UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Piirodovédecka fakulta
Studijni program Biologie

Katedra antropologie a genetiky ¢lovéka

-----
g

Ly
24
.....
.
s

------

S SO0 000

-
R

sa,
.......

Bc. Zuzana Kerdikova

Expresni analyza novych B bunéénych populaci FO bunék charakterizovanych

nepritomnosti molekuly CD27 a nizkou expresi CD38 molekuly

Expession analysis of new follicular B cell populations characterized by absence

of CD27 molecule and down-modulation of CD38 molecule

DIPLOMOVA PRACE

vedouci diplomové prace — RNDr. Sarka Ruzi¢kova, Ph.D.

Laboratof imunoterapie a imunopatologie

Biotechnologicky ustav Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

PRAHA 2012



ProhlaSeni:
Tuto diplomovou praci jsem vypracovala samostatné, pouze s pouZzitim citované

literatury a pod vedenim vedouciho diplomové prace.

V Praze 20. srpna 2012



Rada bych touto cestou podékovala vedouci diplomové prace RNDr. Sarce Riizickové,
PhD. za vstricny pristup a cenné odborné rady, za jejichz prispéni jsem mohla
vypracovat tuto diplomovou praci. Dékuji Mgr. Jiriné Kinkorové, CSc. a Helené
Havelkové za pomoc s praktickou casti diplomové prdace. Dale bych chtéla podekovat

své rodiné a Mgr. Michalu Simovi za podporu béhem psani diplomové prdce.

Tato diplomova prdace byla vypracovana v letech 2010 — 2012 v Laboratori

imunopatologie a imunoterapie Biotechnologického tistavu AV CR a byla podporena

grantovym projektem IGA MZ NKT 11414-3.



Abstrakt

V ramci projektu podporovaného grantem IGA MZ CR NKT11414-3 byly pomoci
polychromatické pritokové cytometrie charakterizovany v periferni krvi u pacientl
s béznou variabilni imunodeficienci a u zdravych kontrol byly objeveny dvé nové B
bunééné populace. Tyto populace byly deﬁnovén?l jako CDI19°CD27
CD21°CD38"°YCD24"IgM" FO I a CD19"CD27'CD21"CD38°*CD24 'IgM"™ FO I B
bunécné populace. Protoze Za4dna z nalezenych populaci nebyla dosud popsana ani
studovana, cilem této prace bylo charakterizovat tyto populace se zaméfenim na
analyzu variabilnich oblasti tézkych fetézcli imunoglobulind a genti koédujicich proteiny,
které se ucastni procesu formovani VyDply pfeskupeni (Rag 1, Rag 2 a TdT)
produkované bunikami téchto populaci.

K provedeni molekularni analyzy jednotlivych B lymfocytii byla pouzita pritokova
cytometrie, tfidéni jednotlivych bunck s vyuzitim pritokového cytometru se sortovacim
modulem; RT-PCR na trovni jedné buiiky; I[gVH, Rag 1, Rag 2 a TdT specifické PCR
a sekvenovani. Ob& populace byly analyzovany u dvou pacientii s béZznou variabilni
imunodeficienci, dvou zdravych kontrol, a dvou pacienti s autoimunitnim
onemocnénim — 1 s revmatoidni artritidou a 1 systémovym lupus erythematodes (jako
tzv. ,disease control). K vyhodnoceni rozdilii v expresi variabilnich oblasti tézkych
fetézcl imunoglobulinii a Ragl a2, a TDT byla pouzita statisticka analyza.

Ve vsech analyzovanych B buikéach bylo identifikovdno velmi zazené spektrum Vi,
Dy a Jg gent v produkovanych imunoglobulinovych mRNA a nulové nebo velmi nizké
mutacni frekvence. Kromé toho, u FO I a FO II B bunkach pacientii s RA byla zjisténa
predominance VH1-69 genu s autoprotilatkovym potencidlem. Nalez produkce mRNA
pro izotyp IgG a TdT svédci pro prave probihajici proces VyDyly pfeskupovani.
Vzhledem k tomu, ze obé studované populace nenesou na svém povrchu molekulu
CD27, byly ptivodné povazovany za naivni B buiiky. V tomto kontextu absence mutaci,
delsi CDR3 oblasti, VyDnlJn preskupovani (zejména u kontrol) nasvéd¢uji spiSe pro to,
ze se jedna B lymfocyty antigenné nezkusSené a blizici se spiSe naivnim B buikam.
Dal$i moznosti je, ze tato populace by mohla pfedstavovat transientni antigenné
nezkuSend B bunécnd stddia anebo buiiky, které jsou prekurzory B buné¢k marginalni
zony. V ptipad¢€ pacientl s revmatoidni artritidou, populace FO I a II B bunék by mohla
byt populaci, ktera unikla negativni selekci a stala se zakladem autoreaktivnich
B bunék.

Ziskané nélezy podporuji hypotézu, ze studované B bunécné populace mohou hrat
urcitou roli v regulaci homeostazy v imunitnim systému u zdravych lidi, ktera mize byt
naruSena u pacientdt s imunodeficienci (deprivovany imunitni systém)
a s autoimunitnimi chorobami (hyperaktivovany imunitni systém).

Tato zjisténi se zdaji byt velmi zajimava a bude zapotiebi dal§i vyzkum, aby tento typ
FO B lymfocytli byl detailnéji charakterizovan s cilem porozumét jejich fyziologické
roli béhem obrany organismu a jejich pfispévku ke vzniku a rozvoji patologickych
stavil.

Klicova slova:

B lymfocyty, FO I B buniky, FO II B bunky, revmatoidni artritida, systémovy lupus
erythematosus, béZny variabilni imunodeficit, CD antigeny, pritokova cytometrie,
single-cell RT-PCR, VDI piestavba, TdT, Ragl, Rag 2



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 CR NKT11414-3. These B cell
populations were defined as CD19'CD27CD21'CD38°“CD24'IgM*  FO 1
and CD19"CD27°CD21°CD38"°"CD24" 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
VyuDulJy 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 Ragl and 2, and TdT.

Unusual and heavily biased usage of Vy, Du, and Jy, 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 VyDyly 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 VyDyly 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 1 B cells, FO II B cells, rheumatoid arthritis, systemic lupus
erythematosus, common variable immunodeficiency, CD antigens, flow cytometry,
single-cell RT-PCR, VDIJ rearrangement, TdT, Rag 1, Rag 2
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Seznam zkratek

A
Aicda

AID

Aiolos
amk
ANA
ANCA

anti-CCP

APC
BATF
Bcellla
Bcl-6
BCR
Blimp-1
BLNK
BSA
Bstl
BTK
C

CD
cDNA

CDR
CDR-H;

adenin (adenine)

gen kodujici AID

(gene coding activation-induced cytidin deaminase)

aktivaci indukovana cytidindeaminaza

(activation-induced cytidin deaminase)

transkripéni faktor

aminokyselina (amino acid)

antinuklearni cytoplazmatické latky (antinuclear autoantibodies)
antineutrofilni cytoplazmatické protilatky

(antineutrophil cytoplasmic antibodies)

protilatky proti citrulinovanym peptidiim

(anti-cyclic citrullinated peptide antibody)

antigen prezentujici butika (antigen-presenting cell)

transkripcni faktor (basic leucine zipper transcription factor ATF-like)
nazev genu

transkripéni faktor (B cell lymphoma 6)

receptor B lymfocytu (B cell receptor)

transkrip¢ni faktor (B-lymphocyte-induced maturation protein)
protein (B cell linker protein)

bovinni serovy albumin (bovine serum albumin)

nazev genu (bone marrow stromal cell antigen-1)

Brutonova tyrozinkinaza (Bruton's tyrosinkinase)

konstantni oblast imunoglobulinu (constant region of immunoglobulin);
cytosin (cytosine)

diferenciacni antigen (cluster of diferentiation)

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

(complementary deoxyribonucleic acid)

oblast urcujici komplementaritu (complementarity determining region)
prvni CDR oblast té¢zkého fetézce imunoglobulinu

(first complementarity determining region of heavy chain

immunoglobulin)
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CDR-H,

CDR-H3

CDR-L;

CDR-L,

CDR-L;

CITA
c-Kit
CL

CLP
CNS
CVID
Dy

DNA
dNTP
dsDNA
DTT
E2A
EBF
EDTA
FACS

FAK
FcRL
FDC
FITC
FIt3
FOB

druha CDR oblast tézkého fetézce

(second complementarity determining region of heavy chain)

tieti CDR oblast tézkého fetézce

(third complementarity determining region of heavy chain)

prvni CDR oblast lehkého fetézce

(first complementarity determining region of ligt chain)

druha CDR oblast lehkého fetézce

(second complementarity determining region of ligt chain)

tieti CDR oblast lehkého fetézce

(third complementarity determining region of ligt chain)

nazev genu (class II, major histocompatibility complex transactivator)
receptor (receptor tyrosine kinase)

konstantni oblast lehkého fetézce protilatky

(constant region of light chain)

spole¢ny lymfoidni progenitor (common lymphoid progenitor)
centralni nervovy systém (central nervous system)

béZny variabilni imunodeficit (common variable immunodeficiency)
,fozmanity* usek genového komplexu tézkého fetézce imunoglobulinu
(diversity region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
deoxynukleotidtrifosfat (deoxynucleotidetriphosphate)
dvouvlaknova DNA (double-stranded DNA)

1-4-dithiothreitol

E protein

casny B bunécny faktor (early B cell factor)

ethylenediamine tetraacetic acid

pratokovy cytometr se sortovacim modulem

(fluorescence-activated cell sorter)

kinaza (focal adhesion kinase)

Fc receptor (Fc receptor like)

folikularni dendritické buiika (folicular dendritic cell)

fluorescein izothiokyanat (fluoresceinisothiocyanate)

receptor (receptor tyrosine kinase)

folikularni B bunka (follicular B cell)
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Foxp-1
FR
FSC

G
GATA-1
GC
H2-Ob
Helios
HLA
HSC
Cu

ICOS
Ifi30
Ig
IgA
IgD
IgE
IgG
IgM
IgV
Ikaros
IL
IL-7R
IRF
IS
ITAM

IxB
Ju

Lef-1
LPS
LT-HSC

transkripéni faktor (Forkhead box protein P1)

podpiirné oblast imunoglobulinu (framework region)

forward scatter

guanin (guanine)

protein GATA

germinalni centrum (germinal center)

nazev genu (histocompatibility 2 O region beta locus)

transkripéni faktor

lidsky lekocytarni antigen (human leukocyt antigen)
hematopoetickd kmenova buiika (hematopoetic stem cell)
konstantni ¢ast tézkého fetézce protilatky (constant region of heavy
chain)

indukovatelna kostimula¢ni molekula (inducible costimulator molecule)
nazev genu (interferon gamma-inducible protein 30)

imunoglobulin (immunoglobulin)

imunoglobulin A (immunoglobulin A)

imunoglobulin D (immunoglobulin D)

imunoglobulin E (immunoglobulin E)

imunoglobulin G (immunoglobulin G)

imunoglobulin M (immunoglobulin M)

variabilni oblast imunoglobulinu (variable domain of immunoglobulin)
transkrip¢ni faktor

interleukin (interleukine)

receptor pro interleukin (interleukin-7 receptor)

transkripcni faktor (interferon regulatory factor)

imunitni systém (immune system)

aktivacni motiv imunoreceptort zalozeny na tyrosinu
(immunoreceptor tyrosine based activation motif)

inhibitor kB

spojujici tsek genového komplexu tézkého fetézce imunoglobulinu
(joining region of gene complex of heavy chain of immunoglobulin)
nazev genu (lymphoid enhancer-binding factor-1)

lipopolysacharid (lipopolysacharides)

hematopoetickd kmenova buiika (long-term hematopoetic stem cell)
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mb-1
mf
MHC
MPP
mRNA
MZ B
nfrsfl19
NF«B
NK
N-nukleotid
nt
OCBF-1
Oct-

p
PAMP

Pax5
PAX-5
PBMC

PBS
PCR
PE
POU
pre-B
pro-B
PRR

PU.1 (Spi-B)

nazev genu

mutacéni frekvence (mutational frequency)

hlavni histokompatibilni systém (major histocompatibility complex)
multipotentni progenitor bunék (multipotent progenitor)
mediatorova ribonukleova kyselina (messenger ribonucleid acid)
B buriky marginalni zony (marginal zone B cells)

nazev genu

jaderny faktor kappa B, nuclear factor kappa B

NK buiiky, pfirozeny zabije¢ (natural killers)

N-adice, (non-template encoded nucleotids)

nukleoid

transkripéni faktor (brain factor 1)

transkripcni faktor (octamer transcritional factor)

protein

struktury charakteristické pro patogenni mikroorganizmy
(pathogen associated molecular pattern)

transkripéni faktor (B-cell-specific activating protein)
transkripcni faktor (paired box protein-5)

mononuklearni buiiky periferni krve

(peripheral blood mononuclear cells)

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
fykoerytrin (phycoerythrine)

doména proteinu (pronounced pow)

prekurzorovy B lymfocyt (precursor B lymfocyte)
progenitorovy B lymfocyt (progenitor B lymfocyte)
specifické receptory rozeznavajici patogeny

(pathogen pattern receptors)

transkripéni faktor

revmatioidni artritida (rheumatoid arthritis)

rekombinaci aktivujici gen (recombination activating gene)
revmatoidni faktor (rheumatoid factor)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

rekombinacni signélni sekvence (recombination signal sequence)
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RT-PCR
RUNX-
Sdc4
SH2
SHM
SLB
SLE
Sox4
SSC
ssDNA
STAT-5
T
T1,T2, T3
TACI

TBE
TdT

TF
Trn
Th
TLR
TNF

Vu

Vi

VLA-5

WSB
XBP-1

reverzné transkriptdzova PCR (reverse transcriptase PCR)
transkripéni faktor (Runt-related transcription factor)
nazev genu Syndecan-4

stimulacni doména Src (Src homology 2 domain)
somaticka hypermutace (somatic hypermutation)

puft (Sigma loading buffer)

systémovy lupus erythematosus (systemic lupus erythematosus)
transkripcni faktor (sex determining region Y-box 4)

side scatter

jednovlaknova DNA (single-strand DNA)

transkripcni faktor (signal transducer and activator of transcription)
thymin (thymine)

transientni butiky (transient cells)

transmembranovy aktivator interagujici s CAML
(transmembrane activator and CAML interactor)
tris-boratovy pufr s EDTA (tris-borate buffer with EDTA)
terminalni deoxynukleotidyl transferaza

(terminal deoxynucleotidyl transferase)

transkripéni faktory (transcription factors)

pomocné T lymfocyty (T follicular helper lymphocytes)
pomocny T lymfocyt (helper T cell)

receptory skupiny Toll (Toll-like receptors)

faktor nekrotizujici nddory (tumor necrosis factor)

uracil (uracile)

variabilni ¢ast tézkého fetézce imunoglobulinu

(variable region of heavy chain)

variabilni ¢ast lehkého fetézce imunoglobulinu

(variable region of light chain)

integrin (very late activation antigen alpha-5)

promyvaci a znacici pufr (wash and staining buffer)

transkripcni faktor (X-box binding protein 1)

14



I. Uvod a cile prace

I. 1 Uvod

Imunitni systém clovéka ptispiva k udrzeni podminek stalého vnitiniho prostiedi
organismu. B lymfocyty jako producenti protilatek, patfi mezi builky imunitniho
systému, které hraji diilezitou roli v specifickych imunitnich odpovédich. Vyvoj téchto
bun¢k je vysoce regulovany proces, ktery vede nejen k proliferaci a diferenciaci B
bunck, ale téz kjejich selekci. B lymfocyty exprimuji na svém povrchu rtzné
membranoveé védzané molekuly jako jsou signalizaéni komplexy, receptory a CD
molekuly, které se vyuzivaji k zafazeni téchto bunék dle matura¢niho stadia
do jednotlivych subpopulaci.

Pomoci pritokové cytometrie byly béhem feSeni vyzkumnych tkold v periferni
krvi u pacientll s béznym variabilnim imunodeficitem (CVID) a u zdravych jedincii
nalezeny nové B bunécné populace (Vikovd et al., 2010). Tyto B lymfocytarni populace
s imunofenotypem CD19"CD27'CD21°CD38¥CD24'IgM* (FO I) a CDI19'CD27°
CD21°CD38"°YCD24 IgM™" (FO 1I) nebyly dosud u lidi ani na mys$im modelu
charakterizovany a jsou jedinécné tim, Ze jsou charakterizovany nizkou expresi CD38
molekuly a absenci CD27 molekuly. Exprese CD27 je charakteristicka pro pamétoveé
B lymfocyty, které prosli vyvojem v germinalnich centrech a molekula CD38 se nachazi
hlavné€ na povrchu plasmatickych bunék.

FO I a FO II B lymfocyty se vyvijeji ze stadia transientnich B bun¢k. Déle
vychazim z ptedpokladu, Ze zatimco se FO I bunky déle diferencuji do stadia
pamétovych izotypové piepnutych B bunck nebo az do stddia plazmatickych bunék
sekretujicich specifické protilatky, FO II B buiiky jsou prekurzorem bun¢k marginalni
zony.

Vlastnosti FO I a FO II B bun€k zdravych jedinci budou porovnany
s vybranymi autoimunitnimi onemocnénimi (pacienti s RA a SLE), které byly vybrany
jako model hyperaktivovaného imunitniho systému (zvySend tvorba autoprotilatek)
a béznym variabilnim imunodeficitem (pacienti s CVID), kde je patrnd porucha
izotypového pfesmyku a poruSena tvorba imunoglobulind.

Tato diplomova prace by méla prispét k objasnéni funkénich vlastnosti
folikularnich B lymfocyti (FOI a FO II) a charakterizovat je na molekularni Grovni

v ramci studia imunogenetiky cloveka.
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I. 2 Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace je charakterizovat na molekularni Urovni
novych B bunéénych populaci s nasledujicim imunofenotypem:
CD19°CD27CD21°CD38""CD24'IgM" (FO I) a CD19'CD27CD21*CD38""CD24 " IgM**
(FO 1), které nebyly dosud u lidi ani mys$i popsany.

Dil¢i cile jsou nésledujici:

1. Analyzovat pfitomnost izotypového prfesmyku - izotyp Ig mRNA (IgM vs. IgG)
2. Analyzovat genové segmenty pro variabilni oblasti t€Zkych fetézcli imunoglobulinti
u obou populaci FO bunék na urovni mRNA z jedné buiiky a zjistit:

e zastoupeni a distribuce Vi, Dy a Jg genovych segmenti

e mutacni frekvence (znak pro antigenem fizenou selekci piipadné pamétovy typ

B lymfocytii, zZdménové vs. tiché¢ mutace)

e distribuce a typ aminokyselin kodovanych CDR3 oblastmi (neutrdlni vs.
polarni),
e klondlni ptibuznost (sekvence a délka CDR3 oblasti) a pfitomnost N-adici

v CDR3 oblasti (dikaz aktivity termindlni deoxynukleotidyltransferazy

v disledku selekce antigenem)

3. Zjistit funkéni vlastnosti FO bun€k na zéklad¢ detekce exprese gend pro terminalni
deoxynukleotidyltransferdzy (TdT) a rekombindzy aktivujici geny RAGI a RAG2
uFOI aFO II B bun¢k zdravych jedincii a porovnat je s vybranymi autoimunitnimi
onemocnénimi (pacienti s RA a SLE) a béznym variabilnim imunodeficitem (pacienti

s CVID).
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I1. Literarni prehled

I1. 1 Imunitni systém ¢lovéka

Imunitni systém cloveéka lze charakterizovat jako soustavu, kterd pftispiva
k udrZzeni podminek stalého vnitiniho prostfedi (homeostdzy) organizmu. Jeho hlavni
ulohou je identifikovat areagovat na nezaddouci zmény tohoto prostfedi. Imunitni
systém je schopen rozeznat pfitomnost infekénich mikroorganizmi, cizorodych
antigentl, vlastni poskozené a potencidlné Skodlivé buiky a téZ abnormalni struktury
(napt. nadory) v téle Clovéka (Male, 2006).

Zakladni funkci imunitniho systému je tedy imunitni dohled, obranyschopnost
a tolerance vuci vlastnim tkdnim (autotolerance). Imunitni mechanismy délime na dva
zakladni typy: nespecifické (pfirozené) a specifické (adaptivni) mechanismy (obr. 1).
Tyto imunitni procesy jsou zajiStovany organy, buitkami a molekulami imunitniho
systému, které mezi sebou kooperuji a jsou pro zivot ¢lovéka nepostradatelné (Janeway,

2005).

IL. 1. 1 Nespecifické imunitni mechanismy

Nespecifické mechanismy jsou tvofeny builkami a molekulami, které
rozeznavaji urcité funkéni a molekularni struktury tzv. PAMP (pathogen associated
molecular patterns, napf. lipopolisacharidy) mikroorganizmii pomoci riznych
povrchovych receptorti tzv. PPR (pathogen pattern receptors, napi. TLR4). Tyto
receptory jsou evolu¢né konzervovany a nerozeznavaji PAMP struktury ve vlastnich
tkanich. Mechanismy nespecifické imunity jsou zprosttedkovany fagocytujicimi
a cytotoxickymi NK bunikami. Humordlni slozku tvofi komplementovy systém,
interferony, lektiny a jiné sérové proteiny (Male, 2006).

Hlavni funkci pfirozenych mechanismi je rychla aktivace bunék a molekul bez
imunologické paméti, tj. odpoveéd’ na stejny stimul se déje se stejnou rychlosti (Fearon
a Locksley, 1996). Nejdulezitéjsi soucasti tohoto systému je regulace exprese
kostimula¢nich molekul CD80 a CD86, kter¢ se nachazi na povrchu antigen-
prezentujicich buné¢k a aktivuji specifické (adaptivni) imunitni mechanismy

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

Specifické imunitni reakce jsou zaloZzené na antigenni odpovédi T a B
lymfocytl. Po nckolika dnech az tydnech po setkani s antigeny dochazi k aktivaci
téchto bun€k ak produkci specifickych protilatek (imunoglobulinil). Produkce
protilatek je zaloZena na kooperaci mezi antigen-prezentujicimi butikami (APC), T a B
lymfocyty. K interakci téchto bun€k dochazi v sekundarnich lymfatickych organech
(Male, 2006).

Adaptivni systém vyzaduje od bun€k schopnost rozeznavat vlastni struktury
a molekuly normalné pfitomné v organismu od cizorodych patogenli a eliminovat ty
bunky, které tyto patogeny nerozliSuji - tzv. princip tolerance (Russel et al., 1991;
Ashton-Rickardt et al., 1994).

Hlavni charakteristika specifické imunitni odpovédi je imunologickd pamét,
kterd po opétovném setkani bun€k se stejnym antigenem vyvolava rychlejsi imunitni

reakci (Weigle, 1966).

Anatomické a fyziologické NESFECif_"Cké Specifické
bariéry mechanismy mechanismy
> neutrofily
kilze L A
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) C-reaktimni protein
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lysozym v slzach a slinach mikrobialni peptidy protein vazajici %
lipopolysacharidy

Obr. 1: Imunitni mechanizmy ¢lovéka. Turvey a Broide, 2010 (modifikovano)

I1. 2 Vyvoj B lymfocyti

B lymfocyty maji vyznamnou ulohu ve specifické (adaptivni) imunitni odpovédi
jako producenti protilatek (imunoglobulintl). U lidského plodu je vyvoj B lymfocytii
zahdjen ve fetalnich jatrech a u dospélych lidskych jedinct v kostni dieni (Li et al.,
1993). Vyvoj B lymfocytli je vysoce regulovany proces zahrnujici kroky vedouci
k proliferaci, diferenciaci a selekci B bunck. Fenotypové zmény, které probihaji béhem

vyvoje B bunék, jsou regulovany pomoci riznych transkripénich faktort (Mansson
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etal, 2007, viz kapitola II. 5). Jednotlivd vyvojova stddia od multipotentniho
lymfoidniho progenitoru az po zraly B lymfocyt (obr. 2) lze blize definovat na zékladé
povrchovych markert a exprese specifického uspofddani imunoglobulinovych gent
(Seshi et al., 2000, Cheng et al., 1996).

V nésledujici  kapitole  charakterizuji  vyvoj  fetdlnich  (prenatalnich)
a postnatalnich B lymfocytd na drovni organismu. V kapitole o fetdlnim vyvoji
B lymfocytli se zam¢efim na charakteristiky B lymfocytd a jejich schopnost produkovat
imunoglobuliny v té€le plodu. V nasledujici kapitole o postnatdlnim vyvoji B bunck
shrnu zékladni poznatky o vyvojovych stadiich B lymfocytii od hematopoetické buiky
az po bunky plazmatické. Zavérecna kapitola popisuje regulaci vyvoje B lymfocyti

pomoci transkripénich faktora.
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Obr. 2: Vyvojova stadia B lymfocyt. Nagasawa, 2006 (modifikovano)

II. 2. 1 Vyvoj B lymfocyti ve fetalnim obdobi

Vyvoj B lymfocytii zacind béhem embryonalniho zivota Clovéka ve fetalnich
jatrech. Jatra jsou bc¢hem fetdlniho vyvoje u vSech savel dilezitym organem
diferenciace B lymfocytl (Namikawa et al., 1985).

Pre-B lymfocyty jiz v 10. (n€kdy az 12.) tydnu prenatdlniho vyvoje plodu
exprimuji povrchovy IgM receptor a béhem nasledujiciho tydne téz receptor IgD.
Fetalni B lymfocyty maji na svém povrchu molekulu CD20 a CD24, ale jsou CD21"
aCD22 ~ (Bofill et al, 1985). IgM' B buiky lze difizné roztrousené nalézt
v lymfatickych uzlinach a sleziné od 16. tydne (Namikawa et al., 1985). Germinalni
centra nebyla ve fetdlnich lymfatickych uzlinach nalezena, pravdépodobné z diivodu
absence antigent (van Furth et al., 1965).

Do perifemni krve jsou B buiiky (IgM'IgD'CDI19°CD20°CD21'CD22")
uvoliovany béhem dvanéctého tydne (Bofill et al., 1985). Dale se v periferni krvi fétu
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na rozdil od dospélych vyskytuje vyssi procento CD5" B lymfocytarni populace (viz
kapitolu II. 4. 2) (Punnonen, et al. 1992).

Fetdlni imunitni systém ma jen omezenou schopnost protilatkové odpovédi
na cizorodé antigeny. Béhem desatého tydne se tvoii IgM a IgD imunoglobuliny
(van Furth et al., 1965). Narust sérového IgG je detekovatelny béhem 5. az 20. tydne
a potom se postupné jeho hladina snizuje. Jednd se o IgG materndlniho pivodu, ktery
prochazi placentou do krevniho ob¢hu ditéte (Eichhorn et al., 1987). Ve fetalnich
jatrech dochazi k syntéze IgE od 11. tydne a ve slezin¢ az od 21. tydne (Weil et al.,
1983).

IL. 2. 2 Vyvoj B lymfocyti v postnatialnim obdobi

V postnatdlnim obdobi Zivota se B buiky tvofi v kostni dfeni
z hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC). Stromalni bunky kostni dfené¢ poskytuji
specifické prostredi pro diferenciaci B bun¢k, kde dochézi ke kontaktu bun¢k a sekreci
cytokinii (Tokoyoda et al., 2004). Vyvoj B lymfocytii je zahajen na urovni lymfoidniho
progenitoru (CLP) spolecného pro vyvoj B a T lymfocyti. Vyvoj B bunék pak probiha
v rdmci dalSich definovanych stadii (Dias et al., 2005).

V pocate¢ném stadiu se B lymfocyty vyvijeji bez pfitomnosti antigenti (od pro-
B, pre-B az po nezraly B lymfocyt, viz obr. 2). Exprese molekul CD19 a CDI10 je
charakteristicka pro prvni vyvojové stadium B bunécné linie, kterym je stddium pro-B
(progenitor B lymfocytu). V tomto stadiu dochdzi k pieskupovani imunoglobulinovych
gent (VuDnlJu) téZkého fetézce v nckolika krocich. Pfeskupovani gent probihd na
urovni DNA a je dullezit¢ pro vznik Sirokého spektra antigenné specifickych

B bunécnych receptort (Nutt et al., 1997).

II. 2. 2. 1 Proces pteskupeni gent pro tézky fetézec

V této kapitole je popsan proces tvorby tézkého fetézce charakteristicky pro pro-
B, pre-B a zraly B lymfocyt. N-terminalni cast téZkého a lehkého fetézce
imunoglobulinu (variabilni oblast) se skladd z variabilni a jedineéné sekvence
aminokyselin, kterd obsahuje zarode¢né¢ V, D a J segmenty (Togenawa, 1983).
Pieskupeni je vlastné rekombinac¢ni proces, kdy fyziologicky dochazi k nehomolognim
zlomiim dsDNA (Lieber et al., 2006). Proces je zahdjen na urovni tézkého fetézce

pteskupenim Dy-Jy gentl, kdy dochédzi k ndhodnému spojeni jednoho z 23 Dy a jednoho
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z 6 Jy segmentd (obr. 3). Béhem rekombinace dochéazi k expresi rekombindzy RAG
(rekombination-activating genes), ktera je slozena z komplexu proteini RAG; a RAG;
(Oettinger et al., 1990).

Rekombinédza rozeznéava specifické rekombinacni signalni sekvence (RSS) mezi
zarodecnymi D-D a J-J segmenty. RSS jsou slozeny zvysoce konzervovanych
heptametri a nonamert, které jsou oddélené sekvencemi o délce 12 a 23 bp (spacer).
RSS se nachédzi na 3' konci kazdého V segmentu, dale pted 5' koncem kazdého Jy
segmentu a na kazdé strané Dy segmentu (Gent et al., 1996). Zarodecné segmenty jsou
Stépeny pomoci rekombinazy RAG,. Z DNA vlékna se vytvoii smycka, kterd se spojuje
v kruhovy utvar, a genové segmenty lezici na ni jsou zchromozomu nendvratné
vystépeny. Plsobenim enzymil terminalni deoxynukleotidyltransferazy (TdT), DNA
polymerazy a ligazy se tiseky mezi Dy a Jy segmentem spojuji nové syntetizovanym
usekem N-nukleotidi (non-template-encoded nucleotides, N-adice). Béhem spojovani
vznikaji zcela odliSné sekvence nukleotidi, které nebyly pfitomné v zarode¢né sekvenci
a které pfispivaji k diverzité antigenni specifity (Janeway, 2005)

Po Dy-Ju preskupeni je pfipojen jeden z 50 Vg genovych segmentli. Vy-Dyply
pteskupeni probiha podobné jako Dy-Ji rekombinace. Jedinym rozdilem je, ze zatimco
Dy-Ju preskupeni probihd na obou alelach soucasng, u Vy-Duluy pouze na alele jedné
(alelickd exkluze). Pokud je rekombinace neuspé$na a transkripci vznikne mRNA
koédujici nefunkéni protein, pokracuje preskupeni na alele druhé (Boekel et al., 1998).

Pouze jedno VuDyuly preskupeni dokaze produkovat funkéni p fetézec (Alt et al., 1984).
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Obr. 3: Rekombinace gent tézkého tetézce. Jung et al., 2006 (modifikovano)
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IL. 2. 2. 2 Pre-B vyvojové stadium

Pre-B (prekursor B lymfocytu) je stadium ve vyvoji B bunécné linie, kdy pre-B
buiika na svém povrchu exprimuje I[gM molekulu, ale jest¢ nema preskupené geny
lehkého tetézce (Ehlich et al., 1993). Proto pre-B buitkka mé na svém povrchu tzv. preB
receptor (preBCR) a tézky fetézec p je asociovan s A5 a VpreB proteinem, které tvori
tzv. nahradni (pseudolehky) fetézec yL (obr. 4). Tento ndhradni fetézec je homologni ke
A a x lehkému fetézci, ale je typicky jenom pro toto vyvojové stadium (Nishimoto et al.,
1991).

V preBCR (viz obr. 4) jsou IgM, VpreB a A5 fetézce asociovany se
signaliza¢nimi proteiny Iga a IgB (CD79a a CD79f). Pomoci tohoto signalizacniho
komplexu pre-B buiika piijiméa signaly k zahdjeni preskupeni gent lehkého fetézce
a dalsi pre-B bunécnou maturaci (Kitamura et al., 1992). Kinaza BTK (Brutonova
tyrosin kindza) je odpov€dna za pienos signalu z preBCR a za ndslednou maturaci
a proliferaci prekursoru. Pokud se vyskytne porucha v uspofddani signalizacniho

komplexu nebo v jeho funkci, je vyvoj prekursoru B lymfocytu zastaven (Yel et al.,
1996).

M lg téZky fetézec

pseudolehky
fetézec

Obr. 4: Struktura pre-BCR receptoru.
(Upraveno podle www.fccc.edu/research/pid/hardy/research.html)

II. 2. 2. 3 Proces pteskupeni geni lehkého fetézce

Zde je popsan Vi-Ji rekombinaéni proces a tvorba k nebo A
imunoglobulinovych fetézcii v nezralém B lymfocytu. Pieskupeni gent pro lehky
fetézec je zaloZeno na stejnych principech jako pro tézky fetézec stim rozdilem, Ze

nejdiiv jsou pieskupeny geny lehkého fetézce Igk. Netspeésné pieskupeni Igk vede
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k zahdjeni rekombinace u Igh (van Zelm et al., 2005). Je-li pteskupeni genl k¥ nebo A
lehkého fetézce uspésné a bunka exprimuje misto WL fetézec lehky, dalsi vyvojové
stddium B lymfocytu se nazyvé nezraly B lymfocyt. Nezraly B lymfocyt ma kompletni
BCR (viz kap. 11.6.3) slozeny z té¢zkého tetézce (IgH) a lehkého fetézce k nebo A (Wang
etal., 2002).

Na urovni nezralého B lymfocytu dochdzi k negativni selekei (obr. 5) téch
B lymfocyti, které rozeznavaji antigeny vlastniho organizmu (autoantigeny) pomoci
BCR s vysokou afinitou (silnou vazbou). Negativni selekce vede k apoptoze (klonalni
deleci) téchto bunék nebo jejich anergii €ili klidovému stavu, kdy B butika nereaguje na
stimulaci autoantigenem, ale pteZije (Sandel a Monroe, 1999). Dalsi moznosti pro
pteziti autoreaktivni B buniky je opétovné preskupeni imunoglobulinovych genli na
druhém chromozomu tzv. editovani receptoru K vyclenéni autoreaktivnich nezralych

B lymfocyti dochazi jiz v kostni dieni (Melamed et al., 1998).

editovani/ anergie apoptoza

/pcm tivni selekee

feskupeni gent lehkého fetézce )
> nezrali B

pre-B

Obr. 5: Negativni selekce autoreaktivnich B bun¢k. Melamed et al., 1998 (modifikovano)

I1. 3 Periferni vyvoj B lymfocyti

Nezraly B lymfocyt putuje z kostni diené¢ jako transientni buiika krevnim
fecistém do sekundarnich lymfatickych organti (do sleziny nebo lymfatickych uzlin),
kde dochazi k jejich dal$imu vyvoji na bunky folikularni nebo buiiky marginalni zony,

které v této kapitole blize popisu.

II. 3. 1 Transientni B bunky
Transientni B buiiky jsou nezralé a kratce zijici B lymfocyty. Na svém povrchu
exprimuji molekuly IgM, CD24, CD38 a téz CD21, CD23 a CD62L (Carsetti et al.,
1995). Podle funkce a fenotypu lze buiiky rozd¢lit do dvou hlavnich populaci - T1 a T2

(obr. 6). Dalsi alternativni populaci transientnich buné¢k je T3 (4l/lman et al., 2001).
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T1 (CD21°"CD23"YCD24"®IgM™€"gD'*™) buiiky putuji krevnim fecistém do
sleziny do periarteriolarni lymfoidni oblasti. T1 diferencuji do stddia T2. T2 jsou
charakterizovany jako CD21"€'CD23"¢"CD24" e gM" " [gD"e" (Loder et al., 1999)
a sidli ve folikulech sleziny.

T2 stadium je ve vyvoji B bunék dilleZité, protoZe aktivace T2 bunky pies BCR
signalizaci vede k diferenciaci do dal§itho vyvojového stddia — zralé folikularni
B buiiky. Pokud dojde ke stimulaci T2 bunky lipopolysacharidovymi antigeny ptes
TLR2 (Toll-like receptor) nebo TLR4, vyvine se z T2 zrala B buiika marginalni zony
(Su a Rawlings, 2002).

T3 (CD23+Ing°W) buiiky se lisi od ostatnich transientnich bunék nizsi expresi
IgM molekuly. Z populace T3 bunék nevznikaji zralé B lymfocyty a nereaguji na
stimulaci pies BCR (4llman et al., 2001). T3 buiky byly nalezeny v periferni krvi
a lymfatickych uzlinach. Tato populace neni normalnim vyvojovym stddiem B bunck
a je podobnd autoreaktivnim bunikdm ve stavu anergie (Merell et al., 2006). T3 bunky
tedy mohou hrat dalezitou roli ve vzniku poruchy imunity u nékterych autoimunitnich

onemocnéni (Teague et al., 2007).

-

bila pulpa
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Obr. 6: Vyvoj transientni buiiky. Su et al., 2004 (modifikovano)

II. 3. 2 Folikularni B burniky
Folikularni B buiky (FO) IgM'IgD'CD19'CD21°CD38°CD24'CD23"
ptedstavuji subpopulaci zralych naivnich B lymfocytl, které se primarné nachazi ve
folikulech bilé pulpy sleziny (Wardermann et al., 2002). FO B buniky aktivné migruji
mezi slezinou a sekundarnimi lymfatickymi organy (Hoek et al., 2010). FO B bunky

jsou schopné antigenni odpovédi. Ve folikulech vytvari germinélni centrum za pomoci
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CD4" Th a folikularnich dendritickych bun&k. V germindlnim centru FO B buiky
proliferuji, prochazi somatickou hypermutaci, afinitni maturaci a izotopovym
pfesmykem (viz kapitolu II. 3.4). Aktivované FO B builky mohou téz prezentovat
antigeny a tim stimulovat T lymfocyty. FO B bunky diferencuji do stddia bunck
plazmatickych produkujicich specifické protilatky nebo dlouze zijicich buné&k
pamétovych (Martin et al., 2001).
I1. 3. 3 B buiiky marginalni zény

B buiiky marginalni zony (MZ) pochdzi ze sleziny z oblasti na rozhrani ¢ervené
a bilé pulpy tzv. marginalni oblasti (obr. 6). V margindlni zéné¢ se kromé bunck
marginalnich vyskytuji buiiky myeloidni, dendritické a stromalni (Zierens et al., 1999).
Unikatni misto vyskytu MZ B bun¢k ve slezin€ umoziuje rychlou imunitni odpovéd’ na
patogeny nachézejici se vkrvii MZ B builkky maji dilezitou ulohu v obrané
proti T nezavislym patogenlim (polysacharidovym antigenim bakteriim), ale jsou
zapojeny pravdépodobné téZ do T-dependentnich imunitnich odpovédi (Martin et al,

2001; Attanavanich a Kearney, 2004).

I1. 3. 4 Germinalni centra

Germinalni centrum (GC, obr. 7) je mikroanatomicka oblast, kterd se nachazi
v sekundarnich lymfatickych orgénech. Tato oblast byla poprvé popsana v roce 1885
Walthrem Flemmingem na lymfatickych uzlinach krélika a byka, na Peyerovych platech
kralika a lidskych podjazykovych tonzilach (Flemming, 1885). Primarni funkce
germinalniho centra je tvorba pamétovych a plazmatickych bunék produkujicich vysoce
afinitni protilatky. Po antigenni stimulaci naivnich B lymfocyti dochazi po nékolika
dnech k akumulaci B bun€k a formaci germinalniho centra (Coffey et al., 2009).
Germinalni centrum pfedstavuje specifickou oblast, kde dochazi k reakci mezi
aktivovanymi naivnimi B lymfocyty, folikularnimi dendritickymi bunkami a Th
lymfocyty (Ty). Interakce bun€k imunitniho systému v GC je dilezitou soucasti
adaptivni T-dependentni imunitni odpovédi (Kiippers et al., 1993).

Histologicky Ize oblast GC rozdélit na tmavou a svétlou zénu. V tmavé zoné se
nachazi B bunky — centroblasty. Tyto bunky zde proliferuji, prochdzi procesem
somatické hypermutace gent ve variabilni oblasti imunoglobulint a selekci (tzv. afinitni
maturaci). Jsou selektovany pouze B lymfocyty s vysokou afinitou k antigenu. Ve svétlé
zO6né se nachdzi centrocyty, které jsou schopné vazat antigeny, které B lymfocytim

prezentuji folikularni dendritické buiiky. Aby byly B buiniky schopné diferenciace do
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dalsiho vyvojového stddia — pamétového B lymfocytu nebo plazmatické buiiky, jsou
nutné kostimulac¢ni signdly od Ty (T follicular helper) lymfocytlh (de Vinuesa et al.,

2000).

ﬂ' Ag Germindini centrum

By
womm

plasmablast

plasmaticka burika

izotypovy

C— Fecmyk  — - 3
antige’nni stimulace selekee wysoce afinitnich terminé!n{ufuojwé
klonalni expanze zraljch B ymfocyti stadium

Obr. 7: Germinalni centrum. Sakaguchi et al., 2011 (modifikovano)

II. 3. 4. 1 Somatick4 hypermutace

V tmavé zoné germindlniho centra dochazi k aktivaci rekombinacnich procest
a k vytvofeni nového antigenné specifického receptoru zralych B lymfocytl pomoci
pfeskupeni genovych segmentd kodujicich variabilni oblast imunoglobulinu.
Mechanismus je zahdjen enzymem aktivaci indukovanou cytidindeamindzou (AID),
ktera deaminuje cytidinové zbytky ve V(D)J oblasti imunoglobulinu a nahradi je
uridinem (Muramatsu et al., 2000). Mutacni rychlost této substituce je ptiblizné 10° na
jedno bunééné déleni. Zména aminoskupiny vede k ndhrad¢ paru nukleotidi C/G za
T/A. Diky tomuto procesu tzv. somatické hypermutace (SHM) a nepfesnych DNA
opravnych mechanizmii dochazi k narGstu genetické variability imunoglobulint

(Arakawa et al., 2004).

II. 3. 4. 2 Izotypovy piesmyk

K izotypovému piesmyku dochédzi uvnitt nebo mimo germindlni centrum po

antigenni stimulaci B lymfocytd. Tento proces, béhem kterého se meéni se ttida
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(izotypu) protilatek, je dilezity pro zménu efektorové funkce protilatek beze zmény
variabilni oblasti BCR.

Izotypovy pfesmyk je zahdjen membranovou interakci B  bunck
s aktivovanymi CD4" Ty lymfocyty. B lymfocyt na svém povrchu exprimuje molekuly
CD40 a CD80/86 a jejich ligandem na Try jsou CD40L a CD28 (Foy et al., 1994,
Han et al., 1995) Ten lymfocyty sekretujici rizné cytokiny (IL-1, IFN-y, TGF-§ atd.),
které reguluji tvorbu jednotlivych tfid (IgG, IgE a IgA) imunoglobulini (Reinhardt
etal., 2009).

Izotypovy piesmyk je zahdjen rekombinazami, které rozeznavaji specifické tzv.
ptepinaci S (switch) sekvence (Bransteitter et al., 2006, viz obr. 8). Tyto sekvence
se nachazi v intronu mezi Jy a Cp segmentem a déale pfed kazdym C-genovym
konstantnim segmentem konkrétniho izotypu kromé Cu a Co (viz obr. 8). Kazdy Cy
genovy segment je uspofadan za nekddujici oblast (I exon) a S oblast. S oblast je dlouha
1-12 kb a obsahuje GC repetitivni sekvence, ve kterych vznikaji dsDNA zlomy.
V ssDNA vldknu enzym AID opét zahajuje deaminaci cytosinu na uridin. Piesny
mechanizmus a regulace AID béhem izotopového presmyku je predmétem vyzkumu
(Dickerson et al., 2003). Mutace, DNA zlomy a U/G nukleotidové zdmény béhem
pfesmyku aktivuji DNA repara¢ni mechanismy. Do mRNA je pfepsan pouze konstantni
genovy segment, ktery je nejblize 3' VDJ segmentu. Po sestfihu a translaci vznika
izotyp, ktery je odlisny od piivodniho imunoglobulinu s konstantni oblasti Cy (Pinaud
etal, 2001).

genové segmenty tézkych retézed (lgM-exprimuijici B ymfocyt)

'"UJ 'x Cu Cy3 i CyZb c-,.-?.-. ce T
——
—
A miRNA v
izotypowy
presmyk

i Wil I

— e

@ mRRA

genové segmenty tézkych fetézeid (lgA-exprimujici B ymfocyt)

Obr. 8: Mechanismus izotypového piresmyku. Stavnezer a Schrader, 2006 (modifikovano)
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II. 3. 5 Pamét’ové B lymfocyty

Imunologickd pamét vznikad jako odpovéd na antigenni stimulaci. Pamétové
B lymfocyty se pii setkdni s antigenem rychle aktivuji, rozmnoZzi (klonalni expanze)
a diferencuji v plazmatické bunky, které sekretuji protilatky (4hmed a Gray, 1996).

Cast paméfovych B lymfocytii cirkuluje mezi sekundarnimi lymfatickymi
organy a kostni dieni (Paramithiotis a Cooper, 1997). Hlavnim znakem téchto bun¢k je
exprese povrchové molekuly CD27 a pfitomnost somatickych mutaci v genech ve
variabilni oblasti imunoglobulini. V germindlnim centru dochdzi k izotypovému
piesmyku a pamétové B buiiky maji fenotyp IgMIgDCDI19'CD21ME'CD24Men
CD38'CD27" (Agematsu et al., 1997; Klein et al., 1998; Seifert a Kiippers, 2009).

V margindlni zén& lze nalézt populaci pamétovych CD27" B lymfocytt, které
maji somaticky mutované geny variabilni oblasti tézkych fetézcli imunoglobulinu
pfesto, Ze k somatickym mutacim dochazi pouze v germindlnim centru ve folikulech
(Dunn-Walters et al., 1995). Rozdéleni pamétovych B lymfocytl v periferni krvi je

blize charakterizovéano v kapitole II. 4.1.

I1. 3. 6 Plazmatické bunky

Plazmatické bunky produkuji a sekretuji protilatky, které jsou duleZitou soucasti
imunitni obrany pfed patogeny. Plazmatické buiiky jsou konecnym diferenciaénim
stadiem vyvoje B lymfocytl, které vznikaji z folikularnich bunék, bun¢k marginalni
zony a také zdlouze zijicich bunék pamétovych (Ahmed a Gray, 1996). Béhem
diferenciace plazmatickych bun¢k dochazi ke sniZzeni regulace specifickych B -
bunécnych povrchovych molekul, jako jsou hlavni histokompatibilni komplex MHC 11,
CD20 a CD22 (Silacci et al., 1994).

Aktivaci B lymfocytl marginalni zény navazanim antigenu na TLR nebo BCR
dochazi k ptimé diferenciaci B bun¢k do stadia plazmatické buiky. Tyto plazmatické
bunky jsou kratce zijici a produkuji nizkoafinitni IgM protilatky (obr. 9). V primérnich
folikulech perifernich lymfatickych organtt v germindlnim centru dochazi k T-
dependentni aktivaci B lymfocyth a tvofi se plazmatické bunky, které sekretuji
vysokoafinitni protilatky (Marinova et al., 2007; obr. 9). V germindlnich centrech se
diferencuji plazmatické bunky téz z dlouze Zijicich pamétovych bunék, které se setkaly
sekundarné s antigeny.

Nov¢ vzniklé buiky (plazmablasty a plazmocyty) mohou migrovat do kostni

dfené¢ a dozrat v plazmatické bunky. V prostfedi kostni dfené¢ mohou zlstat n¢kolik
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mésicli az let a produkovat protilatky i bez pfitomnosti antigentli, proto se nazyvaji
dlouze Zzijici plazmatické bunky (Manz a Radbruch, 2002). U autoimunitnich
onemocnéni maji tyto buiiky patologickou roli, protoze produkuji autoprotilatky (Hoyer

etal., 2004).
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Obr. 9: Tvorba plazmatickych bun€k. Calame, 2004 (modifikovano)

I1. 4 Rozdéleni B lymfocytu v periferni krvi
I1. 4. 1 Rozdéleni B lymfocyti podle exprese CD27

V periferni krvi jsou pfitomna riznd vyvojova stadia B lymfocytl, ktera lze
detekovat pomoci zékladnich specifickych povrchovych molekul CD (cluster of
differentiation) a imunoglobulinovych molekul (Ig). Klein et al. (1998) déli populaci
perifernich B lymfocyti podle povrchové exprese CD27 na pét hlavnich populaci
(viz obr. 10): IgM'IgD"CD5'CD27, IgM'IgD'CD5CD27, IgM'IgD'CD27", IgA*
nebo IgG'CD27", IgM'CD27 (IgM-only) a IgD" CD27 (IgD-only). Pfiblizné 40 %
perifernich B lymfocytl je naivnich bez exprese povrchové molekuly CD27. Zbylych
60 % tvoii pamét'ové B lymfocyty s expresi CD27.

Populace bunc¢k naivnich B lymfocytli pochazi z kostni diené. Lze ji podle
exprese nebo absence povrchové molekuly CDS5 rozdélit na populaci CD5 * tvotici 5 %

populace z uvedenych bun&k a 95 % bunék je CD5. CD5" B lymfocyty jsou zapojeny
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do T-independentni imunitni odpovédi (Klein et al., 1997). Za fyziologickych podminek
méné Casto vstupuji do germindlnich center v sekundéarnich lymfatickych organech.
Tyto B lymfocyty jsou z periferni krve negativné selektovany a dale se nediferencuji
do dalSiho stadia (Brezinschek et al., 1997). CD5 populace naivnich B lymfocyti
vstupuje do germindlniho centra, kde se po antigenni stimulaci a aktivaci za pomoci
T lymfocyti diferencuje do dalsiho vyvojového stadia - pamétového B lymfocytu
(Klein et al., 1997).
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Obr. 10: Rozdéleni perifernich B lymfocytii. Klein et al., 1998 (modifikovano)

Hlavnim charakteristickym znakem pamétovych bunék je povrchova exprese
molekuly CD27 (Klein et al., 1997). Mezi pamétové B builky lze zaradit tzv. klasické
IgM'IgD'CD27" lymfocyty, které piedstavuji 15 % ze viech 60 % pamétovych
B populaci v periferni krvi (obr. 10). Ve stejném zastoupeni jako pfedchozi populace
jsou pamét'ové B bunky izotypové prepnuté a exprimuji jiny izotyp imunoglobulinu nez
je IgM a IgD, pficemz nejcastéjsi je IgA nebo IgG. Méné Casto vyskytujici se populaci
je IgM'CD27" (IgM only; 10 % z 60 %) s chybgjici expresi IgD molekuly (obr. 10).
Nejmensi populaci pamétovych B je IgD'CD27 (IgD only; 1% z 60 %; obr. 10) (Klein
etal., 1998).

IgD'CD27" buiiky pfedstavuji populaci, kterd se vyskytuje hlavné v tonzilach.
Pouze ¢ast této populace ma na svém povrchu molekulu CD70". Béhem izotypového
pfesmyku dochazi u téchto bunék ke ztraté Cp genu, proto nedochdzi k expresi

IgM molekuly. Populace je charakteristickd svou ucasti ve specifickych imunitnich
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odpovédich vyzadujicich pfesnou regulaci somatické hypermutace genli variabilni
oblasti imunoglobulinu (Seifert a Kiippers, 2009).

Mezi ostatni populace B lymfocytl detekovatelné v periferii patii dvé stadia
transientnich B lymfocyti tzv. T1 a T2 buiky, které pochazi zkostni dfené.
T2 B lymfocyty s vysokou expresi povrchovych molekul CD24 a CD21 se vyvijeji
a diferencuji ve slezin€ (Yeramilli a Knight, 2011). Dalsi periferni populaci jsou
folikularni B buiiky (FO). Folikuldrni nezralé B lymfocyty, které jsou CD23" a CD21",
aktivné migruji mezi sekundarnimi lymfatickymi uzlinami (Odendahl et al., 2000).
V periferni krvi 1ze detekovat také v malém mnozstvi prekurzory plazmatickych bunék -
plazmablasty, které se vyznacuji vysokou expresi povrchovych molekul CD38 a CD27
(Wehr et al., 2004).

II. 4. 2 Rozdéleni B lymfocyt podle somatickych mutaci

Periferni B lymfocyty je mozné rozdé€lit nejen na zakladé povrchové exprese
molekuly CD27, ale také je lze bliZze charakterizovat na molekularni irovni pomoci
rozloZeni somatickych mutaci genti variabilni oblasti (IgV) tézkého a lehkého fetézce
imunoglobulinu (Klein et al., 1997). K mutacim gent IgV dochazi v germinalnim centru
v sekundarnich lymfatickych organech za pfitomnosti antigeni a T-lymfocyth.
Distribuce, typ a frekvence somatickych mutaci blize definuji populace perifernich
B lymfocytl, které se jiz setkaly s antigenem tj. pamétové B bunky (Kiippers et al.,
1993).

Naivni B lymfocyty, pokud nebyly stimulovany antigenem, neprosly germinalni
reakci, maji nemutované IgV a ptedstavuji tzv. pre-germinalni vyvojové stadium. Mezi
pre-germinalni vyvojova stidia B lymfocytd patfi populace IgM'IgD CD27 (Klein
et al., 1998) a téz folikularni a transientni buiiky, u kterych se nenachédzi mutace (Loder
et al., 1999). Populace pamétové - klasické IgM'IgD'CD27", izotypové piepnuté
IgG'CD27" algA'CD27", IgM only algD only vznikaji germinalni reakci. Jejich
charakteristickym znakem jsou pravé somatické mutace IgV a exprese povrchoveé
molekuly CD27 (Miiller et al., 2010). Populace IgD only mé vysoce mutované IgV
s preferenci VH4-34 genového segmentu, ktery se vyskytuje hlavné u anti-dsDNA
autoprotilatek (Pugh-Bernard et al., 2001).
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Hlavni populaci B lymfocytt, které sekretuji protilatky, jsou plazmatické burky.
Exprimuji somaticky mutované geny IgV a vznikaji v germinalnim centru (Dunn-
Walters et al., 1995). Genetické zmény spojené s mechanismem somatické mutace a téz
klonalni proliferace B lymfocytl v germindlnich centrech mohou vést ke vzniku
B bunéénych malignit, lymfoproliferativnich a autoimunitnich onemocnéni (Pugh-

Bernard et al., 2001).

II. 4. 3 CD5" a CD5 B bunééné subpopulace

V periferni krvi lze nalézt malou populaci B lymfocytt, které exprimuji T-
bunéény marker CDS5. Proto daliim moznym délenim B bun&éné populace na CD5"
B nebo CD5" B subpopulaci je na zaklad¢ exprese této povrchové molekuly (Klein et al,
1997). Pivod exprese CD5 molekuly, kterd je pfedev§im aktivacnim markerem
v B lymfocytech, je pfedmétem vyzkumu. Posledni studie poukéizala na fakt, ze
extracelularni doména molekuly CDS5 je dileZita jak pro inhibici tak aktivaci samotné
CD5 molekuly. Zakladni molekularni funkei molekuly CDS5 je tedy jeji aktivace vlastni
molekulou — je sama sobé¢ ligandem (Brown a Lacey et al., 2010).

CD5" B buiiky jsou populaci dlouze Zijicich lymfocytd (Brown a Lacey et al.,
2010) a za normalnich podminek se Uc€astni negativni regulace imunitnich odpovédi
tvorbou protizanétlivého interleukinu IL-10 (Hagn et al., 2010). Na rozdil od CD5"
subpopulace B bun¢k nejsou tyto buiitky zapojeny do T-dependentni imunitni odpovédi
(Klein et al., 1997).

CD5" B lymfocyty maji tendenci k maligni transformaci, a také pfispivaji ke
vzniku autoimunitnich onemocnéni jako je napt. SLE (Kasaian et al., 1992). Za
fyziologickych podminek sice CD5" B buiiky nevstupuji do germinalnich center, ale
vzacné je mohou vytvaret a prochdzet zde procesem somatické mutace genid. Z tohoto
hlediska CD5" B lymfocyty piedstavuji riziko vzniku (auto)imunitni dysfunkce (Klein
etal, 1997).

Autoreaktivni CD5" B lymfocyty maji somaticky mutované geny variabilni
oblasti imunoglobulinti (Klein et al., 1997) a produkuji vysoce afinitni autoprotilatky
proti vlastni dsDNA a revmatoidni faktory (Kasaian et al., 1992).
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Analyzou gend perifernich CD5" B bunék zdravych jedinci byly nalezeny
pteskupené genové segmenty Vk lehkého fetézce imunoglobulinu zcela bez
somatickych mutaci. Obecné je frekvence CDS5™ bunék obsahujicich somaticky
mutované genové segmenty pro variabilni oblasti imunoglobulini velmi nizka
(Brezinschek et al., 1997). Z celkovych 10 % populace téchto lymfocytti somatické
mutace nese jen priblizné 2 % z nich (Klein et al., 1997).

Hlavnim rozdilem mezi CD5" a CD5™ B lymfocytarnimi populacemi je frekvence
sniz Vy-D-Ju genové pieskupeni akumuluji mutace (Brezinschek et al., 1995).
Porovnavanim produktivnich a neproduktivnich genovych pifeskupeni byla nalezena
vyssi mutaéni frekvence u CD5™ B bunék. Distribuce mutaci (vyskyt v CDR oblastech),
selekce (vyssi frekvence purinovych bazi) a typ mutace (transverze a tranzice) byly

nalezeny stejn¢ zastoupené u obou populaci (Brezinschek et al., 1997).

I1. 5 Transkrip¢ni faktory ve vyvoji B lymfocyti

Vyvoj B lymfocytli od hematopoetické kmenové bunky az do stadia plazmatické
buiiky produkujici protilatky je fizen vzédjemnou souhrou mnoha rtiznych transkripcnich
faktori a regula¢nich siti signalizacnich kaskad (Mansson et al., 2007). Transkripcni
faktory (TF) jsou proteiny, které jsou schopné vézat se na DNA a regulovat expresi
cilovych genid. Transkripéni faktory jsou aktivovany ¢i inhibovany jako odpovéd na
fadu extra a intra- celularnich signald, napf. na aktivaci cytokinového receptoru
(Alberts, 1998).

Vsechny krevni buiiky véetné B lymfocytl pochazi z hematopoetické kmenové
bunky (LT-HSC). Hematopoetickou diferenciaci vznika spole¢ny prekurzor (MPP,
multipotent progenitor) pro myeloidni a lymfoidni linii bun¢k. B lymfocyty patii do
lymfoidni linie, kterd ma spolecny progenitor (CLP) pro vznik T lymfocytd,
B lymfocyti a téz NK bunék (obr. 11; Murre, 2009).
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Obr. 11: Vyvojové linie bunék imunitniho systému.

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

II. 5. 1 Transkrip¢ni regulace B bunééného vyvoje

soucasti je transkripéni kontrola genové exprese. VétSina poznatkl o transkripcnich
faktorech, jejich expresi a regulaci béhem vyvoje B lymfocytl byla ziskdna vyzkumem
na mySich modelech. Souhrn exprese vétSiny zndmych TF béhem B bunécného vyvoje
lze nalézt v Tab. L. v piiloze.

Cinnost transkrip&ni regulaéni sité, ktera vede k diferenciaci a samotnému vyvoji
B lymfocytarni linie z CLP, je zahdjena aktivaci transkripcnich faktort EBF1, Pax5
a PU.1. Aktivace EBF1 je iniciovana E2A a Stat5 transkripénimi proteiny (Nutt a Kee,
2007). EBF1 spolupracuje s E2A a Pax5 a pravdépodobné¢ i jinymi TF jako Sox4
1998; Roessler et al., 2007). Pro vyvoj B lymfocyti je dulezity TF PU.1 (Spi-B), ktery
patii do Ets rodiny TF a je exprimovan od multipotentniho progenitoru az do stadia
pamétového B lymfocytu. Jeho interakce s GATA-1 proteinem vede k blokaci vyvoje
multipotentniho progenitoru v erytrocytarni linii bunék. Ve vyvoji T lymfocyti nesmi
byt exprimovan (Scott et al., 1994).

DalSim TF zapojenym do ¢asného vyvoje B lymfocytu je lkaros. lIkaros spolu

s Helios a Aiolos TF jsou zapojeny do vyvoje hematopoetickych bunék. Ve vyvoji
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B lymfocytli je exprimovan hlavné v pro-B a pre-B stadiu. Interakci PU.1 a Ikaros
dochazi k negativni regulaci exprese dllezitych signaliza¢nich receptorii Flt3, c-Kit
a IL-7Ra (Kirstetter et al., 2000). V pozd¢jSim stadiu vede interakce Ikaros a Aiolos ke
kontrole B buné¢né maturace, proliferace a formace germinélniho centra (Morgan et al.,
1997). Aiolos ovliviiyje téZ BCR signalizaci a vyvoj do folikularnich nebo marginalnich
bunek (Cariappa et al., 2001).

Diferenciace z CLP do stadia pro-B je zavisla na tfech TF - E2A, EBF a Pax5.
Transkripéni faktor EBF (early B cell factor) mé& DNA vazebnou doménu. EBF je
zapojen do reaktivace genl pro tvorbu pre-BCR (promotor genu CD79a, VpreB, A5,
CD19) béhem diferenciace pro-B lymfocytu. Delece ebf genu vede k zastaveni
B bunécného vyvoje. EBF je ptfimo regulovan TF Pax5 a pfimo spolupracuje s TF E2A
(O'Riordan a Grosschedl, 1999).

E2A patii mezi E proteiny, které jsou pro B bunéény vyvoj nepostradatelné.
E2A reguluje pocate¢ni Dy-Ju preskupeni gentd t€zkého fetézce imunoglobulinu. E2A
spolu s EBF reguluje expresi pseudolehkého ftetézce a transkripci RAG; a RAG;
podjednotek V(D)J rekombinazy (Kwon et al., 2008).

Pax5 (BSAP, B-cell-specific activating protein) patii mezi nejdilezitéjsi TF
B lymfocyti a je exprimovan ve vSech vyvojovych stadiich B bunck kromé
plazmatickych bunék (Zwollo et al., 1999). Podili se na regulaci rekombinace Vy-Dy-Jy
a expresi genu tézkého fetézce. Pax5 se podili na aktivaci genii (mb-1, CD19, BLNK)
zapojenych do pre-BCR signaliza¢ni drahy (Nutt et al., 1998; Schebesta et al., 2002).
Dalsi funkci TF Pax5 je regulace gent kodujicich regulacni a strukturni proteiny
zapojené do B bunééné adheze, migrace, prezentace antigenti a schopnosti formace GC.
PAXS reguluje napt. transkripci genli Bstl, CD44, Sdc4, Tnfrsf19, CD97 a CDS5S5, které
kéduji adhezivni receptory. K migraci B lymfocytd dochazi diky kontrolované
remodelaci aktinového cytoskeletu. Integrinem VLA-5 iniciované autofosforylace FAK
kindzy (focal adhesion kinase) vede ke kontrolovanému pohybu B buiiky. B lymfocyty
prezentujici antigenni peptidy jsou regulovany PAXS TF, ktery je zapojen do
transkripce gentt H2-Ob, Ifi30 a CIITA (Schebesta et al., 2007).

Lef-1 je exprimovan v pro-B a pre-B stidiu a je soucasti Wnt signalizacni
drahy, ktera je dilezitd pro dalsi vyvoj B buinky. Lef-1 se podili na proliferaci
a diferenciaci B bunék, proto jeho absence ve vyvoji pro-B buiky vede k apoptoze

(Reya et al., 2000).
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Na tspésném pteskupeni gend lehkého fetézce se podili TF IRF4 a IRFS, které
jsou exprimovany ve stadiu pre-B buniky. Dilezitym krokem vyvoje z pro-B do pre-B
stadia je prenos signalu ptes pre-BCR (Schebesta et al., 2002). BLNK (B cell linker
protein) je protein UCastnici se signalizacni kaskady a je pfimo regulovan TF Pax35.
Exprese BLNK je odpovédna za proliferaci B bun€k (Fu et al., 1998).

Foxp-1 je TF, ktery je exprimovan v pro-B a pre-B stadiu a jeho absence
naruSuje B bunéény vyvoj. Foxpl deficience vyvolavd nizkou expresi Ebfl a PaxS5,
pravdépodobné reguluje expresi RAG rekombindz ve VDJ rekombinaci IgH (Hu et al.,
2006).

Stimulace buiiky ptes pre-BCR a BCR je regulovana TF NFrB. NF«B (jaderny
faktor kB) se UCastni fady bunéfnych procesti a vyznamné se podili na imunitnich
odpovédich, ristu, diferenciaci a apoptéze B lymfocytli. NF«kB je ¢lenem rodiny
transkripcnich faktord NFkB/Rel, kam patii také NFxB1(p105/p50), NFxB2(p100/p52),
RelB, c-Rel, RelA (p65), které plisobi hlavné jako regula¢ni TF. Jejich aktivita je dana
slozenim dimerd, bunéénou lokalizaci a asociaci s inhibitorovymi proteiny IkB (Saijo
etal, 2003, Kaisho et al., 2001). NFkB signaliza¢ni drdha ma dvé aktivacni dréhy -
klasickou a alternativni, které jsou dilezité pro iniciaci proliferace naivnich B bunék po
stimulaci pfes BCR, CD40 nebo TLR4/9 (Ramakrishnan et al., 2004).

Na formaci germinalniho centra se podili TF Bcl-6, OCBF-1, Oct-1, Oct-2
a IRF8. Bcl-6 (B cell lymphoma 6) je jaderny fosfoprotein, protoonkogen a transkripcni
represor. Jako transkripéni inhibitor ovliviiuje aktivaci CD69, STAT1, CD80 a inhibuje
diferenciaci B bun€k do stadia pamétovych B lymfocytl nebo plazmatickych bunck
(Kuo et al., 2007). Porucha Bcl-6 vede k neschopnosti formace GC bc&hem T-
dependentni imunitni odpovédi (Fukuda et al., 1997). OBF-1, Oct-1 a Oct-2 jsou TF,
které se véazou na promotor variabilni oblasti imunoglobulinu, ktery obsahuje
specifickou oktamerovou oblast (5' ATGCAAAT 3') lokalizovanou na 5' konci od
TATA-box (Strubin et al., 1995). OBF-1 je specificky transkripéni koaktivator, ktery se
vaze na POU-doménu Oct-1 a Oct-2. OBF-1 ma dilezitou ulohu v rekombinaci genti
lehkého tetézce (Casellas et al., 2002). Oct-2 je dilezitym TF pro B bunécnou
proliferaci po stimulaci LPS antigeny a vyvoj CD5" B bunék (Corcoran a Karvelas,
1994).

IRF8 patii do rodiny IRF (interferon regulatory factors) je diilezity pro vyvoj
folikularnich a marginalnich B bun¢k v germinalnim centru (Klein et al., 2006). IRF8

méa DNA-vazebou doménu a s ostatnimi TF vytvaii heterodimery (Lee et al., 2006).
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IRFS8 reguluje expresi Bcl-6, Aicda (aktivaci-indukovanou cytidin deaminazu) a Mdm?2,
ktery reguluje protein p53 (Zhou et al., 2009). Bcl6 blokuje expresi p53 a PDCD2 gen
programované bunééné smrti (Baron et al., 2002).

STAT 5 (signal transducer and activator of transcription) je TF zapojeny do
procesu izotypového piresmyku IgH v zavislosti na cytokinu IL-5. STATS5a a STAT5b
jsou aktivované v centrocytech GC a jsou zapojené do izotypového piresmyku z izotypu
Cuna Cyl (Horikawa et al., 2001).

BATEF (basic leucine zipper transcription factor ATF-like) je negativni regulator
AP /ATF transkripéni rodiny. BATF je zapojen do regulace AID a do procesu
izotypového piesmyku (Ise et al., 2011).

Pro pfteziti a proliferaci pamét’ovych B bunék (obr. 12) je dilezitd negativni
regulace TF Bcl-6 (Kuo et al., 2007). STAT5 a IRF4 piimo potlacuje funkci Bcl-6
aumoziuje deleni a diferenciaci pamétovych B bunck (Scheeren et al., 2000).
Pamétové B lymfocyty lze rozdélit na CD27" a FcRL4" (Fc receptor like) nebo FcRL',
protoze kazdd skupina je regulovana jinymi TF (Ehrhardt et al., 2005). FcRL4 je
inhibitor, ¢len rodiny transmembranovych proteinti s imunomodulaénim mechanismem.
Jeho intracelularni doména obsahuje tyrozinovy receptor. FcCRL4 negativné reguluje
BCR signalizaci (Ehrhardt et al., 2003). FcCRL4"™ B buiiky lze nalézt v kostni dieni,
slezing, periferni krvi, intestindlni tkani a tonzilach, kde jsou regulovany pomoci TF
Pax5, PU.1 a RUNX-2 TF. RUNX-2 TF je pfedevsim hlavnim regulatorem osteogeneze
(Komori et al., 2005). U FcRL™ pamétovych B lymfocyth se uplatiuji TF PAXS, PU.1
a RUNX-1, ktery redukuje pocet lymfocyth a podili se na negativni regulaci
lymfopoézy (Ehrhardt et al., 2005).

Pro vyvoj plazmatickych bunék (obr. 12) je dulezita negativni regulace Bcl6
a Pax5 TF. Klicovym regulatorem vyvoje plazmatickych bunék jsou TF Blimp-1, IRF-4
a XBP-1 (Turner et al., 1994). Blimp-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein)
pfimo negativné reguluje transkripci Bcl-6 a vSechny TF, které jsou zapojeny do BCR
signalizace (Vasanwala et al., 2002).

TF IRF-4 (interferon regulatory factor) je specificky pro svou regula¢ni doménu,
ktera je schopna interakce s PU.1 (Spi-B) TF (Brass et al., 1996). IRF-4 je exprimovan
v centrocytech, plazmablastech a plazmatickych buiikéch (Falini et al., 2000).

V sekre¢ni fazi se uplatiiuje TF XBP-1 (X-box binding protein 1), jeZ se vaze na

specifické sekvence nazyvané X-box, které se nachazi téz v regulacni oblasti MHC 11
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(Liou et al., 1990). Béhem ¢asného B bunécného vyvoje je exprese XBP-1 negativné
regulovdna pomoci PAXS TF (Reimold et al., 1996).

plasmatické bunky

/ periarteriolarni <SS
( oblast

TRy B lymfocyty
BIimp1E’ I -—
IRF4 ¢

@ B —
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Obr. 12: Transkrip¢ni faktory v regulaci vyvoje pamétovych B a plazmatickych bunék. Tangye
a Tarlinton, 2009 (modifikovano)

I1. 6 Imunoglobuliny

Protilatky (imunoglobuliny) pfedstavuji dulezitou soucdst nespecifické
a adaptivni imunity (Brody et al, 1967). Existuji ve dvou formach - solubilni
a membranové vazané. Solubilni tzv. sérové imunoglobuliny rozeznavaji antigeny,
vazou se na n¢, jejich funkci je eliminovat antigeny v séru a tkanovych tekutinach
(Janeway, 2005).

Membranové védzanid forma imunoglobulinu se nazyvd B bunécny receptor
(BCR) a je specifickym receptorem pro antigeny (Venkitaraman et al., 1991). Receptor
B lymfocytli je komplex sloZzeny zdvou tézkych a dvou lehkych fetézci a dvou
transmembranovych signalizacnich molekul CD79« a CD79B (Iga a IgB) (Sanchez
et al., 1993). Funkéni BCR je klicovy pro dalsi vyvoj a diferenciaci B lymfocytl (Loder
et al.,, 1999). Imunoglobuliny produkuji plazmatické bunky, které cirkuluji v periferni
krvi nebo migruji do zanétlivych tkdni a vaZou se na antigeny, jimiz byly prvotné

stimulovany béhem svého vyvoje (Tarte et al., 2003).
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II. 6. 1 Struktura imunoglobulinu

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které se skladaji z vice fetézcii - ze dvou
tézkych (H) a dvou lehkych Fetézct (L). Retézce jsou navzajem spojeny disulfidickymi
mustky, a tim vytvari strukturu pismene Y (obr. 13), ktera zajist'uje schopnost protilatek
vazat se na antigeny (4bbas, 2009).

Teézké tetézce (obr. 13) tvofi Ctyfi aZ pét domén, z nichZ jsou tfi az Ctyii domény
konstantni Cy a jedna variabilni Vy. Typ tézkého fetézce urcuje izotop imunoglobulinu.
Konstantni domény jsou u riznych izotypu protilatek odlisné konkrétné Cu pro IgM,
Ca; a Cap pro IgA; a IgA,, Cy;- Cys pro 1gGi-IgGs, Co pro IgD a Ce pro IgE izotyp.
Pocet konstantnich domén tézkych fetézch je u rtiznych protilatek odliSny. Protilatky
IgG, IgA a IgD maji tfi konstantni domény a ostatni izotypy (IgE a IgM) ¢tyfi domény.
Molekuly sekretovanych protilatek IgA a IgM tvoii polymery, které jsou vzajemné
spojené J fetézcem. IgA tvoii dva monomery a IgM az pét monomerd (viz kapitolu
I1. 5. 4, Male, 2006). Molekulovd hmotnost tézkého fetézce je 50 az 70 kDa. Lehky
fetézec ma molekulovou hmotnost 25 kDa a ma pouze jednu variabilni Vi a jednu
konstantni Cp doménu (Janeway, 2005). Existuji dva typy lehkych fetézcl, k a A. 60%
lehkych fetézcl exprimuje fetézec k a40% fetézec A. V jedné imunoglobulinové
molekule se mohou nachazet fetézce pouze jednoho typu (Male, 2006).

N-koncové casti (NH,) tézkych a lehkych fetézch imunoglobulinii obsahuji
variabilni usek (Vg a Vi oblast), ktery je dalezity pro samotnou interakci s antigenem
(obr. 14; Abbas, 2009). Tato Cast se u ruznych imunoglobulini sekretovanych
plazmatickymi bunkami odliSuje ve své primarni struktufe, proto se nazyva
(hyper)variabilni oblast a obsahuje sekvenci 110 aminokyselin (Furukawa et al., 1999).

Konstantni ¢ast, C-koncova (COOH), je ve své primdrni struktuie podobna
u riiznych izotypli imunoglobulind. Sérové Ig obsahuji vtéto oblasti usek 20
hydrofilnich aminokyselin (Silverton et al., 1977). Propojeni N-koncové ¢asti téZkych
fetézcli s konstantni oblasti je tvofeno pantovou oblasti, kterd zajistuje molekule

flexibilitu (Canfield a Morrison, 1991).
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Obr. 13: Struktura imunoglobulinu. Kalsi et al., 1999 (modifikovano)
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Obr. 14: Prostorové uspotradani lehkého fetézce. Male, 2006 (modifikovano)

V lidském genomu jsou geny kodujici lehké i t€zké fetézce imunoglobulinii
uspofadany ve formé genovych segmentl (Togenawa et al., 1983). Tézky tetézec koduji
genoveé segmenty na chromozomu 14. Genové segmenty pro lehky «k fetézec se nachazi
na chromozomu 2 a segmenty pro lehky A fetézec na chromozomu 22 (Male, 2006).

Variabilni oblast imunoglobulinil je tvofena variabilni ¢asti t€Zkého a lehkého
tetézce (Chothia a Lesk, 1987). Variabilni ¢ast koduji segmenty V (variability),
D (diversity), J (joining) a konstantni ¢ast koduji segmenty C (constant) (Early et al.,
1980). Variabilni oblast lehkych fetézcii neobsahuje D segment a ma rozdilny pocet
genovych segmentl (Corbett et al., 1997). Béhem casného vyvoje B lymfocytu v kostni
dieni dochazi k funkénimu pteskupeni genovych segmentti Vy-Dy-Ji t€Zkého a Vi - Jp
lehkého fetézce tzv. somatickou rekombinaci. Vybér segmentii je ndhodny a do mRNA

sekvence je pfepsan pouze jeden segment od kazdého typu (Ivanov et al., 2005).
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DNA sekvence pluripotentni kmenové buiiky obsahuje 100 Vi segmentt, které
se déli na 7 rodin, 50 Dy (téz 7 rodin), 9 Ju (6 rodin), 9 Cy (d€li se jesté dle izotypu
imunoglobulinu) segmentti (Matsuda et al., 1998). Pocet a typ pouzitych specifickych
Vu a Vk genovych segmentid v imunoglobulinové molekule poukazuje na pozitivni
nebo negativni selekci ve vyvoji B lymfocytu po setkdni s antigenem (Brezinscheck
etal., 1995). Nejvétsi zastoupeni Vi segmentli ma Vi3 rodina vyuzivand az u 60 %
perifernich B lymfocyti (Dorner et al., 1999). Naptiklad u VA genovych segmentli
nebyla nalezena negativni selekce (Dérner et al., 1997).

Na zaklad¢ sekvencni analyzy riznych izotypl protilatek bylo nalezeno Sest
oblasti - tfi z variabilni oblasti lehkého a tfi z variabilni oblasti t€Zkého fetézce, které
tvofi vazebné misto pro antigeny a nazyvaji se oblasti CDR (complementarity region)
(Wu a Kabat, 1970). Tyto oblasti jsou oddéleny useky FR (framework) tvofici
podpiirnou oblast pro variabilni domény. CDR oblasti tézkych fetézch se oznacuji
CDR-H;, -H;, -Hj a lehkych fetézci CDR-Ly, -L,, -L3. Genovy segment V kdduje oblasti
CDR-Hjy, -H;, -Lia -L, (obr. 15, Ivanov et al., 2005).

Vv D J

FR1 CDR1 FRZ CDR2 FR3 CDR3 FR4

Obr. 15: Rozmisténi CDR a FR oblasti. Bende et al., 2003 (modifikovano)

Béhem pteskupeni genli variabilni oblasti té¢Zkého a lehkého fetézce imunoglobulini
dochézi k tvorbé CDR- Hj a -Ls de novo. CDRj3 oblast je tvofena 3’ - koncem Vg
genovych segmenttl, celou Dy oblasti a 5°- koncem Jy segmentii (Schroder et al., 1998).
Tvorba funkéni CDRj oblasti (obr. 16) zacina u ¢asného vyvoje na Urovni progenitoru
B lymfocytu a lze ji blize charakterizovat délkou, sloZenim aminokyselin, ndbojem
a strukturou (hyper)variabilni klicky (Ivanov et al., 2005). Délka variabilni domény
lehkého fetézce je 9 aminokyselin a t€zkého fetézce 13 aminokyselin, pfiCemz Vy je
delsi kvili nutnosti parovani s VL. Stejna délka CDRj; oblasti a aminokyselinové
slozeni poukazuje na populaci B lymfocytii, kterd byla béhem svého vyvoje
stimulovana stejnym antigenem (Brezinschek et al., 1997). CDRj; oblast je vysoce
variabilni diky vysoké muta¢ni frekvenci (1x10” béhem jednoho somatického déleni)
ve variabilni oblasti imunoglobulinii. Dale diky pfitomnosti Dy segmentii, N-adic nebo
nukleotidovych inzerci se zvySuje diverzita cel¢é CDR; oblasti, kterd je dilezita pro

rozezndvani a vazani riznych antigent (Sanz et al., 1991).
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Obr. 16: CDR3 oblast. Ivanov et al., 2005 (modifikovano)

IL. 6. 2 Charakteristika CDR; oblasti fetalnich B lymfocyti

Vyvoj B lymfocyth zacina ve fetdlnich jatrech z prekurzorti hematopoetickych
kmenovych bunék. Stadium pre-B lymfocytu je detekovatelné jiz osmy tyden
prenatalniho vyvoje (Solvason a Kearney, 1992). Ve variabilni oblasti imunoglobulinti
byla nalezena specifickd evolucni konzervace urcitych Vy rodin. Zejména preferencni
vyuziti Vi3 rodiny (60%) se vyskytuje v ontogenezi imunitniho systému vSech
obratlovct (Schréder et al., 1995).

Pocateéni Dpy-Jy preskupeni genli je zahdjeno DhQS52 a JH6 genovym
segmentem (Brezinschek et al., 1995). V druhém trimestru dochédzi k vybéru hlavné
proximalnich genovych segmentli béhem preskupeni genovych segmentl (Schelonka
etal, 2010a). Genové segmenty D jsou dilezité pro kompozici CDRj; oblasti
a pravdépodobné téz pro optimalizaci funkci imunitniho systému plodu (Souto-Carneiro
et al., 2005). D genovy segment je krat§i u novorozence nez u dospélého jedince,
protoZze béhem rekombinace genovych segmentll jsou vyuzivany jen nejkratsi
D segmenty. CDR3 délka a D segment se prodluzuje béhem diferenciace B lymfocytu
(Schelonka et al., 2010a). Diverzita CDR 3 oblasti je u plodu mensi diky nizsi frekvenci
N-adic, zpisobené snizenou aktivitou enzymu TdT (terminalni deoxynukleotidyl
transferdza) a snizené regulaci RAG rekombinéz (Schelonka et al., 2010b).

Somatické mechanizmy vyuzivané k pozitivni nebo negativni selekci
vysledného repertodru pteskupenych genti mohou byt u plodu potlacovany kvili
evoluéné konzervovanym zarodec¢nim sekvencim, a to i v pfipad¢, ze vedou k vyvoji
autoreaktivnich B lymfocytt (Ippolito et al., 2006). Funkce (auto)polyreaktivniho
repertodru neni zcela jasnd. Autoreaktivni B lymfocyty jsou pravdépodobné zapojeny
do procesu opsonizace a odstraniovani apoptotickych bunék produkovanych béhem

remodelace a vyvoje organt plodu (Hansen et al., 2002).
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I1. 6. 3 Struktura BCR

Na povrchu B lymfocytl se nachazi B lymfocytarni receptor (BCR), ktery
rozeznavad areaguje na antigenni podnéty (obr. 17). Receptor je zakotven do
cytoplazmatické membrany pomoci C-termindlni ¢asti, kterd na rozdil od sérovych Ig
obsahuje sekvenci 20 hydrofobnich aminokyselin (Janeway, 2005). BCR je soucasti
komplexu slozeného z dvou tézkych advou lehkych imunoglobulinovych ftetézcii
a signalizacnich proteini CD79a a CD79B (Iga algP) (Sanchez et al., 1993).
CD79a a CD79B maji v cytoplazm¢ aktivacni motivy ITAM (imunoreceptor tyrosine
based activation motif) slozené ze zbytkl tyrozinu, které jsou po rozeznani antigenu
fosforylovany intracelularnimi kindzami. Extracelularni casti signaliza¢nich molekul

(Iga a IgP) jsou strukturou podobné imunoglobulinim (Williams et al., 1994).

gV
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Obr. 17: Struktura BCR.
(Upraveno

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

IL. 6. 4 Izotypy imunoglobulint

Existuje pét izotypu (tfid) protilatek - IgM, IgD, IgG (dale délenych na IgGq-
IgGy), IgA (se subtypy IgA; a IgA,) a IgE které se liSi strukturou (obr. 18), mistem
vyskytu, maji rizné fyzikalné-chemické vlastnosti a funkéni aktivitu (viz piiloha
Tab. II). Kazdy izotyp je geneticky podminén separdtnim genem pro piisluSnou
konstantni oblast t€zkého fetézce imunoglobulinu. Genové oblasti kddujici konstantni
¢asti jednotlivych izotypl jsou sefazeny za sebou na Useku 14. chromozomu a to
v potadi Cp, Co, Cy3, Cyl, Cal, Cy2, Cy4, Ce a Ca2 (Cook et al., 1994). Tézké tetézce
se nazyvaji |1, 8, v, € a a. Retdzec y ma jesté étyfi odlisné subtypy (vi- y4). Retézec a ma

pouze dva subtypy (a; a ap) (Male, 2006).
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Obr. 18: Izotypy imunoglobulini. Janeway, 2005 (modifikovano)

Imunoglobulin M existuje ve dvou strukturné odlisnych formach. Na povrchu
B lymfocytu je navazany ve formé monomeru a je soucdsti BCR jiz od vyvojového
stddia naivniho B lymfocytu (viz kapitolu II. 2.2.3). Sekretovany IgM je vétSinou ve
formé polymeru (pentamer nebo hexamer). Pfevazuje pentamerni forma, v niz se
jednotlivé monomery spojuji s pomoci J fetézce do kruhu cysteinovymi mastky
(Randall et al., 1992). IgM hexamer obsahuje Sest monomerickych jednotek, ale
postrada J fetézec. Kromé struktury maji polymerické IgM zcela odlisné funkce. IgM
hexamer snadnéji aktivuje komplement nez pentamer (Randall et al., 1990).

Membranové vazany IgM receptor je soucasti komplexu sloZzeného z dvou
tézkych a dvou lehkych fetézcl a dvou transmembranovych signalizacnich proteinti
CD79a a CD79B (Iga a 1gP) (Sanchez et al., 1993). Po navazani antigenu na vazebné
misto BCR jsou molekuly Iga a IgB nezbytné pro regulaci signald. V cytoplazmé jsou
Iga a IgP asociovany s protein-tyrosin kindzami a spousti jednu z mnoha signaliza¢nich
kaskad. Proces signalizace pres BCR mize vést ke zméndm transkripce urcitych gend,
diferenciaci B lymfocytu na buiku plazmatickou a ksekreci rozpustnych
imunoglobulint (Flaswinkel a Reth, 1994).

Protilatky IgM se nazyvaji téZ pfirozenymi protilitkami a nejcastéji se
vyskytuji v periferni krvi jesté pred setkdnim B lymfocytu s antigeny (Boes, 2000).
Ptirozené protilatky se vyznacuji nizkou afinitou k antigeniim, vétSina je polyreaktivni
a rozeznava vlastni a cizi antigeny (Portnoi et al., 1986). Po setkédni s antigenem funguji
jako efektorové protilatky eliminujici patogeny mikroorganismu. Tvofi se jesté predtim,
nez B bunky projdou somatickou hypermutaci a izotypovym ptesmykem (Ochsenbein
etal., 1999).

Imunoglobulin D se vyskytuje spolu s IgM na povrchu zralych B lymfocytt,
které putuji z kostni diené (Rowe et al., 1973). Funkce IgD je pfedmétem vyzkumu jiz
od doby jeho objevu v roce 1964 fyzikem Rowem a Faheyem (Rowe a Fahey, 1965).
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Povrchovy IgD je zapojen do pienosu signalit po stimulaci BCR a tim je zapojen do
regulace vyvoje a diferenciace B lymfocytd. Vyznam soucasné exprese obou
povrchovych imunoglobulinii (tj. IgM a IgD) u zralych B lymfocyth neni jasny (Kerr
etal, 1991). Spolu stransmembranovym IgM ma v cytoplazmatické c¢asti stejné
aminokyselinové slozeni, ale reaguje na jiné signaliza¢ni molekuly. IgD je negativné
regulovdn béhem zvySené IgM signalizace pii aktivaci nebo apoptoze bunék
(Geisberger et al., 2003). Po rozeznéani antigenu v sekundarnich lymfatickych organech
dochazi u zralého B lymfocytu k potlaceni exprese povrchového IgD (Monroe et al.,
1983). Po izotypovém piesmyku nebo pomoci alternativniho RNA sestfihu mohou
exprimovat n€které B lymfocyty opét izotyp IgD (Martincic et al., 2009). V periferni
krvi cirkulujici IgD TgM™ plazmablasty produkuji IgD protilatky, které se mohou vazat
na myeloidni bunky, jako jsou napiiklad bazofily. Bazofily jsou tim stimulovany
k tvorbé prozéanétlivych a antimikrobialnich faktorti, ¢imz se podili na zanétlivé
a vrozené imunitni odpovédi (Chen et al., 2009). IgD protilatky se vyskytuji nejen
v krvi, ale dale v sekretech slinnych, slznych a prsnich zlaz (Fabidn et al., 2012).

Imunoglobulin G je sérovym izotypem zahrnujicim podttidy IgGi, 1gGza, IgGo,
1gGs a 1gGy (Morell et al., 1972). Tyto podtiidy se od sebe 1i§i v aminokyselinovém
a nukleotidovém slozeni konstantnich casti tézkych fetézcl, které jsou geneticky
podminény (Natvig et al., 1967). Jednotlivé subtypy se liSi také schopnosti aktivovat
komplement. Komplement dobfe aktivuji IgGs a IgG;, nejméné G€innym aktivatorem
komplementové drahy je IgGs (Male, 2006). 1gG protilatky se vazi s vysokou afinitou
k antigenim,  mikrobidlnim  toxinim a  nejast§ji  jsou  uplatiovany
v sekundarnich imunitnich odpovédich (Spiekermann et al., 2002). Proti virovym
a bakterialnim antigeniim se sice tvoii vSechny izotypy protilatek, avSak IgG; mezi nimi
vyrazné ptevazuje (Bruhns et al., 2009). 1gG, protilatky rozpoznavaji polysacharidové
antigeny (Hammarstrom a Smith, 1983). Protilatky IgG; a IgG; se mohou vézat na Fc
receptory fagocytt (Nimmerjahn et al., 2005). 1gG je rovnéz dulezity béhem fetdlniho
vyvoje Cloveéka, nebot mé schopnost prostupovat placentou a tim poskytuje
vyvijejicimu se plodu pasivni imunitni ochranu (Story et al., 1994).

Imunoglobulin A se vyskytuje ve form¢ dimeru jako sekrecni IgA (sIgA) a ve
formé multivalentni sérové IgA. Sekrecni IgA je sloZzeny ze dvou monomert spojenych
tzv. J fetézcem a sekre€nim komponentou (Thompson et al., 1969). Existuji dva izotypy
IgA imunoglobulint, IgA; a IgA, které se li§iprimarni strukturou, kompozici

karbohydratové skupiny a distribuci v téle (Kutteh et al., 1982). IgA; se vyskytuje
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hlavné v travicim traktu a IgA, v dychaci soustavé (Singh et al., 2009; Woof a Kerr,
2006). Izotyp IgA; ma vic nez 80% zastoupeni v séru a 50 - 70% vyskyt v produktech
externich sekre¢nich zlaz (Crago et al., 1983).

Hlavni funkei sekre¢nich IgA protilatek je ochrana sliznic dychaciho, traviciho
a urogenitalniho systému. IgA protilatky hraji dalezitou roli v slizni¢ni imunité. sIgA
protilatky se vyskytuji téZ v matefském mléce, slzach, slindch a jsou aktivné
transportovany pies epitel na povrch sliznic (Czerkinsky et al., 1987). Protilatky ttidy
IgA neutralizuji mikrobiélni, bakterialni toxiny a patogeny virl. Patii mezi opsonizujici
protilatky, ale neaktivuji komplement (McGhee et al., 1989).
IgE se vazi na vysokoafinni receptory pro Fc fragmenty IgE (FceRI), které se nachazi
na povrchu zirnych bunék a bazofila (Coyle et al., 1996). IgE se mohou vazat tézZ na
nizkoafinni receptory eozinofilii, neutrofill, trombocyti a lymfocytd (Janeway, 2005).
Pokud se navaze antigen na protilatku IgE, ktera je navdzana na Fc receptor FceRlI,
dojde k degranulaci Zirnych bun¢k a uvolnéni cytoplazmatickych granuli, které obsahuji
biologicky aktivni latky, napiiklad histamin.

Protilatky IgE hraji negativni roli v imunopatologické atopické reakci, pokud
IgE protilatky reaguji s alergenem (Wilcock et al., 2006). Po opakovaném setkani
imunitniho systému s alergenem dochazi k uvolfovani mediatort (hlavné histaminu
a heparinu) ze Zirnych bunék, na nichz jsou navazany IgE protilatky (Vercelli et al.,
1989). Vazodilatacni U¢inky sekretovanych latek zplisobuji rizné projevy alergie,
napfiklad spasmus hladkych svalli, sekreci hlenu a stimulaci nervovych zakonceni
v kGzi (Galli et al., 2008, Achatz-Straussberger et al., 2009).

IgE protilditky se téz vyznamné uplatiuji v imunitni odpovédi proti

mnohobunéénym parazitim a antibakteridlni imunité (Coyle et al., 1996).
I1. 7 Humoralni patologické stavy

V nasi praci jsme provadéli analyzu imunoglobulinové exprese u dvou typt
pacientll — s autoimunitnimi onemocnénimi a primarnim variabilnim imunodeficitem.
V nésledujicich podkapitolach shrnu zdkladni poznatky o jednotlivych poruchéch

imunitniho systému.
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I1. 7. 1 Autoimunitni onemocnéni

Pfi autoimunitnich onemocnénich dochédzi k defektu autotoleran¢nich
fyziologickych mechanizmli imunitniho systému b&hem rozeznavani vlastnich bunck
a tkani. Porucha mize vzniknout na centralni irovni v thymu anebo v kostni dfeni.
Na periferni irovni béhem selhdni mechanismi pfi eliminaci autoreaktivnich bun&k
nebo béhem rozeznévani autoantigenti (Sinha et al., 1990).

Onemocnéni lze klasifikovat jako autoimunitni na zdkladé Wittebského
klasického kritéria tehdy, kdyz je definovan autoantigen a nemoc lze pfenést na zviteci
model sérem nebo bunikami izolovanymi z postizeného jedince (Wittebsky a Rose,
1957). AvSak povahu autoantigenli nelze piesné stanovit u vSech znamych
autoimunitnich nemoci. B&hem patologické reakce imunitniho systému dochézi
ke vzniku zanétu, ktery je charakteristickym rysem pro tento druh onemocnéni a hraje
hlavni roli béhem poskozeni tkéni. Pfiiny vzniku autoimunitnich onemocnéni jsou
neznamé, vesmés jde o multifaktoridlni nemoci, na jejichZ vzniku se podili kombinace
faktori vné&j$iho a vnitiniho prostfedi. Mezi faktory vnéjSiho prostiedi patii stres,
infekce, chemické a fyzikalni vlivy. Mezi faktory vnitini se fadi genetické (napt. HLA
alely, polymorfismy gent atd.) a hormonalni faktory (Janeway, 2005).

Autoimunitni onemocnéni 1ze rozdé¢lit dle pribéhu a vyskytu onemocnéni na
systémova a organové specifickda. Systémovd autoimunitni onemocnéni (napf.
systétmovy lupus erythematosus, Sjogreniiv syndrom) se projevuji patologickou
imunitni reakci proti strukturdm jadernych, bunéénych a organové nespecifickych
antigenit (Lyons et al, 2005). Na poskozeni tkani u organové specifickych
autoimunitnich chorob (napt. diabetes mellitus 1. typu, Hashimotova tyroiditida) se
podili autoprotildtky nebo autoreaktivni T lymfocyty poskozujicich urcity organ
(slinivku, $titnou Zlazu). Rada onemocnéni mé zcela odlisny priibéh choroby a ¢asto je

nelze jednoznacné zatadit do nekteré kategorie (Korganow et al., 1999).
II. 7. 1. 1 Piehled vybranych autoimunitnich onemocnéni
II. 7. 1. 1. 1 Systémovy lupus erythematosus

Systémovy lupus erythematosus (SLE) patii mezi systémovéa autoimunitni
onemocnéni s heterogenni klinickou manifestaci. Onemocnéni postihuje pfevazné Zeny
mezi 16.-50. rokem Zivota. Mezi nejCastéj$i projevy nemoci patii poskozeni ledvin,

ktze, CNS, plic, pohybového aparatu, kardiovaskularni soustavy, krvetvorby
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a imunitniho systému, proto se SLE fadi jak do systémovych tak do organové
specifickych autoimunitnich chorob (Ldpez et al., 2003; Szanto et al., 2006). Klinicky
obraz onemocnéni je dany riiznym stupném poskozeni tkani a organti autoprotilatkami
nebo lokalizaci ukladani imunokomplext do tkani, kde nasledné vznika zanét (Szanto
et al., 2006). Pticiny vzniku tohoto onemocnéni jsou podminény z ¢asti geneticky. Mezi
faktory genetické patii asociace SLE s:
= HLA geny (napt. HLA-DR2 — DRB1*1501, HLA-DR3 — DRB1*0301)
= non-HLA geny (napf. IRF5, STAT4, PTPN22)
= geny pro Fcy receptory (napf. FCyYRIIA, FcyRIIIA)
= polymorfismus v genech pro jednotlivé sloZky komplementu
(napt. Clq, C2 a C4)
= polymorfismy vgenech pro regulaéni proteiny ucastnici se bunécné
diferenciace, aktivace a funkce bun¢k imunitniho systému (napt. Etsl, Blimpl,
BLK atd.)
= geny zapojenymi do odstrafiovani imunokomplexii (napt. kodujici CR3
receptor)
(Truedsson et al., 2007; Sebastiani et al., 2003; Moser et al., 2009; Magnusson et al.,
2004, Han et al., 2009)
U pacient se SLE lze nalézt fadu patologickych funkci imunitniho systému.
SLE je asociovan se zvySenou aktivitou B lymfocytii a nadprodukci autoprotilatek napf.
proti nukledrnim antigenim anti-dsDNA, anti-Ro/SS-A, anti-La/SS-B (Odendahl et al.,
2000). Ke zvysené produkci autoprotilatek pfispiva porucha odstraniovani apoptotickych
bunck, které se pak stdvaji zdrojem autoantigend, které jsou ve form¢ MHC molekul
prezentovany B lymfocyty nebo dendritickymi bufikami. Aktivaci autoreaktivnich CD4"
T lymfocytl dochéazi ke stimulaci B lymfocytl, které pak vyzrdvaji v plazmatické
bunky sekretujici IgG-autoprotilatky (Casciola-Rosen et al., 1994).
Béhem fyziologickych imunitnich odpovédi dochdzi k odstraiiovani antigenil
s navazanymi protilaitkami (tzv. imunokomplexli) fagocyty, komplementem nebo
vazbou na FcR receptory. U pacientii se SLE byly nalezeny rtizné poruchy jednotlivych
slozek, které se na odstraiiovani imunokomplexti podili. Ke hromadéni imunokomplext
dochazi ¢asto v ledvinach, kde nésledné¢ vznika zanét (Truedsson et al., 2007).
V regulaci zanétlivych imunitnich odpovédi hraji dalezitou ulohu cytokiny.

Do patogeneze SLE pftispiva porucha regulace produkce celé fady cytokind napi. IL-1,
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IL-6, IL-10, IFN-0, TNF-0, IFN-y atd. (Naka et al., 2002; Herrera-Esparza et al., 1998,
Soforo et al., 2010).

U pacientll se SLE byly nalezeny zmény distribuce jednotlivych B bunéénych
populaci proti zdravym lidem. V periferni krvi pacientll se nachdzi vy$$i mnozstvi
autoreaktivnich B lymfocyti, IgG'CD27" pamétovych B lymfocytl a plazmatickych
bunék (Jacobi et al., 2008; Odendahl et al. 2000) a niZsi zastoupeni populace naivnich
aIgM+IgD+CD27+ B bun¢k (Rodriguez-Bayona et al., 2010; Odendahl et al., 2000;
Wehr et al., 2004).

II. 7. 1. 1. 2 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (RA) je systémové zanétlivé autoimunitni onemocnéni
s neznamou etiologii. Jedna o multifaktorialné podminénou nemoc, kdy na vzniku RA
se podili genetickd predispozice a faktory vnéjSiho prostiedi. Jednim z hlavnich
klinickych projevii RA je chronicky zéanét kloubl, které vede krozvoji kloubni
destrukce a deformitam. Mezi dalS$i mimokloubni projevy nemoci patii postizeni
krvetvorby, kardiovaskularni, pulmondlni, lymfatické, kozni a neurologické soustavy.
RA se vyskytuje u 1-2% populace a postihuje nejcastéji zeny (Arnett et al., 1988; Wiles
etal., 1999).

Pfi¢iny vzniku tohoto onemocnéni jsou podminény z ¢asti geneticky a k nim
patii asociace RA s:

= HLA-DR1 a HLA-DR4 alelami (napi. DRBI1*0401, DRB4*0401,
DRB1%*1402)
* non-HLA geny (napi. TNFRSF11A gen, ktery koduje aktivacni receptor
jaderného faktor NxB — 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)

Obecné plati, Ze vséru pacienti sRA Ize nalézt rizné autoprotilatky
vyskytujici se téZ u ostatnich autoimunitnich onemocnéni napft. anti-perinuklearni faktor
- APF, protilatky proti keratinu - AKA a protilatky proti filagrinu - AFA (Simon et al.,
1993; Masson-Bessiere et al., 2001). Mezi autoprotilatky specifické pro RA patii

revmatoidni faktory — RF a protilatky proti proteiniim obsahujicim citrulin - anti-CCP
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(Schellekens et al., 2000, Agrawal et al., 2007). RF je autoprotilatka (izotypu IgG, IgA
nebo IgE), kterd je namifena proti Fc ¢asti vlastnich imunoglobulinii a vyskytuje se
u 80 % pacientl s RA (Franklin et al., 1957).

V disledku zanétu u RA dojde v kloubni dutin€ k proliferaci a synovialni
membrany, kterd je u zdravych lidi pouze dvouvrstevna. Z imunologického hlediska pak
ke vzniku zanétu a destrukci kloubni chrupavky (viz obr. 19) pfispivaji makrofagy,
aktivované T lymfocyty, dendritické buniky a B lymfocyty, které migruji do zanétlivého
mista a produkuji zde autoprotilatky. Zmnozeni synovialni tkan€ je provazeno aktivaci
endotelidlnich bun€k a neovaskularizaci tkdné. Na ireverzibilnim poSkozeni tkané
v mist¢ kloubniho spojeni kosti se podili hlavné makrofagy, které produkuji
prozanétlivé cytokiny napt. I1L-6, IL-1, TNFa (Buchan et al., 1988; Hirano et al.,
1988). V misté zanétu se zvétSuje synovidlni vystelka kloubu nad troven chrupavky
tvotici utvar, ktery se nazyva pannus (obr. 19; Athanasou et al., 1988). Makrofagy
v této oblasti produkuji také fadu degrada¢nich enzymi, které ni¢i pfilehlou chrupavku
a kost (Gotoh et al., 2004). V synovialni membrané kloubu se mohou nachézet utvary
strukturng, bunééné a funkéné podobné germindlnim centrim sekundarnich
lymfatickych orgédnil tzv. pseudogerminalni (ektopicka) centra (Souto-Carneiro et al.,
2000). Pseudogerminalni centra vznikaji na zaklad¢ stimulace Ty lymfocyti od
B lymfocytii, které vysledné¢ produkuji prozanétlivé cytokiny a udrzuji zanétlivé

prostiedi (Schroder et al., 1996, Takemura et al., 2001).

Zdravy jedinec Pacient s RA

synovialni
membrana

SRR i T lymfocyty
e " | makrofagy

plazmatické b.
| endotelialni b.

neutrofily

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

1996 (modifikovano)
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I1. 7. 2 Imunodeficience
Jako imunodeficience jsou oznacovany stavy charakterizované zvySenou
nachylnosti k infekcim. Podle pfi¢iny nemoci se déli na primarni a sekundarni. Mezi
primdrni imunodeficience se ftadi vrozené poruchy gent koddujicich proteiny
uplatiiujicich se vobrannych mechanismech imunitniho systému. Sekundarni
imunodeficience jsou poruchy ziskané béhem Zivota disledkem pisobeni vnéjsSich
a vnitinich faktori. Dle postizené slozky imunitniho systému se déli imunodeficience na

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

II. 7. 2. 1 Bézna variabilni imunodeficience (CVID)

CVID je onemocnéni, které patii mezi primarni protilatkové imunodeficience.
CVID s vyskytem piiblizné 1: 30 000 v evropské populaci se fadi mezi nejcastéjsi
imunodeficience (Conley et al., 1999). Onemocnéni postihuje jak muze, tak Zeny a byva
nejcastéji diagnostikovano mezi 13. az 30. rokem Zivota. V né€kterych rodinach se miize
CVID dé&dit autozomalné recesivné nebo autozomalné dominantné (Cunningham-
Rundles a Bodian, 1999).

Klinickym projevem nemoci jsou opakované bakteridlni infekce hlavné
respiracniho aparatu zplisobené bakteriemi Streptococcus pneumoniae a Haemophilus
influenzae, intestindlni infekce, dale téz vyskyt autoimunitni poruch (RA, SLE,
vaskulitida) a lymfoproliferativnich onemocnéni (Martinéz Garcia et al., 2001; Chapel
et al, 2008).

Pfi¢iny vzniku tohoto onemocnéni jsou podminény z ¢asti geneticky a k nim
patii asociace CVID s:

e HLA-DQ/DR, HLA-DQB1 a HLA-A alelami

e mutaci v genech kodujicich TACI (transmembranovy aktivator interagujici
s CAML)

e mutaci v genech kédujicich CD19 (diferencia¢ni molekula B lymfocytit)

e mutaci v genech kédujicich ICOS (indukovatelnd kostimula¢ni molekula)

¢ mutaci v genech kédujicich BTK (Brutonova tyrosin-kinaza)

e mutaci vgenech kodujicich SH2D1A (SH2 stimulaéni 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 pacientli s CVID lze nalézt fadu patologickych funkci imunitniho systému.
CVID je nemoc postihujici produkci protilatek zejména IgG a IgA izotypu jako
nejCastéjSi hypogamaglobulinémie. Koncentrace IgM protildtek je Casto variabilni
(Caballero et al., 1984). PoCet B lymfocyti v periferni krvi je normalni nebo snizeny.
V periferni krvi se mohou vyskytovat nezralé B bunky (Ferry et al, 2005). Nékteti
pacienti mohou mit naruSeny mechanizmus somatické hypermutace, afinitni maturace,
B bunécné diferenciace, syntézy protilatek nebo vyvoj pamétovych B lymfocyti (Levy
et al., 1998). U dalsi skupiny pacientli mize byt nedostatecnd aktivace B lymfocytl
(nizkd exprese CD86 molekuly) a narusend kooperace mezi T - B lymfocyty (Denz

et al., 2000).
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II1. Material

III. 1 Periferni krev

Na zéklad¢ informovaného souhlasu byla odebrana a nasledné zpracovana
periferni krev ¢tyf' pacientl s nasledujicimi diagnézami: SLE, RA, 2x CVID a dvéma

zdravym jedinctim (kontroly).

I1I. 2 Seznam pouZitych chemikalii a kiti

Acetét sodny (NaAc, 3M, pH 5,2) Sigma, St. Louis, USA
Agardza Top-Bio, Praha, CR
Azid sodny Sigma, St. Louis, USA

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystems, Foster City, USA
Kit, verze 1.1

BSA Serva, Heidelberg, Némecko

DNA Molecular Weight Marker XIV Roche Diagn. GmBH, Manhein, Némecko
dNTPs 10 mM Sigma, St. Louis, USA

DTT 0.1 M Roche Diagn. GmBH, Manhein, Némecko
EB pufr Qiagen GmBH, Hilden, Némecko
Ethidium bromid Sigma, St. Louis, USA

Etanol Penta, Chrudim, CR

Ficoll-Paque
Izopropylalkohol
Mineralni olej

MgCl, (25 mM)

Pharmacia, Uppsala, Svédsko

Penta, Chrudim, CR

Top-Bio, Praha, Czech Republic

Roche Diagn. GmBH, Manhein, Némecko

Oligo dT primer Promega Corporation, Madison, USA
PCR pufr 10x Roche Diagn. GmBH, Manhein, Némecko
PCR H,0 Top-Bio, Praha, CR

PE — WASH buffer Qiagen GmBH, Hilden, Némecko
Primery pro nested PCR (100Mm) Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA
PrimeScript pufr 5x TaKaRa, Shiga, Japonsko

QG pufr Qiagen GmBH, Hilden, Némecko

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmBH, Hilden, Némecko

Reversni transkriptaza TaKaRa, Shiga, Japonsko
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RNasin plus RNase inhibitor
SLB

Spermidin 50 nM

Taq polymeraza

Triton X-100

Zelatina

Promega Corporation, Madison, USA
Sigma, St. Louis, USA

Roche Diagn. GmBH, Manhein, Némecko
Roche Diagn. GmBH, Manhein, Némecko
Serva, Heidelberg, Némecko

Sigma, St. Louis, USA

II1. 3 Seznam monoklonalnich protilatek

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

Vestec, CR)

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-1ly4 klon (BD Pharmingen)
Monoclonal mouse anti-CD24/PE, ALP9 klon (Immunotech, Marseille, Francie)
Monoclonal mouse anti-CD19/PC7, klon J3 119 (Immunotech)

II1. 4 Roztoky

1,5% agarozovy gel s ethidium bromidem:

chemikalie mnozstvi koncentrace
agaroza 6g 1,5%

1XTBE 400 ml -

ethidium bromid (1 pg/ml) |0,04 ml 0,01 pg/ml
5x TBE:

chemikalie mnozstvi koncentrace
Tris baze 54 ¢ 450mM
kyselina borita 275¢g 450mM
0,5mM EDTA pH8 20 ml 10mM

H20 doplnit do 1000 ml -
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Ix TBE:
200 ml 5x TBE + 800 ml H,O

10x PBS:

chemikalie mnozstvi Kkoncentrace
NaCl 80 g 1,37mM
KCl 2g 0,027mM
Na,HPO, . 12 H,O 29¢g 0,081mM
KH2P04 2 g 0,0151’1’1M
H,O doplnit do 1000 ml -

Ix PBS:

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

WSB:

chemikalie mnozstvi Kkoncentrace
Zelatina 4 ml 0,18

azid sodny lg 0,1

I1xPBS doplnit do 1000 ml -

I11. 5 Pristroje a vybaveni

Automatické pipety
Automaticky davkovac
Centrifuga Microfuge 18
Centrifuga Alegra X-22R
Desticky (96 - jamek)
Elektroforéza

Elektroforetické vany se zdrojem
Elektronicka vaha

CD kamera s tiskarnou

Gilson, Middleton, USA

Eppendorf, Hamburg, Némecko

Beckman Coulter, Fullerton, USA
Beckman Coulter, Fullerton, USA

BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie
Elchrom Scientifics, Scintilla, Svycarsko
Bio-Rad, Hercules, USA

Sartorius AG, Gottingem, Némecko

Uvitec, Cambridge, Anglie

Mikrocentrifuga Hermle Labortechnik, GmbH, Wehingen,
Némecko

Mikrozkumavky Eppendorf, Hamburg, Némecko

Multikanalova pipeta Finnpipette, Vantan, Finsko
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PCR cykler

Pritokovy cytometr

FACS Aria III. s tfidicim modulem
Latexové rukavice

Sekvenator ABI PRISM 3130xl
PCR stripy

Spicky k pipetam

UV transiluminator

Vodni lazeni s termostatem
Vortex

Zkumavky 15 ml, 50 ml

Bio-Rad, Hercules, USA

Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, USA
Hartmann-Rico, Bratislava, SR
AME Bioscience, Toroed, Finsko
Eppendorf, Hamburg, Némecko
Gilson, Middleton, USA
Ultra-Lum, Claremont, Kanada
Dittmann, Bytom, Polsko

Vortex V-1 plus, BioSan, Litva

BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie
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IV. Metody

Periferni krev byla zpracovana v laboratofi Imunopatologie a imunoterapie
AV CR, v.v.i. Daldi piiprava bunééné suspenze byla provadéna v laboratofich Kliniky
détské hematologie a onkologie FN Motol v Praze. Ttidéni folikularnich bunck
pratokovym cytometrem s tfidicim modulem FACS Aria III. (Becton and Dickinson
Company, USA) probihalo rovnéz v laboratofich Kliniky détské hematologie
a onkologie FN Motol. Periferni mononuklearni buiikky byly separovany pomoci
centrifugace v hustotnim gradientu Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)
a vyuzity pro pfipravu bunééné suspenze pro priutokovou cytometrii pro tiidéni

studovanych populaci pomoci priitokového cytometru se sortovacim modulem.
IV. 1 Zpracovani periferni krve

Periferni krev (9 ml) byla odebrana do odbérovych zkumavek s KobEDTA
a nafedéna 1x PBS (pH 7,2-7,4) v poméru 1:1. Smés byla navrstvena na 9 ml Ficollu
v 50 ml zkumavce (BD Biosciences, Le Pont de Claix, Francie) a stocena na centrifuze
pii 400 g pifi 10°C po dobu 30 minut. Prstenec tvoieny lymfocyty, monocyty
a granulocyty (tzv. mononukledrnimi buitkami) byl odebran do nové 50 ml zkumavky
(BD Biosciences) a doplnén do 5 ml 1% albuminem (Calbiochem, San Diego, USA)
v 1x PBS. Zkumavka byla stocena na centrifuze pti 190 g pti 10°C po dobu 10 minut.
Supernatant byl odlit, sediment resuspendovan ve 4 ml 1% albuminu (Calbiochem)
v Ix PBS a opét stoen na centrifuze. Supernatant byl odebran a zbyly sediment

o objemu asi 100 pl byl pouzit pro priitokovou cytometrii a tfidéni bunék.

IV. 2 Znaceni bunééné suspenze pro prutokovou cytometrii

a sortovani

Suspenze perifernich mononuklearnich bunék o objemu 100 pl byla po dobu
15 minut inkubovana ve tm¢ pii teploté 4°C s mySimi monoklonalnimi protilatkami
konjugovanymi s fluorochromy proti povrchovym antigentim lidskych B lymfocyti
(viz Tab. 3). Na jeden vzorek byly pouzity protilatky 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 pl.

Tab. 3: Monoklondlni protilatky a fluorochromy pro znaceni populaci B lymfocyti

Fluorochrom FITC ‘ PE
Protilatka IgM CD24
Objem (ul/jamka) 10 10

Po inkubaci byla buné¢na suspenze dvakrat promyta v 1x PBS (pH 7,2 — 7,4)
a stoCena na centrifuze pii 190x g pti 10°C po dobu 10 minut. Suspenze byla po promyti
déna do 100pl WSB roztoku. M¢éteni frekvenci B bunéénych populaci a znazornéni
zkoumanych populaci je zndzornéno na obr. 20. Sortované B lymfocytarni subpopulace

folikularnich bun¢k (FO I a FO II) byly dale vyuzity pro Ig- specifickou RT- PCR.

A Lymphomonogate B. CD19* C. CD19°CD2T- D. CD19*CD27-CD21*
0K SR L 50K b coar- "
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Obr. 20 Ptiklad sortovani B lymfocytd pomoci pritokové cytometrie.

A. Vybér lymfocyti a monocyti (78,4 %) podle velikosti a granularity po méfeni forward
a side scatteru (FSC / SSC).

B. Vybér vech CD19" B lymfocyti, které tvoit 91 % bunék z predchoziho vybéru.

C. Vybér CD27" B bunék (76,4 %) z CD19" B bungk.

D. Vybér CD21" B bungk (72,4 %) z CD19°CD27 B bunék.

E. Vybér IgM" B bunek (32,7 %) z CD19°CD27'CD21" B lymfocyti.
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F. Vybér CD38"" (85,3 %) z CD19°CD27'CD21 IgM" B bunék.

G. Vybér studovanych populaci FO I: CD24" IgM" (65,5 %) a FO I1: CD24™ IgM™ (20,2 %)

IV. 3 RT-PCR na trovni jedné buiniky

Jednotlivé B lymfocyty obou populaci (FO I a FO II) byly pomoci prutokového

cytometru s tfidicim modulem (FACS Aria) vytiidény do 96-ti jamkovych desticek (BD

Biosciences, Le Pont de Claix, Francie). Do kazdé jamky desticky, kde se nachazela

jedna B buika, bylo pfiddno 50 pl lyzacniho RT-PCR pufru, ktery ma nésledujici

slozeni (Tab. 4):

Tab. 4: Reakéni smés pro RT-PCR

chemikalie objem (pl / jamka) | koncentrace
H,O 29,5 -

0, M DTT 2,5 SmM
RNasin (40U/ul) 0,5 20U
50nM Spermidin 0,5 0,5nM
10pg pul BSA 0,05 0,5ug
800ng/ul Oligo dT 0,45 400ng
10% Triton X 5 1%

5x RT PCR pufr 10 Ix
10mM dNTPs 1 0,2mM
reverzni transkriptaza (TaKaRa) |0,5 -

Syntéza prvniho vldkna cDNA byla zahajena podle mRNA templatu v cykleru
(Bio-Rad, Hercules, USA) za nasledujicich podminek:

teplota ¢as (min)
42°C 60
4°C o0

IV. 4 Amplifikace genii variabilnich oblasti pro tézké retézce

imunoglobulinit

Preskupené VyDuly genové segmenty byly amplifikovany pomoci publikované

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

Pro externi PCR byla pouZita smés primerti (Invitrogen Corporation, Carlsbad,

USA) specifickych pro signalni sekvence variabilnich genovych segmenti (SVH;-

SVHp) spolu s jednim primerem specifickym pro konstantni oblast imunoglobulinovych

gen Mju pro IgM nebo Ga pro IgG (Kiippers et al., 1993). Pro externi PCR

s kone¢nym objemem 80 pl byla ptipravena reakéni smés (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 CACCTG TGG TTCTT - 3’
SVHS 5- ATG GGG TCA ACC GCC ATCCT -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 CAGAGC G - 37

Tab. 5: Reakéni smés pro externi PCR

objem (ul / jamka) kone¢na koncentrace
H,O 52,98 -
25mM MgCl, 8 2,5 mM
100uM SVH1 0,56 0,7 uM
100uM SVH2 0,56 0,7 uM
100uM SVH3 0,56 0,7 uM
100uM SVH4 0,56 0,7 uM
100uM SVHS 0,56 0,7 uM
100uM SVH6 0,56 0,7 uM
100uM Mju/Ga 0,56 0,7 uM
10mM dNTPs 1,6 0,2 mM
10x PCR pufr 8 Ix
Taq polymeraza (5U/ul) |0,5 2,5 U/jamka

Po rozpipetovani objemu 75 pl do 96-ti jamkové desticky (BD Biosciences)

bylo do kazdé¢ jamky ptidano 5 pul cDNA a kapka minerdlniho oleje (Top-Bio, Praha,
CR). Amplifikaéni reakce probihala vPCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v nasledujicich krocich:
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pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
95 7:00
1 50 1:00
72 1:30
94 1:00
35 50 0:30
72 1:30
1 4 o0

IV. 4. 2 Amplifikace internimi primery

Z kazdé externi PCR zvlast pro izotyp IgM a IgG bylo provedeno Sest internich

PCR amplifikaci pro kazdou VH rodinu samostatné s pouzitim specifického primeru pro

FR1 oblast konkrétniho VH genového segmentu kombinovany s primery pro jednotlivé

JH segmenty (Kiippers et al., 1993).

iVH1 FRI 5-CCT CAG TGA AGGTYT CCT GCA AGG C -3’
iVH2 FRI 5’- GTC CTG CGC TGG TGA AACCCACASA -3’
1iVH3 FRI 5’- GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG - 3
iVH4 FRI 5’- GAC CCT GTC CCT CAC CTG CRCTGT C - 3’
iVHS FRI 5’- AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A - 37
iVH6 FRI 5’- CTC ACT CAC CTG TGC CAT CTC CGG - 3’

iJH 1/3/4/5 5’- CGA CGG TGA CCA GGG TBCCYT GGC C - 37
iJH 2,5 5’- CGA CAG TGA CCA GGG TGC ACGGC C -3’
1JH6 5’- CGA CGG TGA CCG TGG TCC CTT GCC - 37

Ptipravend reak¢éni smés o celkovém objemu 80 pl (Tab. 6) byla rozpipetovana

po 75 ul postupné do 96-ti jamek na desticku (BD Biosciences).

Tab. 6: Reakéni smés pro interni PCR

chemikalie objem (pl / jamka) kone¢na koncentrace
H,0O 54,98 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100uM iVH primeru 0,48 0,6uM

100uM 1JH 6 primeru 0,48 0,6uM

100uM 1JH2/5 primeru 0,48 0,6uM

100uM 1JH1/3/4/5 0,48 0,6uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Do kazdé¢ jamky bylo pfidano 5 pl z externi PCR reakce a kapka minerdlniho oleje

(Top-Bio). Amplifika¢ni reakce probihala v cykleru ( Bio-Rad) v nasledujicich krocich:
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pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
95 7:00
1 63 1:00
72 1:30
94 1:00
35 63 0:30
72 1:30
1 4 o0

IV. 5 Sledovani pritomnosti specifického PCR produktu

Pfitomnost PCR produktu byla zjiStovana pomoci elektroforézy v 1,5%
agardzovém gelu. Navazend agar6za byla rozpusténa v odpovidajicim mnoZzstvi 1xXTBE
a nechana projit varem. Poté byl pfidan ethidium bromid (Sigma, St. Louis, USA) do
kone¢né koncentrace 0,01 pg/ml a smés ponechdna chladnout pii pokojové teploté.
Ptipravend smés pro gel byla jesté pied ztuhnutim nalita do nosi¢e na gel. Po ztuhnuti
byl gel ptenesen do elektroforetické vany (Bio-Rad) tak, aby byl zcela ponoten.

Do jamek bylo naneseno 20 pl PCR produktu s5 pl SLB (Sigma Loading
Buffer, Sigma). V kazdé tfadé bylo aplikovano 5 pl velikostniho standardu DNA
Molecular Weight Marker (Roche, Indianapolis, USA). Separace probihala po dobu 80
minut pii napéti 100 V. Pfitomnost PCR produktu byla zjiS§téna pomoci transluminatoru

(Ultra-Lum, Claremont, Canada) a vyfotografovana kamerou (Uvitec, Cambridge, UK).
IV. 6 Purifikace PCR produktii

Purifikace PCR produktii z agar6zového gelu byla provedena pomoci QIAquick
Gel Extraction Kitu (Qiagen, Hilden, Némecko). Pozitivni vzorky o celkovém mnozstvi
60 ul (zbytek z predchozich krokill) byly purifikovany pomoci elektroforézy v 1,5% gelu
v IXTBE pfi napéti 100 V po dobu 80 min. Pro zamezeni kontaminace PCR produktl
byla pfi nanaSeni vzorkl jedna jamka vynechina a je$t€¢ nanesen standart. Kazdy
pozitivni prouzek o velikosti cca 250 bp byl z gelu pomoci skalpelu vyfiznut a vloZen
do pfedem oznacené sterilni 1,5 ml zkumavky. Do této zkumavky bylo pfidano 600 pl
QG pufru. Ve vodni lazni pti 50°C byla zkumavka inkubovéana po dobu 10 min. tak, aby
se gel zcela rozpustil. Po vyjmuti z vodni l4zné bylo pfidano 200 pl isopropanolu
(Penta, Chrudim, CR) a smés dlouze promichan na vortexu (JankeKunkel, Staufen,
Némecko). Cast obsahu zkumavky byla pielita do jiné zkumavky na specialni kolonku

s filtrem (column spin) a stocena na mikrocentrifuze (Beckman Coulter, Fullerton,
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USA) pti 11 000 g po 1 min. Po vyjmuti kolonky ze zkumavky byl obsah slit a dolit
zbytek zkumavky. Zkumavka byla opét s kolonkou centrifugovana pii 11 000 g 1 min.
Po vyjmuti kolonky byl obsah vylit. Na kolonku bylo naneseno 500 pul QG pufru
a centrifugovano 11 000 g 1 min. Déle byl pfidin PE Wash Pufr (750 pl) s etanolem
(Penta). Pfi pokojové teploté¢ byli zkumavky inkubovany po dobu 5 min. Zkumavky
byly centrifugovany 1 min. 11 000 g a obsah byl opét vylit. Dalsi centrifugace
zkumavek jen s kolonkami probihala 11 000 g 1 min. Kolonky byly pfeneseny do
specialnich zkumavek, kde bylo na kolonku naneseno 30 pul EB pufru a nechaly se
inkubovat po dobu 1 min. Poté byly centrifugovany 1 min pti 18 000 g a nasledné byl

ziskany PCR produkt uchovan pro sekvenovani.

IV. 7 Sekvenovani PCR produktu

Pro sekvenaci PCR produkti byl pouzit Big Dye Terminator Cycle Sequencing
Kit verze 1.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Byla pfipravena reakéni smés
(Tab. 7), kterd byla rozpipetovana do jamek desticky (BD Biosciences).

Tab. 7: Reakéni smés pro interni PCR

objem (pl / jamka)
Big Dye pufr 2
5' primer fedény 1:20 specificky pro jednotlivou 1
1VH rodinu (iVH1-1VH6)
PCR produkt 7

Sekvenacni reakce probihala v cycleru (Bio-Rad) za nasledujicich podminek:

pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
96 0:10

34 45 0:05
60 4:00

1 4 o0
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IV. 8 Precipitace sekvena¢niho produktu etanolem

Byla pfipravena precipitaéni smes (Tab. 8) o celkovém objemu 350 ul, ktera
byla rozpipetovana do 1,5ml zkumavek, kam bylo pfidano 10 ul sekvenacniho

produktu.

Tab. 8: Smes pro precipitaci

objem (pl / jamka)
H,O 90
NaAc 10
100% etanol 250

Vzorek byl zvortexovan a poté centrifugovan 18 minut pti 12 000 g. Supernatant
byl slit a k sedimentu bylo pfidano 350 ul 70% etanolu (Penta). Vzorky byly stoceny
na centrifuze pfi 12 000 g po dobu 8 minut. Etanol byl odsat pipetou a sediment nechan
piipokojové teploté vysusit. Po odpafeni etanolu byly vzorky opét centrifugovany pti

12 000 g po dobu 8 minut.

IV. 9 Sekvenovani

Vzorky byly odeslany na sekvenaci do Strediska DNA Mikrobiologického
tstavu AV CR, v.v.i., kde byly analyzovany pomoci piistroje ABI Prism 3130xl
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA).

IV. 10 Analyza preskupenych genovych segmentu

Sekvence preskupenych VyDply genovych segmentli byly porovnany se
zarode¢nymi sekvencemi z V-BASE. Mutacni frekvence (mf) byla vypoctena pomoci
nasledujiciho vzorce: mf (%) =n/ N x 100
(n = pocet zaménénych nukleotidi ve Vi oblasti, N = celkova délka detekované Vy
oblasti transkriptu).

Pomoci V-BASE bylo identifikovano vyuziti jednotlivych Vg, Dy a Jy genovych
segmentl v jednotlivych folikularnich bunkach. Déle byla zjisténa sekvence CDR1 az
CDR3 oblasti a FR2 a FR3 oblasti. CDR3 oblast byla ptelozena do aminokyselinové
sekvence pomoci softwaru BioEdit verze 7.0.0 (Tom Hall, Carlsbad, USA), ktery je
dostupny na http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html. Mutace Vygenovych
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segmentli mRNA transkriptli byli zjiStény porovnanim jednotlivych Vi segmenti se
zarode¢nymi segmenty z V-BASE, a tim byli ur¢eny konkrétni typy mutaci (zdménné

vs. tiché).

IV. 11 Statisticka analyza dat

Pro statistické hodnoceni ziskanych dat byli pouziti statistické metody Fishertiv
exaktni test a neparametricky Mann-Whitney test pomoci GraphPad software, verze 3.1

(GraphPad, San Diego, USA).

IV. 12 Amplifikace genii pro TdT a RAG aktivujici geny 1 a 2

Pro amplifikaci jednotlivych genl pro termindlni deoxynukleotidyltransferazy
(TdT) a rekombinazy aktivujici geny RAG1 a RAG2 pomoci nested PCR, byla pouzita
smés specifickych primerti (Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA) navrzenych podle

Girschick et al., 2001 (Tab. 9).

Tab. 9: Sekvence pouzitych primerii pro TdT a RAG amplifikaci

RAGI1 sense 5’- GAGCAAGGTACCTCAGCCAG -3’
RAGTI antisense 5’- AACAATGGCTGAGTTGGGAC-3"
RAGTI nested sense 5’- TTCTGCCCCAGATGAAATTC-3’
RAGTI nested antisense 5’- TGACCATCAGCCTTGTCCAG-3"
RAG2 exon 1a sense 5’- GCAGCCCCTCTGGCCTTC-3’
RAG?2 exon 1b sense 5’- GCGGTCTCCAGACAAAAATC-3’
RAG?2 antisense 5- TTTCAGACTCCAAGCTGCCT-3’
RAG?2 nested sense 5’- TCTCTGCAGATGGTAACAGTCAG-3’
RAG?2 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 genii pro TdT
Pro amplifikaci gentt TdT (terminalni deoxynukleotidyltransferazy) byla
provedena nested PCR. Pro externi PCR s konecnym objemem 80 pl byla pfipravena

reak¢ni smés (Tab. 10).
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Tab. 10: Reakéni smés pro externi PCR pro TdT

chemikalie objem (pl/ jamka) |konefna koncentrace
H,O 55,78 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100puM TdT primeru sense 0,56 0,7uM

100uM TdT primeru antisense 0,56 0,7uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Objem 75 pl byl pipetovan do 96-ti jamkové desticky (BD Biosciences), kam

bylo do kazd¢ jamky ptidano 5 pul cDNA a kapka minerdlniho oleje (Top-Bio, Praha,

CR). Amplifikaéni reakce probihala vPCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v nasledujicich krocich:

pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
1 95 7:00
94 1:00
35 60 0:30
72 1:30
1 72 5:00

Z kazdé externi PCR byla provedena interni PCR amplifikace s pouzitim

specifického primertt TdT nested sense a TdT nested antisense (sekvence primert

viz Tab. 9). Pfipravend reak¢ni smés o celkovém objemu 80 pl (Tab. 11) byla

rozpipetovana po 75 pl postupné do 96-ti jamek na desti¢ku (BD Biosciences).

Tab. 11: Reakéni smés pro interni PCR pro TdT

chemikalie objem (pl / jamka) |konefna koncentrace
H,O 55,94 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100uM TdT primeru nested sense 0,48 0,6uM

100uM TdT primeru nested antisense | 0,48 0,6uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

66



Do kazdé¢ jamky bylo ptfidano 5 pl z externi PCR reakce a kapka mineralniho
oleje (Top-Bio). Amplifika¢ni reakce probihala v cykleru (Bio-Rad) v nésledujicich

krocich:
pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
1 95 7:00
94 0:30
35 58 1:00
72 2:00
1 72 5:00

IV. 12. 2 Amplifikace genii pro RAG1
Pro amplifikaci genii pro rekombindzy aktivujici geny RAG1 byla provedena

nested PCR. Pro externi PCR s kone¢nym objemem 80 pl byla pfipravena reakéni smés
(Tab. 12).

Tab. 12: Reakéni smés pro externi PCR pro RAG1

chemikalie objem (pl/ jamka) | konefna koncentrace
H,O 55,78 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100uM RAG1 primeru sense 0,56 0,7uM

100uM RAGI primeru antisense |0,56 0,7uM

10x PCR pufr 8 1x

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Objem 75 pl byl pipetovan do 96-ti jamkové desticky (BD Biosciences), kam
bylo do kazd¢ jamky pfidano 5 pul cDNA a kapka minerdlniho oleje (Top-Bio, Praha,
CR). Amplifikaéni reakce probihala vPCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v nasledujicich krocich:

pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
1 95 7:00
94 1:00
35 60 0:30
72 2:00
1 72 5:00
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Z kazdé externi PCR byla provedena interni PCR amplifikace s pouzitim
specifického primertt RAGI nested sense a RAGI nested antisense (sekvence primert
viz Tab. 9). Pfipravend reakéni smés o celkovém objemu 80 pl (Tab. 13) byla

rozpipetovana po 75 pl postupné do 96-ti jamek na destic¢ku (BD Biosciences).

Tab. 13: Reakéni smés pro interni PCR pro RAGI

chemikalie objem (pl / jamka) | konefna koncentrace
H,O 55,94 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100uM RAGT1 primeru nested sense 0,48 0,6uM

100uM RAGT1 primeru nested antisense | 0,48 0,6uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Do kazdé¢ jamky bylo ptfidano 5 pl z externi PCR reakce a kapka mineralniho
oleje (Top-Bio). Amplifikacni reakce probihala v cykleru ( Bio-Rad) v nasledujicich

krocich:
pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
1 95 7:00
94 1:00
35 60 0:30
72 2:00
1 72 5:00

IV. 12. 3 Amplifikace genti pro RAG2
Pro amplifikaci genl pro rekombinazy aktivujici geny RAG2 byla provedena
nested PCR. Pro externi PCR s kone¢nym objemem 80 pl byla pfipravena reakéni smés
(Tab. 14 a 15). Pro analyzu RAG?2 exprese byli vyuzity dva rizné 5' primery pro exon

la a pro exon 1b (sekvence primert viz Tab. 9).
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Tab. 14: Reakéni smés pro externi PCR pro RAG2 exon la

chemikalie objem (pl/ jamka) |konecna koncentrace
H,O 55,78 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100pM RAG?2 1a primeru sense 0,56 0,7uM

100uM RAG?2 1a primeru antisense 0,56 0,7uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Tab. 15: Reakéni smés pro externi PCR pro RAG2 exon 1b

chemikalie objem (pl/ jamka) | konecna koncentrace
H,O 55,78 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100uM RAG2 1b primeru sense 0,56 0,7uM

100pM RAG?2 1b primeru antisense |0,56 0,7uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Objem 75 pl byl pipetovan do 96-ti jamkové desticky (BD Biosciences), kam

bylo do kazd¢ jamky pfidano 5 pul cDNA a kapka minerdlniho oleje (Top-Bio, Praha,
CR). Amplifikaéni reakce probihala vPCR cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA)

v nasledujicich krocich:

pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
1 95 7:00
94 1:00
35 60 0:30
72 2:00
1 72 5:00

Z kazd¢ externi PCR byla provedena interni PCR amplifikace s pouzitim

specifického primerdt RAG2 nested sense a RAG2 nested antisense. Ptipravena reakcni

smés o celkovém objemu 80 pl (Tab. 16) byla rozpipetovana po 75 pl postupné do 96-ti

jamek na desticku (BD Biosciences).
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Tab. 16: Reakéni smés pro interni PCR pro RAG2

chemikalie objem (pl / jamka) | konefna koncentrace
H,O 55,94 -

25mM MgCl, 8 2,5mM

10mM dNTPs 1,6 0,2mM

100pM RAG?2 primeru nested sense 0,48 0,6uM

100pM RAG?2 primeru nested antisense | 0,48 0,6uM

10x PCR pufr 8 Ix

Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka

Do kazdé¢ jamky bylo ptfidano 5 pl z externi PCR reakce a kapka mineralniho
oleje (Top-Bio). Amplifika¢ni reakce probihala v cykleru (Bio-Rad) v nésledujicich

krocich:
pocet cykli teplota (°C) ¢as (min)
1 95 7:00
94 1:00
35 60 0:30
72 2:00
1 72 5:00

IV. 13 Sledovani pritomnosti PCR produkti TdT, RAG1 a RAG2

Pritomnost PCR produktii byla zjisStovana pomoci elektroforézy Origins
Elchrom Scientifics (Elchrom Scientifics AG, Svycarsko). Do jamek gelu Elchrom PCR
Check IT Wide mini S-2x104L s EtB (koncentrace EtB 0,5 pg/ml) bylo naneseno 15 pl
PCR produktu s5 pl SLB (Sigma Loading Buffer, Sigma). V kazdé tad¢ bylo
aplikovano 2,5 pl velikostniho standardu DNA Molecular Weight Marker (Roche,
Indianapolis, USA). Separace probihala po dobu 20 minut pfi napéti 100 V a pfi teploté
19°C. Ptitomnost PCR produktu byla zjiSt€éna pomoci transluminatoru (Ultra-Lum,

Claremont, Canada) a vyfotografovana kamerou (Uvitec, Cambridge, UK).
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V. Vysledky

V. 1 Analyza genu pro variabilni oblasti tézkych fetézci

imunoglobulint u FO I a FO II B bunék

Pomoci prutokového cytometru se sortovacim modulem FACS Aria (Becton,
Dickinson and Company) bylo pro analyzu vytfidéno celkem 576 B lymfocytu.
Zkoumané B lymfocyty byly rozdéleny na zdkladé¢ imunofenotypu na FO I buiky
CD19°CD27CD21'CD38""CD24" IgM" (celkem 288 bundk) a FOII B buiky
CD19°CD27CD21°CD38""CD24" " IgM"" (celkem 288 bunék). Analyzovany byly
B buriky obou populaci, které byly ziskany od dvou zdravych kontrol, od dvou pacientl
s CVID, jednoho pacienta se SLE a jednoho s RA. U vSech kontrol a pacientt bylo tedy

hodnoceno individualné 48 B bun¢k v rdmci kazdé populace.

V. 1. 1 Distribuce transkripti mRNA IgM a IgG izotypi

U obou zkoumanych populaci FO I a FO II B bunék (celkem 48 v kazdé
populaci) byla sledovéna exprese transkriptii izotypu IgM, izotypu IgG a soucasna
exprese obou izotypil byla analyzovana zvlast u kontrol, pacientli s RA, SLE a CVID
(Tab. 17). Béhem analyzy téchto populaci byly objeveny také builkky se soucasnou
expresi IgM a I[gG mRNA (IgM+IgG; tab. 17 a tab. 18).

V ramci populace FO I bunék (obr. 21) bylo nalezeno u kontroly 1 (KO1)
6 transkriptd (12,5 %) izotypu IgM, 15 (31,25 % ) izotypu IgG a v jednom piipadé
souCasna produkce obou izotypt (2,08 %). U kontroly 2 (KO2) bylo nalezeno
11 transkripti (22,92 %) izotypu IgM, 7 (14,58 %) izotypu IgG a 3 buiky (6,25 %)
s obéma izotypy.

U prvniho pacienta s CVID (CVID 1) byly nalezeny 2 (4,17 %) transkripty IgM
izotypu. U druhého pacienta s CVID (CVID 2) bylo nalezeno celkem 7 transkripti,
z toho 3 (6,25 %) IgM izotypu a 4 (8,33 %) IgG izotypu, soucasnd piitomnost IgM
a IgG nebyla pozorovana.

U SLE pacienta bylo detekovano 32 (66,67 %) transkripti exprimujicich izotyp
IgM, 25 (52,08 %) transkripti IgG a oba transkripty byly nalezeny u 19 bunck
(39,58 %).

U pacienta s RA bylo nalezeno 14 (29,17 %) transkriptd IgM, 3 (6,25 %)
transkripty IgG a 3 bunky (6,25 %) exprimujici oba izotypy zarover.
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Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo zji§téno u kontroly 1 (KO1) signifikantné
vys$i zastoupeni IgG transkriptli oproti soucasné expresi obou izotypt (31,25 % vs.
2,08; p=0,0002 ,). U druhé kontroly (KO2) byla nalezena vyssi exprese transkriptti IgM
izotypu oproti soucasné expresi obou izotypi IgM a IgG (22,92 % vs. 6,25 %;
p=0,040y).

U RA pacienta bylo zjiSténo signifikantné vysSi zastoupeni transkripti IgM
oproti IgG transkriptim (29,17 % vs. 6,25 %; p= 0,0062 ;) a také oproti expresi obou
izotypii zaroven (29,17 % vs. 6,25 %; p= 0,0062).
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g 50+ BiaG
§ I p=0.0062: | migM+aG
3 £=0.0002, p=0.00624
& 30 1 p=0,040
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KO KO2 CVIDA CvID2 SLE RA
Obr. 21a: Frekvence IgM a IgG transkripti u FO I bun¢k
FO I bunky 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 vyznamnosti

Obr. 21b: Piehled hladin vyznamnosti srovnavanych zastoupeni jednotlivych IgM a IgG
transkriptil
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Tab. 17: Pocet a frekvence jednotlivych Ig transkriptt u FO I bunék

FO 1 butky KO1 KO2 | CVIDI | CVID2 | SLE RA

N%) | N®%) | N | N% | N | N@®%)
1eM (%) (12,650) . (22}912) ; (4,21 7) (6,325) (62,267) (29,1147) ¥
1gG (%) 3 11 ,525) (14?58) 0 (8,‘;3) (522%8) (6»235) c
IgMHIgG (%) (2’38) . (6’235) ) 0 0 1939.59) (6,235) d
N=48

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo dale zjisténo u pacienta SLE
signifikantné vyssi zastoupeni IgM transkriptt oproti IgM transkriptiim u obou kontrol
a obou pacientti CVID (66,67 % vs. 12,5 %; 66,67 % vs. 22,92 %; 66,67 % vs. 4,17 %;
66,67 % vs. 6,25 %; ve vSech piipadech p<0,0001). Dale bylo detekovano signifikantné
vys$i zastoupeni IgM transkriptd u SLE (66,67 %) oproti IgM transkriptim u RA
(29,17 %), kdy p=0,0005. U pacienta SLE bylo také nalezeno vys$si zastoupeni
transkriptll IgG izotypu oproti pacientim CVIDI a CVID2 a RA (52,08 % vs. 0 %;
52,08 % vs. 8,33 %; 52,08 % vs. 6,25 %; ve vSech ptipadech je p<0,0001). Statisticky
vyznamné je také porovnani exprese transkriptii IgG izotypu u SLE vs. KO2 (52,08 %
vs. 14,58 %; p=0,0002). Porovnanim soucasné exprese transkriptd IgM spolu s IgG
u SLE oproti pacientim CVID1, CVID2 a KO1 byla zjisténa statistickd vyznamnost
(39,58 % vs. 0%; 39,58 % vs. 2,08 %; p<0,0001). Vyssi zastoupeni transkriptii obou
izotypl u SLE bylo signifikantné vyznamné oproti RA stejné jako u KO2 (39,58 % vs.
6,25 % u obou piipadt; p=0,0002; shrnuto v obr. 21b).

U pacienta RA byla identifikovana vys$si exprese [gM mRNA oproti pacientim
CVID1 a CVID2 (29,17 % vs. 4,17 %; p=0,0018 a 29,17 % vs. 6,25 %; p=0,0062).

V ramci studia populace FO II bunék (obr. 22, Tab. 18) bylo nalezeno u KOI
12 (25 %) transkriptd izotypu IgM, 36 (75 %) izotypu IgG a 9 (18,75 %) transkriptl
exprimujicich oba izotypy zaroven. U KO2 bylo zaznamendno 36 (75 %) transkriptd
izotypu IgM, 16 (33,33 %) izotypu IgG a v 15 ptipadech produkce (31,25 %) obou
izotypil.

U pacienta s CVID (CVID 1) bylo nalezeno pouze 5 (10,42 %) transkripti
izotypu IgM. U druhého pacienta CVID 2 byl nalezen 1 transkript (2,08 %) izotypu
IgM, dale 2 (6,25 %) 1gG izotypu a opét 1 buiika (2,08 %) s expresi obou izotypu.
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U SLE pacienta bylo identifikovano 35 (72,92 %) transkriptl exprimujicich
izotyp IgM a stejnd byla i1 frekvence u IgG izotypu, oba transkripty zaroven byly
exprimovany u 29 bun¢k (60,42 %).

U RA pacienta bylo nalezeno 12 (25 %) transkriptd IgM, 10 (20,83 %)
transkript IgG a 3 ptipady (6,25 %) exprese obou izotypll zaroven.

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo nalezeno u KO1 signifikantné vyssi
zastoupeni IgG transkripti oproti transkriptim IgM a vyS$si exprese IgM vici soucasné
produkci transkripti obou izotypt (75 % vs. 25 %; p<0,0001,, 75 % vs.
18,75 %; p<0,0001p). U druhé kontroly byl objeven vys$si vyskyt transkriptd IgM
izotypu oproti transkriptim IgM a oproti soucasné expresi izotypti IgM a IgG (75 % vs.
33,33 %; 75 % vs 31,25 %; p<0,0001.:4 u obou ptipadlt). U RA pacienta bylo nalezeno
signifikantné vyssi zastoupeni transkripti IgM oproti soucasné expresi IgM a IgG

transkriptd (20 % vs. 6,25 %; p=0,0221).

100 -
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10 S ’—‘
0 : : — = :
KO K2 CVID1 CVID2 SLE RA
Obr. 22a: Frekvence IgM a IgG transkriptd u FO II bunek
FO II buiiky 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 vyznamnosti

Obr. 22b: Piehled hladin vyznamnosti srovnavanych zastoupeni jednotlivych Ig transkripti
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Tab. 18: Pocet a frekvence jednotlivych Ig transkriptt u FO II bunék.

FO II KO1 KO2 |CVID1 | CVID2 SLE RA
buiiky N (%) N (%) N (%) | N(%) N (%) N (%)

IeM (%) 12 (25,00) ., | 36 (75,00)ca | 5(10,42)|  1(2,08)| 35(72,92)| 12 (25,00).

IgG (%) 36 (75,00)an | 16 (33,33) 0 24,17)] 35(72,92) 10 (20,83)
IgM+IgG

(%) 9 (18,75 | 15(31,25)4 0 1(2,08) | 29(60,42) 3 (6,25) ¢
N=48

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo statisticky prokdzano vyznamné vyssi
zastoupeni transkripti IgG izotypu u KOI1 ve srovndni s expresi tohoto izotypu
u CVIDI1, CVID2 a RA (75 % vs. 0 %; 75 % vs. 4,17 %; 75 % vs. 20,83 %; ve vSech
ptipadech p=0,0001). U KO2 byla nalezena vyssi frekvence transkripti IgM izotypu
v porovnani s expresi tohoto izotypu u pacienti CVID1, CVID2 a RA (75 % vs.
10,42 %; 75 % vs. 2,08 %; 75 % vs. 25 %; ve vSech ptipadech p<0,0001).

U SLE pacienta bylo déale zjiSténo signifikantné vySs$i zastoupeni IgM
transkriptd oproti IgM transkriptim u KOI1, pacientim CVID1 a CVID2 a také
vyznamné vysSi neZ u RA (72,92 % vs. 25 %; 72,92 % vs. 10,42; 72,92 % vs. 2,08 %;
72,92 % vs. 25 %; ve vSech piipadech p<0,0001). U pacienta SLE bylo také nalezeno
vyznamné vys$S§i zastoupeni transkriptd IgG izotypu v porovnani s pacienty CVIDI
a CVID2 a RA (72,92 % vs. 0 %; 72,92 % vs. 4,17 %; 72,92 % vs. 20,83 %; ve vSech
ptipadech je p<0,0001).

Porovnanim soucasné exprese transkripti IgM a IgG u SLE oproti KOI,
pacientim CVID1, CVID2, RA byla zjisténa jejich statisticky vyznamné vy$si
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).

Porovnanim exprese jednotlivych transkripti mezi populacemi folikularnich
bunék u KO1 (obr. 23) bylo nalezeno signifikantné vyS$si zastoupeni transkriptt IgG
uFO 1II bunék oproti FOI buikdm (75 % vs. 31,25 %, p<0,0001,). Statisticky
vyznamné je také porovnani obou populaci bun€k exprimujici IgM a IgG izotyp
soucasn¢ u KOI, kdy je opét vyssi frekvence koexprese téchto izotypti u FO II bunék
(18,75 % vs. 2,08 %; p=0,0158).

U KO2 (obr. 24) byla nalezena signifikantné¢ vyssi exprese IgM transkript
u FO II populace oproti FO I populaci (75 % vs. 22,92 %; p<0,0001.). Byla detekovéana
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také vyznamné vys$i soucasnd produkce IgM a IgG transkript u FO II bun¢k oproti

FO I bunikam (31,25 % vs. 6,25 %; p=0,0032 y).
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Obr. 23: Porovnanim exprese jednotlivych Ig transkript mezi populacemi FO B u KO1
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Obr. 24: Porovnani exprese jednotlivych Ig transkriptii mezi populacemi FO B u KO2

V. 2 Analyza VyDylJy pireskupeni v transkriptech IgM a IgG izotypu

V. 2. 1 Distribuce jednotlivych Vy rodin

Pouziti a distribuce Vg genovych segmentli ve VyDuplu piestavbach byly

studovany u jednotlivych B lymfocytti kontrol (KO1 a KO2) a pacientd (CVIDI,

CVID2, SLE a RA). Analyza frekvenci vyuZiti jednotlivych Vg rodin u studovanych

populaci FO I a FO II bun€k odhalila vyssi vyskyt neobvyklych Vg rodin jako jsou
VHI1, VH2 a VH6, které v perifernich B lymfocytech u zdravych dospélych lidi

nebyvaji viibec popisovany (obr. 25-30).

76



V IgM transkriptech bun¢k z FO I a FO II populace u KO1 (obr. 25, Tab. 19) byly

zaznamenany nasledujici frekvence Vy rodin: Vi2 (10,42 % u FO I a 6,25 % u FO 1I), V5
(2,08 % uFO1a 10,42 % uFO IT) a V46 (4,17 % u FO 1 a 12,5 % u FO 1I).
U téchto populaci nebyly nalezeny zadné Vyl, Vi3 a Vg4 rodiny. Dale u KOI1 byly
zaznamenany u FO I a FO II B lymfocytl exprimujicich izotyp IgG vSechny Vi genové
rodiny: Vyl (10,42 % u FO I; 25 % u FO II), Vu2 (10,42 % u FO I; 47,92 % u FO 10),
Vi3 (4,17 % u FO I; 43,75 % u FO II), Vu4 (4,17 % u FO I; 16,67 % u FO 1),
ViS5 (2,08 % uFO I; 10,42 % u FO II) a V6 (16,67 % u FO [; 31,25 % u FO II).

Tab. 19: Pocet a frekvence VH rodin u KO1

KO1 IgM IgG
buiiky FO1 FO I1 FO1 FO II
N (%) N (%) N (%) N (%)
VHI 0 0 5(10,42) | 12(25,00)
VH2 5(10,42) 3625 | 5(10,42), | 23 (47,92) a1
VH3 0 0 24,17 | 21(43,75).
VH4 0 0. 24,17 q | 8(16,67)qe
VH5 1(2,08) 5(10,42) 1 (2,08) 5(10,42)
VH6 2 (4,17) 6 (12,5) 8 (16,67) ¢ 15 (31,25) ¢
N=48
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80 p=0,00016
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Obr. 25: Frekvence Vy rodin u KO1

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo zjiSténo statisticky vyznamné vyssi
zastoupeni segmentil rodiny Vi2 v buiikdch populace FO 1I oproti B lymfocytim FO I
populace v ramci exprese IgG izotypu (47,92 % vs. 10,42 %; p<0,0001,) a ve srovnani
s FO II populaci nesouci IgM izotyp (47,92 % vs. 6,25 %; p<0,0001;) . U rodiny Vi3
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byly nalezeny vyznamné rozdily u populace FO II bunck exprimujici IgG izotyp
oproti FO I buitkam (43,75 % vs. 4,17 %; p<0,0001 ). U rodiny Vu4 byly zaznamenéany
rozdily u populace FO II bun¢k exprimujici IgG izotyp oproti B buiikdm nesoucich IgM
(16,67 % vs. 4,17 %; p=0,00574) a ve srovnani s FO II populaci nesouci IgM izotyp
(16,67 % vs. 0 %; p=0,0466.). Statisticky vyznamné bylo vysS§i zastoupeni segmentl
rodiny Vy6 v bunikach populace FO II u transkripti IgG izotypti oproti populaci FO 1
bunék v rdmci exprese stejného izotypu (31,25 % vs. 16,67 %; p=0,0466y).

V buiikdch obou sledovanych populaci u KO2 byly pfitomny vSechny
Vi rodiny. S vyssi frekvenci byly exprimovany transkripty s IgM (obr. 26; Tab. 20).
U FO I B bunék nebyly zaznamenany transkripty exprimujici IgG izotyp u Vul, Vi2
a Vi3 rodin.

Vul rodiny byly nalezeny u 2 ze 48 (4,17 %) transkripti IgM izotypu u FO I B
bun¢k a 6 ze 48(12,5 %) transkripti u FO II populace. U B lymfocytd FO II populace se
vyskytoval izotyp I1gG u 4 transkripti ze 48 (8,33 %).

Rodina Vu2 se vyskytovala u FO I B bunék u 2 transkripti ze 48 (4,17 %)
IgM izotypu a u populace FO II az u 24 ze 48 (50 %) transkripti. U FO II populace byla
zaznamenana tato rodina u bunék exprimujicich IgG izotyp pouze u 1 transkriptu ze 48
(2,08 %).

U Vg3 rodiny bylo nalezeno 6 transkriptii ze 48 produkujicich IgM izotyp u
FO I B bunék a u FO II B buné¢k byl tento pocet 7 ze 48 (14,58 %). FO II B bunécné
populace produkovaly IgG izotyp u 10 transkripti ze 48 (20,83 %).

Vu4 rodina byla zjisténa u 7 ze 48 (14,58 %) FO II B bun¢k, které produkovaly
pouze transkripty sIgM izotypem. Exprese izotypu IgG byla zaznamenéna
u 4 transkriptii ze 48 (8,33 %) FOTau 6 (12,5 %) ze 48 FO II B bunék.

VuS rodina byla nalezena pouze u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %) IgM izotypu
u FO I populace. Vyssi exprese se vyskytovala u FO II bunék IgM izotypu, celkem u
7 ze 48 transkriptti (14,58 %). Rodina Vy5 byla detekovdna u 3 transkripti ze 48
(6,25 %) FO I buné€k exprimujicich IgG izotyp.

Vu6 rodina byla zjiSténa u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %) ve stejné frekvenci u
FOTI a FO II B bunék u IgG izotypu, totéZ jako u FO I B buné¢né populace u IgM
exprese. U FO II populace byla zaznamenana exprese IgM izotypu u 16 transkriptli ze
48 (33,33 %) bunck.

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo zjiSténo statisticky vyznamné vyssi

zastoupeni segmentll rodiny Vy2 v buitkdch populace FO II oproti B lymfocytim
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populace FO I v ramci exprese IgM izotypu (50 % vs. 4,17 %; p<0,0001,). Vyznamné
vyssi byla exprese IgM u FO II bunék oproti FO II buitkdm exprimujicim IgG izotyp
(50 % vs. 2,08 %; p<0,0001y,).

U rodiny Vg3 byly nalezeny vyznamné rozdily u populace FO II bunck
exprimujici IgG izotyp oproti FO I B bunkam (20,83 % vs. 0 %; p=0,0012;). U rodiny
Vu4 byly zjistény rozdily u populace FO II bun¢k exprimujici IgM izotyp v porovnani
s populaci FO I bun¢k (14,58 % vs. 0 %; p=0,01244).

U Vu5 rodiny bylo objeveno vyssi zastoupeni [gM izotypu u FO II B bun¢k nez
u FO I populace (14,58 % vs. 2,08 %; p=0,0195.).

Porovnanim exprese jednotlivych izotypi (IgG a IgM) u FO II populace byla
nalezena vyssi exprese izotypu IgM (6,25 % vs. 0 %; p=0,0124y). Statisticky vyznamné
je vyssi zastoupeni transkriptii rodiny Vu6 v buiikach populace FO II u IgM izotypt
v porovnani s populaci FO I B bun¢k (33,33 % vs. 2,08 %; p=0,0124,).

Dale u V6 rodiny v ramci FO II B populace byla zaznamenana vyssi exprese

IgM izotypu nez IgG (33,33 % vs. 2,08 %; p<0,0001).

Tab. 20: Pocet a frekvence VH rodin u KO2

KO II IgM IeG

FO I FO II FO1 FOII
buiiky N (%) N (%) N (%) N (%)
VH1 2(4,17) 6 (12,5) 0 4 (8,33)
VH2 2 (4,17), 24 (50,0) ., 0 1 (2,08),
VH3 6 (12,5) 7 (14,58) 0. 10 (20,83) .
VH4 04 7 (14,58) 4 4 (8,33) 6 (12,5)
VHS 1(2,08). 7 (14,58). 3 (6,25); 0;
VH6 1(2,08), 16 (33,33)an 1 (2,08) 1 (2,08),
N=48
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U pacienta CVIDI1 byly u transkripti IgM izotypit FO I a FO II B buné&k
zastoupeny pouze rodiny Vyl, Vg3 a V6 (obr. 27, Tab. 21). Vul a V i3 rodina byla

nalezena pouze u 1 transkriptu IgM izotypu (2,08 %) u FO I populace.
U FO II B bun¢k byla Vy1 rodina pfitomna u 3 transkript ze 48 (6,25 %), Va3 rodina
u 2 ze 48 (4,17 %) a Vg6 rodina pouze u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %).

Tab. 21: Pocet a frekvence VH rodin u CVID1

CVID1 IeM IeG

FO1 FOII FO1 FOII
buiiky N (%) N (%) N (%) N (%)
VHI 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
VHS 0 0 0 0
VH6 0 1 (2,08) 0 0
N=48
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Obr. 27: Frekvence Vi rodin u CVID1

U druhého CVID pacienta byly opét s nizkou frekvenci nalezeny rodiny Vg2,
Vi3, V5 a Vb6 vpopulaci FO I a FO II B lymfocytd (obr. 26, Tab. 22). U téchto

VH3

VH4

VH rodiny

bun¢k nebyla Vi1 aVyp4 rodina pfitomna.

Vu2 rodina byla zaznamenana u IgM a IgG transkripti obou zkoumanych

VHS5 VH6

populaci ve vSech piipadech pouze u 1 transkriptu ze 48 (2,08 %).

Rodina Vi3 byla nalezena pouze u 2 transkriptii IgG izotypu ze 48 bun¢k FO I

populace (4,17 %).

VuS rodina byla ptfitomna u 2 transkriptd IgM u FO I bun¢k a Vg6 rodina pouze

u 1 transkriptu IgG izotypu (2,08 %) z celkového poctu (48) FO II bunék.

Tab. 22: Pocet a frekvence VH rodin u CVID2

CVID 2 IgM IeG

FO1 FOII FO1 FOII
buiiky N (%) N (%) N (%) N (%)
VHI 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
VHS 2 (4,17) 0 0 0
VH6 0 0 0 1 (2,08)

N=48
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Obr. 28: Frekvence Vi rodin u CVID 2

U RA pacienta byly v B lymfocytech obou populaci objeveny Vy segmenty
vSech rodin kromé Vg4 (obr. 29, tab. 23).

U rodiny V ul nebyly nalezeny transkripty IgG izotypu. Byly pfitomny pouze
IgM transkripty a to u 6 transkriptt (12,5 %) FOI a 5 transkripti u FO II bun¢k (10,42
%) z celkové populace.

U Vu2 rodiny byly zaznamenény 2 transkripty (4,17 %) ze 48 FO I lymfocyti
IgM izotypu. Pfitomnost 1 transkriptu IgG ze 48 (2,08 %) byla nalezena jak u FO I tak u
FO II bunék.

Vyskyt Vi3 rodiny byl zaznamenan u IgM izotypu u 1 transkriptu (2,08 %)
patficiho do populace FO I buné¢k a také u FO II. IgG izotypy u Vi3 rodiny nebyly
v ramci obou populaci detekovany vibec.

Vu5 rodina byla zjisténa u IgM izotypu u 5 ze 48 (10,42 %) transkript FO I
a 3 transkripti ze 48 (6,25 %) u FO 1II populace. FO II buiiky exprimovaly pouze IgG
izotyp u 9 transkriptii ze 48 (18,75 %).

Vu6 rodina byla zaznamenana u 3 transkripti (6,25 %) FO II B lymfocyti
izotypu IgM a u IgG pouze u 2 transkriptt (4,17 %) ze 48 bun¢k FO I populace.

Statisticky vyznamné vyss$i zastoupeni segmentli rodiny Vyl bylo prokazano
u IgM izotypu v burikach populace FO I oproti B lymfocytim populace FO II (12,5 %
vs. 0 %; p=0,0265,).

V buiikach populace FO II u rodiny VxS byla nalezena vyssi frekvence IgG
izotypu oproti FO I B lymfocytlim, které¢ exprimovaly stejny izotyp (18,75 % vs. 0 %;
p=0,00261).
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Tab. 23: Poget a frekvence VH rodin u RA

RA IgM IgG
FO1 FOII FO1 FOII
buiiky N (%) N (%) N (%) N (%)
VH1 6 (12,5), 5(10,42) 0, 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
VHS 5(10,42) 3 (6,25) 0, 9 (18,75)
VH6 0 3 (6,25) 2 (4,17) 0
N=48
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Obr. 29: Frekvence Vi rodin u RA

U SLE pacienta byly v B lymfocytech obou zkoumanych populaci zastoupeny
vSechny Vy rodiny krom¢ Vg4 u FO II bunék (obr. 30, tab. 24). Vul rodina u FO I
B lymfocyti nebyla také nalezena. Byly zaznamenany pouze transkripty IgM izotypu
u FO II populace s frekvenci vyskytu 8,33 % (4 transkripty ze 48).

Rodina Vx2 byla nalezena u IgM izotypu u 5 ze 48 (10,42 %) transkript
v B lymfocytech populace FO I a 3 transkripti ze 48 (6,25 %) u FOII B bunék. Pouze
1 transkript ze 48 (2,08 %) IgG izotypu byl objeven u obou studovanych populaci ve
stejném zastoupeni. U Vy2 rodiny populace FO I bun¢k byl detekovan u IgM izotypu
1 transkript ze 48 (2,08 %) a totéz u FO II populace.

U Vu3 rodiny byla nalezena vyssi frekvence transkriptti IgM izotypu (20 ze 48;
41,67 %) u FO I bun¢k nez u FO II bun€k (9 ze 48; 18,75 %). Byly zjistény pouze
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2 transkripty ze 48 (4,17 %) IgG u FO I a 14 (29,17 %) ze 48 FO II B bunék v ramci
V3 rodiny.

U Vu4 rodiny byl nalezen pouze 1 transkript ze 48 (2,08 %) IgG izotypu
u FO I bunék.

Vys$i pocet transkriptti izotypu IgM (30 ze 48; 62,5 %) byl zaznamendn u FO 11
populace nez u FO I populace (8 ze 48; 16,67 %) u VuS rodiny. Izotyp IgG byl
exprimovan u 18 bunék (37,5 %) ze 48 FO I populace a u 22 transkript ze 48 (45,83
%) FO II populace.

U Vu6 rodiny byl nalezen vyssi pocet transkriptii (16 ze 48) IgM u FO I bunék
(33,33 %) nez u FO II bunck (14 ze 48; 29,17 %). 1gG izotyp byl zaznamenan u 13
transkriptd ze 48 (27,08 %) FO I bunck a 12 (25 %) FO II B bungk.

Statisticky vyznamné vyss§i zastoupeni segmentli rodiny Vg3 bylo prokazano
ulgG izotypu v buikach populace FO I oproti B lymfocytim z populace FO II
(29,17 % vs. 4,17 %; p=0,0018,). Statisticky byla potvrzena vyssi exprese [gM izotypu
uFO I bunék oproti FO II B buiikdim v rdmci Vyx3 rodiny (41,67 % vs. 18,75 %;
p=0,02534). U Vg5 rodiny bylo statisticky vyznamné porovnani FO II B buné¢k IgM
transkriptl oproti FO I populaci (62,5 % vs. 16,67 %; p<0,0001.). U FO I B bunétné
populace byla nalezena vyznamné vyssi frekvence transkriptii IgG izotypu nez IgM

(37,5 % vs. 16,67 %, p=0,0376).

Tab. 24: Pocet a frekvence Vy rodin u SLE

SLE IgM IeG

FO I FOII FO1 FOII
buiiky N (%) N (%) N (%) N (%)
VHI 0 4 (8,33) 0 0
VH2 5(10,42) 3 (6,25) 1 (2,08) 1 (2,08)
VH3 20 (41,67), 9 (18,75), 2 (4,17), 14 (29,17),
VH4 0 0 1 (2,08) 0
VHS 8 (16,67) ca 30 (62,5). | 18(37.5)4 | 22(4583)
VH6 16 (33,33) 14 (29,17) | 13 (27,08) 12 (25)
N=48
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Obr. 30: Frekvence Vy rodinu SLE

V. 3 Mutacni frekvence a produktivita VyDyJy uspoiadani

Nejprve byla provedena analyza mutacéni frekvence (viz Metodika IV.10).
Vzhledem k malym poctim, nebyly v této analyze butniky rozdélovany na FO I a FO II.

Ve vétsing Ig transkriptlh bylo prokazano, ze detekovana VyDyly usporadani
neobsahuji Zddnou mutaci, tj. jejich mutacni frekvence byla nulova. Pouze u 3 (3,13 %)
produkti 13 K2, 48 K2 a 98 K2 generovanych z FO B bun¢k kontroly 2 byla muta¢ni
frekvence 0,49 %, 4,35 % a 0,98 %. U produktu 98 K2 byla navic zji§téna delece AAT
v 57. kodonu Vy oblasti (Tab. 25).

U tii (3,13 %) produktt 13 K2, 13 K2 a 98 K2 ziskanych u kontroly 2 byly
identifikovany ve Vp oblasti zdménové (replacement, R) a tiché (silent) mutace
(Tab. 25).

Zajimavé bylo zjisténi, Zze vSechna VyDgply uspofadani byla u pacienta s RA
produktivni (tj. kddujici funkéni protein), zatimco u kontroly 2 ze 7 ziskanych sekvenci
5 (71,43 %) z nich obsahovalo neproduktivni formu uspotadani, ktera vede k tomu, ze v
C-koncové oblasti vznikne stop kodon a Ig protein je pak zkraceny a tudiz nefunkéni.
Tento rozdil byl béhem porovnani produkti u kontroly KO2 a pacienta s RA dokonce
signifikantni (71,43 % vs. 0 %; p=0,0210; obr. 31). U pacienta s RA byla vSechna
upotadani produktivni (7/7; 100 %) a u KO2 to bylo pouze 28,57 % (2/7; obr. 31).
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Tab. 25: Délka VH oblast, mutacni frekvence, R a S mutace, produktivita a délka CDR3 oblasti (v nukleotidech — nt a aminokyselinach — amk)

Délka

Produkt €. VDJ usporadani (])%eklll;?i \(IHI;I) rizf;(fi R mutace | S mutace frelI::[/ leliéen(i% ) Produktivita C(]31§3 Déli(;ka])DR3
13 K2 VHI1-18/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 3 435 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 VHS5-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 VHI1-18/D1-01/JH6 206 0 0 0 0 P 48 16
127 RA VHI1-69/D3-10/JH1 215 0 0 0 0 P 33 11
118 RA VH1-69/D3-16/]H4 214 0 0 0 0 p 24 8
120 RA VHI1-69/-/- nd nd nd nd nd nd nd nd
125 RA VH1-69/D4-17/JH]1 209 0 0 0 0 P 45 15
117 RA VHI1-18/D5-24/JHS 215 0 0 0 0 P 45 15
128 RA VH2-05/3-10/1H4 243 0 0 0 0 P 45 15
132 RA VH3 3(2)/13/?1{335/])2 218 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 oblasti

CDR3 oblast tézkého fetézce imunoglobulinu je uréena sekvenci mezi 95. a 102.
kodonem (vCetné téchto kodonil), tj. mezi 3'koncem Vysegmentu a 5'koncem Jy
segmentu. U vétSiny Vg segmentil je 95. kodon slozen ze dvou nukleotidt, které jsou
soucasti Vg segmentu a jednoho nukleotidu, ktery je jiz soucasti Dy segmentu. V této
oblasti casto dochazi diky aktivity DNA exonukleazy k odstranéni nékolika nukleotidd,
a to 1 z predchozich kodonli Vy segmentu a nasledné pak k adici ndhodnych nebo
palindromickych nukleotidi, které nejsou kédovany zarodecnou sekvenci DNA. Pokud
byly exonukledzou odstranény nékteré nukleotidy ze 3 konce V segmentu, byl za jeho
konec povazovan ten kodon, ktery aktivitou exonuklazy nebyl pozménén, a nasledujici
kodon byl povazovan za zacatek CDR3 oblasti.

Délky CDR3 oblasti jednotlivych transkriptii tézkych fetézcii imunoglobulinti
detekovanych ve sledovanych FO B bunéénych populacich se pohybovaly mezi 8 az 17
aminokyselinami (amk; medidn 15+1,48 amk) u kontroly 2, a mezi 8 az 16 amk
(median 15+1,25 amk) u pacienta s RA (obr. 32).

Pomoci Mann-Whitneova neparametrického t-testu nebyly zjiStény statisticky

vyznamny rozdily v distribuci délek CDR3 oblasti detekovanych transkripti.
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Obr. 32: Délka CDR3 oblasti FO B bunék zdravého darce 2 (KO2) a pacienta s RA

(vodorovné ¢ary vyznacuji mediany)

V. 3. 2 Aminokyselinové slozeni CDR3 oblasti
Ziskané nukleotidové sekvence CDR3 oblasti byly pfevedeny do sekvenci

aminokyselin pomoci statistické¢ho softwaru BioEdit verze 7.0.0.
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Zastoupeni jednotlivych aminokyselin v CDR3 oblastech imunoglobulini
tvofenych nami sledovanymi populacemi B lymfocytii zdravého darce (KO2) a pacienta
s RA se u nékterych amino kyselin velmi 1i§i (obr. 33). Zatimco u kontroly KO2 byl
nejcastéji v CDR3 oblastech zaznamenan vyskyt 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).

Vyskyt nekterych aminokyselin byl u FO B bunédk RA pacienta znacné
redukovan (leucin, v ptfipad¢ alaninu dokonce vyznamné redukovan (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 piipadé€ isoleucinu byla tato redukce statisticky vyznamna
(11,11 % u KO2 vs. 2,25 % u RA; p= 0,0364; obr. 33) a prolin v CDR3 oblasti
u kontroly 2 ve srovnani s pacientem s RA uplné chybél (0 % vs. 6,74 %; p=0,0138;
obr. 35).
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Obr. 33: Relativni zastoupeni aminokyselin v CDR3 oblastech transkriptti imunoglobulinti

tvofenych sledovanymi populacemi B lymfocyta.
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Obr. 34: Relativni zastoupeni alaninu v CDR3 oblastech FO bun¢k u kontroly (KO2) a
pacienta s RA (RA).
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Obr. 35: Relativni zastoupeni prolinu v CDR3 oblastech FO bun¢k u KO2 a pacienta s RA

V ramci kontroly 2 a pacienta s RA byly nalezeny rozdily v zastoupeni

jednotlivych aminokyselin mezi FOI a FO II buitkami (obr. 36a a 36b).
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Obr. 36a: Relativni zastoupeni aminokyselin v CDR3 oblastech FO I a II bun¢k u KO2
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Obr. 36b: Relativni zastoupeni aminokyselin v CDR3 oblastech FO I a II bun¢k u pacienta s
RA

Béhem této analyzy byl zjiStén zajimavy nalez, kdy zastoupeni threoninu je
u FO II bunék vysoké, zatimco jeho vyskyt u téchto bunék u zdravého dérce je nulovy
(0% u KO2 vs. 15,8 % u RA; obr. 37). Naopak u FO bunck pacienta s RA nebyl
zaznamenan threonin vibec (4,48 % u KO2 vs. 0 % u RA). V ramci pacienta s RA je
zajimava statisticky vyznamna absence této amk u FO I bun€k (0% u FOI vs. 15,8 %
u FO II; p=0,0048; obr. 37).
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Obr. 37: Relativni zastoupeni threoninu v CDR3 oblastech FO I a II bun¢k u KO2 a pacienta s
RA

Zastoupeni neutralnich a pozitivné nabitych aminokyselin v CDR3 oblastech

detekovanych transkriptl t€zkych fetézcli imunoglobulint tvofenych nami sledovanymi
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populacemi B lymfocytl zdravého dérce a pacienta s RA se podobaji (77,78 % u KO vs.
79,78 % pro neutrdlni amk; 13,33 % u KO vs. 17,98 % u RA; obr. dd). Zastoupeni
negativné nabitych amk bylo ve srovnéani s kontrolo 2 zna¢né i kdyZz nevyznamné
redukovano u pacienta s RA (8,89 % u KO vs. 2,25 % u RA; obr. 38).

Pomoci Fisherova exaktniho testu byl zjistén niz$i vyskyt negativné nabitych
amk ve srovnani s pozitivné nabitymi amk u FO bunék pacienta s RA (2,25 % pro

negativné nabité amk vs. 17,98 % pro pozitivné nabité amk; p=0,0007; obr. 38).
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Obr. 38: Relativni zastoupeni neutralnich, pozitivné a negativné nabitych aminokyselin v CDR3

oblastech FO B bun¢k u kontroly (KO2) a pacienta s RA (RA).

V. 4 Analyza exprese RAG a TdT mRNA u FO I a FO II B bunék

Ve vSech B lymfocytech kontrol (KO1 a KO2) a pacientii (RA, SLE, CVIDI
a CVID2) byla sledovdna exprese mRNA transkripth RAGI, RAG2 la, RAG2 1b
a TdT. Exprese mRNA transkripth RAGI a RAG2 byla u vSech B lymfocytli nalezena
uobou kontrol a pacientl, krom¢ pacienta CVID2, kde nebyla zaznamenana Zadna
exprese mMRNA RAG2 la. Pouze u RA pacienta byly v B lymfocytech obou populaci
nalezeny transkripty mRNA TdT. Porovnanim frekvenci jednotlivych B bunéénych
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populaci mezi sebou u kontrol a pacientii pro kazdy studovany gen nalezneme podobny
vzor exprese jednotlivych mRNA transkriptii RAG1, RAG2 1a, RAG2 1b a TdT pro
FO I a FO II buiiky (Tab. 26; obr. 39 a Tab. 27; obr. 40).

U FO I populace (obr. 39, Tab. 26) byla nalezena ve vSech 48 bunkach (100 %)
exprese RAGI mRNA transkripti kromé B bun¢k u CVID2, kde to bylo ve 47 ze 48
bunék (97,92 %). Exprese RAG2 la byla vzdy nizsi oproti RAGI transkriptim. U KO1
byly nalezeny ve 4 bunkach ze 48 (8,33 %) RAG2 1a mRNA transkripty. Vyssi vyskyt
téchto mRNA transkriptii byl nalezen u KO2 (37 ze 48; 68,75 %), dale u RA (22 ze 48;
43,75 %), SLE (35 ze 48, 72, 92 %) a 15 (31,25 %) transkriptd u CVID1. V FO I
B lymfocytech vSech studovanych osob byly nalezeny transkripty mRNA RAG 2 1b.
U KOI bylo detekovano celkem 6 mRNA transkriptt RAG 2 1b (12,5 %) a u KO2
5 mRNA transkriptt (10,42 %).

Vys$s§i pocet RAG2 1b pozitivnich buné€k byl zaznamendn u RA (35 ze 48;
72,95 %), SLE (21 ze 48; 43,75 %) a CVID2 (41 ze 48; 85,42 %) oproti kontrolam.
U pacienta CVIDI1 bylo nalezeno celkem 6 ze 48 mRNA transkripti RAG 2 1b
(12,5 %).

Pouze u B bun€k RA pacienta byly objeveny TdT mRNA transkripty (47 ze 48)
a to s frekvenci 97,92 % .

Tab. 26: Pocet a frekvence RAG a TdT mRNA u FO I bunék

FO1 KOl KO2 RA SLE CVIDI | CVID2

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Ragl 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
N=48
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Obr. 39a: Frekvence jednotlivych mRNA transkripti RAG a TdT mRNA u FO I bunék

FO1 KO1 KO2 RA SLE CVIDI
(RAG1) (RAG1) (RAG1) (RAG1) (RAG1)

RAG2 1a p<0,0001, | p<0,0001 | p<0,0001, | p<0,0001, p<0,0001;

RAG2 1b p<0,0001, | p=0,00054 | p<0,0001¢ | p<0,0001, p<0,0001;

Obr. 39b: Piehled hladin vyznamnosti srovnavanych zastoupeni jednotlivych transkriptii

Pomoci Fisherova exaktniho testu bylo zjisténo u KO1 u bunék FO I populace
statisticky vyznamné vys$i zastoupeni transkriptt RAG1 mRNA oproti RAG2 la
(100 % vs. 8,33 %; p<0,0001,) a RAG2 1b (100 % vs. 12,5 %; p<0,0001,). Vyssi
frekvence RAGI1 pozitivnich B bun¢k byla nalezena také u KO2 oproti RAG2 1la
(100 % vs. 68,75 %; p=0,0005.) a RAG2 1b (100 % vs. 10,42 %; p<0,00014).

U B lymfocyti RA pacienta byl opét vyznamné nalezen vyznamné vyssi vyskyt
transkripth RAGl mRNA v porovnani sexpresi RAG2 la (100 % vs. 43,75 %,
p<0,0001,) a RAG2 1b (100 % vs. 72,92 %; p<0,0001¢). Porovnanim exprese RAG 1
(100 %) pozitivnich B bun¢k u SLE oproti RAG2 1a (72,92 %) a RAG2 1b (43,75 %)
byla nalezena u obou piipadu statistickd vyznamnost, kdy p<0,0001 4.

Vyznamné vyssi exprese (48 ze 48; 100 %) byla detekovéana také u RAG 1 mRNA
transkriptll oproti RAG2 1a (31,25 %; p<0,0001;) a RAG2 1b u B lymfocyti CVIDI
(12,5 %; p<0,0001;).
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U FO 1II populace (obr.
48 bunkach (100 %) produkce RAG1 mRNA transkripti kromé B bun¢k u KOI1, kde to
bylo ve 47 ze 48 bunék (97,92 %). U KO1 byl detekovan vyskyt RAGI1 la (4 ze 48;
8,33 %) a RAG2 1b (1 ze 48; 2,08 %) pozitivnich B bunék.

U KO2 byl nalezen vyssi vyskyt RAGI mRNA (48 ze 48; 100 %) transkriptil
oproti RAG2 1a (34 ze 48; 70,83 %) a RAG2 1b (7 ze 48; 14,58 %).

40, Tab. 27) byla zaznamenana ve vSech

V B lymfocytech RA pacienta byl nalezen vyssi pocet RAGI mRNA transkriptt
nez u RAG2 la (11 ze 48; 22,92 %) a oproti RAG2 1b (7 ze 48; 14,58 %). V tomto
piipadé bylo objeveno 13 (27, 08 %) TdT mRNA transkriptd, coz je nizsi pocet nez byl
exprimovan u FO I B populace (97,82 %).

U SLE bylo nalezeno 48 transkriptd (100 %) RAG1 mRNA, 28 transkriptii
(58,33 %) RAG2 1a mRNA a nizsi produkce (10 ze 48; 20,83 %) RAG2 1b mRNA.

Stejny pocet transkripth RAG ImRNA (48 ze 48; 100 %) byl pfitomen
v B bunikach pacienti CVID1 a CVID2. RAG2 1la pozitivni B buiky byly nalezeny
pouze u pacienta CVID 1 s frekvenci 29,17 % (14 ze 48 mRNA transkriptti). U obou
pacientit CVID byly zjiStény transkripty mRNA RAG2 1b. V B lymfocytech CVID1 se
nachazely v 5 ze 48 bunék RAG2 1b mRNA transkripty (10,42 %) a u CVID2
44 mRNA transkriptil ze 48 (44 ze 48; 91,67 %).

Tab. 27: Pocet a frekvence RAG a TdT mRNA u FO II bunék

KO1 KO2 RA SLE | CVIDI | CVID2
FO II N@%) | N@®%) | N(%) N®%) | N(®%) | N(%)
Ragl 47(97,92)| 48 (100) | 48 (100) | 48 (100) | 48 (100) | 48 (100)
Rag2-la 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 jednotlivych mRNA transkriptd RAG a TdT mRNA u FO II bun¢k

KOl KO2 RA SLE CVIDI
FOII (RAG1) (RAG1) (RAG1) (RAG1) (RAG1)
RAG2 1a p<0,0001, | p<0,0001. | p<0,0001, | p<0,0001, p<0,0001;
RAG2 1b p<0,0001, | p<0,0001q | p<0,0001¢ | p<0,0001; p<0,0001;

Obr. 40b: Prehled hladin vyznamnosti srovnavanych zastoupeni jednotlivych transkripta

U bun¢k FO II populace KOI bylo zjisténo pomoci Fisherova exaktniho testu
statisticky vyznamné vysS$i zastoupeni transkriptt mRNA RAGI oproti RAG2 la
(97,92 % vs. 8,33 %; p<0,0001,) a RAG2 1b (97,92 % vs. 2,08 %; p<0,0001y).
Statisticky vyznamné vyssi frekvence RAGI pozitivnich B bun¢k byla nalezena u KO2
oproti RAG2 1a (100 % vs. 70,83 %; p<0,0001,) a RAG2 1b (100 % vs. 14,58 %;
p<0,0001y).

U B lymfocyti RA pacienta byl opét zaznamenan vyS$i vyskyt transkripti
RAG1 mRNA v porovnani sexpresi RAG2 la (100 % vs. 22,92 %; p<0,0001,)
a RAG2 1b (100 % vs. 14,58 %; p<0,0001¢). Porovnadnim exprese RAG 1 (100 %)
pozitivnich B bun¢k u SLE oproti RAG2 1a (58,33 %) a RAG2 1b (20,83 %) byla
nalezena u obou piipadii statistickd vyznamnost, kdy p<0,0001 g Vyznamné vyssi
exprese (100 %) byla detekovana také u RAG 1 mRNA transkripti oproti RAG2 la
(29,17 %; p<0,0001;) a RAG2 1b u B lymfocytli CVID1 (10,42 %; p<0,0001;).
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V. 4. 1 Analyza koexprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FOT a FOII B
bunék

V ramci studia jednotlivych FO I a FO II B bunék u kontrol a pacienti (CVIDI,

CVID2, SLE a RA) byly nalezeny B buiky, které exprimovaly RAG2 la nebo

RAG2 1b mRNA, ale ne u vSech téchto bun¢k byla detekovana mRNA imunoglobulinu.

V FO 1 populaci (obr. 41, Tab. 28) u KOI1 bylo nalezeno 19 B bunék ze 48
(39,58 %), které exprimovaly mRNA Ig. RAG2 1a mRNA byla nalezena u 1 buiiky ze
48 (2,08 %) a RAG2 1b mRNA také u 1 buiky ze 48 (2,08 %). U KO2 bylo nalezeno
celkem 15 transkripti Ig mRNA (31,25 %) a 12 ze 48 bunck (25,00 %) RAG2 la
pozitivnich mRNA transkripti.

V B buiikkdch CVID1 pacienta byly identifikovany 2 Ig mRNA (4,17 %)
transkripty. RAG2 la pozitivni byla 1 bunika ze 48 (2,08 %) a RAG2 1b mRNA exprese
byla nalezena také u 1 bunky ze 48 (2,08 %). U pacienta CVID2 byly nalezeny 4
(8,33 %) mRNA transkripty exprimujici izotyp Ig a 3 (6,25 %) mRNA transkripty
RAG2 1b.

V FO I bunikach pacienta se SLE byl pfitomen vyssi pocet Ig mRNA (37 ze 48;
77,03 %). V téchto buiikach byly exprimovany RAG2 la (29 ze 48; 60,42 %) a RAG2
1b (18 ze 48; 37,5 %) mRNA transkripty.

U RA pacienta bylo nalezeno 14 transkript Ig mRNA (29,17 %), 8 RAG2 la
(16,67 %) a stejny pocet (8 ze 48; 16,67 %) RAG2 1b mRNA transkriptii.

Tab. 28: Koexprese imunoglobulinu a RAG2 mRNA u FO I bunék

Ig + RAG2 1a RAG2 1b
FO1 N (%) N (%) N (%)
KO1 19 (39,58) 1(2,08) 1 (2,08)
K02 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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V FO 1II populaci (obr. 42, Tab. 29) u KOI1 bylo detekovano celkem 39 ze 48
(81,25 %) B bunck exprimujici [g mRNA. RAG2 1a mRNA exprimovaly 3 ze 48 bunck
(6,25 %). U KO2 byl zaznamenan vyskyt 37 ze 48 I[g mRNA transkriptii (77,08 %), dale
28 ze 48 RAG2 1a (58,33 %) a 4 RAG2 1b (8,33 %) mRNA transkriptu.

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 bun¢k 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 bunck (87,5 %) exprimujicich Ig
mRNA a 26 bunék (54,17 %), které byly RAG2 1a pozitivni. V této populaci bylo také
objeveno 8 RAG2 1b mRNA (16,67 %) transkriptt.

U RA pacienta byly identifikovany 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 bun¢k

Tg + RAG2 1a RAG2 1b
FO II N (%) N (%) 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 bun¢k

V. 4.2 Analyza exprese RAG2 mRNA u FO I a FO II B bunék bez piitomnosti
mRNA izotypu imunoglobulinu

Béhem studia FO I populace byly objeveny B bunky, které neexprimovaly
zadny imunoglobulin, avSak byla u nich potvrzena exprese RAGI, RAG2 la
a RAG2 1b mRNA ( Tab. 30, obr. 43). Exprese RAG1 byla opé¢t detekovana ve vSech
studovanych bunkach, nebude tedy dale probirana.

U KOI ve 29 ze 48 B bunék (60,42 %), které¢ byly Ig negativni, byla
RAG2 1a mRNA detekovana u 3 bunék ze 48 (6,25 %) a RAG2 1b mRNA
u 5 transkriptd ze 48 bunék (10,42 %). U KO2 bylo detekovéano 33 negativnich bunék
ze 48 (68,75 %), u 27 z nich 48 (56,25 %) byla identifikovana RAG2 1a mRNA
a exprese RAG2 1b byla nalezena u 5 bunék (10,42 %).

U pacienta CVIDI bylo identifikovano celkem 46 bunék ze 48 bez exprese Ig
mRNA (95,83 %). U 14 z nich (29,16 %) byla nalezena exprese RAG2 la mRNA
au5 (10,42 %) RAG2 1b mRNA. U pacienta CVID2 bylo nalezeno celkem 44 bunék
ze 48 bez Ig mRNA (91,66 %) exprese. RAG2 1a mRNA transkripty nebyly u bunék
CVID2 vlbec piitomny, u 38 byly identifikovany RAG2 1b mRNA transkripty
(79,16 %).

V B lymfocytech pacienta se SLE bylo nalezeno 10 bunék ze 48 (20,83 %) bez
exprese I[g mRNA. RAG2 la mRNA byla pfitomna 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 bun¢k ze 48 (70,83 %), u kterych nebyla
exprese Ilg mRNA detekovana. 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 bun¢k bez detekce mRNA imunoglobulinu

bez Ig RAG22 1a RAG2 1b
FO I N (%) N (%) N (%)
KO1 29 (60,42) 3 (6,25) 5(10,42)
K02 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)
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Obr. 43: Exprese RAG2 mRNA u FO I buné€k 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 KOl bylo
detekovéano celkem 9 bunék ze 48 (18,75 %), které neexprimovaly Ig mRNA. Pouze
u 1l znich (2,08 %) byla objevena RAG2 1la mRNA au RAG2 1b shodné (2,08 %).
U KO2 nebyly nalezeny buiiky, které by byly bez exprese Ig mRNA.

U pacienta CVIDI1 bylo objeveno celkem 43 ze 48 bun¢k bez exprese [lg mRNA
(89,58 %). U 12 (25 %) z nich byla nalezena exprese RAG2 1la mRNA au4 ze 48
(8,33 %) RAG2 1b mRNA.
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U pacienta CVID2 bylo nalezeno 46 bunék ze 48 bez Ig mRNA (95,83 %)
exprese. U jedné (2,08 %) z nich byla pfitomna RAG2 1a mRNA au 42 (87,5 %) bunék

pak byla identifikovana RAG2 1b mRNA.

V FO II bunkach pacienta se SLE bylo nalezeno 5 transkripti ze 48 (10,42 %)

bez exprese Ig mRNA, u dvou (4,16 %) znich byly pfitomny transkripty RAG2 la
mRNA a u jedné (2,08 %) RAG2 1b mRNA transkripty.

U RA pacienta bylo nalezeno 30 bun¢k ze 48 (62,5 %), u kterych nebyla exprese
Ig mRNA prokazana. V této populaci FO II B bun¢k byla identifikovdna v 9 builkédch
RAG2 1a mRNA (18,75 %) au 4 (8,33 %) RAG2 1b mRNA.

Tab. 31: Exprese RAG2 mRNA u FO I buné¢k bez detekce imunoglobulinu

bez Ig expese RAG2 1a RAG2 1b
FO 11 N (%) N (%) 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)
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Obr. 45: Exprese RAG2 mRNA u FO II bunék bez detekce mRNA imunoglobulinu
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Porovnanim frekvence vyskytu RAG2 1a mRNA a RAG2 1b mRNA v ramci FO 1
B bunécné populace u jednotlivych bunék, které byly Ig+ a u téch kde Ig mRNA nebyla
detekovana, byly nalezeny pomoci Fisherova exaktniho testu nésledujici vynamnosti
(Tab. 31, obr. 37).

U KO2 byly nalezeny statisticky vyznamné vys$si frekvence RAG2 la mRNA
transkripti u bun€k s absenci Ig mRNA neZ u bunék, u kterych Ig mRNA byla pfitomna
(56,25 % vs. 25 %; p=0,0034,).

V B lymfocytech pacienta CVID1 byla nalezena vyznamné vyssi frekvence
RAG2 1a mRNA transkripti u bun¢k bez Ig exprese, nez u bunck s expresi [g mRNA
(29,16 % vs. 2,08 %; p=0,0004,). Vyznamné vyssi frekvence RAG2 1b mRNA
transkriptd byla detekovana u pacienta CVID2 opét u bun€k bez piitomnosti Ig
(79,16 % vs. 6,25 %; p<0,0001,).

U SLE se vyskytovaly vyznamné rozdily ve vyskytu RAG2 la mRNA Ig
pozitivnich bunék oproti Ig negativnim (60,42 % vs. 12,5 %; p<0,00014 ). Dale byly
nalezeny také vyznamné rozdily ve frekvenci RAG2 1b mRNA transkripti u bunék
s expresi [g mRNA oproti buitkkdm bez jeji exprese (37,5 % vs. 6,25 %; p=0,0004).

VFO I bunkiach RA pacienta se nachazely transkripty RAG2 1b mRNA
s vyznamné vyssi frekvenci u Ig pozitivnich bun€k nez u Ig negativnich (56,25 % vs.

16,67 %; p=0,00015).

Tab. 32: Frekvence vyskytu RAG2 1a mRNA a RAG2 1b mRNA v jednotlivych bunkéch FO I

populace
RAG2 1a RAG2 1a RAG2 1b RAG2 1b

FO1 Ig+ N (%) Ig - N (%) | Ig+ N (%) Ig - N (%)
KO1 2,08 6,25 2,08 10,42
KO2 25, 56,25, 0 10,42
CVID1 2,08, 29,16 2,08 10,42
CVID2 0 0 6,25, 79,16,
SLE 60,424 12,54 37,5, 6,25,
RA 16,67 29,16 16,67« 56,25¢
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Obr. 45: Porovnani exprese RAG2 mRNA u FO I bun¢k exprimujicich Ig a bez exprese

U jednotlivych FO II B bun¢k byly porovnavany exprese RAG2 la a RAG2 1b
transkripth Ig pozitivnich a Ig negativnich bun¢k. Pomoci Fisherova exaktniho testu
byly nalezeny statisticky vyznamné odliSnosti v téchto ptipadech (Tab. 33, obr. 46).

V B lymfocytech KO2 byly detekovany vyznamné rozdily u RAG2 1a pozitivnich
bun¢k exprimujicich Ig mRNA oproti Ig negativnim (58,33 % vs. 0 %; p<0,0001,).

U CVIDI1 pacienta byla nalezena vyznamné vyssi frekvence RAG2 la mRNA
transkriptl u bunck bez Ig exprese, nez u bunék s expresi Ig mRNA (25 % vs. 4,17 %;
p=0,0074p). U bunék bez pfitomnosti Ig byla pfitomna vyznamné vyssi frekvence
RAG2 1b mRNA transkriptd u pacienta CVID2 oproti Ig pozitivnim (87,5 % vs.
4,17 %; p<0,0001.).

V FO II bunkach pacienta se SLE se vyskytovaly vyznamné rozdily ve vyskytu
RAG2 la mRNA Ig pozitivnich bun¢k opét oproti Ig negativnim (54,17 % vs. 4,16 %;
p<0,00014 ). V tomto piipadé¢ byly vyznamné rozdily v pfitomnosti RAG2 1b mRNA
transkriptd u bunék s expresi Ig mRNA oproti bukdm bez exprese (16,67 % vs.
2,08 %; p=0,0305.).
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Tab. 33: Frekvence vyskytu RAG2 1a mRNA a RAG2 1b mRNA v jednotlivych bunikach FO II

populace
RAG2 1a RAG2 1a RAG2 1b RAG21b
FO Il Tg+ N (%) Ig - N (%) Ta+ N (%) Ig - N (%)
KO1 6,25 2,08 0 2,08
KO2 58,33, 0, 8,33 0
CVID1 4,17, 25, 2,08 8,33
CVID2 0 2,08 4,17, 87.5.
SLE 54,174 4,164 16,67, 2,08,
RA 4,17 18,75 6,25 8,33
N=48
100 -
. p<0.0001
20 -
3 701
S 60 - P0.000 p<0,0001¢ WRAG2 1a Ig+
g 50 RAGZ 1aTs
=i BRAG2 1b Ig+
2 W p=0.00745 WRAG2 1b Ig-
20 - P=0.0305.
10 -
0 4
KO1 K02 CVIDI  CVID2 SLE RA

Obr. 46: Porovnani exprese RAG2 mRNA u FO II bun¢k exprimujicich Ig a bez exprese

V. 4.3 Analyza Vy, Dy a Jy genovych segmentii

Po sekvenaéni analyze vSech ziskanych 129 produkti byly identifikovatelné
jednotlivé Vi, Dy, Jg segmenty pouze v 19 transkriptech (Tab. 34 a Tab. 35; obr. 47).
Ve zbylych 110 transkriptech byla vzdy pfitomnd alespont cela nebo pouze caste¢na
sekvence primeru piisluSné Vy rodiny. Diky vysokému stupni mutaci nemohly byt
jednotlivé geny vzdy spolehlivé urceny.

U obou pacientit s CVID a KOI identifikace jednotlivych genii nebyla mozna.
V populaci FO I bunék u KO2 bylo nalezeno 6 ze 48 IgM transkriptt (12,5 %) a u FO II
populace byly detekovéany 2 transkripty ze 48 (4,17 %). V B lymfocytech RA pacienta
byly zastoupeny Vy, Dy a Jy geny v 8 piipadech — ve 4 ze 48 u FO I a 4 transkriptii
v FO II populaci (tj. shodné 8,33 %).
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V IgG mRNA transkriptech byla mozna detekce genli u SLE FO II B bunécné
populace v 1 pfipade ze 48 (2,08 %) a dvou ze 48 FO II bun¢k kontroly KO2 (4,17 %).

Zadné geny nebyly nalezeny u IgG mRNA transkripti RA FO I bungk.

Tab. 34: Zastoupeni jednotlivych Vy, Dy, Jy segmentd u FO I a FO II bunék

izotyp IgM IgG
FOI FOII FO1 FOII
buiiky N (%) N (%) N (%) N (%)
KO1 0 0 0 0
K02 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
100 -
90
80
70
X
< 60
54 OIgM FOI
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> W IgM FO Il
—é 40 7 mIgG FOI
= g
30 W IgGFOII
20
10 -
0 = T T 1
KOl KO2 RA SLE  CVIDI CVID2

Obr. 47: Zastoupeni jednotlivych Vy, Dy, Jy segmentii u FO I a FO II bun¢k

105



Tab. 35: Ptehled vsSech detekovanych Vy, Dy a Ji genti.

geny VH gen DH gen JH gen izotyp
populace FO1 FOII FOI | FOII FO1 FOII
KO2 VHI-18 D6-19 JH3 IgG
VH3-53 D5-05 JH3 IegM
VH3-48 D2-08 JH6 IegM
VH3-66 nd JH3 IegM
VH3-30 nd nd IgM
VH3-11 nd nd IegM
VH3-33 D2-21 JH4 IgM
VH3-07 nd nd IgM
VHS5-a nd nd IegM
VH6-01 nd nd IgG
RA VHI-18 D1-01 JH6 IegM
VHI-69 D3-10 JH1 IgM
VH2-05 D3-10 JH4 IgM
VH3
30/3-35 D2-21 JH4 IgM
VHI-69 D3-16 JH4 IegM
VHI-69 nd nd IegM
VHI-69 D4-17 JH1 IegM
VHI-18 D5-24 JHS IegM
SLE VH3-07 nd nd IgG

nd= nedefinovano

V. 4. 4 Distribuce Vg genii
U Vy transkriptl pochazejicich z obou analyzovanych populaci byly studovany
jednotlivé geny. Ze souhrnné tabulky (Tab. 36) a obrdzku (obr. 48) je patrné, Ze ve
vSech ziskanych transkriptech se nachazelo velmi omezené spektrum Vi genl a navic

zastoupené velmi neobvyklymi Vi genovymi segmenty.
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Tab. 36: Pocet a zastoupeni detekovanych Vi genti u FO I a FO II B bunék

VH geny KO2 RA SLE
populace FO1 FO II FO1 FO II FO1 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
VHS-a 0 1(2,08) 0 0 0 0
VH6-01 0 1(2,08) 0 0 0 0
N=48
100 -
90 -
80 -
;\? 70 -
o 60 -
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Obr. 48a: Distribuce jednotlivych Vi genti u KO2
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Obr. 48b: Distribuce jednotlivych Vi genii u RA
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Obr. 48c: Distribuce jednotlivych V i genii u SLE

U KO2 v pouzitém repertodru Vy genovych segmentll prevazuji geny Vg3
rodiny, ktera je obecné nejCastéji se vyskytujici, avSak byly zaznamendny také geny
velmi fidce zastoupené jako jsou VH1-18, VHS5-a a VH6-01.

U RA pak Vi3 rodina je dokonce zastoupena pouze jednim genem VH3-30/3-35
a pfevazuji geny rodiny Vyul a Vu2 (VHI-18, VH1-69 a VH2-05). V tomto ptipad¢ je
predominantni gen VH1-69 (celkem ve 4 ptipadech, Tab. 36; obr. 48b).

U pacienta SLE byl identifikovan pouze jeden gen - VH3-07 (Tab. 36; obr. 48c).
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V. 4. 5 Distribuce Dy gentu
U obou populaci folikularnich bunék bylo dale studovano zastoupeni
jednotlivych Dy genti. Ze souhrnné tabulky (Tab. 37) a obrazku (obr. 49) je patrné, ze
ve vSech ziskanych transkriptech bylo nalezeno opét jen omezené spektrum vyuziti Dy

genll.

Tab. 37: Pocet a zastoupeni detekovanych Dy genit u FO I a FO II B bun€k

DH geny KO2 RA
FO I FOII FO I FO I
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
D3-05 1 (2,08) 0 0 0
D6-19 0 1 (2,08) 0 0
N=43
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Obr. 49a: Distribuce jednotlivych Dy genti u KO2
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Obr. 49b: Distribuce jednotlivych Dy genti u RA

V pouzitém spektru Dy genti u KO2 a RA ani jeden znalezenych Dy genl

nepievazoval a u SLE pacienta se nepodafilo identifikovat ani jediny konkrétni Dy gen.

V. 4. 6 Distribuce Jy genii

U obou populaci folikularnich bun€k bylo analyzovéano zastoupeni jednotlivych

Ju genll. Ve vSech ziskanych mRNA transkriptech u KO2 a RA bylo také v ptipadé

téchto genli mozno pozorovat jejich zizené spektrum, pficemZz bylo opét nalezeno

zastoupeni vzacnych Jy genil jako jsou Ju3, Ju5 a Ju6 (obr. 50; Tab. 38).

Tab. 38: Pocet a zastoupeni detekovanych Jy genti u FO I a FO II B buné¢k

JH geny KO2 RA

FO1 FOII FO1 FOII

N (%) N (%) N (%) N (%)
JH1 0 0 1(2,08) 1(2,08)
JH2 0 0 0 0
JH3 24,17 1(2,08) 0 0
JH4 1(2,08) 0 2 (4,17 1(2,08)
JHS 0 0 0 1(2,08)
JH6 1(2,08) 0 1(2,08) 0
N=48
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Obr. 50a: Distribuce jednotlivych Jy gend u KO2
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Obr. 50b: Distribuce jednotlivych Jy genti u RA

V pouzitém spektru vyuziti jednotlivych Jy genl v nalezenych transkriptech
uKO2 a RA ani jeden znalezenych Jy genid vyznamné nepfevazoval. U SLE se

nepodafilo identifikovat zadny J; gen.
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VI. Diskuze

VI. 1 Distribuce transkripti mRNA IgM a IgG izotypu

Protoze uvedené populace FO I a FO II B lymfocytii nebyly doposud popsany
ani u mySi, bylo cilem této prace provést prvotni molekularni charakteristiku
variabilnich oblasti t€zkych fetézcli imunoglobulinii tvofenych buiikami téchto populaci
B lymfocytd dvou pacienti sCVID, dvou zdravych darci a dvou pacientl
s autoimunitnim onemocnénim (1 s RA a 1 s SLE) na irovni mRNA.

Ob¢ populace byly pied zahajenim studie povazovany za naivni B buiiky, jelikoz
nenesou na svém povrchu molekulu CD27 obecné povazovanou za typicky marker
pamétovych B lymfocytl,, které proSly antigenem fizenou selekci v germindlnich
centrech (Klein et al., 1998).

ProtoZe naivni B lymfocyty obvykle neprodukuji izotyp IgG, prvni nalezy IgG
mRNA nasvéd€ovaly tomu, Ze by v naSem piipad¢ mohlo jit pravé o antigenné zkuSené
B lymfocyty. Zajimavy byl expresni vzor produkce IgG mRNA, protoZe u pacientl
s CVID s deprivovanym imunitnim systémem byl vyskyt mRNA pro tento izotyp témét
nulovy, zatimco u pacienta se SLE byl jednoznacné nejvyssi v souladu s aktivnim
stadiem choroby. Piekvapivé nizkd produkce IgG mRNA u pacienta s RA (pouze
20,83% FO I a 6,25% FO II B bun€k) mlze byt disledkem zapocaté 1écby aktivni
formy choroby. Stejné tak zdravy darce KO1 v dobé odbéru periferni krve prodélaval
virové onemocnéni, coz se projevilo ve vyssi produkci izotopu IgG v obou sledovanych
populaci.

Velmi zajimavy byl objev FO I a FO II B buné¢k se sou¢asnou pfitomnosti IgM
a IgG mRNA. V tomto piipad¢ jde o B lymfocyty, kde doslo k izotypovému presmyku
zIgM na IgG a kdy mRNA pro IgM jesté nebyla degradovana a proto bylo mozné ji
detekovat. Vzor exprese odrazel neaktivitu respektive aktivitu imunitniho systému,
protoze zatimco u pacienti s CVID témét nedochdzelo k izotypovému piresmyku,
zatimco u pacienta s aktivnim SLE byl vyskyt bun€k s obéma mRNA nejvyssi.

Porovnéani produkce IgG mRNA a frekvence bunck se soucasnou expresi IgM
a IgG mRNA mezi FO I a FO II buiitkami naznacuje, Ze se jednd FO II B lymfocyty jsou
pravdépodobné vyzralejsi a aktivnéjsi. Otazkou je, zda by mohly byt prekurzory

efektorovych B buné€k reagujicich na bakterialni a virové infekce.
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VLI. 2 Distribuce jednotlivych Vg rodin

S pomoci statistickych metod bylo zhodnoceno zastoupeni Vg, Dy a Jg
genovych rodin, mutacni frekvence a vlastnosti CDR3 oblasti v transkriptech izotypu
IgM a IgG detekovanych ve vSech sledovanych populaci B lymfocyti.

IgH genovy lokus na lidském chromozomu 14 miiZze u jednotlivce obsahovat
az 51 funkénich Vi gentd rozdélenych do sedmi Vi rodin. Interpersondlni rozdily jsou
zpiisobeny moznou pritomnosti nefunkénich alel n&kterych segmentil. Uplny seznam
Vi gent a jejich alel je vetfejné piistupny v databazi www.imgt.org.

Béhem rekombinacniho procesu, kterym prochazi B lymfocyty v kostni dfeni,
dochazi ke zcela ndhodnému vybéru VyDylJu gent. Ty pak vytvoii genové uskupent, jez
je jako variabilni oblast téZkych fetézcli imunoglobulinii pifepisovdno do mRNA
a nasledné preloZzeno do proteinu.

Pomérné zastoupeni jednotlivyjch Vy rodin ve VyDply pieskupenich
v maturovanych B buiikach pak pfi normalnim stavu imunitniho systému odpovida
zarode¢nému repertoaru Vy rodin, 1 kdyz s dal§im vyvojem populace B bun¢k mize
dochéazet k mirnym zménam (Brezinschek et al., 1997; Tsuiji et al., 2006, Tian et al.,
2007). K vyraznéj§im odchylkdm mutze dochazet pti nékterych chorobach imunitniho
systému (Morutza et al., 2001; Bahler et al., 1997).

Pii porovnani zastoupeni jednotlivych Vi rodin mezi sledovanymi populacemi
B lymfocytl byla zjiSténa zvySena ptitomnost neobvyklych genovych rodin Vi1, Vi2,
ViS5 a Vb6, které byly detekovany ve vsech analyzovanych populacich jednotlivych
subjektil, avSak byly naprosto prevazujici v FO II B lymfocytech.

VI. 3 Analyza Vy, Dy a Jy genovych segmentii

Specifita protilatek je na urovni proteinu dana sekvenci aminokyselin a potazmo
trojrozmérnou strukturou vazebného mista pro antigen, na urovni nukleovych kyselin je
pak urcena poradim nukleotidi kodujicich jednotlivé aminokyseliny. O specifité
budouciho imunoglobulinu se tedy rozhoduje jiz pti pfeskupovani genti a vybéru
jednotlivych Vi, Dy a Jy segmentt tézkého fetézce 1 Vi a Jp segmentd lehkého fetézce.
V této souvislosti byla popsdna tada ptipadl protilatek, které jsou namifeny proti
ur¢itym antigenim a vyuzivaji preferencné konkrétni Vy genové segmenty (Gorny

et al., 2009; Sun et al., 1999; Weitkamp et al., 2003).
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Nékteré genové segmenty rodiny jako napt. Vgl casto koduji autoprotilatky,
a proto jsou B lymfocyty stimto segmentem ve VyDply prestavbach predmétém
negativni selekce (Vencovsky et al., 2002). Cast&ji jsou tedy Vi geny takové rodiny
detekovany ve VyDplu pfestavbach naivnich bunék, zatimco po prichodu germinalni
reakei se ve VyDylJy preskupenich jiz tato rodina objevuje v podstatné mensim poméru
nebo vibec (Vencovsky et al., 2002).

V naSem piipadé je zajimavy nalez genu VH1-69, o kterém je znamo, ze kdduje
variabilni oblast revmatoidnich faktord, tj. autoprotilatek reagujicich s Fc ¢asti vlastniho
IgG (Vencovsky et al., 2002). U pacienta s RA tento segment dominoval, byl objeven
uFOI i FOIl B bun¢k. Je mozné, Ze tyto B lymfocyty unikly negativni selekci
vysokoafinitnich B bunéénych prekurzori jesté v kostni dfeni. Pokud by tyto
B lymfocyty dale proliferovaly ve vhodném prostfedi lymfoidnich folikuli, mohly by
byt zodpovédné za vznik a rozvoj autoreaktivni populace produkujici revmatoidni
faktory v organismu pacienta.

Nékteré nalezené geny z rodiny Vy3 by mohly kddovat protiladtky namitfené proti
mikroorganismiim jako Haemophilus influenzae (Liu a Lucas, 2003). Tyto B lymfocyty
by se mohly Ucastnit polyklonalni obrany proti mikroorganismiim a virim.

Nejzajimavéjsi je objev velmi omezeného spektra Vi gentll, v némz tplné chybi
geny V4 rodiny — obecné velmi frekventované — a malé zastoupeni genti rodiny VH3
u kontrol a pacienta s RA.

Z Dy gent rodin Dy3 a Dy6 jsou nejcastéji zastoupené segmenty ve VyDpln
pteskupenich v perifernich B lymfocytech rtiznych vyvojovych stadii. Jsou to useky
nejcastéji a nejvyrazngji podrobované mutacim, inzercim, duplikacim a delecim, coz
n¢kdy znesnadiiuje jejich spolehlivou identifikaci (Ivanov et al., 2005; Tian et al.,
2007). Nami sledované populace se také z tohoto hlediska neodlisuji od jinych populaci
perifernich lymfocytl a vykazuji opét velmi omezené spektrum téchto gent.

Ju genové segmenty se 1i$i svou délkou a vyrazné ovliviiuji i vyslednou délku
CDR3 oblasti. K celkové délce CDR3 oblasti ptfispiva Ju6 segment az deviti amk,
segmenty Jyl a Ju2 Sesti amk, Jy5 péti amk, Jy3 a Jg4 Ctyfmi amk. Ve VyDulu
pfeskupenich naivnich B lymfocyti je Castéji pfitomen del$i genovy segment Ju6
a mén¢ Casto kratsi segment Jy4. Zcela opacna situace je pak u populaci B bunék, které
jiz prosly germindlni reakci (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 zaznamenany neobvyklé Ji geny jako Jul,
Ju3 a Ju6. To by podporovalo hypotézu, ze se jednd spiSe o buiiky antigenné nezkusené,
transientni nebo pre-naivni pfed selekénim procesem a schopné uniknout negativni

selekei.

VI. 4 Mutaéni frekvence a produktivita VyDyJy usporadani

Pfi antigenni stimulaci B lymfocyti dochazi k intenzivnim muta¢nim dé&jtim
ve variabilnich oblastech genti pro tézké i lehké fetézce protilatek. K mutacim dochazi
po celé délce variabilnich oblasti, avSak pfi antigenem fizené selekci B lymfocytl se
mutace nachazeji preferenéné v CDR oblastech oproti FR oblastem.

Substituce nukleotidl, ke kterym dochdzi na trovni DNA, mohou na urovni
proteinu zplsobit zaménu aminokyseliny, pak se jednd o mutace zdménné (replacement,
R), a nebo diky degeneraci genetického kédu k zdméné aminokyseliny nedojde
a mutace je tiché (silent, S). Pokud B lymfocyty prochazi antigenni stimulaci a selekci,
dochazi k zaménnym mutacim vyrazné castéji v oblastech CDR nez v FR oblastech
(Miiller-Hermelink a Greiner, 1998).

Urcité procento mutaci bylo zaznamendny pouze u kontroly 2, kde byla
zaznamenana také delece 57. kodonu ve Vy oblasti obou sledovanych populacich
CVID pacienta i zdravého. Za somaticky mutované lze povazovat jen pteskupeni
s mutacni frekvenci 4,35 %, protoze za somaticky mutované jsou povazovany jen
Vi segmenty obsahujici vice nez 2% mutaci (Brezinschek et al., 1997; Wlodarska et al.,
2007). Vsechna ostatni detekovana preskupeni méla nulovou mutaéni frekvenci.

Zajimavé§jsi vSak byl nalez tzv. neproduktivnich VyDply preskupeni, ktera
vznikaji posunem ¢teciho ramce mezi 3'- koncem Jy fetézce a 5-koncem FR4 Casti
konstantni oblasti (110. kodon; Brezinschek et al., 1997). Tento posun ma za nasledek
vznik stop kodonu a pted¢asné ukonceni piekladu Ig mRNA za vzniku nefunkéniho
zkraceného Ig H fetézce.

Neproduktivni upotfddani byla objevena pouze vFO I a II B lymfocytech
kontrol, coz pravdépodobné souvisi s neaktivnim stavem imunitniho systému, kdy neni
tieba produkovat Ig, ale B lymfocyty jsou pfipraveny na stimulacni signal a zahdjeni
antigenem fizené selekce a afinitni maturace. Aktivita imunitniho systému u pacienta
s RA vede k tomu, Ze B lymfocyty obsahuji pouze produktivni VyDuly pteskupeni

vedouci k uspésné produkci (auto)protilatek.
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V1. 5 Distribuce délek CDR3 oblasti

Délka CDR3 oblasti Ig se u dospélych jedincii obecné pohybuje v rozmezi 6 az
28 amk (Ivanov et al., 2005), pticemz krat§si CDR3 oblasti obsahuji VyDyuly prestavby
v B lymfocytech, které jiz proSly antigenem stimulovanou somatickou hypermutaci.
CDR3 oblast hraje kritickou roli pfi rozpoznani a vazb¢ antigenu a proto se prepoklada,
ze krat§i CDR3 oblasti jsou schopny pifesnéjsi vazby antigenu nez del§i CDR3 oblasti
(Rosner et al., 2001).

Mediany délek CDR3 oblasti VyDply transkripti ve sledovanych FO
B lymfocytech byly u kontroly 2 a pacienta s RA totozné (15 amk). Obecné patii

k delSim CDR3 oblastem charakteristickym pro antigenné¢ nezkuSené B (fetdlni)

lymfocyty.

VI. 6 Aminokyselinové sloZeni CDR3 oblasti

Nejcastéji se v CDR3 oblastech imunoglobulini obecné vyskytuji neutralni,
hydrofilni aminokyseliny tyrosin, glycin a serin. Naopak hydrofobni a nabité
aminokyseliny, zejména ty s pozitivnim nabojem, jako je arginin, lysin a histidin, jsou
pomérné vzacné (Ivanov et al., 2005).

Predpoklada se, ze pritomnost nabitych aminokyselin by mohla narusit stabilitu
tézkého fetézce imunoglobulinu, a jeho asociaci s lehkych fetézcem (Ippolito et al.,
2006). Nabité aminokyseliny se Casto vyskytuji v CDR3 oblastech autoreaktivnich
imunoglobulind, a tim se vysvétluje, pro¢ dochézi béhem vyvoje a selekce B lymfocyta
ke snizovani frekvence nabitych aminokyselin v CDR3 oblastech (Wardemann et al.,
2003).

V zastoupeni jednotlivych amk byly u FOI a FO II B lymfocytli nalezeny rozdily
mezi kontrolou 2 a pacientem s RA, dokonce nékteré amk jako lysin, cystein a glycin
uplné chybély a naopak u kontroly 2 nebyl zaznamenan prolin. U pacienta s RA navic
bylo vyrazné redukovano zastoupeni negativné nabitych amk. Threonin u pacienta s RA
uplné chybél u FO I buné€k, zatimco u kontroly 2 to bylo u FO II bun¢k. Funkéni

vyznam téchto rozdilt je zatim nejasny.
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VI. 7 Klonalni pfibuznost

B lymfocyty odvozené od spole¢ného pozitivné selektovaného predchiidce, tzv.
klony, vykazuji stejnou specifitu protilatek, kterd se na trovni DNA projevuje vyuZitim
identickych Vy, Dy, Jg segmenti a tedy zcela shodnou sekvenci CDR3 oblasti (Clausen
et al., 1998). Vysoka frekvence vyskytu takto klondlné ptibuznych B bunék je typicka
pro leukemicka a autoimunitni onemocnéni.

Ve studovanych B bunéénych FO I a FO II B bunéénych populacich nebyla
zaznamenana zadnd klondlni piibuznost v CDR3 oblastech na nukleotidové nebo
aminokyselinové urovni. Populace se jevi jako velmi heterogenni, a proto je lze

povazovat za polyklonalni.

VI. 8 Analyza exprese RAG a TdT mRNA u FO I a FO II B bunék

RAG enzymovy komplex je pfimo zodpovédny za tvorbu VyDyly preskupeni a
obecné se predpokladd, ze hladina exprese téchto genil je u nezralych B lymfocyth
nizka a jejich exprese je vzacna u zralych naivnich B lymfocyth (Girshick et al., 2001).
Avsak exprese téchto genli u B bun€k terminéalnich center miize byt obnovena po jejich
aktivaci, coz mohou vyuzit B lymfocyty snizkou aviditou a ziistat tak pfitomné
v organismu (Han et al., 1995).

Jediny gen, ktery byl exprimovan u vSech analyzovanych jedincli a obou
populaci B bunék, byl RAG 1. Rag 2 1a a Rag2 1b byl v rGznych hladinach produkovéan
u vSech sledovanych B lymfocyti s vyjimkou FO I B bunék pacienta CVID 2, kde
exprese Rag 2 la nebyla viibec zaznamenana. U RA pacienta byla navic zaznamenana
velmi vysoka produkce TdT svéd¢ici pro implementaci tzv. N-adici.

Tyto nalezy nasvédcuji tomu, Ze u FO I a FO II B bunék probihé nebo je zahajen
proces tvorby VyDylJy preskupeni véetné izotypového presmyku a pravdépodobné také
proces somatické hypermutace, protoZze u kontroly 2 byly mutace nalezeny, a to
v CDR1 a CDR2 oblastech.

Zajimavé je, ze FO I a FO II B lymfocyty kontrol 1 a 2, pacientl se SLE,
pacienti CVID1 a CVID2 maji expresni vzor sledovanych gend velmi podobny.
Biologicky vyznam tohoto nalezu je nejasny.

Prekvapujici byl vSak objev vyznamné exprese Rag geni u FO I a II

B lymfocyti, které neprodukovalou zadnou Ig mRNA, ptficemz tvofily vyznamnou ¢ast
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lymfocytl v ptislusné populaci (napt. 70,83 % u pacienta s RA). U pacientl s CVID
tyto FO I a II Ig-negativni bunky tvotily 89,83% - 95,83% vSech B lymfocytl
v populaci. Tento nélez je pln€ v souladu s nefunkénosti imunitniho systému a jeho
neschopnosti se branit mikroorganismiim, a souvisi s patologickym stavem.
B lymfocyty neprodukujici Ilg mRNA ale exprimujici Rag geny, jsou pravdépodobné ve
fazi zahdjeni VyDuly pfeskupeni a somatické hypermutace. U pacienti s CVID by pak
mohlo jit o stav, kdy se deprimovany imunitni systém o takové procesy alespoil snazi.
Protoze je to vSak spojeno s absenci Rag 2 1a exprese, je tato snaha nakonec neuspésna.

Ziskana data potvrzuji, Ze se v kontextu absence CD27 molekuly na povrchu
FOI a FO II B lymfocyti jednd o B lymfocyty, které neproSly antigenem ftizenou
selekci. Je dokonce mozné, Ze se jedna o transientni nebo pre-naivni B lymfocyty,
znichz se budou rekrutovat buniky marginilni zény nebo efektorové B lymfocyty
sekretujici Ig.

Jak naznacuji vysledky ziskané u FO B lymfocytl pacienta s RA, mohou tyto
bunky uniknout negativni selekci — pravdépodobné jesté v kostni dfeni pfed migraci do
periferni krve — a stat se autoreaktivnimi B lymfocyty a prekurzory plazmatickych
bunék sekretujicich autoprotilatky. Ziskana VyDyuly pfeskupeni obsahovala neobvyklé
Vy geny, nemutované Vg oblasti, pomérn¢ dlouhé CDR3 oblasti, JH3 a JH6 fetézce,
mize jit o B lymfocyty Uc€astnici se antimikrobidlni (pravdépodobné T-nezévislé)
obrany organismu velmi podobné lymfocytim fetdlnim. ProtoZe analyzované FO B
bunécné populace nebyly dosud studovany detailné ani u mySsi, navic na zéklad¢
imunofenotypu je rovnéz velmi nesnadné najit jejich mys$i folikularni B bunécny
protéjSek, je zatim predCasné se vyjadfit k jejich findlni pozici vB bunécném
diferenciatnim schématu a je tfeba dalSich studii zaméfenych na potvrzeni matura¢niho
stadia na molekularni Grovni pomoci transkripénich a regulaénich faktord (Btk, Myd88,

Aiolos, Notch2, AID atd. — viz kap. II. 5. 1).
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VII. Zavér

Prace navazuje na vyzkum, bchem nchoZz byly pomoci polychromatické
pratokové cytometrie u pacientli s CVID a zdravych déarct detekovany dvé doposud
nepopsané populace perifernich B lymfocyti: CD19"CD27° CD21"CD38°CD24 IgM"
FO 1 B buitky a CD19°CD27°CD21°CD38"°"CD24 " IgM ™" FO 1I B buiiky.

Protoze tyto B bunécné populace nebyly dosud objeveny ani u mysi, byla
provedena molekularni analyza genti pro variabilni oblasti téZkych fetézcl
imunoglobulint a pro proteiny ucastnici se VuDulJu preskupeni (Rag 1, Rag 2 a TdT).
Celkem byly vySetfeny FO I a FO II B lymfocyty od dvou pacientt s CVID, dvou
kontrol a dvou pacientd s autoimunitnim onemocnénim (RA a SLE). S pouzitim
statistickych metod bylo zhodnoceno zastoupeni Vi, Dy a Ju genovych rodin, mutacni
frekvence a vlastnosti CDR3 oblasti v transkriptech izotypu IgM a IgG.

Sledované populace byly pted zahdjenim této prace povazovany za naivni,
pravdépodobné transientni a antigenem neselektované B buriky, a to zejména proto, Ze
nenesou na svém povrchu molekulu CD27 obecné povazovanou za typicky marker
B lymfocyti, které jiz prosly germindlni reakci.

Z tohoto pohledu nase nalezy, naznacuji, Ze FO I a FO II buiiky pravdépodobné
odrazeji fyziologicky nebo patologicky stav jedince. Zatimco u pacienta s RA i SLE
byly vyrazné aktivni a produkovaly vice transkriptii IgM a zvlasté IgG, u kontrol byla
tato produkce snizend a u pacientd s CVID byla velmi vyrazné redukovana. FO I
a FO II bunky u pacienta se SLE vykazovaly pomérné podobny expresni 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 buiiky vzhledem k vyssi produkci mRNA obou izotopt jevily jako vyzralejsi.
Celkové ziskand data naznacuji, Ze sledované populace B lymfocytli budou ziejm¢ hrat
dilezitou roli pii regulaci homeostdzy imunitniho systému zdravych jedinct a maturace
jeho efektorovych funkei. Proto svéd¢i jednak nélez neobvykle uzkého spektra Vi, Dy
a Jg gentll a hlavn€ neobvyklych typt téchto gent v [g mRNA, a také del§i CDR3 oblasti
(diky pfitomnosti JH6 genu).

Vyznamnd prevalence neproduktivnich VyDylJy ptfeskupeni u kontrol a nulovy pocet
mutaci na jedné strané¢ a predominance VHI1-69 genu s autoreaktivnim potencidlem
u pacienta s RA na druhé strané¢ pak napovidaji, ze jde o B lymfocyty antigenné

nezkusené, pravdépodobné transientni a schopné uniknout negativni selekci.
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Svou povahou spiSe ptipominaji fetdlni B lymfocyty nebo lymfocyty Gi€astnici se
procesii obrany organismu proti bakteriim a virim, procestt na T lymfocytech
nezavislych, pro coz svéd¢i mimo jiné také velka vnitini heterogenita objevend na
urovni aminokyselinového slozeni CDR3 oblasti.

Je mozné, Ze u pacient s CVID pak stoji za jejich neschopnosti se G¢inné branit
bakteridlnim infekcim dychaciho a traviciho traktu. U pacientli s autoimunitnimi
chorobami by pak tyto buriky mohly byt rezervoarem autoreaktivnich B lymfocyth
uniknuvsich negativni selekci.

Cilem této diplomové prace bylo charakterizovat CD19°CD27
CD21°CD38"°YCD24 IgM" FO 1 B buitky a CD19°CD27°CD21CD38"°*CD24 " IgM "™
FO II B bunky na molekularni urovni pomoci analyzy variabilnich oblasti gent pro
tézké fetézce imunoglobulinll a pro proteiny ucastnici se procesu VyDyly preskupeni,
coz bylo splnéno.

Vysledna charakteristika sledovanych populaci je v mnoha smérech piekvapujici
a je svého druhu prvni takto detailn€ provedend. ProtoZze dosud chybi jakékoli alespon
Castecn¢ analogicka data u lidi nebo mysi, dal§i prace by proto méla sméfovat

k detailn&j$imu popisu téchto populaci a hledani jejich biologickych funkei.
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IX. Prilohy

Tab. I: Exprese hlavnich transkrip¢nich faktord ve vyvoji B lymfocyta.
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Tab. II: Stru¢na charakteristika imunobiologickych vlastnosti jednotlivych izotypi
imunoglobulint. (Male, 2006; Janeway, 2005 - modifikovano)
TRIDY A PODTRIDY IMUNOGLOBULINU
[1gM [ 1gG, | IgG, [ 1gGs | 1gG, [TgA, [IgA, |[IgD | IgE
LOKALIZACE
sérum, sérum, slzy, | sérum, ,
ovrch sliny, povrch | povrch serum,
p sérum, intersticialni tekutina D intersticialni
B- sliznic, B- tekutina
bunck mléko bunck
FYZIKALNE CHEMICKE VLASTNOSTI
téZKy retézec | p Y1 V2 V3 Y4 o a; 0 €
molekulova
hmotnost 970 150 | 150 170 150 160 160 180 190
(kDa)
sérova
hladina @) | 1,53 | 39 | 1,56 | 02-1 | %91 | O 10051 0011 500 1umi
s 1 3,8 | 0,85 0,2
dospélé osoby
polocas
rozpadu 10 21 20 7 21 6 6 3 2
(dny)
FUNKCNI AKTIVITA
neutralizace + ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
opsonizace - +++ - ++ + + - - -
vazba na
receptory - + - + +/- + + - +
fagocyti
vazba na
receptory - - - - - - - - 4+
mastocyti
klasicka cesta
aktivace +++ ++ + +++ - - - - -
komplementu
alternativni
cesta aktivace - - - - - + - - -
komplementu
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