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Abstrakt

V rámci projektu podporovaného grantem IGA MZ ČR NKT11414-3 byly pomocí 
polychromatické průtokové cytometrie charakterizovány v periferní krvi u pacientů 
s běžnou variabilní imunodeficiencí a u zdravých kontrol byly objeveny dvě nové B 
buněčné populace. Tyto populace byly definovány jako CD19+CD27-

CD21+CD38lowCD24+IgM+  FO I a CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++ FO II B 
buněčné populace. Protože žádná z nalezených populací nebyla dosud popsána ani 
studována,  cílem této práce bylo charakterizovat tyto populace se zaměřením na 
analýzu variabilních oblastí těžkých řetězců imunoglobulinů a genů kódujících proteiny, 
které se účastní procesu formování VHDHJH  přeskupení (Rag 1, Rag 2 a TdT) 
produkované buňkami těchto populací.
K provedení molekulární analýzy jednotlivých B lymfocytů byla použita průtoková 
cytometrie, třídění jednotlivých buněk s využitím průtokového cytometru se sortovacím 
modulem; RT-PCR  na úrovni jedné buňky; IgVH, Rag 1, Rag 2 a TdT specifické PCR 
a sekvenování. Obě populace byly analyzovány u dvou pacientů s běžnou variabilní 
imunodeficiencí, dvou zdravých kontrol, a dvou pacientů s autoimunitním 
onemocněním – 1 s  revmatoidní artritidou a 1 systémovým lupus erythematodes (jako 
tzv. „disease control“). K vyhodnocení rozdílů v expresi variabilních oblastí těžkých 
řetězců imunoglobulinů a Rag1 a 2, a TDT  byla použita statistická analýza. 
Ve všech analyzovaných B buňkách  bylo identifikováno velmi zúžené spektrum VH, 
DH a JH genů v produkovaných imunoglobulinových mRNA a nulové nebo velmi nízké 
mutační frekvence. Kromě toho, u FO I a FO II  B buňkách pacientů s RA byla zjištěna 
predominance VH1-69 genu s autoprotilátkovým potenciálem. Nález produkce mRNA 
pro izotyp IgG a  TdT svědčí pro právě probíhající proces VHDHJH přeskupování.
Vzhledem k tomu, že obě studované populace nenesou na svém povrchu molekulu 
CD27, byly původně považovány za naivní B buňky. V tomto kontextu absence mutací, 
delší CDR3 oblasti, VHDHJH přeskupování (zejména u kontrol) nasvědčují spíše pro to, 
že se jedná B lymfocyty antigenně nezkušené a blížící se spíše naivním B buňkám. 
Další možností je, že tato populace by mohla představovat transientní antigenně 
nezkušená B buněčná stádia anebo buňky, které jsou prekurzory B buněk marginální 
zóny. V případě pacientů s revmatoidní artritidou, populace FO I a II B buněk by mohla 
být populací, která unikla negativní selekci  a stala se základem autoreaktivních 
B buněk.
Získané nálezy podporují hypotézu, že studované B buněčné populace mohou hrát 
určitou roli v regulaci homeostázy v imunitním systému u zdravých lidí, která může být 
narušena u pacientů s imunodeficiencí (deprivovaný imunitní systém) 
a s autoimunitními chorobami (hyperaktivovaný imunitní systém).
Tato zjištění se zdají být velmi zajímavá a bude zapotřebí další výzkum, aby tento typ 
FO B lymfocytů byl detailněji charakterizován s cílem porozumět jejich fyziologické 
roli během obrany  organismu a jejich  příspěvku ke vzniku a rozvoji patologických 
stavů.

Klíčová slova:
B lymfocyty, FO I B buňky, FO II B buňky, revmatoidní artritida, systémový lupus 
erythematosus, běžný variabilní imunodeficit, CD antigeny, průtoková cytometrie, 
single-cell RT-PCR, VDJ přestavba, TdT, Rag1, Rag 2
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Abstract

Two novel B cell populations were characterized in peripheral blood of patients with 
common variable immunodeficiency and healthy controls were observed using flow 
cytometry in the study supported by the grant IGA MZ ČR NKT11414-3. These B cell 
populations were defined as CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24+IgM+  FO I 
and CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++ cells.                                                                                                       
Since none of found populations has ever been described, the aim of this thesis was to 
characterize these populations with focus on analysis of variable regions of the heavy 
chains of immunoglobulins and genes coding proteins participating in the process of 
VHDHJH formation (Rag 1, Rag 2, and TdT) produced by cells of these populations.
Flow cytometry, single cell sorting, single-cell RT-PCR, IgVH, Rag 1, Rag 2, and TdT 
specific PCR amplification and cycle sequencing were employed to perform the 
molecular analysis in individual B lymphocytes. Both populations in two patients with 
common variable immunodeficiency, two healthy controls, and in two patients with 
autoimmune diseases – rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus (as the 
disease control) – were examined. Finally, the statistical analysis was used to evaluate 
the differences in expression of variable regions of the heavy chains of 
immunoglobulins and in Rag1 and 2, and TdT.
Unusual and heavily biased usage of VH, DH, and JH, genes having zero or extremely 
low mutational frequencies was identified in all analysed B cells. In addition, in FO I 
and FO II B cells of patient with RA a predominance of VH1-69 gene potentially 
coding autoantibodies was found. Interestingly, production of IgG isotype and TdT was 
detected suggesting active ongoing process of VHDHJH rearrangement.
Since the populations did not express surface marker CD27 they were originally 
considered as naive B cells. In this regard, absence of mutations, longer CDR3 regions 
and significant presence of non-productive VHDHJH rearrangements (namely in controls) 
suggests rather for naive nature of these cells that could. Another possibility is that this 
population could represent transient antigen unexperienced B cell stages and/or B cells 
being precursors of B cells of marginal zone. In the case of patient with rheumatoid 
arthritis, FO I and FO II B cells might be a population subjected to negative selection 
escaping this control checkpoint and being a founder of autoreactive B cells.
In addition, our findings may support the hypothesis that observed B cell populations 
may play a certain role in the regulation of homeostasis in immune system in healthy 
people, which can be impaired in patients with immunodeficiency (depressed immune 
system) and autoimmune disease (hyperactivated immnune system).
These findings seem to be very interesting and further research should be carried out to 
describe these populations more precisely which could contribute to better 
understanding of their role in physiological protective immune functions and their 
contribution to pathological condittions. 

Key words:
B lymphocytes, FO I B cells, FO II B cells, rheumatoid arthritis, systemic lupus 
erythematosus,  common variable immunodeficiency, CD antigens, flow cytometry, 
single-cell RT-PCR, VDJ rearrangement, TdT, Rag 1, Rag 2
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Seznam zkratek

A adenin (adenine)

Aicda gen kódující AID  

(gene coding activation-induced cytidin deaminase)

AID aktivací indukovaná cytidindeamináza

(activation-induced cytidin deaminase)

Aiolos transkripční faktor

amk aminokyselina (amino acid)

ANA antinukleární cytoplazmatické látky (antinuclear autoantibodies)

ANCA antineutrofilní cytoplazmatické protilátky 

(antineutrophil cytoplasmic antibodies)

anti-CCP protilátky proti citrulinovaným peptidům 

(anti-cyclic citrullinated peptide antibody)

APC antigen prezentující buňka (antigen-presenting cell)

BATF transkripční faktor (basic leucine zipper transcription factor ATF-like)

Bcl11a název genu

Bcl-6 transkripční faktor (B cell lymphoma 6)

BCR receptor B lymfocytu (B cell receptor)

Blimp-1 transkripční faktor (B-lymphocyte-induced maturation protein)

BLNK protein (B cell linker protein)

BSA bovinní serový albumin (bovine serum albumin)

Bst1 název genu (bone marrow stromal cell antigen-1)

BTK Brutonova tyrozinkináza (Bruton's tyrosinkinase)

C konstantní oblast imunoglobulinu (constant region of immunoglobulin); 

cytosin (cytosine)

CD diferenciační antigen (cluster of diferentiation)

cDNA komplementární deoxyribonukleová kyselina

(complementary deoxyribonucleic acid)

CDR oblast určující komplementaritu (complementarity determining region)

CDR-H1 první CDR oblast těžkého řetězce imunoglobulinu  

(first complementarity determining region of heavy chain

immunoglobulin)
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CDR-H2 druhá CDR oblast těžkého řetězce

(second complementarity determining region of heavy chain)

CDR-H3 třetí CDR oblast těžkého řetězce

(third complementarity determining region of heavy chain)

CDR-L1 první CDR oblast lehkého řetězce

(first complementarity determining region of ligt chain)

CDR-L2 druhá CDR oblast lehkého řetězce

(second complementarity determining region of ligt chain)

CDR-L3 třetí CDR oblast lehkého řetězce

(third complementarity determining region of ligt chain)

CIITA název genu (class II, major histocompatibility complex transactivator)

c-Kit receptor (receptor tyrosine kinase)

CL konstantní oblast lehkého řetězce protilátky

(constant region of light chain)

CLP společný lymfoidní progenitor (common lymphoid progenitor)

CNS centrální nervový systém (central nervous system)

CVID běžný variabilní imunodeficit (common variable immunodeficiency)

DH „rozmanitý“ úsek genového komplexu těžkého řetězce imunoglobulinu

(diversity region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin)

DNA deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTP deoxynukleotidtrifosfát (deoxynucleotidetriphosphate)

dsDNA dvouvláknová DNA (double-stranded DNA)

DTT 1-4-dithiothreitol

E2A E protein

EBF časný B buněčný faktor (early B cell factor)

EDTA ethylenediamine tetraacetic acid

FACS průtokový cytometr se sortovacím modulem

(fluorescence-activated cell sorter)

FAK kináza (focal adhesion kinase)

FcRL Fc receptor (Fc receptor like)

FDC folikulární dendritická buňka (folicular dendritic cell)

FITC fluorescein izothiokyanát (fluoresceinisothiocyanate)

Flt3 receptor  (receptor tyrosine kinase)

FO B folikulární B buňka (follicular B cell)
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Foxp-1 transkripční faktor (Forkhead box protein P1)

FR podpůrná oblast imunoglobulinu (framework region)

FSC forward scatter

G guanin (guanine)

GATA-1 protein GATA

GC germinální centrum (germinal center)

H2-Ob název genu (histocompatibility 2 O region beta locus)

Helios transkripční faktor

HLA lidský lekocytární antigen (human leukocyt antigen)

HSC hematopoetická kmenová buňka (hematopoetic stem cell)

CH konstantní část těžkého řetězce protilátky (constant region of  heavy 

chain)

ICOS indukovatelná kostimulační molekula (inducible costimulator molecule)

Ifi30 název genu (interferon gamma-inducible protein 30)

Ig imunoglobulin (immunoglobulin)

IgA imunoglobulin A (immunoglobulin A)

IgD imunoglobulin D (immunoglobulin D)

IgE imunoglobulin E (immunoglobulin E)

IgG imunoglobulin G (immunoglobulin G)

IgM imunoglobulin M (immunoglobulin M)

IgV variabilní oblast imunoglobulinu (variable domain of immunoglobulin)

Ikaros transkripční faktor

IL interleukin (interleukine)

IL-7R receptor pro interleukin (interleukin-7 receptor)

IRF transkripční faktor (interferon regulatory factor)

IS imunitní systém (immune system)

ITAM aktivační motiv imunoreceptorů založený na tyrosinu 

(immunoreceptor tyrosine based activation motif)

IκB inhibitor κB

JH spojující úsek genového komplexu těžkého řetězce imunoglobulinu      

(joining region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin)

Lef-1 název genu (lymphoid enhancer-binding factor-1)

LPS lipopolysacharid (lipopolysacharides)

LT-HSC hematopoetická kmenová buňka (long-term hematopoetic stem cell)
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mb-1 název genu

mf mutační frekvence (mutational frequency)

MHC hlavní histokompatibilní systém (major histocompatibility complex)

MPP multipotentní progenitor buněk (multipotent progenitor)

mRNA mediátorová ribonukleová kyselina (messenger ribonucleid acid)

MZ B B buňky marginální zóny (marginal zone B cells)

nfrsf19 název genu

NFκB jaderný faktor kappa B, nuclear factor kappa B

NK NK buňky, přirozený zabíječ (natural killers)

N-nukleotid N-adice, (non-template encoded nucleotids)

nt nukleoid

OCBF-1 transkripční faktor (brain factor 1) 

Oct- transkripční faktor (octamer transcritional factor)

p protein

PAMP struktury charakteristické pro patogenní mikroorganizmy 

(pathogen associated molecular pattern) 

Pax5 transkripční faktor (B-cell-specific activating protein)

PAX-5 transkripční faktor (paired box protein-5)

PBMC mononukleární buňky periferní krve

(peripheral blood mononuclear cells)

PBS fosfátem pufrovaný fyziologický roztok (phosphate buffered saline)

PCR polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction)

PE fykoerytrin (phycoerythrine)

POU doména proteinu (pronounced pow)

pre-B prekurzorový B lymfocyt (precursor B lymfocyte)

pro-B progenitorový B lymfocyt (progenitor B lymfocyte)

PRR specifické receptory rozeznávající patogeny 

(pathogen pattern receptors)

PU.1 (Spi-B) transkripční faktor

RA revmatioidní artritida (rheumatoid arthritis)

RAG rekombinaci aktivující gen (recombination activating gene)

RF revmatoidní faktor (rheumatoid factor)

RNA ribonukleová kyselina (ribonucleic acid)

RSS rekombinační signální sekvence (recombination signal sequence)
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RT-PCR reverzně transkriptázová PCR (reverse transcriptase PCR)

RUNX- transkripční faktor (Runt-related transcription factor)

Sdc4 název genu Syndecan-4

SH2 stimulační doména Src (Src homology 2 domain)

SHM somatická hypermutace (somatic hypermutation)

SLB pufr (Sigma loading buffer)

SLE systémový lupus erythematosus (systemic lupus erythematosus)

Sox4 transkripční faktor (sex determining region Y-box 4)

SSC side scatter

ssDNA jednovláknová DNA (single-strand DNA)

STAT-5 transkripční faktor (signal transducer and activator of transcription)

T thymin (thymine)

T1, T2, T3 transientní buňky (transient cells)

TACI transmembránový aktivátor interagující s CAML

(transmembrane activator and CAML interactor)

TBE tris-borátový pufr s EDTA (tris-borate buffer with EDTA)

TdT terminální deoxynukleotidyl transferáza

(terminal deoxynucleotidyl transferase)

TF transkripční faktory (transcription factors)

TFH pomocné T lymfocyty (T follicular helper lymphocytes)

Th pomocný T lymfocyt (helper T cell)

TLR receptory skupiny Toll (Toll-like receptors)

TNF faktor nekrotizující nádory (tumor necrosis factor)

U uracil (uracile)

VH variabilní část těžkého řetězce imunoglobulinu

(variable region of heavy chain)

VL variabilní část lehkého řetězce imunoglobulinu 

(variable region of light chain)

VLA-5 integrin (very late activation antigen alpha-5)

WSB promývací a značící pufr (wash and staining buffer)

XBP-1 transkripční faktor (X-box binding protein 1)
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I. Úvod a cíle práce

I. 1 Úvod

Imunitní systém člověka přispívá k udržení podmínek stálého vnitřního prostředí 

organismu. B lymfocyty jako producenti protilátek, patří mezi buňky imunitního 

systému, které hrají důležitou roli v specifických imunitních odpovědích. Vývoj těchto 

buněk je vysoce regulovaný proces, který vede nejen k proliferaci a diferenciaci B 

buněk, ale též k jejich selekci. B lymfocyty exprimují na svém povrchu různé 

membránově vázané molekuly jako jsou signalizační komplexy, receptory a CD 

molekuly, které se využívají k zařazení těchto buněk dle maturačního stádia 

do jednotlivých subpopulací.

Pomocí průtokové cytometrie byly během řešení výzkumných úkolů v periferní 

krvi u pacientů s běžným variabilním imunodeficitem (CVID) a u zdravých jedinců 

nalezeny nové B buněčné populace (Vlková et al., 2010). Tyto B lymfocytární populace 

s imunofenotypem CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24+IgM+ (FO I) a CD19+CD27-

CD21+CD38lowCD24++IgM++ (FO II) nebyly dosud u lidí ani na myším modelu 

charakterizovány a jsou jediněčné tím, že jsou charakterizovány nízkou expresí CD38 

molekuly a absencí CD27 molekuly. Exprese CD27 je charakteristická pro paměťové 

B lymfocyty, které prošli vývojem v germinálních centrech a molekula CD38 se nachází 

hlavně na povrchu plasmatických buněk.

FO I a FO II B lymfocyty se vyvíjejí ze stádia transientních B buněk. Dále 

vycházím z předpokladu, že zatímco se FO I buňky dále diferencují do stádia 

paměťových izotypově přepnutých B buněk nebo až do stádia plazmatických buněk 

sekretujících specifické protilátky, FO II B buňky jsou prekurzorem buněk marginální 

zóny.

Vlastnosti FO I a FO II B buněk zdravých jedinců budou porovnány 

s vybranými autoimunitními onemocněními (pacienti s RA a SLE), které byly vybrány 

jako model hyperaktivovaného imunitního systému (zvýšená tvorba autoprotilátek) 

a běžným variabilním imunodeficitem (pacienti s CVID), kde je patrná porucha

izotypového přesmyku a porušena tvorba imunoglobulinů.

Tato diplomová práce by měla přispět k objasnění funkčních vlastností 

folikulárních B lymfocytů (FOI a FO II) a charakterizovat je na molekulární úrovni 

v rámci studia imunogenetiky člověka. 
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I. 2 Cíle práce

Hlavním cílem diplomové práce je charakterizovat na molekulární úrovni

nových B buněčných populací s následujícím imunofenotypem:  

CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24+IgM+ (FO I) a CD19+CD27CD21+CD38lowCD24++IgM++

(FO II), které nebyly dosud u lidí ani  myší popsány.  

Dílčí cíle jsou následující: 

1. Analyzovat přítomnost izotypového přesmyku - izotyp Ig mRNA (IgM vs. IgG)

2. Analyzovat genové segmenty pro variabilní oblasti těžkých řetězců imunoglobulinů 

u obou populací FO buněk na úrovni mRNA z jedné buňky a zjistit: 

 zastoupení a distribuce VH, DH a JH genových segmentů

 mutační frekvence (znak pro antigenem řízenou selekci případně paměťový typ 

B lymfocytů, záměnové vs. tiché mutace)

 distribuce a typ aminokyselin kódovaných CDR3 oblastmi (neutrální vs. 

polární),

 klonální příbuznost (sekvence a délka CDR3 oblasti) a přítomnost N-adicí 

v CDR3 oblasti (důkaz aktivity terminální deoxynukleotidyltransferázy 

v důsledku selekce antigenem)

3. Zjistit funkční vlastnosti FO buněk na základě detekce exprese genů pro terminální 

deoxynukleotidyltransferázy (TdT) a rekombinázy aktivující geny RAG1 a RAG2

u FO I a FO II B buněk zdravých jedinců a porovnat je s vybranými autoimunitními 

onemocněními (pacienti s RA a SLE) a běžným variabilním imunodeficitem (pacienti 

s CVID).
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II. Literární přehled

II. 1 Imunitní systém člověka

Imunitní systém člověka lze charakterizovat jako soustavu, která přispívá 

k udržení podmínek stálého vnitřního prostředí (homeostázy) organizmu. Jeho hlavní 

úlohou je identifikovat a reagovat na nežádoucí změny tohoto prostředí. Imunitní 

systém je schopen rozeznat přítomnost infekčních mikroorganizmů, cizorodých 

antigenů, vlastní poškozené a potenciálně škodlivé buňky a též abnormální struktury 

(např. nádory) v těle člověka (Male, 2006).

Základní funkcí imunitního systému je tedy imunitní dohled, obranyschopnost

a tolerance vůči vlastním tkáním (autotolerance). Imunitní mechanismy dělíme na dva 

základní typy: nespecifické (přirozené) a specifické (adaptivní) mechanismy (obr. 1). 

Tyto imunitní procesy jsou zajišťovány orgány, buňkami a molekulami imunitního 

systému, které mezi sebou kooperují a jsou pro život člověka nepostradatelné (Janeway, 

2005).

II. 1. 1 Nespecifické imunitní mechanismy

Nespecifické mechanismy jsou tvořeny buňkami a molekulami, které 

rozeznávají určité funkční a molekulární struktury tzv. PAMP (pathogen associated 

molecular patterns, např. lipopolisacharidy) mikroorganizmů pomocí různých 

povrchových receptorů tzv. PPR (pathogen pattern receptors, např. TLR4). Tyto 

receptory jsou evolučně konzervovány a nerozeznávají PAMP struktury ve vlastních 

tkáních. Mechanismy nespecifické imunity jsou zprostředkovány fagocytujícími 

a cytotoxickými NK buňkami. Humorální složku tvoří komplementový systém, 

interferony, lektíny a jiné sérové proteiny (Male, 2006).

Hlavní funkcí přirozených mechanismů je rychlá aktivace buněk a molekul bez 

imunologické paměti, tj. odpověď na stejný stimul se děje se stejnou rychlostí (Fearon 

a Locksley, 1996). Nejdůležitější součástí tohoto systému je regulace exprese 

kostimulačních molekul CD80 a CD86, které se nachází na povrchu antigen-

prezentujících buněk a aktivují specifické (adaptivní) imunitní mechanismy 

(Janeway, 2005; Fearon a Locksley, 1996).
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II. 1. 2 Specifické (adaptivní) imunitní mechanismy

Specifické imunitní reakce jsou založené na antigenní odpovědi T a B 

lymfocytů. Po několika dnech až týdnech po setkání s antigeny dochází k aktivaci 

těchto buněk a k produkci specifických protilátek (imunoglobulinů). Produkce 

protilátek je založena na kooperaci mezi antigen-prezentujícími buňkami (APC), T a B 

lymfocyty. K interakci těchto buněk dochází v sekundárních lymfatických orgánech 

(Male, 2006).

Adaptivní systém vyžaduje od buněk schopnost rozeznávat vlastní struktury 

a molekuly normálně přítomné v organismu od cizorodých patogenů a eliminovat ty 

buňky, které tyto patogeny nerozlišují - tzv. princip tolerance (Russel et al., 1991; 

Ashton-Rickardt et al., 1994). 

Hlavní charakteristika specifické imunitní odpovědi je imunologická paměť, 

která po opětovném setkání buněk se stejným antigenem vyvolává rychlejší imunitní 

reakci (Weigle, 1966).

Obr. 1: Imunitní mechanizmy člověka. Turvey a Broide, 2010 (modifikováno)

II. 2 Vývoj B lymfocytů 

B lymfocyty mají významnou úlohu ve specifické (adaptivní) imunitní odpovědi

jako producenti protilátek (imunoglobulinů). U lidského plodu je vývoj B lymfocytů 

zahájen ve fetálních játrech a u dospělých lidských jedinců v kostní dřeni (Li et al., 

1993). Vývoj B lymfocytů je vysoce regulovaný proces zahrnující kroky vedoucí 

k proliferaci, diferenciaci a selekci B buněk. Fenotypové změny, které probíhají během 

vývoje B buněk, jsou regulovány pomocí různých transkripčních faktorů (Mansson 
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et al., 2007, viz kapitola II. 5). Jednotlivá vývojová stádia od multipotentního 

lymfoidního progenitoru až po zralý B lymfocyt (obr. 2) lze blíže definovat na základě 

povrchových markerů a exprese specifického uspořádaní imunoglobulinových genů 

(Seshi et al., 2000; Cheng et al., 1996).

V následující kapitole charakterizuji vývoj fetálních (prenatálních) 

a postnatálních B lymfocytů na úrovni organismu. V kapitole o fetálním vývoji 

B lymfocytů se zaměřím na charakteristiky B lymfocytů a jejich schopnost produkovat 

imunoglobuliny v těle plodu. V následující kapitole o postnatálním vývoji B buněk 

shrnu základní poznatky o vývojových stádiích B lymfocytů od hematopoetické buňky 

až po buňky plazmatické. Závěrečná kapitola popisuje regulaci vývoje B lymfocytů 

pomocí transkripčních faktorů. 

Obr. 2: Vývojová stádia B lymfocytů. Nagasawa, 2006 (modifikováno)

II. 2. 1 Vývoj B lymfocytů ve fetálním období

Vývoj B lymfocytů začíná během embryonálního života člověka ve fetálních 

játrech. Játra jsou během fetálního vývoje u všech savců důležitým orgánem 

diferenciace B lymfocytů (Namikawa et al., 1985).

Pre-B lymfocyty již v 10. (někdy až 12.) týdnu prenatálního vývoje plodu 

exprimují povrchový IgM receptor a během následujícího týdne též receptor IgD. 

Fetální B lymfocyty mají na svém povrchu molekulu CD20 a CD24, ale jsou CD21-

a CD22 - (Bofill et al., 1985). IgM+ B buňky lze difúzně roztroušené nalézt 

v lymfatických uzlinách a slezině od 16. týdne (Namikawa et al., 1985). Germinální 

centra nebyla ve fetálních lymfatických uzlinách nalezena, pravděpodobně z důvodu 

absence antigenů (van Furth et al., 1965).

Do periferní krve jsou B buňky (IgM+IgD+CD19+CD20+CD21+CD22+) 

uvolňovány během dvanáctého týdne (Bofill et al., 1985). Dále se v periferní krvi fétu 
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na rozdíl od dospělých vyskytuje vyšší procento CD5+ B lymfocytární populace (viz 

kapitolu II. 4. 2) (Punnonen, et al. 1992).

Fetální imunitní systém má jen omezenou schopnost protilátkové odpovědi 

na cizorodé antigeny. Během desátého týdne se tvoří IgM a IgD imunoglobuliny 

(van Furth et al., 1965). Nárůst sérového IgG je detekovatelný během 5. až 20. týdne 

a potom se postupně jeho hladina snižuje. Jedná se o IgG maternálního původu, který 

prochází placentou do krevního oběhu dítěte (Eichhorn et al., 1987). Ve fetálních 

játrech dochází k syntéze IgE od 11. týdne a ve slezině až od 21. týdne (Weil et al., 

1983). 

II. 2. 2 Vývoj B lymfocytů v postnatálním období

V postnatálním období života se B buňky tvoří v kostní dřeni 

z hematopoetických kmenových buněk (HSC). Stromální buňky kostní dřeně poskytují 

specifické prostředí pro diferenciaci B buněk, kde dochází ke kontaktu buněk a sekreci 

cytokinů (Tokoyoda et al., 2004). Vývoj B lymfocytů je zahájen na úrovni lymfoidního 

progenitoru (CLP) společného pro vývoj B a T lymfocytů. Vývoj B buněk pak probíhá 

v rámci dalších definovaných stádií (Dias et al., 2005).

V počátečném stádiu se B lymfocyty vyvíjejí bez přítomnosti antigenů (od pro-

B, pre-B až po nezralý B lymfocyt, viz obr. 2). Exprese molekul CD19 a CD10 je 

charakteristická pro první vývojové stádium B buněčné linie, kterým je stádium pro-B

(progenitor B lymfocytu). V tomto stádiu dochází k přeskupování imunoglobulinových 

genů (VHDHJH) těžkého řetězce v několika krocích. Přeskupování genů probíhá na 

úrovni DNA a je důležité pro vznik širokého spektra antigenně specifických 

B buněčných receptorů (Nutt et al., 1997).

II. 2. 2. 1 Proces přeskupení genů pro těžký řetězec

V této kapitole je popsán proces tvorby těžkého řetězce charakteristický pro pro-

B, pre-B a zralý B lymfocyt. N-terminální část těžkého a lehkého řetězce 

imunoglobulinu (variabilní oblast) se skládá z variabilní a jedinečné sekvence 

aminokyselin, která obsahuje zárodečné V, D a J segmenty (Togenawa, 1983). 

Přeskupení je vlastně rekombinační proces, kdy fyziologicky dochází k nehomologním 

zlomům dsDNA (Lieber et al., 2006). Proces je zahájen na úrovni těžkého řetězce

přeskupením DH-JH genů, kdy dochází k náhodnému spojení jednoho z 23 DH a jednoho 
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z 6 JH segmentů (obr. 3). Během rekombinace dochází k expresi rekombinázy RAG 

(rekombination-activating genes), která je složená z komplexu proteinů RAG1 a RAG2

(Oettinger et al., 1990).

Rekombináza rozeznává specifické rekombinační signální sekvence (RSS) mezi 

zárodečnými D-D a J-J segmenty. RSS jsou složeny z vysoce konzervovaných 

heptametrů a nonamerů, které jsou oddělené sekvencemi o délce 12 a 23 bp (spacer). 

RSS se nachází na 3' konci každého V segmentu, dále před 5' koncem každého JH

segmentu a na každé straně DH segmentu (Gent et al., 1996). Zárodečné segmenty jsou 

štěpeny pomocí rekombinázy RAG1. Z DNA vlákna se vytvoří smyčka, která se spojuje 

v kruhový útvar, a genové segmenty ležící na ní jsou z chromozomu nenávratně 

vyštěpeny. Působením enzymů terminální deoxynukleotidyltransferázy (TdT), DNA 

polymerázy a ligázy se úseky mezi DH a JH segmentem spojují nově syntetizovaným 

úsekem N-nukleotidů (non-template-encoded nucleotides, N-adice). Během spojování 

vznikají zcela odlišné sekvence nukleotidů, které nebyly přítomné v zárodečné sekvenci 

a které přispívají k diverzitě antigenní specifity (Janeway, 2005)

Po DH-JH přeskupení je připojen jeden z 50 VH genových segmentů. VH-DHJH

přeskupení probíhá podobně jako DH-JH rekombinace. Jediným rozdílem je, že zatímco 

DH-JH přeskupení probíhá na obou alelách současně, u VH-DHJH pouze na alele jedné 

(alelická exkluze). Pokud je rekombinace neúspěšná a transkripcí vznikne mRNA 

kódující nefunkční protein, pokračuje přeskupení na alele druhé (Boekel et al., 1998).

Pouze jedno VHDHJH přeskupení dokáže produkovat funkční µ řetězec (Alt et al., 1984).  

Obr. 3: Rekombinace genů těžkého řetězce. Jung et al., 2006 (modifikováno)
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II. 2. 2. 2 Pre-B vývojové stádium 

Pre-B (prekursor B lymfocytu) je stádium ve vývoji B buněčné linie, kdy pre-B 

buňka na svém povrchu exprimuje IgM molekulu, ale ještě nemá přeskupené geny 

lehkého řetězce (Ehlich et al., 1993). Proto pre-B buňka má na svém povrchu tzv. preB 

receptor (preBCR) a těžký řetězec µ je asociován s λ5 a VpreB proteinem, které tvoří 

tzv. náhradní (pseudolehký) řetězec ψL (obr. 4). Tento náhradní řetězec je homologní ke 

λ a κ lehkému řetězci, ale je typický jenom pro toto vývojové stádium (Nishimoto et al., 

1991).

V preBCR (viz obr. 4) jsou IgM, VpreB a λ5 řetězce asociovány se 

signalizačními proteiny Igα a Igβ (CD79α a CD79β). Pomocí tohoto signalizačního 

komplexu pre-B buňka přijímá signály k zahájení přeskupení genů lehkého řetězce 

a další pre-B buněčnou maturaci (Kitamura et al., 1992). Kináza BTK (Brutonova 

tyrosin kináza) je odpovědná za přenos signálu z preBCR a za následnou maturaci 

a proliferaci prekursoru. Pokud se vyskytne porucha v uspořádání signalizačního 

komplexu nebo v jeho funkci, je vývoj prekursoru B lymfocytu zastaven (Yel et al., 

1996).

Obr. 4: Struktura pre-BCR receptoru. 

(Upraveno podle www.fccc.edu/research/pid/hardy/research.html)

II. 2. 2. 3 Proces přeskupení genů lehkého řetězce 

Zde je popsán VL-JL rekombinační proces a tvorba κ nebo λ 

imunoglobulinových řetězců v nezralém B lymfocytu. Přeskupení genů pro lehký 

řetězec je založeno na stejných principech jako pro těžký řetězec s tím rozdílem, že 

nejdřív jsou přeskupeny geny lehkého řetězce Igκ. Neúspěšné přeskupení Igκ vede 

http://www.fccc.edu/research/pid/hardy/research.html
http://www.fccc.edu/research/pid/hardy/research.html
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k zahájení rekombinace u Igλ (van Zelm et al., 2005). Je-li přeskupení genů κ nebo λ 

lehkého řetězce úspěšné a buňka exprimuje místo ψL řetězec lehký, další vývojové 

stádium B lymfocytu se nazývá nezralý B lymfocyt. Nezralý B lymfocyt má kompletní 

BCR (viz kap. II.6.3) složený z těžkého řetězce (IgH) a lehkého řetězce κ nebo λ (Wang 

et al., 2002).

Na úrovni nezralého B lymfocytu dochází k negativní selekci (obr. 5) těch 

B lymfocytů, které rozeznávají antigeny vlastního organizmu (autoantigeny) pomocí 

BCR s vysokou afinitou (silnou vazbou). Negativní selekce vede k apoptóze (klonální 

deleci) těchto buněk nebo jejich anergii čili klidovému stavu, kdy B buňka nereaguje na 

stimulaci autoantigenem, ale přežije (Sandel a Monroe, 1999). Další možností pro 

přežití autoreaktivní B buňky je opětovné přeskupení imunoglobulinových genů na 

druhém chromozomu tzv. editování receptoru K vyčlenění autoreaktivních nezralých 

B lymfocytů dochází již v kostní dřeni (Melamed et al., 1998).

Obr. 5: Negativní selekce autoreaktivních B buněk. Melamed et al., 1998 (modifikováno)

II. 3 Periferní vývoj B lymfocytů

Nezralý B lymfocyt putuje z kostní dřeně jako transientní buňka krevním 

řečištěm do sekundárních lymfatických orgánů (do sleziny nebo lymfatických uzlin), 

kde dochází k jejich dalšímu vývoji na buňky folikulární nebo buňky marginální zóny, 

které v této kapitole blíže popíšu. 

II. 3. 1 Transientní B buňky

Transientní B buňky jsou nezralé a krátce žijící B lymfocyty. Na svém povrchu

exprimují molekuly IgM, CD24, CD38 a též CD21, CD23 a CD62L (Carsetti et al., 

1995). Podle funkce a fenotypu lze buňky rozdělit do dvou hlavních populací - T1 a T2 

(obr. 6). Další alternativní populací transientních buněk je T3 (Allman et al., 2001).
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T1 (CD21lowCD23lowCD24highIgMhighIgDlow) buňky putují krevním řečištěm do 

sleziny do periarteriolární lymfoidní oblasti. T1 diferencují do stádia T2. T2 jsou 

charakterizovány jako CD21highCD23highCD24highIgMhighIgDhigh (Loder et al., 1999)

a sídlí ve folikulech sleziny.

T2 stádium je ve vývoji B buněk důležité, protože aktivace T2 buňky přes BCR 

signalizaci vede k diferenciaci do dalšího vývojového stádia – zralé folikulární

B buňky. Pokud dojde ke stimulaci T2 buňky lipopolysacharidovými antigeny přes 

TLR2 (Toll-like receptor) nebo TLR4, vyvine se z T2 zralá B buňka marginální zóny

(Su a Rawlings, 2002).

T3 (CD23+IgMlow) buňky se liší od ostatních transientních buněk nižší expresí 

IgM molekuly. Z populace T3 buněk nevznikají zralé B lymfocyty a nereagují na 

stimulaci přes BCR (Allman et al., 2001). T3 buňky byly nalezeny v periferní krvi 

a lymfatických uzlinách. Tato populace není normálním vývojovým stádiem B buněk 

a je podobná autoreaktivním buňkám ve stavu anergie (Merell et al., 2006). T3 buňky 

tedy mohou hrát důležitou roli ve vzniku poruchy imunity u některých autoimunitních 

onemocnění (Teague et al., 2007).

Obr. 6: Vývoj transientní buňky. Su et al., 2004 (modifikováno)

II. 3. 2 Folikulární B buňky

Folikulární B buňky (FO) IgM+IgD+CD19+CD21+CD38+CD24+CD23+

představují subpopulaci zralých naivních B lymfocytů, které se primárně nachází ve 

folikulech bílé pulpy sleziny (Wardermann et al., 2002). FO B buňky aktivně migrují 

mezi slezinou a sekundárními lymfatickými orgány (Hoek et al., 2010). FO B buňky 

jsou schopné antigenní odpovědi. Ve folikulech vytváří germinální centrum za pomoci 
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CD4+ Th a folikulárních dendritických buněk. V germinálním centru FO B buňky 

proliferují, prochází somatickou hypermutací, afinitní maturací a izotopovým 

přesmykem (viz kapitolu II. 3.4). Aktivované FO B buňky mohou též prezentovat 

antigeny a tím stimulovat T lymfocyty. FO B buňky diferencují do stádia buněk 

plazmatických produkujících specifické protilátky nebo dlouze žijících buněk 

paměťových (Martin et al., 2001).

II. 3. 3 B buňky marginální zóny

B buňky marginální zóny (MZ) pochází ze sleziny z oblasti na rozhraní červené 

a bílé pulpy tzv. marginální oblasti (obr. 6). V marginální zóně se kromě buněk 

marginálních vyskytují buňky myeloidní, dendritické a stromální (Tierens et al., 1999).

Unikátní místo výskytu MZ B buněk ve slezině umožňuje rychlou imunitní odpověď na 

patogeny nacházející se v krvi. MZ B buňky mají důležitou úlohu v obraně 

proti T nezávislým patogenům (polysacharidovým antigenům bakteriím), ale jsou 

zapojeny pravděpodobně též do T-dependentních imunitních odpovědí (Martin et al, 

2001; Attanavanich a Kearney, 2004).

II. 3. 4 Germinální centra

Germinální centrum (GC, obr. 7) je mikroanatomická oblast, která se nachází 

v sekundárních lymfatických orgánech. Tato oblast byla poprvé popsána v roce 1885 

Walthrem Flemmingem na lymfatických uzlinách králíka a býka, na Peyerových plátech 

králíka a lidských podjazykových tonzilách (Flemming, 1885). Primární funkce 

germinálního centra je tvorba paměťových a plazmatických buněk produkujících vysoce 

afinitní protilátky. Po antigenní stimulaci naivních B lymfocytů dochází po několika 

dnech k akumulaci B buněk a formaci germinálního centra (Coffey et al., 2009).

Germinální centrum představuje specifickou oblast, kde dochází k reakci mezi 

aktivovanými naivními B lymfocyty, folikulárními dendritickými buňkami a Th 

lymfocyty (TH). Interakce buněk imunitního systému v GC je důležitou součástí 

adaptivní T-dependentní imunitní odpovědi (Küppers et al., 1993).

Histologicky lze oblast GC rozdělit na tmavou a světlou zónu. V tmavé zóně se 

nachází B buňky – centroblasty. Tyto buňky zde proliferují, prochází procesem 

somatické hypermutace genů ve variabilní oblasti imunoglobulinů a selekcí (tzv. afinitní 

maturací). Jsou selektovány pouze B lymfocyty s vysokou afinitou k antigenu. Ve světlé 

zóně se nachází centrocyty, které jsou schopné vázat antigeny, které B lymfocytům 

prezentují folikulární dendritické buňky. Aby byly B buňky schopné diferenciace do 
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dalšího vývojového stádia – paměťového B lymfocytu nebo plazmatické buňky, jsou 

nutné kostimulační signály od TFH (T follicular helper) lymfocytů (de Vinuesa et al., 

2000).

Obr. 7: Germinální centrum. Sakaguchi et al., 2011 (modifikováno)

II. 3. 4. 1 Somatická hypermutace

V tmavé zóně germinálního centra dochází k aktivaci rekombinačních procesů 

a k vytvoření nového antigenně specifického receptoru zralých B lymfocytů pomocí 

přeskupení genových segmentů kódujících variabilní oblast imunoglobulinu. 

Mechanismus je zahájen enzymem aktivací indukovanou cytidindeaminázou (AID), 

která deaminuje cytidinové zbytky ve V(D)J oblasti imunoglobulinu a nahradí je 

uridinem (Muramatsu et al., 2000). Mutační rychlost této substituce je přibližně 10-3 na 

jedno buněčné dělení. Změna aminoskupiny vede k náhradě páru nukleotidů C/G za 

T/A. Díky tomuto procesu tzv. somatické hypermutace (SHM) a nepřesných DNA 

opravných mechanizmů dochází k nárůstu genetické variability imunoglobulinů 

(Arakawa et al., 2004).

II. 3. 4. 2 Izotypový přesmyk

K izotypovému přesmyku dochází uvnitř nebo mimo germinální centrum po 

antigenní stimulaci B lymfocytů. Tento proces, během kterého se mění se třída 
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(izotypu) protilátek, je důležitý pro změnu efektorové funkce protilátek beze změny 

variabilní oblasti BCR. 

Izotypový přesmyk je zahájen membránovou interakcí B buněk 

s aktivovanými CD4+ TFH lymfocyty. B lymfocyt na svém povrchu exprimuje molekuly 

CD40 a CD80/86 a jejich ligandem na TFH jsou CD40L a CD28 (Foy et al., 1994; 

Han et al., 1995). TFH lymfocyty sekretující různé cytokiny (IL-1, IFN-γ, TGF-β atd.), 

které regulují tvorbu jednotlivých tříd (IgG, IgE a IgA) imunoglobulinů (Reinhardt

et al., 2009).

Izotypový přesmyk je zahájen rekombinázami, které rozeznávají specifické tzv. 

přepínací S (switch) sekvence (Bransteitter et al., 2006, viz obr. 8). Tyto sekvence 

se nachází v intronu mezi JH a Cμ segmentem a dále před každým C-genovým 

konstantním segmentem konkrétního izotypu kromě Cμ a Cδ (viz obr. 8). Každý CH

genový segment je uspořádán za nekódující oblast (I exon) a S oblast. S oblast je dlouhá 

1-12 kb a obsahuje GC repetitivní sekvence, ve kterých vznikají dsDNA zlomy. 

V ssDNA vláknu enzym AID opět zahajuje deaminaci cytosinu na uridin. Přesný 

mechanizmus a regulace AID během izotopového přesmyku je předmětem výzkumu 

(Dickerson et al., 2003). Mutace, DNA zlomy a U/G nukleotidové záměny během 

přesmyku aktivují DNA reparační mechanismy. Do mRNA je přepsán pouze konstantní 

genový segment, který je nejblíže 3' VDJ segmentu. Po sestřihu a translaci vzniká 

izotyp, který je odlišný od původního imunoglobulinu s konstantní oblastí Cγ (Pinaud 

et al., 2001).

Obr. 8: Mechanismus izotypového přesmyku. Stavnezer a Schrader, 2006 (modifikováno)
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II. 3. 5 Paměťové B lymfocyty

Imunologická paměť vzniká jako odpověď na antigenní stimulaci. Paměťové 

B lymfocyty se při setkání s antigenem rychle aktivují, rozmnoží (klonální expanze) 

a diferencují v plazmatické buňky, které sekretují protilátky (Ahmed a Gray, 1996).

Část paměťových B lymfocytů cirkuluje mezi sekundárními lymfatickými 

orgány a kostní dření (Paramithiotis a Cooper, 1997). Hlavním znakem těchto buněk je 

exprese povrchové molekuly CD27 a přítomnost somatických mutací v genech ve 

variabilní oblasti imunoglobulinů. V germinálním centru dochází k izotypovému 

přesmyku a paměťové B buňky mají fenotyp IgM-IgD-CD19+CD21highCD24high

CD38+CD27+ (Agematsu et al., 1997; Klein et al., 1998; Seifert a Küppers, 2009). 

V marginální zóně lze nalézt populaci paměťových CD27+ B lymfocytů, které 

mají somaticky mutované geny variabilní oblasti těžkých řetězců imunoglobulinu 

přesto, že k somatickým mutacím dochází pouze v germinálním centru ve folikulech 

(Dunn-Walters et al., 1995). Rozdělení paměťových B lymfocytů v periferní krvi je 

blíže charakterizováno v kapitole II. 4.1.

II. 3. 6 Plazmatické buňky

Plazmatické buňky produkují a sekretují protilátky, které jsou důležitou součástí 

imunitní obrany před patogeny. Plazmatické buňky jsou konečným diferenciačním 

stádiem vývoje B lymfocytů, které vznikají z folikulárních buněk, buněk marginální 

zóny a také z dlouze žijících buněk paměťových (Ahmed a Gray, 1996). Během 

diferenciace plazmatických buněk dochází ke snížení regulace specifických B -

buněčných povrchových molekul, jako jsou hlavní histokompatibilní komplex MHC II, 

CD20 a CD22 (Silacci et al., 1994).

Aktivací B lymfocytů marginální zóny navázáním antigenu na TLR nebo BCR 

dochází k přímé diferenciaci B buněk do stádia plazmatické buňky. Tyto plazmatické 

buňky jsou krátce žijící a produkují nízkoafinitní IgM protilátky (obr. 9). V primárních 

folikulech periferních lymfatických orgánů v germinálním centru dochází k T-

dependentní aktivaci B lymfocytů a tvoří se plazmatické buňky, které sekretují 

vysokoafinitní protilátky (Marinova et al., 2007; obr. 9). V germinálních centrech se 

diferencují plazmatické buňky též z dlouze žijících paměťových buněk, které se setkaly 

sekundárně s antigeny. 

Nově vzniklé buňky (plazmablasty a plazmocyty) mohou migrovat do kostní 

dřeně a dozrát v plazmatické buňky. V prostředí kostní dřeně mohou zůstat několik 
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měsíců až let a produkovat protilátky i bez přítomnosti antigenů, proto se nazývají 

dlouze žijící plazmatické buňky (Manz a Radbruch, 2002). U autoimunitních 

onemocnění mají tyto buňky patologickou roli, protože produkují autoprotilátky (Hoyer 

et al., 2004).

Obr. 9: Tvorba plazmatických buněk. Calame, 2004 (modifikováno)

II. 4 Rozdělení B lymfocytů v periferní krvi

II. 4. 1 Rozdělení B lymfocytů podle exprese CD27

V periferní krvi jsou přítomná různá vývojová stádia B lymfocytů, která lze 

detekovat pomocí základních specifických povrchových molekul CD (cluster of 

differentiation) a imunoglobulinových molekul (Ig). Klein et al. (1998) dělí populaci 

periferních B lymfocytů podle povrchové exprese CD27 na pět hlavních populací

(viz obr. 10): IgM+IgD+CD5+CD27-, IgM+IgD+CD5-CD27-, IgM+IgD+CD27+, IgA+

nebo IgG+CD27+, IgM+CD27+(IgM-only) a IgD+ CD27+(IgD-only). Přibližně 40 % 

periferních B lymfocytů je naivních bez exprese povrchové molekuly CD27. Zbylých 

60 % tvoří paměťové B lymfocyty s expresí CD27.

Populace buněk naivních B lymfocytů pochází z kostní dřeně. Lze ji podle 

exprese nebo absence povrchové molekuly CD5 rozdělit na populaci CD5 + tvořící 5 % 

populace z uvedených buněk a 95 % buněk je CD5-. CD5+ B lymfocyty jsou zapojeny 
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do T-independentní imunitní odpovědi (Klein et al., 1997). Za fyziologických podmínek 

méně často vstupují do germinálních center v sekundárních lymfatických orgánech. 

Tyto B lymfocyty jsou z periferní krve negativně selektovány a dále se nediferencují 

do dalšího stádia (Brezinschek et al., 1997). CD5- populace naivních B lymfocytů 

vstupuje do germinálního centra, kde se po antigenní stimulaci a aktivaci za pomoci 

T lymfocytů diferencuje do dalšího vývojového stádia - paměťového B lymfocytu

(Klein et al., 1997).

Obr. 10: Rozdělení periferních B lymfocytů. Klein et al., 1998 (modifikováno)

Hlavním charakteristickým znakem paměťových buněk je povrchová exprese 

molekuly CD27 (Klein et al., 1997). Mezi paměťové B buňky lze zařadit tzv. klasické 

IgM+IgD+CD27+ lymfocyty, které představují 15 % ze všech 60 % paměťových 

B populací v periferní krvi (obr. 10). Ve stejném zastoupení jako předchozí populace 

jsou paměťové B buňky izotypově přepnuté a exprimují jiný izotyp imunoglobulinu než 

je IgM a IgD, přičemž nejčastější je IgA nebo IgG. Méně často vyskytující se populací 

je IgM+CD27+ (IgM only; 10 % z 60 %) s chybějící expresí IgD molekuly (obr. 10).

Nejmenší populací paměťových B je IgD+CD27+( IgD only; 1% z 60 %; obr. 10) (Klein 

et al., 1998).

IgD+CD27+ buňky představují populaci, která se vyskytuje hlavně v tonzilách. 

Pouze část této populace má na svém povrchu molekulu CD70+. Během izotypového 

přesmyku dochází u těchto buněk ke ztrátě Cμ genu, proto nedochází k expresi 

IgM molekuly. Populace je charakteristická svou účastí ve specifických imunitních 
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odpovědích vyžadujících přesnou regulaci somatické hypermutace genů variabilní 

oblasti imunoglobulinu (Seifert a Kűppers, 2009).

Mezi ostatní populace B lymfocytů detekovatelné v periferii patří dvě stádia 

transientních B lymfocytů tzv. T1 a T2 buňky, které pochází z kostní dřeně.

T2 B lymfocyty s vysokou expresí povrchových molekul CD24 a CD21 se vyvíjejí 

a diferencují ve slezině (Yeramilli a Knight, 2011). Další periferní populací jsou 

folikulární B buňky (FO). Folikulární nezralé B lymfocyty, které jsou CD23+ a CD21+,

aktivně migrují mezi sekundárními lymfatickými uzlinami (Odendahl et al., 2000).

V periferní krvi lze detekovat také v malém množství prekurzory plazmatických buněk -

plazmablasty, které se vyznačují vysokou expresí povrchových molekul CD38 a CD27 

(Wehr et al., 2004).

II. 4. 2 Rozdělení B lymfocytů podle somatických mutací 

Periferní B lymfocyty je možné rozdělit nejen na základě povrchové exprese 

molekuly CD27, ale také je lze blíže charakterizovat na molekulární úrovni pomocí 

rozložení somatických mutací genů variabilní oblasti (IgV) těžkého a lehkého řetězce 

imunoglobulinu (Klein et al., 1997). K mutacím genů IgV dochází v germinálním centru 

v sekundárních lymfatických orgánech za přítomnosti antigenů a T-lymfocytů. 

Distribuce, typ a frekvence somatických mutací blíže definují populace periferních 

B lymfocytů, které se již setkaly s antigenem tj. paměťové B buňky (Kűppers et al., 

1993). 

Naivní B lymfocyty, pokud nebyly stimulovány antigenem, neprošly germinální 

reakcí, mají nemutované IgV a představují tzv. pre-germinální vývojové stádium. Mezi 

pre-germinální vývojová stádia B lymfocytů patří populace IgM+IgD+CD27- (Klein 

et al., 1998) a též folikulární a transientní buňky, u kterých se nenachází mutace (Loder 

et al., 1999). Populace paměťové - klasické IgM+IgD+CD27+, izotypově přepnuté 

IgG+CD27+ a IgA+CD27+, IgM only a IgD only vznikají germinální reakcí. Jejich 

charakteristickým znakem jsou právě somatické mutace IgV a exprese povrchové 

molekuly CD27 (Műller et al., 2010). Populace IgD only má vysoce mutované IgV 

s preferencí VH4-34 genového segmentu, který se vyskytuje hlavně u anti-dsDNA 

autoprotilátek (Pugh-Bernard et al., 2001).
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Hlavní populací B lymfocytů, které sekretují protilátky, jsou plazmatické buňky. 

Exprimují somaticky mutované geny IgV a vznikají v germinálním centru (Dunn-

Walters et al., 1995). Genetické změny spojené s mechanismem somatické mutace a též 

klonální proliferace B lymfocytů v germinálních centrech mohou vést ke vzniku 

B buněčných malignit, lymfoproliferativních a autoimunitních onemocnění (Pugh-

Bernard et al., 2001).

II. 4. 3 CD5+ a CD5- B buněčné subpopulace

V periferní krvi lze nalézt malou populaci B lymfocytů, které exprimují T-

buněčný marker CD5. Proto dalším možným dělením B buněčné populace na CD5+

B nebo CD5- B subpopulaci je na základě exprese této povrchové molekuly (Klein et al, 

1997). Původ exprese CD5 molekuly, která je především aktivačním markerem 

v B lymfocytech, je předmětem výzkumu. Poslední studie poukázala na fakt, že 

extracelulární doména molekuly CD5 je důležitá jak pro inhibici tak aktivaci samotné 

CD5 molekuly. Základní molekulární funkcí molekuly CD5 je tedy její aktivace vlastní 

molekulou – je sama sobě ligandem (Brown a Lacey et al., 2010).

CD5+ B buňky jsou populací dlouze žijících lymfocytů (Brown a Lacey et al., 

2010) a za normálních podmínek se účastní negativní regulace imunitních odpovědí 

tvorbou protizánětlivého interleukinu IL-10 (Hagn et al., 2010). Na rozdíl od CD5-

subpopulace B buněk nejsou tyto buňky zapojeny do T-dependentní imunitní odpovědi 

(Klein et al., 1997).

CD5+ B lymfocyty mají tendenci k maligní transformaci, a také přispívají ke 

vzniku autoimunitních onemocnění jako je např. SLE (Kasaian et al., 1992). Za 

fyziologických podmínek sice CD5+ B buňky nevstupují do germinálních center, ale 

vzácně je mohou vytvářet a procházet zde procesem somatické mutace genů. Z tohoto 

hlediska CD5+ B lymfocyty představují riziko vzniku (auto)imunitní dysfunkce (Klein 

et al., 1997). 

Autoreaktivní CD5+ B lymfocyty mají somaticky mutované geny variabilní 

oblasti imunoglobulinů (Klein et al., 1997) a produkují vysoce afinitní autoprotilátky 

proti vlastní dsDNA a revmatoidní faktory (Kasaian et al., 1992).
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Analýzou genů periferních CD5+ B buněk zdravých jedinců byly nalezeny 

přeskupené genové segmenty Vκ lehkého řetězce imunoglobulinu zcela bez 

somatických mutací. Obecně je frekvence CD5+ buněk obsahujících somaticky 

mutované genové segmenty pro variabilní oblasti imunoglobulinů velmi nízká 

(Brezinschek et al., 1997). Z celkových 10 % populace těchto lymfocytů somatické 

mutace nese jen přibližně 2 % z nich (Klein et al., 1997).

Hlavním rozdílem mezi CD5+ a CD5- B lymfocytárními populacemi je frekvence 

s níž VH-D-JH genové přeskupení akumulují mutace (Brezinschek et al., 1995).

Porovnáváním produktivních a neproduktivních genových přeskupení byla nalezena 

vyšší mutační frekvence u CD5- B buněk. Distribuce mutací (výskyt v CDR oblastech), 

selekce (vyšší frekvence purínových bazí) a typ mutace (transverze a tranzice) byly 

nalezeny stejně zastoupené u obou populací (Brezinschek et al., 1997).

II. 5 Transkripční faktory ve vývoji B lymfocytů

Vývoj B lymfocytů od hematopoetické kmenové buňky až do stádia plazmatické 

buňky produkující protilátky je řízen vzájemnou souhrou mnoha různých transkripčních 

faktorů a regulačních sítí signalizačních kaskád (Mansson et al., 2007). Transkripční 

faktory (TF) jsou proteiny, které jsou schopné vázat se na DNA a regulovat expresi 

cílových genů. Transkripční faktory jsou aktivovány či inhibovány jako odpověď na 

řadu extra a intra- celulárních signálů, např. na aktivaci cytokinového receptoru 

(Alberts, 1998). 

Všechny krevní buňky včetně B lymfocytů pochází z hematopoetické kmenové 

buňky (LT-HSC). Hematopoetickou diferenciací vzniká společný prekurzor (MPP, 

multipotent progenitor) pro myeloidní a lymfoidní linii buněk. B lymfocyty patří do 

lymfoidní linie, která má společný progenitor (CLP) pro vznik T lymfocytů, 

B lymfocytů a též NK buněk (obr. 11; Murre, 2009).
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Obr. 11: Vývojové linie buněk imunitního systému. 

(Upraveno podlehttp://www.med.lu.se/hemato_linne/research_groups/stefan_karlsson )

II. 5. 1 Transkripční regulace B buněčného vývoje

B buněčná lymfopoéza je vysoce regulovaný proces, jehož nejdůležitější 

součástí je transkripční kontrola genové exprese. Většina poznatků o transkripčních 

faktorech, jejich expresi a regulaci během vývoje B lymfocytů byla získána výzkumem 

na myších modelech. Souhrn exprese většiny známých TF během B buněčného vývoje 

lze nalézt v Tab. I. v příloze. 

Činnost transkripční regulační sítě, která vede k diferenciaci a samotnému vývoji 

B lymfocytární linie z CLP, je zahájena aktivací transkripčních faktorů EBF1, Pax5 

a PU.1. Aktivace EBF1 je iniciována E2A a Stat5 transkripčními proteiny (Nutt a Kee, 

2007). EBF1 spolupracuje s E2A a Pax5 a pravděpodobně i jinými TF jako Sox4 

a Bcl11a. Pax5 je nejdůležitějším faktorem ve vývoji B buněčné identity (Nutt et al., 

1998; Roessler et al., 2007). Pro vývoj B lymfocytů je důležitý TF PU.1 (Spi-B), který 

patří do Ets rodiny TF a je exprimován od multipotentního progenitoru až do stádia 

paměťového B lymfocytu. Jeho interakce s GATA-1 proteinem vede k blokaci vývoje 

multipotentního progenitoru v erytrocytární linii buněk. Ve vývoji T lymfocytů nesmí 

být exprimován (Scott et al., 1994).

Dalším TF zapojeným do časného vývoje B lymfocytu je Ikaros. Ikaros spolu 

s Helios a Aiolos TF jsou zapojeny do vývoje hematopoetických buněk. Ve vývoji 
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B lymfocytů je exprimován hlavně v pro-B a pre-B stádiu. Interakcí PU.1 a Ikaros 

dochází k negativní regulaci exprese důležitých signalizačních receptorů Flt3, c-Kit 

a IL-7Rα (Kirstetter et al., 2000). V pozdějším stádiu vede interakce Ikaros a Aiolos ke 

kontrole B buněčné maturace, proliferace a formace germinálního centra (Morgan et al., 

1997). Aiolos ovlivňuje též BCR signalizaci a vývoj do folikulárních nebo marginálních 

buněk (Cariappa et al., 2001).

Diferenciace z CLP do stádia pro-B je závislá na třech TF - E2A, EBF a Pax5.

Transkripční faktor EBF (early B cell factor) má DNA vazebnou doménu. EBF je 

zapojen do reaktivace genů pro tvorbu pre-BCR (promotor genu CD79a, VpreB, λ5, 

CD19) během diferenciace pro-B lymfocytu. Delece ebf genu vede k zastavení 

B buněčného vývoje. EBF je přímo regulován TF Pax5 a přímo spolupracuje s TF E2A

(O'Riordan a Grosschedl, 1999).

E2A patří mezi E proteiny, které jsou pro B buněčný vývoj nepostradatelné. 

E2A reguluje počáteční DH-JH přeskupení genů těžkého řetězce imunoglobulinu. E2A 

spolu s EBF reguluje expresi pseudolehkého řetězce a transkripci RAG1 a RAG2

podjednotek V(D)J rekombinázy (Kwon et al., 2008).

Pax5 (BSAP, B-cell-specific activating protein) patří mezi nejdůležitější TF 

B lymfocytů a je exprimován ve všech vývojových stádiích B buněk kromě 

plazmatických buněk (Zwollo et al., 1999). Podílí se na regulaci rekombinace VH-DH-JH

a expresi genů těžkého řetězce. Pax5 se podílí na aktivaci genů (mb-1, CD19, BLNK) 

zapojených do pre-BCR signalizační dráhy (Nutt et al., 1998; Schebesta et al., 2002).

Další funkcí TF Pax5 je regulace genů kódujících regulační a strukturní proteiny 

zapojené do B buněčné adheze, migrace, prezentace antigenů a schopnosti formace GC.

PAX5 reguluje např. transkripci genů Bst1, CD44, Sdc4, Tnfrsf19, CD97 a CD55, které 

kódují adhezivní receptory. K migraci B lymfocytů dochází díky kontrolované 

remodelaci aktinového cytoskeletu. Integrinem VLA-5 iniciovaná autofosforylace FAK 

kinázy (focal adhesion kinase) vede ke kontrolovanému pohybu B buňky. B lymfocyty 

prezentující antigenní peptidy jsou regulovány PAX5 TF, který je zapojen do 

transkripce genů H2-Ob, Ifi30 a CIITA (Schebesta et al., 2007).

Lef-1 je exprimován v pro-B a pre-B stádiu a je součástí Wnt signalizační 

dráhy, která je důležitá pro další vývoj B buňky. Lef-1 se podílí na proliferaci 

a diferenciaci B buněk, proto jeho absence ve vývoji pro-B buňky vede k apoptóze 

(Reya et al., 2000).
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Na úspěšném přeskupení genů lehkého řetězce se podílí TF IRF4 a IRF8, které 

jsou exprimovány ve stádiu pre-B buňky. Důležitým krokem vývoje z pro-B do pre-B 

stádia je přenos signálu přes pre-BCR (Schebesta et al., 2002). BLNK (B cell linker 

protein) je protein účastnící se signalizační kaskády a je přímo regulován TF Pax5. 

Exprese BLNK je odpovědná za proliferaci B buněk (Fu et al., 1998).

Foxp-1 je TF, který je exprimován v pro-B a pre-B stádiu a jeho absence 

narušuje B buněčný vývoj. Foxp1 deficience vyvolává nízkou expresi Ebf1 a Pax5, 

pravděpodobně reguluje expresi RAG rekombináz ve VDJ rekombinaci IgH (Hu et al., 

2006).

Stimulace buňky přes pre-BCR a BCR je regulována TF NFκB. NFκB (jaderný 

faktor κB) se účastní řady buněčných procesů a významně se podílí na imunitních 

odpovědích, růstu, diferenciaci a apoptóze B lymfocytů. NFκB je členem rodiny 

transkripčních faktorů NFκB/Rel, kam patří také NFκB1(p105/p50), NFκB2(p100/p52), 

RelB, c-Rel, RelA (p65), které působí hlavně jako regulační TF. Jejich aktivita je dána 

složením dimerů, buněčnou lokalizací a asociací s inhibitorovými proteiny IκB (Saijo 

et al., 2003; Kaisho et al., 2001). NFκB signalizační dráha má dvě aktivační dráhy -

klasickou a alternativní, které jsou důležité pro iniciaci proliferace naivních B buněk po 

stimulaci přes BCR, CD40 nebo TLR4/9 (Ramakrishnan et al., 2004).

Na formaci germinálního centra se podílí TF Bcl-6, OCBF-1, Oct-1, Oct-2 

a IRF8. Bcl-6 (B cell lymphoma 6) je jaderný fosfoprotein, protoonkogen a transkripční 

represor. Jako transkripční inhibitor ovlivňuje aktivaci CD69, STAT1, CD80 a inhibuje 

diferenciaci B buněk do stádia paměťových B lymfocytů nebo plazmatických buněk 

(Kuo et al., 2007). Porucha Bcl-6 vede k neschopnosti formace GC během T-

dependentní imunitní odpovědi (Fukuda et al., 1997). OBF-1, Oct-1 a Oct-2 jsou TF, 

které se vážou na promotor variabilní oblasti imunoglobulinu, který obsahuje 

specifickou oktamerovou oblast (5' ATGCAAAT 3') lokalizovanou na 5' konci od 

TATA-box (Strubin et al., 1995). OBF-1 je specifický transkripční koaktivátor, který se 

váže na POU-doménu Oct-1 a Oct-2. OBF-1 má důležitou úlohu v rekombinaci genů 

lehkého řetězce (Casellas et al., 2002). Oct-2 je důležitým TF pro B buněčnou 

proliferaci po stimulaci LPS antigeny a vývoj CD5+ B buněk (Corcoran a Karvelas, 

1994).

IRF8 patří do rodiny IRF (interferon regulatory factors) je důležitý pro vývoj 

folikulárních a marginálních B buněk v germinálním centru (Klein et al., 2006). IRF8 

má DNA-vazebou doménu a s ostatními TF vytváří heterodimery (Lee et al., 2006).
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IRF8 reguluje expresi Bcl-6, Aicda (aktivací-indukovanou cytidin deaminázu) a Mdm2, 

který reguluje protein p53 (Zhou et al., 2009). Bcl6 blokuje expresi p53 a PDCD2 gen 

programované buněčné smrti (Baron et al., 2002).

STAT 5 (signal transducer and activator of transcription) je TF zapojený do 

procesu izotypového přesmyku IgH v závislosti na cytokinu IL-5. STAT5a a STAT5b 

jsou aktivované v centrocytech GC a jsou zapojené do izotypového přesmyku z izotypu 

Cμ na Cγ1 (Horikawa et al., 2001).

BATF (basic leucine zipper transcription factor ATF-like) je negativní regulátor 

AP1/ATF transkripční rodiny. BATF je zapojen do regulace AID a do procesu 

izotypového přesmyku (Ise et al., 2011).

Pro přežití a proliferaci paměťových B buněk (obr. 12) je důležitá negativní 

regulace TF Bcl-6 (Kuo et al., 2007). STAT5 a IRF4 přímo potlačuje funkci Bcl-6 

a umožňuje dělení a diferenciaci paměťových B buněk (Scheeren et al., 2000).

Paměťové B lymfocyty lze rozdělit na CD27+ a FcRL4+ (Fc receptor like) nebo FcRL-, 

protože každá skupina je regulována jinými TF (Ehrhardt et al., 2005). FcRL4 je 

inhibitor, člen rodiny transmembránových proteinů s imunomodulačním mechanismem. 

Jeho intracelulární doména obsahuje tyrozinový receptor. FcRL4 negativně reguluje 

BCR signalizaci (Ehrhardt et al., 2003). FcRL4+ B buňky lze nalézt v kostní dřeni, 

slezině, periferní krvi, intestinální tkáni a tonzilách, kde jsou regulovány pomocí TF 

Pax5, PU.1 a RUNX-2 TF. RUNX-2 TF je především hlavním regulátorem osteogeneze 

(Komori et al., 2005). U FcRL- paměťových B lymfocytů se uplatňují TF PAX5, PU.1 

a RUNX-1, který redukuje počet lymfocytů a podílí se na negativní regulaci 

lymfopoézy (Ehrhardt et al., 2005).

Pro vývoj plazmatických buněk (obr. 12) je důležitá negativní regulace Bcl6 

a Pax5 TF. Klíčovým regulátorem vývoje plazmatických buněk jsou TF Blimp-1, IRF-4 

a XBP-1 (Turner et al., 1994). Blimp-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein) 

přímo negativně reguluje transkripci Bcl-6 a všechny TF, které jsou zapojeny do BCR 

signalizace (Vasanwala et al., 2002). 

TF IRF-4 (interferon regulatory factor) je specifický pro svou regulační doménu, 

která je schopna interakce s PU.1 (Spi-B) TF (Brass et al., 1996). IRF-4 je exprimován 

v centrocytech, plazmablastech a plazmatických buňkách (Falini et al., 2000). 

V sekreční fázi se uplatňuje TF XBP-1 (X-box binding protein 1), jež se váže na 

specifické sekvence nazývané X-box, které se nachází též v regulační oblasti MHC II
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(Liou et al., 1990). Během časného B buněčného vývoje je exprese XBP-1 negativně 

regulována pomocí PAX5 TF (Reimold et al., 1996).

Obr. 12: Transkripční faktory v regulaci vývoje paměťových B a plazmatických buněk. Tangye 

a Tarlinton, 2009 (modifikováno)

II. 6 Imunoglobuliny

Protilátky (imunoglobuliny) představují důležitou součást nespecifické 

a adaptivní imunity (Brody et al., 1967). Existují ve dvou formách - solubilní 

a membránově vázané. Solubilní tzv. sérové imunoglobuliny rozeznávají antigeny, 

vážou se na ně, jejich funkcí je eliminovat antigeny v séru a tkáňových tekutinách 

(Janeway, 2005).

Membránově vázaná forma imunoglobulinu se nazývá B buněčný receptor 

(BCR) a je specifickým receptorem pro antigeny (Venkitaraman et al., 1991). Receptor 

B lymfocytů je komplex složený z dvou těžkých a dvou lehkých řetězců a dvou 

transmembránových signalizačních molekul CD79α a CD79β (Igα a Igβ) (Sanchez 

et al., 1993). Funkční BCR je klíčový pro další vývoj a diferenciaci B lymfocytů (Loder 

et al., 1999). Imunoglobuliny produkují plazmatické buňky, které cirkulují v periferní 

krvi nebo migrují do zánětlivých tkání a vážou se na antigeny, jimiž byly prvotně 

stimulovány během svého vývoje (Tarte et al., 2003).
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II. 6. 1 Struktura imunoglobulinu

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které se skládají z více řetězců - ze dvou 

těžkých (H) a dvou lehkých řetězců (L). Řetězce jsou navzájem spojeny disulfidickými 

můstky, a tím vytváří strukturu písmene Y (obr. 13), která zajišťuje schopnost protilátek 

vázat se na antigeny (Abbas, 2009).

Těžké řetězce (obr. 13) tvoří čtyři až pět domén, z nichž jsou tři až čtyři domény 

konstantní CH a jedna variabilní VH. Typ těžkého řetězce určuje izotop imunoglobulinu. 

Konstantní domény jsou u různých izotypů protilátek odlišné konkrétně Cμ pro IgM, 

Cα1 a Cα2 pro IgA1 a IgA2, Cγ1- Cγ4 pro IgG1-IgG4, Cδ pro IgD a Cε pro IgE izotyp. 

Počet konstantních domén těžkých řetězců je u různých protilátek odlišný. Protilátky 

IgG, IgA a IgD mají tři konstantní domény a ostatní izotypy (IgE a IgM) čtyři domény. 

Molekuly sekretovaných protilátek IgA a IgM tvoří polymery, které jsou vzájemně 

spojené J řetězcem. IgA tvoří dva monomery a IgM až pět monomerů (viz kapitolu 

II. 5. 4, Male, 2006). Molekulová hmotnost těžkého řetězce je 50 až 70 kDa. Lehký 

řetězec má molekulovou hmotnost 25 kDa a má pouze jednu variabilní VL a jednu 

konstantní CL doménu (Janeway, 2005). Existují dva typy lehkých řetězců, κ a λ. 60% 

lehkých řetězců exprimuje řetězec κ a 40% řetězec λ. V jedné imunoglobulinové 

molekule se mohou nacházet řetězce pouze jednoho typu (Male, 2006).

N-koncové části (NH2) těžkých a lehkých řetězců imunoglobulinů obsahují 

variabilní úsek (VH a VL oblast), který je důležitý pro samotnou interakci s antigenem 

(obr. 14; Abbas, 2009). Tato část se u různých imunoglobulinů sekretovaných 

plazmatickými buňkami odlišuje ve své primární struktuře, proto se nazývá 

(hyper)variabilní oblast a obsahuje sekvenci 110 aminokyselin (Furukawa et al., 1999).

Konstantní část, C-koncová (COOH), je ve své primární struktuře podobná 

u různých izotypů imunoglobulinů. Sérové Ig obsahují v této oblasti úsek 20 

hydrofilních aminokyselin (Silverton et al., 1977). Propojení N-koncové části těžkých 

řetězců s konstantní oblastí je tvořeno pantovou oblastí, která zajišťuje molekule 

flexibilitu (Canfield a Morrison, 1991).
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Obr. 13: Struktura imunoglobulinu. Kalsi et al., 1999 (modifikováno)

Obr. 14: Prostorové uspořádání lehkého řetězce. Male, 2006 (modifikováno)

V lidském genomu jsou geny kódující lehké i těžké řetězce imunoglobulinů 

uspořádány ve formě genových segmentů (Togenawa et al., 1983). Těžký řetězec kódují 

genové segmenty na chromozomu 14. Genové segmenty pro lehký κ řetězec se nachází 

na chromozomu 2 a segmenty pro lehký λ řetězec na chromozomu 22 (Male, 2006).

Variabilní oblast imunoglobulinů je tvořena variabilní částí těžkého a lehkého 

řetězce (Chothia a Lesk, 1987). Variabilní část kódují segmenty V (variability), 

D (diversity), J (joining) a konstantní část kódují segmenty C (constant) (Early et al., 

1980). Variabilní oblast lehkých řetězců neobsahuje D segment a má rozdílný počet 

genových segmentů (Corbett et al., 1997). Během časného vývoje B lymfocytu v kostní 

dřeni dochází k funkčnímu přeskupení genových segmentů VH-DH-JH těžkého a VL - JL

lehkého řetězce tzv. somatickou rekombinací. Výběr segmentů je náhodný a do mRNA

sekvence je přepsán pouze jeden segment od každého typu (Ivanov et al., 2005).
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DNA sekvence pluripotentní kmenové buňky obsahuje 100 VH segmentů, které 

se dělí na 7 rodin, 50 DH (též 7 rodin), 9 JH (6 rodin), 9 CH (dělí se ještě dle izotypu 

imunoglobulinu) segmentů (Matsuda et al., 1998). Počet a typ použitých specifických 

VH a Vκ genových segmentů v imunoglobulinové molekule poukazuje na pozitivní 

nebo negativní selekci ve vývoji B lymfocytu po setkání s antigenem (Brezinscheck

et al., 1995). Největší zastoupení VH segmentů má VH3 rodina využívaná až u 60 % 

periferních B lymfocytů (Dörner et al., 1999). Například u Vλ genových segmentů 

nebyla nalezena negativní selekce (Dörner et al., 1997).

Na základě sekvenční analýzy různých izotypů protilátek bylo nalezeno šest

oblastí - tři z variabilní oblasti lehkého a tři z variabilní oblasti těžkého řetězce, které 

tvoří vazebné místo pro antigeny a nazývají se oblasti CDR (complementarity region) 

(Wu a Kabat, 1970). Tyto oblasti jsou odděleny úseky FR (framework) tvořící 

podpůrnou oblast pro variabilní domény. CDR oblasti těžkých řetězců se označují 

CDR-H1, -H2, -H3 a lehkých řetězců CDR-L1, -L2, -L3. Genový segment V kóduje oblasti 

CDR-H1, -H2, -L1 a -L2 (obr. 15, Ivanov et al., 2005). 

Obr. 15: Rozmístění CDR a FR oblastí. Bende et al., 2003 (modifikováno)

Během přeskupení genů variabilní oblasti těžkého a lehkého řetězce imunoglobulinů 

dochází k tvorbě CDR- H3 a -L3 de novo. CDR3 oblast je tvořena 3’ - koncem VH

genových segmentů, celou DH oblastí a 5’- koncem JH segmentů (Schröder et al., 1998).

Tvorba funkční CDR3 oblasti (obr. 16) začíná u časného vývoje na úrovni progenitoru 

B lymfocytu a lze ji blíže charakterizovat délkou, složením aminokyselin, nábojem 

a strukturou (hyper)variabilní kličky (Ivanov et al., 2005). Délka variabilní domény

lehkého řetězce je 9 aminokyselin a těžkého řetězce 13 aminokyselin, přičemž VH je 

delší kvůli nutnosti párování s VL. Stejná délka CDR3 oblasti a aminokyselinové 

složení poukazuje na populaci B lymfocytů, která byla během svého vývoje 

stimulována stejným antigenem (Brezinschek et al., 1997). CDR3 oblast je vysoce 

variabilní díky vysoké mutační frekvenci (1x10-3 během jednoho somatického dělení) 

ve variabilní oblasti imunoglobulinů. Dále díky přítomnosti DH segmentů, N-adic nebo 

nukleotidových inzercí se zvyšuje diverzita celé CDR3 oblasti, která je důležitá pro 

rozeznávání a vázání různých antigenů (Sanz et al., 1991). 
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Obr. 16: CDR3 oblast. Ivanov et al., 2005 (modifikováno)

II. 6. 2 Charakteristika CDR3 oblasti fetálních B lymfocytů

Vývoj B lymfocytů začíná ve fetálních játrech z prekurzorů hematopoetických 

kmenových buněk. Stádium pre-B lymfocytu je detekovatelné již osmý týden

prenatálního vývoje (Solvason a Kearney, 1992). Ve variabilní oblasti imunoglobulinů 

byla nalezena specifická evoluční konzervace určitých VH rodin. Zejména preferenční 

využití VH3 rodiny (60%) se vyskytuje v ontogenezi imunitního systému všech 

obratlovců (Schröder et al., 1995).

Počáteční DH-JH přeskupení genů je zahájeno DhQ52 a JH6 genovým 

segmentem (Brezinschek et al., 1995). V druhém trimestru dochází k výběru hlavně 

proximálních genových segmentů během přeskupení genových segmentů (Schelonka

et al., 2010a). Genové segmenty D jsou důležité pro kompozici CDR3 oblasti 

a pravděpodobně též pro optimalizaci funkcí imunitního systému plodu (Souto-Carneiro 

et al., 2005). D genový segment je kratší u novorozence než u dospělého jedince, 

protože během rekombinace genových segmentů jsou využívány jen nejkratší 

D segmenty. CDR3 délka a D segment se prodlužuje během diferenciace B lymfocytu 

(Schelonka et al., 2010a). Diverzita CDR 3 oblasti je u plodu menší díky nižší frekvenci 

N-adic, způsobené sníženou aktivitou enzymu TdT (terminální deoxynukleotidyl 

transferáza) a snížené regulaci RAG rekombináz (Schelonka et al., 2010b). 

Somatické mechanizmy využívané k pozitivní nebo negativní selekci

výsledného repertoáru přeskupených genů mohou být u plodu potlačovány kvůli 

evolučně konzervovaným zárodečním sekvencím, a to i v případě, že vedou k vývoji 

autoreaktivních B lymfocytů (Ippolito et al., 2006). Funkce (auto)polyreaktivního 

repertoáru není zcela jasná. Autoreaktivní B lymfocyty jsou pravděpodobně zapojeny 

do procesu opsonizace a odstraňování apoptotických buněk produkovaných během 

remodelace a vývoje orgánů plodu (Hansen et al., 2002).
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II. 6. 3 Struktura BCR

Na povrchu B lymfocytů se nachází B lymfocytární receptor (BCR), který 

rozeznává a reaguje na antigenní podněty (obr. 17). Receptor je zakotven do 

cytoplazmatické membrány pomocí C-terminální části, která na rozdíl od sérových Ig 

obsahuje sekvenci 20 hydrofobních aminokyselin (Janeway, 2005). BCR je součástí 

komplexu složeného z dvou těžkých a dvou lehkých imunoglobulinových řetězců 

a signalizačních proteinů CD79α a CD79β (Igα a Igβ) (Sanchez et al., 1993).

CD79α a CD79β mají v cytoplazmě aktivační motivy ITAM (imunoreceptor tyrosine 

based activation motif) složené ze zbytků tyrozinu, které jsou po rozeznání antigenu 

fosforylovány intracelulárními kinázami. Extracelulární části signalizačních molekul 

(Igα a Igβ) jsou strukturou podobné imunoglobulinům (Williams et al., 1994).

Obr. 17: Struktura BCR. 
(Upraveno 

podle http://oregonstate.edu/instruct/bb451/winter12/lectures/immunesystoutline.html)

II. 6. 4 Izotypy imunoglobulinů

Existuje pět izotypů (tříd) protilátek - IgM, IgD, IgG (dále dělených na IgG1-

IgG4), IgA (se subtypy IgA1 a IgA2) a IgE které se liší strukturou (obr. 18), místem 

výskytu, mají různé fyzikálně-chemické vlastnosti a funkční aktivitu (viz příloha 

Tab. II). Každý izotyp je geneticky podmíněn separátním genem pro příslušnou 

konstantní oblast těžkého řetězce imunoglobulinu. Genové oblasti kódující konstantní 

části jednotlivých izotypů jsou seřazeny za sebou na úseku 14. chromozomu a to 

v pořadí Cμ, Cδ, Cγ3, Cγ1, Cα1, Cγ2, Cγ4, Cε a Cα2 (Cook et al., 1994). Těžké řetězce 

se nazývají μ, δ, γ, ε a α. Řetězec γ má ještě čtyři odlišné subtypy (γ1- γ4). Řetězec α má 

pouze dva subtypy (α1 a α2) (Male, 2006).
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Obr. 18: Izotypy imunoglobulinů. Janeway, 2005 (modifikováno) 

Imunoglobulin M existuje ve dvou strukturně odlišných formách. Na povrchu 

B lymfocytu je navázaný ve formě monomeru a je součástí BCR již od vývojového 

stádia naivního B lymfocytu (viz kapitolu II. 2.2.3). Sekretovaný IgM je většinou ve 

formě polymeru (pentamer nebo hexamer). Převažuje pentamerní forma, v níž se 

jednotlivé monomery spojují s pomocí J řetězce do kruhu cysteinovými můstky 

(Randall et al., 1992). IgM hexamer obsahuje šest monomerických jednotek, ale 

postrádá J řetězec. Kromě struktury mají polymerické IgM zcela odlišné funkce. IgM 

hexamer snadněji aktivuje komplement než pentamer (Randall et al., 1990).

Membránově vázaný IgM receptor je součástí komplexu složeného z dvou 

těžkých a dvou lehkých řetězců a dvou transmembránových signalizačních proteinů 

CD79α a CD79β (Igα a Igβ) (Sanchez et al., 1993). Po navázání antigenu na vazebné 

místo BCR jsou molekuly Igα a Igβ nezbytné pro regulaci signálů. V cytoplazmě jsou

Igα a Igβ asociovány s protein-tyrosin kinázami a spouští jednu z mnoha signalizačních 

kaskád. Proces signalizace přes BCR může vést ke změnám transkripce určitých genů, 

diferenciaci B lymfocytu na buňku plazmatickou a k sekreci rozpustných 

imunoglobulinů (Flaswinkel a Reth, 1994).

Protilátky IgM se nazývají též přirozenými protilátkami a nejčastěji se 

vyskytují v periferní krvi ještě před setkáním B lymfocytu s antigeny (Boes, 2000).

Přirozené protilátky se vyznačují nízkou afinitou k antigenům, většina je polyreaktivní 

a rozeznává vlastní a cizí antigeny (Portnoϊ et al., 1986). Po setkání s antigenem fungují 

jako efektorové protilátky eliminující patogeny mikroorganismů. Tvoří se ještě předtím, 

než B buňky projdou somatickou hypermutací a izotypovým přesmykem (Ochsenbein

et al., 1999). 

Imunoglobulin D se vyskytuje spolu s IgM na povrchu zralých B lymfocytů, 

které putují z kostní dřeně (Rowe et al., 1973). Funkce IgD je předmětem výzkumu již 

od doby jeho objevu v roce 1964 fyzikem Rowem a Faheyem (Rowe a Fahey, 1965).
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Povrchový IgD je zapojen do přenosu signálů po stimulaci BCR a tím je zapojen do 

regulace vývoje a diferenciace B lymfocytů. Význam současné exprese obou 

povrchových imunoglobulinů (tj. IgM a IgD) u zralých B lymfocytů není jasný (Kerr 

et al., 1991). Spolu s transmembránovým IgM má v cytoplazmatické části stejné 

aminokyselinové složení, ale reaguje na jiné signalizační molekuly. IgD je negativně 

regulován během zvýšené IgM signalizace při aktivaci nebo apoptόze buněk 

(Geisberger et al., 2003). Po rozeznání antigenu v sekundárních lymfatických orgánech 

dochází u zralého B lymfocytu k potlačení exprese povrchového IgD (Monroe et al., 

1983). Po izotypovém přesmyku nebo pomocí alternativního RNA sestřihu mohou 

exprimovat některé B lymfocyty opět izotyp IgD (Martincic et al., 2009). V periferní 

krvi cirkulující IgD+IgM- plazmablasty produkují IgD protilátky, které se mohou vázat 

na myeloidní buňky, jako jsou například bazofily. Bazofily jsou tím stimulovány 

k tvorbě prozánětlivých a antimikrobiálních faktorů, čímž se podílí na zánětlivé 

a vrozené imunitní odpovědi (Chen et al., 2009). IgD protilátky se vyskytují nejen 

v krvi, ale dále v sekretech slinných, slzných a prsních žláz (Fábián et al., 2012). 

Imunoglobulin G je sérovým izotypem zahrnujícím podtřídy IgG1, IgG2a, IgG2b, 

IgG3 a IgG4 (Morell et al., 1972). Tyto podtřídy se od sebe liší v aminokyselinovém 

a nukleotidovém složení konstantních částí těžkých řetězců, které jsou geneticky 

podmíněny (Natvig et al., 1967). Jednotlivé subtypy se liší také schopností aktivovat 

komplement. Komplement dobře aktivují IgG3 a IgG1, nejméně účinným aktivátorem 

komplementové dráhy je IgG4 (Male, 2006). IgG protilátky se váží s vysokou afinitou 

k antigenům, mikrobiálním toxinům a nejčastěji jsou uplatňovány 

v sekundárních imunitních odpovědích (Spiekermann et al., 2002). Proti virovým 

a bakteriálním antigenům se sice tvoří všechny izotypy protilátek, avšak IgG1 mezi nimi 

výrazně převažuje (Bruhns et al., 2009). IgG2 protilátky rozpoznávají polysacharidové 

antigeny (Hammarstrőm a Smith, 1983). Protilátky IgG3 a IgG1 se mohou vázat na Fc 

receptory fagocytů (Nimmerjahn et al., 2005). IgG je rovněž důležitý během fetálního 

vývoje člověka, neboť má schopnost prostupovat placentou a tím poskytuje 

vyvíjejícímu se plodu pasivní imunitní ochranu (Story et al., 1994).

Imunoglobulin A se vyskytuje ve formě dimeru jako sekreční IgA (sIgA) a ve 

formě multivalentní sérové IgA. Sekreční IgA je složený ze dvou monomerů spojených 

tzv. J řetězcem a sekrečním komponentou (Thompson et al., 1969). Existují dva izotypy 

IgA imunoglobulinů, IgA1 a IgA2, které se liší primární strukturou, kompozicí 

karbohydrátové skupiny a distribucí v těle (Kutteh et al., 1982). IgA1 se vyskytuje 
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hlavně v trávicím traktu a IgA2 v dýchací soustavě (Singh et al., 2009; Woof a Kerr, 

2006). Izotyp IgA1 má víc než 80% zastoupení v séru a 50 - 70% výskyt v produktech 

externích sekrečních žláz (Crago et al., 1983).

Hlavní funkcí sekrečních IgA protilátek je ochrana sliznic dýchacího, trávicího 

a urogenitálního systému. IgA protilátky hrají důležitou roli v slizniční imunitě. sIgA 

protilátky se vyskytují též v mateřském mléce, slzách, slinách a jsou aktivně 

transportovány přes epitel na povrch sliznic (Czerkinsky et al., 1987). Protilátky třídy 

IgA neutralizují mikrobiální, bakteriální toxiny a patogeny virů. Patří mezi opsonizující 

protilátky, ale neaktivují komplement (McGhee et al., 1989).

Imunoglobulin E se v periferní krvi vyskytuje v nejnižší koncentraci. Protilátky 

IgE se váží na vysokoafinní receptory pro Fc fragmenty IgE (FcεRI), které se nachází 

na povrchu žírných buněk a bazofilů (Coyle et al., 1996). IgE se mohou vázat též na 

nízkoafinní receptory eozinofilů, neutrofilů, trombocytů a lymfocytů (Janeway, 2005).

Pokud se naváže antigen na protilátku IgE, která je navázána na Fc receptor FcεRI, 

dojde k degranulaci žírných buněk a uvolnění cytoplazmatických granulí, které obsahují 

biologicky aktivní látky, například histamin. 

Protilátky IgE hrají negativní roli v imunopatologické atopické reakci, pokud 

IgE protilátky reagují s alergenem (Wilcock et al., 2006). Po opakovaném setkání 

imunitního systému s alergenem dochází k uvolňování mediátorů (hlavně histaminu 

a heparinu) ze žírných buněk, na nichž jsou navázány IgE protilátky (Vercelli et al., 

1989). Vazodilatační účinky sekretovaných látek způsobují různé projevy alergie, 

například spasmus hladkých svalů, sekreci hlenu a stimulaci nervových zakončení 

v kůži (Galli et al., 2008; Achatz-Straussberger et al., 2009).

IgE protilátky se též významně uplatňují v imunitní odpovědi proti 

mnohobuněčným parazitům a antibakteriální imunitě (Coyle et al., 1996).

II. 7 Humorální patologické stavy

V naší práci jsme prováděli analýzu imunoglobulinové exprese u dvou typů 

pacientů – s autoimunitními onemocněními a primárním variabilním imunodeficitem. 

V následujících podkapitolách shrnu základní poznatky o jednotlivých poruchách 

imunitního systému.
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II. 7. 1 Autoimunitní onemocnění

Při autoimunitních onemocněních dochází k defektu autotolerančních 

fyziologických mechanizmů imunitního systému během rozeznávání vlastních buněk 

a tkání. Porucha může vzniknout na centrální úrovni v thymu anebo v kostní dřeni. 

Na periferní úrovni během selhání mechanismů při eliminaci autoreaktivních buněk 

nebo během rozeznávání autoantigenů (Sinha et al., 1990). 

Onemocnění lze klasifikovat jako autoimunitní na základě Wittebského 

klasického kritéria tehdy, když je definován autoantigen a nemoc lze přenést na zvířecí 

model sérem nebo buňkami izolovanými z postiženého jedince (Wittebsky a Rose, 

1957). Avšak povahu autoantigenů nelze přesně stanovit u všech známých 

autoimunitních nemocí. Během patologické reakce imunitního systému dochází 

ke vzniku zánětu, který je charakteristickým rysem pro tento druh onemocnění a hraje 

hlavní roli během poškození tkání. Příčiny vzniku autoimunitních onemocnění jsou 

neznámé, vesměs jde o multifaktoriální nemoci, na jejichž vzniku se podílí kombinace 

faktorů vnějšího a vnitřního prostředí. Mezi faktory vnějšího prostředí patří stres, 

infekce, chemické a fyzikální vlivy. Mezi faktory vnitřní se řadí genetické (např. HLA 

alely, polymorfismy genů atd.) a hormonální faktory (Janeway, 2005).

Autoimunitní onemocnění lze rozdělit dle průběhu a výskytu onemocnění na 

systémová a orgánově specifická. Systémová autoimunitní onemocnění (např. 

systémový lupus erythematosus, Sjögrenův syndrom) se projevují patologickou 

imunitní reakcí proti strukturám jaderných, buněčných a orgánově nespecifických 

antigenů (Lyons et al., 2005). Na poškození tkání u orgánově specifických 

autoimunitních chorob (např. diabetes mellitus 1. typu, Hashimotova tyroiditida) se 

podílí autoprotilátky nebo autoreaktivní T lymfocyty poškozujících určitý orgán 

(slinivku, štítnou žlázu). Řada onemocnění má zcela odlišný průběh choroby a často je 

nelze jednoznačně zařadit do některé kategorie (Korganow et al., 1999).

II. 7. 1. 1 Přehled vybraných autoimunitních onemocnění

II. 7. 1. 1. 1 Systémový lupus erythematosus

Systémový lupus erythematosus (SLE) patří mezi systémová autoimunitní 

onemocnění s heterogenní klinickou manifestací. Onemocnění postihuje převážně ženy 

mezi 16.-50. rokem života. Mezi nejčastější projevy nemoci patří poškození ledvin, 

kůže, CNS, plic, pohybového aparátu, kardiovaskulární soustavy, krvetvorby 
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a imunitního systému, proto se SLE řadí jak do systémových tak do orgánově 

specifických autoimunitních chorob (López et al., 2003; Szanto et al., 2006). Klinický 

obraz onemocnění je daný různým stupněm poškození tkání a orgánů autoprotilátkami 

nebo lokalizací ukládání imunokomplexů do tkání, kde následně vzniká zánět (Szanto 

et al., 2006). Příčiny vzniku tohoto onemocnění jsou podmíněny z části geneticky. Mezi 

faktory genetické patří asociace SLE s: 

 HLA geny (např. HLA-DR2 – DRB1*1501, HLA-DR3 – DRB1*0301)

 non-HLA geny (např. IRF5, STAT4, PTPN22)

 geny pro Fcγ receptory (např. FCγRIIA, FcγRIIIA)

 polymorfismus v genech pro jednotlivé složky komplementu

(např. C1q, C2 a C4)

 polymorfismy v genech pro regulační proteiny účastníci se buněčné 

diferenciace, aktivace a funkce buněk imunitního systému (např. Ets1, Blimp1, 

BLK atd.)

 geny zapojenými do odstraňování imunokomplexů (např. kódující CR3 

receptor) 

(Truedsson et al., 2007; Sebastiani et al., 2003; Moser et al., 2009; Magnusson et al., 

2004; Han et al., 2009)

U pacientů se SLE lze nalézt řadu patologických funkcí imunitního systému. 

SLE je asociován se zvýšenou aktivitou B lymfocytů a nadprodukcí autoprotilátek např. 

proti nukleárním antigenům anti-dsDNA, anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B (Odendahl et al., 

2000). Ke zvýšené produkci autoprotilátek přispívá porucha odstraňování apoptotických 

buněk, které se pak stávají zdrojem autoantigenů, které jsou ve formě MHC molekul 

prezentovány B lymfocyty nebo dendritickými buňkami. Aktivací autoreaktivních CD4+

T lymfocytů dochází ke stimulaci B lymfocytů, které pak vyzrávají v plazmatické 

buňky sekretující IgG-autoprotilátky (Casciola-Rosen et al., 1994). 

Během fyziologických imunitních odpovědí dochází k odstraňování antigenů 

s navázanými protilátkami (tzv. imunokomplexů) fagocyty, komplementem nebo 

vazbou na FcR receptory. U pacientů se SLE byly nalezeny různé poruchy jednotlivých 

složek, které se na odstraňování imunokomplexů podílí. Ke hromadění imunokomplexů 

dochází často v ledvinách, kde následně vzniká zánět (Truedsson et al., 2007).

V regulaci zánětlivých imunitních odpovědí hrají důležitou úlohu cytokiny. 

Do patogeneze SLE přispívá porucha regulace produkce celé řady cytokinů např. IL-1, 
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IL-6, IL-10, IFN-α, TNF-α, IFN-γ atd. (Naka et al., 2002; Herrera-Esparza et al., 1998; 

Soforo et al., 2010).

U pacientů se SLE byly nalezeny změny distribuce jednotlivých B buněčných 

populací proti zdravým lidem. V periferní krvi pacientů se nachází vyšší množství 

autoreaktivních B lymfocytů, IgG+CD27+ paměťových B lymfocytů a plazmatických 

buněk (Jacobi et al., 2008; Odendahl et al. 2000) a nižší zastoupení populace naivních 

a IgM+IgD+CD27+ B buněk (Rodriguez-Bayona et al., 2010; Odendahl et al., 2000; 

Wehr et al., 2004).

II. 7. 1. 1. 2 Revmatoidní artritida

Revmatoidní artritida (RA) je systémové zánětlivé autoimunitní onemocnění 

s neznámou etiologií. Jedná o multifaktoriálně podmíněnou nemoc, kdy na vzniku RA 

se podílí genetická predispozice a faktory vnějšího prostředí. Jedním z hlavních 

klinických projevů RA je chronický zánět kloubů, které vede k rozvoji kloubní 

destrukce a deformitám. Mezi další mimokloubní projevy nemoci patří postižení 

krvetvorby, kardiovaskulární, pulmonální, lymfatické, kožní a neurologické soustavy. 

RA se vyskytuje u 1-2% populace a postihuje nejčastěji ženy (Arnett et al., 1988; Wiles 

et al., 1999). 

Příčiny vzniku tohoto onemocnění jsou podmíněny z části geneticky a k nim 

patří asociace RA s: 

 HLA-DR1 a HLA-DR4 alelami (např. DRB1*0401, DRB4*0401, 

DRB1*1402)

 non-HLA geny (např. TNFRSF11A gen, který kóduje aktivační receptor 

jaderného faktor NκB – RANK)

 polymorfismy v genech pro cytokiny a jejich receptory (promotor genu pro 

IL-10)

 geny pro expresi molekul CD80 a CD86

(Weyand et al., 1992; Jawaheer et al., 2003; Coakley et al., 1998)

Obecně platí, že v séru pacientů s RA lze nalézt různé autoprotilátky

vyskytující se též u ostatních autoimunitních onemocnění např. anti-perinukleární faktor

- APF, protilátky proti keratinu - AKA a protilátky proti filagrinu - AFA (Simon et al., 

1993; Masson-Bessiere et al., 2001). Mezi autoprotilátky specifické pro RA patří 

revmatoidní faktory – RF a protilátky proti proteinům obsahujícím citrulin - anti-CCP
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(Schellekens et al., 2000; Agrawal et al., 2007). RF je autoprotilátka (izotypu IgG, IgA 

nebo IgE), která je namířena proti Fc části vlastních imunoglobulínů a vyskytuje se 

u 80 % pacientů s RA (Franklin et al., 1957).

V důsledku zánětu u RA dojde v kloubní dutině k proliferaci a synoviální 

membrány, která je u zdravých lidí pouze dvouvrstevná. Z imunologického hlediska pak 

ke vzniku zánětu a destrukci kloubní chrupavky (viz obr. 19) přispívají makrofágy, 

aktivované T lymfocyty, dendritické buňky a B lymfocyty, které migrují do zánětlivého 

místa a produkují zde autoprotilátky. Zmnožení synoviální tkáně je provázeno aktivací 

endoteliálních buněk a neovaskularizací tkáně. Na ireverzibilním poškození tkáně 

v místě kloubního spojení kostí se podílí hlavně makrofágy, které produkují 

prozánětlivé cytokiny např. IL-6, IL-1, TNFα (Buchan et al., 1988; Hirano et al., 

1988). V místě zánětu se zvětšuje synoviální výstelka kloubu nad úroveň chrupavky 

tvořící útvar, který se nazývá pannus (obr. 19; Athanasou et al., 1988). Makrofágy 

v této oblasti produkují také řadu degradačních enzymů, které ničí přilehlou chrupavku 

a kost (Gotoh et al., 2004). V synoviální membráně kloubu se mohou nacházet útvary 

strukturně, buněčně a funkčně podobné germinálním centrům sekundárních 

lymfatických orgánů tzv. pseudogerminální (ektopická) centra (Souto-Carneiro et al., 

2000). Pseudogerminální centra vznikají na základě stimulace TH lymfocytů od 

B lymfocytů, které výsledně produkují prozánětlivé cytokiny a udržují zánětlivé 

prostředí (Schröder et al., 1996; Takemura et al., 2001).

Obr. 19: Porovnání kloubu zdravého jedince (vlevo) a pacienta s RA (vpravo). Feldmann et al., 

1996 (modifikováno)
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II. 7. 2 Imunodeficience

Jako imunodeficience jsou označovány stavy charakterizované zvýšenou 

náchylností k infekcím. Podle příčiny nemoci se dělí na primární a sekundární. Mezi 

primární imunodeficience se řadí vrozené poruchy genů kódujících proteiny 

uplatňujících se v obranných mechanismech imunitního systému. Sekundární 

imunodeficience jsou poruchy získané během života důsledkem působení vnějších 

a vnitřních faktorů. Dle postižené složky imunitního systému se dělí imunodeficience na 

poruchy antigenně specifické a nespecifické imunity (Conley et al., 1999).

II. 7. 2. 1 Běžná variabilní imunodeficience (CVID)

CVID je onemocnění, které patří mezi primární protilátkové imunodeficience. 

CVID s výskytem přibližně 1: 30 000 v evropské populaci se řadí mezi nejčastější 

imunodeficience (Conley et al., 1999). Onemocnění postihuje jak muže, tak ženy a bývá 

nejčastěji diagnostikováno mezi 13. až 30. rokem života. V některých rodinách se může 

CVID dědit autozomálně recesivně nebo autozomálně dominantně (Cunningham-

Rundles a Bodian, 1999).

Klinickým projevem nemoci jsou opakované bakteriální infekce hlavně 

respiračního aparátu způsobené bakteriemi Streptococcus pneumoniae a Haemophilus 

influenzae, intestinální infekce, dále též výskyt autoimunitní poruch (RA, SLE, 

vaskulitida) a lymfoproliferativních onemocnění (Martinéz Garcia et al., 2001; Chapel 

et al, 2008).

Příčiny vzniku tohoto onemocnění jsou podmíněny z části geneticky a k nim 

patří asociace CVID s: 

 HLA-DQ/DR, HLA-DQB1 a HLA-A alelami

 mutací v genech kódujících TACI (transmembránový aktivátor interagující 

s CAML)

 mutací v genech kódujících CD19 (diferenciační molekula B lymfocytů)

 mutací v genech kódujících ICOS (indukovatelná kostimulační molekula)

 mutací v genech kódujících BTK (Brutonova tyrosin-kináza)

 mutací v genech kódujících SH2D1A (SH2 stimulační doména pro 

T a B lymfocyty)

(Olerup et al., 1992; Poodt et al., 2009; Kaneganel et al., 2007; Salzer et al., 2004;

Weston et al., 2001; Eastwood et al., 2004)
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U pacientů s CVID lze nalézt řadu patologických funkcí imunitního systému. 

CVID je nemoc postihující produkci protilátek zejména IgG a IgA izotypu jako 

nejčastější hypogamaglobulinémie. Koncentrace IgM protilátek je často variabilní 

(Caballero et al., 1984). Počet B lymfocytů v periferní krvi je normální nebo snížený. 

V periferní krvi se mohou vyskytovat nezralé B buňky (Ferry et al., 2005). Někteří 

pacienti mohou mít narušený mechanizmus somatické hypermutace, afinitní maturace, 

B buněčné diferenciace, syntézy protilátek nebo vývoj paměťových B lymfocytů (Levy 

et al., 1998). U další skupiny pacientů může být nedostatečná aktivace B lymfocytů 

(nízká exprese CD86 molekuly) a narušená kooperace mezi T - B lymfocyty (Denz 

et al., 2000).
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III. Materiál

III. 1 Periferní krev

Na základě informovaného souhlasu byla odebrána a následně zpracována 

periferní krev čtyř pacientů s následujícími diagnózami: SLE, RA, 2x CVID a dvěma

zdravým jedincům (kontroly).

III. 2 Seznam použitých chemikálií a kitů

Acetát sodný (NaAc, 3M, pH 5,2) Sigma, St. Louis, USA

Agaróza Top-Bio, Praha, ČR

Azid sodný Sigma, St. Louis, USA

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystems, Foster City, USA

Kit, verze 1.1

BSA Serva, Heidelberg, Německo

DNA Molecular Weight Marker XIV Roche Diagn. GmBH, Manhein, Německo

dNTPs 10 mM                                        Sigma, St. Louis, USA

DTT 0.1 M                                           Roche Diagn. GmBH, Manhein, Německo

EB pufr                                           Qiagen GmBH, Hilden, Německo

Ethidium bromid Sigma, St. Louis, USA               

Etanol Penta, Chrudim, ČR

Ficoll-Paque Pharmacia, Uppsala, Švédsko

Izopropylalkohol Penta, Chrudim, ČR

Minerální olej Top-Bio, Praha, Czech Republic 

MgCl2 (25 mM) Roche Diagn. GmBH, Manhein, Německo

Oligo dT primer Promega Corporation, Madison, USA

PCR pufr 10x Roche Diagn. GmBH, Manhein, Německo

PCR H20 Top-Bio, Praha, ČR

PE – WASH buffer Qiagen GmBH, Hilden, Německo

Primery pro nested PCR (100Μm) Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

PrimeScript pufr 5x TaKaRa, Shiga, Japonsko

QG pufr Qiagen GmBH, Hilden, Německo

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmBH, Hilden, Německo

Reversní transkriptáza TaKaRa, Shiga, Japonsko
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RNasin plus RNase inhibitor Promega Corporation, Madison, USA

SLB Sigma, St. Louis, USA 

Spermidin 50 nM Roche Diagn. GmBH, Manhein, Německo

Taq polymeráza Roche Diagn. GmBH, Manhein, Německo 

Triton X-100 Serva, Heidelberg, Německo

Želatina Sigma, St. Louis, USA 

III. 3 Seznam monoklonálních protilátek

Monoclonal mouse anti-human CD27/Pacific Blue, LT27 klon (Exbio Praha a.s., 

Vestec, ČR)

Monoclonal mouse anti-CD38/Alexa Fluor 700, HIT2 klon (Exbio) 

Monoclonal mouse anti-CD20/PerCP, 2H7 klon (Exbio)

Monoclonal mouse anti-human IgM/FITC, G20-127 klon (BD Pharmingen, San Jose, 

USA)

Monoclonal mouse anti-CD21/APC, B-ly4 klon (BD Pharmingen) 

Monoclonal mouse anti-CD24/PE, ALP9 klon (Immunotech, Marseille, Francie)

Monoclonal mouse anti-CD19/PC7, klon J3 119 (Immunotech)

III. 4 Roztoky

1,5% agarózový gel s ethidium bromidem:

chemikálie množství koncentrace

agaróza 6 g 1,5%

1xTBE 400 ml -

ethidium bromid (1 µg/ml) 0,04  ml 0,01 µg/ml

5x TBE:

chemikálie množství koncentrace

Tris báze 54 g 450mM

kyselina boritá 27,5 g 450mM

0,5mM EDTA pH8 20 ml 10mM

H2O doplnit do 1000 ml -
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1x TBE:

200 ml 5x TBE + 800 ml H2O 

10x PBS:

chemikálie množství koncentrace

NaCl 80 g 1,37mM

KCl 2 g 0,027mM

Na2HPO4 . 12 H2O 29 g 0,081mM

KH2PO4 2 g 0,015mM

H2O doplnit do 1000 ml -

1x PBS:

10 ml 10x PBS + 90 ml H2O, pH 7,2-7,4

WSB:

chemikálie množství koncentrace

želatina 4 ml 0,18

azid sodný 1 g 0,1

1xPBS doplnit do 1000 ml -

III. 5 Přístroje a vybavení

Automatické pipety Gilson, Middleton, USA

Automatický dávkovač Eppendorf, Hamburg, Německo

Centrifuga Microfuge 18 Beckman Coulter, Fullerton, USA 

Centrifuga Alegra X-22R Beckman Coulter, Fullerton, USA

Destičky (96 - jamek) BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie

Elektroforéza Elchrom Scientifics, Scintilla, Švýcarsko

Elektroforetické vany se zdrojem Bio-Rad, Hercules, USA

Elektronická váha Sartorius AG, Gottingem, Německo

CD kamera s tiskárnou Uvitec, Cambridge, Anglie

Mikrocentrifuga Hermle Labortechnik, GmbH, Wehingen, 

Německo

Mikrozkumavky Eppendorf, Hamburg, Německo

Multikanálová pipeta Finnpipette, Vantan, Finsko
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PCR cykler Bio-Rad, Hercules, USA

Průtokový cytometr Becton, Dickinson and Company,

FACS Aria III. s třídícím modulem Franklin Lakes, USA

Latexové rukavice Hartmann-Rico, Bratislava, SR

Sekvenátor ABI PRISM 3130xl AME Bioscience, Toroed, Finsko

PCR stripy Eppendorf, Hamburg, Německo

Špičky k pipetám Gilson, Middleton, USA

UV transiluminátor Ultra-Lum, Claremont, Kanada

Vodní lázeň s termostatem Dittmann, Bytom, Polsko

Vortex Vortex V-1 plus, BioSan, Litva

Zkumavky 15 ml, 50 ml BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie
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IV. Metody

Periferní krev byla zpracována v laboratoři Imunopatologie a imunoterapie 

AV ČR, v.v.i. Další příprava buněčné suspenze byla prováděna v laboratořích Kliniky 

dětské hematologie a onkologie FN Motol v Praze. Třídění folikulárních buněk 

průtokovým cytometrem s třídícím modulem FACS Aria III. (Becton and Dickinson 

Company, USA) probíhalo rovněž v laboratořích Kliniky dětské hematologie 

a onkologie FN Motol. Periferní mononukleární buňky byly separovány pomocí 

centrifugace v hustotním gradientu Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Švédsko) 

a využity pro přípravu buněčné suspenze pro průtokovou cytometrii pro třídění 

studovaných populací pomocí průtokového cytometru se sortovacím modulem.

IV. 1 Zpracování periferní krve

Periferní krev (9 ml) byla odebrána do odběrových zkumavek s K2EDTA 

a naředěna 1x PBS (pH 7,2-7,4) v poměru 1:1. Směs byla navrstvena na 9 ml Ficollu 

v 50 ml zkumavce (BD Biosciences, Le Pont de Claix, Francie) a stočena na centrifuze 

při 400 g při 10°C po dobu 30 minut. Prstenec tvořený lymfocyty, monocyty 

a granulocyty (tzv. mononukleárními buňkami) byl odebrán do nové 50 ml zkumavky 

(BD Biosciences) a doplněn do 5 ml 1% albuminem (Calbiochem, San Diego, USA)

v 1x PBS. Zkumavka byla stočena na centrifuze při 190 g při 10°C po dobu 10 minut. 

Supernatant byl odlit, sediment resuspendován ve 4 ml 1% albuminu (Calbiochem) 

v 1x PBS a opět stočen na centrifuze. Supernatant byl odebrán a zbylý sediment 

o objemu asi 100 μl byl použit pro průtokovou cytometrii a třídění buněk.

IV. 2 Značení buněčné suspenze pro průtokovou cytometrii 

a sortování

Suspenze periferních mononukleárních buněk o objemu 100 μl byla po dobu 

15 minut inkubována ve tmě při teplotě 4°C s myšími monoklonálními protilátkami 

konjugovanými s fluorochromy proti povrchovým antigenům lidských B lymfocytů 

(viz Tab. 3). Na jeden vzorek byly použity protilátky anti-CD27 Pacific Blue, LT27 

clone (Exbio Praha a.s., Czech Republic); anti-human IgM FITC, G20-127 klon (BD 

Pharmingen, San Jose, USA); anti-CD24 PE, ALP9 klon (Immunotech, Marseille, 

France); anti-CD20 PerCP, 2H7 klon (Exbio); anti-CD19 PC7, klon J3 119 
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(Immunotech); anti-CD21 APC, B-ly4 klon (BD Pharmingen) a anti-CD38 Alexa 

Fluor 700, HIT2 klon (Exbio) o celkovém objemu 44 μl. 

Tab. 3: Monoklonální protilátky a fluorochromy pro značení populací B lymfocytů

Fluorochrom PacBlue FITC PE PerCP PC7 APC Alexa700

Protilátka CD27 Ex IgM CD24 CD20 CD19 CD21 CD38

Objem (ul/jamka) 2 10 10 5 5 10 2

Po inkubaci byla buněčná suspenze dvakrát promyta v 1x PBS (pH 7,2 – 7,4)

a stočena na centrifuze při 190x g při 10°C po dobu 10 minut. Suspenze byla po promytí 

dána do 100μl WSB roztoku. Měření frekvencí B buněčných populací a znázornění 

zkoumaných populací je znázorněno na obr. 20. Sortované B lymfocytární subpopulace 

folikulárních buněk (FO I a FO II) byly dále využity pro Ig- specifickou RT- PCR.

Obr. 20 Příklad sortování B lymfocytů pomocí průtokové cytometrie.

A. Výběr lymfocytů a monocytů (78,4 %) podle velikosti a granularity po měření forward 

a side scatteru (FSC / SSC). 

B. Výběr všech CD19+ B lymfocytů, které tvoří 91 % buněk z předchozího výběru.

C. Výběr CD27- B buněk (76,4 %) z CD19+ B buněk.

D. Výběr CD21+ B buněk (72,4 %) z CD19+CD27- B buněk.

E. Výběr IgM+ B buněk (32,7 %) z CD19+CD27-CD21+ B lymfocytů.
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F. Výběr CD38low (85,3 %) z CD19+CD27-CD21+IgM+ B buněk.

G. Výběr studovaných populací FO I: CD24+IgM+ (65,5 %) a FO II: CD24++IgM++ (20,2 %)

IV. 3 RT-PCR na úrovni jedné buňky

Jednotlivé B lymfocyty obou populací (FO I a FO II) byly pomocí průtokového 

cytometru s třídícím modulem (FACS Aria) vytříděny do 96-ti jamkových destiček (BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, Francie). Do každé jamky destičky, kde se nacházela 

jedna B buňka, bylo přidáno 50 μl lyzačního RT-PCR pufru, který má následující 

složení (Tab. 4): 

Tab. 4: Reakční směs pro RT-PCR

chemikálie objem (μl / jamka) koncentrace

H2O 29,5 -

0,1 M DTT 2,5 5mM

RNasin (40U/μl) 0,5 20U

50nM Spermidin 0,5 0,5nM

10μg  μl BSA 0,05 0,5μg

800ng/μl Oligo dT 0,45 400ng

10% Triton X 5 1%

5x RT PCR pufr 10 1x

10mM dNTPs 1 0,2mM

reverzní transkriptáza (TaKaRa) 0,5 -

Syntéza prvního vlákna cDNA byla zahájena podle mRNA templátu v cykleru 

(Bio-Rad, Hercules, USA) za následujících podmínek:

teplota čas (min)

42°C 60

4°C ∞

IV. 4 Amplifikace genů variabilních oblastí pro těžké řetězce 

imunoglobulinů

Přeskupené VHDHJH genové segmenty byly amplifikovány pomocí publikované 

dvoukrokové (nested) PCR (Ruzickova et al., 2002).
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IV. 4. 1 Amplifikace externími primery

Pro externí PCR byla použita směs primerů (Invitrogen Corporation, Carlsbad, 

USA) specifických pro signální sekvence variabilních genových segmentů (SVH1-

SVH6) spolu s jedním primerem specifickým pro konstantní oblast imunoglobulinových 

genů Mju pro IgM nebo Ga pro IgG (Küppers et al., 1993). Pro externí PCR 

s konečným objemem 80 μl byla připravena reakční směs (Tab. 5). 

SVH1 5 -́ CCA TGG ACT GGA CCT GGA - 3´
SVH2 5 -́ ATG GAC ACA CTT TGC TMC AC - 3´
SVH3 5 -́ CCA TGG AGT TTG GGC TGA GC - 3´
SVH4 5 -́ ATG AAA CAC CTG TGG TTC TT - 3´
SVH5 5 -́ ATG GGG TCA ACC GCC ATC CT - 3´
SVH6 5 -́ ATG TCT GTC TCC TTC CTC AT - 3´
Mju 5 -́ TCA GGA CTG ATG GGA AGC CC – 3´
Ga 5 -́ CAG GCC GCT GGT CAG AGC G - 3´

Tab. 5: Reakční směs pro externí PCR

objem (μl / jamka) konečná koncentrace 
concentrationH2O 52,98 -

25mM MgCl2 8 2,5 mM

100μM SVH1 0,56 0,7 μM
100μM SVH2 0,56 0,7 μM

100μM SVH3 0,56 0,7 μM
100μM SVH4 0,56 0,7 μM

100μM SVH5 0,56 0,7 μM
100μM SVH6 0,56 0,7 μM

100μM Mju/Ga 0,56 0,7 μM
10mM dNTPs 1,6 0,2 mM

10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Po rozpipetování objemu 75 μl do 96-ti jamkové destičky (BD Biosciences) 

bylo do každé jamky přidáno 5 μl cDNA a kapka minerálního oleje (Top-Bio, Praha, 

ČR). Amplifikační reakce probíhala v PCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v následujících krocích:
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počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1

95 7:00

50 1:00

72 1:30

35

94 1:00

50 0:30

72 1:30

1 4 ∞

IV. 4. 2 Amplifikace interními primery

Z každé externí PCR zvlášť pro izotyp IgM a IgG bylo provedeno šest interních 

PCR amplifikací pro každou VH rodinu samostatně s použitím specifického primeru pro 

FR1 oblast konkrétního VH genového segmentu kombinovaný s primery pro jednotlivé 

JH segmenty (Kűppers et al., 1993).

iVH1 FRI 5´- CCT CAG TGA AGG TYT CCT GCA AGG C - 3´
iVH2 FRI 5´- GTC CTG CGC TGG TGA AAC CCA CAS A - 3´
iVH3 FRI 5´- GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG - 3´
iVH4 FRI 5´- GAC CCT GTC CCT CAC CTG CRC TGT C - 3´
iVH5 FRI 5´- AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A - 3´
iVH6 FRI 5´- CTC ACT CAC CTG TGC CAT CTC CGG - 3´
iJH 1/3/4/5 5´- CGA CGG TGA CCA GGG TBC CYT GGC C - 3´
iJH 2,5              5´- CGA CAG TGA CCA GGG TGC AC GGC C - 3´
iJH6 5´- CGA CGG TGA CCG TGG TCC CTT GCC - 3´

Připravená reakční směs o celkovém objemu 80 μl (Tab. 6) byla rozpipetována 

po 75 μl postupně do 96-ti jamek na destičku (BD Biosciences).

Tab. 6: Reakční směs pro interní PCR

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace

H2O 54,98 -
25mM MgCl2 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM
100μM iVH primeru 0,48 0,6μM

100μM iJH 6 primeru 0,48 0,6μM
100μM iJH2/5 primeru 0,48 0,6μM
100μM iJH1/3/4/5 
primeru

0,48 0,6μM
10x PCR pufr 8 1x

Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Do každé jamky bylo přidáno 5 μl z externí PCR reakce a kapka minerálního oleje 

(Top-Bio). Amplifikační reakce probíhala v cykleru ( Bio-Rad) v následujících krocích:
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počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1

95 7:00

63 1:00

72 1:30

35

94 1:00

63 0:30

72 1:30

1 4 ∞

IV. 5 Sledování přítomnosti specifického PCR produktu

Přítomnost PCR produktu byla zjišťována pomocí elektroforézy v 1,5% 

agarózovém gelu. Navážená agaróza byla rozpuštěna v odpovídajícím množství 1xTBE 

a nechána projít varem. Poté byl přidán ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA) do 

konečné koncentrace 0,01 μg/ml a směs ponechána chladnout při pokojové teplotě. 

Připravená směs pro gel byla ještě před ztuhnutím nalita do nosiče na gel. Po ztuhnutí 

byl gel přenesen do elektroforetické vany (Bio-Rad) tak, aby byl zcela ponořen.

Do jamek bylo naneseno 20 μl PCR produktu s 5 μl SLB (Sigma Loading 

Buffer, Sigma). V každé řadě bylo aplikováno 5 μl velikostního standardu DNA 

Molecular Weight Marker (Roche, Indianapolis, USA). Separace probíhala po dobu 80 

minut při napětí 100 V. Přítomnost PCR produktu byla zjištěna pomocí transluminátoru 

(Ultra-Lum, Claremont, Canada) a vyfotografována kamerou (Uvitec, Cambridge, UK).

IV. 6 Purifikace PCR produktů

Purifikace PCR produktů z agarózového gelu byla provedena pomocí QIAquick 

Gel Extraction Kitu (Qiagen, Hilden, Německo). Pozitivní vzorky o celkovém množství 

60 μl (zbytek z předchozích kroků) byly purifikovány pomocí elektroforézy v 1,5% gelu 

v 1xTBE při napětí 100 V po dobu 80 min. Pro zamezení kontaminace PCR produktů 

byla při nanášení vzorků jedna jamka vynechána a ještě nanesen standart. Každý 

pozitivní proužek o velikosti cca 250 bp byl z gelu pomocí skalpelu vyříznut a vložen 

do předem označené sterilní 1,5 ml zkumavky. Do této zkumavky bylo přidáno 600 μl

QG pufru. Ve vodní lázni při 50°C byla zkumavka inkubována po dobu 10 min. tak, aby 

se gel zcela rozpustil. Po vyjmutí z vodní lázně bylo přidáno 200 μl isopropanolu 

(Penta, Chrudim, ČR) a směs dlouze promíchán na vortexu (JankeKunkel, Staufen, 

Německo). Část obsahu zkumavky byla přelita do jiné zkumavky na speciální kolonku 

s filtrem (column spin) a stočena na mikrocentrifuze (Beckman Coulter, Fullerton, 
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USA) při 11 000 g po 1 min. Po vyjmutí kolonky ze zkumavky byl obsah slit a dolit 

zbytek zkumavky. Zkumavka byla opět s kolonkou centrifugována při 11 000 g 1 min. 

Po vyjmutí kolonky byl obsah vylit. Na kolonku bylo naneseno 500 μl QG pufru 

a centrifugováno 11 000 g 1 min. Dále byl přidán PE Wash Pufr (750 μl) s etanolem 

(Penta). Při pokojové teplotě byli zkumavky inkubovány po dobu 5 min. Zkumavky 

byly centrifugovány 1 min. 11 000 g a obsah byl opět vylit. Další centrifugace 

zkumavek jen s kolonkami probíhala 11 000 g 1 min. Kolonky byly přeneseny do 

speciálních zkumavek, kde bylo na kolonku naneseno 30 μl EB pufru a nechaly se 

inkubovat po dobu 1 min. Poté byly centrifugovány 1 min při 18 000 g a následně byl 

získaný PCR produkt uchován pro sekvenování. 

IV. 7 Sekvenování PCR produktů

Pro sekvenaci PCR produktů byl použit Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

Kit verze 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Byla připravena reakční směs 

(Tab. 7), která byla rozpipetována do jamek destičky (BD Biosciences). 

Tab. 7: Reakční směs pro interní PCR

objem (μl / jamka)
Big Dye pufr 2
5' primer ředěný 1:20 specifický pro jednotlivou
iVH rodinu (iVH1-iVH6)

1

PCR produkt 7

Sekvenační reakce probíhala v cycleru (Bio-Rad) za následujících podmínek: 

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

34

96 0:10

45 0:05

60 4:00

1 4 ∞
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IV. 8 Precipitace sekvenačního produktu etanolem

Byla připravena precipitační směs (Tab. 8) o celkovém objemu 350 μl, která 

byla rozpipetována do 1,5ml zkumavek, kam bylo přidáno 10 μl sekvenačního 

produktu. 

Tab. 8: Směs pro precipitaci

objem (μl / jamka)

H2O 90

NaAc 10

100% etanol 250

Vzorek byl zvortexován a poté centrifugován 18 minut při 12 000 g. Supernatant 

byl slit a k sedimentu bylo přidáno 350 μl 70% etanolu (Penta). Vzorky byly stočeny 

na centrifuze při 12 000 g po dobu 8 minut. Etanol byl odsát pipetou a sediment nechán 

při pokojové teplotě vysušit. Po odpaření etanolu byly vzorky opět centrifugovány při 

12 000 g po dobu 8 minut. 

IV. 9 Sekvenování

Vzorky byly odeslány na sekvenaci do Střediska DNA Mikrobiologického 

ústavu AV ČR, v.v.i., kde byly analyzovány pomocí přístroje ABI Prism 3130xl 

(Applied Biosystems, Carlsbad, CA).

IV. 10 Analýza přeskupených genových segmentů 

Sekvence přeskupených VHDHJH genových segmentů byly porovnány se 

zárodečnými sekvencemi z V-BASE. Mutační frekvence (mf) byla vypočtena pomocí 

následujícího vzorce: mf (%) = n/ N x 100

(n = počet zaměněných nukleotidů ve VH oblasti, N = celková délka detekované VH

oblasti transkriptu).

Pomocí V-BASE bylo identifikováno využití jednotlivých VH, DH a JH genových 

segmentů v jednotlivých folikulárních buňkách. Dále byla zjištěna sekvence CDR1 až 

CDR3 oblastí a FR2 a FR3 oblastí. CDR3 oblast byla přeložena do aminokyselinové 

sekvence pomocí softwaru BioEdit verze 7.0.0 (Tom Hall, Carlsbad, USA), který je

dostupný na http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html. Mutace VH genových 
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segmentů mRNA transkriptů byli zjištěny porovnáním jednotlivých VH segmentů se 

zárodečnými segmenty z V-BASE, a tím byli určeny konkrétní typy mutací (záměnné 

vs. tiché).  

IV. 11 Statistická analýza dat

Pro statistické hodnocení získaných dat byli použiti statistické metody Fisherův 

exaktní test a neparametrický Mann-Whitney test pomocí GraphPad software, verze 3.1 

(GraphPad, San Diego, USA).

IV. 12 Amplifikace genů pro TdT a RAG aktivující geny 1 a 2

Pro amplifikaci jednotlivých genů pro terminální deoxynukleotidyltransferázy 

(TdT) a rekombinázy aktivující geny RAG1 a RAG2 pomocí nested PCR, byla použita 

směs specifických primerů (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) navržených podle 

Girschick et al., 2001 (Tab. 9).

Tab. 9: Sekvence použitých primerů pro TdT a RAG amplifikaci

RAG1 sense 5 -́ GAGCAAGGTACCTCAGCCAG -3´

RAG1 antisense 5 -́ AACAATGGCTGAGTTGGGAC-3´

RAG1 nested sense 5 -́ TTCTGCCCCAGATGAAATTC-3´

RAG1 nested antisense 5 -́ TGACCATCAGCCTTGTCCAG-3´

RAG2 exon 1a sense 5 -́ GCAGCCCCTCTGGCCTTC-3´

RAG2 exon 1b sense 5 -́ GCGGTCTCCAGACAAAAATC-3´

RAG2 antisense 5 -́ TTTCAGACTCCAAGCTGCCT-3´

RAG2 nested sense 5 -́ TCTCTGCAGATGGTAACAGTCAG-3´

RAG2 nested antisense 5 -́ AGCGAAGAGGAGGGAGGTAG-3´

TdT sense 5 -́ ACTTGAGCCCTCGGAAGAAG-3´

TdT antisense 5 -́ TTCCCTGCTCCTATGCATTC-3´

TdT nested sense 5 -́ ATGGCCTCCTCTCCTCAAGA-3´

TdT nested antisense 5 -́ CAAGACCTCACCGAAGTTCG-3´

IV. 12. 1 Amplifikace genů pro TdT

Pro amplifikaci genů TdT (terminální deoxynukleotidyltransferázy) byla 

provedena nested PCR. Pro externí PCR s konečným objemem 80 μl byla připravena 

reakční směs (Tab. 10). 
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Tab. 10: Reakční směs pro externí PCR pro TdT

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,78 -

25mM MgCl2 8 2,5mM
10mM dNTPs 1,6 0,2mM
100μM TdT primeru sense 
ssense

0,56 0,7μM
100μM TdT primeru antisense 0,56 0,7μM

10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Objem 75 μl byl pipetován do 96-ti jamkové destičky (BD Biosciences), kam 

bylo do každé jamky přidáno 5 μl cDNA a kapka minerálního oleje (Top-Bio, Praha, 

ČR). Amplifikační reakce probíhala v PCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v následujících krocích:

Z každé externí PCR byla provedena interní PCR amplifikace s použitím 

specifického primerů TdT nested sense a TdT nested antisense (sekvence primerů 

viz Tab. 9). Připravená reakční směs o celkovém objemu 80 μl (Tab. 11) byla 

rozpipetována po 75 μl postupně do 96-ti jamek na destičku (BD Biosciences).

Tab. 11: Reakční směs pro interní PCR pro TdT

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,94 -
25mM MgCl2 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM
100μM TdT primeru nested sense 
ssense

0,48 0,6μM
100μM TdT primeru nested antisense 
nnnestednesnest.antisense

0,48 0,6μM
10x PCR pufr 8 1x

Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1 95 7:00

35

94 1:00

60 0:30

72 1:30

1 72 5:00
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Do každé jamky bylo přidáno 5 μl z externí PCR reakce a kapka minerálního 

oleje (Top-Bio). Amplifikační reakce probíhala v cykleru (Bio-Rad) v následujících 

krocích:

IV. 12. 2 Amplifikace genů pro RAG1 

Pro amplifikaci genů pro rekombinázy aktivující geny RAG1 byla provedena 

nested PCR. Pro externí PCR s konečným objemem 80 μl byla připravena reakční směs 

(Tab. 12). 

Tab. 12: Reakční směs pro externí PCR pro RAG1

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,78 -

25mM MgCl2 8 2,5mM
10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100μM RAG1 primeru sense 0,56 0,7μM
100μM RAG1 primeru antisense 0,56 0,7μM

10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Objem 75 μl byl pipetován do 96-ti jamkové destičky (BD Biosciences), kam 

bylo do každé jamky přidáno 5 μl cDNA a kapka minerálního oleje (Top-Bio, Praha, 

ČR). Amplifikační reakce probíhala v PCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v následujících krocích:

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1 95 7:00

35

94 0:30

58 1:00

72 2:00

1 72 5:00

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1 95 7:00

35

94 1:00

60 0:30

72 2:00

1 72 5:00
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Z každé externí PCR byla provedena interní PCR amplifikace s použitím 

specifického primerů RAG1 nested sense a RAG1 nested antisense (sekvence primerů 

viz Tab. 9). Připravená reakční směs o celkovém objemu 80 μl (Tab. 13) byla 

rozpipetována po 75 μl postupně do 96-ti jamek na destičku (BD Biosciences).

Tab. 13: Reakční směs pro interní PCR pro RAG1

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,94 -
25mM MgCl2 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM
100μM RAG1 primeru nested sense 0,48 0,6μM
100μM RAG1 primeru nested antisense 
nnnestednesnest.antisense

0,48 0,6μM
10x PCR pufr 8 1x

Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Do každé jamky bylo přidáno 5 μl z externí PCR reakce a kapka minerálního 

oleje (Top-Bio). Amplifikační reakce probíhala v cykleru ( Bio-Rad) v následujících 

krocích:

IV. 12. 3 Amplifikace genů pro RAG2 

Pro amplifikaci genů pro rekombinázy aktivující geny RAG2 byla provedena 

nested PCR. Pro externí PCR s konečným objemem 80 μl byla připravena reakční směs 

(Tab. 14 a 15). Pro analýzu RAG2 exprese byli využity dva různé 5' primery pro exon 

1a a pro exon 1b (sekvence primerů viz Tab. 9). 

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1 95 7:00

35

94 1:00

60 0:30

72 2:00

1 72 5:00
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Tab. 14: Reakční směs pro externí PCR pro RAG2 exon 1a

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,78 -

25mM MgCl2 8 2,5mM
10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100μM RAG2 1a primeru sense 0,56 0,7μM
100μM RAG2 1a primeru antisense 0,56 0,7μM

10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Tab. 15: Reakční směs pro externí PCR pro RAG2 exon 1b

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,78 -
25mM MgCl2 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM
100μM RAG2 1b primeru sense 0,56 0,7μM

100μM RAG2 1b primeru antisense 0,56 0,7μM
10x PCR pufr 8 1x

Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Objem 75 μl byl pipetován do 96-ti jamkové destičky (BD Biosciences), kam 

bylo do každé jamky přidáno 5 μl cDNA a kapka minerálního oleje (Top-Bio, Praha, 

ČR). Amplifikační reakce probíhala v PCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v následujících krocích:

Z každé externí PCR byla provedena interní PCR amplifikace s použitím 

specifického primerů RAG2 nested sense a RAG2 nested antisense. Připravená reakční 

směs o celkovém objemu 80 μl (Tab. 16) byla rozpipetována po 75 μl postupně do 96-ti 

jamek na destičku (BD Biosciences).

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1 95 7:00

35

94 1:00

60 0:30

72 2:00

1 72 5:00
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Tab. 16: Reakční směs pro interní PCR pro RAG2

chemikálie objem (μl / jamka) konečná koncentrace
H2O 55,94 -

25mM MgCl2 8 2,5mM
10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100μM RAG2 primeru nested sense 0,48 0,6μM
100μM RAG2 primeru nested antisense 
nnnestednesnest.antisense

0,48 0,6μM

10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeráza (5U/μl) 0,5 2,5 U/jamka

Do každé jamky bylo přidáno 5 μl z externí PCR reakce a kapka minerálního 

oleje (Top-Bio). Amplifikační reakce probíhala v cykleru (Bio-Rad) v následujících 

krocích:

IV. 13 Sledování přítomnosti PCR produktů TdT, RAG1 a RAG2

Přítomnost PCR produktů byla zjišťována pomocí elektroforézy Origins 

Elchrom Scientifics (Elchrom Scientifics AG, Švýcarsko). Do jamek gelu Elchrom PCR 

Check IT Wide mini S-2x104L s EtB (koncentrace EtB 0,5 µg/ml) bylo naneseno 15 μl 

PCR produktu s 5 μl SLB (Sigma Loading Buffer, Sigma). V každé řadě bylo 

aplikováno 2,5 μl velikostního standardu DNA Molecular Weight Marker (Roche, 

Indianapolis, USA). Separace probíhala po dobu 20 minut při napětí 100 V a při teplotě 

19°C. Přítomnost PCR produktu byla zjištěna pomocí transluminátoru (Ultra-Lum, 

Claremont, Canada) a vyfotografována kamerou (Uvitec, Cambridge, UK).

počet cyklů teplota (°C) čas (min)

1 95 7:00

35

94 1:00

60 0:30

72 2:00

1 72 5:00
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V. Výsledky

V. 1 Analýza genů pro variabilní oblasti těžkých řetězců 

imunoglobulinů u FO I a FO II B buněk 

Pomocí průtokového cytometru se sortovacím modulem FACS Aria (Becton, 

Dickinson and Company) bylo pro analýzu vytříděno celkem 576 B lymfocytů. 

Zkoumané B lymfocyty byly rozděleny na základě imunofenotypu na FO I buňky 

CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24+IgM+ (celkem 288 buněk) a FO II B buňky 

CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++ (celkem 288 buněk). Analyzovány byly 

B buňky obou populací, které byly získány od dvou zdravých kontrol, od dvou pacientů 

s CVID, jednoho pacienta se SLE a jednoho s RA. U všech kontrol a pacientů bylo tedy 

hodnoceno individuálně 48 B buněk v rámci každé populace.

V. 1. 1 Distribuce transkriptů mRNA IgM a IgG izotypů

U obou zkoumaných populací FO I a FO II B buněk (celkem 48 v každé 

populaci) byla sledována exprese transkriptů izotypu IgM, izotypu IgG a současná 

exprese obou izotypů byla analyzována zvlášť u kontrol, pacientů s RA, SLE a CVID 

(Tab. 17). Během analýzy těchto populací byly objeveny také buňky se současnou 

expresí IgM a IgG mRNA (IgM+IgG; tab. 17 a tab. 18).

V rámci populace FO I buněk (obr. 21) bylo nalezeno u kontroly 1 (KO1) 

6 transkriptů (12,5 %) izotypu IgM, 15 (31,25 % ) izotypu IgG a v jednom případě 

současná produkce obou izotypů (2,08 %). U kontroly 2 (KO2) bylo nalezeno 

11 transkriptů (22,92 %) izotypu IgM, 7 (14,58 %) izotypu IgG a 3 buňky (6,25 %) 

s oběma izotypy. 

U prvního pacienta s CVID (CVID 1) byly nalezeny 2 (4,17 %) transkripty IgM 

izotypu. U druhého pacienta s CVID (CVID 2) bylo nalezeno celkem 7 transkriptů, 

z toho 3 (6,25 %) IgM izotypu a 4 (8,33 %) IgG izotypu, současná přítomnost IgM 

a IgG nebyla pozorována.

U SLE pacienta bylo detekováno 32 (66,67 %) transkriptů exprimujících izotyp 

IgM, 25 (52,08 %) transkriptů IgG a oba transkripty byly nalezeny u 19 buněk

(39,58 %). 

U pacienta s RA bylo nalezeno 14 (29,17 %) transkriptů IgM, 3 (6,25 %) 

transkripty IgG a 3 buňky (6,25 %) exprimující oba izotypy zároveň. 
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Pomocí Fisherova exaktního testu bylo zjištěno u kontroly 1 (KO1) signifikantně 

vyšší zastoupení IgG transkriptů oproti současné expresi obou izotypů (31,25 % vs. 

2,08; p=0,0002 a). U druhé kontroly (KO2) byla nalezena vyšší exprese transkriptů IgM 

izotypu oproti současné expresi obou izotypů IgM a IgG (22,92 % vs. 6,25 %; 

p=0,040b). 

U RA pacienta bylo zjištěno signifikantně vyšší zastoupení transkriptů IgM 

oproti IgG transkriptům (29,17 % vs. 6,25 %; p= 0,0062 c) a také oproti expresi obou 

izotypů zároveň (29,17 % vs. 6,25 %; p= 0,0062d). 

Obr. 21a: Frekvence IgM a IgG transkriptů u FO I buněk 

FO I buňky KO1 KO2 CVID1 CVID2 RA

IgM SLE p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 0,0005

IgG SLE x p=0,0002 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

IgM+IgG SLE p<0,0001 p=0,0002 p<0,0001 p<0,0001 p=0,0002

IgM RA x x p=0,0018 p=0,0062 x

x – bez statistické významnosti

Obr. 21b: Přehled hladin významností srovnávaných zastoupení jednotlivých IgM a IgG 

transkriptů
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Tab. 17: Počet a frekvence jednotlivých Ig transkriptů u FO I buněk

FO I buňky 
KO1
N (%)

KO2 
N (%)

CVID1
N (%)

CVID2 
N (%)

SLE 
N (%)

RA 
N (%)

IgM (%)
6

(12,50) a

11
(22,92) b

2
(4,17)

3
(6,25)

32
(66,67)

14
(29,17) cd

IgG (%)
15

(31,25)
7

(14,58)
0

4
(8,33)

25
(52,08)

3
(6,25) c

IgM+IgG (%)
1

(2,08) a

3
(6,25) b

0 0 19 (39,58)
3

(6,25) d
N=48

Pomocí Fisherova exaktního testu bylo dále zjištěno u pacienta SLE 

signifikantně vyšší zastoupení IgM transkriptů oproti IgM transkriptům u obou kontrol 

a obou pacientů CVID (66,67 % vs. 12,5 %; 66,67 % vs. 22,92 %; 66,67 % vs. 4,17 %; 

66,67 % vs. 6,25 %; ve všech případech p<0,0001). Dále bylo detekováno signifikantně 

vyšší zastoupení IgM transkriptů u SLE (66,67 %) oproti IgM transkriptům u RA 

(29,17 %), kdy p=0,0005. U pacienta SLE bylo také nalezeno vyšší zastoupení 

transkriptů IgG izotypu oproti pacientům CVID1 a CVID2 a RA (52,08 % vs. 0 %; 

52,08 % vs. 8,33 %; 52,08 % vs. 6,25 %; ve všech případech je p<0,0001). Statisticky 

významné je také porovnání exprese transkriptů IgG izotypu u SLE vs. KO2 (52,08 % 

vs. 14,58 %; p=0,0002). Porovnáním současné exprese transkriptů IgM spolu s IgG 

u SLE oproti pacientům CVID1, CVID2 a KO1 byla zjištěna statistická významnost 

(39,58 % vs. 0 %; 39,58 % vs. 2,08 %; p<0,0001). Vyšší zastoupení transkriptů obou 

izotypů u SLE bylo signifikantně významné oproti RA stejně jako u KO2 (39,58 % vs. 

6,25 % u obou případů; p=0,0002; shrnuto v obr. 21b).

U pacienta RA byla identifikována vyšší exprese IgM mRNA oproti pacientům 

CVID1 a CVID2 (29,17 % vs. 4,17 %; p=0,0018 a 29,17 % vs. 6,25 %; p=0,0062).

V rámci studia populace FO II buněk (obr. 22, Tab. 18) bylo nalezeno u KO1 

12 (25 %) transkriptů izotypu IgM, 36 (75 %) izotypu IgG a 9 (18,75 %) transkriptů 

exprimujících oba izotypy zároveň. U KO2 bylo zaznamenáno 36 (75 %) transkriptů 

izotypu IgM, 16 (33,33 %) izotypu IgG a v 15 případech produkce (31,25 %) obou 

izotypů. 

U pacienta s CVID (CVID 1) bylo nalezeno pouze 5 (10,42 %) transkriptů 

izotypu IgM. U druhého pacienta CVID 2 byl nalezen 1 transkript (2,08 %) izotypu 

IgM, dále 2 (6,25 %) IgG izotypu a opět 1 buňka (2,08 %) s expresí obou izotypů. 
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U SLE pacienta bylo identifikováno 35 (72,92 %) transkriptů exprimujících 

izotyp IgM a stejná byla i frekvence u IgG izotypu, oba transkripty zároveň byly 

exprimovány u 29 buněk (60,42 %). 

U RA pacienta bylo nalezeno 12 (25 %) transkriptů IgM, 10 (20,83 %) 

transkriptů IgG a 3 případy (6,25 %) exprese obou izotypů zároveň. 

Pomocí Fisherova exaktního testu bylo nalezeno u KO1 signifikantně vyšší 

zastoupení IgG transkriptů oproti transkriptům IgM a vyšší exprese IgM vůči současné 

produkci transkriptů obou izotypů (75 % vs. 25 %; p<0,0001a; 75 % vs. 

18,75 %; p<0,0001b). U druhé kontroly byl objeven vyšší výskyt transkriptů IgM 

izotypu oproti transkriptům IgM a oproti současné expresi izotypů IgM a IgG (75 % vs. 

33,33 %; 75 % vs 31,25 %; p<0,0001c+d u obou případů). U RA pacienta bylo nalezeno 

signifikantně vyšší zastoupení transkriptů IgM oproti současné expresi IgM a IgG 

transkriptů (20 % vs. 6,25 %; p= 0,0221e). 

Obr. 22a: Frekvence IgM a IgG transkriptů u FO II buněk 

FO II buňky KO1 KO2 CVID1 CVID2 RA

IgG KO1 x x p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

IgM KO2 x x p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

IgM SLE p<0,0001 x p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

IgG SLE x x p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

IgM+IgG SLE p<0,0001 x p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001

x – bez statistické významnosti

Obr. 22b: Přehled hladin významností srovnávaných zastoupení jednotlivých Ig transkriptů
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Tab. 18: Počet a frekvence jednotlivých Ig transkriptů u FO II buněk.

FO II 
buňky 

KO1
N (%)

KO2 
N (%)

CVID1
N (%)

CVID2 
N (%)

SLE 
N (%)

RA 
N (%)

IgM (%) 12 (25,00) a 36 (75,00) cd 5 (10,42) 1 (2,08) 35 (72,92) 12 (25,00) e

IgG (%) 36 (75,00) ab 16 (33,33) c 0 2 (4,17) 35 (72,92) 10 (20,83)

IgM+IgG 
(%) 9 (18,75) b 15 (31,25) d 0 1 (2,08) 29 (60,42) 3 (6,25) e

N=48

Pomocí Fisherova exaktního testu bylo statisticky prokázáno významně vyšší 

zastoupení transkriptů IgG izotypu u KO1 ve srovnání s expresí tohoto izotypu 

u CVID1, CVID2 a RA (75 % vs. 0 %; 75 % vs. 4,17 %; 75 % vs. 20,83 %; ve všech 

případech p=0,0001). U KO2 byla nalezena vyšší frekvence transkriptů IgM izotypu 

v porovnání s expresí tohoto izotypu u pacientů CVID1, CVID2 a RA (75 % vs. 

10,42 %; 75 % vs. 2,08 %; 75 % vs. 25 %; ve všech případech p<0,0001). 

U SLE pacienta bylo dále zjištěno signifikantně vyšší zastoupení IgM 

transkriptů oproti IgM transkriptům u KO1, pacientům CVID1 a CVID2 a také

významně vyšší než u RA (72,92 % vs. 25 %; 72,92 % vs. 10,42; 72,92 % vs. 2,08 %; 

72,92 % vs. 25 %; ve všech případech p<0,0001). U pacienta SLE bylo také nalezeno 

významně vyšší zastoupení transkriptů IgG izotypu v porovnání s pacienty CVID1 

a CVID2 a RA (72,92 % vs. 0 %; 72,92 % vs. 4,17 %; 72,92 % vs. 20,83 %; ve všech 

případech je p<0,0001).

Porovnáním současné exprese transkriptů IgM a IgG u SLE oproti KO1,

pacientům CVID1, CVID2, RA byla zjištěna jejich statisticky významně vyšší 

incidence (60,42 % vs. 18,75 %; 60,42 % vs. 0 %; 60,42 % vs. 2,08 %; 60,42 % vs. 

6,25 %; p<0,0001; shrnuto v obr. 22b).

Porovnáním exprese jednotlivých transkriptů mezi populacemi folikulárních 

buněk u KO1 (obr. 23) bylo nalezeno signifikantně vyšší zastoupení transkriptů IgG 

u FO II buněk oproti FO I buňkám (75 % vs. 31,25 %, p<0,0001a). Statisticky 

významné je také porovnání obou populací buněk exprimující IgM a IgG izotyp 

současně u KO1, kdy je opět vyšší frekvence koexprese těchto izotypů u FO II buněk 

(18,75 % vs. 2,08 %; p=0,0158b).

U KO2 (obr. 24) byla nalezena signifikantně vyšší exprese IgM transkriptů 

u FO II populace oproti FO I populaci (75 % vs. 22,92 %; p<0,0001c). Byla detekována 
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také významně vyšší současná produkce IgM a IgG transkriptů u FO II buněk oproti 

FO I buňkám (31,25 % vs. 6,25 %; p=0,0032 d).

Obr. 23: Porovnáním exprese jednotlivých Ig transkriptů mezi populacemi FO B u KO1

Obr. 24: Porovnání exprese jednotlivých Ig transkriptů mezi populacemi FO B u KO2

V. 2 Analýza VHDHJH přeskupení v transkriptech IgM a IgG izotypu 

V. 2. 1 Distribuce jednotlivých VH rodin

Použití a distribuce VH genových segmentů ve VHDHJH přestavbách byly 

studovány u jednotlivých B lymfocytů kontrol (KO1 a KO2) a pacientů (CVID1, 

CVID2, SLE a RA). Analýza frekvencí využití jednotlivých VH rodin u studovaných 

populací FO I a FO II buněk odhalila vyšší výskyt neobvyklých VH rodin jako jsou 

VH1, VH2 a VH6, které v periferních B lymfocytech u zdravých dospělých lidí 

nebývají vůbec popisovány (obr. 25-30). 
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V IgM transkriptech buněk z FO I a FO II populace u KO1 (obr. 25, Tab. 19) byly 

zaznamenány následující frekvence VH rodin: VH2 (10,42 % u FO I a 6,25 % u FO II), VH5 

(2,08 % u FO I a 10,42 % u FO II) a VH6 (4,17 % u FO I a 12,5 % u FO II). 

U těchto populací nebyly nalezeny žádné VH1, VH3 a VH4 rodiny. Dále u KO1 byly 

zaznamenány u FO I a FO II B lymfocytů exprimujících izotyp IgG všechny VH genové 

rodiny: VH1 (10,42 % u FO I; 25 % u FO II), VH2 (10,42 % u FO I; 47,92 % u FO II), 

VH3 (4,17 % u FO I; 43,75 % u FO II), VH4 (4,17 % u FO I; 16,67 % u FO II), 

VH5 (2,08 % u FO I; 10,42 % u FO II) a VH6 (16,67 % u FO I; 31,25 % u FO II).

Tab. 19: Počet a frekvence VH rodin u KO1

KO 1 IgM IgG

buňky
FO I 
N (%)

FO II
N (%)

FO I 
N (%)

FO II 
N (%)

VH1 0 0 5 (10,42) 12 (25,00)

VH2 5 (10,42) 3 (6,25) b 5 (10,42) a 23 (47,92) a b

VH3 0 0 2 (4,17) c 21 (43,75) c

VH4 0 0 e 2 (4,17) d 8 (16,67) de

VH5 1(2,08) 5 (10,42) 1 (2,08) 5 (10,42)

VH6 2 (4,17) 6 (12,5) 8 (16,67) f 15 (31,25) f

N=48

Obr. 25: Frekvence VH rodin u KO1

Pomocí Fisherova exaktního testu bylo zjištěno statisticky významně vyšší 

zastoupení segmentů rodiny VH2 v buňkách populace FO II oproti B lymfocytům FO I 

populace v rámci exprese IgG izotypu (47,92 % vs. 10,42 %; p<0,0001a) a ve srovnání 

s FO II populací nesoucí IgM izotyp (47,92 % vs. 6,25 %; p<0,0001b) . U rodiny VH3 
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byly nalezeny významné rozdíly u populace FO II buněk exprimující IgG izotyp 

oproti FO I buňkám (43,75 % vs. 4,17 %; p<0,0001 c). U rodiny VH4 byly zaznamenány 

rozdíly u populace FO II buněk exprimující IgG izotyp oproti B buňkám nesoucích IgM 

(16,67 % vs. 4,17 %; p=0,0057d) a ve srovnání s FO II populací nesoucí IgM izotyp 

(16,67 % vs. 0 %; p=0,0466e). Statisticky významné bylo vyšší zastoupení segmentů 

rodiny VH6 v buňkách populace FO II u transkriptů IgG izotypů oproti populaci FO I 

buněk v rámci exprese stejného izotypu (31,25 % vs. 16,67 %; p=0,0466f).

V buňkách obou sledovaných populací u KO2 byly přítomny všechny 

VH rodiny. S vyšší frekvencí byly exprimovány transkripty s IgM (obr. 26; Tab. 20). 

U FO I B buněk nebyly zaznamenány transkripty exprimující IgG izotyp u VH1, VH2 

a VH3 rodin. 

VH1 rodiny byly nalezeny u 2 ze 48 (4,17 %) transkriptů IgM izotypu u FO I B 

buněk a 6 ze 48(12,5 %) transkriptů u FO II populace. U B lymfocytů FO II populace se 

vyskytoval izotyp IgG u 4 transkriptů ze 48 (8,33 %). 

Rodina VH2 se vyskytovala u FO I B buněk u 2 transkriptů ze 48 (4,17 %) 

IgM izotypu a u populace FO II až u 24 ze 48 (50 %) transkriptů. U FO II populace byla 

zaznamenána tato rodina u buněk exprimujících IgG izotyp pouze u 1 transkriptu ze 48 

(2,08 %). 

U VH3 rodiny bylo nalezeno 6 transkriptů ze 48 produkujících IgM izotyp u 

FO I B buněk a u FO II B buněk byl tento počet 7 ze 48 (14,58 %). FO II B buněčné 

populace produkovaly IgG izotyp u 10 transkriptů ze 48 (20,83 %). 

VH4 rodina byla zjištěna u 7 ze 48 (14,58 %) FO II B buněk, které produkovaly 

pouze transkripty s IgM izotypem. Exprese izotypu IgG byla zaznamenána 

u 4 transkriptů ze 48 (8,33 %) FO I a u 6 (12,5 %) ze 48 FO II B buněk. 

VH5 rodina byla nalezena pouze u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %) IgM izotypu 

u FO I populace. Vyšší exprese se vyskytovala u FO II buněk IgM izotypu, celkem u 

7 ze 48 transkriptů (14,58 %). Rodina VH5 byla detekována u 3 transkriptů ze 48 

(6,25 %) FO I buněk exprimujících IgG izotyp. 

VH6 rodina byla zjištěna u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %) ve stejné frekvenci u 

FO I a FO II B buněk u IgG izotypu, totéž jako u FO I B buněčné populace u IgM 

exprese. U FO II populace byla zaznamenána exprese IgM izotypu u 16 transkriptů ze 

48 (33,33 %) buněk. 

Pomocí Fisherova exaktního testu bylo zjištěno statisticky významně vyšší 

zastoupení segmentů rodiny VH2 v buňkách populace FO II oproti B lymfocytům 
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populace FO I v rámci exprese IgM izotypu (50 % vs. 4,17 %; p<0,0001a). Významně 

vyšší byla exprese IgM u FO II buněk oproti FO II buňkám exprimujícím IgG izotyp 

(50 % vs. 2,08 %; p<0,0001b). 

U rodiny VH3 byly nalezeny významné rozdíly u populace FO II buněk 

exprimující IgG izotyp oproti FO I B buňkám (20,83 % vs. 0 %; p=0,0012c). U rodiny 

VH4 byly zjištěny rozdíly u populace FO II buněk exprimující IgM izotyp v porovnání 

s populací FO I buněk (14,58 % vs. 0 %; p=0,0124d). 

U VH5 rodiny bylo objeveno vyšší zastoupení IgM izotypu u FO II B buněk než 

u FO I populace (14,58 % vs. 2,08 %; p=0,0195e). 

Porovnáním exprese jednotlivých izotypů (IgG a IgM) u FO II populace byla 

nalezena vyšší exprese izotypu IgM (6,25 % vs. 0 %; p=0,0124f). Statisticky významné 

je vyšší zastoupení transkriptů rodiny VH6 v buňkách populace FO II u IgM izotypů 

v porovnání s populací FO I B buněk (33,33 % vs. 2,08 %; p=0,0124g). 

Dále u VH6 rodiny v rámci FO II B populace byla zaznamenána vyšší exprese 

IgM izotypu než IgG (33,33 % vs. 2,08 %; p<0,0001h). 

Tab. 20: Počet a frekvence VH rodin u KO2

KO II IgM IgG

buňky
FO I
N (%)

FO II
N (%)

FO I
N (%)

FO II
N (%)

VH1 2 (4,17) 6 (12,5) 0 4 (8,33)

VH2 2 (4,17)a 24 (50,0) ab 0 1 (2,08) b

VH3 6 (12,5) 7 (14,58) 0 c 10 (20,83) c

VH4 0 d 7 (14,58) d 4 (8,33) 6 (12,5)

VH5 1 (2,08) e 7 (14,58)e 3 (6,25) f 0 f

VH6 1 (2,08) g 16 (33,33)gh 1 (2,08) 1 (2,08) h

N=48
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Obr. 26: Frekvence VH rodin u KO2

U pacienta CVID1 byly u transkriptů IgM izotypů FO I a FO II B buněk 

zastoupeny pouze rodiny VH1, VH3 a VH6 (obr. 27, Tab. 21). VH1 a V H3 rodina byla 

nalezena pouze u 1 transkriptu IgM izotypu (2,08 %) u FO I populace. 

U FO II B buněk byla VH1 rodina přítomna u 3 transkriptů ze 48 (6,25 %), VH3 rodina 

u 2 ze 48 (4,17 %) a VH6 rodina pouze u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %).

Tab. 21: Počet a frekvence VH rodin u CVID1

CVID1 IgM IgG

buňky
FO I
N (%)

FO II
N (%)

FO I
N (%)

FO II
N (%)

VH1 1 (2,08) 3 (6,25) 0 0

VH2 0 0 0 0

VH3 1 (2,08) 2 (4,17) 0 0

VH4 0 0 0 0

VH5 0 0 0 0

VH6 0 1 (2,08) 0 0
N=48
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Obr. 27: Frekvence VH rodin u CVID1

U druhého CVID pacienta byly opět s nízkou frekvencí nalezeny rodiny VH2, 

VH3, V H5 a VH6 v populaci FO I a FO II B lymfocytů (obr. 26, Tab. 22). U těchto 

buněk nebyla VH1 aVH4 rodina přítomna.

VH2 rodina byla zaznamenána u IgM a IgG transkriptů obou zkoumaných 

populací ve všech případech pouze u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %). 

Rodina VH3 byla nalezena pouze u 2 transkriptů IgG izotypu ze 48 buněk FO I 

populace (4,17 %). 

VH5 rodina byla přítomna u 2 transkriptů IgM u FO I buněk a VH6 rodina pouze 

u 1 transkriptu IgG izotypu (2,08 %) z celkového počtu (48) FO II buněk.

Tab. 22: Počet a frekvence VH rodin u CVID2

CVID 2 IgM IgG

buňky
FO I
N (%)

FO II
N (%)

FO I
N (%)

FO II
N (%)

VH1 0 0 0 0

VH2 1 (2,08) 1 (2,08) 1 (2,08) 1 (2,08)

VH3 0 0 2 (4,17) 0

VH4 0 0 0 0

VH5 2 (4,17) 0 0 0

VH6 0 0 0 1 (2,08)
N=48
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Obr. 28: Frekvence VH rodin u CVID 2

U RA pacienta byly v B lymfocytech obou populací objeveny VH segmenty 

všech rodin kromě VH4 (obr. 29, tab. 23). 

U rodiny V H1 nebyly nalezeny transkripty IgG izotypu. Byly přítomny pouze 

IgM transkripty a to u 6 transkriptů (12,5 %) FOI a 5 transkriptů u FO II buněk (10,42 

%) z celkové populace. 

U VH2 rodiny byly zaznamenány 2 transkripty (4,17 %) ze 48 FO I lymfocytů 

IgM izotypu. Přítomnost 1 transkriptu IgG ze 48 (2,08 %) byla nalezena jak u FO I tak u 

FO II buněk. 

Výskyt VH3 rodiny byl zaznamenán u IgM izotypu u 1 transkriptu (2,08 %) 

patřícího do populace FO I buněk a také u FO II. IgG izotypy u VH3 rodiny nebyly 

v rámci obou populací detekovány vůbec. 

VH5 rodina byla zjištěna u IgM izotypu u 5 ze 48 (10,42 %) transkriptů FO I 

a 3 transkriptů ze 48 (6,25 %) u FO II populace. FO II buňky exprimovaly pouze IgG 

izotyp u 9 transkriptů ze 48 (18,75 %). 

VH6 rodina byla zaznamenána u 3 transkriptů (6,25 %) FO II B lymfocytů 

izotypu IgM a u IgG pouze u 2 transkriptů (4,17 %) ze 48 buněk FO I populace. 

Statisticky významně vyšší zastoupení segmentů rodiny VH1 bylo prokázáno 

u IgM izotypu v buňkách populace FO I oproti B lymfocytům populace FO II (12,5 % 

vs. 0 %; p=0,0265a). 

V buňkách populace FO II u rodiny VH5 byla nalezena vyšší frekvence IgG 

izotypu oproti FO I B lymfocytům, které exprimovaly stejný izotyp (18,75 % vs. 0 %; 

p=0,0026 b). 



83

Tab. 23: Počet a frekvence VH rodin u RA

RA IgM IgG

buňky
FO I
N (%)

FO II
N (%)

FO I
N (%)

FO II
N (%)

VH1 6 (12,5)a 5 (10,42) 0 a 0

VH2 2 (4,17) 0 1 (2,08) 1 (2,08)

VH3 1 (2,08) 1 (2,08) 0 0

VH4 0 0 0 0

VH5 5 (10,42) 3 (6,25) 0 b 9 (18,75) b

VH6 0 3 (6,25) 2 (4,17) 0

N=48

Obr. 29: Frekvence VH rodin u RA

U SLE pacienta byly v B lymfocytech obou zkoumaných populací zastoupeny 

všechny VH rodiny kromě VH4 u FO II buněk (obr. 30, tab. 24). V H1 rodina u FO I 

B lymfocytů nebyla také nalezena. Byly zaznamenány pouze transkripty IgM izotypu 

u FO II populace s frekvencí výskytu 8,33 % (4 transkripty ze 48). 

Rodina VH2 byla nalezena u IgM izotypu u 5 ze 48 (10,42 %) transkriptů 

v B lymfocytech populace FO I a 3 transkriptů ze 48 (6,25 %) u FOII B buněk. Pouze 

1 transkript ze 48 (2,08 %) IgG izotypu byl objeven u obou studovaných populací ve 

stejném zastoupení. U VH2 rodiny populace FO I buněk byl detekován u IgM izotypu 

1 transkript ze 48 (2,08 %) a totéž u FO II populace. 

U VH3 rodiny byla nalezena vyšší frekvence transkriptů IgM izotypu (20 ze 48; 

41,67 %) u FO I buněk než u FO II buněk (9 ze 48; 18,75 %). Byly zjištěny pouze 
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2 transkripty ze 48 (4,17 %) IgG u FO I a 14 (29,17 %) ze 48 FO II B buněk v rámci

VH3 rodiny. 

U VH4 rodiny byl nalezen pouze 1 transkript ze 48 (2,08 %) IgG izotypu 

u FO I buněk. 

Vyšší počet transkriptů izotypu IgM (30 ze 48; 62,5 %) byl zaznamenán u FO II 

populace než u FO I populace (8 ze 48; 16,67 %) u V H5 rodiny. Izotyp IgG byl 

exprimován u 18 buněk (37,5 %) ze 48 FO I populace a u 22 transkriptů ze 48 (45,83 

%) FO II populace. 

U VH6 rodiny byl nalezen vyšší počet transkriptů (16 ze 48) IgM u FO I buněk 

(33,33 %) než u FO II buněk (14 ze 48; 29,17 %). IgG izotyp byl zaznamenán u 13 

transkriptů ze 48 (27,08 %) FO I buněk a 12 (25 %) FO II B buněk. 

Statisticky významně vyšší zastoupení segmentů rodiny VH3 bylo prokázáno 

u IgG izotypu v buňkách populace FO I oproti B lymfocytům z populace FO II 

(29,17 % vs. 4,17 %; p=0,0018a). Statisticky byla potvrzena vyšší exprese IgM izotypu 

u FO I buněk oproti FO II B buňkám v rámci VH3 rodiny (41,67 % vs. 18,75 %; 

p=0,0253b). U VH5 rodiny bylo statisticky významné porovnání FO II B buněk IgM 

transkriptů oproti FO I populaci (62,5 % vs. 16,67 %; p<0,0001c). U FO I B buněčné 

populace byla nalezena významně vyšší frekvence transkriptů IgG izotypu než IgM 

(37,5 % vs. 16,67 %, p=0,0376d).

Tab. 24: Počet a frekvence VH rodin u SLE

SLE IgM IgG

buňky
FO I
N (%)

FO II
N (%)

FO I
N (%)

FO II
N (%)

VH1 0 4 (8,33) 0 0

VH2 5 (10,42) 3 (6,25) 1 (2,08) 1 (2,08)

VH3 20 (41,67)b 9 (18,75)b 2 (4,17)a 14 (29,17)a

VH4 0 0 1 (2,08) 0

VH5 8 (16,67) cd 30 (62,5) c 18 (37,5) d 22 (45,83)

VH6 16 (33,33) 14 (29,17) 13 (27,08) 12 (25)

N=48
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Obr. 30: Frekvence VH rodin u SLE

V. 3 Mutační frekvence a produktivita VHDHJH uspořádání

Nejprve byla provedena analýza mutační frekvence (viz Metodika IV.10).

Vzhledem k malým počtům, nebyly v této analýze buňky rozdělovány na FO I a FO II.

Ve většině Ig transkriptů bylo prokázáno, že detekovaná VHDHJH uspořádání 

neobsahují žádnou mutací, tj. jejich mutační frekvence byla nulová.  Pouze u 3 (3,13 %) 

produktů 13 K2, 48 K2 a 98 K2 generovaných z FO B buněk kontroly 2 byla mutační 

frekvence 0,49 %, 4,35 % a 0,98 %. U produktu 98 K2 byla navíc zjištěna delece AAT 

v 57. kodonu VH oblasti (Tab. 25). 

U tří (3,13 %) produktů 13 K2, 13 K2 a 98 K2 získaných u kontroly 2 byly 

identifikovány ve VH oblasti záměnové (replacement, R) a tiché (silent) mutace 

(Tab. 25). 

Zajímavé bylo zjištění, že všechna VHDHJH uspořádání byla u pacienta s RA 

produktivní (tj. kódující funkční protein), zatímco u kontroly 2 ze 7 získaných sekvencí 

5 (71,43 %) z nich obsahovalo neproduktivní formu uspořádání, která vede k tomu, že v 

C-koncové oblasti vznikne stop kodon a Ig protein je pak zkrácený a tudíž nefunkční. 

Tento rozdíl byl během porovnání produktů u kontroly KO2 a pacienta s RA dokonce 

signifikantní (71,43 % vs. 0 %; p=0,0210; obr. 31). U pacienta s RA byla všechna 

upořádání produktivní (7/7; 100 %) a u KO2 to bylo pouze 28,57 % (2/7; obr. 31).
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Obr. 31: Porovnání frekvencí produktivních a neproduktivních VHDHJH uspořádání mezi 

kontrolou 2 (KO2) a pacinetem s RA (RA)
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Tab. 25: Délka VH oblast, mutační frekvence, R a S mutace, produktivita a délka CDR3 oblastí (v nukleotidech – nt a aminokyselinách – amk) 

Produkt č. VDJ uspořádání
Délka VH 
oblasti (nt)

Počet 
mutací

R mutace S mutace
Mutační 

frekvence (%)
Produktivita

Délka 
CDR3 

(nt)

Délka CDR3 
(amk)

13 K2 VH1-18/D6-19/JH3 206 1 0 1 0,49 P 45 15
48 K2 VH3-30/D2-21/JH4 215 0 0 0 0 NP 31 10 + 1 nt
54 K2 VH3-48/D2-08/JH6 207 9 6 3 4,35 P 48 16
53 K2 VH3-66/-/JH3 208 0 0 0 0 NP 46 15 + 1 nt
49 K2 VH3-11/-/- 211 0 0 0 0 NP 26 8 + 2 nt
59 K2 VH3-53/D5-05/JH3 208 0 0 0 0 NP 52 17 + 1 
52 K2 VH3-30/-/- 90 0 0 0 0 nd nd nd
57 K2 VH3-07 nd nd nd nd nd nd nd nd
87 K2 VH5-a/-/- 156 0 0 0 0 nd nd nd
98 K2 VH6-01/-/- 209 2 1 1 0,98 NP 26 8 + 2

126 RA VH1-18/D1-01/JH6 206 0 0 0 0 P 48 16
127 RA VH1-69/D3-10/JH1 215 0 0 0 0 P 33 11
118 RA VH1-69/D3-16/JH4 214 0 0 0 0 P 24 8
120 RA VH1-69/-/- nd nd nd nd nd nd nd nd
125 RA VH1-69/D4-17/JH1 209 0 0 0 0 P 45 15
117 RA VH1-18/D5-24/JH5 215 0 0 0 0 P 45 15
128 RA VH2-05/3-10/JH4 243 0 0 0 0 P 45 15

132 RA
VH3-30/30-30.5/D2-

21/JH4
218 0 0 0 0 P 27 9

200 SLE VH3-07/-/-/ nd nd nd nd nd nd nd nd
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V. 3. 1 Distribuce délek CDR3 oblastí

CDR3 oblast těžkého řetězce imunoglobulinu je určena sekvencí mezi 95. a 102. 

kodonem (včetně těchto kodonů), tj. mezi 3´koncem VH segmentu a 5´koncem JH

segmentu. U většiny VH segmentů je 95. kodon složen ze dvou nukleotidů, které jsou 

součástí VH segmentu a jednoho nukleotidu, který je již součástí DH segmentu. V této 

oblasti často dochází díky aktivity DNA exonukleázy k odstranění několika nukleotidů, 

a to i z předchozích kodonů VH segmentu a následně pak k adici náhodných nebo 

palindromických nukleotidů, které nejsou kódovány zárodečnou sekvencí DNA. Pokud 

byly exonukleázou odstraněny některé nukleotidy ze 3´konce V segmentu, byl za jeho 

konec považován ten kodon, který aktivitou exonuklázy nebyl pozměněn, a následující 

kodon byl považován za začátek CDR3 oblasti.  

Délky CDR3 oblastí jednotlivých transkriptů těžkých řetězců imunoglobulinů 

detekovaných ve sledovaných FO B buněčných populacích se pohybovaly mezi 8 až 17 

aminokyselinami (amk; medián 15±1,48 amk) u kontroly 2,  a mezi 8 až 16 amk

(medián 15±1,25 amk) u pacienta s RA (obr. 32).

Pomocí Mann-Whitneova neparametrického t-testu nebyly zjištěny statisticky 

významný rozdíly v distribuci délek CDR3 oblastí detekovaných transkriptů.
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Obr. 32: Délka CDR3 oblastí FO B buněk  zdravého dárce 2 (KO2) a pacienta s RA  

(vodorovné čáry vyznačují mediány)

V. 3. 2 Aminokyselinové složení CDR3 oblastí

Získané nukleotidové sekvence CDR3 oblastí byly převedeny do sekvencí 

aminokyselin pomocí statistického softwaru BioEdit verze 7.0.0. 
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Zastoupení jednotlivých aminokyselin v CDR3 oblastech imunoglobulinů 

tvořených námi sledovanými populacemi B lymfocytů zdravého dárce (KO2) a pacienta 

s RA se u některých amino kyselin velmi liší (obr. 33). Zatímco u kontroly KO2 byl 

nejčastěji v CDR3 oblastech zaznamenán výskyt glycinu (13,33 % u KO2 vs. 10,11 % 

u RA), u RA pacienta to byl tyrosin (7,78 % u KO2 vs. 14,61 % u RA).

Výskyt některých aminokyselin byl u FO B buněk RA pacienta značně 

redukován (leucin, v případě alaninu dokonce významně redukován (leucin 8,89 % 

u KO2 vs. 3,37 % u RA; arginin 6,67 % u KO2 vs. 1,12 % u RA a isoleucin 5,56 % 

u KO2 vs. 1,12 % u RA). V případě isoleucinu byla tato redukce statisticky významná 

(11,11 % u KO2 vs. 2,25 % u RA; p= 0,0364; obr. 33) a prolin v CDR3 oblasti 

u kontroly 2 ve srovnání s pacientem s RA úplně chyběl (0 % vs. 6,74 %; p=0,0138; 

obr. 35).
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Obr. 33: Relativní zastoupení aminokyselin v CDR3 oblastech transkriptů imunoglobulinů 

tvořených sledovanými populacemi B lymfocytů.
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Obr. 34: Relativní zastoupení alaninu v CDR3 oblastech FO buněk  u kontroly (KO2) a 

pacienta s RA (RA).

Obr. 35: Relativní zastoupení prolinu v CDR3 oblastech FO buněk  u KO2 a pacienta s RA 

V rámci kontroly 2 a pacienta s RA byly nalezeny rozdíly v zastoupení 

jednotlivých aminokyselin mezi FOI a FO II buňkami (obr. 36a a 36b). 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

D E R H K A G I L V N C Q M F P S T W Y

FOI

FOII

Obr. 36a: Relativní zastoupení aminokyselin v CDR3 oblastech FO I a II buněk  u KO2
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Obr. 36b: Relativní zastoupení aminokyselin v CDR3 oblastech FO I a II buněk  u pacienta s 

RA  

Během této analýzy byl zjištěn zajímavý nález, kdy zastoupení threoninu je 

u FO II buněk vysoké, zatímco jeho výskyt u těchto buněk u zdravého dárce je nulový 

(0 % u KO2 vs. 15,8 % u RA; obr. 37). Naopak u FO buněk pacienta s RA nebyl 

zaznamenán threonin vůbec (4,48 % u KO2 vs. 0 % u RA). V rámci pacienta s RA je 

zajímavá statisticky významná absence této amk u FO I buněk (0% u FOI vs. 15,8 % 

u FO II; p=0,0048; obr. 37). 

Obr. 37: Relativní zastoupení threoninu v CDR3 oblastech FO I a II buněk  u KO2 a pacienta s 
RA  

Zastoupení neutrálních a pozitivně nabitých aminokyselin v CDR3 oblastech 

detekovaných transkriptů těžkých řetězců imunoglobulinů tvořených námi sledovanými 
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populacemi B lymfocytů zdravého dárce a pacienta s RA se podobají (77,78 % u KO vs. 

79,78 % pro neutrální amk; 13,33 % u KO vs. 17,98 % u RA; obr. dd). Zastoupení 

negativně nabitých amk bylo ve srovnání s kontrolo 2 značně i když nevýznamně 

redukováno u pacienta s RA (8,89 % u KO vs. 2,25 % u RA; obr. 38).

Pomocí Fisherova exaktního testu byl zjištěn nižší výskyt negativně nabitých 

amk ve srovnání s pozitivně nabitými amk u FO buněk pacienta s RA (2,25 % pro 

negativně nabité amk vs. 17,98 % pro pozitivně nabité amk; p=0,0007; obr. 38).

Obr. 38: Relativní zastoupení neutrálních, pozitivně a negativně nabitých aminokyselin v CDR3 

oblastech FO B buněk  u kontroly (KO2) a pacienta s RA (RA).                                                                

V. 4 Analýza exprese RAG a TdT mRNA u FO I a FO II B buněk

Ve všech B lymfocytech kontrol (KO1 a KO2) a pacientů (RA, SLE, CVID1 

a CVID2) byla sledována exprese mRNA transkriptů RAG1, RAG2 1a, RAG2 1b 

a TdT. Exprese mRNA transkriptů RAG1 a RAG2 byla u všech B lymfocytů nalezena 

u obou kontrol a pacientů, kromě pacienta CVID2, kde nebyla zaznamenána žádná 

exprese mRNA RAG2 1a. Pouze u RA pacienta byly v B lymfocytech obou populací 

nalezeny transkripty mRNA TdT. Porovnáním frekvencí jednotlivých B buněčných 
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populací mezi sebou u kontrol a pacientů pro každý studovaný gen nalezneme podobný 

vzor exprese jednotlivých mRNA transkriptů RAG1, RAG2 1a, RAG2 1b a TdT pro 

FO I a FO II buňky (Tab. 26; obr. 39 a Tab. 27; obr. 40).

U FO I populace (obr. 39, Tab. 26) byla nalezena ve všech 48 buňkách (100 %) 

exprese RAG1 mRNA transkriptů kromě B buněk u CVID2, kde to bylo ve 47 ze 48

buněk (97,92 %). Exprese RAG2 1a byla vždy nižší oproti RAG1 transkriptům. U KO1 

byly nalezeny ve 4 buňkách ze 48 (8,33 %) RAG2 1a mRNA transkripty. Vyšší výskyt

těchto mRNA transkriptů byl nalezen u KO2 (37 ze 48; 68,75 %), dále u RA (22 ze 48; 

43,75 %), SLE (35 ze 48, 72, 92 %) a 15 (31,25 %) transkriptů u CVID1. V FO I 

B lymfocytech všech studovaných osob byly nalezeny transkripty mRNA RAG 2 1b. 

U KO1 bylo detekováno celkem 6 mRNA transkriptů RAG 2 1b (12,5 %) a u KO2 

5 mRNA transkriptů (10,42 %). 

Vyšší počet RAG2 1b pozitivních buněk byl zaznamenán u RA (35 ze 48; 

72,95 %), SLE (21 ze 48; 43,75 %) a CVID2 (41 ze 48; 85,42 %) oproti kontrolám. 

U pacienta CVID1 bylo nalezeno celkem 6 ze 48 mRNA transkriptů RAG 2 1b

(12,5 %). 

Pouze u B buněk RA pacienta byly objeveny TdT mRNA transkripty (47 ze 48)

a to s frekvencí 97,92 % .

Tab. 26: Počet a frekvence RAG a TdT mRNA u FO I buněk

N=48

FO I 
KO1
N (%)

KO2
N (%)

RA
N (%)

SLE
N (%)

CVID1
N (%)

CVID2
N (%)

Rag1 48 (100) 48 (100) 48 (100) 48 (100) 48 (100) 47 (97,92)

Rag2-1a 4 (8,33) 37 (68,75) 22 (43,75) 35 (72,92) 15 (31,25) 0

Rag2-1b 6 (12,5) 5 (10,42) 35 (72,92) 21 (43,75) 6 (12,5) 41 (85,42)

TdT 0 0 47 (97,92) 0 0 0
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Obr. 39a: Frekvence jednotlivých mRNA transkriptů RAG a TdT mRNA u FO I buněk

FO I
KO1

(RAG1)
KO2 

(RAG1)
RA

(RAG1)
SLE

(RAG1)
CVID1
(RAG1)

RAG2 1a p<0,0001a p<0,0001c p<0,0001e p<0,0001g p<0,0001i

RAG2 1b p<0,0001b p=0,0005d p<0,0001f p<0,0001h p<0,0001j

Obr. 39b: Přehled hladin významností srovnávaných zastoupení jednotlivých transkriptů

Pomocí Fisherova exaktního testu bylo zjištěno u KO1 u buněk FO I populace

statisticky významně vyšší zastoupení transkriptů RAG1 mRNA oproti RAG2 1a 

(100 % vs. 8,33 %; p<0,0001a) a RAG2 1b (100 % vs. 12,5 %; p<0,0001b). Vyšší 

frekvence RAG1 pozitivních B buněk byla nalezena také u KO2 oproti RAG2 1a 

(100 % vs. 68,75 %; p=0,0005c) a RAG2 1b (100 % vs. 10,42 %; p<0,0001d). 

U B lymfocytů RA pacienta byl opět významně nalezen významně vyšší výskyt 

transkriptů RAG1 mRNA v porovnání s expresí RAG2 1a (100 % vs. 43,75 %; 

p<0,0001e) a RAG2 1b (100 % vs. 72,92 %; p<0,0001f). Porovnáním exprese RAG 1 

(100 %) pozitivních B buněk u SLE oproti RAG2 1a (72,92 %) a RAG2 1b (43,75 %) 

byla nalezena u obou případů statistická významnost, kdy p<0,0001g+h. 

Významně vyšší exprese (48 ze 48; 100 %) byla detekována také u RAG 1 mRNA 

transkriptů oproti RAG2 1a (31,25 %; p<0,0001i) a RAG2 1b u B lymfocytů CVID1 

(12,5 %; p<0,0001j).
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U FO II populace (obr. 40, Tab. 27) byla zaznamenána ve všech 

48 buňkách (100 %) produkce RAG1 mRNA transkriptů kromě B buněk u KO1, kde to 

bylo ve 47 ze 48 buněk (97,92 %). U KO1 byl detekován výskyt RAG1 1a (4 ze 48; 

8,33 %) a RAG2 1b (1 ze 48; 2,08 %) pozitivních B buněk. 

U KO2 byl nalezen vyšší výskyt RAG1 mRNA (48 ze 48; 100 %) transkriptů 

oproti RAG2 1a (34 ze 48; 70,83 %) a RAG2 1b (7 ze 48; 14,58 %). 

V B lymfocytech RA pacienta byl nalezen vyšší počet RAG1 mRNA transkriptů 

než u RAG2 1a (11 ze 48; 22,92 %) a oproti RAG2 1b (7 ze 48; 14,58 %). V tomto 

případě bylo objeveno 13 (27, 08 %) TdT mRNA transkriptů, což je nižší počet než byl

exprimován u FO I B populace (97,82 %).

U SLE bylo nalezeno 48 transkriptů (100 %) RAG1 mRNA, 28 transkriptů 

(58,33 %) RAG2 1a mRNA a nižší produkce (10 ze 48; 20,83 %) RAG2 1b mRNA. 

Stejný počet transkriptů RAG 1mRNA (48 ze 48; 100 %) byl přítomen 

v B buňkách pacientů CVID1 a CVID2. RAG2 1a pozitivní B buňky byly nalezeny 

pouze u pacienta CVID 1 s frekvencí 29,17 % (14 ze 48 mRNA transkriptů). U obou 

pacientů CVID byly zjištěny transkripty mRNA RAG2 1b. V B lymfocytech CVID1 se 

nacházely v 5 ze 48 buněk RAG2 1b mRNA transkripty (10,42 %) a u CVID2 

44 mRNA transkriptů ze 48 (44 ze 48; 91,67 %).

Tab. 27: Počet a frekvence RAG a TdT mRNA u FO II buněk

FO II 
KO1
N (%)

KO2
N (%)

RA
N (%)

SLE
N (%)

CVID1
N (%)

CVID2
N (%)

Rag1 47 (97,92) 48 (100) 48 (100) 48 (100) 48 (100) 48 (100)

Rag2-1a 4 (8,33) 34 (70,83) 11 (22,92) 28 (58,33) 14 (29,17) 0

Rag2-1b 1 (2,08) 7 (14,58) 7(14,58) 10 (20,83) 5 (10,42) 44 (91,67)

TdT 0 0 13 (27,08) 0 0 0
N=48
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Obr. 40a: Frekvence jednotlivých mRNA transkriptů RAG a TdT mRNA u FO II buněk

FO II
KO1

(RAG1)
KO2 

(RAG1)
RA

(RAG1)
SLE

(RAG1)
CVID1 
(RAG1)

RAG2 1a p<0,0001a p<0,0001c p<0,0001e p<0,0001g p<0,0001i

RAG2 1b p<0,0001b p<0,0001d p<0,0001f p<0,0001h p<0,0001j

Obr. 40b: Přehled hladin významností srovnávaných zastoupení jednotlivých transkriptů

U buněk FO II populace KO1 bylo zjištěno pomocí Fisherova exaktního testu 

statisticky významně vyšší zastoupení transkriptů mRNA RAG1 oproti RAG2 1a 

(97,92 % vs. 8,33 %; p<0,0001a) a RAG2 1b (97,92 % vs. 2,08 %; p<0,0001b). 

Statisticky významně vyšší frekvence RAG1 pozitivních B buněk byla nalezena u KO2 

oproti RAG2 1a (100 % vs. 70,83 %; p<0,0001c) a RAG2 1b (100 % vs. 14,58 %; 

p<0,0001d). 

U B lymfocytů RA pacienta byl opět zaznamenán vyšší výskyt transkriptů 

RAG1 mRNA v porovnání s expresí RAG2 1a (100 % vs. 22,92 %; p<0,0001e) 

a RAG2 1b (100 % vs. 14,58 %; p<0,0001f). Porovnáním exprese RAG 1 (100 %) 

pozitivních B buněk u SLE oproti RAG2 1a (58,33 %) a RAG2 1b (20,83 %) byla 

nalezena u obou případů statistická významnost, kdy p<0,0001 g+h. Významně vyšší 

exprese (100 %) byla detekována také u RAG 1 mRNA transkriptů oproti RAG2 1a 

(29,17 %; p<0,0001i) a RAG2 1b u B lymfocytů CVID1 (10,42 %; p<0,0001j).
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V. 4. 1 Analýza koexprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FO I a FO II B 

buněk

V rámci studia jednotlivých FO I a FO II B buněk u kontrol a pacientů (CVID1, 

CVID2, SLE a RA) byly nalezeny B buňky, které exprimovaly RAG2 1a nebo 

RAG2 1b mRNA, ale ne u všech těchto buněk byla detekována mRNA imunoglobulinu. 

V FO I populaci (obr. 41, Tab. 28) u KO1 bylo nalezeno 19 B buněk ze 48 

(39,58 %), které exprimovaly mRNA Ig. RAG2 1a mRNA byla nalezena u 1 buňky ze 

48 (2,08 %) a RAG2 1b mRNA také u 1 buňky ze 48 (2,08 %). U KO2 bylo nalezeno 

celkem 15 transkriptů Ig mRNA (31,25 %) a 12 ze 48 buněk (25,00 %) RAG2 1a 

pozitivních mRNA transkriptů. 

V B buňkách CVID1 pacienta byly identifikovány 2 Ig mRNA (4,17 %)

transkripty. RAG2 1a pozitivní byla 1 buňka ze 48 (2,08 %) a RAG2 1b mRNA exprese 

byla nalezena také u 1 buňky ze 48 (2,08 %). U pacienta CVID2 byly nalezeny 4 

(8,33 %) mRNA transkripty exprimující izotyp Ig a 3 (6,25 %) mRNA transkripty 

RAG2 1b. 

V FO I buňkách pacienta se SLE byl přítomen vyšší počet Ig mRNA (37 ze 48; 

77,03 %). V těchto buňkách byly exprimovány RAG2 1a (29 ze 48; 60,42 %) a RAG2 

1b (18 ze 48; 37,5 %) mRNA transkripty. 

U RA pacienta bylo nalezeno 14 transkriptů Ig mRNA (29,17 %), 8 RAG2 1a 

(16,67 %) a stejný počet (8 ze 48; 16,67 %) RAG2 1b mRNA transkriptů. 

Tab. 28: Koexprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FO I buněk 

FO I 
Ig +

N (%)
RAG2 1a 

N (%)
RAG2 1b

N (%)

KO1 19 (39,58) 1 (2,08) 1 (2,08)

KO2 15 (31,25) 12 (25,00) 0

CVID1 2 (4,17) 1 (2,08) 1 (2,08)

CVID2 4 (8,33) 0 3 (6,25)

SLE 37 (77,03) 29 (60,42) 18 (37,5)

RA 14 (29,17) 8 (16,67) 8 (16,67)

N=48
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Obr. 41: Koexprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FO I buněk

V FO II populaci (obr. 42, Tab. 29) u KO1 bylo detekováno celkem 39 ze 48 

(81,25 %) B buněk exprimující Ig mRNA. RAG2 1a mRNA exprimovaly 3 ze 48 buněk 

(6,25 %). U KO2 byl zaznamenán výskyt 37 ze 48 Ig mRNA transkriptů (77,08 %), dále

28 ze 48 RAG2 1a (58,33 %) a 4 RAG2 1b (8,33 %) mRNA transkriptů. 

V B lymfocytech CVID1 pacienta bylo nalezeno 5 ze 48 Ig mRNA (10,42 %), 

2 transkripty RAG2 1a (4,17 %) a jeden ze 48 (2,08 %) exprimoval RAG2 1b mRNA. U 

FO II populace buněk CVID2 byly objeveny 2 Ig mRNA (4,17 %) a 2 RAG2 1b mRNA

trankripty (4,17 %). 

U pacienta se SLE bylo nalezeno 42 ze 48 buněk (87,5 %) exprimujících Ig 

mRNA a 26 buněk (54,17 %), které byly RAG2 1a pozitivní. V této populaci bylo také 

objeveno 8 RAG2 1b mRNA (16,67 %) transkriptů.

U RA pacienta byly identifikovány 4 Ig mRNA transkripty(8,33 %), 2 transkripty 

RAG2 1a (4,17 %) a 3 (6,25 %) RAG2 1b mRNA transkripty.

Tab. 29: Koexprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FO II buněk

FO II 
Ig +

N (%)
RAG2 1a 

N (%)
RAG2 1b

N (%)

KO1 39 (81,25) 3 (6,25) 0

KO2 37 (77,08) 28 (58,33) 4 (8,33)

CVID1 5 (10,42) 2 (4,17) 1 (2,08)

CVID2 2 (4,17) 0 2 (4,17)

SLE 42 (87,5) 26 (54,17) 8 (16,67)

RA 4 (8,33) 2 (4,17) 3 (6,25)
N=48
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Obr. 42: Exprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FO II buněk

V. 4. 2 Analýza exprese RAG2 mRNA u FO I a FO II B buněk bez přítomnosti 

mRNA izotypu imunoglobulinu

Během studia FO I populace byly objeveny B buňky, které neexprimovaly 

žádný imunoglobulin, avšak byla u nich potvrzena exprese RAG1, RAG2 1a 

a RAG2 1b mRNA ( Tab. 30, obr. 43). Exprese RAG1 byla opět detekována ve všech 

studovaných buňkách, nebude tedy dále probírána.

U KO1 ve 29 ze 48 B buněk (60,42 %), které byly Ig negativní, byla 

RAG2 1a mRNA detekována u 3 buněk ze 48 (6,25 %) a RAG2 1b mRNA 

u 5 transkriptů ze 48 buněk (10,42 %). U KO2 bylo detekováno 33 negativních buněk 

ze 48 (68,75 %), u 27 z nich 48 (56,25 %) byla identifikována RAG2 1a mRNA 

a exprese RAG2 1b byla nalezena u 5 buněk (10,42 %). 

U pacienta CVID1 bylo identifikováno celkem 46 buněk ze 48 bez exprese Ig 

mRNA (95,83 %). U 14 z nich (29,16 %) byla nalezena exprese RAG2 1a mRNA 

a u 5 (10,42 %) RAG2 1b mRNA. U pacienta CVID2 bylo nalezeno celkem 44 buněk 

ze 48 bez Ig mRNA (91,66 %) exprese. RAG2 1a mRNA transkripty nebyly u buněk 

CVID2 vůbec přítomny, u 38 byly identifikovány RAG2 1b mRNA transkripty 

(79,16 %).

V B lymfocytech pacienta se SLE bylo nalezeno 10 buněk ze 48 (20,83 %) bez 

exprese Ig mRNA. RAG2 1a mRNA byla přítomna u 6 z nich (12,5 %) a u 3 (6,25 %)

transkripty RAG2 1b mRNA. 
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U RA pacienta bylo nalezeno 34 FO I buněk ze 48 (70,83 %), u kterých nebyla 

exprese Ig mRNA detekována. U 14 (29,16 %) byla nalezena RAG2 1a mRNA a u 27

(56,25 %) RAG2 1b mRNA transkripty. 

Tab. 30: Exprese RAG2 mRNA u FO I buněk bez detekce mRNA imunoglobulinu

FO I 
bez Ig 
N (%)

RAG2 1a
N (%)

RAG2 1b
N (%)

KO1 29 (60,42) 3 (6,25) 5 (10,42)

KO2 33 (68,75) 27 (56,25) 5 (10,42)

CVID1 46 (95,83) 14 (29,16) 5 (10,42)

CVID2 44 (91,66) 0,00 38 (79,16)

SLE 10 (20,83) 6 (12,5) 3 (6,25)

RA 34 (70,83) 14 (29,16) 27 (56,25)
N=48

Obr. 43: Exprese RAG2 mRNA u FO I buněk bez detekce mRNA imunoglobulinu 

U FO II populace byly také nalezeny B lymfocyty bez detekce Ig mRNA, které 

exprimovaly transkripty RAG2 1a a RAG2 1b mRNA (Tab. 31, obr. 44). U KO1 bylo 

detekováno celkem 9 buněk ze 48 (18,75 %), které neexprimovaly Ig mRNA. Pouze 

u 1 z nich (2,08 %) byla objevena RAG2 1a mRNA a u RAG2 1b shodně (2,08 %). 

U KO2 nebyly nalezeny buňky, které by byly bez exprese Ig mRNA. 

U pacienta CVID1 bylo objeveno celkem 43 ze 48 buněk bez exprese Ig mRNA 

(89,58 %). U 12 (25 %) z nich byla nalezena exprese RAG2 1a mRNA a u 4 ze 48 

(8,33 %) RAG2 1b mRNA. 



101

U pacienta CVID2 bylo nalezeno 46 buněk ze 48 bez Ig mRNA (95,83 %) 

exprese. U jedné (2,08 %) z nich byla přítomna RAG2 1a mRNA a u 42 (87,5 %) buněk 

pak byla identifikována RAG2 1b mRNA.

V FO II buňkách pacienta se SLE bylo nalezeno 5 transkriptů ze 48 (10,42 %) 

bez exprese Ig mRNA, u dvou (4,16 %) z nich byly přítomny transkripty RAG2 1a 

mRNA a u jedné (2,08 %) RAG2 1b mRNA transkripty.

U RA pacienta bylo nalezeno 30 buněk ze 48 (62,5 %), u kterých nebyla exprese 

Ig mRNA prokázána. V této populaci FO II B buněk byla identifikována v 9 buňkách 

RAG2 1a mRNA (18,75 %) a u 4 (8,33 %) RAG2 1b mRNA.

Tab. 31: Exprese RAG2 mRNA u FO I buněk bez detekce imunoglobulinu

FO II
bez Ig expese 

N (%)
RAG2 1a

N (%)
RAG2 1b 

N (%)

KO1 9 (18,75) 1 (2,08) 1 (2,08)

KO2 0 0 0

CVID1 43 (89,58) 12 (25) 4 (8,33)

CVID2 46 (95,83) 1 (2,08) 42 (87,5)

SLE 5 (10,42) 2 (4,16) 1 (2,08)

RA 30 (62,5) 9 (18,75) 4 (8,33)
N=48

Obr. 45: Exprese RAG2 mRNA u FO II buněk bez detekce mRNA imunoglobulinu 
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Porovnáním frekvence výskytu RAG2 1a mRNA a RAG2 1b mRNA v rámci FO I 

B buněčné populace u jednotlivých buněk, které byly Ig+ a u těch kde Ig mRNA nebyla 

detekována, byly nalezeny pomocí Fisherova exaktního testu následující výnamnosti 

(Tab. 31, obr. 37). 

U KO2 byly nalezeny statisticky významně vyšší frekvence RAG2 1a mRNA 

transkriptů u buněk s absencí Ig mRNA než u buněk, u kterých Ig mRNA byla přítomna 

(56,25 % vs. 25 %; p=0,0034a). 

V B lymfocytech pacienta CVID1 byla nalezena významně vyšší frekvence 

RAG2 1a mRNA transkriptů u buněk bez Ig exprese, než u buněk s expresí Ig mRNA 

(29,16 % vs. 2,08 %; p=0,0004b). Významně vyšší frekvence RAG2 1b mRNA 

transkriptů byla detekována u pacienta CVID2 opět u buněk bez přítomnosti Ig 

(79,16 % vs. 6,25 %; p<0,0001c). 

U SLE se vyskytovaly významné rozdíly ve výskytu RAG2 1a mRNA Ig 

pozitivních buněk oproti Ig negativním (60,42 % vs. 12,5 %; p<0,0001d ). Dále byly 

nalezeny také významné rozdíly ve frekvenci RAG2 1b mRNA transkriptů u buněk 

s expresí Ig mRNA oproti buňkám bez její exprese (37,5 % vs. 6,25 %; p=0,0004e). 

V FO I buňkách RA pacienta se nacházely transkripty RAG2 1b mRNA 

s významně vyšší frekvencí u Ig pozitivních buněk než u Ig negativních (56,25 % vs. 

16,67 %; p=0,0001f).  

Tab. 32: Frekvence výskytu RAG2 1a mRNA a RAG2 1b mRNA v jednotlivých buňkách FO I 

populace

FO I
RAG2 1a 
Ig+ N (%)

RAG2 1a
Ig - N (%)

RAG2 1b 
Ig+ N (%)

RAG2 1b 
Ig - N (%)

KO1 2,08 6,25 2,08 10,42

KO2 25a 56,25a 0 10,42

CVID1 2,08b 29,16b 2,08 10,42

CVID2 0 0 6,25c 79,16c

SLE 60,42d 12,5d 37,5e 6,25e

RA 16,67 29,16 16,67f 56,25f

N=48
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Obr. 45: Porovnání exprese RAG2 mRNA u FO I buněk exprimujících Ig a bez exprese

U jednotlivých FO II B buněk byly porovnávány exprese RAG2 1a a RAG2 1b 

transkriptů Ig pozitivních a Ig negativních buněk. Pomocí Fisherova exaktního testu 

byly nalezeny statisticky významné odlišnosti v těchto případech (Tab. 33, obr. 46).

V B lymfocytech KO2 byly detekovány významné rozdíly u RAG2 1a pozitivních 

buněk exprimujících Ig mRNA oproti Ig negativním (58,33 % vs. 0 %; p<0,0001a ). 

U CVID1 pacienta byla nalezena významně vyšší frekvence RAG2 1a mRNA 

transkriptů u buněk bez Ig exprese, než u buněk s expresí Ig mRNA (25 % vs. 4,17 %; 

p=0,0074b). U buněk bez přítomnosti Ig byla přítomna významně vyšší frekvence 

RAG2 1b mRNA transkriptů u pacienta CVID2 oproti Ig pozitivním (87,5 % vs. 

4,17 %; p<0,0001c).

V FO II buňkách pacienta se SLE se vyskytovaly významné rozdíly ve výskytu 

RAG2 1a mRNA Ig pozitivních buněk opět oproti Ig negativním (54,17 % vs. 4,16 %; 

p<0,0001d ). V tomto případě byly významné rozdíly v přítomnosti RAG2 1b mRNA 

transkriptů u buněk s expresí Ig mRNA oproti buňkám bez exprese (16,67 % vs. 

2,08 %; p=0,0305e). 
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Tab. 33: Frekvence výskytu RAG2 1a mRNA a RAG2 1b mRNA v jednotlivých buňkách FO II 

populace

FO II
RAG2 1a
Ig+ N (%)

RAG2 1a
Ig - N (%)

RAG2 1b
Ig+ N (%)

RAG2 1b
Ig - N (%)

KO1 6,25 2,08 0 2,08

KO2 58,33a 0a 8,33 0

CVID1 4,17b 25b 2,08 8,33

CVID2 0 2,08 4,17c 87,5c

SLE 54,17d 4,16d 16,67e 2,08e

RA 4,17 18,75 6,25 8,33
N=48

Obr. 46: Porovnání exprese RAG2 mRNA u FO II buněk exprimujících Ig a bez exprese

V. 4. 3 Analýza VH, DH a JH genových segmentů

Po sekvenační analýze všech získaných 129 produktů byly identifikovatelné 

jednotlivé VH, DH, JH segmenty pouze v 19 transkriptech (Tab. 34 a Tab. 35; obr. 47). 

Ve zbylých 110 transkriptech byla vždy přítomná alespoň celá nebo pouze částečná 

sekvence primeru příslušné VH rodiny. Díky vysokému stupni mutací nemohly být 

jednotlivé geny vždy spolehlivě určeny.

U obou pacientů s CVID a KO1 identifikace jednotlivých genů nebyla možná. 

V populaci FO I buněk u KO2 bylo nalezeno 6 ze 48 IgM transkriptů (12,5 %) a u FO II 

populace byly detekovány 2 transkripty ze 48 (4,17 %). V B lymfocytech RA pacienta 

byly zastoupeny VH, DH a JH geny v 8 případech – ve 4 ze 48 u FO I a 4 transkriptů 

v FO II populaci (tj. shodně 8,33 %).
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V IgG mRNA transkriptech byla možná detekce genů u SLE FO II B buněčné 

populace v 1 případě ze 48 (2,08 %) a dvou ze 48 FO II buněk kontroly KO2 (4,17 %).

Žádné geny nebyly nalezeny u IgG mRNA transkriptů RA FO I buněk.

Tab. 34: Zastoupení jednotlivých VH, DH, JH segmentů u FO I a FO II buněk 

izotyp IgM IgG

buňky
FO I
N (%)

FO II
N (%)

FO I
N (%)

FO II
N (%)

KO1 0 0 0 0

KO2 6 (12,5) 2 ( 4,17) 0 2 (4,17)

RA 4 (8,33) 4 (8,33) 0 0

SLE 0 0 0 1 (2,08)

CVID1 0 0 0 0

CVID2 0 0 0 0

N=48
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Obr. 47: Zastoupení jednotlivých VH, DH, JH segmentů u FO I a FO II buněk
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Tab. 35: Přehled všech detekovaných VH, DH a JH genů.

geny VH gen DH gen JH gen izotyp

populace FO I FO II FO I FO II FO I FO II

KO2 VH1-18 D6-19 JH3 IgG

VH3-53 D5-05 JH3 IgM

VH3-48 D2-08 JH6 IgM

VH3-66 nd JH3 IgM

VH3-30 nd nd IgM

VH3-11 nd nd IgM

VH3-33 D2-21 JH4 IgM

VH3-07 nd nd IgM

VH5-a nd nd IgM

VH6-01 nd nd IgG

RA VH1-18 D1-01 JH6 IgM

VH1-69 D3-10 JH1 IgM

VH2-05 D3-10 JH4 IgM

VH3 

30/3-35 D2-21 JH4 IgM

VH1-69 D3-16 JH4 IgM

VH1-69 nd nd IgM

VH1-69 D4-17 JH1 IgM

VH1-18 D5-24 JH5 IgM

SLE VH3-07 nd nd IgG

nd= nedefinováno

V. 4. 4 Distribuce VH genů

U VH transkriptů pocházejících z obou analyzovaných populací byly studovány 

jednotlivé geny. Ze souhrnné tabulky (Tab. 36) a obrázku (obr. 48) je patrné, že ve 

všech získaných transkriptech se nacházelo velmi omezené spektrum VH genů a navíc 

zastoupené velmi neobvyklými VH genovými segmenty. 
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Tab. 36: Počet a zastoupení detekovaných VH genů u FO I a FO II B buněk

VH geny KO2 RA SLE

populace FO I FO II FO I FO II FO I FO II

N (%) N (%) N (%) N  (%) N (%) N (%)

VH1-18 0 1 (2,08) 1 (2,08) 1 (2,08) 0 0

VH1-69 0 0 1 (2,08) 3 (6,25) 0 0

VH2-05 0 0 1 (2,08) 0 0 0

VH3-07 0 1 (2,08) 0 0 1 (2,08) 0

VH3-11 1 (2,08) 0 0 0 0 0

VH3-30 1 (2,08) 0 0 0 0 0

VH3-30/3-35 0 0 1 (2,08) 0 0 0

VH3-33 1 (2,08) 0 0 0 0 0

VH3-48 1 (2,08) 0 0 0 0 0

VH3-53 1 (2,08) 0 0 0 0 0

VH3-66 1 (2,08) 0 0 0 0 0

VH5-a 0 1 (2,08) 0 0 0 0

VH6-01 0 1 (2,08) 0 0 0 0
N=48

Obr. 48a: Distribuce jednotlivých VH genů u KO2 
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Obr. 48b: Distribuce jednotlivých VH genů u RA

Obr. 48c: Distribuce jednotlivých V H genů u SLE

U KO2 v použitém repertoáru VH genových segmentů převažují geny VH3 

rodiny, která je obecně nejčastěji se vyskytující, avšak byly zaznamenány také geny 

velmi řídce zastoupené jako jsou VH1-18, VH5-a a VH6-01.

U RA pak VH3 rodina je dokonce zastoupena pouze jedním genem VH3-30/3-35

a převažují geny rodiny VH1 a VH2 (VH1-18, VH1-69 a VH2-05). V tomto případě je 

predominantní gen VH1-69 (celkem ve 4 případech, Tab. 36; obr. 48b). 

U pacienta SLE byl identifikován pouze jeden gen - VH3-07 (Tab. 36; obr. 48c).
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V. 4. 5 Distribuce DH genů

U obou populací folikulárních buněk bylo dále studováno zastoupení 

jednotlivých DH genů. Ze souhrnné tabulky (Tab. 37) a obrázku (obr. 49) je patrné, že

ve všech získaných transkriptech bylo nalezeno opět jen omezené spektrum využití DH

genů. 

Tab. 37: Počet a zastoupení detekovaných DH genů u FO I a FO II B buněk

DH geny KO2 RA

FO I FO II FO I FO II

N (%) N (%) N (%) N (%)
D1-01

0 0 1 (2,08) 0
D2-08

1 (2,08) 0 0 0
D2-21

0 0 1 (2,08) 0
D3-10

0 0 2 ( 4,17) 0
D5-05

1 (2,08) 0 0 0
D6-19

0 1 (2,08) 0 0
N=48
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Obr. 49a: Distribuce jednotlivých DH genů u KO2 
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Obr. 49b: Distribuce jednotlivých DH genů u RA

V použitém spektru DH genů u KO2 a RA ani jeden z nalezených DH genů 

nepřevažoval a u SLE pacienta se nepodařilo identifikovat ani jediný konkrétní DH gen.

V. 4. 6 Distribuce JH genů

U obou populací folikulárních buněk bylo analyzováno zastoupení jednotlivých 

JH genů. Ve všech získaných mRNA transkriptech u KO2 a RA bylo také v případě 

těchto genů možno pozorovat jejich zúžené spektrum, přičemž bylo opět nalezeno 

zastoupení vzácných JH genů jako jsou JH3, JH5 a JH6 (obr. 50; Tab. 38).

Tab. 38: Počet a zastoupení detekovaných JH genů u FO I a FO II B buněk

JH geny KO2 RA

FO I FO II FO I FO II

N (%) N (%) N (%) N  (%)

JH1 0 0 1 (2,08) 1 (2,08)

JH2 0 0 0 0

JH3 2 (4,17) 1 (2,08) 0 0

JH4 1 (2,08) 0 2 (4,17) 1 (2,08)

JH5 0 0 0 1 (2,08)

JH6 1 (2,08) 0 1 (2,08) 0
N=48
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Obr. 50a: Distribuce jednotlivých JH genů u KO2
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Obr. 50b: Distribuce jednotlivých JH genů u RA

V použitém spektru využití jednotlivých JH genů v nalezených transkriptech

u KO2 a RA ani jeden z nalezených JH genů významně nepřevažoval. U SLE se 

nepodařilo identifikovat žádný JH gen.
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VI. Diskuze

VI. 1 Distribuce transkriptů mRNA IgM a IgG izotypů

Protože uvedené populace FO I a FO II B lymfocytů nebyly doposud popsány 

ani u myší, bylo cílem této práce provést prvotní molekulární charakteristiku 

variabilních oblastí těžkých řetězců imunoglobulinů tvořených buňkami těchto populací 

B lymfocytů dvou pacientů s CVID, dvou zdravých dárců a dvou pacientů 

s autoimunitním onemocněním (1 s RA a 1 s SLE) na úrovni mRNA.

Obě populace byly před zahájením studie považovány za naivní B buňky, jelikož 

nenesou na svém povrchu molekulu CD27 obecně považovanou za typický marker 

paměťových B lymfocytů, které prošly antigenem řízenou selekcí v germinálních 

centrech (Klein et al., 1998).

Protože naivní B lymfocyty obvykle neprodukují izotyp IgG, první nálezy IgG 

mRNA nasvědčovaly tomu, že by v našem případě mohlo jít právě o antigenně zkušené

B lymfocyty. Zajímavý byl expresní vzor produkce IgG mRNA, protože u pacientů 

s CVID s deprivovaným imunitním systémem byl výskyt mRNA pro tento izotyp téměř 

nulový, zatímco u pacienta se SLE byl jednoznačně nejvyšší v souladu s aktivním 

stádiem choroby. Překvapivě nízká produkce IgG mRNA u pacienta s RA (pouze 

20,83% FO I a 6,25% FO II B buněk) může být důsledkem započaté léčby aktivní 

formy choroby. Stejně tak zdravý dárce KO1 v době odběru periferní krve prodělával 

virové onemocnění, což se projevilo ve vyšší produkci izotopu IgG v obou sledovaných 

populací.

Velmi zajímavý byl objev FO I a FO II B buněk se současnou přítomností IgM 

a IgG mRNA. V tomto případě jde o B lymfocyty, kde došlo k izotypovému přesmyku 

z IgM na IgG a kdy mRNA pro IgM ještě nebyla degradována a proto bylo možné ji 

detekovat. Vzor exprese odrážel neaktivitu respektive aktivitu imunitního systému, 

protože zatímco u pacientů s CVID téměř nedocházelo k izotypovému přesmyku, 

zatímco u pacienta s aktivním SLE byl výskyt buněk s oběma mRNA nejvyšší.

Porovnání produkce IgG mRNA a frekvence buněk se současnou expresí IgM 

a IgG mRNA mezi FO I a FO II buňkami naznačuje, že se jedná FO II B lymfocyty jsou 

pravděpodobně vyzrálejší a aktivnější. Otázkou je, zda by mohly být prekurzory 

efektorových B buněk reagujících na bakteriální a virové infekce.
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VI. 2 Distribuce jednotlivých VH rodin

S pomocí statistických metod bylo zhodnoceno zastoupení VH, DH a JH

genových rodin, mutační frekvence a vlastnosti CDR3 oblastí v transkriptech izotypu 

IgM a IgG  detekovaných ve všech sledovaných populací B lymfocytů.

IgH genový lokus na lidském chromozomu 14 může u jednotlivce obsahovat 

až 51 funkčních VH genů rozdělených do sedmi VH rodin. Interpersonální rozdíly jsou 

způsobeny možnou přítomností nefunkčních alel některých segmentů. Úplný seznam 

VH genů a jejich alel je veřejně přístupný v databází www.imgt.org.

Během rekombinačního procesu, kterým prochází B lymfocyty v kostní dřeni, 

dochází ke zcela náhodnému výběru VHDHJH genů. Ty pak vytvoří genové uskupení, jež 

je jako variabilní oblast těžkých řetězců imunoglobulinů přepisováno do mRNA 

a následně přeloženo do proteinu.

Poměrné zastoupení jednotlivých VH rodin ve VHDHJH přeskupeních 

v maturovaných B buňkách pak při normálním stavu imunitního systému odpovídá 

zárodečnému repertoáru VH rodin, i když s dalším vývojem populace B buněk může 

docházet k mírným změnám (Brezinschek et al., 1997; Tsuiji et al., 2006; Tian et al., 

2007). K výraznějším odchylkám může docházet při některých chorobách imunitního 

systému (Morutza et al., 2001; Bahler et al., 1997).

Při porovnání zastoupení jednotlivých VH rodin mezi sledovanými populacemi 

B lymfocytů byla zjištěna zvýšená přítomnost neobvyklých genových rodin VH1, VH2, 

VH5 a VH6, které byly detekovány ve všech analyzovaných populacích jednotlivých 

subjektů, avšak byly naprosto převažující v FO II B lymfocytech.

VI. 3 Analýza VH, DH a JH genových segmentů

Specifita protilátek je na úrovni proteinu dána sekvencí aminokyselin a potažmo 

trojrozměrnou strukturou vazebného místa pro antigen, na úrovni nukleových kyselin je 

pak určena pořadím nukleotidů kódujících jednotlivé aminokyseliny. O specifitě 

budoucího imunoglobulinu se tedy rozhoduje již při přeskupování genů a výběru 

jednotlivých VH, DH a JH segmentů těžkého řetězce i VL a JL segmentů lehkého řetězce. 

V této souvislosti byla popsána řada případů protilátek, které jsou namířeny proti 

určitým antigenům a využívají preferenčně konkrétní VH genové segmenty (Gorny 

et al., 2009; Sun et al., 1999; Weitkamp et al., 2003).

http://www.imgt.org/
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Některé genové segmenty rodiny jako např. VH1 často kódují autoprotilátky, 

a proto jsou B lymfocyty s tímto segmentem ve VHDHJH přestavbách předmětěm 

negativní selekce (Vencovský et al., 2002). Častěji jsou tedy VH geny takové rodiny 

detekovány ve VHDHJH přestavbách naivních buněk, zatímco po průchodu germinální 

reakcí se ve VHDHJH přeskupeních již tato rodina objevuje v podstatně menším poměru 

nebo vůbec (Vencovský et al., 2002).

V našem případě je zajímavý nález genu VH1-69, o kterém je známo, že kóduje 

variabilní oblast revmatoidních faktorů, tj. autoprotilátek reagujících s Fc částí vlastního 

IgG (Vencovský et al., 2002). U pacienta s RA tento segment dominoval, byl objeven 

u FOI i FOII B buněk. Je možné, že tyto B lymfocyty unikly negativní selekci 

vysokoafinitních B buněčných prekurzorů ještě v kostní dřeni. Pokud by tyto 

B lymfocyty dále proliferovaly ve vhodném prostředí lymfoidních folikulů, mohly by 

být zodpovědné za vznik a rozvoj autoreaktivní populace produkující revmatoidní 

faktory v organismu pacienta.

Některé nalezené geny z rodiny VH3 by mohly kódovat protilátky namířené proti 

mikroorganismům jako Haemophilus influenzae (Liu a Lucas, 2003). Tyto B lymfocyty 

by se mohly účastnit polyklonální obrany proti mikroorganismům a virům.

Nejzajímavější je objev velmi omezeného spektra VH genů, v němž úplně chybí 

geny VH4 rodiny – obecně velmi frekventované – a malé zastoupení genů rodiny VH3 

u kontrol a pacienta s RA.

Z DH genů rodin DH3 a DH6 jsou nejčastěji zastoupené segmenty ve VHDHJH

přeskupeních v periferních B lymfocytech různých vývojových stádií. Jsou to úseky 

nejčastěji a nejvýrazněji podrobované mutacím, inzercím, duplikacím a delecím, což 

někdy znesnadňuje jejich spolehlivou identifikaci (Ivanov et al., 2005; Tian et al., 

2007). Námi sledované populace se také z tohoto hlediska neodlišují od jiných populací 

periferních lymfocytů a vykazují opět velmi omezené spektrum těchto genů. 

JH genové segmenty se liší svou délkou a výrazně ovlivňují i výslednou délku 

CDR3 oblasti. K celkové délce CDR3 oblasti přispívá JH6 segment až devíti amk, 

segmenty JH1 a JH2 šesti amk, JH5 pěti amk, JH3 a JH4 čtyřmi amk. Ve VHDHJH

přeskupeních naivních B lymfocytů je častěji přítomen delší genový segment JH6 

a méně často kratší segment JH4. Zcela opačná situace je pak u populací B buněk, které 

již prošly germinální reakcí (Brezinschek et al., 1997; Tian et al., 2007; Tsuiji et al., 

2006).
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V FO I a FO II B lymfocytech byly zaznamenány neobvyklé JH geny jako JH1, 

JH3 a JH6. To by podporovalo hypotézu, že se jedná spíše o buňky antigenně nezkušené, 

transientní nebo pre-naivní před selekčním procesem a schopné uniknout negativní 

selekci.

VI. 4 Mutační frekvence a produktivita VHDHJH uspořádání

Při antigenní stimulaci B lymfocytů dochází k intenzivním mutačním dějům 

ve variabilních oblastech genů pro těžké i lehké řetězce protilátek. K mutacím dochází 

po celé délce variabilních oblastí, avšak při antigenem řízené selekci B lymfocytů se 

mutace nacházejí preferenčně v CDR oblastech oproti FR oblastem.

Substituce nukleotidů, ke kterým dochází na úrovní DNA, mohou na úrovni 

proteinu způsobit záměnu aminokyseliny, pak se jedná o mutace záměnné (replacement, 

R), a nebo díky degeneraci genetického kódu  k záměně aminokyseliny nedojde 

a mutace je tichá (silent, S).  Pokud B lymfocyty prochází antigenní stimulací a selekcí, 

dochází k záměnným mutacím výrazně častěji v oblastech CDR než v FR oblastech 

(Müller-Hermelink a Greiner, 1998).

Určité procento mutací bylo zaznamenány pouze u kontroly 2, kde byla 

zaznamenána také delece 57. kodónu ve VH oblasti obou sledovaných populacích 

CVID pacienta i zdravého.  Za somaticky mutované lze považovat jen přeskupení 

s mutační frekvencí 4,35 %, protože za somaticky mutované jsou považovány jen 

VH segmenty obsahující více než 2% mutací (Brezinschek et al., 1997; Wlodarska et al., 

2007). Všechna ostatní detekovaná přeskupení měla nulovou mutační frekvenci.

Zajímavější však byl nález tzv. neproduktivních VHDHJH přeskupení, která 

vznikají posunem čtecího rámce mezi 3´- koncem JH řetězce a 5´-koncem FR4 části 

konstantní oblasti (110. kodón; Brezinschek et al., 1997). Tento posun má za následek 

vznik stop kodonu a předčasné ukončení překladu Ig mRNA za vzniku nefunkčního 

zkráceného Ig H řetězce.

Neproduktivní upořádání byla objevena pouze v FO I a II B lymfocytech 

kontrol, což pravděpodobně souvisí s neaktivním stavem imunitního systému, kdy není 

třeba produkovat Ig, ale B lymfocyty jsou připraveny na stimulační signál a zahájení 

antigenem řízené selekce a afinitní maturace. Aktivita imunitního systému u pacienta 

s RA vede k tomu, že B lymfocyty obsahují pouze produktivní VHDHJH přeskupení 

vedoucí k úspěšné produkci (auto)protilátek.
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VI. 5 Distribuce délek CDR3 oblastí

Délka CDR3 oblastí Ig se u dospělých jedinců obecně pohybuje v rozmezí 6 až 

28 amk (Ivanov et al., 2005), přičemž kratší CDR3 oblasti obsahují VHDHJH přestavby 

v B lymfocytech, které již prošly antigenem stimulovanou somatickou hypermutací. 

CDR3 oblast hraje kritickou roli při rozpoznání a vazbě antigenu a proto se přepokládá, 

že kratší CDR3 oblasti jsou schopny přesnější vazby antigenu než delší CDR3 oblasti 

(Rosner et al., 2001).

Mediány délek CDR3 oblastí VHDHJH transkriptů ve sledovaných FO 

B lymfocytech byly u kontroly 2 a pacienta s RA totožné (15 amk). Obecně patří 

k delším CDR3 oblastem charakteristickým pro antigenně nezkušené B (fetální) 

lymfocyty.

VI. 6 Aminokyselinové složení CDR3 oblastí

Nejčastěji se v CDR3 oblastech imunoglobulinů obecně vyskytují neutrální, 

hydrofilní aminokyseliny tyrosin, glycin a serin. Naopak hydrofobní a nabité 

aminokyseliny, zejména ty s pozitivním nábojem, jako je arginin, lysin a histidin, jsou 

poměrně vzácné (Ivanov et al., 2005).

Předpokládá se, že přítomnost nabitých aminokyselin by mohla narušit stabilitu 

těžkého řetězce imunoglobulinu, a jeho asociaci s lehkých řetězcem (Ippolito et al., 

2006). Nabité aminokyseliny se často vyskytují v CDR3 oblastech autoreaktivních 

imunoglobulinů, a tím se vysvětluje, proč dochází během vývoje a selekce B lymfocytů 

ke snižování frekvence nabitých aminokyselin v CDR3 oblastech (Wardemann et al., 

2003).

V zastoupení jednotlivých amk byly u FOI a FO II B lymfocytů nalezeny rozdíly 

mezi kontrolou 2 a pacientem s RA, dokonce některé amk jako lysin, cystein a glycin 

úplně chyběly a naopak u kontroly 2 nebyl zaznamenán prolin. U pacienta s RA navíc 

bylo výrazně redukováno zastoupení negativně nabitých amk. Threonin u pacienta s RA 

úplně chyběl u FO I buněk, zatímco u kontroly 2 to bylo u FO II buněk. Funkční 

význam těchto rozdílů je zatím nejasný.
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VI. 7 Klonální příbuznost

B lymfocyty odvozené od společného pozitivně selektovaného předchůdce, tzv. 

klony, vykazují stejnou specifitu protilátek, která se na úrovni DNA projevuje využitím 

identických VH, DH, JH segmentů a tedy zcela shodnou sekvencí CDR3 oblastí (Clausen 

et al., 1998). Vysoká frekvence výskytu takto klonálně příbuzných B buněk je typická 

pro leukemická a autoimunitní onemocnění.

Ve studovaných B buněčných FO I a FO II B buněčných populacích nebyla 

zaznamenána žádná klonální příbuznost v CDR3 oblastech na nukleotidové nebo 

aminokyselinové úrovni. Populace se jeví jako velmi heterogenní, a proto je lze 

považovat za polyklonální.

VI. 8 Analýza exprese RAG a TdT mRNA u FO I a FO II B buněk

RAG enzymový komplex je přímo zodpovědný za tvorbu VHDHJH přeskupení a 

obecně se předpokládá, že hladina exprese těchto genů je u nezralých B lymfocytů 

nízká a jejich exprese je vzácná u zralých naivních B lymfocytů (Girshick et al., 2001).

Avšak exprese těchto genů  u B buněk terminálních center může být obnovena po jejich 

aktivaci, což  mohou využít B lymfocyty s nízkou aviditou a zůstat tak přítomné 

v organismu (Han et al., 1995).

Jediný gen, který byl exprimován u všech analyzovaných jedinců a obou 

populací B buněk, byl RAG 1. Rag 2 1a a Rag2 1b byl v různých hladinách produkován 

u všech sledovaných B lymfocytů s výjimkou FO I B buněk pacienta CVID 2, kde 

exprese Rag 2 1a nebyla vůbec zaznamenána. U RA pacienta byla navíc zaznamenána 

velmi vysoká produkce TdT svědčící pro implementaci tzv. N-adicí.

Tyto nálezy nasvědčují tomu, že u FO I a FO II B buněk probíhá nebo je zahájen

proces tvorby VHDHJH přeskupení včetně izotypového přesmyku a pravděpodobně také 

proces somatické hypermutace, protože u kontroly 2 byly mutace nalezeny, a to 

v CDR1 a CDR2 oblastech.

Zajímavé je, že FO I a FO II B lymfocyty kontrol 1 a 2, pacientů se SLE, 

pacienti CVID1 a CVID2 mají expresní vzor sledovaných genů velmi podobný. 

Biologický význam tohoto  nálezu je nejasný.

Překvapující byl však objev významné exprese Rag genů u FO I a II 

B lymfocytů, které neprodukovalou žádnou Ig mRNA, přičemž tvořily významnou část 
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lymfocytů v příslušné populaci (např. 70,83 % u pacienta s RA). U pacientů s CVID 

tyto FO I a II Ig-negativní buňky tvořily 89,83%  - 95,83% všech B lymfocytů 

v populaci. Tento nález je plně v souladu s nefunkčností imunitního systému a jeho 

neschopností se bránit mikroorganismům, a souvisí s patologickým stavem. 

B lymfocyty neprodukující Ig mRNA ale exprimující Rag geny, jsou pravděpodobně ve 

fázi zahájení VHDHJH přeskupení a somatické hypermutace. U pacientů s CVID by pak 

mohlo jít o stav, kdy se deprimovaný imunitní systém o takové procesy alespoň snaží. 

Protože je to však spojeno s absencí Rag 2 1a exprese, je tato snaha nakonec neúspěšná.

Získaná data potvrzují, že se v kontextu absence CD27 molekuly na povrchu 

FOI a FO II B lymfocytů jedná o B lymfocyty, které neprošly antigenem řízenou 

selekcí. Je dokonce možné, že se jedná o transientní nebo pre-naivní B lymfocyty, 

z nichž se budou rekrutovat buňky marginální zóny nebo efektorové B lymfocyty 

sekretující Ig.

Jak naznačují výsledky získané u FO B lymfocytů pacienta s RA, mohou tyto 

buňky uniknout negativní selekci – pravděpodobně ještě v kostní dřeni před migrací do 

periferní krve – a stát se autoreaktivními B lymfocyty a prekurzory plazmatických 

buněk sekretujících autoprotilátky. Získaná VHDHJH přeskupení obsahovala neobvyklé 

VH geny, nemutované VH oblasti, poměrně dlouhé CDR3 oblasti, JH3 a JH6 řetězce, 

může jít o B lymfocyty účastnící se antimikrobiální (pravděpodobně T-nezávislé) 

obrany organismu velmi podobné lymfocytům fetálním. Protože analyzované FO B 

buněčné populace nebyly dosud studovány detailně ani u myší, navíc na základě 

imunofenotypu je rovněž velmi nesnadné najít jejich myší folikulární B buněčný 

protějšek, je zatím předčasné se vyjádřit k jejich finální pozici v B buněčném 

diferenciačním schématu a je třeba dalších studií zaměřených na potvrzení maturačního 

stadia na molekulární úrovni pomocí transkripčních a regulačních faktorů (Btk, Myd88, 

Aiolos, Notch2, AID atd. – viz kap. II. 5. 1).
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VII. Závěr

Práce navazuje na výzkum, během něhož byly pomocí polychromatické 

průtokové cytometrie u pacientů s CVID a zdravých dárců detekovány dvě doposud 

nepopsané populace periferních B lymfocytů: CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24+IgM+ 

FO I B buňky a CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++ FO II B buňky.

Protože tyto B buněčné populace nebyly dosud objeveny ani u myší, byla 

provedena molekulární analýza genů pro variabilní oblasti těžkých řetězců 

imunoglobulinů a pro proteiny účastnící se VHDHJH přeskupení (Rag 1, Rag 2 a TdT). 

Celkem byly vyšetřeny FO I a FO II B lymfocyty od dvou pacientů s CVID, dvou 

kontrol a dvou pacientů s autoimunitním onemocněním (RA a SLE). S použitím 

statistických metod bylo zhodnoceno zastoupení VH, DH a JH genových rodin, mutační 

frekvence a vlastnosti CDR3 oblastí v transkriptech izotypu IgM a IgG.

Sledované populace byly před zahájením této práce považovány za naivní, 

pravděpodobně transientní a antigenem neselektované B buňky, a to zejména proto, že 

nenesou na svém povrchu molekulu CD27 obecně považovanou za typický marker 

B lymfocytů, které již prošly germinální reakcí. 

Z tohoto pohledu naše nálezy, naznačují, že FO I a FO II buňky pravděpodobně 

odrážejí fyziologický nebo patologický stav jedince. Zatímco u pacienta s RA i SLE 

byly výrazně aktivní a produkovaly více transkriptů IgM a zvláště IgG, u kontrol byla 

tato produkce snížená a u pacientů s CVID byla velmi výrazně redukovaná. FO I 

a FO II buňky u pacienta se SLE vykazovaly poměrně podobný expresní vzor a to jak 

pro produkci IgM a IgG mRNA tak pro Rag 1a Rag 2 1a a 1b mRNA. U pacienta se 

FO II B buňky vzhledem k vyšší produkci mRNA obou izotopů jevily jako vyzrálejší.

Celkově získaná data naznačují, že sledované populace B lymfocytů budou zřejmě hrát 

důležitou roli při regulaci homeostázy imunitního systému zdravých jedinců a maturace 

jeho efektorových funkcí. Proto svědčí jednak nález neobvykle úzkého spektra VH, DH

a JH genů a hlavně neobvyklých typů těchto genů v Ig mRNA, a také delší CDR3 oblasti 

(díky přítomnosti JH6 genu).

Významná prevalence neproduktivních VHDHJH přeskupení u kontrol a nulový počet 

mutací na jedné straně a predominance VH1-69 genu s autoreaktivním potenciálem 

u pacienta s RA na druhé straně pak napovídají, že jde o B lymfocyty antigenně 

nezkušené, pravděpodobně transientní a schopné uniknout negativní selekci. 
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Svou povahou spíše připomínají fetální B lymfocyty nebo lymfocyty účastnící se 

procesů obrany organismu proti bakteriím a virům, procesů na T lymfocytech 

nezávislých, pro což svědčí mimo jiné také velká vnitřní heterogenita objevená na 

úrovni aminokyselinového složení CDR3 oblastí.

Je možné, že u pacientů s CVID pak stojí za jejich neschopností se účinně bránit 

bakteriálním infekcím dýchacího a trávicího traktu. U pacientů s autoimunitními 

chorobami by pak tyto buňky mohly být rezervoárem autoreaktivních B lymfocytů 

uniknuvších negativní selekci.

Cílem této diplomové práce bylo charakterizovat CD19+CD27-

CD21+CD38lowCD24+IgM+ FO I B buňky a CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++

FO II B buňky na molekulární úrovni pomocí analýzy variabilních oblastí genů pro 

těžké řetězce imunoglobulinů a pro proteiny účastnící se procesu VHDHJH přeskupení, 

což bylo splněno.

Výsledná charakteristika sledovaných populací je v mnoha směrech překvapující 

a je svého druhu první takto detailně provedená. Protože dosud chybí jakákoli alespoň 

částečně analogická data u lidí nebo myší, další práce by proto měla směřovat 

k detailnějšímu popisu těchto populací a hledání jejich biologických funkcí.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Alexander%20HD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Matthews%20C%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Veyt%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Pospisilova%20H%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Catherwood%20MA%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Poulsen%20TS%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vanhentenrijk%20V%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ibbotson%20R%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Vandenberghe%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Morris%20TC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Alexander%20HD%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus


137

IX. Přílohy

Tab. I: Exprese hlavních transkripčních faktorů ve vývoji B lymfocytů.
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Tab. II: Stručná charakteristika imunobiologických vlastností jednotlivých izotypů 

imunoglobulinů. (Male, 2006; Janeway, 2005 - modifikováno)

TŘÍDY A PODTŘÍDY IMUNOGLOBULINŮ

IgM IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgA1 IgA2 IgD IgE

LOKALIZACE

sérum, 
povrch 

B-
buněk

sérum, intersticiální tekutina

sérum, slzy, 
sliny, povrch 

sliznic, 
mléko

sérum, 
povrch 
B-
buněk

sérum, 
intersticiální 

tekutina

FYZIKÁLNĚ CHEMICKÉ VLASTNOSTI

těžký řetězec μ γ1 γ2 γ3 γ4 α1 α2 δ ε
molekulová 
hmotnost 
(kDa)

970 150 150 170 150 160 160 180 190

sérová 
hladina (g/l) 
dospělé osoby

1,5-3 3-9 1,5-6 0,2-1
0,01-

1
0,5-
3,8

0,05-
0,85

0,01-
0,2

<200 IU/ml

poločas 
rozpadu 
(dny)

10 21 20 7 21 6 6 3 2

FUNKČNÍ AKTIVITA

neutralizace + ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -

opsonizace - +++ - ++ + + - - -

vazba na 
receptory 
fagocytů

- + - + +/- + + - +

vazba na 
receptory 
mastocytů

- - - - - - - - +++

klasická cesta 
aktivace 
komplementu

+++ ++ + +++ - - - - -

alternativní 
cesta aktivace 
komplementu

- - - - - + - - -




