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ABSTRAKT 

B-lymfocyty jsou subpopulace buněk charakterizované zejména tím, že na svém povrchu nesou 

klonálně diversifikovaný membránový imunoglobulin sloužící k rozpoznávání různých antigenů. Spolu 

s ostatními imunocyty hrají centrální roli v adaptivním imunitním systému, který se svým působením 

podílí na obraně organismu proti širokému spektru patogenů. 

V současné době narůstají důkazy o tom, že se různé B lymfocytární subpopulace přímo nebo 

nepřímo uplatňují v patogenezi mnoha chorob. Avšak dosud máme jen velmi omezené poznatky  

o tom, jak jsou jednotlivá diferenciační stádia B lymfocytů do patologických procesů zapojena a jak 

samotný průběh nemoci, případně léčby, ovlivňuje B buněčnou homeostázu. 

Proto byla tato práce zaměřena na analýzu změn profilu B buněčných subpopulací za patologického 

stavu, zjištění míry asociace mezi jednotlivými B buněčnými subpopulacemi a jejich souvislost 

s klinickými parametry. 

Pomocí polychromatické průtokové cytometrie jsme analyzovali frekvence 11 B buněčných 

subpopulací zahrnující stádia od tranzientních B-lymfocytů, až po efektorové plazmatické buňky 

produkující protilátky. Vyšetřili jsme celkem 81 jedinců, z toho 22 zdravých kontrol a 59 pacientů 

s různými patologiemi (revmatoidní artritida/RA – 29, kolorektální karcinom/CRC – 19, ostatní choroby  

– 11). 

Zajímavá data byla zjištěna u tzv. sumy (definované jako součet frekvencí naivních, paměťových  

a plazmatických buněk), jejíž hodnoty u pacientů s RA a CRC byly signifikantně sníženy pod 95%. Byla 

nalezena snížená frekvence paměťových CD19+CD20+CD27+ B lymfocytů (5,65±1,48%) u pacientů 

s CRC a naopak jejich zvýšená frekvence u pacientů s RA (17,53±1,78%) oproti kontrolám (8,49±2,30%) 

svědčící pro poruchu v další diferenciaci ve stádiu naivních B buněk. 

U pacientů s CRC byla objevena statisticky významná predominance FOI B buněk ve srovnání s FOII 

buňkami (41,98±4,88% vs. 25,8±23,51% pro FOII; p=0,0035).  Naproti tomu u pacientů s RA dominovaly 

FOII B buňky (42,47±3,29%), tyto rozdíly mezi oběma skupinami byly statisticky významné (p<0,0001, 

respektive p=0,0333). 

Naše první korelační analýzy naznačují u pacientů s RA možnou asociaci mezi DAS28 (FW) skóre  

a frekvencí MZ B lymfocytů, frekvencí plazmatických buněk a CD24+ B lymfocytů s celkovým počtem 

bílých krvinek. Nejzajímavější výstup této práce je potvrzení, že FOI a FOII B lymfocyty jsou ve 

skutečnosti dvě úplně odlišné subpopulace, z nichž pouze FOI B lymfocyty splňují charakteristiky 

folikulárních maturovaných buněk, zatímco FOII představují nezralé T2 lymfocyty. 



Tato práce byla vlastně pilotní studií, která svým zaměřením měla naznačit možné trendy a další 

směr výzkumu. 

Pochopení jednotlivých aspektů chování těchto B-lymfocytárních subpopulací může v budoucnu 

poskytnout vhodné markery dovolující zhodnotit průběh a prognózu daného onemocnění, případně 

posloužit jako vhodný diagnostický marker pro některé choroby. 

Klíčová slova 

imunofenopypizace, imunopatologie, buněčná subpopulace, B lymfocyt, CD marker, 

polychromatická průtoková cytometrie, revmatoidní artritida, kolorektální karcinom. 



ABSTRACT 

B-lymphocytes are a subset of immune cells that can be distinguished mainly by carrying clonally 

diversified membrane-bound immunoglobulin specialized to specific antigen recognition. Together 

with other immunocytes B-lymphocytes play a central role in adaptive immune system which takes 

part in defense of the host against wide variety of pathogens. 

Recently the evidence has supported the emerging concept of different B-cell subpopulations to 

play a direct or indirect role in a pathogenesis of spectrum of disorders. However, so far the knowledge 

has been limited mainly in the way of how the specific differentiation stages of Blymphocytes are 

involved in pathogenesis of diseases and how course of disease, stage, and eventually different 

treatment can affect B-cell homeostasis. 

That is the reason for the thesis to be focused on an analysis of B-cell population profile changes in 

disease, identification of any association present among specific B-cell subpopulations, as well as 

association between these subpopulations and clinical parameters. 

Using polychromatic flow cytometry we analyzed frequencies of 11 B-cell subpopulations including 

stages of transient B-lymphocytes through effector antibody-producing plasma cells. We examined 81 

individuals including 22 healthy controls and 59 patients with various pathologies (Rheumatoid 

arthritis/RA – 29, Colorectal carcinoma/CRC – 19, other – 11). 

Interesting results were found in “suma“ (defined as a sum of naive, memory and plasma cell 

frequencies). This value was significantly decreased below 95% in patients with RA and CRC. The 

frequency of memory CD19+CD20+CD27+ B-lymphocytes was found to be decreased (5,65±1,48%) in 

patients with CRC and conversely increased in patients with RA (17,53±1,78%) compared to healthy 

controls (8,49±2,30%) possibly reflecting an impairment in further differentiation of naive B-cells. 

In CRC patients the FO I B-cell subpopulation was found to significantly dominate over FO II cells 

(41,98±4,88% vs. 25,8±23,51% for FOII; p=0,0035), while in RA the FO II cell prevailed (42,47±3,29%). 

Differences in both cases were statistically significant (p<0,0001 and p=0,0333 respectively). 

Our early correlation analyses point to a possible association between DAS28 FW clinical score and 

MZ Blymphocyte cell frequency in RA patients. Also, there might be an association of plasma cells 

and/or CD24+ cell frequency to total white blood cell count in these patients. The most valuable output 

is considered to be a confirmation of an assumption that FO I and FO II B-lymphocytes are two distinct 

subpopulations from which only the FO I cells meet the characteristics of mature follicular cells 

whereas FO II cells represent immature T2 lymphocytes. 



This thesis is a pilot study aiming to suggest possible trends and future course of the research. 

Understanding the particular aspects of B-lymphocytic subsets behavior can in future provide 

convenient markers allowing to evaluate course and prognosis of a given disease, eventually serve as 

a suitable diagnostic marker of selected disorders in the clinical setting. 

Keywords 

immunophenotype, immunopathology, cell subpopulation, B lymphocyte, CD marker, 

polychromatic flow cytometry, rheumatoid arthritis, colorectal carcinoma. 
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SEZNAM ZKRATEK 

AA aplastická anemie (aplastic anemy) 

ACPA autoprotilátky proti citrulinovaným peptidům (anti-citrulinated protein 
antibody) 

AID aktivací indukovaná deamináza (activation-induced deaminase) 

AML akutní myeloidní leukemie (acute myeloid leukemia) 

APC antigen prezentující buňky (antigen presenting cell) 

AS ankylozující spondylitida (ankylosing spondylitis) 

BAFF B-buněčný aktivační faktor (B-cell activating factor) 

BCR B-buněčný receptor (B-cell receptor) 

BER base excision repair (base excision repair) 

bp párů bazí (base of pair) 

C3 C3 komponent fragment (C3 fragment of complement) 

C3d C3d komplementový fragment (C3d fragment of complement) 

C3dg C3dg komplementový fragment (C3dg fragment of complement) 

CD diferenciační antigen (cluster of differentiation) 

CLP společný lymfoidní progenitor (common lymphoid progenitor) 

CRC kolorektální karcinom (colorectal carcinoma) 

CRP C-reaktivní protein (C-reactive protein) 

CSR izotypový přesmyk (class switching recombination) 

Cμ, γ, ε, α gen pro konstantní oblast určující izotyp μ, γ, ε, α (gene for constant 
region μ, γ, ε, α  ) 

D genový segment určující diverzitu (diversity) 

DAS28 (FW), DAS (CRP) skóre hodnotící aktivitu choroby u revmatoidní artritidy podle FW a CRP 
(disease activity score by FW and CRP) 

DC dendritické buňky (dendritic cell) 

EGF epidermální růstový faktor (epidermal growth factor) 

ELP časný lymfoidní progenitor (early lymphoid progenitor) 

FLS fibroblastům podobné synoviocyty (fibroblasts-like synoviocytes) 

FM folikulární maturovaný B-lymfocyt (folicule mature B-lymphocyte) 

FMO kontrola fluorescence minus one (fluorescence minus one) 
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FSC kanál sbírající rozptýlené světlo v předním směru (forward scatter 
channel) 

FW sedimentace erytrocytů dle Fahraeuse a Westegreena (Fahraeus-
Westegreen) 

GC germinální centra (germinal center) 

GC karcinom žaludku (gastric carcinoma) 

GPI glukózo-6-fosfát izomeráza (glucose-6- phosphate isomerase) 

HC těžký řetězec imunoglobulinu (heavy chain) 

HLA lidský lymfocytární antigen (human leukocyte antigen) 

HSC hematopoetická kmenová buňka (hematopoietic stem cell) 

iC3b inaktivní fragment C3b (inactive fragment of C3b) 

IFκB inhibitor faktoru kappa B (inhibitor of factor kappa B) 

Ig imunoglobulin (immunoglobulin) 

IL interleukin (interleukin) 

J genový segment učující J řetězec (joining) 

kDa kilodalton (kilodalton) 

KO kontrola (control) 

LC lehký řetězec imunoglobulinu (light chain of immunoglobulin) 

LPS lipopolysacharid (lipopolysacharide) 

MDS myelodysplastický syndrom (myelodispastic syndrom) 

MHC hlavní histokompatibilní komplex (major  

miRNA mikroRNA (microRNA) 

MLS makrofágům podobné synoviocyty (macrophage-like synoviocyte) 

MM mnohočetný myelom (multiple myeloma) 

MPP multipotentní progenitorová buňka (multipotent progenitor cell) 

MSH2, 6 MutS proteinový homolog 2 (MutS protein homolog 2) 

MZ B-lymfocyty marginální zóny (marginal zone B-lymphocyte) 

NFκB nukleární faktor kappa B (nuclear factor kappa B) 

NHEJ nehomologní spojování konců (non-homologous end joyning) 

NMBC nepaměťové B-lymfocyty (non memory B cell) 

p53 gen kódující tumor supresorový protein p53 (tumor supressor gene p53) 

PAD peptidyl argininová deamináza (peptidil arginin deaminase) 
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PAMP patogen asociované molekulární vzory (pathogen-associated molecular 
patterns) 

PBMC periferní mononukleární buňky (peripheral mononuclear cell) 

PC karcinom slinivky břišní (pancreatic carcinoma) 

PK proteinové kinázy (protein kinase) 

pre-B prekurzorový B-lymfocyt (prekursor-B-cell) 

pre-BCR prekursorový B-buněčný receptor (precursor B cell receptor) 

pro-B progenitorový B-lymfocyt (progenitor-B cell) 

PRR receptory rozpoznávající molekulární vzory (pattern recognition 
receptor) 

R receptor (receptor) 

RA revmatoidní artritida (rheumatoid artheritis) 

RAG1, 2 rekombinaci aktivující gen 1, 2 (recombination-activating gene 1, 2) 

RF revmatoidní faktor (revmatoid factor) 

RSS rekombinační signální sekvence (recombination signal sekvence) 

SHM somatická hypermutace (somatic hypermutation) 

SNP jednonukleotidový polymorfizmus (single nucleotide polymorphisms) 

SSC kanál sbírající bočně rozptýlené světlo (90° úhel) (side scatter channel) 

STK1 kináza kmenových buněk 1 (stem cell kinase 1) 

T1, T2 a T3 tranzitorní 1, 2, 3 B-lymfocyty (transistory 1, 2, ,3 B-cell) 

TF transkripční faktor (transcription factor) 

TGF-β transformující růstový faktor beta (fransforming growth factor beta) 

Th pomocný T lymfocyt (T helper cell) 

TLR Toll like receptor (Toll like receptor) 

TNFR receptor pro tumory nekrotyzující faktor (tumor necrosis factor 
receptor) 

TNF-α tumory nekrotyzující faktor alfa (tumor necrosis factor alfa)  

V genový segment určující variabilní oblast (variable) 

VCAM-1 cévní adhezivní molekula 1 (vascular cell adhesive molecule 1) 

WBC bílé krvinky (white blood cell) 

WSB promývací a barvící pufr (wash and stain buffer) 

β2M β2-mikroglobulin (β2-mikroglobulin) 
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1 ÚVOD 

B-lymfocytární subpopulace zajišťují v imunitním systému mnoho důležitých dějů. Jejich 

nejdůležitější funkcí je zajištění humorální imunity tím, že produkují protilátky, chránící organismus 

proti různým patogenům. 

Současný rostoucí počet důkazů potvrzující, že se různé subpopulace B lymfocytů přímo nebo 

nepřímo uplatňují v imunopatologických procesech, nás přiměl zabývat se touto problematikou 

detailněji.  Existuje totiž velmi málo poznatků o tom, jak se jednotlivá diferenciační stádia B lymfocytů 

do patologických procesů zapojují, jak jsou navzájem provázány a jak samotný průběh nemoci, 

případně léčby, ovlivňuje B buněčnou homeostázu a zastoupení jednotlivých B buněčných subpopulací. 

Proto cílem této diplomové práce bylo sledování změn profilu B buněčných subpopulací za 

patologického stavu, zjištění míry asociace mezi jednotlivými B buněčnými subpopulacemi a jejich 

souvislost s klinickými parametry. 

K tomu byla využita metoda polychromatické průtokové cytometrie a 8-barevný panel, studovány 

byly frekvence následujících populací B lymfocytů periferní krve: naivní (CD19+CD20+CD27-), 

paměťové/memory (CD19+CD20+CD27+) a plazmatické buňky (CD19+CD20-CD27high); CD19+IgM+CD27-

CD21lowCD28lowCD24+ (dále jako CD24+) a CD19+IgM+CD27-CD21lowCD38lowCD24- (dále jako CD24-) B 

buňky; CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24+IgM+ (dále jako FOI) a CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++ 

(dále jako FOII) B buňky; non-memory B buňky (dále jako NBMC zahrnující čtyři subpopulace – 

transientní T1 a T2 buňky a folikulární maturované – FM – buňky a buňky marginální zóny – MZ), celkem 

tedy 11 subpopulací. 

Celkem bylo vyšetřeno 81 jedinců, z toho 22 zdravých kontrol a 59 pacientů s různými patologiemi 

(RA – 29, CRC – 19, AS – 1, GC – 2, PC – 4, MM – 1, MDS-AA – 2 a AA – 1). 

Práce byla koncipována jako pilotní studie, jejímž hlavním úkolem bylo primární zmapování 

problematiky, její výsledky jsou zajímavé a naznačují, jakým směrem se naše pozornost bude dále 

ubírat. V současné době projekt dále pokračuje a bude dále rozšiřován. Jeho realizace je možná 

prostřednictvím grantu č. NT11414-5  - IGA MZ ČR a „Biocev - Biotechnology and Biomedicine Center 

of Academy of Sciences and Charles University in Vestec, project supported from European Regional 

Development Fund“. 
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2 CÍLE PRÁCE 

Předkládaná diplomová práce si klade za cíl zjistit,  

1) jaká je distribuce jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací u kontrol (naivní, paměťové 

B lymfocyty a plazmatické buňky dle Kleina – definované pomocí markerů CD19, CD21  

a CD27, dále CD21lowCD38low lymfocyty, folikulárních CD21+ lymfocyty a další vývojová 

stádia jako nezralé transientní T1 a  T2 lymfocyty, folikulární zralé B-lymfocyty (FM) a B-

lymfocyty marginální zóny (MZ),  

2) jaká je distribuce u výše uvedených B-lymfocytárních subpopulací u pacientů s různými 

patologiemi. 

Dílčí cíle této práce jsou: 

 Sledování změn v distribuci B-buněčných subpopulací mezi skupinami pacientů, 

 Sledování změn v závislosti na klinickém stavu a použité léčbě. 
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3 LITERÁRNÍ ÚVOD 

3.1 IMUNITNÍ SYSTÉM 

Imunitní systém spolu s endokrinním a nervovým systémem vytváří soubor regulačních 

mechanismů, které slouží k zajištění celistvosti organismu a k udržení vnitřního prostředí (homeostázy) 

[Bartůňková et al., 2005]. 

Jeho nejdůležitější vlastností je schopnost účinně rozpoznávat, co je pro organismus škodlivé  

a neškodné. Díky tomu je imunitní systém schopen reagovat na škodliviny zevního a vnitřního prostředí 

a účinně je eliminovat pomocí různých efektorových mechanismů. Důležitým fenoménem je 

imunologická paměť, která dovoluje reagovat s větší účinností proti patogenům, se kterými se 

organismus již jednou setkal. Všechny imunologické procesy je však nutné kontrolovat, aby 

nedocházelo k imunopatologickým reakcím (autoimunitní choroby, alergie, imunodeficience), které by 

vedly k poškození organismu nebo jeho nedostatečné ochraně [Murphy et al., 2007]. 

Funkčně jsou imunitní děje zabezpečeny vzájemnou koordinací vrozených (nespecifických)  

a adaptivních (specifických) imunitních mechanizmů. Tyto děje můžeme dále dělit na humorální  

a buněčné [Bartůňková et al., 2005]. 

3.1.1 Nespecifická (vrozená) imunita 

Mechanismy nespecifické imunity jsou založeny na buňkách a molekulách, které jsou již 

v organismu připraveny a reaguji s funkčními a strukturními rysy patogenů, tzv. PAMP (pathogen-

associated molecular patterns). Buněčná složka nespecifické imunity je tvořena fagocytujícími buňkami 

a přirozeně cytotoxickými buňkami. 

Fagocytující buňky se řadí mezi ústřední buňky zánětlivé reakce, jejich zvláštním typem jsou 

dendritické buňky, které jsou stěžejní pro zpracování a prezentaci antigenů buňkám specifické imunity, 

tvoří tak spojovací článek mezi nespecifickou a specifickou imunitou. Humorální složku nespecifické 

imunity tvoří proteiny komplementového systému, interferony a mnoho dalších sérových proteinů. 

Hlavním rozdílem oproti specifické imunitě je to, že při styku s patogenem nedochází ke vzniku 

imunologické paměti [Hořejší et al., 2013]. 

Důležitým faktorem jsou také fyzikální a chemické bariéry, které se podílí na udržení integrity, tím 

že chrání před vstupem patogenů do organismu, zvláště přes povrch kůže nebo sliznic [Murphy et al., 

2007]. 
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3.1.2 Specifická (adaptabilní) imunita 

Buněčné a humorální mechanismy specifické imunity využívají vysoce specifické molekuly 

k rozeznání všech cizorodých struktur. Specifická imunita využívá buněčné a humorální mechanismy, 

které pomocí specializovaných molekul rozeznávají široké spektrum cizorodých struktur v organismu. 

Mezi buněčné složky specifické imunity patří různé subpopulace B a T-lymfocytů, které plní regulační 

a cytotoxickou funkci. Humorální složku specifické imunity tvoří protilátky, produkované 

plazmatickými buňkami. Důležitým faktem je, že mechanismy specifické imunity se spouští až po 

setkání s patogenem a vyžadují kooperaci s nespecifickou imunitou. V konečném důsledku vedou ke 

vzniku imunologické paměti [Hořejší et al., 2013]. 

3.2 B-LYMFOCYTY A JEJICH VÝVOJ 

B-lymfocyty zahrnují subpopulace buněk, které na svém povrchu nesou klonálně diversifikovaný 

membránový imunoglobulin sloužící k rozpoznávání různých antigenně specifických epitopů. Spolu 

se sekretovanou formou imunoglobulinů hrají centrální roli v adaptivním imunitním systému, který se 

svým působením podílí na obraně organismu proti širokému spektru patogenů [Cooper et al., 2006]. 

Kromě toho, že B-lymfocyty plní svoji zásadní roli v humorální imunitě, zprostředkovávají, popř. 

regulují mnoho dalších procesů v imunitním systému. 

B-lymfocyty uvolňují imunomodulační cytokiny, které působí na T-lymfocyty, dendritické buňky 

(DC, dendritic cell). Dále ovlivňují genezi a organizaci lymfatické tkáně, podílí se na hojení ran a podílí 

se na rejekci transplantované tkáně. Jsou též zodpovědné za tumorigenezi a regulaci protinádorové 

imunity. 

V tomto ohledu bylo v posledních letech v oblasti B-buněčné biologie učiněno několik zajímavých 

objevů. První bylo nalezení tzv. B regulačních-lymfocytů, produkujících IL-10, který působí regulačně 

na T-mediované prozánětlivé procesy [LeBien a Tedder, 2008].  

Druhým zajímavým zjištěním bylo, že B-lymfocyty, které jsou ovlivňovány působením interleukinu (IL) 

21, jsou schopny produkovat serinovou proteázu granzym B, která do této doby byla doménou 

cytotoxických T-lymfocytů nebo NK-buněk. Tyto buňky se patrně uplatňují v časné fázi protivirové 

odpovědi, autoimunitní odpovědi a protinádorovém dozoru [Hagn a Jahrsdőrfer, 2012]. 

3.2.1 VÝVOJ B-LYMFOCYTŮ 

B-lymfocytární vývoj zahrnuje několik vývojových stádií, které vedou k  plné diferenciaci do zralého 

B-lymfocytu. Samotný vývoj lze rozdělit na dvě vývojová období, na centrální a periferní. Centrální 

(primární) období vývoje je nezávislé na přítomnosti antigenu. B-lymfocytární prekurzor proliferuje  

a prochází přísně kontrolovaným procesem vedoucím ke vzniku nezralého imunoglobulin 
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exprimujícího B-lymfocytu. Tyto nezralé B-lymfocyty migrují do sleziny, kde dochází k jejich maturaci 

do zralých B-lymfocytů, toto období je nazýváno jako periferní (sekundární) období vývoje a je pro něj 

charakteristické, že se naivní B-lymfocyty musí setkat s antigenem [Melchers et al., 1995]. 

3.2.1.1 Centrální vývoj 

B-lymfocyty vznikají v embryonálním období v játrech a u dospělého člověka v kostní dřeni – jako 

primárním lymfoidním orgánu. Vývoj je započat na úrovni hematopoetické kmenové buňky (HSC, 

hematopoietic stem cell), která dává vzniknout všem krvetvorným buňkám. K optimálnímu vývoji B-

lymfocytů (ale i ostatních buněk) jsou důležité stromální buňky kostní dřeně, které expresí adhezivních 

(např. VCAM-1) a rozpustných molekul (např. IL-7) vytváří vhodné mikroprostředí [Murphy et al., 

2007]. 

HSC diferencuje do multipotentní progenitorové buňky (MPPs, multipotent progenitor cells). MPPs 

dává vzniknout myeloidní a lymfoidní vývojové linii. Na svém povrchu nese kinázu kmenových buněk 

(STK1, stem cell kinase 1) vázající se na ligand stromálních buňkách. Tato signalizace vede k diferenciaci 

do dalšího vývojového stádia označovaného jako společný lymfoidní progenitor (CLP, common 

lymphoid progenitor), který se může vyvinout do B-lymfocytu nebo do T-lymfocytu, včetně NK-buněk. 

Toto vývojové schéma bylo popsáno in-vitro v buněčných kulturách, in-vivo předchází patrně CLP ještě 

tzv. časný lymfoidní progenitor (ELP, early lymphoid progenitor), který dává vzniknout T-lymfocytárním 

prekurzorům, migrujícím do thymu a CLP, z něhož se vyvíjejí NK-lymfocytárním prekurzorům a B-

lymfocytárním prekurzorům. Dále následují časná vývojová stádia B-lymfocytů: pro-B-lymfocyt, pre-B-

lymfocyt a nezralý B-lymfocyt [Murphy et al., 2007].  

Někteří další autoři však rozlišují další vývojová stádia B-lymfoctů na základě dějů, které v nich 

probíhají v rámci V(D)J rekombinace. LeBien rozděluje časná vývojová stádia B-lymlocytů na časný B-

lymfocyt, pro-B-lymfocyt, pre-BI a pre-BII-lymfocyt a nezralý B-lymfocyt [LeBien, 2000]. 

B-lymfocyty jsou schopny reagovat proti širokému spektru antigenů. Využívají k tomu vysoce 

diverzní receptorové molekuly, buď ve formě rozpustných imunoglobulinů nebo membránově 

vázaného imunoglobulinu, označovaného jako B-buněčný receptor (BCR, B-cell receptor). Tato 

diverzita vzniká na podkladě procesů V(D)J rekombinace, během které dochází k náhodnému 

přeskupování a následnému spojování V (variable), D (diversity) a J (joining) genových segmentů  

a který vede ke vzniku širokého spektra těžkých a lehkých imunoglobulinových řetězců. 

K procesům V(D)J rekombinace dochází již od časných vývojových stádií B-lymfocytů, a to již od 

stádia pro-B-lymfocytu [Scoot et al., 2010]. 
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3.2.1.2 Časný Pro-B-lymfocyt a Pro-B-lymfocyt 

Na úrovni progenitorového B-lymfocytu (pro-B-lymfocyt) dochází ke dvěma dějům: Nejprve 

nastává tzv. D-J rekombinaci pro těžký řetězec imunoglobulinu a na ni navazuje tzv. V-D rekombinace 

pro těžký řetězec imunoglobulinu. Tyto dva procesy vedou ke vzniku funkčního těžkého řetězce 

imunoglobulinu a jsou popsány níže. 

3.2.1.3 Děje na úrovni pro-B-lymfocytu 

Celý proces vyštěpování jednotlivých úseků je započat působením rekombináz kódovaných genů 

RAG1 a RAG2 (rekombinaci aktivující gen 1 a 2,recombination-activating gene 1 a 2) indukujících 

dvouřetězcové zlomy v místech, kde dojde k rozpoznání tzv. rekombinační signální sekvence (RSS, 

recombination signal sequence), která je lokalizována mezi jednotlivými genovými segmenty [Schatz 

et al, 1989]. RSS je složena z evolučně konzervovaných nonamerových AT-bohatých oblastí  

a heptamerových sekvencí, oddělených 12 a 23 bp sekvencemi, tzv. spacery [Stanhoe-Baker et al., 

1996]. 

Úseky DNA mezi zlomy jsou odstraněny tak, že se z vyštěpeného vlákna vytvoří smyčka, která se 

cirkularizuje a je nenávratně odstraněna DNázami [Murphy et al., 2007]. 

Zlomy v DNA jsou opraveny pomocí procesu nazývaného nehomologní spojování konců (NHEJ, 

nonhomologous end-joining), zahrnující ligázu IV, komplex Ku70/80 a XRCC4 [Reynolds et al., 2012]. 

Na podobném principu jako přeskupení mezi D-J genovými segmenty je založeno přeskupení V-D 

genových segmentů. D-J přeskupení probíhá současně na obou chromozomech, dokud nevznikne 

funkční VDJ produkt, který může být transkripcí převeden do mRNA kódující kompletní těžký řetězec 

imunoglobulinu. Jakmile vznikne na jednom chromozomu funkční VDJ produkt, je na druhém 

chromozomu přeskupování jednotlivých genových segmentů zastaveno pomocí alelické exkluze, která 

zabraňuje vzniku dvou těžkých imunoglobulinových řetězců. Dále následuje sestřih, který odstraní 

z mRNA pro těžký řetězec imunoglobulinu introny. Z důvodu umístění Cμ segmentu v blízkosti VDJ 

segmentu nejdříve vznikají těžké řetězce μ, které po párování s vhodným lehkým řetězcem dávají 

vzniknout IgM. B-lymfocyty, které prošly úspěšným procesem přeskupení genů pro těžký řetězec se 

nazývají pre-B-lymfocyty [Hořejší et al., 2013]. 

3.2.1.4 Pre-B-lymfocyt a jeho receptor 

Pre-B (prekurzorový) lymfocyt lze charakterizovat na základě přítomnosti povrchových molekul jako 

CD19+CD34- lymfocyt, navazující na pro-B-lymfocytární stádium. Pro pre-B-lymfocytární stádium je 

charakteristické, že již došlo ke kompletnímu přeskupení genových segmentů pro těžký řetězec (viz 

výše), ale stále nedošlo k přeskupení genů pro lehký řetězec. Z toho důvodu pre-B-lymfocyt na svém 
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povrchu exprimuje tzv. pre-B-receptor (pre-BCR, pre-B-cell receptor). Pre-BCR je proteinový komplex 

sestávající ze třech proteinů: těžkého řetězce μ (μHC, μ heavy chain), náhradního lehkého řetězce ψ 

(ψLC, ψ light chain – surrogate light chain) a signálního heterodimeru Igα/Igβ (CD79α a CD79β) 

[Benchop a Cambier, 1999; Lassoued et al., 1993]. ψLC nahrazuje lehký řetězec a je složený ze dvou 

podjednotek: VpreB a λ5. Zformování pre-BCR je důležité a lze ho považovat za další kontrolní bod 

nutný pro úspěšné pokračování v B-buněčném vývoji [Melchers et al., 1993]. 

Signalizace pomocí komplexu molekul pre-BCR a Igα/Igβ je důležitá pro další vývoj B-lymfocytu tím, 

že dochází k opětovné reaktivaci genů pro RAG-1/RAG-2, a následné iniciaci přestavby lehkého řetězce 

[Schaffer a Schissel, 1997]. 

3.2.1.5 Děje na úrovni pre-B-lymfocytu 

Genové segmenty kódující lehké řetězce imunoglobulinů κ a λ jsou v porovnání se strukturou 

genových komplexů kódující těžké řetězce jednodušší. Neobsahují genové segmenty D a nesou menší 

množství V a D segmentů. 

Nejdříve je započato přeskupování genů pro lehký řetězec κ (vyštěpují se velké úseky mezi V a J 

segmenty), které jako v případě V-D rekombinace probíhá na obou chromozomech současně, dokud 

nedojde k vytvoření genového produktu pro funkční lehký řetězec, který je schopen se vázat k těžkému 

řetězci μ a následně vytvořit kompletní IgM, který je možné exprimovat na povrchu B-lymfocytu. Na 

ukončení vyštěpování na druhém chromozomu se opět podílí alelická exkluze. Nedojde-li k úspěšnému 

přeskupení κ genů, je započato stejným způsobem přeskupování λ genů. Pokud ani zde nedojde 

k úspěšnému přeskupení genů, pre-B-lymfocyt hyne apoptózou. V opačném případě se z pre-B-

lymfocytu stává nezralý B-lymfocyt [Hořejší et al., 2013]. 

Následovně jsou nezralé B-lymfocyty testovány, zda nenesou autoreaktivní BCR. Pokud je nezralý 

B-lymfocyt autoreaktivní (tj. váže se k autoantigenu s vysokou afinitou), může dojít k sekundárnímu 

přeskupení genů, tzv. receptorové editaci [Gay et al., 1993]. Při tomto procesu může dojít k výměně 

VκJκ exonu, při které dochází ke spojení up-stream Vκ segmentů s down-stream Jκ segmentů, což má 

za následek vytvoření potencionálně neautoreaktivního BCR [Shapiro et al., 1987]. Další možností je 

deletovat Igκ geny a spustit přeskupení genů pro Igλ  ako poslední možnost pro vytvoření 

neautoreaktivního BCR. Pokud tyto mechanismy nevedou k nápravě stavu, nezralý B-lymfocyt hyne 

apoptózou [Lam et al., 1997]. 

Obrázek 1 schematicky znázorňuje proces V(D)J rekombinace během centrálního vývoje. 
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Obr. 1: Schématické znázornění procesu V(D)J rekombinace během centrálního vývoje[Růžičková, 2014 – 
nepublikované data]. 

3.2.1.6 Periferní vývoj 

Nezralé B-lymfocyty migrují z kostní dřeně jako transientní B-lymfocyty do sekundárních 

lymfatických orgánů - zvláště pak do sleziny, kde podstupují procesy vedoucí k diverzifikaci jejich 

efektorových funkcí (somatická hypermutace, izotypový přesmyk). Z tranzientních B-lymfocytů 

následně v sekundárních orgánech vznikají fenotypově a funkčně odlišné folikulární (FM) nebo B-

lymfocyty marginální zóny (MZ) [Carsetti et al., 2004]. Obrázek 2 ukazuje mikroanatomickou strukturu 

sleziny včetně lokalizace jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací, charakteristických pro danou 

oblast. 
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Obr. 2: Mikroanatomická struktura sleziny a lokalizace jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací [Pillai a 
Cariappa, 2009]. 

 

3.2.1.7 Tranzientní B-lymfocyty 

Tranzientními B-lymfocyty jsou označovány jako nezralé B-lymfocyty, migrující z kostní dřeně do 

sekundárních lymfatických orgánů (např. slezina). Na základě tranzitu (migrace) dostaly svoje označení 

[Allman et al., 1992]. 

Podle exprese povrchových CD molekul jsou rozeznávány dvě populace transientních lymfocytů 

označovaných jako T1 (CD21lowCD23lowCD24highIgMhighIgDlow) a T2 (CD21lowCDD24highIgMhighIgDhigh) 

[Loder et al., 1999]. Allman et al. klasifikoval ještě další stádium tranzientních B-lymfocytů 

označovaných jako T3. Tyto buňky ovšem nejsou součástí klasického vývojového diagramu B-

lymfocytů. T3 buňky se velice podobají anergickým buňkám a tak nelze s jistotou říci, že se opravdu 

jedná o transientní buňky [Allman et al., 2001; Merrell et al., 2006]. 

T1 a T2 B-lymfocyty se liší také svojí anatomickou lokalizací. T1 B-lymfocyty se nacházejí v kostní 

dřeni, periferní krvi a ve vnějším periateriolárním lymfoidním plášti sleziny. Naopak T2 B-lymfocyty jsou 

lokalizovány uvnitř folikulů ve slezině [Loder et al., 1999]. 

T1 B-lymfocyty migrující ze sleziny exprimují na svém povrchu  BCR s velkou afinitou k rozpustným 

autoantigenům v krvi. Pokud dojde k jeho rozpoznání, hynou formou antigen-indukované apoptózy. 

Po vstupu do sleziny zůstavají T1 B-lymfocyty v jejím vnějším periateriolárním lymfoidním plášti, kde 
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jsou autoantigeny z krve koncentrovány a uplatňují se v procesech další negativní selekce. T1 B-

lymfocyty, které projdou touto selekcí úspěšně, vstupují do primárního folikulu a stávají se z nich T2 B-

lymfocyty. V prostředí primárního folikulu jsou T2 B-lymfocyty chráněny před rozpustnými antigeny a 

mohou být tímto vystaveny antigenům, které na sobě nesou folikulární DC (FDC, folicular dendritic 

cell). Pouze ty T2 B-lymfocyty rozpoznávající pomocí BCR tyto antigeny s odpovídající afinitou jsou 

pozitivně selektovány, aby se staly součástí populace zralých B-lymfocytů [Loder et al., 1999]. 

Pro všechny B-lymfocyty vyskytující se ve slezině je důležitá signalizace prostřednictvím BCR, jinak 

během krátké době hynou (což je patrné hlavně v in-vitro kulturách). Signalizace přes BCR aktivuje anti-

apoptotické geny (Bcl-6, Bfl1/A1) a Akt signální kaskádu, vedoucí k zesílení signálů přežití  

a k proliferaci u T2 B-lymfocytů (zde dochází i k diferenciaci) a lymfocytů marginální zóny [Su et al., 

2002]. Naopak v případě T1 B-lymfocytů nedochází k aktivaci žádných anti-apoptotických signálů  

a signálů k diferenciaci, které aktivací pomocí BCR buňky hynou apoptózou [Lam et al., 1997]. 

T2 B-lymfocyty se dále diferencují do dalších vývojových stádií – folikulárního B-lymfocytu nebo B-

lymfocytu marginální zóny. Rozhodujícím faktorem je, zda dojde ke stimulaci T2 B-lymfocyty pomocí 

BCR komplexu, nebo pomocí Toll-like receptoru (TLR, Toll-like receptor, (případně jejich kombinací)). 

Stimulace T2 B-lymfocytu vedená pomocí BCR komplexu vyvolá diferenciaci do folikulárního 

lymfocytu [Su et al., 2002]. Naopak pokud je T2 B-lymfocyt stimulovaný pomocí TLR (TLR2, TLR3, TLR4) 

např. nějakým bakteriálním produktem, dochází k diferenciaci do lymfocytu marginální zóny. Pokud 

dojde k současné stimulaci přes BCR komplex a TLR dochází k robustní diferenciaci do folikulárních B-

lymfocytů [Zua a Hou, 2013]. 

3.2.1.8 Folikulární B-lymfocyty 

Mechanismus vzniku folikulárních B-lymfocytů byl již popsán v předešlé kapitole. Jako folikulární B-

lymfocyty označujeme zralé naivní konvenční B-lymfocyty (FM, follicular mature, folikulární 

maturované). FM B-lymfocyty můžeme charakterizovat na základě povrchových znaků jako 

CD21lowCD24highCD23low B-lymfocyty [Su et al., 2002; von Andrian a Mempel, 2003]. FM B-lymfocyty se 

primárně vyskytují v bílé pulpě sleziny, ale také aktivně migrují mezi jednotlivými sekundárními 

lymfatickými orgány do té doby, než rozeznají antigen pomocí svého BCR [Wardemann et al., 2002]. 

Pokud FM B-lymfocyt rozpozná antigen, pak za kostimulační pomoci Th (helper T, pomocných T)-

lymfocytů dochází ke vzniku reakce v germinálních centrech, zahrnující somatickou hypermutaci, 

izotypový přesmyk a afinitní mutaci. Takto aktivované FM-B-lymfocyty prezentují antigen a podílejí se 

na aktivaci T-lymfocytů a samy nakonec diferencují do efektorových B-lymfocytů – paměťových B-

lymfocytů a protilátek produkujících plazmatických buněk. Výsledkem je produkce vysokoafitních 

izotypově přepnutých protilátek [Martin a Kerney, 2000]. 
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3.2.1.9 B-lymfocyty marginální zóny 

B-lymfocyty marginální zóny (MZ) jsou na základě svých povrchových znaků charakterizovány 

imunofenotypem IgMhighIgDlowCD21highCD1dhighCD23- [Pillai a Cariappa, 2009]. V porovnání s FM B-

lymfocyty se MZ B lymfocyty liší v několika aspektech. MZ B-lymfocyty jsou lokalizovány ve slezině do 

oblasti na pomezí bílé a červené pulpy, která se označuje jako marginální zóna [Wardemann et al., 

2002]. Marginální zóna je, co se týče její funkce, specializovaná na odpověď proti krevním patogenům 

(bakterie a viry) a zejména proti T-independentním antigenům (folikulární buňky jsou specializovány 

na adaptivní odpověď, včetně T-dependentních antigenů) [Nolte et al., 2004].  

Poté, co MZ B-lymfocyty interagují např. s bakteriálními patogeny, dochází k jejich aktivaci  

a sekreci protilátek izotypu IgM s nízkou afinitou proti danému antigenu. Lze tedy tvrdit, že se podílí 

na první vlně obrany proti těmto patogenům. Jejich protilátky mají nízkou afinitu, ale nadruhou stranu 

mají širokou specificitu, což jim dovoluje reagovat proti širokému spektru antigenů. 

Ke stimulaci MZ B-lymfocytů nedochází stejně jako v případě folikulárních buněk přes BCR komplex, 

ale pomocí TLR  a ostatních PRR. 

Mimo jejich role ve vrozené imunitě jsou MZ B-lymfocyty schopny transportovat různě velké 

antigeny nebo dokonce i celé viry do folikulů a tím také zahájit adaptivní odpověď na daný antigen  

a zvýšit tak repertoár prezentovaných antigenů v GC. Také přenáší komplexy antigenů s IgM, což opět 

vede ke stimulaci T-dependentní odpovědi. Poté, co dopraví antigen FDC v GC, jsou schopny se 

opětovně vrátit do marginální zóny [Cinamon et al., 2008; Ferguson et al., 2004]. 

MZ B-lymfocyty exprimuji do vysokých hladin molekulu CD1d, která je patrně zahrnuta do 

prezentace lipidových antigenů NK-T lymfocytům. Ty následně mohou interakcí ligandu CD40 a jeho 

receptoru (CD40R) spustit v B-lymfocytech MZ izotopový přesmyk a somatické mutace [Leadbetter et 

al., 2008]. 

3.2.1.10 Germinální centra 

Germinální centra (GC, germinal centres) je mikroanatomická oblast vyskytující se v sekundárních 

lymfatických orgánech. Svůj název dostala na základě histologických pozorování, protože tato centra 

obsahovala mnoho dělících se buněk. Byla objevena v 19. Století Waltherem Flemingem, kteří je 

pozorovali v býčích lymfatických uzlinách, lidských sublingualních tonzilách a králičích Peyerových 

placích [Flemming, 1885]. Teprve později, v 90. letech 20. století byla objasněna skutečná podstata 

dějů v GC, zjistilo se, že zde dochází k somatickým  hypermutacím a izotypovému přesmyku [Jacob et 

al., 1991]. 
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Mikroskopicky můžeme rozdělit GC na tmavou a světlou zónu. V tmavé zóně se vyskytují k sobě 

těsně uspořádané centroblasty, které velmi intenzivně proliferují. Ve světlé zóně se vyskytují nedělící 

se centrocyty v těsné blízkosti s folikulárními DC, T-lymfocyty a makrofágy (viz Obr. 3). 

Reakce odehrávající se na úrovni germinálních center jsou zprostředkovány dynamickou změnou 

genové exprese různých genů, které se odehrávají po antigenní aktivaci B-lymfocytů, a diferenciací 

v sekundárních lymfatických orgánech. Tyto reakce zahrnují: klonální expanzi, izotypový přesmyk (CSR, 

class switching recombination) na úrovni IgH genů, somatickou hypermutaci (SHM, somatic 

hypermutation) na úrovní VH genů a selekci vedoucí ke zvýšení afinity BCR k různým antigenní 

epitopům přes afinitní maturaci [Kincade et al., 1970]. 

Pod vlivem mikroprostředí germinálních center vznikají paměťové B-lymfocyty a efektorové 

plazmatické buňky, které produkují vysoce afinitní protilátky, které jsou např. důležité v boji proti 

patogenním mikroorganismům [MacLennan, 1994]. 

3.2.1.11 Reakce na úrovni germinálních center 

Germinální centra jsou formována proliferujícími B-lymfocyty ve folikulech periferních lymfoidních 

tkání během T-dependentní protilátkou odpovědi. Mezi periferní lymfatické tkáně řadíme: lymfatické 

uzliny, tonzily, slezinu a Peyerovy plaky. Naivní B-lymfocyty migrují v periferních lymfoidních orgánech 

do oblasti, která je nazývána jako T-buněčná zóna. Migrace je zprostředkována pomocí chemokinových 

receptorů, které lymfocyty exprimují na svém povrchu v důsledku kontaktu s APC (antigen presenting 

cell, antigen prezentující buňka). 

K plné aktivaci B-lymfocytu dochází v T-buněčné zóně, kde dochází ke kontaktu s CD4+ Tlymfocyty 

a APC. Další důležitým prvkem v aktivaci reakce GC je interakce kostimulačních receptorů, které se 

vyskytují na povrchu B-lymfocytů, s ligandy, které na svém povrchu nesou T-lymfocyty nebo APC. 

Nejdůležitější je kontakt mezi receptorem CD40, exprimovaným B-lymfocyty  

a jeho ligandem CD154 (CD40L) exprimovaným T-lymfocyty [Wang a Carter, 2005; Camacho et al., 

2005]. Antigenem aktivované B-lymfocyty v tmavé zóně podstupují diferenciaci do centroblastů na 

základě klonální expanze. Během jejich proliferace dochází k somatickým hypermutacím, které mají za 

úkol zavést změny na úrovni párů bazí (base-pair mutation) do V(D)J oblastí genů pro variabilní oblasti 

těžkého a lehkého řetězce imunoglobulinu (IgV), které již prošli přeuspořádáním (tj. procesem 

rearrangement). Některé tyto mutace mohou způsobit změnu aminokyselinového složení 

v imunoglobulinovém řetězci. 

Centroblasty diferencují do dalšího vývojového stádia – centrocytů za současného přemístění do 

světlé zóny GC. Důležitou funkci zde plní folikulární DC (FDC, folikular dentritic cell), které prezentují 

centrocytům antigeny. Selektovány jsou pouze ty buňky, které dostatečně vážou daný antigen, ostatní 
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hynou apoptózou. Důležitou roli hrají také CD4+ T-folikulární lymfocyty, které svým kontaktem a 

produkcí cytokinů zprostředkovávají CSR. Poté dochází k rekombinacím v konstantní oblasti těžkého 

řetězce (izotopový přesmyk), který dovoluje vznik imunoglobulinů vyšších tříd.  

Antigenně selektované centrocyty dále pokračují v diferenciaci do dalších stádií: paměťového B-

lymfocytu a plazmatické buňky [Allen et al., 2004]. Děje na úrovni GC ilustruje Obr. 3. 

 

Obr. 3: Schematické znázornění dějů na úrovni germinálních center [Klein a Dalla-Favela, 2008 - upraveno]. 

3.2.1.12 Somatická hypermutace 

V(D)J přeskupení segmentů vede k tvorbě protilátek s nízkou afinitou. Teprve pokud se zralý B-

lymfocyt setká s antigenem, dochází k procesu somatické hypermutace, při kterém dochází k vnášení 

nukleotidových substitucí do přeskupených VDJ segmentů. To má za následek, že vzrůstá počet variant. 

Selektovány jsou pouze ty mutanty, které vykazují vysokou afinitu k antigenu [Hořejší et al., 2013]. 

Zavádění somatické hypermutace je dvoustupňový proces. V první fázi dochází k mutacím v C:G 

párech a ve druhé fázi dochází k mutacím v A:T párech. Druhá fáze je závislá na rozpoznání lézí 

vznikajících v první fázi enzymem MSH2 (MutS protein homolog). Proces somatické hypermutace je 

zahájen aktivací indukovanou cytidin deaminázou (AID, activation-induced deaminase). Tento enzym 

se pouze nachází u B-lymfocytů a katalyzuje deaminaci deoxycytidinových zbytků v DNA (deaminací se 

cytosin mění na uracil). Následkem toho vznikají z C:G párů U:G léze, rozpoznávané opravnými 
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mechanismy. Bylo vytipováno několik míst, kde dochází k mutacím nejčastěji, jedná se o motivy WRCY 

(W = A/T, R = A/G a Y = C/T) [ Dörner et al., 1998]. 

Uracil je odstraňován enzymem uracil-DNA glykosilázou, po jeho odstranění vzniká abasické místo 

(možnost vzniku transverze), na které reagují opravné mechanismy. S jakou četností vznikají mutace 

během tohoto procesu, stále není jasné. Ukazuje se, že důležitou roli hraje DNA-polymeráza η, která 

hraje důležitou roli při začleňování mutací. DNA-polymeráza η je ovlivňována působením heterodimeru 

opravných enzymů MSH2/MSH6. Zdá se, že DNA-polymeráza η se účastní resyntézy místa na DNA, 

které odstranila endonukleáza I a mutace pouze odrážejí velkou chybovost této polymerázy, která byla 

popsána na základě in vitro studií [Wilson et al., 2005]. 

3.2.1.13 Izotypový přesmyk 

B-lymfocyty, které prošly V(D)J rekombinací genů pro těžký, respektive lehký řetězec v kostní dřeni 

exprimují na svém povrchu IgM. Dále migrují do sekundárních lymfatických orgánů, kde po setkání 

s antigeny dochází k dalším genetickým změnám na úrovni genů pro těžký a lehký řetězec 

imunoglobulinů. 

Poté, co proběhla SHM, dochází k CSR, vedoucí k rekombinaci genů pro konstantní oblasti 

imunoglobulinů. Dochází k nahrazení Cμ genů za jiný Cγ, Cε a Cα, což má za následek přepnutí IgM do 

jiného izotypu: IgG, IgA a IgE, aniž by došlo ke změnám ve variabilní části řetězce [Muramatsu et al., 

2000; Rewy et al., 2000]. Jaký izotyp se bude exprimovat, je regulováno cytokinovým prostředím 

vytvořeným Tfh-lymfocyty (T-follicular helper cells) [Reinhardt et al., 2009]. Dovoluje to vzniknout 

protilátkám s rozdílnými efektorovými funkcemi – neutralizace, opsonizace a aktivace komplementu. 

CSR je stejně jako SHM zahájen pomocí AID, která opětovně deaminuje cytosin na uracil. Tato 

deaminace se odehrává v S-sekvencích (též switch sekvence). Jednotlivé součásti base exchange repair 

(BER) dráhy hrají důležitou roli v CSR. Uracil DNA-glykosyláza odstraní uracil z léze za vzniku abasického 

místa. Na tento stav reaguje apurinová/apyrimidinová endonukleáza 1 (APE1, apurinic/apyrimidic 

endonuclease 1), která zde vytvoří zlom, tzv. nick. Stejně tak na druhém řetězci (v blízkosti prvního 

niku) vznikne další, což má za následek vznik dvouvláknového zlomů [Petersen-Mahrt et al., 2002]. 
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K dokončení CSR je nutné úsek DNA mezi jednotlivými zlomy odstranit a konce DNA opětovně spojit 

dohromady [Zarrin et al., 2007]. U CSR dochází ke spojení řetězců DNA pomocí nehomologní 

rekombinace (NHEJ, non-homologous end joining). Součástí NHEJ dráhy jsou čtyři proteiny, které jsou 

kruciální pro úspěšné dokončení CSR. Proteiny Ku70 a Ku80 se navážou na konce DNA a umožní vazbu 

ligázového komplexu XRCC4-ligáza IV, čímž dojde k finálnímu spojení DNA [Stavnezer et al., 2008]. Výše 

probrané procesy SHM a CSR názorně ilustruje Obr. 4. 

Obr. 4: Mechanismus SHM a CSR [Kinoshita a Honjo, 2001 - upraveno] 

3.2.1.14 Paměťové B-lymfocyty 

Paměťové (memory) B-lymfocyty jsou subpopulace B-lymfocytů, vznikající v závislosti na reakcích 

proti T-independentním (hlavně sacharidové antigeny) a T-dependentním antigenům (hlavně 

proteinové antigeny). Tyto buňky zprostředkovávají imunologickou paměť, která zabezpečuje, že při 

opakovaném setkání s antigenem (např. bakterií) dochází ke kvalitativně a kvantitativně účinnější 

reakci, než při první expozici danému antigenu [Lanzavechia et al., 2002]. Paměťové B-lymfocyty nesou 

rozdílné fenotypy, odrážející rozdílné procesy jejich vzniku. Přes všechny jejich fenotypové odlišnosti 

je lze charakterizovat vysokou expresí CD27 molekuly a přítomností somatických mutací v genech pro 

variabilní řetězce imunoglobulinů [Klein et al., 1998]. 

T-dependentní paměťové B-lymfocyty se generují z buněk, které prošly ději v GC. Na základě 

procesů v GC dochází ke zvýšení afinity protilátek proti různým antigenům a současně dochází pod 

vlivem izotopového přesmyku k náhradě konstantní oblasti pro těžký řetězec IgM oblastmi kódujícími 
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vyšší izotypy (IgG, IgA aIgE). Znamená to, že procesy v GC dávají vzniknout izotypově přepnutým 

paměťovým buňkám, které osídlující sekundární lymfatické orgány nebo migrují do kostní dřeně [Revy 

et al., 2000]. Tyto paměťové B-lymfocyty je možné charakterizovat jako IgM-IgD-CD27+ B-lymfocyty. T-

independentní paměťové B-lymfocyty vznikají nezávisle na dějích v GC (pochází z MZ). Je možné je 

charakterizovat jako IgM+IgD+CD27+ B-lymfocyty. Jak je již patrné z jejich závislosti či nezávislosti na T-

lymfocytech, paměťové B-lymfocyty derivované z GC rozpoznávají antigeny proteinové povahy, 

naopak paměťové B-lymfocyty z marginální zóny naopak rozpoznávají polysacharidové antigeny [Klein 

et al., 1998; Reynaud et al., 1995]. 

3.2.1.15 Plazmatické buňky 

Plazmatické buňky jsou potentními producenty protilátek, které jsou důležité pro efektivní 

imunologickou odpověď (např. obrana proti patogenům). Plazmatické buňky se však také účastní 

mnoha patologických procesů např. u autoimunitních chorob nebo u mnohočetného myelomu. 

Plazmatické buňky mohou být generovány třemi způsoby. Mohou vznikat z folikulárních buněk, 

buněk marginální zóny nebo z dlouhožijících (long lived) paměťových B-lymfocytů, které se vyskytují 

v sekundárních lymfatických orgánech. 

B-lymfocyty marginální zóny jako první diferencují do plazmatických buněk po setkání s cizím 

antigenem [Pillai a Moran, 2000; Lopes-Carvalho a Kearney, 2004]. Je to dáno tím, že MZ B-lymfocyty 

mají nižší aktivační práh než FM B-lymfocyty. Přesný molekulární mechanismus tohoto procesu není 

stále dostatečně objasněn. Rozpoznání antigenu za pomoci T-lymfocytů vede u cirkulujících FM B-

lymfocytů k proliferaci a diferenciaci do plazmatických buněk za vzniku extrafolikulárních ložisek 

plasmablastů a plazmatických buněk (plasmablasty jsou prekurzory plazmatických buněk) [Oliver et al., 

2007;  Jacob et al., 1991]. Plazmatické buňky generované z B-lymfocytů MZ nebo FM B-lymfocytů 

v časné extrafolikulární reakci nenesou somatické mutace pro imunoglobulinové geny a jsou 

označovány jako krátce žijící (short-lived) plazmatické buňky, které poskytují rychlou protilátkovou 

odpověď proti vyvolávajícímu antigenu, poté hynou apoptózou. Tyto plazmatické buňky produkují 

protilátky o nízké afinitě. Plazmatické buňky generované reakcemi v GC, nesou somatické mutace, 

vysokoafinitní BCR a exprimují izotypově přepnuté protilátky. Tyto plazmatické buňky opouští GC  

 mohou migrovat např. do kostní dřeně, kde dávají vzniknout dlouho žijícím plazmatickým buňkám 

[Smith et al., 1996]. Dlouho žijící plazmatické buňky jsou důvodem pozorovaných stabilních titrů 

protilátek nezávisle na přítomnosti antigenu vyvolávajícího imunologickou odpověď. Lze tedy 

konstatovat, že dlouho žijící plazmatické buňky zabezpečují imunologickou paměť [Manz et al., 1998]. 

Dlouhodobé přežívání plazmatických buněk zabezpečují tzv. niky v kostní dřeni, poskytující udržovací 
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signály. Tyto signály jsou představovány cytokiny (např. IL-5, IL-6, TNF) a adhezivními molekulami 

(CXCL-12) [Cassese et al., 2003]. 

3.2.1.16 B-lymfocytární subpopulace vyskytující se v periferní krvi 

V periferní krvi se nachází velké množství různých B-lymfocytárních subpopulací. Jakmile B-lymfocyt 

opustí kostní dřeň, je možné ho detekovat na základě exprese povrchových CD molekul například 

pomocí průtokové cytometrie. 

Klein et al. rozděluje B-lymfocyty v periferní krvi na základě exprese CD27 molekuly. Tato molekula 

slouží jako marker pro B-lymfocyty nesoucí somatické mutace v genech pro variabilní části 

imunoglobulinových řetězců, tzn. prošly reakcemi v GC. V periferní krvi se nachází 60 % naivních B-

lymfocytů bez somatických mutací, které jsou CD27- a 40 % paměťových buněk nesoucí somatické 

hypermutace, které jsou CD27+ [Klein et al., 1998]. 

Na základě strategie vymezení (gate) dle Benitez et al., lze dobře zhodnotit populaci „non-memory 

(NMBC)”naivních (CD27-B-lymfocytů), které cirkulují v periferní krvi. Jako naivní B-lymfocyty jsou 

považovány T1 a T2 B-lymfocyty, FM B-lymfocyty a B-lymfocyty  MZ (tvoří však velmi minoritní 

subpopulace), které se nesetkaly s antigenem, který by je aktivoval. Nejvíce zastoupenou subpopulací 

NMBC B-lymfocytů jsou FM B-lymfocyty, tvořící více než polovinu celé této skupiny, a dále následují T2 

a T1 B-lymfocyty (zastoupeny jsou v poměru FM:T2:T1 → 15,3:6:1) [Benitez et al., 2014]. 

Populace paměťových B-lymfocytů (CD27+) Klein et al. rozděluje na pět základních subpopulací:  

40 % tvoří izotypově přepnuté paměťové B-lymfocyty (IgG+CD27- nebo IgA+CD27+ B-lymfocyty), další 

40 % tvoří IgM+IgD+CD27+ paměťové B-lymfocyty a zbylých 19-20 % tvoří tzv. „IgM-only“ paměťové B-

lymfocyty (IgM+CD27+ B-lymfocyty) a <1 % tvoří tzv.“ IgD-only“ paměťové B-lymfocyty (IgD+CD27+ B-

lymfocyty) [Klein et al., 1998]. 

Plazmatické buňky lze také detekovat v periferní krvi, ale za fyziologických podmínek se jedná  

 minoritní subpopulaci [Horst et al., 2002] 

3.2.2 Povrchové B-buněčné markery 

Všechna vývojová stádia a jednotlivé populace B-lymfocytů lze charakterizovat na základě 

přítomnosti různých membránově vázaných molekul, které označujeme jako CD-markery. Jedná se  

 různorodou skupinu molekul - receptory, ligandy, signalizační molekuly a další molekuly, které 

zabezpečují přenos signálů do nitra buňky. Signály vedou např. k aktivaci nebo diferenciaci B-lymfocytů 

nebo slouží k interakci s ostatními buňkami v okolním prostředí. 

V našem panelu pro průtokovou cytometrii využíváme sedm monoklonálních protilátek proti 

jednotlivým povrchovým molekulám, které nám dovolují identifikovat v periferní krvi téměř všechna 
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vývojová stádia B-lymfocytů v periferní krvi od momentu, kdy opustí kostní dřeň, tj. od T1 B lymfocytů. 

Jedná se o monoklonální protilátky proti povrchovým molekulám CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 

a IgM (nespadá pod CD-klasifikaci). Je však nutno poznamenat, že repertoár povrchových molekul 

jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací je značně obsáhlejší (např. CD22, CD23, CD40, CD72). Níže 

je uvedena charakteristika pouze aktuálně využívaných povrchových molekul [Vlková et al., 2010]. 

3.2.2.1 Molekula CD19  

CD19 molekula je glykoprotein o hmotnosti 95 kDa, nesoucí dvě extracelulární Ig-like domény, 

složený z 240 aminokyselin. Představuje jednu z prvních molekul produkovaných B-lymfocytární linií, 

její exprese začíná již od časného vývoje, ovšem diferenciací do plazmatické buňky se její exprese 

postupně ztrácí. Mimo B-lymfocyty je exprimována také na povrchu DC [Zhou et al., 1995]. 

CD19 molekula podílí na antigenně-nezávislé nebo imunoglobulin-indukované aktivaci B-lymfocytů. 

CD19 molekula vytváří komplex s BCR a jinými povrchovými molekulami – CD21, CD81  

 CD225. S tímto CD19-komplexem interaguje mnoho proteinkináz (PK), např. Src (Lyn, Fyn), Ras, Abl, 

Btk, adaptérové molekuly (Vav, Grb2) a PI3K [van Zelm et al., 2006]. 

CD19 molekula vytváří komplex s CD21 molekulou, která je schopna reagovat s BCR, na nějž je 

navázán antigen, obsahující např. C3d složku komplementu. Dochází tak k zesílení aktivace 

prostřednictvím komplexu BCR-CD19/CD21 [Carter, Barrington, 2004]. 

3.2.2.2 Molekula CD20 

Molekula CD20 je neglykosylovaný povrchový fosfoprotein o hmotnosti 33 – 37 kDa, který je 

specifický pro normální a maligně změněné B-lymfocyty [Crag et al., 2005]. Je exprimován na povrchu 

všech diferencovaných B-lymfocytů. U molekuly CD20 není známa jeho funkce, ani jeho přirozený 

ligand. Zdá se však, že slouží jako vápenatý kanál v buněčné membráně [Kneissl et al, 2013]. 

Proti molekule CD20 byla vyvinuta chimerní protilátka, anti-CD20 protilátka, nazvaná rituximab. 

Tato protilátka se používá k léčbě B-lymfocytárních malignit (např. Non-Hodking lymfom) a některých 

autoimunitních onemocnění (např. revmatoidní artritida). Princip účinku spočívá v redukci B-

lymfocytární populace na základě navázání protilátky na molekulu CD20 a následnou cytotoxickou 

reakci mediovanouFc částí anti-CD20 protilátky [Franke et al., 2011]. 

3.2.2.3 Molekula CD21 

Molekula CD21, nebo také komplementový receptor 2 (CR2, complement receptor 2) je 

membránový glykoproptein, sloužící jako multifunkční receptor exprimovaný na B-lymfocytech a FDC 

a také na periferních a thymických T-lymfocytech. CD21 rozpoznává jako receptor komplementové C3 

fragmenty iC3b, C3dg a C3d [Asokan et al, 2013].  
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Exprese CR2 se poprvé objevuje u zralých B-lymfocytů na úrovní tranzientních B-lymfocytů  

 následně hladina exprese vzrůstá až do stádia plazmatických buněk, kde ustává. Jak už bylo uvedeno 

výše, CR2 vytváří komplex s molekulou CD19 a tak se podílí na aktivaci B-lymfocytu [Fearon et al., 

2000]. 

3.2.2.4 Molekula CD24 

Molekula CD24 je glykosylfosfatidylinositolový  (GPI) membránově vázaný protein s molekulovou 

hmotností 30 – 70 kDa [Hennieker et al., 2001]. Zralá molekula je složena pouze z 27 – 30 aminokyselin.  

Molekula CD24 je exprimována na mnoha typech buněk – neuronální buňky, epitel renálních tubulů, 

keratinocyty, neutrofily a B-lymfocyty a slouží jako adhezivní molekula pro P-selektin a dále se podílí 

na přenosu signálů, ovlivňující aktivační signály, které B-lymfocyt získává přes jiné receptory [Aigner et 

al., 1997; Kay et al., 1991]. 

Molekula CD24 je exprimována na povrchu B-lymfocytů již od časných vývojových stádií a zůstává 

také na klidových zralých B-lymfocytech (zahrnujících většinu cirkulujících B-lymfocytů, B-lymfocytů 

marginální zóny). Její exprese je výrazně snížena v GC a vytrácí se, jakmile dojde k aktivaci B-lymfocytů 

do dalších vývojových stádií (např. plazmatických buněk) [Suzuki et al, 2001] 

3.2.2.5 Molekula CD27 

Molekula CD27 je glykosylovanýtransmembránový protein o hmotnosti 55 kDa existující jako 

homodimer, ovšem dvě dimerní molekuly mohou být vázány pomocí disulfidických můstků [Camerini 

et al., 1991; Gravestein et al., 1993]. 

Molekula CD27 spadá do rodiny genů pro receptor tumor nekrotizujícího faktoru (TNFR, tumor 

necrosisfactor receptor), jejichž receptory se podílí na humorální imunitní odpovědi. Funkčně se 

molekula CD27 podílí na příjmu signálů, které vedou k terminální diferenciaci do plazmatické buňky 

[Agematsu et al., 1999]. 

Molekula CD27 není exprimována na naivních B-lymfocytech, ale objevuje se na B-lymfocytech, 

které prošly GC. Je používána jako základní marker pro paměťové B-lymfocyty. B-lymfocyty v GC slabě 

exprimují molekulu CD27, s diferenciací do stádia plazmatických buněk (po indukci IL-10) se míra 

exprese zvyšuje. Společně s molekulou CD38 (viz níže) je možné použít vysokou expresi molekuly CD27 

jako marker k rozpoznávání plazmatických buněk [Klein et al., 1998; Jung et al., 2000]. 

3.2.2.6 Molekula CD38 

Molekula CD38 je glykoprotein o molekulové hmotnosti 45 kDa, která tvoří dimer nebo multimer. 

Funkčně se uplatňuje buď jako enzym anebo jako povrchový receptor [Alessioet al., 1990]. Molekula 

CD38 byla původně objevena u T-lymfocytů, ale též je exprimována u B-lymfocytů. U B-lymfocytů je 
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exprimována  během jejich časné diferenciace, u některých buněk v GC a pak v případě plazmatických 

buněk nebo tzv. plazmablastů. Signalizace přes CD38 u B-lymfocytárních prekurzorů vede k inhibici 

proliferace a tyto buňky hynou apoptotickou smrtí. Pokud dochází k signalizaci přes CD38 u CD38+ B-

lymfocytů v GC, dochází naopak k zabránění apoptózy [Medina et al., 2002; Shubinsky a Schlesinger, 

1997]. 

3.2.2.7 Molekula IgM 

Molekula IgM se vyskytuje ve dvou formách – sekretovaná a membránově vázaná. Membránová 

forma má molekulovou hmotnost 900 kDa, vyskytuje se na povrchu B-lymfocytů a je označována jako 

BCR (B-cell receptor). Membránová molekula IgM je stejně jako sekretovaná molekula IgM složena ze 

dvou těžkých a ze dvou lehkých řetězců. Membránově vázaná molekula IgM se liší pouze tím, že 

v transmembránové části má úsek 20 hydrofobních aminokyselin. Molekula IgM vytváří na povrchu B-

lymfocytů komplex s dvěma transmembránovými molekulami Igα (CD79α) a Igβ (CD79β), které jsou 

asociovány s PTK skupiny Src. Signalizací přes tento BCR komplex dostává B-lymfocyt signály vedoucí 

např. k diferenciaci do stádia plazmatické buňky. 

Povrchově vázaný IgM se na povrchu B-lymfocytu objevuje od stádia pre-B-lymfocytů, kdy jeho 

expresí se buňka stává nezralým B-lymfocytem [Hořejší et al., 2013]. 

3.2.3 Regulace B-lymfocytárního vývoje 

Centrální a periferní vývoj B-lymfocytů je mnohostupňový proces. Aby byl zabezpečen jeho správný 

průběh, musí být celý proces regulován různými mechanismy a faktory. Níže jsou uvedeny transkripční 

faktory a některé mikroRNA, které se podílí na regulaci těchto procesů. 

3.2.3.1 Regulace vývoje B-lymfocytů pomocí transkripčních faktorů  

Jako transkripční faktory (TF) označujeme proteiny, vázající se na specifická místa na DNA  

 následně tím pak ovlivňující expresi mnoha genů. Výsledná aktivace nebo případně inaktivace pomocí 

TF je ovlivněna řadou intracelulární a extracelulárních faktorů (např. signalizace přes membránový 

receptor) [Alberts et al., 1998]. 

Při vývoji B-lymfocytů se uplatňuje řada TF, které svoji vzájemnou kooperací ovlivňují procesy 

vývoje B-lymfocytů od stádia HSC, přes stádia časného a periferního vývoje až k terminálnímu stádiu 

plazmatické buňky [Mansson et al., 2007]. Některé TF jsou produkovány jen ve specifických 

diferenciačních stádiích B-lymfocytárního vývoje. 

Aktivací TF – EBF1, Pax5 a PU.1. dojde k zahájení diferenciace z CLP do B-lymfocytární vývojové linie. 

Aktivace TF EBF1 je zajištěna pomocí dvou transkripčních proteinů E2A a STAT5 [Nutt a Kee, 2007]. TF 

EBF1 dále kooperuje s řadou dalších TF – E2A, Pax5, Sox4 a Bcl11a.Z těchto TF je patrně nejdůležitější 
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Pax5, jelikož se podílí na ustanovení B-lymfocytární identity [Nutt et al., 1998; Roessler et al., 2007]. 

Další důležitým TF je PU.1, je členem rodiny Ets TF a jeho expresi lze detekovat již od stádia 

multipotentní hoprogenitoru až do stádií paměťových B-lymfocytů. Jeho funkce spočívá v interakci 

s proteinem GATA-1, což následně vede k zablokování vstupu multipotentního progenitoru do 

erytrocytární vývojové linie [Scott et al., 1994].  

V procesu diferenciace B-lymfocytů je dále zapojen TF označovaný jako Ikaros, interagující během 

vývoje s TF Helios a Aiolos. K expresi TF Ikaros dochází hlavně ve stádiích pro-B-lymfocytů a pre-B-

lymfocytů. Jeho interakcí s TF PU.1 je negativně ovlivněna exprese signalizačních receptorů Flt3, c-Kit 

a IL-7Rα [Kirstetter et al., 2000]. Pozdější interakce faktoru Ikaros s TF Aiolos je důležitá pro kontrolu 

procesů B-lymfocytární maturace, proliferace a vzniku GC [Morgan et al., 1997]. Samotný Aiolos během 

periferního vývoje B-lymfocytů reguluje signalizaci vedenou prostřednictvím BCR a také vývoj do 

folikulárních B-lymfocytů, nebo B-lymfocytů marginální zóny [Cariappa et al., 2001]. 

Pro přechod ze stádia CLP do stádia pro-B-lymfocytu je nutná účast a spolupráce tří TF – E2A, EBF-

1 a Pax5. 

TF EBF-1 se svou DNA vazebnou doménou váže na DNA, což vede k k reaktivaci genů pro vznik pre-

BCR ve stádiu pro-B-lymfocytu. EBF-1 je důležitý pro správný průběh vývoje B-lymfocytu, pokud dojde 

k deleci genu, kódujícího tento TF, dochází k zastavení B-lymfocytátního vývoje. EBF-1 je  

 rámci sítě TF regulován pomocí TF Pax5 a sám reguluje E2A [O´Riordan a Grosschedl, 1999]. 

TF E2A, je tzv. E-protein, ovlivňující proces D-J přeskupení genových segmentů pro těžký řetězec 

imunoglobulinu. Spolu s EBF-1 regulují expresi pseudo-lehkého imunoglobulinového řetězce  

 proteinů RAG1 a RAG2 [Kwon et al., 2008]. 

Jak už bylo zmíněno výše, TF Pax je jedním z nejdůležitějších TF ve vývoji B-lymfocytů a jeho exprese 

je detekovatelná během celého vývoje od stádia CLP do plazmatických buněk [Zwollo et al., 1999]. 

Funkčně se podílí na regulaci V(D)J rekombinačních procesů a exprese genů pro těžký řetězec  a dále 

kooperuje při aktivaci několika genů – mb-1, CD19, BLNK, které se účastní tzv. Pre-BCR signalizace. 

TF Pax5 se dále podílí na regulaci genů pro regulační a strukturní proteiny, podílející se na adhezi  

 migraci B-lymfocytů, B-lymfocytární antigenní prezentaci, schopnosti vytvářet GC a na regulaci 

transkripce genů zajišťujících expresi adhezivních receptorů [Nutt et al., 1998; Schebesta et al., 2002]. 

Během stádií pro-B-lymfocytů a pre-B-lymfocytů je exprimován TF Lef-1. Lef-1 je členem Wnt dráhy 

a podílí se na proliferaci a diferenciaci B-lymfocytů. Pokud z jakéhokoli důvodu není tento TF 

exprimován během pro-B-lymfocytárního stádia, dochází k apoptotické smrti [Reya et al., 2000]. 
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Během pre-B-lymfocytárního stádia se TF IRF4 a IRF8 podílí na přeskupení genových úseků pro lehký 

řetězec imunoglobulinu [Schebesta et al., 2002]. 

Dalším TF, který je exprimován během stádií pro-B-lymfocytu a pre-B-lymfocytu, je Foxp-1. Podílí 

se na expresi EBF1 a Pax5 a patrně reguluje expresi RAG rekombináz, které se uplatňují během V(D)J 

rekombinačních procesů [Hu et al., 2006]. 

TF NFκB se podílí na stimulaci B-lymfocytů, prostřednictvím signalizace vedené přes pre-BCR  

BCR. Dále se podílí na imunitní reakcích, růstu, diferenciaci a apoptóze B-lymfocytů. Je součástí rodiny 

NFκB/Rel fungující jako regulační TF, jejíž aktivita je dána v závislosti na podjednotkovém složení 

(fungují jako dimery), lokalizaci na úrovni buňky a interakci s inhibitorovými proteiny IκB [Saijo et al., 

2003; Kaisho et al., 2001]. NFκB signální dráhu je možné aktivovat pomocí dvou drah – klasické a 

alternativní. Obě dvě tyto dráhy jsou důležité pro aktivaci proliferace naivních B-lymfocytů na základě 

signalizace vedené přes BCR, CD40 nebo přes TLR4, TLR9 [Ramakrishnan et al., 2004]. 

TF Bcl-6, OBF-1, Oct-1, Oct-2 a IRF8 se podílejí na vzniku GC. Bcl-6 funguje jako protoonkogen  

transkripční represor. Reguluje aktivaci molekul CD69, STAT1 a CD81 a dále se podílí na inhibici 

diferenciace do paměťových B-lymfocytů a plazmatických buněk.  Pokud dojde ke snížení jeho exprese 

nebo přímo deficitu tohoto TF, není možné generovat GC v závislostina T-dependentní odpovědi 

[Fukuda et al., 1997; Kuo et al., 2007].  

OBF-1 se jako transkripční koaktivátor váže na POU-doménu TF Oct-1 a Oct-2, funkčně plní 

důležitou úlohu v rekombinaci genových úseků pro lehký řetězec imunoglobulinu. Oct-2 zabezpečuje 

proliferaci B-lymfocytů po stimulaci LPS a vývoj CD5+ B-lymfocytů [Casselas et al., 2002; Corcoran  

 Carvelas, 1994]. 

Při vývoji folikulárních B-lymfocytů a B-lymfocytů marginální zóny v GC se uplatňuje TF IRF8. Tento 

TF se podílí na regulaci exprese TF Bcl-6, aktivací indukovaná cytidin deaminázy (Aicda, activation-

induced deaminase) a proteinu Mdm2, který se podílí na regulaci proteinu p53 [Klein et al., 2006; Zhou 

et al., 2006]. 

TF Stat5 reguluje izotypový přesmyk genů pro konstantní řetězec imunoglobulinu za pomoci IL-5. 

STAT5 lze rozdělit na dva subtypy – STAT5a a STAT5b, v obou případech je exprimován v centrocytech 

v CG, kde se podílí na izotypovém přesmyku u IgM na IgG1 [Horikawa et al., 2001]. 

TF BAFF funguje jako negativní regulátor AP1/ATF transkripční rodiny, také je zapojen do regulace 

AID a stejně jako STAT5 do procesu izotypového přesmyku [Ise et al., 2011]. 

Paměťové B-lymfocyty potřebují pro dlouhodobé přežívání a proliferaci negativní regulaci TF Bcl-6, 

ta je zabezpečena expresí dvou TF STAT5 a IRF4, které negativně působí na Bcl-6 [Scheeren et al., 2000].  
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Plazmatické buňky pro svůj vývoj vyžadují negativní regulaci TF Bcl6 a Pax5. Jako důležitý regulátor 

Bcl-6 funguje TF Blimp-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein), který ho negativně reguluje, ale 

také negativně reguluje ostatní TF, zapojené do signalizace přes BCR [Vasanwala et al., 2002]. Dalším 

TF, který se podílí na regulaci vývoje plazmatických buněk, je IRF-4 (interferon regulátory factor-4)  

 interaguje s TF PU.1. [Brass et al., 1996]. V sekreční fázi u plazmatických buněk se uplatňuje TF XBP-1 

tak, že se váže na sekvence označované jako X-box v regulační oblasti MHC II gp. [Liou et al., 1990]. 

Posledními identifikovanými TF jsou tzv. BTB-ZF TF, jedná se o zinc-finger rodinu, která je zahrnuta 

do mnoho biologických procesů. Uplatňují se v časném vývoji B-lymfocytů v kostní dřeni, maturaci 

periferních B-lymfocytů a ve specializaci do efektorových buněk. Počet těchto TF v současné době 

neustále narůstá [Chevrier a Corcoran, 2014]. 

3.2.3.2 Regulace vývoje B-lymfocytů pomocí mikroRNA 

MikroRNA (miRNA) jsou krátké úseky molekuly RNA, které slouží jako post-transkripční negativní 

regulátory genové exprese. Funkčně se zapojují do mnoha procesů v organismu. Fyziologicky se podílí 

např. na vývoji a regulaci imunitní odpovědi. Ovšem ovlivňují i řadu fyziologických a patologických 

procesů zahrnující rakovinové a autoimunitní procesy. Jejich funkce spočívá v tom, že podporují rozklad 

nebo translační blok cílové mRNA. 

MiRNA se také podílí na procesu vývoje B-lymfocytů a to jak na úrovni centrálního vývoje, tak na 

úrovni periferního vývoje. Je nutno podotknout, že na vývoji B-lymfocytů se podílí mnoho miRNA, níže 

budou uvedeny pouze některé z nich [Yébenes et al, 2013]. 

Velmi významnou roli při časném vývoji B-lymfocytů hraje miR-17-92. Na základě pozorování na 

knock-out myších pro tuto miRNA se ukázalo, že v nepřítomnosti miR-17-92 dochází k zablokování 

kontrolního bodu během přechodu z pro-B-lymfocytů na pre-B-lymfocyt. MiR-19-92 patrně ovlivňuje 

expresi pro-apoptotického genu Bim a tumor supresorového genu PTEN. Opětovně na základě 

pozorování u miR-19-72 knock-out myší byla zjištěna výrazná up-regulace exprese genu Bim a stejně 

tak byla pozorována významná down-regulace exprese genů Bim a PTEN u myší s nadměrnou expresí 

této miRNA. MiR-17-82 se významně podílí na regulaci Bim-indukované apoptózy, ke které může dojít 

v B buněčném časném vývojovém stádiu [Koralov et al., 2008; Ventura et al., 2008]. 

MiR-150 vykazuje pleiotropní efekt, uplatňuje se také při přechodu z pro-B-lymfocytu do pre-B-

lymfocytu.  Tato miRNA ovlivňuje expresi genu c-Myb, což je transkripční faktor, jehož aktivace vede 

již k výše zmíněnému zablokování přechodu z jednoho vývojového stádia do druhého, popř. ke snížení 

konvenčních folikulárních B-lymfocytů a tzv. B1-lymfocytů, které se podílejí na produkci vrozených 

protilátek [Montecino-Rodriguez a Dorshkind, 2012; Martin a Kearney, 2001; Thomas et al., 2005]. 
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Bylo prokázáno, že miR-150 se funkčně uplatňuje také u zralých B-lymfocytů. Během časných 

vývojových stádií B-lymfocytů je její hladina v buňce nízká, svého vrcholu však dosahuje ve zralých B-

lymfoytech a následně opět klesá poté, co dojde k  aktivaci B lymfocytů. Knock-out myši pro miR-150 

mají sníženou sekreci protilátek během T-dependentní reakce. Patrně v důsledku toho, že dochází ke 

zvýšené expresi c-Myb v buňkách lokalizovaných v GC. To je v souhlasu se zvýšenou expresí proteinu 

Bcl-2 (antiapototický, zabezpečuje přežívání buňky), popř. sníženou apoptózou u aktivovaných miR-

150-/- buňkách po reakci na prokřížení IgM molekul [Xiao et al., 2007]. 

MiR-155 je důležitá pro reakce v GC a vyskytuje se v paměťových B-lymfocytech. Pokud myši nesou 

deficit pro miR-155 ve svých maturovaných B-lymfocytech, je u nich pozorovaná snížená humorální 

odpověď po imunizaci, redukované množství buněk v GC a snížené množství sekretovaných izotypově 

přepnutých imunoglobulinů. Naopak u myší, které mají v maturovaných B-lymfocytech nadprodukci 

této miRNA je stav opačný: zvýšený počet buněk v GC a dochází k sekreci většího množství antigenně 

specifických protilátek při T-dependentní imunizaci [Thai et al., 2007].  

Další důležitou miRNA, uplatňující se při periferním vývoji, je miR-125b. Tato molekula přímo 

ovlivňuje dva TF, které se uplatňují v post-GC vývoji plazmatických buněk – BLIMP-1 and IRF4. Patrně 

se podílí na B-lymfocytární diverzifikaci buněk vycházejících z GC tím, že omezuje předčasnou 

diferenciaci B-lymfocytů do stádia plazmatických buněk. Nadměrná exprese miR-125b  vede k inhibici 

diferenciace do stádia zralé plazmatické buňky a současně také sekrece protilátek plazmatickými 

buňkami v invitro pokusech [Gururajan et al., 2010]. 

3.3 Vybrané patologické stavy 

3.3.1 Revmatoidní artritida 

Revmatoidní artritida (RA) je nejčastější autozánětlivé, chronické kloubní onemocnění, projevující 

se bolestivostí, ztuhlostí a otoky kloubů v důsledku synoviálního zánětu (synovitis) a výpotku uvnitř 

kloubu. V porovnání s ostatními artritickými onemocněními je pro RA charakteristická proliferace 

synoviální tkáně, která může infiltrovat chrupavku a kostní tkáň kloubu. Takto vzniklý útvar se nazývá 

pannus [Gabriel, 2001; Choi et al., 2002]. 

RA se vyskytuje častěji u ženské populace v porovnání s mužskou populací, patrně v důsledku 

hormonálních vlivů, hrajících roli v procesu vzniku onemocnění. RA se vyskytuje ve vyspělých zemích 

v rozmezí 0,5 % - 1%, s incidencí 5 až 50 postižených osob na 100 000 dospělých v závislosti na věku 

(prevalence je větší u žen starších 65 let) [Felson et al., 1995; Aletaah et al., 2005]. Na rozvoji RA se 

podílí jak environmentální vlivy vnějšího prostředí, tak i vlivy genetické. 
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Nejdůležitějším environmentálním faktorem je kouření, dvojnásobně zvyšující riziko vzniku RA (týká 

se pouze pacientů s pozitivitou na autoprotilátky proti citrulinovaným proteinům, ACPA). Jako ostatní 

faktory jsou považovány konzumace kávy a alkoholu, antikoncepce a nízký socioekonomický komfort 

[Morgan et al., 2009; Liao et al., 2009]. 

Zhruba z 50 % se RA vyvíjí na základě genetických faktorů. Pomocí SNP (single nucleotide 

polymorphism) čipů jsou nalézány stále nové lokusy specifické pro RA. V současné době se jejich počet 

pohybuje v evropské populaci okolo 46 lokusů. Tyto lokusy lze pak rozdělit na několik skupin: HLA-

geny, zahrnující např. HLADRB1 nebo non-HLA geny, zahrnující PTPN22 anebo polymorfizmy v genech 

kódujících cytokiny a jejich receptory, týkající se např. IL-6R [Eyre et al., 2012].  

RA jako autoimunitní onemocnění v séru pacientů obsahuje několik druhů autoprotilátek. Nejčastěji 

se vyskytují dvě autoprotilátky – revmatoidní factor (RF) a autoprotilátky proti citrulinovaným 

proteinům (ACPA). RF jsou auto protilátky ve třídě IgA a IgM, namířené proti Fc fragment IgG. Ukazuje 

se, že mnoho ACPA pozitivních pacientů není vždy pozitivní na RF, znamená to, že RF je více specifický 

a senzitivnější pro diagnostiku RA a také poskytu je lepší obraz na případnou predikci dalšího vývoje 

stavu pacienta (např. progrese kloubního poškození) [van der Linden et al., 2009]. 

Dále je možné v séru nalézt tyto autoprotilátky: proti kolagenu typu II, glukózo-6-fosfát izomeráze 

(GPI), lidskému chrupavkovému glykoproteinu 39, RA3/heterogennímu nukleárnímu riboproteinu 

(hnRNP) A2, imunoglobulin vazebnému protein (BiP), karbamilovaným proteinům (anti-CarP), peptidyl 

argininové deimináze (PAD), histonům, Porphyromonas gingivalis – derivované enoláze, 

Porphyromonas gingivalis – derivovaným PAD [Bugatti et al., 2014]. 

Bylo prokázáno, že u RA se uplatňuje několik kaskád prozánětlivých cytokinů, iniciujících a 

perpetujících chronický synoviální zánět a poškození kloubní chrupavky. 

Patrně nejdůležitější je kaskáda vedocí k nad produkci TNF-α (tumor necrosis factor alfa, faktor 

nekrotizující tumory alfa), která vyvolává jak vznik zánětu v synovii, tak kloubní poškození. 

Nadprodukce TNF je způsobená interakcí buněk, vyskytujících se v místě zánětu – T a B-lymfocytů, 

makrofágům, fibroblastům a makrofágům podobných synoviocytů (FLS a MLS). TNF-α pak následně 

nadprodukcí dalších cytokine např. IL-6, který se též podílí na zánětlivém procesu a kloubním 

poškození. Stejně tak další důležitým prozánětlivým cytokinem je IL-1 [van Oosterhout et al., 2008; 

Choy et al., 2002]. IL-6 je aktivován působením TNF-α a IL-1 a zodpovědna za indukci patogenních 

procesů u RA, např. indukuje tvorbu autoprotilátek u B-lymfocytů, aktivuje T-lymfocyty, makrofágy a 

osteoklasty a stimuluje produkci matrix metaloproteináz, cožkoreluje s následným kloubním 

poškozením [Nishimoto et al., 2003; Müller-Ladner et al, 1996; Tolboom et al., 2002]. Navíc se ukazuje, 

že aktivované osteoklasty se významně podílí na erozi kostí. Po specifické inhibici osteoklastů, došlo  
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k poklesu rozsahu kostního poškození [Cohen et al., 2008]. Synoviální FLS mohou též produkovat matrix 

metaloproteinázy volně do synoviální tekutiny, kde se stejně jako v předešlém případě podílí na 

poškození kosti a chrupavky [Pap et al., 2003]. 

Etiologie onemocnění je v současné době stále neznámá, ale ukazuje se, že velké množství různých 

buněk vstupuje do synovie pod vlivem aktivovaných endotelových buněk, exprimujících na svém 

povrchu řadu adhezivních molekul. DC exprimíjí receptory (např. TLR) schopné rozpoznávat cizí nebo 

tělu vlastní antigeny. Rozpoznání daného antigen vede k jejich aktivaci a následně také  

k aktivaci adaptabilních imunitních procesů [Smolen et al., 2007].  

3.3.2 Anyklozující spondylitida 

Ankylozující spondylitida (AS) známá také jako morbus Bechterevi (Bechtěrevova nemoc 

pojmenovaná podle ruského neurologa Vladimira Bechtěreva) je chronické zánětlivé onemocnění 

postihující páteřní obratle. Vyskytuje se až u 1 % populace, 2-3x častěji postihuje muže než ženy 

[Jiménez-Balderas a Mintz, 1993]. 

První příznaky se většinou objeví mezi 18. a 30. rokem života. Mezi příznaky patří chronická bolest 

a ztuhlost v dolní části páteře, často objevuje v místě skloubení křížové kosti s pánví (tzv. sakroiliakální 

skloubení). Páteř se postupně stává stále méně ohebná, dostavuje se  se bolest hrudníku, chronická 

těžká únava. Asi 40 % případů AS je spojeno se zánětem oční duhovky  

a řasnatého tělíska (iridocyklitidou) a citlivostí na světlo (fotofobií). Dále se připojuje zánět kloubů, 

plicní fibróza (zvýšená tvorba vaziva v plicích) nebo odlučování nehtů od nehtového lůžka (onycholýza) 

a otoky velkých kloubů na končetinách, především kolen. Hlavním příčinou znehybnění páteřní oblasti 

je osifikace meziobratlových plotének, které vede k vytvoření tzv. marginálních syndesmofytů mezi 

přilehlými obratly. Choroba je doprovázebna enetsitidami (zánětem šlach). Od prvních příznaků 

nemoci (obvykle pacienty neřešených) do diagnózy uplyne 8,5- 11,4 let [Jiménez-Balderas a Mintz, 

1993]. Přesná příčina AS není stále jasná, avšak známa asociace mezi výskytem nemoci a přítomností 

antigenuHLA-B27. Asi 90 % pacientů s AS je pozitivní na HLA-B27 a u osob s tímto antigenem je 

pravděpodobnost onemocnění až 300krát vyšší oproti osobám, které jsou HLA- B27 negativní 

[Feldtkeller et al., 2003] 

AS není dědičné onemocnění v pravém slova smyslu, avšak v jejím rozvoji dědičnost určitou roli 

hraje. Vyskytuje-li se blízkých příbuzných (rodiče, prarodiče, sourozenci), existuje vyšší riziko tohoto 

vzniku této nemoci. 

Farmakologická léčba zahrnuje různé léky počínaje nesteroidními antirevmatiky, přes 

imunosupresivní léky a kortikoidy po tzv. biologickou léčbu (např. anti-TNF preparáty). Etiopatogeneze 

AS není plně známa, avšak do procesu vzniku choroby jsou zapojeny TNF a IL-1. Ačkoli AS-specifické 
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autoprotilátky nebyly identifikovány, v sérech pacientů jsou detekovatelné anti-neurtofilní 

cytoplasmatické protilátky (ANCA) [Loch tet al., 2009]. 

3.3.3 Kolorektální karcinom 

Kolorektální karcinom (CRC, colorectal carcinoma) je třetí nejčastěji se vykytující nádorové 

onemocnění po karcinomu prostaty a plic/bronchů u mužů a karcinomu prsu a plic/bronchů u žen. 

Jedná se o nejčastější malignitu gastrointenestinálního traktu vůbec [Siegel et al., 2011]. 

V 90 % případů je po histologické stránce CRC diagnostikován jako adenokarcinom (žlázového 

původu) vzniklý z epiteliálních buněk z kolorektální mukózy. Zbylých 10 % tvoří spíše raritní typy, 

vznikající z neuroendokrinních, skvamózních a jiných buněk, nalézány jsou také tzv. nediferencované 

karcinomy [Hamilton et al., 2010; Compton et al, 1999]. 

Příznaky CRC jsou v časných fázích onemocnění špatně rozpoznatelné, proto toto onemocněníčasto 

uniká pozornosti. Příznaky jsou pozorovatelné až od pokročilých stádií a odvíjí se od jejich lokalizace ve 

střevě a typu expanse nádoru (extraluminální vs. intraluminální). Příznaky se však dají shrnout jako 

pocit diskomfortu, nadměrná plynatost, neurčitý tlak v břiše, makroskopicky se objevuje krev ve stolici. 

V pozdních stádiích se objevuje břišní resistence, obstrukce střev. Jsou popsané také případy, kdy se 

objevují jen obecné známky nádorového onemocnění jako např. nechutenství, váhový úbytek, celková 

slabost, kachektizace, anémie a další [Lukáš et al, 2007]. 

Rozdílná incidence ve světě poukazuje patrně na vliv zevních faktorů (zvláště vlivu přijímané 

potravy). Na druhou stranu častější výskyt CRC u některých rodin ukazuje genetický vliv onemocnění. 

 Sporadické CRC (tzn. bez významné rodinné anamnézy) tvoří 70% , dalších 25% případů CRC je 

pozitivní rodinná anamnéza a označujeme je za familierní a zbylých 5% tvoří CRC na podkladě již 

existujícího onemocnění, včetně známého přenosu z generace na generaci. Mezi geneticky podmíněné 

CRC patří Lynchův syndrom a familierní polypóza. 

Ze zevních faktorů podílejících se na onemocnění lze jmenovat vliv přijímané potravy. Protektivně 

působí zvláště zvýšený příjem vlákniny, zeleniny a ovoce. Naopak kancerogenně působí zvýšený příjem 

masa a omega-6-polynenasicených mastných kyselin a nedostatkem některých vitaminů  

a stopových prvků. Značný negativní vliv má i obezita, hyperglykemie, hyperinzulinemie a snížená 

fyzická aktivita. Riziko vzniku CRC zvyšují také kouření a příjem alkoholu. Výše uvedené faktory jsou 

považovány za vnější, vnitřními faktory rozumíme věk, jelikož u 90 % nemocných se CRC objevuje po 

50. roku života (je možnost diagnostikovat CRC i v mladším věku, zde se téměř vždy jedná o familiérní 

formu CRC). Dalším důležitým faktorem je rodinná anamnéza (u příbuzných 1. stupně se riziko zvětšuje 

2x – 6x). Zvýšené riziko CRC mají též pacienti poštižení Crohnovou chorobou a ulcerózní kolitidou [Lukáš 

et al., 2007]. 
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CRC je ideálním příkladem vícekrokového procesu vedoucího ke vzniku invazivního karcinomu. 

Změny uplatňující se při tomto procesu mohou být vrozené nebo získané. Základní model vzniku CRC 

přinesli Fearon a Vogelstein, kteří nastínili čtyři kroky vedoucí od počátečního adenomu až ke vzniku 

karcinomu. V prvním kroku dochází k inaktivaci tumor supresorového genu APC, vedoucí ke vzniku 

adenomu.  Ve druhém kroku dochází k mutaci genu pro K-ras, který podporuje adenomatózní růst. 

Třetí krok zahrnuje genetické změny na q-raménku 18 chromozomu s bialelickou ztrátou dovolující 

progresi a poslední čtvrtý krok vede k inaktivaci tumor supresorového genu p53, který následně spouští 

závěrečnou fázi přechodu na karcinom [Fearon a Vogelstein, 1990; Boland a Goel, 2010]. Mutace jsou 

také nalézány u tzv. opravných genů – mismatch repair genů (např. u MLH1 a MSH2  

a dalších) [Goel et al., 2007]. 

V současné době jsou však získávány stále novější informace o procesu vzniku CRC a je nutné tento 

model aktualizovat. 

Ukazuje se, že CRC je patrně indukován prostřednictvím tzv. cancer-initiating stem cell (rakovinu 

iniciující kmenovou buňkou), mající schopnost sebeobnovy a generování diferencovaných buněk. Tyto 

buňky získávají mutaci v APC osidlující krypty s mutovanými buňkami [Pino et al., 2010].  

Dnes se ukazuje, že proces karcinogeneze je způsoben nerovnováhou mezi vznikem mutací  

a kontrolními mechanismy buněčného cyklu. Dlouhodobá absence kontroly vzniku mutací se označuje 

jako genomová instabilita. Ke vzniku genomové instability vedou tři dráhy. Nejprve se jedná se o 

chromozomovou nestabilitu, potom o mikrosatelitovou nestabilitu a nakonec o tzv. CpG ostrůvkový 

metylační fenotyp [Ogino et al., 2010].  

CRC vzniká z tzv. prekurzorové léze, což může být adenom nezhoubný nádor pocházející ze 

žlázového epitelu, nebo dysplazie a dochází k tvorbě polypů. Odstranění adenomatózních polypů 

výrazně snižuje riziko CRC [Winawer et al., 1993]. 

Výskyt adenomatózních polypů vzrůstá s věkem a to zvláště od 5. dekády. Ne všechny polypy se 

maligně přemění a můžeme je rozdělit na přilehlé a stopkaté. Je možné je definovat jako klonální léze, 

obsahující určité množství slabě dysplastických buněk [Shih et al., 2001]. Polypy jsou v základě 

rozdělovány na tři druhy: tubulární, tubulovilózní a vilózní. To, zda se z adenomatózního polypu vyvine 

pokročilý adenom a větším rizikem maligního zvrtnutí, záleží na mnoha různých faktorech. Velké 

rizikomaligního zvrtnutí vykazují polypy o velikosti větší než 1 cm, vilózního typu a s velkou mírou 

dysplázie [Heitman et al, 2007]. 

3.3.4 Karcinom žaludku 

Karcinom žaludku (gastric cancer, GC), přesněji adenokarcinom žaludku je nádorové onemocnění 

postihující stěny žaludku. V současnosti představuje čtvrtou nejčastější příčinou úmrtí na rakovinu 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Rakovina
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDaludek
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v evropské populaci a je druhým nejčastějším maligním onemocněním celosvětově [Parkin et al., 2005; 

Lozano et al., 2012]. Vznik choroby je ovlivňován komplexní interakcí mezi bakteriemi, prostředím, 

genetickými dispozicemi hostitele a molekulárními mechanismy, jedná se o složitý mnohastupňový 

proces s několika zřetelně odlišitelnými histologickými a patofyziologickými fázemi. 

Během vývoje GC dochází nejprve k zánětu a přes atrofickou gastritidu, intestinální metaplázii  

a dysplázii vznikne vlastní adenokarcinom. V klasifikaci podle Laurena se rozlišují dva typy karcinomů 

žaludku: difúzní (silně invazivní, obvykle spojený s nepříznivou prognózou, jeho etiologie není příliš 

známá) a intestinální (má dobře rozpoznatelné fáze vývoje, nádorové buňky se formují do podoby 

funkčních žláz gastrointestinálního traktu) [Lauren et al., 1965].  

Jak již bylo uvedeno, rozvoj GC má celkem dobře zřetelná stádia, která lze prokázat například 

histologicky – tzv. Correova [Correo et al., 2010] cesta patogeneze. Vývoj směřuje od histologicky zcela 

normální žaludeční stěny přes akutní zánět (infiltrace mukózy a submukózy lymfocyty, pozorovatelná 

ložiska polymorfonukleárů, mírné defekty sliznice a edém), chronický zánět (výrazné slizniční defekty, 

rozšíření žláz a mineralizace), atrofickou gastritidu (ložisková fibróza, kompletní ztráta parietálních a 

hlavních buněk), intestinální metaplázii (prodloužení buněk a produkce mucinů) a dysplázii (vysoký 

stupneň glandulární dysplázie charakterizované nepravidelným tvarem a velikostí, záhyby, větvením a 

tvorbou pili v epitelu) až k adenokarcinomu (intraepiteliální neoplázie s invazí do sliznice) s případnou 

metastatickou diseminací. 

Také v případě GC je používána ke stanovení jeho stádia a pokročilosti tzv. TNM klasifikace: T1 – 

ohraničen na sliznici a submukózu; T2 – proniká přes muscularis propria;  T3 – proniká serózou; T4 – 

invaze do okolních struktur; N1 – 1–6 regionálních uzlin (perigastrické, hepatoduodenální); N2 – 7–15 

regionálních uzlin; N3 – více jak 15 regionálních uzlin; M1 – přítomnost vzdálených metastáz 

(neregionální uzliny – supraklavikulární, játra, plíce, kosti, mozek aj.). 

Kritický stimul představuje infekce žaludku bakterií Helikobacter pylori (H. pylori), který indukuje 

prostřednictvím TLR4 expresi transkripčního faktoru NFκB spouštějícího zánětlivou odpověď buněk 

žaludeční stěny produkci prozánětlivých cytokinů [Hatakeyama et al., 2005]. Role H. pylori v genezi GC 

dokládá fakt, že jeho eradikace vede nejen k zástavě patologické změny stěny žaludku, ale může dojít 

ke zvratu atrofie a obnovení normální architektury žaludeční stěny (Ford et al., 2014). Příspěvek 

imunitního systému k patogenezi GC dokládá experiment, kdy infekce myší postrádajících T a B-

lymfocyty bakterií nevedla ke změnám žaludeční sliznice. Pokud byly myši zbaveny pouze B lymfocytů, 

ale nesly T-lymfocyty, infekce H. pylori způsobila závažnou atrofii a metaplázii sliznice podpořené 

především Th1 buňkami [González et al., 2013; Fox a Wang, 2007; Smith et al., 2006].  
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Molekulární mechanismy vzniku GC zahrnují mutace protoonkogenů (c-met, c-erbB2), tumor 

supresorových genů (APC, p53, rodina RUNX), genů pro adhezivní molekuly (CD44, E-kadherin)  

a proteiny kontrolujících buněčný cyklus (cyklin E, p27, E2F) [Brooks-Wilson et al., 2004; Smith et al., 

2006]. 

Další genové alterace byly popsány v mikrosatelitních oblastech, zapříčiněné mutacemi v tzv. 

mismatch-repair genech. Tyto faktory vedou ke karcinogenezi prostřednictvím zvýšené proliferace 

buněk, poruchy opravných mechanismů DNA buňky a nekontrolovaného růstu [Smith et al., 2006]. 

3.3.5 Karcinom slinivky břišní (pankreatu) 

Karcinom pankreatu (pancreatic cancer, PC), přesněji adenokarcinom pankreatu je maligní 

onemocnění (nejčastěji solidní adenokarcinom) exokrinní části pankreatu. Tato forma představuje 95% 

všech malignit slinivky, méně než 5 % je zastoupeno cystickými tumory [Zavoral et al., 2005]. Většina 

typů PC je odvozována z epitelu pankreatických vývodů, asi jedno procento vychází z buněk acinů.   

Incidence v populaci se stále zvyšuje, což je fakt zatím bez uspokojivého vysvětlení. Nemoc je spojená 

s vysokou mortalitou, a to i v případech časného zjištění malignity.  PC postihuje o něco častěji muže 

než ženy a z hlediska úmrtnosti se v posledních letech začíná řadit na 4. místo (po plicních nádorech, 

kolorektálním karcinomu a karcinomu prsu). Pěti let od stanovení diagnózy se dožije pouze 4 % 

nemocných, přičemž většina se nedožije ani jednoho roku, zejména díky vysoce invasivní povaze 

choroby spojené s metastázemi do nervů, žlučovodů, duodena, cév, peritonea  

a jater [Furukawa, 2008]. 

Je to dáno absencí biomarkeru dovolujícího časnou diagnózu. Nejvýznamnější rizikový faktor 

představuje věk. Zatímco ve věku do 30 let je onemocnění spíše raritní, po 30. roce jeho incidence PC 

prudce stoupá a vrcholu dosahuje v sedmé a osmé dekádě života. Dietetické návyky pak představují 

významný vnější rizikový faktor vzniku choroby, jedná se zejména o abusus alkoholu indukujícího 

chronickou pankreatitidu, kouření spojené s až trojnásobným zvýšením rizika vzniku GC 

(prostřednictvím přímého účinku N-nitros-aminů tabákového kouře na cílové buňky). Dále pak 

negativně působí vysoký příjem masa, cholesterolu a smažených pokrmů [Zavoral et al., 2005]. 

Z vnitřních rizikových faktorů lze jmenovat především chronickou pankreatitidu, která indukuje  

v tkáni zánět a současně hojivý process, během něhož jsou poškozené buňky vystaveny působení 

cytokinů a růstových faktorů produkovaných aktivovanými makrofágy (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8, EGF, 

PDGF, TGF-β). Ty podporují buněčnou proliferaci, angiogenezi, inhibici apoptózy prostřednictvím 

aktivovaného NF-κB a stimulaci tvorby reaktivních forem oxidů dusíku. Reaktivní formy kyslíku  

a dusíku produkované neutrofily pak zodpovídají za strukturní defekty DNA. Osoby s chronickým 

zánětem slinivky mají až 16× vyšší riziko vzniku karcinomu pankreatu oproti zdravé populaci, přičemž 
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časová prodleva mezi stanovením diagnózy chronické pankreatitidy a karcinomem pankreatu je 6–13 

let (přitěžujícím faktorem délka trvání chronického zánětu). Dalšími faktory zvyšujícími riziko rozvoje 

PC je diabetes mellitus 2. typu, autosomálně dominantní hereditární pankreatitida nebo jiná dědičná 

onemocnění (Li Fraumeni syndrom – mutace v genu p53 nebo Lynchův syndrom – mutace v mismatch 

repair genech) [Zavoral et al., 2005].  

Karcinom pankreatu je na základě molekulárně biologických studií primárně genetické onemocnění. 

Podobně jako u CRC a GC i zde se jedná o vícestupňový proces, v němž dochází ke kumulativnímu 

efektu získaných mutací v kódujících i regulačních genech, změn ploidity, genové amplifikace, 

strukturálních přestaveb, delecí nebo ztráta heterozygozity.  Nejčastěji se mutace vyskytují v 

protoonkogenech K-ras, HER2/neu a tumor supresorových genech p16, p53, BRCA2  

a DPC4/SMAD4. Aby se poškození genu projevilo, platí obecné pravidlo, že u protoonkogenů stačí 

mutace pouze jedné ze dvou kopií genu, a u tumor supresorových genů musí dojít k poškození obou 

kopií genu [Furukawa, 2008]. 

3.3.6 Mnohočetný myelom 

Mnohočetný myelom (MM), někdy označovaný jako Kahlerova nemoc (po Otto Kahlerovi), je 

maligní nádorové onemocnění postihující plazmatické buňky [Raab et al., 2009]. Ty se pak se shlukují 

v kostech, kde způsobují léze s asociované s patologickými zlomeninami, a v kostní dřeni, kde narušují 

normální hematopoiezu a indukují tvorbu osteolytických ložisek. MM představuje druhou nejčastější 

hematologickou malignitou (13 %) a tvoří 1 % všech nádorových onemocnění. Jeho incidence se 

pohybuje v rozmezí 1 až 4 pacienti na 100 000 obyvatel za rok. Vyskytuje se častěji u mužů  

a z neznámých důvodů je u Afroameričanů dvakrát častější než u bílých Američanů. Obvyklá prognóza 

bývá 3 až 4 roky, případně až 5 až 7 let při pokročilé léčbě [Raab et al., 2009]. Ve většině případů 

pacientů s MM dochází k produkci monoklonálního paraproteinu, který se následně hromadí 

v ledvinách. V nich narušuje renální tkáň a zhoršuje filtrační renální schopnost s efektem sníženého 

vylučování odpadních látek a dochází k vývoji tzv. myelomové ledviny. Obecně paraprotein může být 

jakéhokoli izotypu, ale převažují paraproteiny izotypu IgG. Dalším projevem je hyperkalcemie  

a proteinurie a v moči lze se objevuje Bence-Jonesova bílkovina [Raab et al., 2009]. 

Diagnostika MM je prováděna pomocí krevních testů (např. elektroforéza bílkovin), 

mikroskopického vyšetření kostní dřeně (biopsie kostní dřeně) a rentgenem běžně zasažených kostí. 

Jde o v zásadě nevyléčitelnou nemoc, může však dojít k remisi v důsledku protinádorové léčby 

(steroidy, chemoterapie, thalidomid, leanlinomid, bortezomid, ozařování a transplantace kostní dřeně) 

[Raab et al., 2009]. Stádia nemoci jsou stanovována podle tzv. ISS systému (the International Staging 

System for Myeloma) vypracovaného mezinárodní myelomovou pracovní skupinou (International 
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Myeloma Working Group): stádium I -β2 microglobulin (β2M) < 3,5 mg/L, albumin  

≥ 3,5 g/dL; stádium II - β2M < 3,5 mg/L a albumin < 3,5 g/dL; nebo β2M 3,5–5,5 mg/L;  stádium III -  

β2M ≥ 5,5 mg/L [Greipp et al., 2005]. 

MM je spojen s častým výskytem chromozomálních translokací mezi genem pro těžký řetězec 

imunoglobulinu na chromozomu 14 a onkogenem na ostatních chromozomech často 11q13, 4p16.3, 

6p21, 16q23 a 20q11) [Kyle a Rajkumar, 2004]. Onkogeny obvykle nesou mutaci způsobující jejich 

dysregulaci a tím dochází také k nepřiměřené aktivaci genu pro těžký řetězec Ig, který se do blízkosti 

onkogenu dostal právě díky translokaci. Imunoglobulin, za normálních okolností produkovaný  

 sekretovaný pod velmi stringentní kontrolou, je nyní produkován naprosto nekontrolovaně  

velkých množstvích.  Translokace posihující Ig lokus jsou pozorovány v 50% všech případů MM [Kyle  

 Rajkumar, 2004]. Další vlastností plasmatických buněk u MM je zvýšená produkce IL-6, který je 

příčinou lokálních kostních abnormalit (osteoporóza a patologické zlomeniny) [Tricot, 2000]. 

3.3.7 Myelodysplastický syndrom 

Myelodysplastický syndrom (MDS) je hematologické onemocnění postihující kmenové krvetvorné 

buňky. Dochází k poruše krvetvorby a ke vzniku patologického klonu buněk jedné nebo více krevních 

řad, později se do periferní krve vyplavují blasty [Greenberg et al. 1997]. 

K symptomům patří cytopenie, kostní dřeň je naopak normo- nebo hypercelulární se známkami 

dysplazie. V kostní dřeni lze nalézt morfologicky změněné buňky, blasty a sideroblasty. Dalšími projevy 

jsou anemie, leukocytopenie, trombocytopenie a nadbytek železa, s čímž jsou spojeny únava, bledost, 

dušnost, časté infekce a krvácivost. V pozdní fázi může MDS přejít do akutní myeloidní leukemie (AML), 

těžké neutropenie nebo trombocytopenie. Incidence MDS je asi 4,5 nemocných na 100 tisíc obyvatel, 

výskyt nemocných stoupá u osob nad 60 let [Greenberg et al. (1997]. Prognóza  

pacientů s MDS je různá, průměrná doba přežití je 2 roky. Negativními prognostickými faktory je vysoký 

počet cirkulujících blastů (s více jak 20 % blastů jsou pacienti řazeni k pacientům s AML), dysplazie 

všech tří řad (leukocyty, lymfocyty a trombocyty), komplexní změny karyotypu  

abnormality 7. chromosomu a delece dlouhého raménka 5. chromozomu [Gondek et al., 2008; Van 

den Berghe et al., 1974]. Nejčastějšími příčinami morbidity a mortality u pacientů s MDS jsou: přechod 

do AML a kardiologické onemocnění.  Etiopatogeneze MDS není objasněna, avšak pravděpodobnou 

příčinou MDS budou mutace v multipotentní kmenové buňce v kostní dřeni, ale specifické defekty 

nebyly identifikovány. Diferenciace krevních prekurzorových buněk je narušena, v kostní dřeni lze 

pozorovat významné zvýšení apoptotických buněk a následná klonální expanze abnormálních buněk 

vede k tvorbě buněčných stádií neschopných další diferenciace.  

http://en.wikipedia.org/wiki/International_Myeloma_Working_Group
http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-2_microglobulin
http://en.wikipedia.org/wiki/Serum_albumin
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fyziologick%C3%A9_hodnoty_krevn%C3%ADch_element%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fyziologick%C3%A9_hodnoty_krevn%C3%ADch_element%C5%AF
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Kostn%C3%AD_d%C5%99e%C5%88
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Dysplazie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/%C5%BDelezo
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Akutn%C3%AD_myeloidn%C3%AD_leukemie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Neutropenie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Trombocytopenie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Incidence
http://www.wikiskripta.eu/index.php/AML
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Karyotyp
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Morbidita
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Mortalita
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3.3.8 Aplastická anemie 

Aplastická anémie (AA) neboli dřeňový útlum je označení pro anémii charakterizovanou 

nedostatečnou tvorbou krevních buněk, která vede k úbytku všech krevních elementů (pancytopenie) 

– od červených krvinek (anemie), bílých krvinek (leukopenie) až po krevní destičky (trombocytopenie). 

Termín aplastická znamená, že navíc tyto typy buněk nejsou schopny dále maturovat. Příčinou AA je 

porucha kmenové buňky, která je prekurzorem pro všechny tři druhy krvinek a která vinou poškození 

zanikne (Desmond et al., 2014). Incidence  AA v ČR je kolem 0,2/100 000 za 1 rok. Aplastické anémie 

mohou být vrozené nebo získané. 

Těžký stupeň aplastické anémie je definován jako: pokles buněčnosti dřeně pod 30 % při současném 

chybění fibrózy; přítomností alespoň kritérií cytopenie v obvodové krvi; počet retikulocytů<0,1 % 

(počet neutrofilních segmentů <0,5×10˄9/l, počet trombocytů<20×10˄9/l). Nemoc je léčena pomocí 

imunospuprese (cyklosporin A, kortikosteroidy, antithymocytární globulin) nebo alogenní 

transplantace [Locasciulli et al, 2007]. V klinické praxi se lze často setkat s pacienty,  

nichž se oba syndromy, MDS a AA překrývají a jde o tzv. „overlap“ MDS/AA syndrom. 

3.4 PRŮTOKOVÁ CYTOMETRIE 

Průtoková cytometrie je metoda, sloužící k dělení buněk na jednotlivé subpopulace na základě 

fluorescenčního značení a rozptylových charakteristik. Před samotnou analýzou na průtokovém 

cytometru  je nutné buňky nejprve označit fluorescenčně značenými protilátkami cílenými proti 

jednotlivým buněčným markerům, které dovolují buňky třídit do jednotlivých subpopulací.  

Průtokový cytometr je přístroj, který sestává z několika okruhů. Jednotlivé okruhy budou níže 

podrobněji popsány [Shapiro, 2002]. 

3.4.1 Fluidika 

Fluidika je jednou z nejzákladnějších částí průtokového cytometru. Poté, co je vzorek nasán do 

průtokového cytometru, jsou částice náhodně rozptýleny v prostoru. Aby bylo možné vystavit částice 

přístrojům detekčního systému, musí se nejprve seřadit do proudu jednotlivých částic. Tento proces, 

tzv. hydrodynamická fokusace, je řízen systémem fluidiky (Obr. 5A) [Shapiro, 2002]. 

3.4.2 Optická a detekční část 

Poté, co proběhne hydrodynamická fokusace, jsou jednotlivé částice vystaveny jednomu, popř. 

několika paprskům laserového světla. Světlo, které je rozptýlené v předním směru - tzv. přední rozptyl 

(obvykle o 20 stupňů, než je osa laserového paprsku) je sbíráno kanálem, který je znám jako forward 

scatter channel (FSC). FSC nám podává informace o velikosti částice a může nám rozlišit, zda se jedná 

o živou buňku či pouze o nečistotu. Světlo měřené přibližně v úhlu 90 stupňů od excitačního laserů se 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Chudokrevnost
http://cs.wikipedia.org/wiki/Krevn%C3%AD_bu%C5%88ka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Erytrocyt
http://cs.wikipedia.org/wiki/Leukocyt
http://cs.wikipedia.org/wiki/Trombocyt
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Incidence
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Retikulocyt
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Trombocyt
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Cyklosporin_A
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Kortikosteroidy
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nazývá boční rozptyl. Kanál, který toto světlo sbírá, se označuje jako side scatter channel (SSC)  

a poskytuje nám informace o vnitřní struktuře buňky (např. její granularitě). Kombinace parametrů FSC 

a SSC jsou charakteristické pro každý typ buňky a může jím být rozlišena každá buňka v rámci 

heterogenního vzorku, jakým je např. vzorek krve (rozdělení na lymfocyty, granulocyty, monocyty, 

atd.). 

Analýza fluorescenčního světla nám poskytuje informaci o navázání fluorescenčně značené 

monoklonální na příslušný epitop lokalizovaný jak extracelulárně (např. receptory), tak intracelulárně 

(cytokiny, transkripční faktory). Fluorescenční měření lze provádět na různých vlnových délkách, 

k tomu má průtokový cytometr několik kanálů, kterými zachycuje emitované světlo. Proto další 

nepostradatelnou součástí průtokového cytometru jsou optické filtry, které zabezpečují specificitu 

detekce tím, že jsou nepropustné pro některé vlnové délky, zatímco propouští vlnové délky potřebné 

pro měření (Obr. 5B) [Shapiro, 2002]. 

3.4.3 Zpracování signálu 

Po dopadu fotonů světla na fotosnímač dojde ke generování malého proudu (několik 

mikroampérů). Jelikož je takovýto proud velmi malý, je zesilován pomocí lineárních či logaritmických 

fotonásobičů. Tento signál je již dostatečně silný a je graficky znázorněn. 

Měření z jednotlivých detektorů je označeno jako parametr (přední rozptyl, nebo fluorescenční 

měření). Informace z každého parametru označujeme jako tzv. události (events), které jsou vztaženy 

k počtu buněk zobrazující určitý marker [Schapiro, 2002]. 

3.4.4 Elektrostatické sortování 

Některé průtokové cytometry mají možnost sortovat (rozdělit) buňky podle zvolených kritérií. Díky 

tomuto nastavení máme možnost s izolovanými buňkami provádět další experimenty.  

Počítač na základě nastavených parametru určí, které buňky toto nastavení splňují  

a rozdělí je na konci fluidiky do kapek, jimž je udělen kladný nebo záporný elektrický náboj, a podle 

toho jsou buňky vychylovány silným elektrostatickým polem do připravených zkumavek 
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[http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/FACS.html]. 

 

Obr. 5: Schématické znázornění částí průtokového cytometru. A) Detailní pohled na noozle kyvetu, kde na 
základě hydrodynamické fokusace dochází k jednotlivému řazení buněk. B) Zjednodušené schéma průtokového 
cytometru se zaměřením na optickou a detekční část [Rahman, 2006] 

 

3.5 Analýza dat a jejich grafické znázornění 

Po provedeném třídění či dokonce v jeho průběhu, můžeme sbíraná data analyzovat. Již 

nejjednodušší zobrazení – histogram, nám umožňuje získat informace o tom, kolik buněk vykazuje 

pozitivitu pro daný marker, popř. jaké intenzity daná populace dosahuje (Obr. 6A). Dále můžeme získat 

pro každou buňku či subpopulaci standardní statistická data, jako např. četnost, průměrnou intenzitu 

fluorescence, medián, modus, standardní odchylku, geometrický průměr atd. 

Pokud chceme vyjádřit vzájemný vztah mezi dvěma parametry, použijeme tzv. dvourozměrné grafy. 

Nejběžněji se používají tzv. bodové (dot plot) grafy, kde jsou buňky znázorněny jako tečky. Pokud se 

při analýze buněk zobrazí dvě a více buněk s totožnými vlastnosti na grafu se projeví tyto buňky jako 

jedna tečka (Obr. 6B). Z tohoto typu grafů můžeme vybrat určitou oblast (gate) buněk, kterou můžeme 

podrobit další analýze [Bartůňková et al., 2005]. 

http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/FACS.html
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Obr.6: Možnosti zobrazení naměřených dat průtokovém cytometru]. A)Histogram [Rahman, 2006], B)Dot plot 
graf [autorova nepublikovaná data].  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 ZPRACOVÁNÍ VZORKŮ PERIFERNÍ KRVE 

Vzorky periferní krve byly odebírány do 9 ml zkumavky s K3EDTA (draselná sůl kyseliny 

ethylendiamintetraoctové) pacientům s různými autoimunitními chorobami (revmatoidní artritida, 

ankylózující spondylitida), nádorovými onemocněními (kolorektální karcinom, karcinom pankreatu  

a žaludku), hematologickými onemocněními (aplastická anemie, myelodysplastický syndrom, 

mnohotný myelom) a zdravým kontrolám. 

4.1.1 Příprava buněčné suspenze pro měření na průtokovém cytometru 

4.1.1.1 Izolace periferních mononuklueárních buněk 

Periferní mononuklueární buňky (PBMC – peripheral blood mononuclear cells – zahrnují lymfocyty, 

monocyty a nezralé granulocyty) byly izolovány dvěma způsoby v závislosti na době zpracování, která 

uběhla od odběru vzorků periferní krve. 

Pokud vzorky periferní krve byly zpracovány v den odběru, byly k izolaci PBMC použity zkumavky 

SepMate (StemCell Technologies,Vancouver, Kanada, varianta A). Pokud byly vzorky periferní krve 

uchovávány přes noc při pokojové teplotě, izolace PBMC byla prováděna na Lymphoprepu (Axis-Shields 

PoC AS, Oslo, Norsko, varianta B) ve zkumavce pomocí hustotní gradientové centifugace. 

Varianta A 

1. Periferní krev jsme přelili do 50 ml zkumavky (TPP AG, Trasandingen, Švýcarsko)  

a zředili v poměru 1:1 pomocí 1x PBS. 

2. Do 50 ml SepMate zkumavky (StemCell Technologies) jsme pomocí Pasteurovy pipety 

napipetovali 15 ml roztoku Lymphoprepu (Axis-Shields PoC AS). 

3. Na Lymphoprep (Axis-Shields PoC AS) jsme opatrně nanesli 30 ml suspenze periferní 

krve zředěné v 1x PBS (viz bod 1). 

4. Vzorek jsme stočili na centrifuze (Alegra X-22 Centrifuge, Beckman-Coulter, Fulerton, 

USA) při 400 g po dobu 10 min. při teplotě 10 °C. Akcelerace a decelerace byla nastavena 

na hodnotu 7. 

5. Po centrifugaci jsme supernatant přelili do nové 50ml zkumavky a přidali jsme 40 ml 1x 

PBS. 

6. Vzorek jsme stočili na centrifuze (Alegra X-22 Centrifuge) při 277 g po dobu  

10 min. při teplotě 15 °C. Akcelerace a decelerace byla nastavena na hodnotu 7. 
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7. Po centrifugaci jsme supernatant vylili do odpadu a k sedimentu PBMC jsme přidali  

20 ml 1x PBS. 

8. Vzorek jsme stočili na centrifuze (Alegra X-22 Centrifuge) opět za stejných podmínek 

jako v bodě 6. 

9. Supernatant jsme vylili do odpadu a přidali jsme 5 až 10 ml pufru WSB (wash and stain 

buffer) podle velikosti sedimentu PBMC. 

Varianta B 

1. Periferní krev zředíme stejně jako v bodě 1 u výše uvedené varianty A. 

2. Do 50 ml zkumavky jsme napipetovali 15 ml Lymphoprepu (Axis-Shields PoC AS)  

a v šikmé poloze jsme nanesli zředěnou suspenzi periferní krve v 1x PBS (viz krok 1, 

varianta A). 

3. Vzorek jsme stočili na centrifuze (Alegra X-22 Centrifuge) při 400 g po dobu 40 min.při 

teplotě 10 °C. Akcelerace byla nastavena na stupeň 4 a decelerace na stupeň 0. 

4. Prstenec PBMC jsme odsáli pomocí Pasteurovy pipety a přenesli do nové 50 ml 

zkumavky. Suspenzi jsme doplnili do 40 ml 1x PBS. 

5. Dále jsme pokračovali stejně jako v bodech 6-9 u výše uvedené varianty A. 

 

4.1.1.2 Test viability a určení množství buněk 

1. Ze vzorku PBMC ve WSB jsme odpipetovali 50 μl suspenze do 0,5 ml zkumavky 

Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Německo) a přidali jsme 5 μl trypanové modři Trypan 

Blue stain 0,4 % (Invitrogen, Carlsbad, USA). 

2. Jakoviabilní jsme hodnotili buňky, které nebyly modré (neporušená buněčná membrána 

nedovolí průnik trypanové modři do cytoplazmy a buňky se tedy nebarví)  

a koncentraci PBMC v 1 ml jsme zjišťovali ve Fuchs-Rosenthalově komůrce (LaborOptik, 

Lancing, UK) pod světelným mikroskopem (Optica Microscopes Italy, Ponteranica, Itálie) 

při 400 násobném zvětšení. Koncentraci buněk jsme zjistili podle vzorce:  

celkové množství PBMC x 4)/100 = počet buněk x106/ ml.  

Celkový výtěžek jsme určili podle vzorce:  

koncentrace buněk/ml x celkový objem suspenze. 
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4.1.1.3 Značení buněk pro měření na průtokovém cytometru v mikrotitrační destičce 

1. Do každé jamky mikrotitrační destičky jsme napipetovali 0,5x106 buněk/ml. 

2. Každou jamku s PBMC jsme převrstvili 500 μl WSB. 

3. Destičku jsme stočili na centrifuze (Alegra X-22 Centrifuge)277 g po dobu 5 min. při 

teplotě 15 °C. Akcelerace a decelerace má hodnotu 7. Supernatant jsme slili do odpadu. 

4. Buňky byly označeny pomocí monoklonálních protilátek v roztoku WSB podle našich 

protokolů na ledu (pipetované objemy protilátek viz Tab.: 1). 

5. PBMC s monoklonálními protilátkami jsme inkubovali po dobu 25 minut v lednici při  

4 °Ca v temnu. 

6. Po skončení inkubace jsme suspenzi dvakrát promyli 100 μl roztoku WSB 

a stočili na centrifuze (Alegra X-22 Centrifuge) 277 g po dobu  

10 min. při 15 °C. Akcelerace a decelerace byla nastavena na hodnotu 7. 

7. Po centrifugaci jsme supernatant vylili do odpadu a přidali jsme do každé jamky 200 μl 

WSB. 

 

Fluorochrom FITC PE APC PerCP Cy5.5 Alexa F700 PE Cy7 APC H7 

mAb IgM CD24 CD21 CD20 CD38 CD19 CD27 

Klon mAb SA-DA4 eBioSN3 HB5 2H7 HIT2 SJ25C1 M-271 

Objem (μl) 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3 

Tab. 1: Objemy monoklonálních protilátek používaných pro značení jednotlivých B-buněčných subpopulací 
v našem protokolu, včetně použitých klonů monoklonálních protilátek. 

Objemy monoklonálních protilátek (viz Tab. 1) používaných v našem protokolu byly stanoveny 

titračně. V našem případě se jedná o 20x ředěné protilátky. Jamky v mikrotitrační destičce sloužící ke 

stanovení všech sledovaných B-buněčných subpopulací vždy obsahovaly všechny monoklonální 

protilátky.  

Součástí našeho protokolu byly tzv. monokontroly pro každou fluorescenčně značenou protilátku, 

které sloužily jako kompenzační kontroly a FMO (fluorescence minus one) kontroly, které sloužily ke 

správnému vymezení (gate) dané B-buněčné subpopulace. 
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4.2 MĚŘENÍ NA PRŮTOKOVÉM CYTOMETRU 

Měření vzorků pacientů a kontrol bylo provedeno ve Středisku Cytometrie a Mikroskopie 

v Mikrobiologickém ústavu Akademie věd České republiky na průtokovém cytometru LSR II (Becton & 

Dickinson, Franklin Lake, USA). Data z průtokového cytometru byla získána programem Diva v 5.0.1 

(Becton & Dickinson, Franklin Lake, USA). 

4.3 VYHODNOCENÍ DAT NA PRŮTOKOVÉM CYTOMERU 

Vyhodnocení zastoupení a distribuce jednotlivých B-buněčných subpopulací vzorků pacientů  

a kontrol bylo provedeno pomocí analyzačního programu Kaluza Analysis verze 1.3 (Beckman-Coulter, 

Fulerton, USA) na základě naší strategie vymezení (gate) jednotlivých subpopulací. 

V každém vzorku periferní krve kontroly a pacienta bylo nasbíráno v lymfomonocytárním gate 5x105 

buněk, které byly následně dále hodnoceny. Pozitivně a negativně značené B-lymfocytární 

subpopulace byly stanoveny pomocí dot plot analýzy, na základě nastavení celého systému pomocí 

izotypových kontrol (myší IgG1 izotyp s příslušným fluorochromem). 

4.3.1 Statistická analýza dat 

Data z průtokového cytometru jsou po naměření uváděna v procentech a absolutních hodnotách, 

pro další naši práci s jednotlivými skupinami a naměřenými daty jsou prezentovány jako medián  

± standardní chyba (SE, standard error). Některé klinické parametry jsou vyjádřeny jako průměr  

± standardní odchylka (SD, standard deviation). 

Data získaná u pacientů s jednotlivými diagnózami a u zdravých kontrol porovnávána testem Mann-

Whitneyové - neparametrickým T-testem a dále jsme provedli korelační analýzu podle Spearmana a 

lineární regresní analýzu. Ke statistickému zpracování dat jsme použili software GrapPad Prism 3 a 6 

(GrapPad Software, Inc., La Jolla, USA), jako statisticky významné byly považovány hodnoty p<0,05.  

4.3.2 SLEDOVANÉ B-BUNĚČNÉ SUBPOPULACE A STRATEGIE VYMEZENÍ (GATE)  

V prvních krocích naši strategie vymezení (gate) jednotlivých populací B-lymfocytů používáme 

jednotnou strategii. Tato strategie zahrnuje vymezení v těchto krocích: živé buňky (live) → singlety 

(singlets) → lymfocyty/monocyty (lymfomono) → CD19+ lymfocyty (CD19+, výjimka je u NMBC 

subpopulací). 

Jednotlivé sledované B-buněčné subpopulace byly definovány takto:  

1) Základní rozdělení subpopulací B-lymfocytů na naivní, paměťové B lymfocyty  

       a plazmatické buňky – na základě exprese CD19, CD20 a CD27 molekul (dle Klein et al.,  

      1998; obr. 7). 
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2) CD19+CD21lowCD38lowCD27-IgM+CD24+/- - nazývané CD21lowCD38low B lymfocyty (dle 

Warnatz et al., 2002 a Vlková et al., 2010; obr. 8). 

 

3) Folikulární B-lymfocyty I a II (FO I a II, dle Vlková et al., 2010; obr. 9)  

 

4) NMBC (non memory B-cells, dle Benitez et al., 2014; obr. 10) – dále rozdělené na nezralé 

transientní T1 a  T2 lymfocyty, folikulární zralé B-lymfocyty - FM a B-lymfocyty marginální 

zóny - MZ. 

 

Ve všech případech se jedná o reprezentativní dot ploty. 
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Obr. 7.: Základní rozdělení B-lymfocytů na naivní, paměťové B a plazmatické buňky (podle CD19, CD20, CD27, 
dle Klein et al., 1998 
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Obr. 8.: CD19+CD21lowCD38lowCD27-IgM+CD24+/- - nazývané CD21lowCD38low B lymfocyty (dle Warnatz et al., 
2002 a Vlková et al., 2010) 
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Obr. 9.: Folikulární lymfocyty I a II (FO I a II, dle Vlková et al., 2010)  
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Obr. 10.: Non-memory B-cell (NMBC, dle Benitez et al., 2014) 
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4.4 POUŽITÝ MATERIÁL A CHEMIKÁLIE 

4.4.1 Seznam použitých chemikálií a monoklonálních protilátek 

4.4.1.1 Použité chemikálie 

Lymphoprep (hustota: 1,007 ± 0,001 g/ml při 20 °C)   Axis-ShealdsPoC, Oslo, Norsko 

Chlorid sodný (NaCl)      Lachema, Neratovice, ČR 

Chlorid draselný (KCl)     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

Dodekahydrát hydrogenfosporečnanu sodného   Penta, Chrudim, ČR 

Dihydrogen fosforečnan draselný (KH2PO4)   Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Deionizovaná H2O (ddH2O) vlastní výroba, systém Millipore, 

Billerica, USA 

Hoechst 33258 Hoechst A, Frankfurt nad Mohanem, 

Německo 

Azid sodný (NaN3)      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Gelatine Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypanová modř Trypan Blue stain 0,4%   Invitrogen, Carlsbad, USA 

 

4.4.1.2 Použité monoklonální protilátky 

Mouse anti-human CD19 (PE-Cy7), klon: SJ25C1  BD Pharmingen, San  

Jose, USA 

Mouse anti-human CD20 (PerCP-Cy5.5), klon: 2H7  eBioscience, San  

Jose, USA 

Mouse anti-human CD21 (APC), klon: HB5 eBioscience, San Jose, 

USA 

Mouse anti-human CD24 (PE), klon: eBioSN3 (SN3 A5-2H10)  eBioscience, San 

Jose, USA 

Mouse anti-human CD27 (APC-H7), klon: M-T271  BD Bioscience, San 

Jose, USA 
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Mouse anti-human CD38 (Alexa Fluor 700), klon: HIT2 BD Bioscience, San 

Jose, USA 

Mouse anti-human IgM (FITC), klon: SA-DA4 eBioscience, San Jose, 

USA 

Izotypová kontrola myší IgG1 negativní (pro všechny fluorochromy)           Dako, Glostrup, Dánsko 

 

4.4.2 Seznam roztoků a jejich příprava 

10x PBS 

Použitá chemikálie Navážené množství/objem Výsledná koncentrace 

NaCl 80 g 0,37mM 

KCl 2 g 0,027mM 

Na2HPO4 . 12 H2O 29 g 0,081mM 

KH2PO4 2 g 0,015mM 

ddH2O Doplnit do 1000 ml - 

Tab. 2: Příprava roztoku PBS 

 

1x PBS 

10 ml 10x PBS + 90 ml ddH2O;pH 7,2-7,4 

 

Washand StainingBuffer (WSB) 

Použitá chemikálie Navážené množství/objem Výsledná koncentrace 

Želatina 4 ml 0,18% 

Azid sodný 1 g 0,1% 

1x PBS Doplnit do 1000 ml - 

Tab. 3: Příprava roztoku WSB 

 

4.4.3 Seznam použitých přístrojů  

Automatické pipety     Gilson, Middleton, USA 

Centrifuga Alegra X-22R Centrifuge   Beckman-Coulter, Fulerton, USA 

Digitální váha     Sartorius AG, Gottingem, Německo 

Průtokový cytometr LSR II    Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Software Diva v 5.0.1     Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA 
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Software GrapPad Prism 6    GrapPad Software, Inc., La Jolla, USA 

Software Kaluza Analysis 1.3    Beckman-Coulter, Fulerton, USA 

Vortex V-1 plus     Biosan, Riga, Litva 

Výrobník ledu Bar line B 21 AS/WS   Frimont, Milano, Itálie 

 

4.4.4 Seznam použitého materiálu 

Latexové rukavice Sempercare   Sempermed, Northamptonshire, VB 

Mikrotitrační destičky (96 jamek)  TPP AG, Trasadingen, Švýcarsko 

Mikrozkumavky    Eppendorf, Hamburg, Německo 

Pasteurova pipeta    Biologix Reaserch Company, Lenexa, USA 

Špičky k pipetám   Gilson, Middleton, USA 

Zkumavky 50 ml   TPP AG, Trasadingen, Švýcarsko 

Zkumavky SepMate    StemCell Technologies, Vancouver, Kanada) 
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5 VÝSLEDKY 

Na průtokovém cytometru bylo vyšetřeno celkem 81 vzorků PBMC, z toho bylo celkem 22 

kontrolních vzorků a 59 vzorků pacientů s vybranými chorobami. Všechny vzorky byly zpracovány 

pomocí postupu uvedeného v kapitole 4.1.1.1.  

Soubor vzorků zahrnuje celkem 29 vzorků pacientů s revmatoidní artritidou (35,8%, RA), 19 vzorků 

pacientů s kolorektálním karcinomem (23,5%, CRC), 4 vzorky pacientů s karcinomem pankreatu (4,4%, 

CP), 2 vzorky pacientů s karcinomem žaludku (2,5%, GC), 2 vzorky pacientů s myelodysplastickým 

syndromem s přechodem do aplastické anemie (2,5%, MDS/AA), 1 vzorek pacienta s aplastickou 

anemií (1,2%, AA), 1 vzorek pacienta s ankylosující spondilitidou (1,2%, AS) a 1 vzorek pacienta 

s mnohočetným myelomem (1,2%, MM). 

Vzorky periferní krve pacientů a klinické parametry k jednotlivým vzorkům poskytli: MUDr. 

Michaela Schneiderová, 1. Chirurgická klinika – břišní, hrudní a úrazová chirurgie 1. LF a VFN, Praha 

(CRC a GC); prim. MUDr. Marie Sedláčková, Revmatologické a rehabilitační oddělení, Thomayerova 

nemocnice, Praha (CP, RA a AS); MUDr. Anna Jonášová, 1. Interní klinika – hematologie 1. LF UK  

a VFN, Praha (MDS/AA a AA); MUDr. Ján Lakota, Ústav experimentálnej onkológie SAV, Bratislava, 

Slovensko (MM). Kontrolní vzorky byly získány z řad zaměstnanců těchto zařízení, včetně zaměstnanců 

Laboratoře imunopatologie a imunoterapie Biotechnologického ústavu Akademie věd České republiky, 

v. v. i. ; přehled všech skupin vzorků shrnuje Tab. 4. Všechny osoby, které poskytly vzorek periferní 

krve, souhlasili s použitím pro výzkumné účely podepsáním informovaného souhlasu. 

Skupina 
(N=81) 

KO RA CRC AS GC PC MM MDS-AA AA 

Počet 
(%) 

22  
(27,2%) 

29  
(35,8%) 

19  
(23,5%) 

1 
(1,2%) 

2 
(2,5%) 

4 
(4,9%) 

1 
(1,2%) 

2 
(2,5%) 

1 
(1,2%) 

Tab. 4: Přehled skupin pacientských vzorků a kontrolních vzorků, včetně procentuálního zastoupení. 

Ke statistické analýze byly použity frekvence jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací 

(definovaných dle Kleina, Warnatze, Vlkové a Benitez) a hladiny vybraných klinických parametrů. 

Získané parametry byly vyhodnoceny pomocí sloupcové analýzy. Vzájemné porovnání naměřených 

frekvencí B-lymfocytárních subpopulací jedné choroby a zdravých kontrol, a mezi jednotlivými 

chorobami (včetně zdravých kontrol), bylo provedeno pomocí neparametrického párového t-testu dle 

Mann-Whitneyové. Korelační analýza mezi jednotlivými frekvencemi B-lymfocytárních subpopulací a 

dalšími parametry byly provedeny pomocí neparametrické korelační analýzy dle Spearmana a lineární 

regresní analýzy.  
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5.1 Klinická charakteristika souboru pacientů s revmatoidní artritidou 

Soubor pacientů s revmatoidní artritidou (RA) je složen z 29 osob z toho je 8 (28%) mužů a 21 (72%) 

žen (viz Tab. 5). 

Pacienti s RA (N=29) Muži Ženy 

Počet (%) 8 (28%) 21 (72%) 

Tab. 5: Zastoupení mužů a žen v souboru pacientů  

V souboru pacientů s revmatoidní artritidou bylo hodnoceno, mimo naše sledované subpopulace, 

několik klinických parametrů. Jednalo se o celkový počet leukocytů (WBC, white blood cell), 

diferenciální rozpočet leukocytů (lymfocyty, monocyty, neutrofily, eozinofily a bazofily), sedimentaci 

erytrocytů (FW, Fahraeus-Westergreen), hladinu C-reaktivního proteinu (CRP, C-reactive protein)  

a vypočítané hodnoty DAS28 (FW) a DAS28 (CRP). Parametr DAS28 definuje aktivitu choroby a svůj 

název dostal podle toho, že k výpočtu se používá počet oteklých a bolestivých kloubů (celkem se 

posuzuje 28 kloubů). Tato hodnota byla definována Prevooem et al. [Prevoo et al., 1995]  

a algoritmus pro výpočet této hodnoty a hodnoty DAS28 (FW) a DAS28 (CRP) je uveden v Obr. 2 

v Příloze.  
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Pacient WBC x 106/ml FW (mm/h) CRP (mg/l) DAS28 (FW) DAS (CRP) 

125 RA 9,9 nt 3,40 2,46 1,74 

126 RA nt nt nt nt nt 

149 RA 6,40 6,00 4,10 3,09 3,40 

151 RA 3,42 17,00 3,45 2,30 1,74 

159 RA 6,90 25,00 15,00 2,59 2,25 

160 RA 3,64 nt 3,33 Nt Nt 

161 RA 8,80 15,00 11,50 2,21 2,15 

166 RA 6,65 16,00 3,21 2,26 nt 

177 RA nt nt 48,50 nt nt 

178 RA 9,30 50,00 nt 5,20 nt 

179 RA 7,37 6,00 18,00 nt nt 

181 RA 8,20 16,00 0,00 2,86 1,77 

182 RA 10,10 4,00 15,90 2,26 3,34 

183 RA 6,70 1,00 0,00 1,54 2,55 

184 RA 6,60 53,00 39,80 3,46 2,93 

187 RA 4,08 32,00 8,00 4,16 3,42 

188 RA 4,63 9,00 0,00 1,82 1,15 

189 RA 7,17 21,00 5,33 3,51 2,95 

190 RA 4,90 15,00 4,90 nt nt 

191 RA 6,00 2,00 0,00 1,72 2,20 

192 RA 5,73 5,00 1,04 1,38 1,43 

194 RA 4,10 4,00 4,50 2,12 2,75 

195 RA 7,00 nt 18,10 nt 3,92 

196 RA 7,70 10,00 2,90 3,28 3,09 

199 RA 5,87 5,00 nt nt nt 

200 RA 4,75 nt 1,44 nt nt 

201 RA 4,62 nt 0,00 nt 2,46 

202 RA 6,00 10,00 nt 4,91 nt 

203 RA 7,11 nt 0,64 nt 1,96 

Tab. 6: Přehled hodnot WBC, FW, CRP, DAS28 (FW) a DAS (CRP) u pacientů s RA (nt = netestováno) 

Tab. 6 uvádí přehled naměřených hodnot pro celkový počet leukocytů (WBC), sedimentaci 

erytrocytů (FW), C-reaktivní protein (CRP) a vypočítané hodnoty DAS28 (FW) a DAS28 (CRP) – 

stanovené dle algoritmu uvedeného v Příloze, pro každého pacienta ze souboru RA. Ostatní klinické 

parametry včetně typu léčby jsou uvedeny souhrnně pro každého pacienta s RA v Tab. 1 v Příloze. 

Všechna tato data (bez typu léčby) byla použita ke korelační analýze dle Spearmana (neparametrická 

korelační analýza), a dále lineární regresní analýzu. 

5.2 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací ve vyšetřovaném souboru 

pacientů a kontrol 

Dále jsou uváděny výsledky statistické analýzy. 

Všechna data uvedená v tabulkách jsou relativní frekvence B- buněčných subpopulací periferní krve. 
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5.2.1 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací vyšetřovaného souboru zdravých kontrol 

5.2.1.1 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina vyšetřovaného souboru zdravých 

kontrol. Modrá linka, respektive její tvary znázorňují frekvenci všech CD19+ B lymfocytů.  

 

       Obr. 11a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) u zdravých kontrol. 

       

      Obr. 11b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) u zdravých kontrol. 
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 CD19+ ly (%) Naivní (%) Memory (%) Plazma (%) Suma (%) 

120-KO 7,69 98,86 0,63 0,12 99,61 

124-KO 3,79 92,14 6,47 0,94 99,55 

131-KO 7,17 97,08 2,94 0,08 100,10 

132-KO 5,75 96,86 2,50 0,51 99,87 

138-KO 5,90 79,18 19,79 0,63 99,60 

140-KO 6,60 92,76 6,41 0,65 99,82 

145-KO 3,68 71,78 26,74 1,14 99,66 

152-KO 7,63 96,50 2,36 0,69 99,55 

157-KO 4,55 76,38 17,65 1,99 96,02 

158-KO 6,37 95,95 2,85 0,40 99,20 

162-KO 8,66 77,00 17,76 1,07 95,83 

165-KO 12,52 64,66 28,09 2,84 95,59 

167-KO 17,15 83,84 15,69 0,70 100,23 

170-KO 5,69 68,39 30,27 0,40 99,06 

175-KO 7,19 92,57 5,63 0,62 98,82 

176-KO 6,02 94,87 4,65 0,11 99,63 

180-KO 10,19 88,97 9,77 0,69 99,43 

185-KO 10,62 91,98 7,20 0,35 99,53 

186-KO 12,07 80,38 15,30 2,25 97,93 

193-KO 8,11 79,10 19,39 1,28 99,77 

197-KO 16,74 93,59 4,63 1,17 99,39 

198-KO 6,32 59,99 38,91 1,52 100,42 

   Tab. 7: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru zdravých kontrol. Suma je součet    
   všech frekvencí naivních, paměťových B-lymfocytů a plazmatických buněk. 

Frekvence jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Kleina (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů a součet naivních a paměťových B-lymfocytů a plazmatických 

buněk jako tzv. Suma) jsou pro jednotlivé kontrolní vzorky shrnuty v Tab. 7 (frekvence jsou uvedeny 

v procentech). Graf frekvencí, včetně sumy znázorňuje Obr. 11a a Obr. 11b. 
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Obr. 12: Porovnání distribuce naměřených frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u zdravých 
kontrol. 

Obr. 12 porovnává rozložení naměřených frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina 

v  souboru zdravých kontrol. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací jsou uvedeny v Tab. 7. 

 

Parametr CD19+ly Suma Naivní Memory Plazma 

Minimum 3,68 95,59 59,99 0,63 0,08 

Maximum 17,15 100,40 98,86 38,91 2,84 

Medián 7,18 99,55 90,48 8,49 0,69 

Standardní chyba 0,78 2,30 2,49 2,30 0,15 

Lower 95% CI 6,57 98,41 79,96 8,21 0,60 

Upper 95% CI 9,83 99,65 90,30 17,76 1,23 

Tab. 8: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u zdravých kontrol. 

Po statistickém zhodnocení bylo zjištěno: frekvence subpopulace CD19+ lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 3,68% – 17,15% (s mediánem 7,18%, standardní chybou 0,78% a 95% CI[6,57 - 9,83]), suma 

frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina se pohybovala v rozmezí 95,55% - 100,40% (s 

mediánem 99,55%, standardní chybou 2,30% a 95% CI[89,41 - 99,55]), frekvence subpopulace naivních 

B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 59,99% - 96,86% (s mediánem 90,48%, standardní chybou 2,49% 

a [95% CI 79,96 - 90,30]), frekvence subpopulace paměťových B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 

0,63% - 38,91% (s mediánem 8,49%, standardní chybou 2,30% a 95% CI[8,21 - 17,76]) a frekvence 

subpopulace plazmatických buněk se pohybovala v rozmezí 0,08% - 2,84% (s mediánem 0,69%, 

standardní chybou 0,15% a 95% CI[0,60 - 1,23]) (viz Tab. 8). 
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   Suma KO Naivní KO Memory KO Plazma KO 

Suma KO  ns ns ns 

Naivní KO   p<0,0001 p<0,0001 

Memory KO    p<0,0001 

Plazma KO     

Tab. 9: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u 
zdravých kontrol (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly v případě B-lymfocytárních 

subpopulací dle Kleina v souboru kontrol zjištěny tyto signifikantní rozdíly: signifikantní rozdíly byly 

nalezeny pro frekvence subpopulace naivních B-lymfocytů v porovnání s frekvencemi subpopulací 

paměťových B-lymfocytů a plazmatických buněk (90,48% vs. 8,49%, respektive 90,48% vs. 0,69%; ve 

všech případech p<0,0001). Také v případě frekvence paměťových B-lymfocytů v porovnání s frekvencí 

subpopulace plazmatických buněk (8,49% vs. 0,69%; p<0,0001) (viz Tab. 9). 

5.2.1.2 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  vyšetřovaného souboru zdravých 

kontrol 

 

 

Obr. 13a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru zdravých kontrol. 
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Obr. 13b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru zdravých kontrol. 

 CD24+ CD24- 

120-KO 21,76 45,48 

124-KO 13,33 33,33 

131-KO 32,23 6,31 

132-KO 44,79 25,00 

138-KO 45,45 18,18 

140-KO 0,00 29,41 

145-KO 15,00 28,33 

152-KO 49,22 5,47 

157-KO 17,86 28,57 

158-KO 16,67 5,56 

162-KO 46,64 0,90 

165-KO 27,27 11,36 

167-KO 21,55 27,58 

170-KO 14,16 9,73 

175-KO 8,27 2,35 

176-KO 13,89 8,33 

180-KO 14,63 0,00 

185-KO 32,88 2,74 

186-KO 23,08 15,38 

193-KO 26,27 19,76 

197-KO 22,77 53,47 

198-KO 34,31 4,90 

Tab. 10: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru zdravých kontrol. 
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Frekvence jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Warnatze (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé kontrolní vzorky shrnuty v Tab. 10 (frekvence 

jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 13a a Obr. 13b. 
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Obr. 14: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v souboru zdravých 
kontrol. 

Obr. 14 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze souboru 

zdravých kontrol. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny 

v Tab. 10. 

Parametr CD24+ CD24- 

Minimum 2,28 0,00 

Maximum 63,64 74,58 

Medián 22,93 19,56 

Standardní chyba 3,45 4,39 

Lower 95% CI 19,65 13,47 

Upper 95% CI 34,00 31,73 

Tab. 11: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v souboru zdravých kontrol. 

Po statistické analýze bylo zjištěno: frekvence subpopulace CD24+ B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 2,28% - 63,64% (s mediánem 22,93%, standardní chybou 3,45% a 95% CI[19,65 - 34,00]), 

frekvence subpopulace CD24- B-lymfocytů se pohybuje v rozmezí 0,00% - 74,58% (s mediánem 19,65%, 

standardní chybou 4,39% a 95% CI[13,47 - 31,73]), (viz Tab. 11). 
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  CD24+ KO CD24- KO 

CD24+ KO  ns 

CD24- KO   

Tab. 12: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  
u zdravých kontrol (ns=nesignifikantní). 

Pomocí provedeného neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě 

frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze u kontrol zjištěny žádné signifikantní rozdíly (viz 

Tab. 12. 

5.2.1.3 Distribuce FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v souboru zdravých kontrol 

 

Obr. 15a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací FOI/FOII dle Vlkové (%) u zdravých kontrol. 

 

Obr. 15b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací FOI/FOII dle Vlkové (%) u zdravých kontrol. 
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 FO I FO II 

120-KO 53.21 8.39 

124-KO 56.95 24.65 

131-KO 60.62 25.98 

132-KO 54.66 32.80 

138-KO 67.67 27.84 

140-KO 49.37 36.95 

145-KO 65.85 26.70 

152-KO 17.81 46.90 

157-KO 19.63 32.34 

158-KO 22.32 10.40 

162-KO 38.25 29.04 

165-KO 23.07 42.76 

167-KO 42.02 32.51 

170-KO 66.05 16.64 

175-KO 11.20 61.44 

176-KO 31.76 38.45 

180-KO 11.86 49.93 

185-KO 14.62 52.88 

186-KO 9.19 30.20 

193-KO 10.02 59.69 

197-KO 25.39 38.61 

198-KO 3.04 75.72 

Tab. 13: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) u zdravých kontrol. 

Frekvence jednotlivých FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Vlkové (dále je 

ještě uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro kontrolní vzorky shrnuty v Tab. 13 (frekvence jsou 

uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 15a a Obr. 15b. 
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Obr. 16: Porovnání distribuce frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové u 

zdravých kontrol. 
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Obr. 16 porovnává rozložení frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové  

souboru zdravých kontrol. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou 

uvedeny v Tab. 13. 

Parametr FOI FOII 

Minimum 3,04 8,39 

Maximum 67,67 75,72 

Medián 28,58 32,66 

Standardní chyba 4,62 3,52 

Lower 95% CI 24,69 29,08 

Upper 95% CI 43,91 43,73 

Tab. 14: Statistické hodnoty FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v souboru zdravých kontrol. 

Statistickou analýzou bylo zjištěno: frekvence subpopulace FOI B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 3,04% - 67,67% (s mediánem 28,58%, standardní chybou 4,62% a 95% CI[24,69 - 43,91]) a 

frekvence subpopulace FOII B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 8,39% - 75,72% (s mediánem 32,66%, 

standardní chybou 3,52% a 95% CI[29,08 - 43,73]), (viz Tab. 14). 

  CD19+ ly KO FOI KO FOII KO 

FOI KO   ns 

FOII KO    

Tab. 15: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních FOI/FOII subpopulací dle 
Vlkové u zdravých kontrol (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací FOI/FOII  dle Vlkové  souboru kontrol zjištěny žádné signifikantní rozdíly 

(viz Tab. 15).  
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5.2.1.4 Distribuce NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru zdravých kontrol 

 

Obr. 17a: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru zdravých kontrol.  

 

Obr. 17b: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru zdravých kontrol. 
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 FM (%) MZ (%) T1 (%) T2 (%) 

120-KO 67,85 0,59 1,69 14,58 

124-KO 60,06 1,19 1,81 21,97 

131-KO 73,79 1,39 1,56 10,40 

132-KO 58,00 2,08 2,63 14,88 

138-KO 57,72 1,73 1,73 23,66 

140-KO 42,93 1,97 5,46 37,21 

145-KO 60,49 0,72 3,13 23,29 

152-KO 71,92 0,35 0,91 16,22 

157-KO 63,06 0,42 4,46 11,46 

158-KO 67,72 0,79 2,62 17,13 

162-KO 63,67 1,47 2,90 15,11 

165-KO 56,78 0,86 5,35 12,81 

167-KO 67,53 0,28 1,15 23,10 

170-KO 69,28 0,52 1,63 7,78 

175-KO 63,91 1,38 4,49 16,35 

176-KO 62,57 2,57 2,81 16,71 

180-KO 64,52 3,10 2,87 21,03 

185-KO 65,59 0,69 0,93 26,52 

186-KO 63,28 0,39 2,98 22,51 

193-KO 58,44 1,00 2,55 20,69 

197-KO 73,55 0,98 1,31 14,47 

198-KO 65,06 1,69 1,71 16,17 

   Tab. 16: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru zdravých kontrol. 

Frekvence jednotlivých NMBC B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Benitez (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé kontrolní vzorky shrnuty v Tab. 16 (frekvence 

jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 17a a Obr. 17b. 
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Obr. 18: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez souboru zdravých 
kontrol. 

Obr. 18 porovnává rozložení frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez souboru 

zdravých kontrol. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny 

v Tab. 16. 

Parametr FM MZ T1 T2 

Minimum 42,93 0,28 0,91 7,78 

Maximum 73,79 3,10 5,46 37,21 

Medián 63,79 0,99 2,59 16,53 

Standardní chyba 1,44 0,16 0,29 1,37 

Lower 95% CI 60,55 0,85 1,98 15,52 

Upper 95% CI 66,52 1,53 3,17 21,21 

Tab. 17: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru zdravých kontrol. 

Po statistickém zhodnocení B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru zdravých kontrol 

bylo zjištěno: frekvence subpopulace FM B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 42,93% - 73,79% (s 

mediánem 63,79%, standardní chybou 1,44% a 95% CI[60,55-66,52]), frekvence subpopulace B-

lymfocytů MZ se pohybovala v rozmezí 0,28% - 3,10% (s mediánem 0,99%, standardní chybou 0,16%, 

95% CI[0,85 – 1,53]), frekvence subpopulace T1 B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 0,91% - 5,46% (s 
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mediánem 2,59%, standardní chybou 0,29% a 95% CI[1,98- 3,17]) a frekvence subpopulace T2 B-

lymfocytů se pohybovala v rozmezí 7,78% - 37,21% (s mediánem 16,53%, standardní chybou 1,37%  

a 95% CI[15,52-21,21]), (viz Tab. 17). 

  FM KO MZ KO T1 KO T2 KO 

FM KO  p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

MZ KO   P=0,0002 p<0,0001 

T1 KO    p<0,0001 

T2 KO     

Tab. 18: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí u NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 
Benitez v souboru zdravých kontrol (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly zjištěny tyto signifikantní 

rozdíly: signifikantní rozdíly byly zjištěny pro frekvence subpopulace FM B-lymfocytů v porovnání 

s frekvencemi subpopulací B-lymfocytů MZ, T1 B-lymfocytů a T2 B-lymfocytů (63,79% vs. 0,99%, 

63,79% vs. 2,59%, 63,79 vs. 16,53; ve všech případech p<0,0001). Signifikantní rozdíly byly zjištěny také 

pro frekvence B-lymfocytů MZ v porovnání s frekvencí subpopulace T1 B-lymfocytů (0,99% vs. 2,59%; 

p=0,0002) a T2 B-lymfocytů (0,99% vs. 16,53%; p<0,0001) a v případě frekvence subpopulace T1 B-

lymfocytů v porovnání s frekvencí subpopulace T2 B-lymfocytů (2,59% vs. 16,53%; p<0,0001), (viz Tab. 

18). 

5.2.2 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací vyšetřovaného souboru pacientů s revmatoidní 

artritidou 

5.2.2.1 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina vyšetřovaného souboru pacientů 

s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 19a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 19b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

 

Obr. 19c: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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  CD19+ ly Naivní Memory Plazma Suma 

125-RA 4,13 56,91 7,10 0,59 64,60 

126-RA 2,69 51,25 11,22 1,10 63,57 

149-RA 5,47 91,38 7,84 0,23 99,45 

151-RA 6,69 77,48 20,37 1,05 98,90 

159-RA 3,34 59,43 18,21 5,52 83,16 

160-RA 8,25 77,79 8,35 2,03 88,17 

161-RA 9,85 98,16 0,78 0,16 99,10 

166-RA 18,70 95,01 4,15 0,50 99,66 

177-RA 3,20 76,28 13,04 3,56 92,88 

178-RA 4,50 80,29 17,89 1,36 99,54 

179-RA 5,66 84,57 13,62 1,21 99,40 

181-RA 5,50 87,89 10,76 0,34 98,99 

182-RA 9,09 69,33 17,91 9,56 96,80 

183-RA 12,95 95,61 3,79 0,17 99,57 

184-RA 5,57 89,77 8,93 0,61 99,31 

187-RA 5,72 79,76 18,63 1,26 99,65 

188-RA 12,48 75,72 24,01 0,44 100,17 

189-RA 26,97 81,77 17,37 0,91 100,05 

190-RA 4,13 90,06 6,86 0,82 97,74 

191-RA 10,84 91,80 7,59 0,63 100,02 

192-RA 7,66 81,10 18,79 0,31 100,20 

194-RA 3,25 79,61 17,91 1,39 98,91 

195-RA 2,14 61,65 32,16 3,86 97,67 

196-RA 15,76 65,10 33,20 1,51 99,81 

199-RA 6,40 72,51 27,49 0,51 100,51 

200-RA 10,11 64,22 35,60 0,68 100,50 

201-RA 3,76 70,45 29,71 0,32 100,48 

202-RA 8,09 77,74 21,02 1,24 100,00 

203-RA 3,72 67,07 26,00 5,18 98,25 

Tab. 19: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Frekvence jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Kleina (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů a součet naivních B-lymfocytů, paměťových B-lymfocytů a 

plazmatických buněk jako tzv. suma) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s revmatoidní artritidou 

shrnuty v Tab. 19 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 19a, Obr. 19b 

a Obr. 19c. 
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Obr. 20: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů 
s revmatoidní artritidou. 

Obr. 20 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru 

pacientů s revmatoidní artritidou. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto 

porovnání jsou uvedeny v Tab. 19. 

Parametr CD19+ly Suma Naivní Memory Plazma 

Minimum 2,14 92,88 61,65 0,78 0,16 

Maximum 26,97 100,50 98,16 35,60 9,56 

Medián 5,72 99,41 89,91 17,37 0,82 

Standardní chyba 1,01 0,29 1,88 1,78 0,36 

Lower 95% CI 5,76 98,41 77,40 12,67 0,71 

Upper 95% CI 9,91 99,61 85,09 19,97 2,18 

Tab. 20: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

Po statistickém zhodnocení bylo zjištěno: frekvence subpopulace CD19+ lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 2,14% - 26,97% (s mediánem 5,72%, standardní chybou 1,01% a 95% CI[5,76 - 9,91]), suma 

frekvencí dle Kleina se pohybovala v rozmezí 92,88% - 100,50% (s mediánem 99,41%, standardní 

chybou 0,29% a 95% CI[98,41 - 99,61]), frekvence subpopulace naivních B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 61,65% - 98,16% (s mediánem 89,91%, standardní chybou 1,88% a 95% CI[77,40 - 85,09]), 

frekvence subpopulace paměťových B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 0,78% - 35,60% (s mediánem 

17,37%, standardní chybou 1,78% a 95% CI[12,67 - 19,97]) a frekvence subpopulace plazmatických 

buněk se pohybovala v rozmezí 0,16% - 9,56% (s mediánem 0,82%, standardní chybou 0,36% a 95% CI 

[0,71 - 2,18]), (viz tab. 20). 
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  Suma RA Naivní RA Memory RA Plazma RA 

Suma RA  ns ns ns 

Naivní RA   p<0,0001 p<0,0001 

Memory RA    p<0,0001 

Plazma RA     

Tab. 21: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v 
souboru pacientů s revmatoidní artritidou (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly zjištěny tyto signifikantní 

rozdíly: signifikantní rozdíly byly nalezeny pro frekvence subpopulace naivních Blymfocytů 

v porovnání s frekvencemi subpopulací paměťových B-lymfocytů a plazmatických buněk (89,91% vs. 

17,37%, 89,91% vs. 0,82%; ve všech případech p<0,0001). Také v případě frekvence subpopulace 

paměťových B-lymfocytů v porovnání s frekvencí subpopulace plazmatických buněk (17,37% vs. 0,82%; 

p<0,0001), (viz Tab. 21). 

5.2.2.2 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze pacientů s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 21a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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Obr. 21b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

 

Obr. 21c: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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  CD24+ CD24- 

125-RA 36,36 70,26 

126-RA 26,67 26,67 

149-RA 14,04 78,95 

151-RA 6,56 86,89 

159-RA 26,09 26,09 

160-RA 30,28 25,69 

161-RA 25,97 23,38 

166-RA 36,87 22,68 

177-RA 13,64 0,00 

178-RA 18,18 1,14 

179-RA 11,48 1,64 

181-RA 39,22 5,23 

182-RA 48,95 10,53 

183-RA 21,35 29,21 

184-RA 18,02 44,77 

187-RA 28,79 24,24 

188-RA 19,05 19,05 

189-RA 11,11 33,33 

190-RA 8,33 25,00 

191-RA 27,08 25,00 

192-RA 29,17 42,86 

194-RA 18,75 37,50 

195-RA 28,57 51,43 

196-RA 14,29 52,38 

199-RA 17,89 45,26 

200-RA 14,47 34,21 

201-RA 30,12 33,73 

202-RA 39,47 6,58 

203-RA 16,67 62,50 

Tab. 22: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Frekvence B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Warnatze (dále je ještě uvedena 

frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s revmatoidní artritidou shrnuty v Tab. 

22 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 21a, Obr. 21b a Obr. 21c. 
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Obr. 22: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  souboru pacientů 
s revmatoidní artritidou. 

Obr. 22 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze souboru 

pacientů s revmatoidní artritidou. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto 

porovnání jsou uvedeny v Tab. 22. 

Parametr CD24+ CD24- 

Minimum 6,56 0,00 

Maximum 48,95 87,89 

Medián 21,35 26,27 

Standardní chyba 1,94 4,18 

Lower 95% CI 19,39 24,06 

Upper 95% CI 27,33 41,20 

Tab. 23: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

Statistickou analýzou bylo zjištěno: frekvence subpopulace CD24+ B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 6,56% - 48,95% (s mediánem 21,35%, standardní chybou 1,94% a 95% CI[19,39 – 27,33]) a 

frekvence subpopulace CD24- B-lymfocytů se pohybovaly v rozmezí 0,00% - 87,89% (s mediánem 

26,27%, standardní chybou 4,18% a 95% CI[24,06 – 41,20]), (viz Tab. 23) 

  CD19+ ly RA CD24+ RA CD24- RA 

CD24+ RA   ns 

CD24- RA    

Tab. 24: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v 
souboru pacientů s revmatoidní artritidou (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulacích dle Warnatze  souboru pacientů s revmatoidní artritidou zjištěny žádné 

signifikantní rozdíly (viz Tab. 24). 
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5.2.2.3 Distribuce FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v souboru pacientů 

s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 23a: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

 

Obr. 23b: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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Obr. 23c: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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  FO I FO II 

125-RA 32,18 44,48 

126-RA 13,72 43,81 

149-RA 59,00 26,41 

151-RA 55,41 20,11 

159-RA 32,83 33,26 

160-RA 54,78 12,94 

161-RA 52,02 8,06 

166-RA 11,09 60,07 

177-RA 12,93 59,48 

178-RA 9,66 66,67 

179-RA 28,34 42,47 

181-RA 12,52 24,55 

182-RA 16,49 52,51 

183-RA 42,19 26,06 

184-RA 20,59 40,88 

187-RA 2,72 59,46 

188-RA 2,98 74,86 

189-RA 2,67 54,58 

190-RA 6,72 59,94 

191-RA 5,11 60,59 

192-RA 16,09 44,03 

194-RA 26,15 38,21 

195-RA 5,28 36,93 

196-RA 9,58 47,01 

199-RA 12,34 20,05 

200-RA 12,02 18,33 

201-RA 9,98 22,81 

202-RA 9,74 44,99 

203-RA 15,11 20,63 

Tab. 25: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Frekvence jednotlivých FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Vlkové (dále je 

ještě uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s revmatoidní artritidou 

shrnuty v Tab. 25 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 23a, Obr. 23b 

a 23c. 
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Obr. 24: Porovnání distribuce frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové souboru pacientů 
s revmatoidní artritidou. 

Obr. 24 porovnává rozložení frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v 

souboru pacientů s revmatoidní artritidou. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto 

porovnání jsou uvedeny v Tab. 25. 

Parametr FOI FOII 

Minimum 2,67 8,06 

Maximum 59,00 74,86 

Medián 12,93 42,47 

Standardní chyba 3,19 3,29 

Lower 95% CI 13,83 33,41 

Upper 95% CI 26,88 46,88 

Tab. 26: Statistické hodnoty FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v souboru pacientů 
s revmatoidní artritidou. 

Po statistickém zhodnocení FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle bylo zjištěno: frekvence 

subpopulace FOI B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 2,67% - 59,00% (s mediánem 12,93%, 

standardní chybou 3,19% a 95% CI[13,83 - 26,88]) a frekvence subpopulace FOII B-lymfocytů se 

pohybovala v rozmezí 8,06% - 74,86% (s mediánem 42,47%, standardní chybou 3,26% a [95% CI 33,41 

- 46,88]), (viz tab. 26). 

  CD19+ ly RA FOI RA FOII RA 

FOI  RA   p<0,0001 

FOII RA    

Tab. 27: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle 
Vlkové v souboru pacientů s revmatoidní artritidou (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly v případě B-lymfocytárních 

subpopulací dle Vlkové v souboru pacientů s revmatoidní artritidou zjištěny signifikantní rozdíly ve 
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frekvenci u subpopulace FOI B-lymfocytů v porovnání s frekvencí subpopulace FOII B-lymfocytů 

(12,93% vs. 43,75%; p<0,0001), (viz Tab. 27). 

5.2.2.4 Distribuce NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru pacientů 

s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 25a: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

 

Obr. 25b: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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Obr. 25c: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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  FM MZ T1 T2 

125-RA 51,43 0,31 2,04 27,35 

126-RA 51,83 1,07 4,50 23,67 

149-RA 61,89 1,47 1,79 26,26 

151-RA 48,15 1,51 1,92 8,09 

159-RA 48,92 2,72 1,97 32,49 

160-RA 59,22 0,45 1,83 23,52 

161-RA 53,30 0,97 0,80 29,17 

166-RA 73,85 0,10 0,81 19,28 

177-RA 46,89 16,38 5,08 4,52 

178-RA 46,28 3,61 5,31 18,05 

179-RA 50,33 3,14 3,93 31,40 

181-RA 52,97 1,65 2,55 16,34 

182-RA 58,45 1,62 1,67 22,23 

183-RA 62,81 0,61 2,07 12,93 

184-RA 56,14 2,94 1,52 30,25 

187-RA 53,16 1,91 1,08 21,28 

188-RA 65,97 0,66 0,68 21,58 

189-RA 68,82 0,95 0,32 24,26 

190-RA 38,48 3,75 7,95 35,18 

191-RA 70,38 0,60 0,96 20,01 

192-RA 61,86 0,93 0,90 21,72 

194-RA 52,61 1,18 2,96 25,71 

195-RA 54,82 0,46 1,86 21,24 

196-RA 55,16 0,92 2,10 26,61 

199-RA 60,66 0,92 1,32 23,53 

200-RA 63,83 2,05 1,54 13,57 

201-RA 56,41 1,96 1,82 26,47 

202-RA 58,59 0,60 1,49 29,01 

203-RA 55,76 2,91 1,21 30,79 

Tab. 28: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

Frekvence jednotlivých NMBC B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Benitez (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s revmatoidní artritidou 

shrnuty v Tab. 28 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 25a, Obr. 25b 

a Obr. 25c. 
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Obr. 26: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez   v souboru 
pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 26 porovnává rozložení frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez   

v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro 

toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 28. 

Parametr FM MZ T1 T2 

Minimum 38,48 0,09 0,32 4,52 

Maximum 73,85 16,38 7,95 35,18 

Medián 55,76 1,18 1,83 23,53 

Standardní chyba 1,44 0,55 0,31 1,31 

Lower 95% CI 53,35 0,89 1,59 20,45 

Upper 95% CI 59,26 3,13 2,86 25,80 

Tab. 29: Statistické hodnoty NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 

Po statistickém zhodnocení bylo zjištěno: frekvence subpopulace FM B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 38,48% - 73,85% (s mediánem 55,56%, standardní chybou 1,44% a 95% CI[53,35 - 59,26]), 
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frekvence subpopulace B-lymfocytů MZ se pohybuje v rozmezí 0,09% - 16,38% (s mediánem 1,18%, 

standardní chybou 0,55% a 95% CI[0,89 - 3,13], frekvence subpopulace T1 Blymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 0,32% - 7,95% (s mediánem 1,83%, standardní chybou 0,31%, 95% CI[1,59 - 2,86]) a 

frekvence subpopulace T2 B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 4,52% - 35,18% (s mediánem 23,53%, 

standardní chybou 1,31%, 95% CI[20,45 - 25,80]), (viz Tab. 29). 

  FM RA MZ RA T1 RA T2 RA 

FM RA  p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

MZ RA   ns p<0,0001 

T1 RA    p<0,0001 

T2 RA     

Tab. 30: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez 
v souboru pacientů s revmatoidní artritidou (ns=nesignifikantní). 

Po provedení neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly v případě NMBC B-

lymfocytárních subpopulacích dle Benitez  v souboru pacientů s revmatoidní artritidou zjištěny tyto 

signifikantní rozdíly: signifikantní rozdíly byly zjištěny pro frekvence subpopulace FM Blymfocytů 

v porovnání s frekvencemi subpopulací B-lymfocytů MZ, T1 a T2 B-lymfocytů (55,76% vs. 1,18%, 

55,76% vs. 1,83% a 55,76% vs. 23,53%; ve všech případech p<0,0001). Také byly signifikantní rozdíly 

zjištěny pro frekvence B-lymfocytů MZ v porovnání s frekvencí subpopulace T2 B-lymfocytů (1,18% vs. 

1,83%; p<0,0001) a v případě frekvence subpopulace T1 B-lymfocytů v porovnání s frekvencí 

subpopulace T2 B-lymfocytů (1,83% vs. 23,53%; p<0,0001), (viz Tab. 30). 
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5.2.3 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací v souboru pacientů s kolorektálním karcinomem 

5.2.3.1 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina vyšetřovaného souboru pacientů 

s kolorektálním karcinomem 

 

Obr. 27a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

 

Obr. 27b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 
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  CD19+ ly Naivní Memory Plazma Suma 

116-CRC 7,60 87,71 10,75 0,84 99,30 

118-CRC 1,63 90,38 5,65 2,51 98,54 

119-CRC 8,20 89,76 8,84 1,03 99,63 

127-CRC 4,12 88,18 8,05 2,14 98,37 

128-CRC 14,42 95,43 2,08 1,81 99,32 

129-CRC 4,54 95,91 4,46 0,15 100,52 

130-CRC 6,39 92,61 5,96 1,17 99,74 

133-CRC 12,79 96,01 3,18 0,41 99,60 

134-CRC 5,75 78,47 19,70 0,87 99,04 

135-CRC 7,06 96,91 2,72 0,22 99,85 

137-CRC 5,21 41,50 7,52 0,44 49,46 

143-CRC 11,50 85,84 10,30 3,22 99,36 

144-CRC 1,29 91,77 6,93 0,43 99,13 

148-CRC 17,82 96,39 2,27 0,61 99,27 

153-CRC 4,12 87,20 4,88 0,00 92,08 

154-CRC 8,02 90,22 4,08 2,47 96,77 

155-CRC 6,96 88,58 5,65 2,51 96,74 

156-CRC 1,88 62,89 27,32 2,58 92,79 

169-CRC 3,51 98,13 0,56 0,13 98,82 

Tab. 31: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

Frekvence u jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Kleina (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů a součet naivních B-lymfocytů, paměťových B-lymfocytů  

a plazmatických buněk jako tzv. suma) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s kolorektálním karcinomem 

shrnuty v Tab. 31 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 27a a Obr. 

27b. 
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Obr. 28: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů 
s kolorektálním karcinomem. 

Obr. 28 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru 

pacientů s kolorektálním karcinomem. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto 

porovnání jsou uvedeny v Tab. 31. 

Parametr CD19+ly Suma Naivní Memory Plazma 

Minimum 1,29 49,46 41,50 0,56 0,00 

Maximum 17,82 100,05 98,13 27,32 3,22 

Medián 6,39 99,13 90,22 5,65 0,87 

Standardní chyba 1,02 2,62 3,13 1,48 0,24 

Lower 95% CI 4,85 90,20 80,47 4,31 0,74 

Upper 95% CI 9,14 95,02 93,63 10,52 1,74 

Tab. 32: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů  kolorektálním 
karcinomem. 

Po statistické analýze bylo zjištěno: frekvence subpopulace CD19+ lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 1,29% - 17,82% (s mediánem 6,39%, standardní chybou 1,02% a 95% CI[4,85 - 9,14]), suma 

frekvencí dle Kleina se pohybovala v rozmezí 49,46% - 100,05% (s mediánem 99,13%, standardní 

chybou 2,62% a 95% CI[90,20 - 95,02]), frekvence naivních B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 

41,50% - 98,13% (s mediánem 90,22%, standardní chybou 3,13% a 95% CI[80,47 - 93,63]), frekvence 

paměťových B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 0,56% - 27,32% (s mediánem 5,65%, standardní 

chybou 1,48% a 95% CI[4,31 - 10,52]) a frekvence plazmatických buněk se pohybovala v rozmezí 0,00% 

- 3,22% (s mediánem 0,87%, standardní chybou 0,24% a 95% CI[0,74 - 1,74]), (viz Tab. 32). 
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  Suma CRC Naivní CRC Memory CRC Plazma CRC 

Suma CRC  ns ns ns 

Naivní CRC   p<0,0001 p<0,0001 

Memory CRC    p<0,0001 

Plazma CRC     

Tab. 33: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v 
souboru pacientů s kolorektálním karcinomem (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů s kolorektálním karcinomem zjištěny tyto 

signifikantní rozdíly: Signifikantní rozdíly byly nalezeny pro frekvence subpopulace naivních 

Blymfocytů v porovnání s frekvencemi subpopulací paměťových B-lymfocytů a plazmatických buněk 

(90,22% vs. 5,65%, 90,22% vs. 0,87%; ve všech případech p<0,0001). Také v případě frekvence 

subpopulace paměťových B-lymfocytů v porovnání s frekvencí subpopulace plazmatických buněk 

(5,65% vs. 0,87%; p<0,0001), (viz Tab. 33). 

5.2.3.2 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  vyšetřovaného souboru pacientů 

s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 29a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 
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Obr. 29b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

  CD24+ CD24- 

116-CRC 33.33 54.55 

118-CRC 33.33 66.67 

119-CRC 28.57 38.78 

127-CRC 43.33 35.00 

128-CRC 52.38 19.05 

129-CRC 39.02 1.52 

130-CRC 72.59 2.96 

133-CRC 62.50 37.50 

134-CRC 57.14 36.73 

135-CRC 23.53 70.59 

137-CRC 40.00 20.00 

143-CRC 14.29 71.43 

144-CRC 0.00 0.00 

148-CRC 16.42 76.12 

153-CRC 25.00 33.33 

154-CRC 25.00 25.00 

155-CRC 21.05 5.26 

156-CRC 29.17 16.67 

169-CRC 33.33 14.29 

Tab. 34: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

Frekvence u jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Warnatze (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s kolorektálním karcinomem 

shrnuty v Tab. 34 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 29a a Obr. 

29b. 
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Obr. 30: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v souboru pacientů 
s kolorektálním karcinomem. 

Obr. 30 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  souboru 

pacientů s kolorektálním karcinomem. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto 

porovnání jsou uvedeny v Tab. 34. 

Parametr CD24+ CD24- 

Minimum 0,00 0,00 

Maximum 72,59 76,12 

Medián 33,33 33,33 

Standardní chyba 4,07 5,73 

Lower 95% CI 25,66 20,89 

Upper 95% CI 42,76 44,95 

Tab. 35: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

Po statistickém zhodnocení bylo zjištěno: frekvence subpopulace CD24+ B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 0,00% - 72,59% (s mediánem 33,33%, standardní chybou 4,07% a 95% CI[25,66 - 42,76])  

a frekvence subpopulace CD24- B-lymfocytů se pohybovaly v rozmezí 0,00% - 76,12% (s mediánem 

33,33%, standardní chybou 5,73% a 95% CI[20,89 - 44,95]), (viz Tab. 35). 

  CD19+ ly CRC CD24+ CRC CD24- CRC 

CD24+ CRC   ns 

CD24- CRC    

Tab. 36: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v 
souboru pacientů s kolorektálním karcinomem (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací dle Warnatze v souboru pacientů s kolorektálním karcinomem zjištěny 

žádné signifikantní rozdíly (viz Tab. 36).  
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5.2.3.3 Distribuce FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové vyšetřovaného souboru 

pacientů s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 31a: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

 

Obr. 31b: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 
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  FO I FO II 

116-CRC 30,86 34,86 

118-CRC 65,87 11,11 

119-CRC 58,45 20,91 

127-CRC 25,64 43,59 

128-CRC 30,77 35,58 

129-CRC 35,48 25,81 

130-CRC 16,48 61,90 

133-CRC 33,47 43,67 

134-CRC 8,23 8,23 

135-CRC 28,76 42,48 

137-CRC 34,11 23,36 

143-CRC 32,85 46,52 

144-CRC 74,29 5,71 

148-CRC 11,50 70,08 

153-CRC 41,98 32,10 

154-CRC 35,14 23,77 

155-CRC 9,88 25,82 

156-CRC 37,50 21,25 

169-CRC 47,38 31,38 

Tab. 37: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

Frekvence u jednotlivých FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Vlkové (dále je 

ještě uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s kolorektálním 

karcinomem shrnuty v Tab. 37 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 

31a a Obr. 31b. 
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Obr. 32: Porovnání distribuce frekvencí (%)FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v souboru 
pacientů s kolorektálním karcinomem. 
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Obr. 32 porovnává rozložení frekvencí (%)  FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v 

souboru pacientů s kolorektálním karcinomem. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro 

toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 37. 

Parametr FOI FOII 

Minimum 9,88 2,55 

Maximum 93,50 70,08 

Medián 41,98 25,82 

Standardní chyba 4,88 3,51 

Lower 95% CI 38,00 21,37 

Upper 95% CI 58,49 36,14 

Tab. 38: Statistické hodnoty B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

Po statistickém zhodnocení bylo zjištěno: frekvence subpopulace FOI B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 9,88% - 93,50% (s mediánem 41,98%, standardní chybou 4,88% a 95% CI[38,00 - 58,49]) a 

frekvence subpopulace FOII B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 2,55% - 70,08% (s mediánem 25,82%, 

standardní chybou 3,51% a 95% CI[21,37 - 36,14]), (viz Tab. 38). 

  CD19+ ly CRC FOI CRC FOII CRC 

FOI CRC   p=0,0035 

FOII CRC    

Tab. 39: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové v 
souboru pacientů s kolorektálním karcinomem (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly v případě B-lymfocytárních 

subpopulací dle Vlkové v souboru pacientů s kolorektálním karcinomem zjištěny signifikantní rozdíly 

ve frekvenci u subpopulace FOI B-lymfocytů v porovnání s frekvencí subpopulace FOII B-lymfocytů 

(41,98% vs. 25,82%; p=0,0035), (viz Tab. 39). 
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5.2.3.4 Distribuce NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez  v souboru pacientů 

s revmatoidní artritidou 

 

Obr. 33a: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

 

Obr. 33b: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 
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  FM MZ T1 T2 

116-CRC 44,63 1,13 5,27 34,27 

118-CRC 66,06 0,30 1,52 16,67 

119-CRC 62,86 0,54 1,83 23,47 

127-CRC 28,75 1,72 4,91 14,00 

128-CRC 58,88 2,86 1,94 21,43 

129-CRC 23,10 2,04 38,45 14,95 

130-CRC 38,44 0,65 8,31 45,65 

133-CRC 65,14 1,66 2,51 21,58 

134-CRC 50,72 1,28 2,40 17,28 

135-CRC 57,45 1,22 0,74 18,51 

137-CRC 61,25 0,42 5,97 18,47 

143-CRC 58,16 0,68 6,16 14,17 

144-CRC 60,81 1,35 5,41 6,76 

148-CRC 70,35 0,89 1,81 10,63 

153-CRC 61,63 1,16 4,65 6,98 

154-CRC 63,67 2,10 3,06 20,27 

155-CRC 49,39 2,27 2,09 25,13 

156-CRC 30,77 2,88 7,69 9,62 

169-CRC 65,83 0,55 2,09 14,72 

Tab. 40: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) v souboru pacientů s kolorektálním 
karcinomem. 

Frekvence jednotlivých NMBC B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Benitez (dále je ještě 

uvedena frekvence CD19+ lymfocytů) jsou pro jednotlivé vzorky pacientů s kolorektálním karcinomem 

shrnuty v Tab. 40 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 33a a Obr. 

33b. 
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Obr. 34: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru pacientů 
s kolorektálním karcinomem. 

Obr. 34 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru 

pacientů s kolorektálním karcinomem. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací použitých pro toto 

porovnání jsou uvedeny v Tab. 40. 

Parametr FM MZ T1 T2 

Minimum 23,10 0,30 0,74 6,76 

Maximum 70,35 2,88 38,45 45,65 

Medián 58,88 1,22 3,06 17,28 

Standardní chyba 3,22 0,18 1,89 2,13 

Lower 95% CI 46,80 0,97 1,64 14,18 

Upper 95% CI 60,34 1,73 9,60 23,14 

Tab. 41: Statistické hodnoty NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez v souboru pacientů 
s kolorektálním karcinomem. 

Po statistickém zhodnocení bylo zjištěno: frekvence subpopulace FM B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 23,10% - 70,35% (s mediánem 58,88%, standardní chybou 3,22% a 95% CI[46,80 - 60,34]), 

frekvence subpopulace B-lymfocytů MZ se pohybuje v rozmezí 0,30% - 2,88% (s mediánem 1,22%, 
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standardní chybou 0,18% a 95% CI[0,97 - 1,73], frekvence subpopulace T1 B-lymfocytů se pohybovala 

v rozmezí 0,74% - 38,45% (s mediánem 3,06%, standardní chybou 1,89% a 95% CI[1,64 - 9,60]) a 

frekvence subpopulace T2 B-lymfocytů se pohybovala v rozmezí 6,76% - 45,65% (s mediánem 17,28%, 

standardní chybou 2,13% a 95% CI [14,18 - 23,14]), (viz tab. 41). 

  FM CRC MZ CRC T1 CRC T2 CRC 

FM CRC  p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 

MZ CRC   p=0,0001 p<0,0001 

T1 CRC    p<0,0001 

T2 CRC     

Tab. 42: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez 
v souboru pacientů s kolorektálním karcinomem (ns=nesignifikantní). 

Pomocí provedeného neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové byly zjištěny tyto 

signifikantní rozdíly: signifikantní rozdíly byly zjištěny pro frekvence subpopulace FM B-lymfocytů 

v porovnání s frekvencemi subpopulací B-lymfocytů MZ, T1 a T2 B-lymfocytů (55,88% vs. 1,22%, 

55,88% vs. 3,06%, 55,88% vs. 17,28%; ve všech případech p<0,0001). Také byly signifikantní rozdíly 

zjištěny pro frekvence B-lymfocytů MZ v porovnání s frekvencí subpopulace T1 (1,22% vs. 3,06%; 

p=0,0001) a frekvencí subpopulace T2 B-lymfocytů (1,22% vs. 17,28%; p<0,0001) a v případě frekvence 

subpopulace T1 B-lymfocytů v porovnání s frekvencí subpopulace T2 B-lymfocytů (3,06% vs. 17,28%; 

p<0,0001), (viz Tab. 42). 

5.2.4 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací u pacientů s  diagnózami 

Z důvodu malého množství vzorků u pacientů s diagnózou AS, MM, MDS/AA, AA, GC a GP nebyly 

tyto vzorky statisticky hodnoceny. Frekvence jsou vždy uvedeny v souhrnné tabulce pro jednotlivé B-

lymfocytární subpopulace (frekvence jsou uvedeny v procentech). Ke každé tabulce je vždy uveden 

graf, graficky znázorňující procentuální zastoupení jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací. 
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5.2.4.1 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u pacientů s ostatními diagnózami 

 

Obr. 35a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) u pacientů s AS, MM, MDS/AA a AA 

 

Obr. 35b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) pacientů s GC a PC. 

  CD19+ ly Naivní Memory Plazma Suma 

150-AS 8,40 98,43 1,46 0,07 99,96 

168-MM 8,01 91,96 6,76 0,39 98,42 

139-MDS/AA 3,45 91,37 8,14 0,40 98,73 

164-MDS-AA 1,09 56,54 34,97 1,47 92,98 

163-AA 2,04 68,17 18,57 0,93 87,67 

117-GC 4,04 93,30 2,58 2,71 98,59 

136-GC 9,21 65,46 2,82 0,34 68,62 

171-PC 10,13 82,41 9,02 5,70 97,13 

172-PC 3,97 83,03 11,33 1,74 96,10 

173-PC 5,59 93,47 3,29 1,89 98,65 

174-PC 3,93 88,03 9,43 1,37 98,83 

Tab. 43: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina (%) pacientů s AS, MM, MDS/AA, AA, GC a PC. 
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Frekvence jednotlivých subpopulací definovaných dle Kleina jsou pro jednotlivé vzorky pacientů 

shrnuty v Tab. 43 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 35a a Obr. 

35b. 

5.2.4.2 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze u pacientů s ostatními diagnózami 

 

Obr. 36a: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) pacientů s AS, MM, MDS/AA a AA. 

 

Obr. 36b: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) pacientů s GC  
a PC. 
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  CD19+ ly CD24+ CD24- 

150-AS 8,40 50,00 11,76 

168-MM 8,01 22,73 45,50 

139-MDS/AA 3,45 0,56 80,56 

164-MDS-AA 1,09 0,00 5,26 

163-AA 2,04 24,07 7,41 

117-GC 4,04 19,59 53,38 

136-GC 9,21 54,86 13,14 

171-PC 10,13 11,86 9,32 

172-PC 3,97 8,49 2,83 

173-PC 5,59 15,38 21,15 

174-PC 3,93 22,78 34,18 

Tab. 44: Frekvence B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze (%) u pacientů s AS, MM, MDS/AA, AA, GC a PC. 

Frekvence jednotlivých subpopulací definovaných dle Warnatze jsou pro jednotlivé vzorky pacientů 

shrnuty v Tab. 44 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 36a a Obr. 

36b. 

5.2.4.3 Distribuce B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové u pacientů s ostatními diagnózami 

 

Obr. 37a: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) u pacientů s AS, MM, MDS/AA a AA 
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Obr. 37b: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) u pacientů s GC a PC. 

  CD19+ ly FOI FOII 

150-AS 8,40 20,66 44,81 

168-MM 8,01 39,81 41,20 

139-MDS/AA 3,45 86,67 7,02 

164-MDS-AA 1,09 5,69 33,33 

163-AA 2,04 35,57 11,86 

117-GC 4,04 40,54 20,42 

136-GC 9,21 31,26 38,91 

171-PC 10,13 9,60 58,17 

172-PC 3,97 9,72 48,14 

173-PC 5,59 29,72 24,56 

174-PC 3,93 43,89 8,52 

Tab. 45: Frekvence FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové (%) u pacientů s AS, MM, MDS/AA, AA, GC 
a PC. 

Frekvence jednotlivých FOI/FOII subpopulací definovaných dle Vlkové jsou pro jednotlivé 

pacientské vzorky shrnuty v Tab. 45 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje 

Obr. 37a a Obr. 37b. 
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5.2.4.4 Distribuce NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez u pacientů s ostatními 

diagnózami 

 

Obr. 38a: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) u pacientů s AS, MM, MDS/AA a AA 

 

Obr. 38b: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) u pacientů s GC a PC. 
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  CD19+ ly FM MZ T1 T2 

150-AS 8,40 81,42 0,70 0,48 5,08 

168-MM 8,01 52,31 2,00 1,30 36,38 

139-MDS/AA 3,45 55,58 7,05 1,62 11,60 

164-MDS-AA 1,09 31,66 2,96 4,44 41,12 

163-AA 2,04 38,29 4,28 3,46 17,72 

117-GC 4,04 56,22 0,29 2,58 23,75 

136-GC 9,21 69,02 1,11 1,57 17,47 

171-PC 10,13 55,32 0,63 1,65 36,57 

172-PC 3,97 43,87 1,36 14,25 29,86 

173-PC 5,59 55,21 2,10 1,31 30,66 

174-PC 3,93 61,98 0,69 3,47 20,93 

Tab. 46: Frekvence NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez (%) u pacientů s AS, MM, MDS/AA, AA, GC 
a PC. 

Frekvence jednotlivých NMBC subpopulací definovaných dle Benitez jsou pro jednotlivé pacientské 

vzorky shrnuty v Tab. 46 (frekvence jsou uvedeny v procentech). Graf frekvencí znázorňuje Obr. 38a a 

Obr. 38b. 

5.3 Porovnání distribuce frekvencí B-lymfocytárních subpopulací mezi 

vyšetřovanými skupinami 

Frekvence (hodnoty jsou uváděny v procentech) jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací 

pacientů s RA a CRC jsou porovnávány jednak se zdravými kontrolami (KO) a také pacienti s RA a CRC 

mezi sebou. 
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5.3.1 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací mezi pacienty 

s revmatoidní artritidou a kontrolními vzorky 

5.3.1.1 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou a kontrolními vzorky 

CD19+ly RA CD19+ly KO Suma RA Suma KO Naivní RA Naivní KO
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Obr. 39a: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina pacientů s RA a 

zdravými kontrolami (KO). 
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Obr. 39b: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů s RA a 
zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 39a a Obr. 39b porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací 

použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 19 pro pacienty s revmatoidní artritidou a v Tab. 7 

pro zdravé kontroly. 
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  CD19+ ly KO Suma KO Naivní KO Memory KO Plazma KO 

CD19+ ly RA ns     

Suma RA  ns    

Naivní RA   ns   

Memory RA    ns  

Plazma RA     ns 

Tab. 47: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u 
pacientů s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací dle Kleina u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) zjištěny žádné 

statisticky významné rozdíly v porovnání se zdravými kontrolami (KO), (viz Tab. 47). 

5.3.1.2 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze 

mezi pacienty s revmatoidní artritidou a kontrolními vzorky  
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Obr. 40: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze u pacientů s RA  
a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 40 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací 

použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 22 pro pacienty s revmatoidní artritidou a v Tab. 10 

pro zdravé kontroly. 

  CD24+ KO CD24- KO 

CD24+ RA ns  

CD24- RA  ns 

Tab. 48: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u 
pacientů s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí 

Blymfocytárních subpopulací dle Warnatze u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) zjištěny žádné 

statisticky významné rozdíly v porovnání se zdravými kontrolami (KO),(viz Tab. 48). 
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5.3.1.3 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle 

Vlkové mezi pacienty s revmatoidní artritidou a kontrolními vzorky  
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Obr. 41: Porovnání distribuce frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové u pacientů s RA  
a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 41 porovnává rozložení frekvencí (%)  FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami. Frekvence B-lymfocytárních subpopulací 

použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 25 pro pacienty s revmatoidní artritidou a v Tab. 13 

pro zdravé kontroly. 

  FOI KO FOII KO 

FOI RA p=0,0162  

FOII RA  ns 

Tab. 49: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u 
pacientů s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami (ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo v případě frekvencí 

FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové zjištěno signifikantní snížení subpopulace FOI 

Blymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) v porovnání se zdravými kontrolami (12,93% vs. 

28,58%; p=0,0162), (viz Tab. 49) 
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5.3.1.4 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 

Benitez mezi pacienty s revmatoidní artritidou a kontrolními vzorky 
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Obr. 42a: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez u pacientů s RA a 
zdravými kontrolami (KO). 
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Obr. 42b: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez u pacientů 
s revmatoidní artritidou (RA) a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 42a a Obr. 42b porovnává rozložení frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 

Benitez mezi pacienty s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami. Frekvence Blymfocytárních 

subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 28 pro pacienty s revmatoidní artritidou 

a v Tab. 16 pro zdravé kontroly. 

  FM KO MZ KO T1 KO T2 KO 

FM RA p=0,0010    

MZ RA  ns   

T1 RA   ns  

T2 RA    p=0,0071 

Tab. 50: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 
Benitez u pacientů s revmatoidní artritidou a zdravými kontrolami (ns=nesignifikantní). 
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Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací dle Benitez zjištěno signifikantní snížení subpopulace FM B-lymfocytů u 

pacientů s RA v porovnání se zdravými kontrolami (55,76% vs. 63,79%; p=0,0010) a dále signifikantní 

zvýšení subpopulace T2 B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) v porovnání se zdravými 

kontrolami (KO, 23,53% vs. 16,53%; p=0,0071), (viz Tab. 50) 

5.3.2 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací mezi pacienty 

s kolorektálním karcinomem a kontrolními vzorky  

5.3.2.1 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina mezi 

pacienty s kolorektálním karcinomem a kontrolními vzorky 
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Obr. 43a: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u pacientů s kolorektálním 
karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). 
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Obr. 43b: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 43a a Obr. 43b porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina mezi 

pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). Frekvence B-lymfocytárních 
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subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 31 pro pacienty s kolorektálním 

karcinomem (CRC) a v Tab. 7 pro zdravé kontroly (KO). 

  CD19+ ly KO Suma KO Naivní KO Memory KO Plazma KO 

CD19+ ly CRC ns     

Suma CRC  ns    

Naivní CRC   ns   

Memory CRC    ns  

Plazma CRC     ns 

Tab. 51: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u 
pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO, ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací dle Kleina u pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) zjištěny žádné 

statisticky významné rozdíly v porovnání se zdravými kontrolami (KO), (viz Tab. 51). 

5.3.2.2 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze 

mezi pacienty s kolorektálním karcinomem a kontrolními vzorky  
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Obr. 44: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 44 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze mezi 

pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). Frekvence B-lymfocytárních 

subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 34 pro pacienty s kolorektálním 

karcinomem (CRC) a v Tab. 10 pro zdravé kontroly (KO). 

  CD24+ KO CD24- KO 

CD24+ CRC ns  

CD24- CRC  ns 

Tab. 52: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze u 
pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO, ns=nesignifikantní). 
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Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací dle Warnatze u pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) zjištěny žádné 

statisticky významné rozdíly v porovnání se zdravými kontrolami (KO), (viz Tab. 52). 

5.3.2.3 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle 

Vlkové mezi pacienty s kolorektálním karcinomem a kontrolními vzorky  
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Obr. 45: Porovnání distribuce frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové  pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 45 porovnává rozložení frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové mezi 

pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). Frekvence B-lymfocytárních 

subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 37 pro pacienty s kolorektálním 

karcinomem (CRC) a v Tab. 13 pro zdravé kontroly (KO). 

  FOI KO FOII KO 

FOI CRC ns  

FOII CRC  ns 

Tab. 53: Přehled hladin významnosti  porovnávaných frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle 
Vlkové u pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO, ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové nebyly v případě frekvencí 

FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové u pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) 

zjištěny žádné statisticky významné rozdíly v porovnání se zdravými kontrolami (KO, Tab. 53). 
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5.3.2.4 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 

Benitez mezi pacienty s kolorektálním karcinomem a kontrolními vzorky  
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Obr. 46a: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez  pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). 
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Obr. 46b: Porovnání distribuce frekvencí (%)NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez  pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). 

Obr. 46a a Obr. 46b porovnává rozložení frekvencí (v %)  NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 

Benitez mezi pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO). Frekvence B-

lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 40 pro pacienty 

s kolorektálním karcinomem (CRC) a v Tab. 16 pro zdravé kontroly (KO). 

  FM KO MZ KO T1 KO T2 KO 

FM CRC p=0,0162    

MZ CRC  ns   

T1 CRC   ns  

T2 CRC    ns 

Tab. 54: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%)NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 
Benitez u pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC) a zdravými kontrolami (KO, ns=nesignifikantní). 
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Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo zjištěno v případě frekvencí 

B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez signifikantní snížení subpopulace FM B-lymfocytů u pacientů 

s kolorektálním karcinomem (CRC) v porovnáním se zdravými kontrolami (KO, 55,88% vs. 63,79%; 

p=0,0162, (Tab. 54). 

5.3.3 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací mezi pacienty 

s revmatoidní artritidou a pacienty s kolorektálním karcinomem 

5.3.3.1 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou a pacienty s kolorektálním karcinomem 
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Obr. 47a: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina v souboru pacientů 
s revmatoidní artritidou (RA) a kolorektálním karcinomem (CRC). 
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Obr. 47b: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u pacientů s revmatoidní 
artritidou (RA) a kolorektálním karcinomem (CRC). 

Obr. 47a a Obr. 47b porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou (RA) a s kolorektálním karcinomem (CRC). Frekvence B-

lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 19 pro pacienty 

s revmatoidní artritidou (RA) a v Tab. 31 pro pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC). 
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  Suma RA Naivní RA Memory RA Plazma RA 

Suma CRC ns    

Naivní CRC  p=0,0163   

Memory CRC   p=0,0007  

Plazma CRC    ns 

Tab. 55: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Kleina u 
pacientů s revmatoidní artritidou (RA) a pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC, ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo zjištěno: signifikantní 

snížení u subpopulace naivních B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) oproti pacientům 

s kolorektálním karcinomem (CRC, 89,91% vs. 90,22%; p=0,0163) a dále signifikantní zvýšení u 

subpopulace paměťových B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) v porovnání s pacienty 

s kolorektálním karcinomem (CRC, 17,37% vs. 25,82%; p=0,0007), (Tab. 55). 

5.3.3.2 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze 

mezi pacienty s revmatoidní artritidou a pacienty s kolorektálním karcinomem 
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Obr. 48: Porovnání distribuce frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze  pacientů s revmatoidní 
artritidou (RA) a kolorektálním karcinomem (CRC). 

Obr. 48 porovnává rozložení frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze mezi 

pacienty s revmatoidní artritidou (RA) a s kolorektálním karcinomem (CRC). Frekvence B-

lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 22 pro pacienty 

s revmatoidní artritidou (RA) a v Tab. 34 pro pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC). 

  CD24+ RA CD24- RA 

CD24+ CRC P=0,0222  

CD24- CRC  ns 

Tab. 56: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) B-lymfocytárních subpopulací dle Warnatze u 
pacientů s revmatoidní artritidou (RA) a pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC, ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo v případě frekvencí B-

lymfocytárních populací dle Warnatze zjištěno: signifikantní snížení subpopulace CD24+ B-lymfocytů u 
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pacientů s revmatoidní artritidou v porovnání s pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC, 21,35% vs. 

33,33%, 0,0222), (Tab. 56). 

5.3.3.3 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle 

Vlkové mezi pacienty s revmatoidní artritidou a pacienty s kolorektálním karcinomem 
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Obr. 49: Porovnání distribuce frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové  pacientů 
s revmatoidní artritidou (RA) a kolorektálním karcinomem (CRC). 

Obr. 49 rozložení frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle Vlkové mezi pacienty 

s revmatoidní artritidou (RA) a s kolorektálním karcinomem (CRC). Frekvence FOI/FOII B-

lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 25 pro pacienty 

s revmatoidní artritidou (RA) a v Tab. 37 pro pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC). 

  FOI RA FOII RA 

FOI CRC p<0,0001  

FOII CRC  p=0,0333 

Tab. 57: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) FOI/FOII B-lymfocytárních subpopulací dle 
Vlkové u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) a pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC, 
ns=nesignifikantní). 

Pomocí neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo zjištěno: signifikantní 

snížení u subpopulace FOI B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) oproti pacientům 

s kolorektálním karcinomem (CRC, 12,93% vs. 41,98%; p<0,0001) a dále signifikantní zvýšení u 

subpopulace FOII B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) v porovnání s pacienty 

s kolorektálním karcinomem (CRC, 42,47% vs. 25,82%; p=0,0333, Tab. 57). 
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5.3.3.4 Porovnání distribuce frekvencí jednotlivých NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 

Benitez mezi pacienty s revmatoidní artritidou a pacienty s kolorektálním karcinomem 
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Obr. 50a: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez  pacientů 
s revmatoidní artritidou (RA) a kolorektálním karcinomem (CRC). 
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Obr. 50b: Porovnání distribuce frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle Benitez  pacientů 
s revmatoidní artritidou (RA) a kolorektálním karcinomem (CRC). 

Obr. 50a a Obr. 50b porovnává rozložení frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 

Benitez mezi pacienty s revmatoidní artritidou (RA) a s kolorektálním karcinomem (CRC). Frekvence B-

lymfocytárních subpopulací použitých pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 28 pro pacienty 

s revmatoidní artritidou (RA) a v Tab. 40 pro pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC). 

  FM RA MZ RA T1 RA T2 RA 

FM CRC ns    

MZ CRC  ns   

T1 CRC   p=0,0026  

T2 CRC    p=0,0149 

Tab. 58: Přehled hladin významnosti porovnávaných frekvencí (%) NMBC B-lymfocytárních subpopulací dle 
Benitez u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) a pacientů s kolorektálním karcinomem (CRC, 
ns=nesignifikantní). 
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Pomocí provedeného neparametrického párového t-testu dle Mann-Whitneyové bylo zjištěno: 

signifikantní snížení subpopulace T1 B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou v porovnání 

s pacienty s kolorektálním karcinomem (CRC, 1,83% vs. 3,06; p=0,0026) a dále signifikantní zvýšení u 

subpopulace T2 B-lymfocytů u pacientů s revmatoidní artritidou (RA) v porovnání s pacienty 

s kolorektálním karcinomem (CRC, 23,53% vs. 17,28%; p=0,0149), (Tab. 58). 

5.4 Porovnání B-lymfocytárních subpopulací a klinických parametrů pacientů 

s revmatoidní artritidou a kolorektálním karcinomem 

5.4.1 Porovnání B-lymfocytárních subpopulací a klinických parametrů pacientů s revmatoidní 

artritidou 
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Obr. 51: Distribuce naměřených hladin vybraných parametrů diferenciálního rozpočtu (x10˄6/ml) a tzv. stage  
v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 51 ukazuje distribuce naměřených hladin vybraných parametrů diferenciálního rozpočtu 

(x106/ml) a tzv. stage souboru pacientů s revmatoidní artritidou. Veškeré naměřené hladiny použité 

pro toto porovnání jsou uvedeny v Tab. 1 v Příloze.  
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Parametr 
WBC 

(106/ml) 
Neutrofily 
(106/ml) 

Lymfocyty 
(106/ml) 

Monocyty 
(106/ml) 

Eozinofily 
(106/ml) 

Bazofily 
(106/ml) Stage 

Minimum 3,42 3,42 1,37 0,94 0,22 0,02 1,00 

Maximum 10,10 5,31 2,43 0,66 0,32 0,10 4,00 

Průměr 6,43 3,30 1,61 0,37 0,11 0,03 2,82 

Stand. odchylka 1,83 1,46 0,47 0,12 0,09 0,02 1,13 

Lower 95% CI 5,71 2,37 1,31 0,30 0,05 0,02 2,00 

Upper 95% CI 7,16 4,23 1,91 0,45 0,17 0,49 3,36 

Tab. 59: Statistické hodnoty vybraných parametrů diferenciálního rozpočtu z periferní krve v souboru pacientů 
s revmatoidní artritidou. 

Po statistickém zhodnocení vybraných parametrů diferenciálního rozpočtu z periferní krve a tzv. 

„stage” souboru pacientů s revmatoidní artritidou bylo zjištěno: celkové zastoupení bílých krvinek 

(WBC) se pohybovalo v rozmezí 3,42x106/ml – 10,10x106/ml (s průměrem 6,43x106/ml, standardní 

odchylkou 1,83 x106/ml a 95% CI[5,71 - 7,16]), zastoupení neutrofilů se pohybovalo v rozmezí 

3,42x10˄6/ml - 5,51x106/ml (s průměrem 3,30x10˄6/ml, standardní odchylkou 1,46x106/ml a 95% 

CI[2,37 - 4,23]), zastoupení lymfocytů se pohybovalo v rozmezí 1,37 x106/ml - 2,43x106/ml (s 

průměrem 1,61x106/ml, standardní odchylkou 0,47x106/ml a 95% CI [1,31 – 1,91]), zastoupení 

monocytů se pohybovalo v rozmezí 0,94x106/ml – 0,66x106/ml (s průměrem 0,37x106/ml, standardní 

odchylkou 0,12x10˄6/ml a 95% CI[0,30 – 0,45]), zastoupení eozinofilů se pohybovalo v rozmezí 

0,22x106/ml – 0,32x106/ml (s průměrem 0,11x106/ml, standardní odchylkou 0,09x106/ml a 95% 

CI[0,05 - 0,17]), zastoupení bazofilů se pohybovalo v rozmezí 0,02x106/ml - 0,10 x106/ml (s průměrem 

0,03x106/ml, standardní odchylkou 0,02x106/ml a 95% CI[0,02 – 0,49]) a stupeň onemocnění tzv. 

„stage“ se pohybuje v rozmezí 1,00 - 4,00 (s průměrem 2,82, standardní odchylkou 1,13 a 95% CI[2,00 

– 3,36]), (viz Tab. 59). 
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Obr. 52: Distribuce hladin sedimentace erytrocytů (FW, mm/h) a C-reaktivního proteinu (CRP, mg/l) v souboru 
pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 52 zobrazuje distribuce hladin sedimentace erytrocytů (FW, mm/h) a C-reaktivního proteinu u 

pacientů s RA. Hladiny FW a CRP jsou uvedeny v Tab.1 Přílohy. 

Parametr 
FW 

(mm/h) 
CRP 

(mg/l) 

Minimum 1,00 0,00 

Maximum 53,00 39,80 

Průměr 15,59 6,86 

Stand. odchylka 14,11 9,16 

Lower 95% CI 9,33 2,99 

Upper 95% CI 21,85 10,72 

Tab. 60: Statistické hodnoty vybraných parametrů laboratorních výsledků v souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou. 
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Po statistickém zhodnocení naměřených hladin sedimentace erytrocytů (FW) a C-reaktivního 

proteinu (CRP) souboru pacientů s revmatoidní artritidou bylo zjištěno: zastoupení hladin sedimentace 

erytrocytů (FW) se pohybovalo v rozmezí 1,00 mm/h – 53,00 mm/h  (s průměrem 15,59 mm/h, 

standardní odchylkou 14,11 mm/h a 95% CI[9,33 - 21,85]), a zastoupení hladin C-reaktivního proteinu 

se pohybovalo v rozmezí 0,00 mg/l - 39,80 mg/l (s průměrem 6,86 mg/l, a standardní odchylkou 9,16 

mg/l a 95% CI[2,99 - 10,72], (viz Tab. 60).  

Výsledky neparametrické korelační analýzy dle Spearmana mezi vybranými klinickými parametry a 

Bbuněčnými subpopulacemi u pacientů s revmatoidní artritidou neprokázaly signifikantní korelaci. 

Test lineární regrese ale ukazuje patrný trend, který by mohl po doplnění dalších vyšetřených pacientů 

vykazovat statisticky významnou závislost. 
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Obr. 53: Lineární regresní analýza parametru DAS28 FW (osa x) a frekvence B-lymfocytů marginální 

zóny (MZ,%, osa y) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 53 znázorňuje lineární regresi mezi parametrem DAS FW (osa x) a frekvencí B-lymfocytů MZ 

(MZ,%, osa y) souboru pacientů s revmatoidní artritidou, vykazující signifikantní závislost p=0,0271 

s R2=0,2561. 
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Obr. 54: Lineární regresní analýza hladiny celkového počtu leukocytů (WBC, x106/ml, osa x) a frekvence 
plazmatických buněk (Plazma %, osa y) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 54 ukazuje lineární regresi mezi celkovým počtem leukocytů (WBC, x106/ml osa x) a 

plazmatických buněk (Plazma %, osa y) rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou, vykazující 

statisticky významnou závislost p=0,0484 s R2=0,1470. 

Dále jsou uvedeny nesignifikantní výsledky regresní analýzy s patrným trendem:  
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Obr. 55: Lineární regresní analýza parametru C-reaktivní protein (CRP, mg/l, osa x) a frekvence T2 B-lymfocytů 
(T2 %, osa y) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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marginální zóny (MZ %, osa y) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 57: Lineární regresní analýza hladiny celkového počtu leukocytů (WBC, x10˄6/ml, osa x) a frekvence 
CD24+ B-lymfocytů (CD24+ %, osa y) v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 58 Lineární regresní analýza parametru DAS28 FW (osa x) a frekvence T1 B-lymfocytů (T1 %, osa y)  
v souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

5.4.2 Porovnání B-lymfocytárních subpopulací a klinických parametrů pacientů s kolorektálním 

karcinomem 

Soubor pacientů s CRC (n=19) se na základě diagnostických kritérií rozpadl do malých podskupin, 

jejichž zastoupení je zobrazena v  tabulce 51. Klinické parametry jsou uvedeny v Příloze (Tab. 2), 

Tabulka 61: Zastoupení jednotlivých subdiagnóz v souboru pacientů s CRC.  

Diagnóza C18 C18.2 C18.5 C18.6 C18.7 C19 C20 nd 

Počet (%) 
1 

(5,3) 
1 

(5,3) 
1 

(5,3) 
1 

(5,3) 
5 

(26,3) 
2 

(10,5) 
1 

(5,3) 
7 

(36,8) 
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5.5 Korelační analýza frekvence B-buněčných subpopulací ve sledovaných 

skupinách dle Spearmana 

  KO (n=22) RA (n=29) CRC (n=19) 

CD24-/FOI 
r=0,506 r=0,264 r=0,219 

P= 0,0162 P= 0,1663 P= 0,3670 

FM/T1 
r=-0,693 r=-0,750 r=-0,599 

P= 0,0004 P= 0,0000 P= 0,0067 

FM/MZ 
r=-0,409 r=-0,570 r=-0,419 

P= 0,0585 P= 0,0012 P= 0,0739 

T1/CD19 
r=-0,193 r=-0,577 r=-0,290 

P= 0,3906 P= 0,0011 P= 0,2289 

Naivní/Memory 

r=-0,976 r=-0,944 r=-0,831 

P= 0,0000 P= 0,0000 P= 0,0000 

r=-0,717 r=-0,602 r=-0,626 

FOI/FOII 
r=-0,667 r=-0,512 r=-0,440 

P= 0,0002 P= 0,0005 P= 0,0041 

Naivní/Plazmatické 
r=0,276 r=0,690 r=0,204 

P= 0,0007 P= 0,0045 P= 0,0596 

CD19-FM 
r=0,276 r=0,690 r=0,204 

P= 0,2136 P= 0,0000 P= 0,4011 

Tab. 62: Korelační analýza dle Spearmana mezi B-buněčnými subpopulacemi u pacientů s RA, CRC a zdravých 
kontrol. Korelační Spearmanův koeficient větší než 0,5; respektive -0,5 je vyznačen tučně. 
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6 DISKUZE 

Celkem jsme vyšetřili 81 jedinců, z toho 22 zdravých kontrol a 59 pacientů s různými patologiemi 

(RA – 29, CRC – 19, AS – 1, GC – 2, PC – 4, MM – 1, MDS-AA – 2 a AA – 1), u každého z nich jsme 

analyzovali frekvence celkem 11 B buněčných subpopulací (dle Kleina – naivní, paměťové/memory a 

plazmatické – 3; dle Warnatze a Vlkové CD24+ a CD24- – 2; dle Vlkové FOI a FO II – 2;  NMBC – T1, T2, 

FM a MZ – dle Benitez – 4) [Klein et al., 1998; Warnatz et al., 2002 a Vlková et al., 2010 a Benitez et al., 

2014 – viz Tab. 4]. 

Nejpočetnější byla skupina kontrol (22; 27,2%), pacientů s revmatoidní artritidou (29; 35,8%) a 

kolorektálním karcinomem (19; 23,5%). 

V souboru pacientů s RA jsme zjistili, že poměr pohlaví pacientů postižených touto chorobou je 21 

(72%) žen a 8 (22%) mužů (koeficient 0,38), což je v dobré shodě s poměrem 3:1 (koeficient 0,33) 

popisovaným pro výskyt RA mezi ženami a muži v kavkazoidní populaci (Gabriel 2001). Tato skupina se 

na základě dosud zjištěných klinických parametrů dále dělí do malých podskupin, jež lze zatím velmi 

obtížně statisticky vyhodnotit (viz sekce Přílohy, Tab. 1, Obr. 1-44) [Gabriel 2001]. To je v souladu s tím, 

že revmatoidní artritida je velmi heterogenní choroba nejen podle místa výskytu, ale také z hlediska 

kombinace jednotlivých klinických hodnot. Navíc se jedná o pacienty v různých stadiích nemoci lišící se 

nejen progresí a závažností průběhu, ale také typem léčby a délkou trvání nemoci (viz Přílohy, Tab. 1) 

[Gabriel 2001). Je však třeba zmínit, že z časových důvodů nebylo možné získat více dat, ale jak bude 

dále ukázáno, práce splnila charakter pilotní studie, která by přinejmenším měla naznačit možné trendy 

a další směr výzkumu. 

Soubor pacientů s CRC se na základě diagnostických kritérií rovněž rozpadl do malých podskupin, 

protože také tato choroba není jednotná a pacienti se liší místem postižení tlustého střeva a konečníku, 

typem, lokalizací a velikostí nádoru, jeho progresí, metastatickou aktivitou, stupněm postižení 

lymfatických uzlin, délkou trvání a typem aplikované léčby (viz Přílohy, Tab. 2, Obr. 46-50 ) [Compton 

et al. 2000; Hamilton et al. 2010]. Také zde budou data dále doplňována a vyhodnocována. 

Analýza zastoupení jednotlivých periferních B-lymfocytárních subpopulací v takovém rozsahu (tj. 

všechna vývojová stádia od T1 B lymfocytů až po terminálně diferencované plazmatické buňky), v němž 

je v této diplomové práci prezentována, je v současné době originální a doposud nebyla publikována. 

Abychom si udělali základní představu o tom, jak jsou vlastně jednotlivé B-lymfocytární 

subpopulace distribuovány za fyziologického stavu, bylo vyšetřeno celkem 22 zdravých kontrol a data 

získaná v nich byla následně porovnávána s údaji zjištěnými v souborech pacientů s různými chorobami 

(vzhledem počtu pacientů bylo toto provedeno pouze pro RA a CRC). 
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Stanovení naivních (CD19+CD20+CD27-), paměťových/memory (CD19+CD20+CD27+) a plazmatických 

buněk (CD19+CD20-CD27high) dle Kleina nám navíc sloužilo jako vnitřní kontrola, a to dokonce dvojím 

způsobem [Klein et al., 1998]. Jednak jako kontrola naší laboratorní metodiky, zejména nastavení 

„gate“, a správnosti analýz dat naměřených na průtokovém cytometru. A dále jako referenční nástroj 

k hodnocení stupně aktivace imunitního systému. Je totiž známo, jak se tyto B-lymfocytární 

subpopulace chovají za fyziologického stavu a jak se mění jejich vzájemný poměr v situaci, kdy je 

systém aktivovaný (např. během virové nebo bakteriální infekce, po provedené vakcinaci), 

hyperaktivovaný (autozánětlivý stav/autoimunitní choroba) nebo imunokomprimovaný 

(imunodeficience, aplikace imunosupresivních léků) [Hiepe et al., 2011; Jacobi et al., 2010, 2008 a 

2003]. U pacientů se systémovým lupus erythematosus je snížení frekvence aktivovaných stádií, jako 

jsou paměťové B buňky nebo plazmatické buňky, dokonce dodnes používáno jako marker monitorující 

odpověď na aplikovanou léčbu (Jacobi et al., 2003). 

Jak jsme předpokládali, u zdravých kontrol v periferní krvi převládaly naivní CD19+CD20+CD27 B 

lymfocyty (medián 90,48±2,49%), zatímco paměťových (memory) CD19+CD20+CD27+ B lymfocytů bylo 

8,49% (±2,30%) a plazmatických CD19+CD20-CD27high buněk 0,69±0,15%. To je plně v souladu s tím, 

že u zdravých kontrol za normálních podmínek existuje B buněčná homeostáze, v níž by se v periferii 

neměly objevovat ve zvýšené míře aktivovaná nebo dokonce efektorová stádia. Tomu odpovídá 

statisticky významně zvýšená frekvence naivních B lymfocytů v porovnání s paměťovými  

a plazmatickými buňkami. 

S tím však také souvisí námi stanovená hodnota nazvaná suma, která je součtem frekvencí naivních, 

paměťových a plazmatických buněk a měla by dosahovat hodnot 98% a vyšších. Nalezená hodnota 

mediánu sumy 99,59±2,30% je tedy v dobré shodě s tímto očekáváním, avšak u některých zdravých 

kontrol (154-KO, 162-KO a 165-KO) byly zjištěny hodnoty mezi 95% a 96% a tomu odpovídaly nižší nebo 

vyšší frekvence naivních, respektive paměťových buněk. Později bylo zjištěno, že v době odběru 

periferní krve nebo krátce po něm se u nich rozvinulo virové onemocnění. Hodnotu námi označenou 

jako suma dosud nikdo nepoužil ani nepublikoval, a podle našeho názoru by mohla být indikátorem 

probíhající patogeneze ve smyslu přítomnosti systémového autozánětlivého nebo autoimunitního 

procesu, anebo lokálního zánětu doprovázejícího nádorové onemocnění. To podporují nalezené 

hodnoty sumy 66,60% a 63,57% u pacientů s RA (125-RA a 126-RA) a v 49,46% až 96,77% u pacientů 

s CRC (137-CRC, 153-CRC, 154-CRC a 155-CRC). 

Zajímavým nálezem je značně snížená frekvence paměťových CD19+CD20+CD27+ B lymfocytů 

(5,65±1,48%) u pacientů s CRC a naopak jejich zvýšená frekvence u pacientů s RA (17,53±1,78%) oproti 

kontrolám (8,49±2,30%). Ačkoli rozdíly oproti kontrolám nedosáhly statistické významnosti, 

nasvědčují, že v případě pacientů s CRC by mohly odrážet buď poruchu v další diferenciaci ve stádiu 
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naivních B buněk, jež dále nediferencují do paměťových (pro to by svědčila statisticky významně 

snížená frekvence těchto buněk v periferní krvi pacientů s CRC ve srovnání s pacienty s RA (5,65±1,48% 

vs. 17,53±1,78%; p=0,0007). Mohlo by se rovněž jednat o projev vlivu chemo- nebo radioterapie, avšak 

poměrně selektivní (působila by jen na paměťové B lymfocyty). Nebo mohly paměťové buňky migrovat 

do místa zánětu v kolorektálním tumoru a my jsme zaznamenali okamžik, kdy pokles jejich frekvence 

ještě nebyl kompenzován buď naivními buňkami, nebo jinou B buněčnou populací. 

Další sledovanou populací byly B lymfocyty definované dle Warnatze původně jako CD21lowCD38low 

B lymfocyty [Warnatz et al., 2002], u nichž bylo během našeho výzkumu zjištěno, že se podle exprese 

povrchové molekuly CD24 dále dělí na dvě subpopulace, CD24+ a CD24- [Vlková et al., 2010]. 

Imunofenotyp je tedy CD19+IgM+CD27-CD21lowCD28lowCD24+ (dále jako CD24+) a CD19+IgM+CD27-

CD21lowCD38lowCD24- (dále jako CD24-) [Vlková et al., 2010]. U těchto dvou subpopulací jsme nenašli 

v distribuci jejich frekvencí mezi kontrolami, pacienty s RA a pacienty s CRC žádné rozdíly a mediány 

hodnot jsou podobné. Navíc poměr obou populací je blízký nebo rovný poměru 1:1 (CD24+ vs. CD24-: 

22,93±3,45% vs. 19,56±4,39% u kontrol; 21,35±1,94% vs. 22,27±4,18% u RA a 33,33±4,07% vs. 

33,33±5,73% u CRC). Zatím není jasné, kam se tyto dvě subpopulace řadí v klasickém diferenciačním 

schématu (Obr. 59) a spíše je pravděpodobné, že tyto B lymfocyty stojí mimo dosud známá maturační 

stádia. 

FOI a FOII B buňky byly v rámci našeho dřívějšího výzkumu objeveny jako dosud nepopsaná B 

buněčná subpopulace přítomná v lidské periferní krvi nesoucí imunofenotyp CD19+CD27-

CD21+CD38lowCD24+IgM+ (dále jako FOI) a CD19+CD27-CD21+CD38lowCD24++IgM++ (dále jako FOII). 

Stejně jako v případě B-lymfocytárních subpopulací definovaných dle Warnatze a Vlkové (CD24+ a 

CD24-), tak i v případě těchto B-lymfocytárních subpopulací o nich není k dispozici mnoho informací, 

v tomto případě vlastně žádné (Vlková et al., 2010). U zdravých kontrol byly frekvence FOI a FOII B 

lymfocytů podobné (25,58±4,62% vs. 32,66±3,52%). U pacientů s RA sice byly FOI B lymfocyty nalezeny 

také v nižší frekvenci než FOII jako u kontrol, ale v tomto případě bylo snížení statisticky významné 

(FOI: 12,93±3,19% vs. FOII: 42,47±3,29%; p<0,0001). U pacientů s CRC byl poměr frekvencí FOI a FOII 

buněk úplně obrácený, se statisticky významnou predominancí FOI B buněk (41,98±4,88% vs. 

25,8±23,51% pro FOII; p=0,0035). Zatímco u pacientů s RA dominovaly FOII B buňky (42,47±3,29%), u 

pacientů s CRC to byly FOI B lymfocyty (41,98±4,88%), tyto rozdíly mezi oběma skupinami byly 

statisticky významné (p<0,0001, respektive p=0,0333). 

Vzájemný vztah FOI a FOII B lymfocytů není známý, ani není jasné, zda FOII B buňky jsou vyzrálejším 

stadiem FOI B buněk a jaké faktory by za to mohly být zodpovědné. Nicméně naše data nasvědčují 

tomu, že jakýsi ustálený stav existuje (viz poměr frekvencí FOII a FOI B buněk u kontrol s koeficientem 

1,28). Zatímco u pacientů s RA jasně převažovaly FOII B buňky, což by podporovalo hypotézu o vyšší 



139 
 

úrovni jejich maturace, neboť by jich mohlo být více v důsledku aktivace imunitního systému. Naopak 

u CRC bychom se pak mohli domnívat, že významná akumulace méně vyzrálých FOI B lymfocytů 

v periferní krvi by mohla být důsledkem chybějících paměťových B buněk, které migrovaly do místa 

zánětu lokalizovaného v nádorové tkáni (viz výše). Pak by signifikantní nárůst jejich frekvence u 

pacientů s CRC spíše odrážel kompenzační mechanismus, který by mohl vést nejprve k doplnění FOII 

buněk a prostřednictvím nich pak k vytvoření a doplnění zásoby paměťových efektorových buněk a 

posléze krátce žijících plazmatických buněk. 

Strategie vymezení (gate) tzv. non-memory B buněk (NBMC) dle Benitez poskytuje základní pohled 

na jednotlivá vývojová stádia B-lymfocytů, která opustila kostní dřeň T1, následně T2 B-lymfocyty až 

do stádia folikulárních maturovaných (FM) B-lymfocytů a MZ B-lymfocytů marginální zóny (Benitez et 

al., 2014). Jak je vidět z tabulky 63, v periferní krvi vyšetřovaných souborů kontrol a pacientů s RA a 

CRC jsou zastoupeny všechny sledované subpopulace NBMC buněk. 

 FM (%) MZ (%) T2 (%) T1 (%) 

KO 63,79±1,44 0,99±0,16 16,53±1,37 2,59±0,29 

RA 55,76±1,44 1,18±0,55 23,53±1,31 1,83±0,31 

CRC 58,88±3,22 1,22±0,18 17,28±2,13 3,00±1,89 

Tabulka 63: Přehled frekvencí subpopulací periferních NBMC B lymfocytů ve vyšetřovaných souborech 

U všech jedinců bylo zjištěno, že v nejmenší míře se v periferní krvi vyskytují MZ a T1 B lymfocyty 

(snížení frekvencí oproti frekvencím FM a T2 B lymfocytům bylo vždy statisticky významné). To je 

patrně v souladu s tím, že T1 lymfocyty po svém vystoupení z prostředí kostní dřeně migrují do 

sekundárních lymfatických orgánů, kde dávají vzniknout dalším diferenciačním stádiím B buněk 

(Benitez et al., 2014). Vysoké frekvence FM B lymfocytů jsou v dobré shodě s publikovanými daty, 

neboť FM B-lymfocyty tvoří majoritní část B-lymfocytů v krvi, protože migrují mezi sekundárními 

lymfoidními orgány a hledají vhodné antigeny, které by mohli rozpoznat pomocí svého receptoru a 

získat signály nutné pro další maturaci (Benitez et al., 2014). T2 B-lymfocyty tvoří prekurzory FM a MZ 

B-lymfocytů a jejich výskyt je indikátorem probíhající B-lymfopoezy za fyziologického stavu a patrně i 

patologického stavu (Benitez et al., 2014) (Viz obr.59). MZ lymfocyty podobně jako T1 lymfocyty se 

v periferní krvi vyskytují ve velice malých frekvencích. Je to pravděpodobně proto, že vždy probíhá 

nějaká bazální antigenní stimulace ve slezině, v jejímž důsledku se uvolňují ze sleziny a přemísťují se 

do jiných imunitních kompartmentů organismu. V souboru RA byly pozorovány statisticky významně 

zvýšené frekvence T2 a FM B lymfocytů (viz Tab. 63, p=0,0071, respektive p=0,0010), což by mohlo 

souviset s hyperaktivací imunitního systému a s tím spojenou potřebou doplňovat aktivované a více 

diferencovaná B buněčná stadia produkující (auto)protilátky. Naopak v souboru pacientů s CRC byly 

nalezeny FM B lymfocyty ve statisticky snížených frekvencích (viz Tab. 63, p=0,162). To by mohlo 

odrážet jejich selektivní migraci do nádorové tkáně, avšak nelze vyloučit efekt chemo-/radioterapie. Se 
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sníženou frekvencí FM B lymfocytů by mohlo souviset významné zvýšení frekvence T1 lymfocytů  

a naopak snížení frekvence T2 lymfocytů pozorované u pacientů s CRC ve srovnání s pacienty s RA 

(p=0,0026, respektive p=0,0149). T2 lymfocyty by v podstatě mohly osídlovat nádor a přímo zde 

dozrávat do dalších vývojových stádií. Zvýšení frekvence T1 lymfocytů by v tomto kontextu 

představovalo efekt kompenzující úbytek FM a T2 B lymfocytů. 

V této fázi projektu je ještě předčasné se vyjádřit k biologickým funkcím studovaných populací, 

avšak na základě dosud publikovaných dat studií pacientů s běžným variabilním imunodeficitem, RA  

a Sjögrenovým syndromem lze předpokládat, že alespoň B lymfocytární subpopulace charakterizované 

jako CD21-/low, tj. CD24+ a CD24- B lymfocyty [Warnatz et al., 2002 a Vlková et al., 2010] by mohly 

představovat autoreaktivní B buňky v anergizovaném a tudíž neodpovídavém stavu s proliferativním 

potenciálem [Saadoun et al., 2013; Isnardi et al., 2010].  Navíc naše nepublikovaná data tuto hypotézu 

podporují, neboť analýza produkce Ig mRNA v CD24+ a CD24- B lymfocytech ukázala významnou 

predominanci genového segmentu VH4-34, o němž je známo, že kóduje anti ds-DNA autoprotilátky 

[Dörner et al., 1998]. 

Při hodnocení B-lymfocytů se často setkáváme se subpopulacemi, jejichž zastoupení je tak nízké, že 

dosahuje pouze jednotek nebo desetin promile. Může se tedy stát, že v případě takových minoritních 

subpopulací B-lymfocytů je nelze v periferní krvi vůbec detekovat. Ovšem to neznamená, že v periferní 

krvi vyšetřované osoby nejsou přítomny. Důkazem pro toto tvrzení jsou naše zkušenosti z třídění 

buněk, při kterém dochází k akvizici většího počtu buněk, než při klasickém měření na průtokovém 

cytometru. Proto je nutné negativní výsledek velmi opatrně interpretovat, z důvodu ovlivnění 

detekčních mezí daných metodou a samotným přístrojem. Navíc z etických důvodů nelze odebírat 

velké množství periferní krve jen proto, aby byla vyšší šance pro zachycení dané subpopulace buněk. 

Při našich měřeních na průtokovém cytometru jsme standardně používali 0,5 milionu PBMC ke 

zhodnocení frekvencí jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací. Pokud jsme množství PBMC snížili na 

polovinu, tj. 250 tisíc PBMC, nebyli jsme schopni zachytit některé z B-lymfocytárních subpopulací 

definovaných dle Warnatze, Vlkové a některých dle Benitezové. Proto je žádoucí pro vyšetření na 

průtokovém cytometru odebírat alespoň 9 ml periferní krve. 

Naše první korelační analýzy naznačují možnou asociaci např. u pacientů s RA mezi DAS28 (FW) 

skóre a frekvencí MZ B lymfocytů, frekvencí plazmatických buněk a CD24+ B lymfocytů s celkovým 

počtem bílých krvinek.  V souboru s RA jsme skupinu rozdělili na pacienty s nízkou (FW<9mm/hod.)  

a vysokou sedimentací (FW>10mm/hod.), nízkou a vysokou hladinou CRP (<8mg/l a respektive <9mg/l) 

a dále DAS28 skóre <2,6 a DAS28≥2,6. Provedli jsme neparametrický test Mann-Whitneyové a zjistili 

signifikantní rozdíly ve frekvencích některých B buněčných subpopulací právě v souvislosti s vysokými 
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hodnotami zmíněných parametrů (viz Přílohy, Tab. 2, obr. 47-50). Vzhledem k tomu, že počty pacientů 

nejsou po rozdělení do podskupin dostatečně velké na validní statistickou analýzu, považujeme tyto 

výsledky za průběžné, a proto zatím nebudou diskutovány, nicméně také zde se ukazují trendy, které 

budou dále sledovány. 

Jak již bylo uvedeno, pomocí našeho 8-barevného panelu pro průtokovou cytometrii jsme schopni 

identifikovat vývojová stádia od chvíle, kdy ještě nezralé B lymfocyty opouští kostní dřeň a dokončují 

diferenciaci v periferní krvi a sekundárních lymfoidních orgánech, tj. stádia od T1 buněk až po 

paměťové B lymfocyty a plazmatické buňky (Obr. 64) [Tedder 2009]. Protože jsme zařadili do našeho 

panelu sledovaných povrchových molekul CD20 znak, jsme schopni zachytit také aktivovaná stádia.  

S jistotou nevíme, zda lze detekovat také B1a a B1b buňky a IL-10 produkující B10 regulační B 

lymfocyty. Plánujeme však kultivační pokusy, v nichž bychom mohli produkci IL-10 testovat  

v supernatantu, případně intracelulárně pomocí průtokové cytometrie. 

  
Obr. 59: Schéma všech aktivačních a maturačních stádií B buněčného vývoje, které v současné době 
detekujeme v periferní krvi (Tedder, 2009, modifikováno). 

U některých B buněčných subpopulací jsme provedli ověření toho, že jsou detekovány  

a identifikovány správně.  To se týká tzv. NBMC B lymfocytů, jak demonstruje Obr. 59, provedli jsme 

kontrolní “gate” námi provedené detekce – dot plot A (Benitez et al., 2014).  Jako kontrolní “gate” nám 

sloužil dot plot B, očekávali jsme, že T1 a T2 B buňky z dot plotu A se objeví v oblasti “transitional” dot 

plotu B (fialová subpopulace) a FM B lymfocyty z dot plotu A se promítnou do oblasti “mature” dot 

plotu B (žlutá subpopulace), což se tímto postupem potvrdilo. Můžeme tedy s jistotou tvrdit, že T1  

a T2 B lymfocyty detekované naším postupem jsou transientní nezralé B lymfocyty a FM B buňky 
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skutečně představují maturované CD19+ B lymfocyty v souladu s diferenciačním schématem (obr. 59 

nad textem).  

 

Obr. 60: Ověření diferenciačního stavu a pozice v diferenciačním schématu u T1, T2 a FM B lymfocytů. 
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Jak již bylo uvedeno, některé sledované B lymfocytání subpopulace byly v rámci našeho dřívějšího 

výzkumu objeveny jako dosud nepopsaná B buněčná subpopulace přítomná v lidské periferní krvi, což 

se týká B lymfocytů definovaných jako FOI a FOII B lymfocyty (Vlková et al., 2010). Naše dosud 

nepublikovaná data analyzující produkci mRNA kódující variabilní oblasti těžkých imunoglobulinových 

řetězců však naznačovala, že FOII B lymfocyty pravděpodobně nejsou folikulárními B lymfocyty  

v pravém slova smyslu. Proto jsme také v případě těchto dvou provedli kontrolní reanalýzu jejich 

diferenciačního stavu a pozice v diferenciačním schématu. V tomto případě nám jako výchozí sloužil 

dot plot A, který jsme používali k detekci FOI a FOII buněk již dříve (Vlková et al., 2010). Protože jsme 

si před tím ověřili správnost detekce a zařazení T1, T2, MZ a FM B lymfocytů (viz výše), použili jsme 

toto stanovení jako kontrolní dot plot B. Jak je vidět z Obr. 61, FOI B lymfocyty z dot plotu A se promítají 

do oblasti FM buněk v dot plotu B (žlutá subpopulace). 

K našemu překvapení a v souhlase s molekulárními daty se však FOII B buňky z dot plotu A objevily 

v oblasti T2 buněk dot plotu B (fialová subpopulace). Tento nález tedy znamená, že jsme patrně jako 

první odhalili stupeň diferenciace FOI a FOII buněk s tím, že FOI jsou folikulární maturované CD19+ B 

lymfocyty, zatímco FOII B lymfocyty jsou vlastně nezralé T2 B lymfocyty představující periferní rannější 

vývojová stadia. Navíc tento nález plně koresponduje se zjištěním, že u pacientů s RA ve srovnání  

s kontrolami jsme mezi NMBC buňkami pozorovali signifikantní pokles frekvence FM B buněk 

(p=0,0010) a zároveň významný pokles frekvence FOI buněk (p=0,0162) stanovované jinou “gate-

strategií“. Vzhledem k tomu, že FOI B buňky jsou vlastně FM B lymfocyty, je nález logický a zároveň 

potvrzuje, že naše analýza je validní a korektní. To je navíc podpořeno pozorováním, že frekvence FOII 

buněk nesignifikantně stoupaly u pacientů s RA oproti kontrolám, což bylo pozorováno u T2 B 

lymfocytů s tím, že vzestup byl významný. To znamená, že FOII B lymfocyty jsou (ve skutečnosti T2 B 

buňky. V budoucnosti bychom chtěli tento nález potvrdit molekulárně biologickou analýzou mRNA 

kódující variabilní oblasti těžkých imunoglobulinových řetězců na úrovni jedné buňky. 
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Obr. 61: Ověření diferenciačního stavu a pozice v diferenciačním schématu u FOI a FO II B lymfocytů. 

Tato diplomová práce sloužila jako pilotní projekt zaměřený na detailní studium profilu stádií B 

lymfocytárního vývoje postihující všechny důležité maturační a aktivační stupně od T1 B lymfocytů (tj. 

prvních B lymfocytů vystupujících z kostní dřeně) po terminálně diferencované plazmatické buňky.  

Konečným cílem je zjistit změny profilu B buněčných subpopulací za patologického stavu, zjistit míru 
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asociace mezi jednotlivými B buněčnými subpopulacemi a jejich souvislost s klinickými parametry,  

a tím případně nabídnout detekci rannějších diferenciačních stádií jako potenciálních biomarkerů pro 

klinické využití v oblasti autoimunitních a onkologických chorob. V tomto ohledu jsou výsledky 

zajímavé a naznačují, jakým směrem se naše pozornost bude dále ubírat. Proto v současné době 

projekt pokračuje a probíhají další měření, vyhodnocování získaných dat a doplňováni jsou pacienti 

s ostatními chorobami (MM, GC, PC, MDS, AA), v budoucnosti bychom také rádi analyzovali expresní 

profil na úrovni mRNA (produkce imunoglobulinů, transkripčních faktorů a nekódujících mi- a lncRNA).  
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7 SOUHRN 

Pomocí vícebarevné průtokové cytometrie využívající námi navržený osmibarevný panel pro 

průtokovou cytometrii lze v periferní krvi detekovat všechna podstatná diferenciační a aktivační stádia 

B buněčného vývoje, tj. od stádia tranzientních buněk až po plazmatické buňky, což v našem případě 

zahrnuje celkem 11 B buněčných subpopulací. 

Cytometrické vyšetření periferní krve bylo provedeno u 22 zdravých kontrol, 29 pacientů s RA, 19 

pacientů s CRC a u 11 pacientů s ostatními imunopatologiemi (celkem 81 jedinců). Distribuce a rozdíly 

frekvencí u souboru pacientů a zdravých kontrol, a korelace s klinickými parametry byly hodnoceny 

pomocí neparametrického t-Testu dle Mann-Whitneyové, lineární regrese a Spearmanovy korelační 

analýzy. 

Cílem této diplomové práce bylo pomocí průtokové cytometrie zjistit, jaká je distribuce jednotlivých 

B-lymfocytárních subpopulací v periferní krvi za fyziologického stavu u zdravých kontrol, a jak 

jednotlivé (imuno)patologické procesy ovlivňují frekvenční profily sledovaných B-lymfocytárních 

subpopulací u pacientů postižených vybranými chorobami. Dále jsme chtěli zjistit, zda existují korelace 

mezi jednotlivými B-lymfocytárními subpopulacemi a vybranými klinickými daty těchto pacientů. 

Zajímavá data byla zjištěna pro tzv. sumu, což je veličina, kterou jsme stanovili jako součet frekvencí 

naivních, paměťových a plazmatických buněk. Její hodnoty u pacientů s RA a CRC byly signifikantně 

sníženy pod 95%, to by mohlo znamenat, že by tato hodnota mohla sloužit jako indikátor probíhajícího 

(auto)zánětu u autoimunitních nebo onkologických onemocnění.  Byla nalezena snížená frekvence 

paměťových CD19+CD20+CD27+ B lymfocytů (5,65±1,48%) u pacientů s CRC a naopak jejich zvýšená 

frekvence u pacientů s RA (17,53±1,78%) oproti kontrolám (8,49±2,30%), což pravděpodobně svědčí 

pro poruchu v další diferenciaci ve stádiu naivních B buněk. 

V souboru pacientů s CRC byla objevena statisticky významná predominance FOI B buněk ve 

srovnání s FOII buňkami (41,98±4,88% vs. 25,8±23,51% pro FOII; p=0,0035).  Naproti tomu u pacientů 

s RA dominovaly FOII B buňky (42,47±3,29%). Tyto rozdíly mezi oběma skupinami byly navíc statisticky 

významné (p<0,0001, respektive p=0,0333). 

Naše první korelační analýzy naznačují u pacientů s RA možnou asociaci mezi DAS28 (FW) skóre  

a frekvencí MZ B lymfocytů, frekvencí plazmatických buněk a CD24+ B lymfocytů s celkovým počtem 

bílých krvinek. 

Avšak nejzajímavější výstup této práce je potvrzení, že FOI a FOII B lymfocyty jsou ve skutečnosti 

dvě odlišné subpopulace nacházející se v různých diferenciačních fázích vývoje. Podle našich výsledků 
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totiž pouze FOI B lymfocyty splňují charakteristiky folikulárních maturovaných buněk, zatímco FOII 

představují nezralé T2 lymfocyty. Tento objev jsme učinili v případě FOI a FOII B buněk jako první. 

 Získaná data a výsledná hodnocení jsou v mnoha směrech originální, dosud nebyly v takovém 

rozsahu a hloubce provedeny. Tato diplomová práce je pokračováním našeho výzkumu a posloužila 

jako pilotní studie pro naše další projekty. Po dalším doplnění většího počtu pacientů a dalších 

klinických parametrů by mohla vést k identifikaci rannějších diferenciačních stádií jako potenciálních 

biomarkerů pro klinické využití v oblasti autoimunitních a onkologických chorob. 



148 
 

8 SEZNAM POUŽITÉ LITERATURY 

Agematsu, K., Hokibara, S., Nagumo, H., Shinozaki, K., Yamada, S., Komiyama, A. (1999): Plasma cell 
generation from B-lymphocytes via CD27/CD70 interaction. Leukemia & Lymphoma. 35: 219-25. 

Aigner, S., Sthoeger, Z.M., Fogel, M.,  Weber, E., Zarn, J., Ruppert, M., Zeller, Y., Vestweber, D., Stahel, 
R., Sammar, M., Altevogt, P. (1997): CD24, a mucin-type glycopotein, is a ligand for P-selectin on human 
tumor cell. Blood 89: 3385-3395. 

Alberts, B., Bray, D. Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. (1998): Essential cell biology: 
an introduction to the molecular biology of the cell. Garland. 

Alessio, M., Roggero, S., Funaro, A., De Monte, L.B., Peruzzi, L., Geuna, M., Malavasi, F. (1990): CD38 
molecule: structural and biochemical analysis on human T lymphocytes, thymocytes, and plasma cells. 
J Immunol. 145:878-884. 

Aletaha, D., Nell, VP., Stamm, T.,  Uffmann, M., Pflugbeil, S., Machold, K., Smolen, JS. (2005): Acute 
phase reactants add little to composite disease aktivity indices for rheumatoid arthritis: validation of 
a clinical aktivity score. Arthritis Res Ther. 7: 796–806. 

Allen, C.D., Ansel, K.M., Low, C., Lesley, R., Tamamura, H., Fujii, N., Cyster, J.G. (2004): Germinal center 
dark and light zone organization is mediated by CXCR4 and CXCR5. Nature Immunol. 5: 943–952. 

Allman, D.M., Lindsley, R.C., De Muth, W., Rudd, K., Shinton, S.A., Hardy, R.R. (2001): Resolution of free 
non proliferative immature splenic B cell subsets reveals multiple selection points during peripheral B 
cell maturation. J Immunol. 167: 6834–6840. 

Allman, D.M., Ferguson, S.E., Cancro, M.P. (1992): Peripheral B cell maturation. Immature peripheral 
B cells in adults are heat-stable antigenic and exhibit unique signaling characteristics. J Immunol. 149: 
2533–2540. 

Asokan, R., Banda, N.K., Szakonyi, G., Chen, X.S., Holers, V.M. (2013): Human complement receptor 
2 (CR2/CD21) as a receptor for DNA: implications for its roles in the immune response and the 
pathogenesis of systemic lupus erythematosus (SLE). Mol Immunol.  53: 99-110. 

Bartůňková, J., Paulík, M. a kolektiv (2005): Vyšetřovací metody v imunologii Grada Publishing, Praha. 

Benitez, A., Weldon, A.J., Tatosyan, L., Velkuru, V., Lee, S., Milford, T.A., et al. (2014): Differences in 
mouse and human nonmemory B cell pools. J Immunol. 192: 4610-4619.  

Benschop, R.J., Cambier, J.C. (1999): B cell development: signal transduction by antigen receptors and 
their surrogates. Curr Opin Immunol. 11: 143-151. 

Boland, C. R. a Goel, A. (2010): “Microsatellite instability in colorectal cancer,” Gastroenterology. 138: 
2073–2083. 

Brass, A.L., Kehrli, E., Eisenbeis, C.F., Storb, U., Singh, H. (1996): Pip, a lymphoid-restricted IRF, contains 
a regulatory domain that is important for autoinhibition and ternary complex formation with the Ets 
factor PU.1. Genes Dev. 10: 2335-2347. 

Brooks-Wilson, A.R., Kaurah, P., Suriano, G., Leach, S., Senz, J., Grehan, N., et al. (2004). "Germline E-
cadherin mutations in hereditary diffuse gastric cancer: assessment of 42 new families and review of 
genetic screening criteria". J Med Genet. 41: 508–517. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weber%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zarn%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ruppert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zeller%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vestweber%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stahel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stahel%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sammar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Altevogt%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9129046
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uffmann%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pflugbeil%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Machold%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smolen%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15987481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Allen%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ansel%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Low%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lesley%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tamamura%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fujii%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cyster%20JG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15300245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Asokan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22885687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Banda%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22885687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szakonyi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22885687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20XS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22885687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Holers%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22885687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22885687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1735838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1735838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1735838


149 
 

Bugatti, S., Vitolo, B., Caporali, R., Montecucco, C., Manzo, A. (2014): B Cells in Revmatoid Arthritis: 
From Pathogenic Players to Disease Biomarkers. Biomed Res Int. 2014; 2014. 

Camacho, S. A., Kosco-Vilbois, M. H., Berek, C. (1998): The dynamic structure of the germinal center. 
Immunol. Today. 19, 511–514. 

Camerini, D., Walz, G., Loenen, W.A.M., Borst, J., Seed, B. (1991): The T cell activation antigen CD27 is 
a member of the nerve growth factor/tumor necrosis factor receptor gene family. J Immunol. 147: 
3165–3169. 

Cariappa, A., Tang, M., Parng, C., Nebelitskiy, E., Carroll, M., Georgopoulos, K., et al. (2001): The 
Follicular versus Marginal Zone B Lymphocyte Cell Fate Decision Is Regulated by Aiolos, Btk, and CD21. 
Immunity. 14: 603-615. 

Carsetti, R., Rosado, M.M., Wardmann, H. (2004): Peripheral development of B cells in mouse and man. 
Immunol Rev. 197: 179–191. 

Carter, R.H., Barrington, R.A. (2004): Signaling by the CD19/CD21 complex on B cells. Curr Dir 
Autoimmun. 7: 4–32. 

Casellas, R., Jankovic, M., Meyer, G., Gazumyan, A., Luo, Y., Roeder, R., et al. (2002): OcaB is required 
for normal transcription and V(D)J recombination of a subset of immunoglobulin kappa genes. Cell. 
110: 575-585. 

Cassese, G.,  Arce, S., Hauser, A.E., Lehnert, K., Moewes, B., Mostarac, M., et al. (2003): Plasma cell 
survival is mediated by synergistic effects of cytokines and adhesion-dependent signals. J. Immunol. 
171: 1684-1690. 

Chevrier, S., Corcoran, L.M. (2014): BTB-ZF transcription factors, a growing family of regulators of early 
and late B-cell development. Immunol Cell Biol. 92: 481-488. 

Choi, H.K., Hernan, M.A., Seeger, J.D., Robins, J.M., Wolfe, F. (2002): Methotrexate and mortality in 
patients with rheumatoid arthritis: a prospective study. Lancet. 359: 1173–1177. 

Choy, E.H., Isenberg, D.A., Garrood, T.,  Farrow, S., Ioannou, Y., Bird, H., et al. (2002): Therapeutic 
benefit of blocking interleukin-6 activity with an anti-interleukin-6 receptor monoclonal antibody in 
rheumatoid arthritis: a randomized, double-blind, placebo-controlled, dose-escalation trial. Arthritis 
Rheum. 46: 3143–3150. 

Cinamon, G., Zachariah, M.A., Lam, O.M., Foss, F.W. Jr, Cyster, J.G. (2008): Follicular shuttling of 
marginal zone B cells facilitates antigen transport. Nat Immunol. 9: 54–62. 

Cohen, S.B., Dore, R.K., Lane, N.E.,  Ory, P.A., Peterfy, C.G., Sharp, J.T., et al. (2008): Denosumab 
treatment effects on structural damage, bone mineral density, and bone turnover in rheumatoid 
arthritis: a twelve-month, multicenter, randomized, double-blind, placebo-controlled, phase II clinical 
trial. Arthritis Rheum. 58: 1299–1309. 

Compton, C.C., Fielding, L.P., Burgart, L.J.,  Conley, B., Cooper, H.S., Hamilton, S.R., et al. (2000): 
Prognostic factors in colorectal cancer. College of American Pathologists Consensus Statement 1999. 
Arch Pathol Lab Med. 124: 979-994. 

Cooper, M.D., Alder, M.N. (2006): The evolution of adaptive immune systems. Cell. 124: 815-822. 

Corcoran, L.M. a Karvelas, M. (1994): Oct-2 is required early in T cell-independent B cell activation for 
G1 progression and for proliferation. Immunity. 8: 635-645. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=B+Cells+in+Rheumatoid+Arthritis%3A+From+Pathogenic+Players+to+Disease+Biomarkers
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arce%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hauser%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lehnert%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moewes%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mostarac%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12902466
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chevrier%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24638067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Corcoran%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24638067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24638067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Farrow%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12483717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ioannou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12483717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bird%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12483717
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ory%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18438830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Peterfy%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18438830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharp%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18438830
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Conley%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10888773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cooper%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10888773
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamilton%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10888773


150 
 

Correa, P., Piazuelo, M.B., Wilson, K.T. (2010): Pathology of gastric intestinal metaplasia: clinical 
implications. Am J Gastroenterol. 105: 493-498. 

Cragg, M.S., Walshe, C.A., Ivanov, A.O., Glennie, M.J. (2005): The biology of CD20 and itspotential as  
a targetformAbtherapy. Curr Dir Autoimmun. 8: 140-174. 

Desmond, R., Townsley, DM., Dumitriu, B., Olnes, M.J. Scheinberg, P; Bevans, M. et al. (2014): 
"Eltrombopag restores trilineage hematopoiesis in refractory severe aplastic anemia that can be 
sustained on discontinuation of drug.". Blood. 123: 1818–1825. 

Dörner, T., Foster, S.J., Farner, N.L., Lipsky, P.E. (1998): Somatic hypermutation of human 
immunoglobulin heavy chain genes: targeting of RGYW motifs on both DNA strands. Eur J Immunol. 
28: 3384-3396. 

Eyre, S., Bowes, J., Diogo, D., Lee, A., Barton, A., Martin, P., et al. (2012): High-density genetic mapping 
identifies new susceptibility loci for rheumatoid arthritis. Nat Genet. 44: 1336-1340. 

Fearon D.T. a Carroll, M.C. (2000): Regulation of B lymphocyte responses to foreign and self-antigens 
by the CD19/CD21 complex. Annual review of imunology. 18: 393-422. 

Fearon, E.R. a Vogelstein, B. (1990): “A genetic model for colorectal tumorigenesis,” Cell. 61: 759–767.  

Feldtkeller, E., Khan, M.A., van der Heijde, D., van der Linden, S., Braun, J. (2003): "Age at disease onset 
and diagnosis delay in HLA-B27 negative vs. Positive patients with ankylosing spondylitis". 
Rheumatology international. 23: 61–66. 

Felson, D.T., Anderson, J.J., Boers, M.,  Bombardier, C., Furst, D., Goldsmith, C., Katz, L.M., Lightfoot, 
R., Jr., Paulus, H., Strand, V., et al. (1995): American College of Rheumatology: preliminary definitiv of 
improvement in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum 38: 727–735. 

Ferguson, A.R., Youd, M.E., Corley, R.B. (2004): Marginal zone B cells transport and deposit IgM-
containing immune complexes onto follicular dendritic cells. Int Immunol. 16: 1411–1422. 

Flemming, W. (1885): Studien űber Regeneration der Gewebe. Arch mikr Anat. 24: 50-97. 

Ford, A.C., Forman, D., Hunt, R.H., Yuan, Y., Moayyedi, P. (2014): "Helicobacter pylori eradication 
therapy to prevent gastric cancer in healthy asymptomatic infected individuals: systematic review and 
meta-analysis of randomised controlled trials.". BMJ Clinical research ed. 348: 3174. 

Fox, J.G., Wang, T.C. (2007):  Inflammation, atrophy, and gastric cancer. J Clin Invest. 117: 60–69. 

Franke, A., Niederfellner, G.J., Klein, C., Burtscher, H. (2011): Antibodiesagainst CD20 or B-cell receptor 
inducesimilartranscriptionpatterns in humanlymphoma cell lines. PLoSOne. 6: e16596. 

Fukuda, T., Yoshida, T., Okada, S., Hatano, M., Miki, T., Ishibashi, K., et al. (1997): Disruption of the Bcl6 
gene results in an impaired germinal center formation. J Exp Med. 186: 439-448. 

Furukava, T. (2008): Molecular targeting therapy for pancreatic cancer: current knowledge and 
perspectives from bench to bedside. J Gastroenterol. 43: 905-911. 

Gabriel SE. (2001): The epidemiology of rheumatoid arthritis. Rheum Dis Clin North Am 27: 269–281. 

Gay, D., Saunders, T., Camper, S., Weigert, M. (1993): Receptor editing: anapproach by autoreactive B 
cells to escape tolerance. J Exp Med. 177: 999–1008. 

Goel, A., Nagasaka, T., Arnold, C.N.  Inoue, T., Hamilton, C., Niedzwiecki, D., et al. (2007): “The CpG 
island methylator phenotype and chromosomal instability are inversely correlated in sporadic 
colorectal cancer.” Gastroenterology. 132: 127–138. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Correa%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20203636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piazuelo%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20203636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilson%20KT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20203636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20203636
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cragg%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15564720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walshe%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15564720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ivanov%20AO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15564720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Glennie%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15564720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15564720
http://bloodjournal.hematologylibrary.org/content/123/12/1818.long?hw-tma-check=true
http://bloodjournal.hematologylibrary.org/content/123/12/1818.long?hw-tma-check=true
https://mail.ibt.cas.cz/OWA/redir.aspx?C=hMAdbSUvuEeUrA_tafUECVOnEN66idEI-n6Cr6-AEYO5k0grd1R-JsARWsyCttAffxyu-L-V-DA.&URL=http%3a%2f%2fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2fpubmed%2f9808208
https://mail.ibt.cas.cz/OWA/redir.aspx?C=hMAdbSUvuEeUrA_tafUECVOnEN66idEI-n6Cr6-AEYO5k0grd1R-JsARWsyCttAffxyu-L-V-DA.&URL=http%3a%2f%2fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2fpubmed%2f9808208
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eyre%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bowes%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Diogo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barton%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Martin%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23143596
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23143596?dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bombardier%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Furst%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goldsmith%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Katz%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lightfoot%20R%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lightfoot%20R%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paulus%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Strand%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7779114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4027797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4027797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4027797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Franke%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21364752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Niederfellner%20GJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21364752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21364752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burtscher%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21364752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21364752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Inoue%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17087942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamilton%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17087942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Niedzwiecki%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17087942


151 
 

Gondek, L.P., Tiu, R., O'Keefe, C.L., Sekeres, M.A., Theil, K.S., Maciejewski, J.P. (2008): Chromosomal 
lesions and uniparental disomy detected by SNP arrays in MDS, MDS/MPD, and MDS-derived AML. 
Blood. 111(3): 1534-1542.  

González, C.A., Sala, N., Rokkas, T. (2013): "Gastric cancer: epidemiologic aspects." Helicobacter. 18(1): 
34–38. 

Gravestein,L.A., Blom, B., Nolten, L.A., de Vries, E., van der Horst, G., Ossendorp, F., Borst, J., Loenen, 
W.A. (1993): Cloning and expressionof murine CD27: comparison with 4-1BB, another lymphocyte-
specific member of the nerve growthfactor receptor family. Eur J Immunol. 23: 943-950. 

Greenberg, P.,  Cox, C., LeBeau, M.M., Fenaux, P., Morel, P., Sanz, G., et al. (1997): "International 
Scoring System for Evaluating Prognosis in Myelodysplastic Syndromes". Blood. 89: 2079–2088. 

Greipp, P.R., San Miguel, J., Durie, B.G.,  Crowley, J.J., Barlogie, B., Bladé, J., et al. (2005). "International 
staging system for multiple myeloma". J. Clin. Oncol. 23: 3412–3420. 

Gururajan, M.,  Haga,C.L., Das, S., Leu, C.M., Hodson, D., Josson, S., Turner, M., Cooper, M.D. (2010): 
MicroRNA 125b inhibitionof B cell differentiation in germinalcenters. International immunology. 2010; 
22:583–592. 

Hagn, M. a Jahrsdőrfer, B. (2012): Why do human B cell secrete granzym B? Insights into a novel B-cell 
differentiation pathway. Oncoimmunology 1: 1368-1375. 

Hamilton, S.R., Bosman, F.T., Boffetta, P. (2010): Carcinoma of the colon and rectum. In: WHO 
Classification of Tumours of the Digestive System. Bosman FT, Carneiro F, Hruban RH, Theise ND, eds. 
Lyon: IARC Press, 134-146. 

Hatakeyama, M. a Higashi, H. (2005): "Helicobacter pylori CagA: a new paradigm for bacterial 
carcinogenesis". Cancer Science. 96: 835–843. 

Heitman, S.J., Ronksley, P.E., Hilsden, R.J.,  Manns, B.J., Rostom, A., Hemmelgarn, B.R. (2009): 
Prevalence of adenomas and colorectal cancer in average risk individuals: a systematic review and 
meta-analysis. Clin Gastroenterol Hepatol. 7: 1272-1278. 

Henniker, A.J. (2001): Cd24. J Biol Regul Homeost Agents. 15: 182–184. 

Hiepe, F., Dörner, T., Hauser, A.E., Hoyer, B.F., Mei, H., Radbruch, A. (2011): Long-lived autoreactive 
plasma cells drive persistent autoimmune inflammation. Nat Rev Rheumatol. 7: 170-178. 

Hořejší, V., Bartůňková, J., Brdička, T., Špíšek, R. (2013): Základy imunologie, Triton, Praha. 

Horikawa, K., Kaku, H., Nakajima, H., Davey, H.W., Hennighausen, L., Iwamoto, I., et al. (2001): Essential 
role of Stat5 for IL-5-dependent IgH switch recombination in mouse B cells. J Immunol. 167: 5018-
5026. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gondek%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17954704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tiu%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17954704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Keefe%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17954704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sekeres%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17954704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Theil%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17954704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maciejewski%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17954704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gravestein%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blom%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nolten%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Vries%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20der%20Horst%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ossendorp%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borst%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Loenen%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Loenen%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8384562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cox%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9058730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=LeBeau%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9058730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fenaux%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9058730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morel%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9058730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9058730
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crowley%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15809451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barlogie%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15809451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Blad%C3%A9%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15809451
http://jco.ascopubs.org/cgi/content/full/23/15/3412
http://jco.ascopubs.org/cgi/content/full/23/15/3412
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haga%20CL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Das%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Leu%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hodson%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Josson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Turner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cooper%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20497960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Manns%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rostom%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hemmelgarn%20BR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523536
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hiepe%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21283146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=D%C3%B6rner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21283146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hauser%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21283146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoyer%20BF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21283146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mei%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21283146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radbruch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21283146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21283146


152 
 

Horst, A., Hunzelmann, N., Arce, S., Herber, M., Manz, RA., Radbruch, A., Nischt, R., Schmitz, 
J., Assenmacher, M. (2002): Detection and characterization of plasma cells in peripheral blood: 
correlation of IgE+ plasma cell frequency with IgE serum titre.Clin Exp Immunol. 130:370-837. 

http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/FACS.html. 

Hu, H., Bin Wang, B., Borde, M., Nardone, J., Maika, S., Allred, L., et al. (2006): Foxp1 is an essential 
transcriptional regulator of B cell development. Nature Immunol. 7: 819-826. 

Insardi, I., Yen-Shing, N., Menard, L., Mayers, L., Saadoun, D., Srdanovic, I., et al. (2010): Complement 
receptor 2/CD21 – human naive B cell contain mostly autoreactive unresponsive clones. Blood. 115: 
5026-5036. 

Ise, W., Kohyama, M., Schraml, B.U., Zhang, T., Schwer, B., Basu, U., et al. (2011): The transcription 
factor BATF controls the global regulators of class-switch recombination in both B cells and T cells. 
Nature Immunol. 12: 536-543. 

Jacob, J., Kassir, R. a Kelsoe, G. (1991): In situ studies of the primary immune response to (4-hydroxy-
3-nitrophenyl)acetyl. I. The architecture and dynamics of responding cell populations. J. Exp. Med. 173: 
1165–1175. 

Jacob, J., Kelsoe, G., Rajewsky, K.,Weiss, U. (1991): Intraclonal generation of antibody mutants in 
germinal centres. Nature. 354: 389–392. 

Jacobi, A.M., Mei, H., Hoyer, B.F., Mumtaz, I.M., Thiele, K., Radbruch, A., et al. (2010): HLA-
DRhigh/CD27high plasmablasts indicate active disease in patients with systemic lupus erythematosus. 
Ann Rheum Dis. 69: 305-308.  

Jacobi, A.M., Odendahl, M., Reiter, K., Bruns, A., Burmester, G.R., Radbruch, A., et al. (2003): 
Correlation between circulating CD27high plasma cells and disease activity in patients with systemic 
lupus erythematosus. T. Arthritis Rheum. 45: 1332-1342 

Jacobi, A.M., Reiter, K., Mackay, M., Aranow, C., Hiepe, F., Radbruch, A., et al. (2008): Activated 
memory B cell subsets correlate with disease activity in systemic lupus erythematosus: delineation by 
expression of CD27, IgD, and CD95. Arthritis Rheum. 58: 1762-1773. 

Jiménez-Balderas, F.J., Mintz, G. (1993): "Ankylosing spondylitis: clinical course in women and men". J 
Rheumatol. 20: 2069–2072. 

Jung, J., Choe, J., Li, L., Choi, Y.S.,(2000): Regulation of CD27 expression in 
the course of germinal center B cell differentiation: the pivotal role of IL-10. Eur J Immunol. 30: 2437-
2443. 

Kaisho, T., Takeda, K., Tsujimura, T., Kawai, T., Nomura, F., Terada, N., et al. (2001): IkappaB kinase 
alpha is essential for mature B cell development and function. J Exp Med. 193: 417-426. 

Kay, R., Rosten, P.M., Humphries, R.K. (1991): CD24, a signal transducer modulating B cell activation 
responses, is a very short peptide with a glycosyl phosphatidylinositol membrane anchor. J Immunol. 
147: 1412- 1416. 

Kincade P.W., Lawton, A.R., Bockman, D.E., Cooper, M.D. (1970): Suppression of immunoglobulin G 
synthesis as a result of antibody-mediated suppression of immunoglobulin M synthesis in chickens. 
Proc Natl Acad Sci USA. 67: 1918-1925. 

Kinoshita, K., Honjo, T. (2001): Linking class-switch recombination with somatic hypermutation. Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol. 2: 493. 

http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Horst%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Hunzelmann%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Arce%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Herber%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Manz%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Radbruch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Nischt%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Schmitz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Schmitz%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Assenmacher%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12452825
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/12452825
http://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/FACS.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19196727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19196727
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18512812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18512812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18512812
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Jung%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10940936
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Choe%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10940936
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Li%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10940936
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Choi%20YS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10940936
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/?term=Regulation+of+CD27+expression+in+the+course+of+germinal+center+B+cell+differentiation%3A+the+pivotal+role+of+IL-10


153 
 

Kirstetter, P., Thomas, M., Dierich, A., Kastner, P., Chan, S. (2000): Ikaros is critical for B cell 
differentiation and function. Eur J Immunol. 32: 720-730. 

Klein, U., Casola, S., Cattoretti, G., Shen, Q., Lia, M., Mo, T., Ludwig, T., Rajewsky, K., Dalla-Favera, R. 
(2006): Transcription factor IRF4 controls plasma cell differentiation and class-switch recombination. 
Nat Immunol. 7: 773-782. 

Klein, U. a Dalla-Favera, R. (2008): Germinal centres: role in B-cell physiology and malignancy.  Nature 
Rev. Immunology  8: 22-33. 

Klein, U., Rajewsky, K., Küppers, R. (1998): Human immunoglobulin (Ig)M+IgD+ peripheral blood B cells 
expressing the CD27 cell surface antigen carry somatically mutated variable region genes: CD27 as a 
general marker for somatically mutated (memory) B cells. J. Exp. Med. 188, 1679–1689. 

Kneissl, S., Zhou, Q., Schwenkert, M., Cosset, F.L., Verhoeyen, E., Buchholz, C.J. (2013): CD19 and CD20 
targeted vectors induce minimal activation of resting B lymphocytes. PLoS One.  8: e79047. 

Koralov,S.B., Muljo, S.A., Galler, G.R., Krek, A., Chakraborty, T., Kanellopoulou, C., et al. (2008): Dicer 
ablation affects antibody diversity and cell survival in theB lymfocyte lineage. Cell. 132:860–874. 

Kuo, T.C., Shaffer, A.L., Haddad, Jr. J., Choi, Y.S., Staudt, L.M., Calame, K. (2007): Repression of BCL-6 is 
required for the formation of human memory B cells in vitro. J Exp Med. 204: 819-830. 

Kwon, K., Hutter, C., Sun, Q., Bilic, I., Cobaleda, C., Malin, S., et al. (2008): Instructive Role of the 
Transcription Factor E2A in Early B Lymphopoiesis and Germinal Center B Cell Development. Immunity. 
28: 751-762. 

Kyle, R.A., Rajkumar, S.V. (2004): "Multiple myeloma". N. Engl. J. Med. 351: 1860–1873. 

Lam,K.P., Kuhn, R., Rajewsky, K. (1997): In vivo ablation of surface immunoglobulin on mature B cells 
by inducible gene targeting results in rapid cell death. Cell. 90: 1073–1083. 

Lam,K.P., Kuhn, R., Rajewsky, K. (1997): In vivo ablativ of surface immunoglobulin on mature B cells by 
inducible gene targeting results in rapid cell death. Cell. 90 :1073–1083. 

Lanzavecchia, A., Sallusto, F. (2002): Progressive differentiation and selection of the fittest in the 
immune response. Nature Rev. Immunol. 2, 982–987. 

Lassoued, K., Nunez, C.A., Billips, L., Kubagawa, H., Monteiro, R.C., LeBien, T.W., et al. (1993): 
Expression of surrogate light chain receptors is restricted to a late stage in pre-B cell 
differentiation. Cell. 73: 73-86. 

Lauren T. (1965): The two histological main types of gastric carcinoma. Acta Pathol Microbiol Scand. 
64: 34. 

Leadbetter, E.A., Brigl, M., Ilaironov, P., Cohen, N., Luteran, M.C., Pillai, S., et al (2008): NK T cells 
provide lipid antigen-specific cognate help for B cells. Proc. Natl. Acad. Sci USA. 105: 8339-8344. 

LeBien, T.V. (2000): Fates of human B-cell precursors. Blood . 96: 9-23. 

LeBien, T.W., Tedder, T. (2008): B lymfocytes: how the develop and function. Blood. 112: 1570–1580. 

Liao, K.P., Alfredsson, L., Karlson, E.W. (2009): Environmental influences on risk for rheumatoid 
arthritis. Curr Opin Rheumatol. 21: 279–283. 

Liou, H.C., Boothby, M.R., Finn, P.W., Davidon, R., Nabavi, N., Zeleznik-Le, N.J., et al. (1990): A new 
member of the leucine zipper class of proteins that binds to the HLA DR alpha promoter. Science. 247: 
1581-1584. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9802980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rajewsky%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9802980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=K%C3%BCppers%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9802980
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kneissl%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schwenkert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cosset%20FL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verhoeyen%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Buchholz%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24244415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muljo%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galler%20GR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Krek%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chakraborty%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kanellopoulou%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kubagawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7681728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Monteiro%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7681728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=LeBlen%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7681728


154 
 

Locasciulli, A., Oneto, R., Bacigalupo, A.,  Socié, G., Korthof, E., Bekassy, A., et al.(2007): "Outcome of 
patients with acquired aplastic anemia given first line bone marrow transplantation or 
immunosuppressive treatment in the last decade: a report from the European Group for Blood and 
Marrow Transplantation (EBMT)". Haematologica. 92: 11–8. 

Locht, H., Skogh, T., Kihlström, E. (1999): "Anti-lactoferrin antibodies and other types of anti-neutrophil 
cytoplasmic antibodies (ANCA) in reactive arthritis and ankylosing spondylitis". Clin Exp Immunol. 117: 
568–569. 

Loder. F.,  Mutschler, B., Ray, R.J., Paige, C.J., Sideras, P., Torres, R., Lamers, M.C., Carsetti, R. (1999): B 
cell development in the spleen takes place in discrete steps and is determined by the quality of B cell 
receptor derivedsignals. J Exp Med 190:75–89. 

Lopes-Carvalho, T. ,Kearney, J.F. (2004): Development and selection of marginal zone B cells. Immunol. 
Rev. 197, 192–205. 

Lozano R, Naghavi M, Foreman K, Lim S, Shibuya K, Aboyans V et al. (2012): Global and regional 
mortality from 235 causes of death for 20 age groups in 1990 and 2010: a systematic analysis for the 
Global Burden of Disease Study 2010. Lancet.  380: 2095-2128. 

MacLennan, I.C. (1994): Germinal centers. Annu. Rev. Immunol. 12: 117–139. 

Mansson, R., Hultquist, A., Luc, S., Yang, L., Anderson, K., Kharazi, S., et al. (2007): Molecular evidence 
for hierarchical transcriptional lineage priming in fetal and adult stem cells and multipotent 
progenitors. Immunity. 26: 407-419. 

Manz, R.A., Lohning, M., Cassese, G., Thiel, A., Radbruch, A. (1998): Survival of long-lived plasma cells 
is independent of antigen. IntImmunol. 10: 1703–1711. 

Martin, F., Kearney, J.F. (2000): B-cell subsets and the mature preimmune repertoire. Marginal zone 
and B1 B cells as part of a ‘natural immune memory’. Immunol Rev. 175: 70–79. 

Martin, F., Kearney, J.F. (2001): B1 cells: similarities and differences with other B cell subsets. Current 
opinion in immunology. 13: 195–201. 

Medina, F., Segundo, C., Campos-Caro, A., González-García, I., Brieva, J.A. (2002): The heterogeneity 
shown by human plasma cells from tonsil, blood, and bone marrow reveals graded stages of increasing 
maturity, but local profiles of adhesion molecule expression. Blood. 99: 2154-2161. 

Melchers, F., Rolink, A., Grawunder, U., Winkler,T.H., Karasuyama, H., Ghia, P., Andersson, J. (1995): 
Positive and negative selection events during B lymphopoiesis. Curr Opin Immunol 7: 214-227. 

Melchers, F., Karasuyama, H., Haasner, D., Bauer, S., Kudo, A., Sakaguchi, N., et al. (1993): The 
surrogate light chain in B-cell development. Immunol Today. 14: 60-68. 

Merrell, K.T., Benschop, R.J., Gauil, S.B., Aviszus, K., Decote-Ricardo, D., Wysocki, L.J., Cambier, J.C. 
(2006): Identification of Anergic B Cell within a Wild-Type Repertoire. Immunity. 25: 953-962. 

Montecino-Rodriguez. E, a Dorshkind, K. (2005): B-1 B cell development in the fetus and adult. 
Immunity. 36: 13–21. 

Morgan AW, Thomson W, Martin SG,  Yorkshire Early Arthritis Register Consortium, Carter, A.M., UK 
Rheumatoid Arthritis Genetics Consortium, Erlich, H.A., Barton, A., Hocking, L., Reid, D.M., Harrison, 
P., Wordsworth, P., Steer, S., Worthington, J., Emery, P., Wilson, AG., et al. (2009): Reevaluation of the 
interaction between HLA-DRB1 shared epitope alleles, PTPN22, and smoking in determining 
susceptibility to autoantibody-positive and autoantibody-negative rheumatoid arthritis in a large UK 
Caucasian population. Arthritis Rheum. 60: 2565–2576. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Soci%C3%A9%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17229630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Korthof%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17229630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bekassy%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17229630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1905360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1905360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10469064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mutschler%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ray%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paige%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sideras%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Torres%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lamers%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carsetti%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10429672
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lozano%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Naghavi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Foreman%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lim%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shibuya%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aboyans%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23245604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thiel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9846699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Radbruch%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9846699
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Medina%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11877292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Segundo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11877292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campos-Caro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11877292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gonz%C3%A1lez-Garc%C3%ADa%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11877292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brieva%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11877292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11877292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winkler%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7546381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karasuyama%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7546381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ghia%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7546381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andersson%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7546381
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bauer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8166770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kudo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8166770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sakaguchi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8166770
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yorkshire%20Early%20Arthritis%20Register%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carter%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=UK%20Rheumatoid%20Arthritis%20Genetics%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=UK%20Rheumatoid%20Arthritis%20Genetics%20Consortium%5BCorporate%20Author%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Erlich%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barton%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hocking%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Reid%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harrison%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harrison%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wordsworth%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steer%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Worthington%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emery%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilson%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19714585


155 
 

Morgan, B., Sun, L., Avitahl, N., Andrikopoulos, K., Ikeda, T., Gonzales, E., et al. (1997): Aiolos, a 
lymphoid restricted transcription factor that interacts with Ikaros to regulate lymphocyte 
differentiation. Exp Med Biol J. 16: 2004-2013. 

Müller-Ladner, U., Kriegsmann, J., Franklin, B.N., Matsumoto, S., Geiler, T., , Gay, R.E., and Gay, 
S.(1996): Synovial fi broblasts of patients with rheumatoid arthritis attach to and invade normal human 
cartilage when engrafted into SCID mice. Am J Pathol. 149: 1607–1615. 

Muramatsu, M., Kinoshita, K., Fagarasan, S., Yamada, S., Shinkai, Y., Honjo, T. (2000): Class switch 
recombination and hypermutation require activation-induced cytidine deaminase (AID), a potential 
RNA editing enzyme. Cell. 102: 553–563. 

Murphy, K., Travers, P., Walport, M. (2007): Janeway´s Immunobiology 7th edition, New York, Garland 
Pub. 

Nishimoto N, Yoshizaki K, Kishimoto T. Interleukin 6. In: Smolen JS, Lipsky PE, (2003): Targeted 
therapies in rheumatology. London: MartinDunitz, 231–241. 

Nolte, M.A., Arens, R., Kraus, M., van Oers, M.H., Kraal,G., van Lier, R.A., Mebius R.E. (2004): B cells are 
crucial for both development and maintenance of the splenic marginal zone. J Immunol. 172: 3620–
3627. 

Nutt, S.L. a Kee, B.L. (2007): The transcriptional regulation of B cell lineage commitment. Immunity. 26: 
715-725. 

Nutt, S.L., Morrison, A.M., Dörfler, P., Rolink, A., Busslinger, M. (1998): Identification of BSAP (Pax-5) 
target genes in early B-cell development by loss- and gain-of-function experiments. Exp Med Biol J. 7: 
2319-2333. 

Ogino, S., Chan, A.T., Fuchs, C.S., Giovannucci, E. (2010): “Molecular pathological epidemiology of 
colorectal neoplasia: an emerging transdisciplinary and interdisciplinary field.” Gut. 60: 397-411. 

Oliver, A.M., Martin, F., Gartland, G.L., Carter, R.H., Kearney, J.F. (1997): Marginal zone B cells exhibit 
unique activation proliferative and immunoglobulin secretory responses. Eur. J. Immunol. 27: 2366–
2374. 

O'Riordan, M. a Grosschedl, R. (1999): Coordinate Regulation of B Cell Differentiation by the 
Transcription Factors EBF and E2A. Immunity. 11: 21-31. 

Pap T, Claus A, Ohtsu S,  Hummel, K.M., Schwartz, P., Drynda, S., Pap, G., Machner, A., Stein, B., George, 
M., Gay, R.E., Neumann, W., Gay, S., Aicher, W.K.. (2003): Osteoclast-independent bone resorption by 
fibroblast-like cells. Arthritis Res Ther. 5: 163–173. 

Parkin, D.M., Bray, F., Ferlay, J., Pisani, P. (2005): Global cancer statistics, 2002. CA Cancer J Clin. 55: 
74-108. 

Petersen-Mahrt, S.K., Harris, R.S., Neuberger, M.S. (2002). AID mutates E. coli suggesting a DNA 
deamination mechanism for antibody diversification. Nature. 418: 99-103. 

Pillai, S. a Cariappa, A. (2009): The follicular versus margine zone B lymfocyte cell fate decision. Nature. 
9: 767-777. 

Pillai, S., Cariappa, A., Moran, S. T. (2005): Marginal zone B cells. Annu. Rev. Immunol. 23: 161-96. 

Pino, M.S. a Chung, D.C. (2010): “The chromosomal instability pathway in colon cancer,” 
Gastroenterology. 138:2059–2072. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsumoto%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Geiler%20T%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gay%20RE%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gay%20S%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hummel%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schwartz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drynda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pap%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Machner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stein%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=George%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=George%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gay%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Neumann%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gay%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aicher%20WK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12723988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parkin%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bray%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ferlay%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pisani%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15761078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15761078
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=6701747113&amp;eid=2-s2.0-0037019315
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7405694787&amp;eid=2-s2.0-0037019315
http://www.scopus.com/authid/detail.url?authorId=7102166614&amp;eid=2-s2.0-0037019315


156 
 

Prevoo, M.L.L., van Hof, M.A., Kuper, H.H., van Leeuwen, M.A., van de Putte, L.B.A., van Riel, P.L.C.M. 

(1995): Modified disease activity scores that include twenty-eight-joint counts: development and 

validation in a prospective longitudinal study of patients with rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 

38: 44–48. 

Raab, M.S., Podar, K., Breitkreutz, I., Richardson, P.G., Anderson, K.S. (2009): Multiple myeloma. 
Lancet. 374: 324–339. 

Rahman, M. (2006): Introduction to flow cytometry, BioRad, Oxford. 

Ramakrishnan, P., Wang, W., Wallach, D. (2004): Receptor-Specific Signaling for Both the Alternative 
and the Canonical NF-κB Activation Pathways by NF-κB-Inducing Kinase. Immunity. 21: 477-489. 

Reinhardt, R.L., Liang, H.E., Locksley, R.M. (2009): Cytokine-secreting follicular T cells shape the 
antibody repertoire. Nat. Immunol. 10:385–393. 

Revy, P., Muto, T., Levy, Y., Geissmann, F., Plebani, A., Sanal, O., et al. (2000): Activation-induced 
cytidine deaminase (AID) deficiency causes the autosomal recessive form of the hyper-IgM syndrome 
(HIGM2). Cell. 102: 565–575. 

Reya, T., O’Riordan, M., Okamura, R., Devaney, E., Willert, K., Nusse, R., et al. (2002): Wnt signaling 
regulates B lymphocyte proliferation through a LEF-1 dependent mechanism. Immunity. 13: 15-24. 

Reynaud, C.A., Garcia, C., Hein, W.R.,Weill., J.C. (1995): Hypermutation generating the sheep 
immunoglobulin repertoáre is an antigen-independent process. Cell. 80: 115–125. 

Roessler, S., Gyory, I., Imhof, S., Spivakov, M., Wiliams, R.R., Busslinger, M et al. (2007): Distinct 
promoters mediate the regulation of Ebf1 gene expression by interleukin-7 and Pax5. Mol Cell Biol. 27: 
579-594. 

Saaudoun, D., Terrier, B., Bannock, J., Vazquez, T., Massad, C., Kang, C. et al. (2013): Expansion of 
autoreactive unresponsive CD21-/low B cell in Sjőgren´s syndrome-associated lymphoproliferation. 
Arthritis Rheum. 65: 1085-1096. 

Saijo, K., Schmedt, C., Su, I.H., Karasuyama, H., Lowell, C.A., Reth, M., et al., (2003):  Essential role of 
Src-family protein tyrosine kinases in NF-kB activation during B cell development. Nat Immunol. 4: 274-
279. 

Schatz, D.G., Oettinger, M.A., Baltimore, D. (1989): The V(D)J recombination activating gene, RAG-1. 
Cell. 59:1035-1048. 

Schebesta, M., Pfeffer, PL., Busslinger, M. (2002): Control of pre-BCR signaling by Pax-5 dependent 
activation of the BLNK gene. Immunity. 17: 473-485. 

Scheeren, F.A., Naspetti, M., Diehl, S., Schotte, R., Nagasawa, M., Wijnands, E., et al. (2000): STAT5 
regulates the self-renewalcapacity and differentiation of human memory B cells and controls Bcl-6 
expression. Nat Immunol. 56: 303-313. 

Scott, E.W., Simon, M.C., Anastasi, J., Singh, H. (1994): Requirement of transcription factor PU.1 in the 
development of multiple hematopoietic lineages Science. 265: 1573-1577. 

Scott, G.B, A de Wynter, E., Cook, G.P. (2010): Detecting variable (V), diversity (D) and joining (J) gene 
segment recombination using a two-colour fluorescence systém Mob DNA. 1: 9. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23279883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schatz%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2598259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oettinger%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2598259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baltimore%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2598259
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2598259
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/?term=Scott%20GB%5Bauth%5D
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/?term=de%20Wynter%20EA%5Bauth%5D
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/?term=Cook%20GP%5Bauth%5D


157 
 

Shaffer, A.L., Schlissel, M.S. (1997): A truncated heavy chain protein relieves the requirement for 
surrogate light chains in early B cell development. J Immunol. 159: 1265-1275. 

Shapiro, H.M. (2002): Practical Flow Cytometry (4th), Willey & Sons, New Jersey. 

Shapiro,M.A., Weigert, M. (1987): How immunoglobulin V kappa genes rearrange. J Immunol. 
139:3834–3839. 

 Shih, I.M., Wang, T.L., Traverso, G.,  Romans, K., Hamilton, S.R., Ben-Sasson, S., et al. (2001): Top-down 
morphogenesis of colorectal tumors. Proc Natl Acad Sci USA. 98: 2640-2645. 

Shubinsky, G., Schlesinger, M. (1997): The CD38 lymphocyte differentiation marker: new insight into 
its ectoenzymatic activity and its role as a signal transducer.Immunity. 7:315-324. 

Siegel, R., Ward, E., Brawley, O., Jemal, A. (2011): Cancer statistics, 2011: the impact of eliminating 
socioeconomic and racial disparities on premature cancer deaths. CA Cancer J Clin. 61:212-236. 

Smith, K.G., Hewitson, T.D., Nossal, G.J., Tarlinton, D.M. (1996): The phenotype and fate of the 
antibody-forming cells of the splenic foci. Eur. J. Immunol. 26, 444–448. 

Smith, M.G., Hold, G.L., Tahara, E., El-Omar, E.M. (2006): Cellular and molecular aspects of gastric 
cancer. World J Gastroenterol. 12: 2979-2990. 

Smolen, J.S., Aletaha, D., Koeller, M., Weisman, M.H., Emery, P. (2007): New therapies for treatment 
of rheumatoid arthritis. Lancet. 370: 1861-1874. 

Stanhope-Baker, P., Hudson,K.M., Shaffer, A.L., Constantinescu, A., Schlissel, M.S. (1996): Cell type-
specific chromatin structure determines the targeting of V(D)J recombinase activity in vitro. Cell. 85: 
887–897. 

Stavnezer, J., Guikema,J. E.J., Schrader C.E. (2008): Mechanism and regulation of class switch 
recombination. Annu Rev.Immunol. 26: 261-292. 

Su,T.T., Rawlings, D.J.(2002): Transitional B lymphocyte subsets operate as distinct checkpoints in 
murin esplenic B cell development. J Immunol. 168: 2101–2110. 

Suzuki, T., Kiyokawa, N., Taguchi, T., Sekino, T., Katagiri, Y.U., Fujimoto, J. (2001): CD24 induces 
apoptosis in human B cells via the glycolipid-enriched membrane domains/rafts-mediated signaling 
system. J Immunol. 166: 5567-5577. 

Tedder, T. F. (2009): CD19: a promising B cell target for rheumatoid arthritis. Nat Rev Rheumatol. 5(10): 
572-577. 

Thai, T.H., Calado, D.P., Casola, S., Ansel, K.M., Xiao, C., Xue, Y., Murphy, A., et al. (2007): Regulation of 
the germinal center response by microRNA-155. Science. 316: 604–608. 

Thomas, M.D., Kremer, C.S., Ravichandran, K.S., Rajewsky, K., Bender, T.P. (2005): c-Myb is critical for 
B cell development and maintenance of follicular B cells. Immunity. 23: 275–286. 

Tolboom, T.C.A., van der Helm-Van Mil, A.H.M., Nelissen, R.G.H.H., Breedveld, F.C., Toes, R.E.M., 
Huizinga, T.W.J. (2005): Invasiveness of fibroblast-like synoviocytes is an individual patient 
characteristic associated with the rate of joint destruction in patients with rheumatoid arthritis. 
Arthritis Rheum. 52: 1999–2002. 

Tricot, G. (2000): "New insights into role of microenvironment in multiple myeloma."Lancet. 355: 248–
250. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Romans%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hamilton%20SR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ben-Sasson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11226292
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shubinsky%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9324352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schlesinger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9324352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9324352
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jemal%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21685461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Smolen%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17570481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aletaha%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17570481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koeller%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17570481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Weisman%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17570481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emery%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17570481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17570481
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19798033
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thai%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calado%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Casola%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ansel%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xiao%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xue%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Murphy%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17463289


158 
 

Van den Berghe, H., Cassiman, J.J., David, G., Fryns, J.P., Michaux, J.L., Sokal, G. (1974): "Distinct 
haematological disorder with deletion of long arm of no. 5 chromosome". Nature. 251: 437–438. 

van der Linden, M.P., van der Woude, D., Ioan-Facsinay, A.,  Levarht, E.W., Stoeken-Rijsbergen, 
G., Huizinga, T.W., et al. (2009): Value of anti-modified citrullinated vimentin and third-generation anti-
cyclic citrullinated peptide compared with second-generation anti-cyclic citrullinated peptide and 
rheumatoid factor in predicting disease outcome in undifferentiated arthritis and rheumatoid arthritis. 
Arthritis Rheum. 60: 2232–2241. 

van Oosterhout, M., Bajema, I., Levarht, E.W., Toes, R.E., Huizinga, T.W., van Laar, J.M. (2008): 
Differences in synovial tissue infiltrates between anti-cyclic citrullinated peptide-positive rheumatoid 
arthritis and anti-cyclic citrullinated peptide-negative rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 58: 53–
60. 

Van Zelm, M.C., Reisli, I., van der Burg, M., Castano, D., van Noesel, C.J.,vanTol, M.J., Woellner, C., 
Grimbacher, B., Patino, P.J., van Dongen, J.J., Franco, J.L. (2006): Anantibody-deficiency syndrome due 
to mutations in the CD19 gene. N Engl J Med. ,354: 1901–1912. 

Vasanwala, F.H., Kusam, S., Toney, L.M., Dent, A.L. (2002): Repression of AP-1 Function: A Mechanism 
for the Regulation of Blimp-1 Expression and B Lymphocyte Differentiation by the B Cell Lymphoma-6 
Protooncogene. J Immunol. 169: 1922-1929. 

Ventura, A., Young,A.G., Winslow, M.M., Lintault, L., Meissner, A., Erkeland, S.J., Newman, J., Bronson 
R.T., Crowley, D., Stone.J.R., Jaenisch, R., Sharp, P.A., Jacks, T.(2008): Targeted deletion revers essential 
and overlapping functions of the miR-17through 92 family of miRNA clusters. Cell. 132: 875–886. 

Vlková, M., Fronková, E., Kanderová, V., Janda, A., Ruzicková, S., et al. (2010): Characterization of 
lymphocyte subsets in patients with common variable immunodeficiency reveals subsets of naive 
human B cell marked by CD24 expression. J Immunol. 185: 6431-6438. 

Von Andrian, U.H., Mempel, TR. (2003):Homing and cellular traffic in lymph nodes.Nat Rev Immunol.3: 
867-878. 

Wang, Y. a Carter, R. H. (2005): CD19 regulates B cell maturation, proliferation, and positive selection 
in the FDC zone of murine splenic germinal centers. Immunity. 22: 749–761. 

Wardemann, H., Boehm, T., Dear, N., Carsetti, R. (2002): B-1a B cells that link the innate and adaptive 
immune responses are lacking in the absence of the spleen. J Exp Med.195: 771–780. 

Warnatz, K., Denz, A., Dräger, R., Braun, M., Groth, C., Wolff-Vorbeck, G., et al. (2002): Severe 
deficiency of switched memory B cells (CD27(+)IgM(-)IgD(-)) in subgroups of patients with common 
variable immunodeficiency: a new approach to classify a heterogeneous disease. Blood. 99: 1544-
1551. 

Wilson TM, Vaisman A, Martomo SA  Sullivan, P., Lan, L., Hanaoka, F., Yasui, A., Woodgate, R., Gearhart, 
P.J. (2005): MSH2-MSH6 stimulates DNA polymerase-eta, suggesting a role for A:T mutations in 
antibody genes. J Exp Med. 201:637–645. 

Winawer, S.J., Zauber, A.G., Ho, M.N., O'Brien, M.J., Gottlieb, L.S., Sternberg, S.S., Waye, J.D. et al. 
(1993): Prevention of colorectal cancer by colonoscopic polypectomy: The National Polyp Study 
Workgroup. N Engl J Med. 329: 1977-1981. 

Xiao, C.,  Calado, D.P., Galler, G., Thai, T.H., Patterson, H.C., Wang, J. et al. (2007): MiR-150 controls B 
cell differentiation by targeting the transcription factor c-Myb. Cell. 131: 146–159. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Levarht%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19644872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stoeken-Rijsbergen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19644872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stoeken-Rijsbergen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19644872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huizinga%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19644872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Young%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Winslow%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lintault%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Meissner%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Erkeland%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Newman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bronson%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bronson%20RT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crowley%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stone%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jaenisch%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sharp%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacks%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18329372
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/14668803
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11861266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11861266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11861266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sullivan%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lan%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hanaoka%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yasui%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Woodgate%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gearhart%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gearhart%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15710654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Brien%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8247072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gottlieb%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8247072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sternberg%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8247072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Waye%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8247072
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Calado%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Galler%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thai%20TH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Patterson%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17923094


159 
 

Yébenes, Y.G., Bartolomé-Izquierdo, Ramiro, A.R. (2013): Regulation of B cell development and 

function by microRNAs. Immunol Rev. 253(1): 25-39. 

Zarrin, A.A., Vecchio, C.D., Tseng, E., Gleason, M., Zarrin, P., Tian M.(2007):Antibody class switching 
mediated by yeast endonuclease generated DNA breaks. Science. 315: 377–381. 

Zavoral, M. a kol. (2005): Karcinom pankreatu. Galén, Praha. 

Zhou, J.X., Lee, C.H., Qi, C.F., Wang, H., Naghashfar, Z., Abbasi, S. (2009): 3rd. IFN regulatory factor 8 
regulates MDM2 in germinal center B cells. J Immunol. 183: 3188-3194. 

Zhou, L.J., Ord, D.C., Hughes, A.L., Tedder, T.F. (1991): "Structure and domain organization of the CD19 
antigen of human, mouse, and guinea pig B lymphocytes. Conservation of the extensive cytoplasmic 
domain." J. Immunol. 147 : 1424–1432. 

Zwollo, P., Arrieta, H., Ede, K., Molinder, K., Desiderio, S., Pollock, R. (1999): The Pax-5 gene is 
alternatively spliced during B-cellevelopment. J Biol Chem. 72: 10160-10168. 

Žák, A., Lukáš, K. a kolektiv (2007): Gastroenterologie a hepatologie. Grada Publishing, Praha. 

 



 

 

1
60

 

9 PŘÍLOHY 

Klinická data pacientů s RA 

 

Tab. 1: Celkový přehled laboratorních a klinických dat, včetně použité terapie, přítomnosti autoprotilátek a faktorů hodnocených v rámci souboru pacientů s revmatoidní 
artritidou (nt=netestováno, legenda k tabulce je uvedena na následující straně). 

Neutrophil Lymphocyte Monocyte Eosinophil Basophil FW CRP

Patient RA WBC [x10^6/ml] [mm/h] [mg/l] RF ACPA Stage T Sw VAS DAS Biological Corticost. MTX SSZ NSAID Leflunomide

125 9.90 nt nt nt nt nt 21.00 3.40 1 nt 4 0 0 nt nt 0 0 1 0 0 0

126 nt nt nt nt nt nt nt nt 1 nt nt 0 0 nt nt 9 9 9 9 9 1

149 6.40 nt nt nt nt nt 6.00 4.10 1 0 3 3 3 nt nt 0 2 1 0 0 0

151 3.42 2.02 0.94 0.37 0.06 0.04 17.00 3.45 1 nt nt 0 0 20.00 nt 1 9 9 9 9 9

159 6.90 nt nt nt nt nt 25.00 15.00 nt 1 1 0 0 nt nt 1 0 0 0 1 0

160 3.64 1.37 1.77 0.45 0.03 0.02 nt 3.33 nt nt 2 nt nt nt nt 0 1 1 0 0 0

161 8.80 nt nt nt nt nt 15.00 11.50 nt nt 4 0 0 nt nt 1 0 0 0 0 1

166 6.65 5.01 1.06 0.42 0.13 0.03 16.00 3.21 nt nt 1 nt nt nt nt 0 1 1 0 1 0

177 nt nt nt nt nt nt nt 48.50 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt

178 9.30 nt nt nt nt nt 50.00 nt 1 1 4 6 4 nt nt 0 1 1 0 1 1

179 7.37 4.96 1.79 0.28 0.32 0.02 6.00 18.00 nt nt 2 nt nt nt nt 0 0 1 0 0 1

181 8.20 nt nt nt nt nt 16.00 0.00 1 nt 4 1 0 nt nt 2 1 1 0 1 0

182 10.10 nt nt nt nt nt 4.00 15.90 1 1 3.5 3 0 nt nt 1 0 1 0 0 0

183 6.70 nt nt nt nt nt 1.00 0.00 1 nt 1.5 2 3 42.00 3.20 1 1 1 2 0 2

184 6.60 nt nt nt nt nt 53.00 39.80 nt nt nt 0 1 nt nt 0 0 0 0 0 0

187 4.08 2.60 1.18 0.22 0.05 0.02 32.00 8.00 1 nt 4 2 3 nt nt 1 0 0 0 1 0

188 4.63 1.68 2.43 0.25 0.26 0.02 9.00 0.00 nt nt nt 0 0 nt nt 0 0 1 0 1 0

189 7.17 5.31 1.15 0.46 0.15 0.10 21.00 5.33 0 nt 1.5 3 0 nt nt 1 0 0 0 1 0

190 4.90 nt nt nt nt nt 15.00 4.90 1 nt 3 nt nt nt nt 2 1 1 0 0 0

191 6.00 nt nt nt nt nt 2.00 0.00 1 nt 2 1 2 22.00 nt 1 0 2 0 2 2

192 5.73 3.23 2.03 0.35 0.09 0.03 5.00 1.04 nt nt nt nt 0 nt nt 0 0 1 0 0 0

194 4.10 nt nt nt nt nt 4.00 4.50 1 nt 4 1 1 nt nt 0 0 1 1 1 0

195 7.00 nt nt nt nt nt nt 18.10 nt nt nt nt nt nt nt 0 1 2 0 0 0

196 7.70 nt nt nt nt nt 10.00 2.90 1 nt nt 2 3 45.00 2.91 1 2 2 0 1 0

199 5.87 3.39 1.70 0.66 0.08 0.05 5.00 nt nt nt 2 nt nt nt nt 0 1 1 0 0 0

200 4.75 2.85 1.46 0.33 0.08 0.03 nt 1.44 nt nt nt nt nt nt nt 0 0 1 0 0 0

201 4.62 2.01 2.19 0.31 0.07 0.03 nt 0.00 1 nt nt 2 2 nt nt 2 0 1 0 0 0

202 6.00 nt nt nt nt nt 10.00 nt 1 nt 3 11 11 nt nt 0 1 1 0 0 1

203 7.11 5.14 1.58 0.35 0.02 0.02 nt 0.64 1 nt 4 1 0 nt nt 1 2 1 0 1 0

White Blood Cell Differential

Treatment
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Obr. 1: Přehled sledovaných klinických parametrů u pacientů s RA 

Patient RA

Date

Name

DoB

Dg.

Cell count

Total cell count

Serum

WBC

Diff.

Neutrophil

Lymphocyte

Monocyte

Eosinophil

Basophil

FW

CRP

RF

ACPA

Stage

T

Sw

VAS

DAS

Treatment

Biological

Corticost.

MTX

SSZ

NSAIDs

Leflunomide

Sample Number

Date of Extraction

Patient Name

Date of Birth

Diagnosis

Cell Count in 1 ml [x10^6]

Total Cell Count [x10^6]

Yes/Plasma

White Blood Cell Count [x10^6/ml]

WBC Differential

Neutrophil count [x10^6/ml]

Lymphocyte count [x10^6/ml] 

Monocyte count [x10^6/ml] 

Eosinophil count [x10^6/ml] 

Basophil count [x10^6/ml] 

Erythrocyte Sedimentation Rate [mm/hr]

C-Reactive Protein [mg/l]

Rheumatoid Factor [0-negative, 1-positive]

Anti-Citrullinated Protein Antibody [0-negative, 1-positive]

RA Staging (Steinbrocker)

Tender Joint Count

Swollen Joint Count

Visual Analogue Scale [0-100mm] 

Disease Activity Score
DAS28 [0-9.4] – Low/minimal disease, 2.6 or more to less than 3.2; 
moderate disease, 3.2 or more to 5.1 or less; high/severe disease 
greater than 5.1 

[0-never administered, 1-current, 2-administered in the past, 9-
not available]

Biologic Disease-modifying Antirheumatic Drugs (DMARDs)

Corticosteroids

Methotrexate (Nonbiologic DMARD)

Sulfasalazine (Nonbiologic DMARD)

Non-steroidal anti-inflammatory drugs

Leflunomide (Nonbiologic DMARD)

1-I…No destructive changes observed upon radiographic 
examination; radiographic evidence of osteoporosis is possible

2-II…Radiographic evidence of periarticular osteoporosis, with or 
without slight subchondral bone destruction; slight cartilage 
destruction is possible; joint mobility is possibly limited, but no 
joint deformities are observed; adjacent muscle atrophy is 
present; extra-articular soft tissue lesions (eg, nodules and 
tenosynovitis) are possible 

3-III…Radiographic evidence of cartilage and bone destruction in 
addition to periarticular osteoporosis; joint deformity (eg, 
subluxation, ulnar deviation, or hyperextension) without 
fibrous or bony ankylosis; muscle atrophy is extensive; extra-
articular soft tissue lesions (eg, nodules, tenosynovitis) are 
possible 

4-IV…Presence of fibrous or bony ankylosis, along with criteria of 
stage III
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Obr. 2: Způsob stanovení skóre DAS28 FW a DAS 28 CRP 

Disease Activity Score in 28 Joints (DAS28)

How to calculate a DAS28 score: 

1. Ask the patient to make a vertical mark on a 100 mm Visual Analog Scale (VAS) corresponding to their general health or global disease activity. Using a ruler, 
measure from the left-hand side in mm. Note: DAS28 calculations may be performed without a VAS measurement. 

2. Perform a swollen and tender joint examination on your patient. Add all of the swollen and tender joints and record the totals in the appropriate boxes. 

3. Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR) should be measured (in mm/hour). Note: C-reactive protein (CRP) levels may be used as a substitute for an ESR. 

4. Plug the appropriate values into the appropriate formula

Interpretation: 

The DAS28 provides you with a number on a scale from 0 to 10 indicating current RA disease activity. 

• Remission: DAS28 ≤ 2.6 
• Low Disease activity: 2.6 < DAS28 ≤ 3.2 
• Moderate Disease Activity: 3.2 < DAS28 ≤ 5.1 
• High Disease Activity: DAS28 >5.1 

Adapted from: DAS-Score.nl. Available at http://www.das-score.nl/www.das-score.nl/index.html. Accessed April 15, 2010. 

DAS28 (FW) = [0.56*sqrt(t28) + 0.28*sqrt(sw28) + 0.70*Ln(ESR)]*1.08 + 0.16

DAS28 (CRP) = [0.56*sqrt(TJC28) + 0.28*sqrt(SJC28) + 0.36*ln(CRP+1)] * 1.10 + 1.15
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Závislost naměřených dat na klinických parametrech pacientů s RA
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Obr. 3: Závislost frekvence CD19+ lymfocytů (CD19+, %, osa y) na parametru DAS28 

FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 4: Závislost frekvence naivních B-lymfocytů (Naivní, %, osa y) na 

parametru DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 5: Závislost frekvence memory B-lymfocytů (Memory, %, osa y) na parametru 

DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 6: Závislost frekvence plazmatických buněk (Plazma, %, osa y) na 

parametru DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 7: Závislost frekvence Warnatzovských CD24+ B-lymfocytů (CD24+, %, osa y) na 

parametru DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 8: Závislost frekvence Warnatzovských CD24- B-lymfocytů (CD24-, %, 

osa y) na parametru DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní 

artritidou. 

Obr. 9: Závislost frekvence FO I B-lymfocytů (FO I, %, osa y) na parametru DAS28 FW 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 10: Závislost frekvence FO II B-lymfocytů (FO II, %, osa y) na parametru 

DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 11: Závislost frekvence FM B-lymfocytů (FM, %, osa y) na parametru DAS28 FW 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 12: Závislost frekvence T2 B-lymfocytů (T2, %, osa y) na parametru 

DAS28 FW (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 13: Závislost frekvence CD19+ lymfocytů (CD19+ ly, %, osa y) na parametru 

DAS28 CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 14: Závislost frekvence naivních B-lymfocytů (Naivní, %, osa y) na 

parametru DAS28 CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní 

artritidou. 
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Obr. 15: Závislost frekvence paměťových B-lymfocytů (Memory, %, osa y) na 

parametru DAS28 CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 16: Závislost frekvence plazmatických B-lymfocytů (Plazma, %, osa y) na 

parametru DAS28 CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 17: Závislost frekvence Warnatzovských CD24+ B-lymfocytů (CD24+, %, osa y) na 

parametru DAS28 CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 18: Závislost frekvence Warnatzovských CD24- B-lymfocytů (CD24-, %, osa y) 

na parametru DAS28 CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 19: Závislost frekvence FO I B-lymfocytů (FO I, %, osa y) na parametru DAS28 

CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
Obr. 20: Závislost frekvence FO II B-lymfocytů (FO II, %, osa y) na parametru DAS28 

CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 21: Závislost frekvence FM B-lymfocytů (FM, %, osa y) na parametru DAS28 

CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 22: Závislost frekvence MZ B-lymfocytů (MZ, %, osa y) na parametru DAS28 CRP 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 23: Závislost frekvence T1 B-lymfocytů (T1, %, osa y) na parametru DAS28 CRP 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 24: Závislost frekvence T2 B-lymfocytů (T2, %, osa y) na parametru DAS28 CRP 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 25: Závislost frekvence CD19+ lymfocytů (CD19+ ly, %, osa y) na parametru CRP 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 26: Závislost frekvence naivních B-lymfocytů (Naivní, %, osa y) na parametru 

CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 27: Závislost frekvence paměťových B-lymfocytů (Memory, %, osa y) na 

parametru CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 28: Závislost frekvence plazmatických B-lymfocytů (Plazma, %, osa y) na 

parametru CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 29: Závislost frekvence Warnatzovských CD24+ B-lymfocytů (CD24+, %, osa y) na 

parametru CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 30: Závislost frekvence Warnatzovských CD24- B-lymfocytů (CD24-, %, osa y) 

na parametru CRP (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 31: Závislost frekvence FO I B-lymfocytů (FO I, %, osa y) na parametru CRP 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 32: Závislost frekvence FO II B-lymfocytů (FO II, %, osa y) na parametru CRP 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 33: Závislost frekvence FM B-lymfocytů (FM, %, osa y) na parametru CRP (osa x) 

v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 34: Závislost frekvence T1 B-lymfocytů (T1, %, osa y) na parametru CRP (osa x) 

v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 35: Závislost frekvence CD19+ lymfocytů (CD19+ ly, %, osa y) na parametru 

WBC (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 36: Závislost frekvence naivních B-lymfocytů (Naivní, %, osa y) na parametru 

WBC (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 37: Závislost frekvence paměťových B-lymfocytů (Memory, %, osa y) na 

parametru WBC (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 38: Závislost frekvence Warnatzovských CD24- B-lymfocytů (CD24-, %, osa y) na 

parametru WBC (osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 39: Závislost frekvence FO I B-lymfocytů (FO I, %, osa y) na parametru WBC 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 40: Závislost frekvence FO II B-lymfocytů (FO II, %, osa y) na parametru WBC 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 41: Závislost frekvence FM B-lymfocytů (FM, %, osa y) na parametru WBC 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 42: Závislost frekvence MZ B-lymfocytů (MZ, %, osa y) na parametru WBC (osa x) 

v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Obr. 43: Závislost frekvence T1 B-lymfocytů (T1, %, osa y) na parametru WBC 

(osa x) v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 

Obr. 44: Závislost frekvence T2 B-lymfocytů (T2, %, osa y) na parametru WBC (osa x) 

v rámci souboru pacientů s revmatoidní artritidou. 
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Klinická data pacientů s CRC 

 

Tab. 2: Celkový přehled laboratorních a klinických dat, včetně použité terapie a faktorů hodnocených v rámci souboru pacientů s kolorektálním karcinomem 

(nt=netestováno, legenda k tabulce je uvedena na následující straně). 

WBC Neutrophil Lymphocyte Monocyte Eosinophil Basophil FW CRP

Patient CRC [mm/h] [mg/l] Subdg. T N M Stage Immuno. Chemo. Radio. Surg.

116 nt nt nt nt nt nt nt nt C18.7 3 1 0 5 0 0 0 1

118 nt nt nt nt nt nt nt nt C18 nt nt nt nt nt nt nt nt

119 nt nt nt nt nt nt nt nt C37.4 nt nt nt nt nt nt nt nt

127 11.69 9.71 1.18 0.76 0.01 0.03 nt nt C19 nt nt nt nt 0 0 0 0

128 5.92 5.27 0.28 0.26 0.11 0.00 nt 221.80 C18.7 nt nt nt nt 0 0 0 1

129 nt nt nt nt nt nt nt nt K56.7 nt nt nt nt nt nt nt nt

130 10.19 7.11 0.80 1.52 0.71 0.05 nt 127.40 C18.2 3 0 9 2 0 0 0 1

133 nt nt nt nt nt nt nt 134.30 C18.5 3 1 9 5 0 0 0 1

134 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt

135 nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt nt

137 nt nt nt nt nt nt nt nt anti-CAI nt nt nt nt nt nt nt nt

143 5.91 4.23 0.87 0.52 0.27 0.02 nt 55.90 C20 3 1 9 5 0 1 1 1

144 nt nt nt nt nt nt nt nt C18.7 nt nt nt nt 0 0 0 1

148 nt nt nt nt nt nt nt nt R10.4 nt nt nt nt nt nt nt nt

153 nt nt nt nt nt nt nt nt C18.7 nt nt nt nt 0 0 0 1

154 nt nt nt nt nt nt nt nt C18.7 nt nt nt nt nt nt nt nt

155 nt nt nt nt nt nt nt nt C19 nt nt nt nt nt nt nt nt

156 nt nt nt nt nt nt nt nt C18.6 nt nt nt nt nt nt nt nt

169 nt nt nt nt nt nt nt nt anti-CAI nt nt nt nt nt nt nt nt

Staging Treatment

[x10^6/ml]

White Blood Cell Differential
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Obr. 45: Přehled sledovaných klinických parametrů u pacientů s CRC 

#

Date

Name

DoB

Dg.

Cell count

Total cell count

Serum

WBC

Diff.

Neutrophil

Lymphocyte

Monocyte

Eosinophil

Basophil

FW

CRP

Subdg.

Stage

Treatment
Sample Number

Date of Extraction

Patient Name

Date of Birth

Diagnosis

Cell Count in 1 ml [x10^6]

Total Cell Count [x10^6]

Yes/Plasma

White Blood Cell Count [x10^6/ml]

WBC Differential

Neutrophil count [x10^6/ml]
Lymphocyte count 
[x10^6/ml] 
Monocyte count [x10^6/ml] 

Eosinophil count [x10^6/ml] 

Basophil count [x10^6/ml] 

Erythrocyte Sedimentation Rate [mm/hr]

C-Reactive Protein [mg/l]

Specific diagnosis according to ICD-10

[0-never administered or executed, 1-
administered or executed, 9-not available]

Immuno. Immunotherapy

Chemo. Chemotherapy

Radio. Radiotherapy, Actinotherapy

Surg. Surgery

AJCC TNM staging system uses three basic descriptors that 
are then grouped into stage categories. The first component 
is “T”, which describes the extent of the primary tumor. The 
next component is “N”, which describes the absence or 
presence and extent of regional node metastasis. The third 
component is “M”, which describes the absence or presence 
of distant metastasis. The final stage groupings (determined 
by the different permutations of “T”, “N”, and “M”) range 
from Stage 0 through Stage IV.

0 Stage 0 Tis, N0, M0

1 Stage I T1, N0, M0

2 Stage IIA T3, N0, M0

3 Stage IIB T4, N0, M0

4 Stage IIIA T1, N1, M0

5 Stage IIIB T3, N1, M0

6 Stage IIIC Any T, N2, M0

7 Stage IV Any T, Any N, M1

T2, N0, M0

T2, N1, M0

T4, N1, M0

Stage

Primary 
tumor (T)

Regional 
lymph nodes 
(N)

Distant 
metastasis 
(M)

9 TX: Primary tumor cannot be assessed

0 T0: No evidence of primary tumor

8 Tis: Carcinoma in situ: intra-epithelial or invasion 
of the lamina propria

1 T1: Tumor invades submucosa

2 T2: Tumor invades muscularis propria

3 T3: Tumor invades through the muscularis propria 
into the subserosa, or into nonperitonealized 
pericolic or perirectal tissues

3 T4: Tumor directly invades other organs or struc-
tures, and/or perforates visceral peritoneum

9 NX: Regional nodes cannot be assessed

0 N0: No regional nodes metastasis

1 N1: Metastasis in 1 to 3 regional lymph nodes

2 N2: Metastasis in 4 or more regional lymph nodes

9 MX:Distant metastasis cannot be assessed

0 M0:No distant metastasis

1 M1:Distant metastasis

Source:

Tytgat, G. N. J and Tytgat, Stefaan H.A.J Grading and staging 
in gastroenterology. Thieme, Stuttgart ; New York, 2009. 
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Obr. 46: Porovnání mediánů subpopulací B-lymfocytů mezi DAS 28 FW hi a DAS 28 FW lo pacienty s revmatoidní artritidou pomocí neparametrického testu 

Mann-Whitney; DAS 28 FW hi=pacient s aktivní chorobou (DAS 28>2,6); DAS 28 FW lo=pacient v remisi (DAS 28≤2,6) 
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Obr. 47: Porovnání mediánů subpopulací B-lymfocytů mezi DAS 28 CRP hi a DAS 28 CRP lo pacienty s revmatoidní artritidou pomocí neparametrického testu Mann-

Whitney; DAS 28 CRP hi=pacient s aktivní chorobou (DAS 28>2,6); DAS 28 CRP lo=pacient v remisi (DAS 28≤2,6) 
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Obr. 48: Porovnání mediánů subpopulací B-lymfocytů mezi FW hi a FW lo pacienty s revmatoidní artritidou pomocí neparametrického testu Mann-Whitney; 

FW hi>10mm/h; FW lo≤10mm/h 
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Obr. 49: Porovnání mediánů subpopulací B-lymfocytů mezi CRP hi a CRP lo pacienty s revmatoidní artritidou pomocí neparametrického testu Mann-Whitney; 

CRP hi>9mg/l; CRP lo≤9mg/l 
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Obr. 50: Porovnání mediánů subpopulací B-lymfocytů mezi WBC hi a WBC lo pacienty s revmatoidní artritidou pomocí neparametrického testu Mann-Whitney; 

WBC hi>7x10^6/ml; WBC lo≤7x10^6/ml 
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Reprezentativní dot plot izotypových kontrol, tj. monoklonální IgG1-FITC a IgG1-PE 

Obr. 51: Negativní 

Obr. 52: FITC Obr. 53: PE 

Pro ověření specificity barvení použitými 

monoklonálními protilátkami byly použity myší 

monoklonální IgG1 konjugované s odpovídajícími 

fluorochromy. Na obrázcích jsou dot ploty 

nebarvené suspenze PBMC zdravé kontroly 

s vymezením lymfomonocytární oblasti, dále 

barvení myším monoklonálním IgG1 FITC a IgG1 

PE a překryv histogramů pro izotypovou kontrolu 

(FITC, respektive PE a nebarvené buňky. 
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Obr. 54: Překryv histogramů pro izotypovou kontrolu 


