analyza.

Ve vsech analyzovanych B bunikdch bylo identifikovano velmi zazené spektrum Vy, Dy a Ju
genl v produkovanych imunoglobulinovych mRNA a nulové nebo velmi nizké mutacni
frekvence. Kromé toho, u FO I a FO II B bunikdch pacientii s RA byla zji§téna predominance
VH1-69 genu s autoprotilatkovym potencidlem. Nalez produkce mRNA pro izotyp IgG a
TdT sveédEi pro praveé probihajici proces VuDulJu preskupovani.

Vzhledem k tomu, ze obé studované populace nenesou na svém povrchu molekulu CD27,
byly plivodné povazovany za naivni B buriky. V tomto kontextu absence mutaci, delsi CDR3
oblasti, VygDylJy pfeskupovani (zejména u kontrol) nasvéd¢uji spise pro to, Zze se jedna B
lymfocyty antigenné nezkusSené a bliZici se spiSe naivnim B bunikdm. DalS§i moZnosti je, Ze
tato populace by mohla pfedstavovat transientni antigenné nezkusena B bunécna stadia anebo
bunky, které jsou prekurzory B bun€k margindlni zoény. V piipad¢ pacientli s revmatoidni
artritidou, populace FO I a II B bun¢k by mohla byt populaci, ktera unikla negativni selekci a
stala se zdkladem autoreaktivnich B bun¢k.

Ziskané nalezy podporuji hypotézu, Ze studované B bunééné populace mohou hrat urc¢itou roli
v regulaci homeostdzy v imunitnim systému u zdravych lidi, kterd mlze byt naruSena u
pacientli s imunodeficienci (deprivovany imunitni systém) a s autoimunitnimi chorobami
(hyperaktivovany imunitni systém).

Tato zjisténi se zdaji byt velmi zajimava a bude zapotiebi dalsi vyzkum, aby tento typ FO B
lymfocytl byl detailnéji charakterizovan s cilem porozumét jejich fyziologické roli béhem
obrany organismu a jejich ptispévku ke vzniku a rozvoji patologickych stavi.
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