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ABSTRAKT 

B-lymfocyty jsou lymfoidní buňky, které jsou součástí adaptivního/vrozeného 

imunitního systému a jejich hlavní funkcí je tvorba protilátek. V současné době mnohá 

data různých studií podporují hypotézu, že různé spíše minoritní subpopulace B-

lymfocytů pravděpodobně hrají přímou a nepřímou úlohu v imunopatogenezi v lidských 

patologií, například při Crohnově nemoci (CD).  

Cílem předkládané studie proto bylo zjistit distribuci frekvencí B-

lymfocytárních subpopulací (ve fázi vývoje od transientních B buněk až po efektorová 

B buněčná stádia) v periferní krvi zdravých jedinců (KO) a pacientů s Crohnovou 

chorobou (CD) a ulcerativní kolitidou (UC). 

K tomuto účelu byla použita polychromatická průtoková cytometrie s využitím 

11 barev.  Analyzovali jsme celkem 30 vzorků periferní krve, které zahrnovaly 14 KO, 

11 pacientů s CD a 5 s UC. U 6 pacientů s CD jsme měli možnost analyzovat krevní 

vzorky odebrané 2 hodiny po podání anti-TNF preparátu.  

U pacientů s CD byly nalezeny paměťové B lymfocyty (CD19
+
CD27

+
, 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
 a CD19

+
CD20

+
CD27

+
IgM

+
) ve zvýšených frekvencích oproti 

kontrolám (20,06±13,58%; 17,61±13,48%; 88,60±20,56% vs. 11,75±26,47%; 

11,25±26,50%; a 66,82±22,60%), v případě CD19+CD20-CD27-IgM+ B lymfocytů byl 

tento nález statisticky významný (57,15±17,21% u CD vs. 19,59±31,79% u KO; 

p=0,0341), což je v souladu s aktivním stádiem choroby.  

Na druhé straně frekvence B lymfocyů naivního typu (CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgM

-
 

a CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgD

-
IgM

-
) byly u pacientů s CD signifikantně redukovány ve 

srovnání s KO (57,15± 17,21% pro CD vs. 83,56±26,66% pro KO; p=0,0373; a 2,73± 

13,41% pro CD vs. 7,82±24,98% pro KO; p=0,0531).  

Pacienti s UC vždy vykazovali odlišný imunofenotyp spíše připomínající stav u 

kontrol, což by podporovalo obecně přijímaný fakt, že UC představuje zcela odlišnou 

klinickou jednotku. 

Závěrem lze říci, že monitorování B-lymfocytárních subpopulací může být 

užitečné v budoucnu jako indikátor aktivity autoimunitních onemocnění takových jako 

Crohnova nemoc a monitorování odpovědi na biologickou anti-TNF terapii. Naše 

výsledky navíc naznačují, že bude možné imunofenotyp jednotlivých pacientů 



 
 

prezentovat v podobě jednoduchého grafického schématu snadno srozumitelného a 

čitelného pro klinické pracovníky a vytvořit „heat“ mapy pro seskupování pacientů do 

skupin s podobnými klinickými parametry. 

Klíčová slova: imunofenotyp, vícebarevná průtoková cytometrie, B lymfocyt, B 

buněčné subpopulace, Crohnova choroba, anti-TNF léčba  

 



 
 

ABSTRACT 

B-lymphocytes are lymphoid cells, which are a part of the adaptive/innate 

immune system and generate antibodies. Recently, many studies have supported 

hypothesis that different rather minor B-lymphocyte subpopulations may play a direct 

and indirect role in immunopathogenesis in human pathologies such as Crohn’s disease 

(CD).  

The aim of current study was therefore to investigate distribution of frequencies 

of B lymphocyte subpopulations (from transient to mature effector B cell stages) in 

peripheral blood of healthy subjects (CO), patients with Crohn´s disease (CD) and 

ulcerative colitis (UC). 

Thus, using 11-colour flow cytometry we have analysed 30 blood samples of 

individuals, including 14 healthy controls, 11 patients with Crohn’s disease and 5 with 

UC.  In 6 patients with CD we have had an opportunity to analyze blood samples 

collected 2 hours after an administration of anti-TNF therapy.   

Higher frequencies of memory B-lymphocytes (CD19
+
CD27

+
, 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
 and CD19

+
CD20

+
CD27

+
IgM+) were found in patients with CD as 

compared to COs. (20.06±13.58%; 17.61±13.48%; 88.60±20.56% vs. 11.75±26.47%; 

11.25±26.50%; and 66.82±22.60%), in case of CD19+CD20-CD27-IgM+ B-

lymphocytes the difference was statistically significant (57.15±17.21% in CD vs. 

19.59±31.79% in CO; p=0.0341), which is in accordance with active stage of the 

disease. 

On the other hand, frequencies of naive B-lymphocytes (CD19
+
CD20

-
CD27

-

IgM
-
 a CD19

+
CD20

+
CD27

-
IgD

-
IgM

-
) were found to be significantly reduced in CD 

patients compared with COs (57.15± 17.21% for CD vs. 83.56±26.66% for KO; 

p=0.0373; a 2.73± 13.41% pro CD vs. 7.82±24.98% pro KO; p=0,0531).  

Patients with UC in all cases displayed different immunophenotype resembling 

rather COs suggesting that UC represents distinct disease unit. 

In summary, monitoring of B-lymphocyte subpopulations can be useful in the 

future as an indicator of the activity of autoimmune diseases such as Crohn’s disease 

and of response to biological anti-TNF therapy. In addition, our results suggest that it 



 
 

will be possible to present the immunophenotype data of individual patients as simple 

graphical schema easily readable for clinicians and to create “heat” maps to group 

patients with similar clinical features.  

Keywords: immunophenotype, polychromatic flow cytometry, B lymphocyte, B cell 

subpopulations, Crohn´s disease, anti-TNF therapy 
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SEZNAM ZKRATEK 

Ab  protilátky (antibody) 

ADA  adalimumab 

AID  aktivací indukovaná cytidin deamináza (activation-induced cytidine 

deaminase) 

AIDS  syndrom získaného selhání imunity (Acquired Immune Deficiency 

Syndrome) 

ASCA   protilátka proti Saccharomyces cerevisae (Anti-Saccharomyces 

cerevisiae antibody) 

BAFF  faktor aktivující B buňky (B-cell activating factor) 

BCR  B-buněčný receptor (B-cell receptor) 

Blys  stimulátor B-lymfocytů (B-lymphocyte stimulator) 

Btk  Brutonova tyrozinkináza (Bruton's tyrosine kinase) 

C  komplement (complement) 

CD  diferenciační skupina (cluster of differentiation) 

CGD  chronická granulomatózní choroba (Chronic granulomatous disease) 

CR  komplementový receptor (complement receptor)  

CRP  C-reaktivní protein (C-reactive protein) 

CSR  izotypový přesmyk (class switch recombination) 

D  genový segment určující diverzitu (diversity)  

DC  dendritické buňky (dendritic cells) 

E2A  transkripční faktor, regulace vývoje B-lymfocytů 

EBF  transkripční faktor (Early B-cell factor) 



 
 

EBV  Epstein-Barrové virus (Epstein-Barr virus) 

EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová (ethylenediaminetetraacetic acid) 

FDC  folikulární dendritické buňky (follicular dendritic cells) 

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

FMO  (fluorescence minus one) 

FO I, II folikulární B buňky (follicular B cells) 

FSC  kanál sbírající rozptýlené světlo v předním směru (Forward scatter   

                        channel) 

GC  germinální centrum (germinal center)  

GPI  glykosylfosfatidylinositol (glycosylphosphatidylinositol) 

H řetězec těžký řetězec (heavy chain) 

HLA  hlavní histokompatibilní komplex (Human Leucocyte Antigen)   

IBD  idiopatické střevní záněty (Inflammatory Bowel Disease) 

IFX  infliximab 

Ig  imunoglobulin (immunoglobulin)  

IL  interleukin (interleukin) 

INFγ  interferon gamma (interferon gamma) 

ITAM  imunoreceptorový tyrosinový aktivační motiv (immunoreceptor tyrosine-

based activation motifs) 

J  genový segment určující J řetězec (joining)  

L  lehký řetězec (light chain) 

mAb  monoklonální protilátka (monoclonal antibody) 

MHC  hlavní histokompatibilní komplex (major histocompatibility complex) 



 
 

MRI  magnetická rezonance (magnetic resonance imaging) 

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

NFκB  jaderný transkripční faktor κB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B cells) 

NHEJ   nehomologní rekombinace (non-homologous end joinig) 

NK buňky přirození zabíječi (natural killer cells) 

NOD  nukleotid vázající oligomerizační doména (The nucleotide-binding 

oligomerization domain) 

pANCA perinukleární protilátka proti cytoplazmě neutrofilů (perinuclear 

antineutrophil cytoplasmic antibody) 

Pax5  transkripční faktor, diferenciace B-lymfocytů 

PBMC  periferní mononukleární buňky (peripheral blood mononuclear cell) 

PBS   fosfátový pufr (Phosphate Buffered Saline) 

PMA  phorbol-myristoyl acetát (Phorbol  myristate acetate) 

PRR  vzor rozpoznávající receptory (Pattern recognition receptors) 

PTK  protein tyrosin kináza (protein tyrosine kinase) 

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

SCID  těžká kombinovaná imunodeficience (Severe Combined 

Immunodeficiency Disease) 

SHM  somatická hypermutace (somatic hypermutation) 

SLC  náhradní lehký řetězec (surrogate light chain) 

Src  gen a protein ze Src rodiny, nereceptorová tyrosinkináza 

SSC  kanál sbírající bočně rozptýlené světlo (Side scatter channel) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Anti-neutrophil_cytoplasmic_antibody
https://en.wikipedia.org/wiki/Anti-neutrophil_cytoplasmic_antibody


 
 

T1, T2  transientní B-lymfocyty typu I a II (transitional B-lymphocytes type I and 

II) 

Tfh  folikulární pomocné T buňky (T follicular helper cells) 

TGF-β  transformující růstový faktor β (transforming growth factor β) 

Th1, Th2 pomocné T-lymfocyty typu 1 a 2 (helper T cells type 1 and 2)  

TNF  faktor nekrotizující nádory (tumor necrosis factor) 

TLR  receptor podobný genu Toll (Toll-like receptor) 

TNFR  TNF receptor (tumor necrosis factor receptor) 

V  genový segment určující variabilní oblast (variable)  

VDZ  vedolizumab 

WSB  promývací a barvící pufr (wash and staining buffer)  

 

XLA  X-vázaná agamaglobulinemie (X-linked agammaglobulinemia)

https://cs.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor
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1 ÚVOD 

 

B-lymfocyty periferní krve lze charakterizovat jako různé subpopulace buněk, které 

mají v imunitním systému mnoho významných funkcí, z nichž nejdůležitější je zajištění 

humorální imunity. V současné době přibývají důkazy toho, že se periferní B-buněčné 

subpopulace podílejí na patogenezi mnoha různých chorob. Dosud však existuje málo 

poznatků o tom, která konkrétní diferenciační stádia B-lymfocytů jsou do patologických 

procesů zapojena.  

  Nejvýznamnějším objevem v tomto kontextu byla Kleinova strategie umožňující 

na základě exprese molekuly CD27 detekovat tři základní diferenciační stadia periferní 

B-lymfopoézy, tj. naivní CD27
-
 B-lymfocyty (60%), paměťové CD27

+
 B-lymfocyty 

(40%) a CD27
hi

 plazmatické buňky (do 1%) [Klein et al., 1998]. Metoda byla později 

modifikována a naivní B-lymfocyty byly definovány jako CD19
+
CD20

+
CD27

-
, 

paměťové B-lymfocyty jako CD19
+
CD20

+
CD27

+
 a plazmatické buňky jako 

CD19
+
CD20

-
CD27

+/hi
  a byla používána k monitorování aktivity nemoci u 

autoimunitních chorob a také odpovědi na podávanou protizánětlivou léčbu. Použití této 

metody u zánětlivých onemocnění obecně a k monitorování odpovědi na anti-TNF 

léčbu blokující hlavní prozánětlivý cytokin TNF-α již však nebylo dostatečně 

uspokojivé [Dörner a Lipsky, 2004; Jacobi et al., 2008]. 

Cílem této diplomové práce je sledování změn zastoupení jednotlivých B 

buněčných subpopulací za fyziologického u zdravých dárců a patologického stavu při 

Crohnově nemoci a ulcerózní kolitidě, a následně sledování změn v distribuci B 

lymfocytárních subpopulací v průběhu biologické léčby (anti TNF-α chimerická myší 

monoklonální prtilátka Infliximab). 

K detekci B-lymfocytů byla použita metoda 11-barevné polychromatické průtokové 

cytometrie a získané poznatky by měly přispět k objasnění funkčních vlastností B-

lymfocytů. Analýza dalších vzorků pacientů v současné době stále probíhá a bude 

dokončena v řádu 1-2 měsíců. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 B-lymfocyty 

B-lymfocyty (odvozeny od Fabriciovy burzy ptáků) a jejich protilátky jsou 

ústřední součástí adaptivní imunity. Vyskytují se až u čelistnatých obratlovců, u 

nichž se adaptivní imunitní systém vyvinul před více než 500 miliony lety [Tiselius a 

Kabat, 1938]. Za objevením B-lymfocytů nestála identifikace B buňky jako takové, 

ale byl nalezen protein, který produkují (tj. imunoglobulin, protilátka, Ig). To ve 40. 

letech minulého století vedlo k objevu buněk produkujících tyto protilátky. Až na 

přelomu 50. a 60. let byly objeveny a charakterizovány B-lymfocyty [Fagraeus, 

1948; Cooper et al, 1965; Raff, 1973]. 

B-lymfocyty jsou populací buněk, jež na svém povrchu nesou klonálně 

diverzifikovaný imunoglobulinový receptor, který rozpoznává specifické antigenní 

epitopy. Imunoglobulinové molekuly jsou nejčastěji třídy IgM a IgD a spolu 

s dalšími strukturami tvoří komplex zvaný B buněčný receptor (BCR, B-cell recptor). 

BCR jsou tvořeny většinou dvojicí těžkých a lehkých řetězců, tedy celkem 4 

glykoproteiny spojenými disulfidickými vazbami. Tyto řetězce mohou být ve formě 

protilátky vázány pomocí speciálních molekul do větších násobných celků, jako jsou 

dimery nebo pentametry. Se základním modulem BCR jsou asociovány 

transmebránové proteiny Igα (CD79α) a Igβ (CD79β). Tyto proteiny mohou být 

nekovalentně spojeny s cytoplazmatickými protein-tyrosin kinázami (PTK) skupiny 

Src (viz. obr. 2, kapitola 2.1.1.1) [Bartůňková a Paulík, 2011; Hořejší et al., 2013].   

B-lymfocyty jsou buňky lymfoidního původu. U lidí vyzrávají během 

embryonálního vývoje ve fetálních játrech, v dospělosti pak zejména ve slezině a 

kostní dřeni. Po setkání s antigenem se B-lymfocyt dělí a následně vzniká klon 

plazmatických buněk produkujících protilátky proti antigenu, který reakci vyvolal. 

Typické povrchové molekuly pro B-lymfocyty jsou CD19 a CD20 [Mason et al., 

1990; Li et al., 1993]. 

2.1.1 B-lymfocytární vývoj 

Hlavními ději během vyzrávání B-lymfocytů je přeskupení (rearrangement) a exprese Ig 

genů v přesném pořadí. Dále dochází k selekci a proliferaci jak vyvíjejících se B-

lymfocytů, tak i zralých stádií. Před narozením se B-lymfocyty tvoří ve fetálních játrech 

a až po narození se tvorba přesouvá do kostní dřeně. Naprostá většina B buněk vzniká 

z progenitorů v kostní dřeni, které neexprimují Ig. Jakmile se tyto prekurzory vyvinou 
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v nezralé B-lymfocyty, exprimují membránově vázanou molekulu IgM. Následně 

opouštějí kostní dřeň a putují do sleziny. Zde vyzrávají do folikulárních B-lymfocytů a 

exprimují IgM a IgD na svém povrchu. Získávají schopnost cirkulovat a osidlovat 

všechny periferní lymfoidní orgány. Tyto folikulární B-lymfocyty mají schopnost 

migrovat do lymfoidních folikulů a osidlovat je (tzv. „trafficking and homing“) a 

odpovídat na antigeny. Celý tento proces od lymfoidního progenitoru až po zralý B-

lymfocyt trvá u člověka 2 až 3 dny (viz. obr. 1) [Abbas et al., 2015]. 

B-lymfocyty potřebují ke svému dalšímu vývoji cytokiny a transkripční faktory, 

které pozitivně a negativně regulují genovou expresi. IL-7 podporuje maturaci, VDJ 

přeskupování a předává signály nutné k přežití a proliferaci. Nejméně deset rozdílných 

transkripčních faktorů se účastní regulace rané B lymfopoézi. Mezi ty nejznámější patří 

E2A, EBF a Pax5 [Milne a Paige, 2006; Nutt a Kee, 2007]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 1 Schématické znázornění vývoje B-lymfocytů.  

A/ Většina B-lymfocytů vyvíjejících se ve fetálních játrech diferencuje v B-1 linie.  

B/ Prekurzory B-lymfocytů v kostní dřeni dávají vzniknout B-2 linii, ze které vyvíjí dvě hlavní 

linie zralých B-lymfocytů: folikulární B-lymfocyty a B-lymfocyty marginální zóny [Abbas et 

al., 2015]. 
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2.1.1.1 Raný vývoj v kostní dřeni 

Je charakterizován řízeným přeskupením Ig H (těžký řetězec, heavy chain) a L 

(lehký řetězec, light chain) řetězců respektive jejich genových segmentů. Proces V(D)J 

rekombinace je zahájen specifickými endonukleasami RAG1 a RAG2, které 

rozpoznávají signální sekvence po stranách V, D a J segmentů [Schatz a Swanson, 

2011]. 

V pro-B lymfocytech nejprve dochází k vyštěpení úseku IgH mezi některým D a 

J segmenty čili D-J přeskupení, které může probíhat i opakovaně. D-J přeskupení 

probíhá současně na obou chromozomech. Potom následuje vyštěpování úseku mezi 

V a DJ segmenty. Je-li přeskupení produktivní, tzn. z odpovídající mRNA vzniká 

kompletní IgH, je přeskupování na druhém chromozomu zastaveno (tzv. alelická 

exkluze), a tedy B-lymfocyt produkuje pouze jeden IgH řetězec. IgL řetězec ještě není 

přeskupený, proto pre-B buňky syntetizují náhradní lehký řetězec (surrogate light chain 

- SLC) složený z dvou malých proteinů VpreB a λ5 (viz. obr. 2) [Braikia et al., 2015]. 

Další vývoj spočívá v přeskupování genů pro L řetězec. Nejprve se přeskupují 

geny pro L řetězec κ. Opakovaně se vyštěpují dlouhé úseky DNA mezi V a J segmenty 

na obou chromozomech dokud se neutvoří funkční L řetězec schopný vytvořit s H (µ) 

řetězcem povrchový IgM, který by nahradil pre-BCR. Jestliže přeskupení genů κ není 

úspěšné ani na jednom chromozomu, zahájí se přeskupování genů pro L řetězec λ. 

Není-li ani toto přeskupování úspěšné pre-B buňka hyne. Expresí IgM (s κ nebo λ L 

řetězcem) se pre-B buňka stává nezralým B-lymfocytem (viz. obr. 2) [Hořejší et al., 

2013].   

Proteiny Ig aktivně regulují B buněčný vývoj, zejména tzv. náhradní L řetězce 

(angl. surrogate light chain - SLC). Náhradní L řetězec je heterodimer, který je složený 

z rozdílných proteinů λ5 a VpreB. Tyto dva proteiny se párují s µ H řetězcem. V tomto 

momentě z pro-B lymfocytu vzniká pre-B lymfocyt. Pre-B lymfocyty podstupují jedno 

nebo dvě dělení a dochází k přeskupení genových segmentů kódujících κ a λ řetězec. Ty 

se kombinují s µ řetězcem a tvoří molekulu IgM. Buňky nesoucí IgM na svém povrchu 

jsou nazývány nezralými B-lymfocyty. Nezralé B-lymfocyty opouštějí kostní dřeň a 

putují do sleziny, kde dokončují svůj vývoj [Alt a Blackwell, 1986; LeBien a Tedder, 

2008; Piper et al., 2013]. 
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Obr. 2 Struktura BCR a pre-BCR 

Oba receptory nesou identický těžký imunoglobulinový řetězec (modrá). BCR má dva shodné 

lehké imunoglobulinové řetězce (tyrkysová). Pre-BCR má dva stejné náhradní lehké řetězce 

(zelená), které jsou složené z proteinů λ5 a VpreB. Signální podjednotky CD79α (Igα) a CD79β 

(Igβ) interagují s těžkým řetězcem. Červené oblasti znázorňují funkční domény 

imunoreceptorových tyrosinových aktivačních motivů (ITAM - immunoreceptor tyrosine-

based activation motifs), které jsou zodpovědné za aktivaci tyrosin-kináz [Gold, 2002]. 

2.1.1.2 Vývoj v sekundárních lymfoidních orgánech 

B-lymfocyty po opuštění kostní dřeně migrují do sleziny, kde se usidlují a tvoří 

marginální zóny a folikulární B buněčné kompartmenty. Antigenem indukované a 

aktivované B-lymfocyty diferencují. Genové změny v expresi vedou k reakci 

germinálního centra (GC), která je charakterizovaná somatickou hypermutací (SHM) 

VH genů a izotypovým přesmykem (CSR - class switch rekombinace) a afinitní 

maturací. CSR a SHM jsou zprostředkované enzymem AID (activation-induced 

cytidine deaminace) [LeBien a Tedder, 2008; Piper et al., 2013]. 

2.1.1.2.1 Somatická hypermutace  

V(D)J přeskupení vede k tvorbě nízkoafinitních protilátek. Pokud se B-lymfocyt setká 

s antigenem, dochází k somatické hypermutaci a tvorbě vysokoafinitních protilátek. 

Proces somatické hypermutace je zahájen v germinálním centru enzymem aktivací 

indukovanou cytidin deaminázou (AID, activation-induced cytidine deaminase), který 

katalyzuje deaminaci cytidinových zbytků IgH a IgL V(D)J exonů. Cytidin se mění na 

uridin, tedy z pár C:G je nahrazen párem A:T. Imunoglobuliny dosahují velké genetické 
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variability díky somatické hypermutaci a nepřesnosti opravných mechanizmů [Dörner et 

al., 1998; Muramatsu et al., 2000; Arakawa et al., 2002]. 

2.1.1.2.2 Izotypový přesmyk (class switch)  

Se změnou třídy souvisí i vzhled imunoglobulinu a funkčnost jednotlivých 

druhů. Konstantní oblast těžkého řetězce (CH oblast) kóduje převážnou část 

aminokyselin, a proto určuje terciární a kvartérní strukturu protilátky [Tlaskalová-

Hogenová et al., 2013]. Je zahájen v sekundárních lymfoidních orgánech u B-

lymfocytů, které již prošly somatickou hypermutací. Nejprve musí dojít k interakci B-

lymfocytu, který na svém povrchu exprimuje CD40  a CD80/86 s aktivovaným Th 

lymfocytem nesoucím CD40L a CD28. Th lymfocyty sekretují cytokiny, které regulují 

tvorbu jednotlivých typů imunoglobulinů. IL-4 stimuluje přesmyk na IgE a IgG1 a 

inhibuje sekreci IgG2. INF-γ stimuluje produkci IgG2a a TGF-β podporuje přesmyky 

na IgA a IgG2b [Han et al., 1995; Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000; Hořejší et 

al., 2013]. 

Izotypový přesmyk je zahájen opět enzymem aktivací indukovanou cytidin 

deaminázou (AID, activation-induced cytidine deaminase), stejně jako je tomu u 

somatické hypermutace. AID deaminuje cytosin na uracil v tzv. S-sekvevencích (neboli 

swtich sekvencích). Uracil je odstraňován uracil DNA-glykosylázou. Abasická místa 

jsou rozpoznávána apurinovou/apyrimidinovou endonukleázou. Vznikne dvouvláknový 

zlom. Úsek DNA mezi zlomy je vyštěpen a konce DNA jsou spojeny dohromady 

pomocí nehomologní rekombinace v G1 fázi (NHEJ, non-homologous end joinig) 

[Petersen-Mahrt et al., 2002; Zarrin et al., 2007; Björkman et al., 2015]. 
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Obr. 3 Dynamika reakcí germinálního centra 

Antigenem aktivované prekurzorové B-lymfocyty germinálního centra putují do tmavé zóny 

germinálního centra, kde podstupují klonální expanzi a somatickou hypermutaci. B-lymfocyty 

se z tmavé zóny přesouvají do světlé zóny germinálního centra, kde se nacházejí také folikulární 

Th lymfocyty (Tfh) a folikulární dendritické buňky (FDC). Dochází zde k izotypovému 

přesmyku B-lymfocytů.  Některé B-lymfocyty světlé zóny mohou diferencovat ve 

vysoceafinitní plazmatické a paměťové buňky [De Silva a Klein, 2015]. 

2.1.1.3 Vývojová stádia B-lymfocytů 

Během maturace B-buněčné linie procházejí B-lymfocyty různými stádii vývoje. 

Každé stádium je charakterizováno přítomností rozdílných povrchových markerů a 

specifickými vzory Ig genové exprese [Cheng et al., 1996; Seshi et al., 2000]. 

2.1.1.3.1 Pro-B stádia 

Pro-B buňky neprodukují protilátky. Od ostatních stádií B-lymfocytů se dají 

rozlišit pomocí povrchových molekul: CD19 a CD10. Proteiny Rag-1 a Rag-2 jsou 

poprvé exprimovány u tohoto stádia. Dochází k rekombinaci Ig genů na těžkém řetězci. 

Pokud se zdaří produktivní Ig μ přeskupení pro-B buňka diferencuje v pre-B buňku 

[Nutt et al., 1997; Abbas et al., 2015]. 
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2.1.1.3.2 Pre B-stádia 

Charakteristický fenotyp je CD19
+
CD34

-
. Pre-B buňky exprimují Ig μ protein, 

ale stále u nich nedošlo k přeskupení lehkého řetězce a proto tento komplex nazýváme 

pre-BCR. Součástí pre-BCR jsou signál přenášející proteiny Igα (CD79α) a Igβ 

(CD79β). Signály z pre-BCR jsou zodpovědné za největší proliferativní expanzi B-

buněčné linie v kostní dřeni. Pokud chybí geny kódující μ řetězec anebo jeden gen 

kódující lehký řetězec, dochází k výraznému snížení počtu zralých B-lymfocytů, neboť 

je blokován vývoj ve stádiu pro-B. Exprese pre-BCR je považována za první kontrolní 

bod v B buněčné maturaci. Důležitou úlohu zde plní enzym Brutonova tyrozinkináza 

(Btk). Tato tyrozinkináza doručuje signál o přežití, proliferaci a maturaci. U lidí mutace 

v Btk vede k onemocnění zvanému X-linked agammaglobulinemie (XLA), která je 

charakteristická selháním B buněčné maturace [Lassoued et al, 1993; Yel et al, 1996; 

Benchop a Cambier, 1999]. 

2.1.1.3.3 Nezralá stádia B-lymfocytů 

Nezralá stádia B-lymfocytů následují po pre-B stádiu. Dále bývají označovány 

jako transientní B-lymfocyty. Dělíme je na transientní B-lymfocyty typu I (T1) a typu II 

(T2).                                                                                                                                  

T1 jsou charakterizovány imunofenotypem CD21
low

CD23
low

CD24
high

IgM
high

IgD
low

 

krevním řečištěm putují do periarteriolární lymfoidní oblasti sleziny. T1 diferencují do 

stádia T2 CD21
low

CDD24
high

IgM
high

IgD
high

, které sídlí ve folikulech sleziny. V tomto 

stádiu dochází k přeskupení κ lehkého řetězce, což je nezbytný děj k dokončení 

molekuly IgM. Jako nezralé B-lymfocyty tedy označujeme buňky exprimující na svém 

povrchu IgM. IgM molekuly na povrchu B-lymfocytů jsou asociovány s Igα (CD79α) a 

Igβ (CD79β), kde fungují jako specifické receptory pro antigeny. V odpovědi na 

antigeny v kostní dřeni neproliferují a nediferencují, pokud ano dále podstupují editaci 

anebo buněčnou smrt. Nezralé B-lymfocyty opouštějí kostní dřeň a dokončují svou 

maturaci ve slezině, ale ještě před tím migrují do ostatních lymfoidních orgánů (tonsil a 

lymfatických uzlin) [Loder et al., 1999; Sims et al., 2005; Abbas et al., 2015]. 

2.1.1.3.4 Zralá stádia B-lymfocytů 

Vznikají odlišné populace B-lymfocytů z rozdílných progenitorů. Prekurzory 

odvozené od fetálních jater se označují jako B-1 buňky. Prekurzory vznikající v kostní 

dřeni (B-2 buňky) tvoří většinu B buněk a vyvíjejí se v B-lymfocyty marginální zóny 

anebo ve folikulární B-lymfocyty. K tomu, jestli B-lymfocyt diferencuje ve folikulární 
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B-lymfocyt anebo B-lymfocyt marginální zóny, přispívá afinita B buněčných receptorů 

k self antigenům. Všechna zralá stádia B-lymfocytů produkují přirozené protilátky, 

které jsou součástí na thymu nezávislé adaptivní imunity. Zralou B buňku lze aktivovat 

skrze BCR. Zralá stádia mohou diferencovat v plazmatické a efektorové buňky (např. 

antigen prezentující buňky, antigen-presenting cells, APC) (viz. obr. 1) [LeBien a 

Tedder, 2008; Tlaskalová-Hogenová et al., 2013; Abbas et al., 2015]. 

2.1.1.3.4.1 B-1 buňky 

Vznikají z prekurzorů ve fetálních játrech. Mají limitovanou diverzitu 

antigenních receptorů. Většina B-1 buněk exprimuje na svém povrchu molekulu CD5, 

která není definujícím znakem, neboť ji nacházíme i na transientních B-lymfocytech a 

některých aktivovaných B buňkách. U dospělých se větší počty B-1 buněk nacházejí 

v peritoneu a ve sliznicích, kde tvoří sebeobnovující populace. Sekretují protilátky IgM, 

které reagují s mikrobiálními polysacharidy a lipidy, ale také s oxidovanými lipidy. 

Tyto protilátky někdy nazýváme přirozenými protilátkami, protože jsou produkovány i 

bez zjevné imunizace. Také je možné, že mikrobiální flora ve střevě je zdrojem 

antigenů, které stimulují jejich produkci. Ve sliznicích více než polovina IgA 

sekretujích buněk může být odvozena od B-1 buněk. Jsou analogické  γδ T-lymfocytům. 

Rovněž odpovídají na antigeny, se kterými se běžně setkáváme na epiteliálních površích 

[Wardermann et al. 2002; Mauri a Bosma, 2012]. 

2.1.1.3.4.2 B-lymfocyty marginální zóny 

B-lymfocyty marginální se zóny se primárně nachází ve slezině v oblasti 

marginálního sinusu. Podobají se B-1 buňkám, protože mají rovněž limitovanou 

diverzitu, mají schopnost odpovídat na polysacharidové antigeny a produkují přirozené 

protilátky. Exprimují IgM a CD21 koreceptory. U myší se nacházejí výhradně ve 

slezině, zatímco u lidí jsou i v lymfatických uzlinách [Martin et al., 2001]. Velmi rychle 

odpovídají na mikroby přítomné v krvi a diferencují na krátkodobě žijící IgM 

sekretující plazmatické buňky. Všeobecně zprostředkovávají humorální odpověď 

nezávislou na T-lymfocytech, ale jsou schopné zprostředkovat i buněčnou odpověď 

závislou na T-lymfocytech [Wardermann et al. 2002; Attanavanich a Kearney, 2004]. 
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2.1.1.3.4.3 Folikulární B-lymfocyty 

Folikulární B-lymfocyty označované též FM B-lymfocyty (FM, follicular 

mature, folikulární maturované). Pomocí CD molekul je popisujeme jako 

IgM
+
IgD

+
CD19

+
CD21

+
CD38

+
CD24

+
CD23

+
. Představují subpopulaci zralých naivních 

B lymfocytů, které se primárně nachází ve folikulech bílé pulpy sleziny [Vlková et al., 

2010].  Koeprese IgM a IgD je doprovázená schopností recirkulovat a tím pádem 

získávají funkční vlastnosti. Molekula IgD je považována za nezbytný aktivační 

receptor zralých B buněk, ačkoli není žádný důkaz o funkčním rozdílu mezi IgM a IgD. 

Migrují z jednoho lymfatického orgánu do jiného a osidlují specializovaná místa známé 

jako B buněčné folikuly. V těchto místech jsou folikulární B-lymfocyty udržovány 

pomocí signálu přežití – prostřednictvím TNFα (tumor necrosis factor alpha), BAFF 

nebo BLys [Abbas et al., 2015].  

2.1.1.3.4.4 Paměťové B-lymfocyty 

Imunologická paměť vzniká jako odpověď při antigenní stimulaci. Paměťové B 

lymfocyty se po setkání s antigenem rychle aktivují, množí (klonální expanze) a 

diferencují v plazmatické buňky sekretující protilátky [Ahmed a Gray, 1996]. Část 

paměťových B lymfocytů cirkuluje mezi sekundárními lymfatickými orgány a kostní 

dření. Hlavním znakem těchto buněk je exprese povrchové molekuly CD27 a 

přítomnost somatických mutací v genech ve variabilní oblasti imunoglobulinů. 

Paměťové B-lymfocyty mají fenotyp CD19
+
CD20

+
IgM

+
IgD

+
CD27

+
 [Paramithiotis a 

Cooper, 1997; Klein et al., 1998].  

T-dependentní paměťové B-lymfocyty se tvoří z buněk, které prošly vývojem 

v germinálních centrech (GC). Na základě procesů v GC dochází ke zvýšení afinity 

protilátek k antigenům a současně dochází k izotypovému přesmyku. Vznikají vyšší 

izotypy protilátek (IgG, IgA a IgE). Tyto paměťové B-lymfocyty je možné 

charakterizovat jako IgM-IgD-CD27+ B-lymfocyty a osídlující sekundární lymfatické 

orgány nebo migrují do kostní dřeně [Revy et al., 2000]. 
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2.1.1.3.4.5 Plazmatické buňky 

Plazmatické buňky produkují a sekretují protilátky a rovněž jsou důležitou 

součástí 

imunitní obrany před patogeny. Plazmatické buňky jsou konečným diferenciačním 

stádiem vývoje B-lymfocytů. Vznikají z folikulárních B-lymfocytů, z B-lymfocytů 

marginální zóny anebo také z dlouho žijících paměťových buněk [Ahmed a Gray, 

1996]. Během diferenciace plazmatických buněk dochází ke snížení exprese 

specifických B buněčných povrchových molekul, jako jsou hlavní histokompatibilní 

komplex II (MHC II), CD20 a CD22 [Silacci et al., 1994]. 

Po aktivaci B-lymfocytů marginální zóny navázáním antigenu na TLR nebo BCR 

dochází k přímé diferenciaci v plazmatické buňky. Tyto plazmatické buňky jsou krátce 

žijící a produkují nízkoafinitní protilátky IgM. V germinálních centrech periferních 

lymfatických orgánů dochází k T dependentní aktivaci B lymfocytů a vznikají 

plazmatické buňky, které sekretují vysokoafinitní protilátky [Marinova et al., 2007].  

V germinálních centrech se tvoří plazmatické buňky též z dlouze žijících 

paměťových buněk, které se opakovaně setkaly s antigenem. Nově vzniklé buňky 

(plazmablasty a plazmocyty) migrují do kostní dřeně a dozrávají v plazmatické buňky. 

V kostní dřeni mohou zůstat několik měsíců až let a produkovat protilátky i bez 

přítomnosti antigenů, proto se nazývají dlouho žijící plazmatické buňky.                       

U autoimunitních onemocnění mohou mít tyto buňky patologickou roli, neboť jsou 

jedním z potencionálních zdrojů autoprotilátek [Manz a Radbruch, 2002; Hoyer et al., 

2004]. 

2.1.2 Povrchové markery 

2.1.2.1 CD19 

Je transmembránový glykoprotein o molekulové hmotnosti 95 kDa. Patří do 

imunoglobulinové rodiny. Gen pro CD19 je lokalizován na 16. chromozomu. Nachází 

se na všech B-lymfocytech od časného vývoje. Jeho exprese se snižuje diferenciací 

v plazmatické buňky. Vytváří komplex s BCR a CD21 a podílí se na zesílení aktivace. 

Má významný vliv na antigen-nezávislém vývoji B buněk [Carter a Barrington, 2004; 

Wang et al., 2012]. 
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2.1.2.2 CD20 

Jedná se o fosfoprotein o molekulové hmotnosti 33-37 kDa. Byl to první objevený 

diferenční antigen na B-lymfocytech. Je na povrchu všech diferencovaných a 

aktivovaných B buněk. Jeho funkce a ligand nejsou přesně známy. Slouží jako kanál pro 

Ca
2+

 ionty. Specifické anti-CD20 mAb jsou používány pro léčbu B buněčných malignit 

(např. Non-Hodgkinův lymfom) a protilátkami zprostředkovaná autoimunitní 

onemocnění [Crag et al., 2005; Franke et al., 2011; Kuijpers et al., 2012]. 

2.1.2.3 CD21 

Tato molekula je membránový glykoprotein. Jedná se o komplementový receptor 

2 (CR2). Rozpoznává C3 fragmenty (C3b, C3dg, C3d). Spolu s  BCR a molekulou 

CD19 se podílí na aktivaci B-lymfocytů. Vyskytuje se na zralých B buňkách a jeho 

exprese stoupá až do stadia plazmatických buněk. Tato molekula je vstupní branou pro 

EBV. [Roberts et al., 1996; Fearon et al., 2000; Asokan et al., 2013]. 

2.1.2.4 CD24 

Je glykosylfosfatidylinositolový (GPI) membránově vázaný protein o molekulové 

hmotnosti 20-70 kDa. CD24 je exprimovaná na hematopoetických buňkách (B buňky, T 

buňky, neutrofily, eozinofily, dendritické buňky a makrofágy), ale objevuje se i na 

mnoha dalších nehematopoetických buňkách (neurony, gangliové buňky, epitelové 

buňky, keratinocyty, epitelové kmenové buňky, ve slinivce a rakovinné buňky). Slouží 

jako adhezivní molekula pro P-selektin. Podílí se na kostimulaci a ovlivňuje aktivační 

signály, které B-lymfocyt dostává i přes jiné receptory. CD24 ve vysoké expresy se 

nalézá u progenitorových a zralých klidových B buňkách. Overexprese CD24 je typická 

pro nádorové buňky (B buněčné lymfomy, erytrocytární leukemie, gliomy, nádory plic, 

hepatocelulární karcinom, nádory vaječníků a prostaty, rakovina prsu, pankreatický 

adenokarcinom a primární neuroendokrinní karcinom [Kay et al., 1991; Hennieker et 

al., 2001; Fang et al., 2010]. 

2.1.2.5 CD27 

Představuje glykosylovaný transmembránový protein o molekulové hmotnosti 55 

kDa. Patří do rodiny genů receptorů pro TNF (TNFR – tumor necrosis factor receptor). 

Příjem signálu přes CD27 způsobí terminální diferenciaci v plazmatické buňky. Je to 

základní marker pro paměťové buňky (společně s molekulou CD38). Není na naivních 

B-lymfocytech. Je slabě exprimován na B buňkách, které prošly germinálním centrem. 
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Vyskytuje se na povrchu většiny periferních T-lymfocytů [Agematsu et al. 1997; Klein 

et al., 1998; Agematsu et al., 1999 ]. 

2.1.2.6 CD38 

Tato molekula je transmembránový glykoprotein o molekulové hmotnosti 45 kDa. 

Jedná se o enzym nebo povrchový receptor. Vyskytuje se rovněž u T-lymfocytů. Spolu 

s molekulou CD27 je základním markerem pro paměťové B-lymfocyty. Exprimován je 

od časné diferenciace, u některých buněk v germinálním centru, plazmatických buněk a 

plazmablastů. Signalizace přes CD38 vede k inhibici proliferace a apoptotické smrti 

[Mehta et al., 1996; Shubinsky a Schlesinger, 1997]. 

2.1.2.7 IgM 

Vyskytuje se ve dvou odlišných formách. V krvi ve formě pentametru. Patří mezi 

přirozené protilátky. Jsou v krvi ještě před setkáním s Ag. Mají nízkou afinitu 

k antigenu a většinou jsou polyreaktivní. Tvoří se ještě před tím, než B-lymfocyt projde 

somatickou hypermutací a izotypovým přesmykem [Portnoï et al., 1986, Randall et al., 

1990; Ochsenbein et al. 1999]. 

Na povrchu B-lymfocytu je ve formě monomeru. Je součástí BCR a je složený ze 

dvou těžkých a dvou lehkých řetězců a dvou transmembránových signalizačních 

molekul CD79α (Igα) a CD79β (Igβ), které jsou asociovavány s protein-tyrozin 

kinázami. CD79α (Igα) a CD79β (Igβ) jsou nezbytné pro regulaci signálu. Spuštěním 

signalizační kaskády dojde ke změně transkripce některých genů a diferenciaci na 

plazmatické buňky [Randall et al., 1990; Flaswinkel a Reth, 1994]. 

2.1.2.8 IgD 

Spolu s IgM se vyskytuje na povrchu B-lymfocytů putujících z kostní dřeně 

(převážně zralé B-lymfocyty). Po stimulaci BCR je zapojen do přenosu signálu. 

Reguluje vývoj a diferenciaci B-lymfocytů. K negativní regulaci dochází během 

zvýšené signalizace přes IgM, při aktivaci a apoptóze. Po rozeznání Ag zralými B-

lymfocyty v sekundárních lymfoidních se snižuje exprese povrchového IgD. V periferní 

krvi IgD
+
IgM

-
 plazmablasty produkují protilátky IgD, které se vážou na myeloidní 

buňky (např. na bazofily), které produkují prozánětlivé a antimikrobiální faktory [Rowe 

et al., 1973; Monroe et al., 1983; Chen et al., 2009]. 
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2.1.2.9 IgA 

Vyskytuje se ve formě multivalentního monomeru (sérum) a ve formě dimeru 

(sekreční IgA – sIgA). Sekreční IgA je tvořeno dvěma monomery spojenými tzv. J 

řetězcem. Máme dva izotypy IgA1 a IgA2, které se liší primární strukturou a složením 

karbohydrátových skupin. IgA1 se nalézá převážně v trávicím traktu a IgA2 v dýchací 

soustavě. Jeho hlavní funkcí je ochrana sliznic trávicího, dýchacího a urogenitálního 

systému. IgA je aktivně transportován na povrch sliznic přes epitel. Dále je 

v mateřském mléce, slzách a slinách. Neutralizuje mikrobiální, bakteriální a virové 

toxiny, opsonizuje patogeny a neaktivuje komplement [Thompson et al., 1969; Crago et 

al., 1983; Czerkinsky et al., 1987; Woof a Kerr, 2006]. 

2.1.2.10 IgG 

Je nejhojnější sérový izotyp. Rozlišujeme čtyři podtřídy IgG1, IgG2 (IgG2a a 

IgG2b), IgG3 a IgG4. Odlišují se složením aminokyselin a nukleotidů v konstantním 

řetězci. Také se liší schopností aktivovat komplement. IgG3 a IgG2 dobře aktivují 

komplement a IgG4 nejméně. Tvoří se proti virovým a bakteriálním antigenům. Mají 

vysokou afinitu k antigenům a mikrobiálním toxinům. Uplatňují se v sekundární 

protilátkové odpovědi (IgG1 převažuje). Mají schopnost prostupovat placentou. 

Důležitý proces neboť dochází k pasivní imunitní obraně plodu během fetálního vývoje 

[Morell et al., 1997; Story et al., 1994; Spiekerman et al., 2002; Male, 2006].  

2.2 Idiopatické střevní záněty 

Mezi idiopatické střevní záněty nebo také nespecifické střevní záněty (IBD – 

inflammatory bowel disease) se řadí Crohnova choroba (CD) a ulcerózní kolitida (UC) 

(viz. tab. 1). Patří mezi civilizační choroby, neboť se vyskytují častěji ve vyspělých 

zemích a postihují zhruba 0,5% populace. Jejich výskyt se značně zvyšuje zejména 

v posledních 30 letech. Jedná se multifaktoriální nebo spíše komplexní onemocnění, kde 

hrají roli tři faktory: genetické, imunitní a zevní. Přesto dodnes neznáme přesnou 

etiologii těchto onemocnění. Mají nepředvídatelný průběh, střídá se období relapsů 

(zhoršení) s fázemi remise (relativní klid) a jsou to celoživotní onemocnění. 

Charakteristickým rysem obou těchto nemocí je, že postihují převážně mladé lidi 

nejčastěji ve věku 25-30 let, ale mohou být diagnostikovány i po padesátce. Idiopatické 

střevní záněty mohou mít i mimostřevní komplikace jako např. postižení kůže, očí nebo 

kloubů, případně potíže psychického rázu [Geier et al., 2007; Lukáš, 2007]. 
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Tab. 1 Porovnání symptomů Crohnovy nemoci a ulcerózní kolitidy  

Porovnání projevů 

symptom 

Crohnova 

nemoc 

Ulcerózní 

kolitida 

bolesti břicha většinou často 

průjem většinou většinou 

krev ve stolici mnohdy téměř vždy 

nález kolem konečníku často neobvyklé 

postižení růstu často méně obvyklé 

opožděná puberta často méně obvyklé 

poruchy výživy často zřídka 

(http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf) 

2.2.1 Mikrobiální střevní flóra a IBD 

Neregulovaná imunitní odpověď geneticky predisponovaného jedince vůči vlastní 

střevní mikrobiální flóře je zádním faktorem pro rozvoj IBD. Právě změna stravování 

dnešní doby vedla nepochybně ke změně osídlení střeva. Ubylo bifidobakteií a větší 

podíl zaujímají anaerobní bakterie kmene Bakteroides. Rovněž časté používání 

antibiotik oslabilo původní střevní flóru [Geier et al., 2007; Lukáš, 2007]. 

Není prokázán přímý přenos nemoci z pacienta na jinou osobu. Vysoká incidence 

IBD je prokázaná v zemích s nízkým výskytem střevních infekcí. Nízká hygienická 

úroveň se zdá být protektivním faktorem IBD. Mikrobiální flóra zdravých a nemocných 

jedinců se liší a příčiny dysbiózy se intenzivně zkoumají (např. vliv uchovávání 

potravy, užívání antibiotik, umělá výživa novorozenců, hygienický standart atd.). U 

pacientů s IBD je výrazně zvýšen počet bakterií kmene Proteobakteria (např. 

Escherichia coli). Naopak jsou redukovány bakteriální kmeny Firmicutes (např. 

Faecalibacterium prausnitzii), Aktinobakterie a Bacteroidetes. Probiotické 

mikroorganismy normální slizniční flóry jako Lactobacillus, Bifidobacterium a 

Saccharomyces působí protizánětlivě v remisy onemocnění [Ott et al., 2004; Ehrmann a 

Konečný, 2011; Munyaka et al., 2016]. 

 

 

http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf
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2.2.2 Ulcerózní kolitida 

Jedná se o nespecifický hemoragicko-katarální zánět provázený značnou tvorbou 

sekretu často hlenovitého charakteru anebo ulcerózní zánět, který postihuje zejména 

sliznici konečníku a přilehlou část nebo celý tračník. Průběh onemocnění může být 

nárazový, ale také chronicky exacerbující. Mezi hlavní příznaky se řadí průjem, krev ve 

stolici, defekace hlenu a bolesti břicha. Etiologie tohoto onemocnění je neznámá, ale 

klinické studie i pokusy na zvířatech prokazují vliv zevních faktorů a defekty v regulaci 

slizniční imunity u geneticky predisponovaných jedinců. V porovnání s Crohnovou 

chorobou se genetické faktory podílejí menší měrou na rozvoji onemocnění [Gabalec, 

2009]. 

2.2.3 Crohnova nemoc 

Etiologie a patogeneze této nemoci je neznámá. Jedná se interakci mezi geneticky 

vnímavým jedincem a faktory prostředí. Crohnova nemoc je chronický, recidivující a 

segmentární zánět, který prochází celou stěnou trávicí trubice. Zánět se může 

manifestovat v celém gastrointestinálním traktu. Nejčastěji postihuje oblast ileocékální 

(45-60 %), rektum a anální oblast (5 %) a jiná lokalizace (žaludek, jícen, dutina ústní do 

5 %). Odhadovaná incidence v České republice je cca 4-6/100 000 obyvatel a stále roste 

zejména u dětí a adolescentů [Gabalec, 2009; Ng et al., 2013] 

Nejčastějšími příznaky je chronický průjem, bolesti břicha a úbytek hmotnosti. 

Zvýšená frekvence vyprazdňování a snížená konzistence stolice je zapříčiněna 

poruchami slizniční funkce a střevní motility. Anémii, která je způsobená ztrátou 

železa, má zhruba třetina nemocných s Crohnovou chorobnou. Může se vyskytovat také 

makrocytární anémie při nedostatku vitamínu B12, způsobená resekcí ilea. Průběh 

tohoto chronického a nevyléčitelného onemocnění může být agresivní a perforující – 

tvorba píštělí a abscesů, anebo může být fibrotizující, nebolestivý a stenozující 

[Ehrmann a Konečný, 2011; Klener et al., 2012]. 

2.2.3.1 Formy nemoci 

2.2.3.1.1 Zánětlivá forma (luminální) 

Je charakteristická dlouhotrvajícím průjmem, bolestí v podbřišku, hubnutím, 

únavou, zvýšenou teplotou až horečkou a malabsorpcí [Klener et al., 2012]. 
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2.2.3.1.2 Stenozující forma 

Je způsobena zejména strikturami neboli zúžením, které jsou důsledkem 

dlouhodobého zánětu. Striktury se mohou vyskytovat v kterékoliv části trávicího ústrojí 

a často se vracejí i po operaci. Projevy této formy jsou křečovité bolesti, vzedmutí 

břicha, zástava plynů a stolice [Klener et al., 2012]. 

2.2.3.1.3 Fistulizující forma 

Typické jsou abscesy a píštěle, které destruují tkáň a pronikají i do okolí této 

tkáně. Abscesy jsou ložiskem infekce [Klener et al., 2012]. 

2.2.3.2 Genetické faktory 

Na vzniku Crohnovy nemoci se nejvíce uplatňují NOD-2 geny. Jsou umístěny na 

16. chromozumu, nebo-li IBD1 lokusu. Produkty NOD genů, tzv. NOD proteiny patří 

k vzor rozpoznávajícím receptorům PRR (Pattern recognition receptors), které 

rozpoznávají bakteriální komponenty. Tyto NOD proteiny se vyskytují zejména 

v cytoplazmě makrofágů, epitelových buněk (obzvlášť ve střevě). NOD-2 proteiny 

rozpoznávají peptidoglykany, které obsahují muramyldipeptid, jenž je přítomný ve 

stěně téměř všech grampozitivních bakterií. Za normálních okolností signalizace přes 

NOD-2 inhibuje signalizaci přes TLR-2. V důsledku mutace genu NOD-2 nedochází 

k regulaci TLR2 signalizace a nastává přemrštěná TH1 odpověď. Tento typ odpovědi je 

typický pro Crohnovu chorobu. Mutace v NOD-2 genech se nevyskytuje u pacientů 

s ulcerózní kolitidou [Matulka, 2001; Jonker a Stockbrügger, 2003; Philpott et al., 

2014]. 

2.2.3.3 Faktory imunologické 

Na imunopatologii má bezprostřední vliv zvýšená imunitní odpověď nemocného 

vůči střevní mikrobiální flóře. Nepatogenní složky normální střevní mikroflóry 

(laktobacily a bifidobakterie) jsou vytlačeny a jejich místo zaujímají potencionálně 

patogenní bakterie. Interakce imunitního systému s narušenou střevní mikroflórou vede 

k odlišné imunitní reakci (zánětlivé). Imunitní odpověď u Crohnovi nemoci řízena 

převážně TH1 lymfocyty během níž pozorujeme zvýšenou hladinu IL-2, INF-γ a IL-12. 

Navíc IL-12 je klíčovým faktorem pro diferenciaci T-lymfocytů při imunitní odpovědi 

na zánět [Bai et al., 2006; Geier et al., 2007; Wirtz a Neurath, 2007]. 

Imunitní dysfunkce spočívá v následujících mechanismech. Vzor rozpoznávající 

receptory PRR (Pattern recognition receptors) ze skupiny NOD nebo popř. TLR, které 

spustí kaskádu reakcí vedoucí k aktivaci jaderného transkripčního faktoru κB (NFκB, 
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nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Následně imunitní 

buňky střevní sliznice a epitelu produkují prozánětlivé cytokiny a chemokiny a také 

antimikrobiální peptidy. Právě tato stimulace je klíčová při rozvoji chronického zánětu 

[Salim a Söderholm, 2011]. 

U pacientů s Crohnovou chorobou dále nalézáme zvýšenou aktivitu 

efektorových lymfocytů a naopak nedostatečnou aktivu regulačních lymfocytů. T-

lymfocyty jsou rezistentní vůči apoptóze. Rovněž byla prokázána zvýšená produkce IgG 

a relativním nedostatkem slizničního IgA [Jonker a Stockbrügger, 2003; Boden a 

Snapper, 2008]. 

2.2.3.4 Faktory prostředí 

Častější výskyt IBD je v rozvinutých zemích u lidí s vyšší socioekonomickou 

úrovní, náročnou prací a častými stresy. Postihují stejně často obě pohlaví, ale častější 

je mezi bělochy. Ženy užívající hormonální antikoncepci mají větší riziko vzniku IBD 

než ženy, které hormonální kontraceptiva neužívají. Nesteroidní antirevmatika zhoršují 

průběh IBD a může dojít i k relapsu [Matulka, 2001]. 

Jednou z teorií je, že obyvatelé vyspělých zemí nejsou v dětství přirozeně 

imunizováni bakteriemi ze zemědělského prostředí, které stimulují nepatologickou 

imunitní reakci a přispívají k navození tolerance k antigenům z vnějšího prostředí. Čili 

vysoká hygiena a sterilita potravy paradoxně neprospívá správnému vývoji imunitní 

odpovědi a naopak vede k neadekvátní imunitní reakci [Geier, 2007]. 

2.2.3.5 Diagnóza Crohnovy nemoci 

Diagnóza je stanovena součtem klinických, endoskopických, radiografických a 

histologických kritérií. Nejčastějšími laboratorními známkami jsou anémie a 

trombocytóza. V akutní fázi je zvýšená sedimentace a C-reaktivní protein (CRP). CRP 

koreluje s aktivitou nemoci. Tyto parametry nejsou specifické, aby rozlišily diagnózu 

Crohnovy nemoci od ulcerózní kolitidy nebo střevních infekcí [Gabalec, 2009; Klener 

et al., 2012]. 

2.2.3.5.1 Sérologie 

Pacienti ztrácí toleranci k normální střevní mikroflóře a produkují proti ní 

protilátky. Nejvíce studované protilátky jsou pANCA (perinukleární protilátka proti 

cytoplazmě neutrofilů) a ASCA (protilátka proti Saccharomyces cerevisae). Jejich 

využití je k jednoznačné diagnostice limitováno, neboť mohou být pozitivní u dalších 
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nemocí (např. celiakie, autoimunitní hepatitida). Pro Crohnovu chorobu je 

charakteristická protilátková odpověď ASCA+/pANCA- [Gabalec, 2009].  

2.2.3.5.2 Endoskopie a biopsie 

Koloskopie s vyšetřením terminálního ilea a odebrání biotických vzorků se 

považuje za zlatý standard. Jedná se o invazivní metodu pro pacienty. Používá se 

k monitorování účinnosti léčby (hojení sliznice) a aktivity nemoci. Typický je nález 

segmentárního zánětu. Kapsolová endoskopie a enteroskopie je užitečná pro vyšetření 

tenkého střeva, zejména při negativním vyšetření terminálního ilea při koloskopii. 

Gastroskopie je doporučována jen u pacientů s problémy v epigastriu (bolest v horní 

části břicha) [Horjus Talabur Horje et al., 2015; Neumann et al. 2015;  Pagnini et al., 

2016]. 

Jsou doporučovány 2 biopie z 5 segmentů tlustého střeva a rekta. Netypický ani 

negativní nález Crohnovu nemoc nevylučují, charakteristický nález se může vyskytovat 

jen v některé lokalizaci a v určitém stadiu nemoci [Gabalec, 2009]. 

   A/    B/ 

 

Obr. 4 Koloskopie - změny v tlustém střevě u pacientů s Crohnovou chorobou  

A/ afty    B/ vředy 

(http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf) 
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2.2.3.5.3 Magnetická rezonance 

Na druhé straně magnetická rezonance (MRI) je neinvazivní a bezpečná 

zobrazovací metoda. Nepůsobí radiační zátěž a má vysokou senzitivitu. Také slouží 

k vyloučení komplikací. Je vhodná především pro děti [Iwańczak et al.]. 

 

Obr. 5 MRI enterografie 

Sytě zobrazená stěna kličky odpovídá zánětlivým změnám (http://www.crohn.cz/wp-

content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf). 

2.2.3.6 Léčba Crohnovy nemoci 

2.2.3.6.1 Dieta 

Zásadní dietní opatření nejsou nutná v období remise. Strava musí být dostatečně 

kaloricky vydatná s odpovídajícím množstvím vitamínů a nedráždivá. V období průjmů, při 

bolestech a strikturách je nutné omezit příjem vlákniny. Během aktivního onemocnění je nutné 

dodržovat bezezbytkovou dietu. U pacientů se často vyskytuje laktózová intolerance [Klener et 

al., 2012]. 

2.2.3.6.2 Protiprůjmové léky 

Redukují vyprazdňování. Mohou být kontraindikovány u těžkého zánětu, neboť mohou 

způsobit vznik toxického megakolon. Řadí se sem difenoxylát, loperamid a codein [Klener et 

al., 2012]. 

http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf
http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf
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2.2.3.6.3 Aminosalicyláty 

Jsou podávány u mírné aktivní formy nemoci, ale jsou i součástí udržovací léčby 

v inaktivním období. Základem je 5-aminosalicylová kyselina (mesalazin). Blokuje aktivitu 

mediátorů zánětu [Klener et al., 2012]. 

2.2.3.6.4 Kortikoidy 

Užívají se během střední až těžké ataky nemoci. Podávají se perorálně. K výraznému 

zlepšení dochází během 2-3 týdnů. Po zlepšení stavu se dávky postupně snižují. Potlačují 

horečku, průjem, bolesti břicha a zlepšují chuť k jídlu. Pacienti s častými relapsy vyžadují trvalé 

podávání vyšších dávek kortikoidů [Gabalec, 2009; Klener et al., 2012]. 

2.2.3.6.5 Imunosupresivní léčba 

Podává se pacientům, u nichž se vyskytují relapsy během léčby pomocí kortikoidů. 

Nejčastěji se používá azathioprin, nebo jeho metabolit 6-merkaptopurin. Méně často 

používaným imunosupresivem je metotrexát [Gabalec, 2009]. 

2.2.3.6.6 Antibiotika 

Jsou doporučována u pacientů s kolononickým a perianálním postižením. Lékem první 

volby je metronidazol (hlavně u septických komplikací), ale často se používá i ciprofloxacin 

[Gabalec, 2009]. 

2.2.3.6.7 Probiotika 

Ukazují se jako účinná součást léčby. Jedná o živé mikroorganismy, které působí 

příznivě na naše zdraví. K dispozici je kmen Escherichia coli Nissle a kvasinka Saccharomyces 

boulardii [Klene r et al., 2012]. 

2.2.3.6.8 Chirurgická léčba 

Je indikována při ohrožení pacienta závažnými komplikacemi. Až 70% pacientů 

s Crohnovou chorobou podstupuje chirurgický zákrok. Je potřeba odstranit ložisko zánětu, 

avšak musí se co nejvíce ušetřit zdravá tkáň. Možná je i šetrnější laparoskopie. Léčba není 

definitivní, nemoc se může znovu projevit v kterékoliv části trávicího ústrojí [Maggiori a Panis, 

2013]. 

2.2.3.6.9 Biologická léčba 

V současnosti představuje nejúčinnější způsob medikamentózní léčby u tohoto 

onemocnění. Z širšího pohledu se jedná o aplikaci látek přirozené povahy, které tlumí specifické 

zánětlivé reakce. V užším významu znamená podávání protilátek proti TNF-α (faktor nádorové 

nekrózy α, tumor necrosis factor α). Pro léčbu Crohnovy nemoci jsou v ČR k dispozici 

monoklonální protilátky proti TNF-α: infliximab (IFX), adalimumab (ADA) a vedolizumab 
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(VDZ). Do budoucna lze očekávat zavedení nových molekul ze skupiny biologických preparátů 

[Lukáš et al., 2013; Bortlík et al., 2016]. 

2.2.3.6.9.1 Indikace k zahájení biologické léčby u Crohnovy nemoci 

Je indikována pacientům se střední a vysokou aktivitou nemoci, u kterých je konvenční 

léčba neúspěšná. Dále u pacientů s perianálními píštělemi, kteří nereagují na antibiotickou nebo 

imunosupresivní terapii, u nemocných ve velkém riziku nepříznivého průběhu onemocnění, ale 

také i při výskytu některých mimostřevních projevů [Lukáš et al., 2013; Bortlík et al., 2016]. 

2.2.3.6.9.2 Kontraindikace biologické léčby 

Absolutní kontraindikací k podání anti-TNF přípravků je předchozí těžká alergická 

reakce. Spadá sem také aktivní infekční onemocnění, přítomnost nedrénovaného abscesu, 

demyelinizační onemocnění, vážná kardiální insuficience a náhlá příhoda břišní [Bortlík et al., 

2016]. 

2.2.3.6.9.3 Podávání biologické terapie 

2.2.3.6.9.3.1 Indukční fáze  

Cílem této fáze je navození odpovědi nebo remise. Účinnost indukční fáze se hodnotí 

v 10. a 14. týdnu od zahájení terapie. Infliximab (IFX) se podává intravenózně infuzí v dávce 5 

mg/kg v týdnech 0, 2 a 6. Adalimumab (ADA) se aplikuje subkutánně v týdnu 0 (0,80 mg), 

v týdnu 2 (0,80 mg) a dále každé dva týdny 0,40 mg. Vedolizumab (VDZ) se podává rovněž 

subkutánně v týdnu 0, 2 a 6 v dávce 300 mg, při nedostatečném efektu se může podat i v 10. 

týdnu [Bortlík et al., 2016]. 

2.2.3.6.9.3.2 Udržovací léčba 

Délka této fáze není stanovena, ale měla by trvat nejméně 1 rok. Cílem udržovací léčby je 

dosažení a udržení kompletní remise. U nemocných s komplikovaným průběhem onemocnění, 

při perzistující aktivitě nemoci nebo známkách nekompletního zhojení je potřeba dlouhodobé 

užívání biologické terapie. Infliximab (IFX) se podává v osmitýdenním intervalu (5mg/kg). 

Adalimumab se aplikuje každé dva týdny (40 mg) a vedolizumab (VDZ) se podává 

v osmitýdenním intervalu (300 mg).  Z důvodů efektivity je pravidelná udržovací terapie 

preferována před nepravidelnou [Lukáš et al., 2013; Bortlík et al., 2016]. 

2.2.3.6.9.3.3 Konkomitantní  imunosupresivní terapie. 

Je vhodná v začátku léčby a to po dobu 6-12 měsíců. Je založena na kombinaci 

imunosupresiva a infliximabu (IFX) anebo alimumabu (ADA). Konkomitantní imunosupresivní 

léčba zvyšuje protizánětlivý účinek biologické terapie a současně snižuje tvorbu protilátek proti 

anti-TNF preparátům. Přesto nebyl klinický benefit této kombinace spolehlivě prokázán [Lukáš 

et al., 2013; Bortlík et al., 2016]. 
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2.2.3.6.9.3.4 Ztráta odpovědi na biologickou terapii 

Postihuje 25-30% pacientů v prvním roce léčby. V dalších letech ztrácí odpověď 10-15% 

léčených pacientů. Nejprve je nutné ověřit aktivitu nemoci a vyloučit komplikace. V případě 

vyloučení komplikací se navýší dávky, anebo se zkrátí intervaly podávání léčby. Po obnovení 

efektu léčby se zvažuje návrat ke standardnímu režimu, který je spojen s rizikem relapsu 

[Bortlík et al., 2016]. 

2.3 Průtoková cytometrie 

Průtoková cytometrie je luminiscenční metoda, která se vyvíjí přes více než 60 

let. Poskytuje rychlou analýzu o vlastnostech jedné buňky. Nyní lze touto metodou 

stanovovat zároveň až 13 parametrů. Obdržené informace jsou kvalitativní (svítí-

nesvítí) i kvantitativní. Mezi měřené charakteristiky dále patří velikost buňky, 

komplexnost cytoplazmy, obsah DNA nebo RNA, membránově vázané a intracelulární 

proteiny. Používá se k imunofenotypizaci různých vzorků: plná krev, kostní dřeň, 

serózní dutinové tekutiny, cerebrospinální mok, moč a pevná tkáň [Brown a Wittwer, 

2000; Macey, 2007]. 

2.3.1 Princip 

Buněčná suspenze se označí pomocí monoklonálních protilátek (mAb) 

s navázaným fluorochromem, který slouží ke zviditelnění vazby mAb k buňkám. 

Molekuly těchto mAb se specificky vážou na antigeny na povrchu i uvnitř buněk. 

Suspenze označených buněk se vloží do průtokového cytometru. Přetlakem je tlačena 

skrz trysku, tím se vytvoří tenký proud suspenze, v němž se buňky pohybují za sebou. 

Pro správnou analýzu je nepřípustné, aby se dvě buňky nacházely vedle sebe. Proud 

suspenze protíná laserový paprsek. Od částic v suspenzi se laserové světlo odráží do 

strany. Čím víc je částice granulovaná, tím víc světla se odrazí. Tento děj je nazýván 

Tyndallův jev. Dále čím je částice větší tím víc se laserové rozptýlí. Navíc pokud jsou 

na částici navázány molekuly fluorochromů, které po expozici záření excitačního zdroje 

(laserový paprsek) emitují fotony s delší vlnovou délkou. Takto získáme primární data. 

Když se současně použije více mAb s různými fluorochromy, umožní se současně 

vyšetřit více antigenů v buňce [Šinkorová a Zárybnická, 2008; Bartůňková a Paulík, 

2011]. 
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2.3.2 Přístrojové vybavení 

Každý průtokový cytometr sestává z několika základních součástí: fluidní 

systém, excitační zdroj, měřící optické cely, FSC detektor, SSC detektor, systém 

zrcadel, optické filtry, fluorescenční detektory, které jsou seřazené podle vzrůstající 

vlnové délky emitovaného světla a další elektronické součástky (viz. obr. 6) [Novák et 

al., 2006]. 

2.3.2.1 Fluidika 

Po nasátí vzorku buněčné suspenze do průtokového cytometru jsou částice 

nahodile rozptýleny v prostoru. Musí být nejprve seřazeny do proudu jednotlivých 

částic. Fluidika zajišťuje transport jedné buňky ze suspenze za druhou. Tento jev se 

nazývá hydrodynamická fokusace [Shapiro, 2002].  

2.3.2.2 Optická a detekční část 

Optika zahrnuje excitační zdroje (lasery) a sběrné optické dráhy. Sběrné optické 

dráhy jsou tvořeny systémem čoček, zrcadel a optických filtrů. Tento systém zachycuje 

fluorescenční a rozptýlené záření a přivádí je na opticky aktivní vrstvu detektorů. 

Nejčastějšími detektory jsou fotonásobiče a fotodiody. 

Detektory u každé buňky zaznamenávají dva optické parametry: Forward scatter 

– FSC a Side scatter – SSC. Světlo rozptýlené v předním směru (tzv. přední rozptyl) 

obvykle v úhlu 20° od laserového paprsku. FSC udává informace o velikosti buňky a 

rozlišuje živé buňky od nečistot. Boční rozptyl je světlo měřené přibližně v úhlu 90° od 

osy laserového paprsku. Kanál sbírající bočně rozptýlené světlo se označuje jako SSC a 

poskytuje informace o granularitě, tedy vnitřní struktuře. Kombinací těchto dvou 

parametrů mohou být rozlišeny jednotlivé buňky v rámci heterogenních vzorků (např. 

v krvi lymfocyty, granulocyty a monocyty) [Shapiro, 2002].  

2.3.2.3 Elektronika 

Elektronika je nejsložitějším systémem. Převádí optické signály (fluorescence, 

rozptyl) na signály elektronické. Elektronické signály jsou zesíleny, digitalizovány a 

zpracovány do srozumitelné formy, kdy jednotlivé buňky jsou graficky reprezentovány 

na monitoru počítače pomocí cytometrického softwaru, jenž je součástí počítačového 

vybavení každého cytometru [Šinkorová a Zárybnická, 2008].  
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Obr. 6 Schéma průtokového cytometru  

Jednotlivá buňka/částice je tryskou hydrodynamicky vedená k laserovým paprskům. Signály 

jsou sbírány FSC, SSC a emisními detektory. Signály jsou amplifikovány a převedeny do 

digitální formy k analýze v počítači [ Rahman, 2006]. 

2.3.3 Analýzy a grafické znázornění 

Jakmile jsou data uložená v počítači (obvykle v tzv. FCS formátu), lze je začít 

analyzovat. Tzv. histogramy znázorňují, kolik procent buněk je pozitivních pro daný 

parametr a popř. jaké intenzity fluorescence dosahuje určitá subpopulace buněk. O 

každé buňce či subpopulaci se dají zjistit základní statistická data (četnost, průměrná 

intenzita fluorescence, její medián, modus standardní odchylku či geometrický průměr) 

[Bartůňková a Paulík, 2011]. 

Jestliže chceme určit vztah dvou parametrů, použije se dvojrozměrný graf. 

Nejběžnější je bodový tzv. dot plot, kde každá buňka je znázorněna jednou tečkou. 

Pokud se více buněk překrývá ve stejném místě, na grafu se to neprojeví [Bartůňková a 

Paulík, 2011]. 
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Pro vztah 3 a více parametrů se užívá analytické techniky „gatování“. Vybere se 

pouze část buněk podle 1-2 parametrů, vytvoří se gate („brána“) a z gatu se vytvoří další 

graf, který ukazuje zbývající parametry [Bartůňková a Paulík, 2011]. 

2.3.4 Podmínky odběru 

Vyšetření se provádí z nesrážlivé krve (EDTA, heparin). Pro základní vyšetření 

subpopulací lymfocytů stačí 2 ml krve. Analýza by se měla provést do 30 h po odběru, 

aby nebyla zkreslená. Výjimkou je vyšetření funkčního stavu trombocytů, které se musí 

provést ihned po odběru. Vyšetření mozkomíšního moku se musí provést během 4 

hodin po odběru [Bartůňková a Paulík, 2011]. 

2.3.5 Uplatnění metody 

Jedná se o rychlé vyšetření, které má mnoho uplatnění v následujících oblastech 

biomedicíny. 

2.3.5.1 V imunologii 

 Nejčastější indikací je zjištění zastoupení lymfocytárních subpopulací. To má 

význam při podezřeních na těžký kombinovaný imunodefekt (SCID), při 

monitorování pacientů s AIDS a sledování pacientů během intenzivní 

imunosuprese při transplantaci kostní dřeně.  

 Zjištění HLA haplotypu. V praxi se používá protilátky proti HLAB27, které se 

pojí s Bechtěrevovou nemocí. Pro transplantační účely se využívají genetické 

metody.  

 Detekce intracelulárních cytokinů k rozlišení Th1 a Th2 subpopulací. Srovnává 

se koncentrace INF γ a IL- 4 mezi nestimulovanými buňkami a po stimulaci 

phorbol-myristoyl acetátem (PMA), ionoforem nebo po stimulaci určitým 

antigenem/alergenem. 

 Pro vyloučení vzácného imunodeficitu tzv. chronické granulomatózní choroby 

(CGD) se detekuje oxidační vzplanutí. Při CGD je produkce kyslíkových 

radikálů nedostatečná. Metoda spočívá v detekci oxidovaného indikátoru např. 

dihydrorhodamin 123 po stimulaci PMA.  

 Detekce mikrobicidie, cytotoxické aktivity a fagocytózy, kde rozlišujeme 

efektorové a cílové buňky pomocí membránového indikátoru a detekujeme podíl 

usmrcených cílových buněk. Test fagocytózy spočívá v pohlcování označených 

částic [Bartůňková a Paulík, 2011]. 
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2.3.5.2 V onkologii a hematologii 

 Určování imunofenotypu maligních buněk je rutinní diagnostika všech forem 

leukemií a lymfomů. 

 Stanovení buněčného cyklu. Pomocí fluorochromů zabudovávajících se do 

molekuly DNA. Lze stanovovat množství DNA v buňce a rozlišit jednotlivá 

stádia buněčného cyklu [Bartůňková a Paulík, 2011]. 

2.3.5.3 Buněčná a molekulární biologie 

 V této oblasti se uplatňuje použití průtokového cytometru s tzv. třídícím 

(sortovacím) modulem, který umožňuje námi studovanou populaci ze směsného 

vzorku např. periferní krve cíleně a specificky vytřídit a dále ji studovat jako 

populaci, nebo jako jednotlivé buňky na molekulární a buněčné úrovni. Tento 

přístup je využíván spíše pro tzv. základní biomedicínský výzkum. 

 Třídiče buněk využívají data získaná při průchodu buňky jednotlivými 

laserovými paprsky k třídění buněk s vybranými vlastnostmi. Pokud buňka 

nesplňuje výběrová kritéria, skončí v odpadu. V pozitivním případě je buňka 

dopravena do připravené zkumavky nebo jamky mikrotitrační destičky. 

 Nízkorychlostní mechanické nebo piezoelektrické sortery buňky sbírají či 

odchylují z proudu hnací tekutiny směřující do odpadní nádoby. Maximální 

rychlost sběru je cca 300 buněk za sekundu. 

 Vysokorychlostní třídiče vytvářejí chvěním trysky uniformní proud kapek, kdy 

rychlost proudu je stabilní, lze odhadnout, ve které kapce se s nejvyšší 

pravděpodobností vyskytuje vybraná buňka. Tato kapka je nabita elektrickým 

pulsem a v elektrickém poli vychylovacích destiček je vychýlena do sběrné 

nádoby. Všechny ostatní kapky končí v odpadu nebo jiné sběrné nádobě. 

 Je možné provádět až čtyřcestné sortování. Výhodná je kombinace průtokově 

cytometrického sortování buněk a PCR, neboť umožňuje studium genové 

exprese u definovaného genetického materiálu [Šinkorová a Zárybnická, 2008]. 
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3 CÍLE PRÁCE 

Obecné cíle 

 Analýza distribuce frekvencí B-lymfocytů periferní krve širokého spektra 

vývojových stádií periferní lymfopoézy (tj. od T1 B buněk až po terminální 

plazmatická stádia) u zdravých kontrol a pacientů s Crohnovou chorobou 

pomocí polychromatické průtokové cytometrie. 

 Identifikace imunofenotypových vzorů specifických pro určitou formu 

onemocnění a zaznamenání změn v závislosti na podávané biologické léčbě (tj. 

před a po podání anti-TNF-α preparátu). 

Dílčí cíle jsou následující: 

1) Vytvoření database zahrnující cytometrická data a klinická data od každého 

studovaného subjektu a její udržování. 

2) Korelaci cytometrických a klinických dat. 

3) Navržení dalšího postupu zpracování dat ve smyslu:                                                            

a) jednoduchého grafického znázornění takovéhoto imunofenotypu, které bude 

jednoduše prezentovatelné lékařům v klinické praxi a použitelné jako diagnosticko-

predikční marker.                                                                                             

b) vytvoření schémat na bázi tzv. “heat” mapy, pomocí nichž bude možné seskupit 

jedince s podobnými imunofenotypy do skupin a s podobnými distribucemi 

jednotlivých B buněčných stádií (podobně jako u expresních profilů na cDNA 

čipech). 

 

Jak vyplývá z výše uvedeného, B lymfocyty periferní krve lze na základě 

přítomnosti nebo absence povrchových CD znaků charakterizovat jako různé 

subpopulace buněk, které mají v imunitním systému mnoho významných funkcí a 

pravděpodobně se podílejí nebo odrážejí patogenezi mnoha různých chorob.                                                                                                 

Dosud však existuje málo poznatků o tom, která konkrétní diferenciační stádia B 

lymfocytů jsou do patologických procesů zapojena. Nejvýznamnějším objevem v tomto 

kontextu byla identifikace povrchové molekuly CD27 na B lymfocytech, která umožnila 

detekovat tři základní diferenciačně-maturační stadia periferní B lymfopoézy, tj. naivní 

CD27
-
 B lymfocyty (60%), paměťové CD27

+
 B lymfocyty (40%) a CD27

high
 

plazmatické buňky (do 1%) [Klein et al., 1998]. To znamenalo jednak velký průlom v 
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oblasti základního imunologického výzkumu a jednak v chápání B buněčné 

homeostázy. Posléze se ukázalo, že efektorová stádia jako jsou plazmatické buňky a 

paměťové buňky a poměr mezi nimi a naivními buňkami, jsou důležitým indikátorem 

aktivity nemoci u autoimunitních chorob a také odpovědi na podávanou protizánětlivou 

léčbu [Dörner a Lipsky, 2004; Jacobi et al., 2008]. Avšak současně začalo být více a 

více zřejmé, že použití této strategie u zánětlivých onemocnění obecně a k monitorování 

odpovědi na anti-TNF léčbu má své limity.                                                                        

V tomto ohledu pak dalším důležitým zlomem byl vývoj citlivých průtokových 

cytometrů a stabilnějších typů fluorochromů, které spolu s rozšířenou kolekcí 

monoklonálních protilátek specifických pro další CD molekuly umožnil pomocí 

polychromatické průtokové cytometrie detekovat další B buněčná stádia jako folikulární 

B lymfocyty, B buňky marginální zóny, transientní B lymfocyty atd. a tím prohloubit 

poznatky v oblasti B buněčné biologie a fyziologie. Bylo prokázáno, že periferní B 

lymfocyty jako takové jsou velmi heterogenní buněčnou populací složenou z málo 

četných nebo velmi řídkých subpopulací (s frekvencí 1% až 1‰), jejichž role nebo 

(pato)fyziologický stav, který odrážejí, jsou dosud zcela neznámé.  

To vytváří potřebu detailní charakterizace těchto buněk pomocí nejméně 5 znaků a 

systematického výzkumu na definovaných souborech pacientů s určitými 

imunopatologiemi a kontrolních zdravých jedinců. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Materiál a přístrojové vybavení 

4.1.1 Vzorky periferní lidské krve 

Vzorky periferní krve pacientů s Crohnovou nemocí byly zajištěny klinikou 

ISCARE IVF (prof. MUDr. Lukáš). Vzorky kontrol pocházely od kolegů z Laboratoře 

molekulární antropologie a jejich rodinných příslušníků. 

4.1.2 Použité chemikálie 

 Ficoll-Paque
TM

 Plus (StemCell Technologies,Vancouver, Kanada) 

 Trypanová modř Trypan Blue stain 0,4 % (Invitrogen, Carlsbad, USA)  

 chlorid sodný NaCl (Lachema, Neratovice, ČR) 

 chlorid draselný KCl (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 dodekahydrát hydrogenfosporečnanu sodného Na2HPO4 x 12 H2O (Penta, 

Chrudim, ČR) 

 dihydrogen fosforečnan draselný KH2PO4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 želatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 azid sodný NaN3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

 deionizovaná voda (připravena zařízením Millipore, Billerica, USA) 

4.1.3 Monoklonální protilátky  

 eBioscience (Santa Clara, USA) 

 BD Bioscience (Franklin Lakes, USA) 

 BioLegend (San Diego, USA) 

 Miltenyi Biotec (Trenčín, Slovensko) 
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Tab. 2 Seznam mAb použitých pro značení B-lyfocytů 

  fluorochrom mAb klon 

1 Pe-Cy7 anti-CD19 SJ25C1 

2 BV655 anti-IgM MHN-88 

3 PE anti-CD24 eBioSN3 

4 PerCP-Cy5.5 anti-CD20 2H7 

5 APC H7 anti-CD27 M-T271 

6 APC anti-CD21 HB5 

7 Al. Fluor 700 anti-CD38 HIT2 

8 BV510 anti-IgD IA6-2 

9 BV605 anti-IgG G18-145 

10 FITC anti-IgA   

11 Hoechst 33258 

 

4.1.4 Materiál 

 50 ml zkumavky SepMate (StemCell Technologies,Vancouver, Kanada) 

 50 ml zkumavky (TPP AG, Trasandingen, Švýcarsko)  

 Pasteurovy pipety (Biologix Reaserch Company, Lenexa, USA) 

 mikrotitrační destičky (TPP AG, Trasadingen, Švýcarsko) 

 špičky k pipetám (Gilson, Middleton, USA) 

 latexové rukavice (Sempermed, Northamptonshire, VB) 

 0,5 ml zkumavky Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Německo) 

4.1.5 Přístroje 

 světelný mikroskop (Optica Microscopes Italy, Ponteranica, Itálie) 

 Fuchs-Rosenthalova komůrka (LaborOptik, Lancing, UK)  

  centrifuga (Alegra X-22 Centrifuge, Beckman-Coulter, Fulerton, USA)  

 pipety (Gilson, Middleton, USA) 

 pH metr inoLab p720 (WTW, Weilheim, Německo) 

 digitální váhy (Sartorius AG, Gottingem, Německo) 

 vortex V-1 plus (Biosan, Riga, Litva) 

 výrobník ledu Bar line B 21 AS/WS (Frimont, Milano, Itálie) 

 průtokový cytometr LSR II(Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA)  
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4.1.6 Použité programy 

 Software Diva v 5.0.1 (Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA) 

 Software GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA)  

 Software Kaluza Analysis 1.3 (Beckman-Coulter, Fulerton, USA) 

4.2 Příprava roztoků 

Nejprve bylo připraveno 10x koncentrované PBS (Fosfátový pufr, Phosphate 

Buffered Saline) podle tabulky č. 3. 

 

Tab. 3 Příprava 10x PBS 

Použitá chemikálie množství výsledná koncentrace 

NaCl 80 g 0,37 mM 

KCl 2 g 0,027 mM 

Na2HPO4 x 12 

H2O  29 g 0,081 mM 

 KH2PO4  2 g 0,015 mM 

dd H2O 

doplnit do 1000 

ml / 

 

 

Dále bylo potřeba připravit 1x koncentrované PBS, které bylo používáno 

v následujících krocích pro izolaci PBMC a jednak pro přípravu WSB. 

 

10 ml 10x PBS + 90 ml ddH2O; pH 7,2-7,4 

 

 

Posledním roztokem bylo WSB (promývací a barvící pufr, wash and staining 

buffer)  (viz. tab.4). 

 

Tab. 4 Příprava roztoku WSB 

Použitá chemikálie množství výsledná koncentrace 

želatina 4 ml 0,18% 

NaN3 1 g 0,1% 

1x PBS 

doplnit do 1000 

ml / 
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4.3 Odběr a skladování vzorků 

Pacientům a zdravým kontrolám byla odebírána plná krev do 9 ml zkumavek 

s K3EDTA (tri-draselná sůl kyseliny etylen-diamin-tetraoctové). Vzorky byly 

skladovány při pokojové teplotě a maximálně do druhého dne byly zpracovány. 

4.4 Příprava (ředění) monoklonálních protilátek pro značení lymfocytů 

Nejprve bylo stanoveno potřebné množství monoklonálních protilátek a WSB  

(viz. tab. 5). 

Monokontroly obsahovaly vždy pouze jednu monoklonální protilátku ve WSB. Sloužily 

pro nastavení cytometru a provedení kompenzací. 

FMO (fluorescence minus one) kontroly obsahovaly všechny monoklonální protilátku 

ve WSB až na jednu, pro kterou byla FMO kontrola určena. Díky FMO kontrolám bylo 

možno vymezit hranice negativních a pozitivních subpopulací buněk. 

Zkumavky označené jako MIXy pak sloužily pro vlastní měření vzorku a obsahovaly 

všechny monoklonální protilátky ve WSB. 
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Tab. 5 Tabulka pro výpočet ředění mAb 

Monokotroly ředění 
Počet 

vzorků 

Celkový 

objem 

(µl) 

V 

mAb 

(µl) 

V 

WSB 

(µl) 

V 

každé 

mAb 

(µl) 

CD19-Pe-Cy7 20 1 46 2,3 43,7   

IgM-BV655 20 1 46 2,3 43,7   

CD24-PE 20 1 46 2,3 43,7   

CD20-PerCP-Cy5.5 20 1 46 2,3 43,7   

CD27-APC H7 20 1 46 2,3 43,7   

CD21-APC 20 1 46 2,3 43,7   

CD38- Al. Fluor 700 20 1 46 2,3 43,7   

IgD-BV510 20 1 46 2,3 43,7   

IgG-BV605 20 1 46 2,3 43,7   

IgA-FITC 20 1 46 2,3 43,7   

FMO kontroly             

-CD19-Pe-Cy7 20 1 46   25,3 2,3 

-CD24-PE 20 3 92   50,6 4,6 

-CD20-PerCP-Cy5.5 20 3 92   50,6 4,6 

-CD27-APC H7 20 3 92   50,6 4,6 

-CD21-APC 20 3 92   50,6 4,6 

-CD38- Al. Fluor 700 20 3 92   50,6 4,6 

-IgD-BV510 20 3 92   50,6 4,6 

-IgG-BV605 20 3 92   50,6 4,6 

-IgA-FITC 20 3 92   50,6 4,6 

-IgM-BV655 20 1 46   25,3 2,3 

              

MiX 20 3 92   46 4,6 
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4.5 Izolace periferních mononukleárních buněk (PBMC) 

Izolace probíhala pomocí gradientové denzitní centrifugace. Mezi PBMC se řadí 

T- a B- lymfocyty, monocyty, NK buňky a nezralé granulocyty. V závislosti na době 

zpracování byly použity dva typy izolace. Když PBMC byly izolovány v den odběru, 

byla použita varianta B (tzv. SepMate). Pokud PBMC byly izolovány až následující 

den, postupovalo se podle varianty A (tzv. klasický ficoll). 

4.5.1 Varianta A (tzv. klasický ficoll) 

1. Vzorek periferní krve byl naředěn do 50 ml zkumavek pomocí PBS v poměru 1:1 (9 

ml krve a 9 ml PBS) a následně promíchán. 

2. Do jiné 50 ml se přidalo 10 ml Ficollu. 

3. Pomocí Pasteurovy pipety se zředěná krev navrstvila na Ficoll. 

4. Takto připravené zkumavky se centrifugovaly při 400 g, po dobu 40 min a při teplotě 

15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 0. 

5. Po centrifugaci pomocí Pasteurovy pipety byl odstát prstenec PBMC (viz. obr. 7) a 

přenesen do nové 50 ml zkumavky. 

6. Suspenze buněk v 50 ml zkumavce byla doplněna pomocí PBS k 40 ml rysce a 

následně centrifugována při 277 g, po dobu 10 min a při teplotě 15 °C. Akcelerace a 

decelerace byly nastavené na 7. 

7. Po centrifugaci se supernatant vylil a peleta byla resuspendována pipetou, doplněna 

pomocí PBS k 20 ml rysce a dále centrifugována při 277 g, po dobu 10 min a při 

teplotě 15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7. 
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plazma, trombocyty 

prstenec PBMC 

erytrocyty 

ficoll 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 7 Izolace lidských PBMC 

8. Po centrifugaci se supernatant opět vylil a peleta byla resuspendována pipetou. 

9. Resuspendovaná peleta se pomocí WSB naředila dle míry zákalu v rozmezí 2 až 10 

ml. 

4.5.2 Varianta B (tzv. SepMate) 

1. Vzorek periferní krve byl naředěn do 50 ml zkumavek pomocí PBS v poměru 1:1 (9 

ml krve a 9 ml PBS) a následně promíchán. 

2. 50 ml SepMate zkumavka s membránou se přes otvor naplnila Ficollem po okraj 

membrány pomocí Pasteurovy pipety. 

3. Pomocí Pasteurovy pipety byla navrstvena zředěná periferní krev na membránu 

SepMate zkumavky a centrifugována při 1200 g, po dobu 10 min a při teplotě 15 °C. 

Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7. 

4. Po centrifugaci PBMC zůstaly nad membránou a byly převedeny do 50 ml 

zkumavky. 

5. Dále se postupovalo stejně jako v bodě 6-9 varianty A. 
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4.6 Test viability a zjištění počtu PBMC 

Určit množství PBMC na jednu jamku mikrotitrační destičky bylo nutné pro 

měření průtokovém cytometru. Monokontroly a FMO kontroly musely obsahovat půl 

milionu PBMC, vzorky (tzv. MIXY) musely obsahovat jeden milion PBMC.  

1. Do zkumavky Eppendorf se odebralo 50 µl suspenze PBMC ve WSB, přidalo se 5 µl 

Trypanové modři a promíchalo se to pipetou. 

2. Fuchs-Rosenthalova byla naplněna obarvenou buněčnou suspenzí. 

3. Pod mikroskopem při 400 násobném zvětšení se počítali živé buňky ve čtyřech 

čtvercích. Živé buňky jsou schopné eliminovat barvivo Trypanové modři a tedy se 

neobarví. Mrtvé buňky nejsou schopné barvivo eliminovat a barví se modře. 

4. Počet napočítaných živých buněk se násobil 4 a dělil 100. Takto se zjistila 

koncentrace buněk v 1 ml buněčné suspenze a celkový výtěžek.  

Pro vzorky (tzv. MIXY) bylo použité dvojnásobné množství buněčné suspenze. 

4.6.1 Značení buněk pomocí monoklonálních protilátek na mikrotitrační destičce 

1. Do každé příslušné jamky se napipetovalo vypočtené množství buněčné suspenze. 

2. K suspenzi se přidalo 100 µl WSB. 

3. Mikrotitrační destička se stáčela na centrifuze při 277 g, po dobu 10 min a při teplotě 

15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7. 

4. Supernatant byl slit do odpadu silným mávnutím. Mikrotitrační destička byla 

položena na filtrační papír nebo buničinu, aby se odsála přebytečná tekutina. 

5. Destička byla značená pomocí 20 µl monoklonálních protilátek (20x ředěných ve 

WSB) (viz. obr. 8).  
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Obr. 8 Ukázka rozvržení mikrotitrační destičky 

6. Destička byla 30 minut inkubována v lednici (v temnu). 

7. Po inkubaci se přidalo 100 µl WSB a následovala centrifugace při 277 g, po dobu 10 

min a při teplotě 15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7. 

8. Silným mávnutím se slil supernatant. Mikrotitrační destička se položila na filtrační 

papír nebo buničinu, aby se odsála přebytečná tekutiny a nedošlo ke kontaminaci 

buněk monoklonálními protilátkami. 

9. Přidalo se 100 µl WSB a centrifugovala se destička při 277 g, po dobu 10 min a při 

teplotě 15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7. 

10. Slil se supernatant silným mávnutím. Mikrotitrační destička byla položena na 

filtrační papír nebo buničinu, aby se odsála přebytečná tekutiny, aby nedošlo ke 

kontaminaci buněk monoklonálními protilátkami. 

11. Na závěr se do každé jamky napipetovalo 200 µl WSB. 

4.6.2 Měření na průtokovém cytometru LSR II 

Měření vzorků 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). 

Asi 10 minut před každým měřením se musel přidat Hoechst 33258 do všech FMO 

kontrol, MIXŮ (vyšetřovaných vzorků) a monokontroly pro Hoechst. 
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4.6.3 Statistická analýza dat 

Data z průtokového cytometruv podobě relativních hodnot byla dále statisticky 

zpracována a bylo provedeno porovnání hodnot mezi kontrolami pacienty s Crohnovou 

chorobou (CD) a ulcerózní kolitidou (UC). Pro statistické hodnocení získaných dat byl 

použit neparametrický T-test Mann Whitney, jako statisticky významné byly 

považovány hodnoty p˂0,05. V případě malých souborů bylo statistické vyhodnocení 

provedeno pomocí testu Kolmogorow-Smirnow. Oba testy byly provedeny pomocí 

softwaru GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). Data jsou 

prezentována jako medián ± standartní odchylka (SD, standard deviation). 
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5 VÝSLEDKY 

V diplomové práci jsou vzhledem k rozsahu analýzy pomocí 11-ti barevného 

panelu prezentovány pouze nejvíce signifikantní výsledky, které byly detekovány 

vesměs u populací s imunofenotypem CD19
+
CD27

+
 a CD19

+
CD27

-
. Analýza dalších 

vzorků periferní krve v současné době stále probíhá a bude dokončena v řádu 1-2 

měsíců. 

Jak je vidět z obr. 9, základní hodnotící schéma vycházelo vždy z vymezení živých 

buněk, singletů (vyloučení mrtvých a slepených, případně agregovaných buněk a debri). 

Poté byl ohraničen “lymfomono gate” a subopulace poté byly vymezeny vždy z CD19
+
 

B lymfocytů.  A na základě znaků CD20 a CD27 bylo možné zaměřit další zkoumání na 

subpopulace naivních, paměťových, plasmatických a CD20
-
CD27

-
 B-lymfocytů. 

 

Obr. 9 Schéma používané strategie k vymezení B-lymfocytů na základě znaků CD19, 

CD20 a CD27 dle Kleina [Klein et al., 1998]  
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Celkem bylo analyzováno 23 subpopulací na základě exprese znaků CD19, CD20, 

CD21, CD24, CD27, CD38, IgM, IgD, IgG a IgA, analyzovány byly pouze živé tj. 

Hoechst 33258 negativní. V tabulkách 6 – 8 jsou uvedeny jednotlivé imunofenotypy, 

které byly buď již popsány, nebo jsme je u zdravých kontrol objevily v rámci řešení 

předešlých projektů, anebo jsme je nově zařadili. 

Tab. 6 Publikované a dříve popsané B buněčné subpopulace [Klein et al., 1998; Vlková et 

al., 2010].  

označení subpopulace imunofenotyp 

naivní CD19
+
CD20

+
CD27

-
 

paměťové CD19
+
CD20

+
CD27

+
 

plazmatické CD19
+
CD20

-
CD27

+
 

T1 CD19
+
CD21

low
CD23

low
CD24

high
IgM

high
IgD

low
 

T2 CD19
+
CD21

high
CD23

high
CD24

high
IgM

high
IgD

high
 

FM CD19
+
CD21

+
CD23

+
CD24

+
CD38

+
IgM

+
IgD

+
 

FO I CD19
+
CD21

+
CD24

+
CD27

-
CD38

low
IgM

+
 

FO II CD19
+
CD21

+
CD24

++
CD27

-
CD38

low
IgM

++
 

MZ CD19
+
CD21

high
CD23

-
CD1d

high
IgM

high
IgD

low
 

 

Tab. 7 Nově objevené subpopulace v rámci našich projektů (nepublikováno) 

označení subpopulace imunofenotyp 

CD24
-
CD21

int
  CD19

+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

-
CD21

int 
 

CD24
-
CD21

low
  CD19

+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

-
CD21

low
  

CD24
-
CD21

- 
 CD19

+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

-
CD21

- 
 

CD24
hi

CD21
- 
 CD19

+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

hi
CD21

- 
 

CD24
int

CD21
- 
 CD19

+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

int
CD21

- 
 

CD24
int

CD21
low

  CD19
+
IgM

+/-
CD20

-
CD27-CD24

int
CD21

low
  

CD24
low

CD21
int

  CD19
+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

low
CD21

int 
 

CD24
low

CD21
low

  CD19
+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

low
CD21

low
  

CD24
low

CD21
- 
 CD19

+
IgM

+/-
CD20

-
CD27

-
CD24

low
CD21

- 
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Tab. 8 Nově zařazené subpopulace na základě exprese imunoglobulinových tříd. 

imunofenotyp 

CD19
+
CD20

-
CD27

-
 

CD19
+
CD20

+
CD21

+
CD24

+/-
CD38

-
IgG

-
IgA

+
 

CD19
+
CD24

+/-
CD38

+
CD27

+
IgA

+
 

CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgD

-
IgM

-
 

CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgD

-
IgM

+
 

CD19+CD20-CD27-IgD+IgM- 

 

Tab. 9 Soubor kontrol (KO), pacientů s Crohnovou nemocí (CD) a ulcerózní kolitidou 

(UC) 

Celkem N=30 
Vzorky pacientů s CD 

(n=11) 

KO UC T0 T1 

14 5 6 5 

T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, T2 = odběr 14 dní po 

aplikaci IFX, IFX = Infliximab 
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Tab. 10 Soubor pacientů s CD a UC 

Demografie Onemocnění 

Biologická 

léčba v 

minulosti 

Číslo Věk Pohlaví Dg. 

Trvání 

nemoci 

[roky] 

Perianální 

postižení 

Operace 

střevní 
Ano/ne 

1 58 M CD 1 ano ne ne 

2 29 M CD nd nd nd nd 

3 31 F CD 1 ne ne ne 

4 42 M CD nd nd nd nd 

5 36 F CD 15 ano ano ne 

6 19 M CD 0 ne ne ne 

7 31 F UC 1 ne ne ne 

8 19 M UC 0 ne ne ne 

9 38 M UC nd nd nd ne 

10 42 F UC nd nd nd nd 

11 20 M UC nd nd nd ne 

 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, M – muž, F – žena, nd - nedefinováno 

Tabulka 10 shrnuje klinické parametry sledovaných pacientů, převažují muži, 

pacienti jsou spíše mladší a nikdo z nich nebyl v minulosti léčen anti-TNF preparátem, 

jednalo se o pacienty tzv. naivní, u nichž došlo postupně k exacerbaci choroby. 
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5.1 Paměťové B-lymfocyty CD19
+
CD27

+
 

V této části jsme se zaměřili pouze na B-lymfocyty paměťové. Jak je vidět z tab. 

11 a obr. 10, frekvence CD19
+
CD27

+
 B-lymfocytů byla u pacientů s aktivní formou CD 

zvýšena oproti kontrolám (medián 20,06% vs. 11,75%) a interesantním zjištěním je, že 

2 hodiny po podání Infliximabu došlo k poklesu frekvence těchto B-lymfocytů na 

9,84%, tj. dokonce pod hladinu pozorovanou u kontrol. Pacienti s UC měli frekvenci 

těchto buněk také zvýšenou oproti kontrolám (medián 18,60%). 

Tab. 11 Frekvence CD19
+
CD27

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD27+ KO CD T0 CD T1 UC 

  

12,91 15,68 16,74 30,23 

9,19 24,43 17,81 15,75 

32,65 29,3 3,9 25,26 

36,38 4,69 4,12 17,32 

2,4 2,07 9,84 18,6 

5,51 35,86     

10,58       

8,68       

100       

9,4       

49       

34,33       

13,56       

1,9       

rozsah 1,90-100,00 2,07-35,86 3,90-17,81 15,75-30,23 

95% CI 5,51-36,38 2,07-35,86 3,90-17,81 15,75-30,23 

median 11,75 20,06 9,84 18,6 

SD 26,47 13,58 6,65 6,11 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, 

frekvence jsou uvedeny v %  
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Obr. 10 Frekvence CD19
+
CD27

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab  
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Z tab. 12 a obr. 11 je patrné že, frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
 B-lymfocytů 

byla u pacientů s aktivní formou CD opět zvýšena oproti kontrolám (medián 17,61% vs. 

11,75%) a za 2 hodiny po podání Infliximabu došlo opět k poklesu frekvence těchto B- 

lymfocytů na 12,50%. Avšak v případě této B buněčné populace pacienti s UC měli 

frekvenci těchto buněk podobající se kontrolám (medián 10,89%). 

Tab. 12 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20+CD27+  KO CD T0 CD T1 UC 

  

11,5 13,75 14,34 28,49 

11,77 22,79 19,54 10,89 

33,41 21,46 3,9 22,93 

34,42 2,12 2,17 9,87 

2,23 1,01 12,5 10,68 

4,56 36,27     

11       

8,65       

100       

8,65       

45,61       

35,68       

9,43       

0,14       

 rozsah  0,14-100,00 1,01-36,27 2,17-19,54 9,87-28,49 

 95% CI  4,56-35,68 1,01-36,27 2,17-19,54 9,87-28,49 

 median   11,25 17,61 12,5 10,89 

 SD  26,5 13,48 7,3 8,58 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, 

frekvence jsou uvedeny v %  
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Obr. 11 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab 
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  Z tab. 13 a obr. 12 vyplývá že, frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

+ 
B-

lymfocytů byla u pacientů s aktivní formou CD opět zvýšena oproti kontrolám (medián 

88,60% vs. 66,82%) a zajímavé zjištění je, že 2 hodiny po podání Infliximabu došlo k 

poklesu frekvence těchto B-lymfocytů na 77,71%. Ovšem v případě této B buněčné 

populace pacienti s UC měli frekvenci těchto buněk podobnou kontrolám (medián 

69,59%). 

Tab. 13 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20+CD27+IgM+  KO CD T0 CD T1 UC 

  

59,13 88,01 77,71 79,83 

72,26 89,18 92,53 66,76 

32,08 43,59 66,67 69,52 

28,29 69,78 73,33 47,51 

86,12 100 91,32 73,06 

44,63 91,62     

71,56       

75,22       

100       

73,24       

62,08       

78,25       

49,68       

25       

 rozsah  25,00-100,00 43,59-10,00 66,67-92,53 47,51-79,83 

 95% CI  32,08-78,25 43,59-100,00 66,67-92,53 47,51-79,83 

 median   66,82 88,6 77,71 69,52 

 SD  22,6 20,56 11,31 12,11 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, 

frekvence jsou uvedeny v %  
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Obr. 12 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab   
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Jak je vidět z tab. 14 a obr. 13, frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
B-

lymfocytů byla u pacientů s aktivní formou CD tentokrát statisitcky významně snížena 

oproti kontrolám (medián 11,10% vs. 39,40%; p=0,0243) a zajímavé zjištění je, že 2 

hodiny po podání Infliximabu došlo dokonce ke zvýšení frekvence těchto B-lymfocytů 

na 22,29%. Co se týče této B buněčné populace pacienti s UC měli frekvenci těchto 

buněk mírně redukovanou oproti kontrolám (medián 12,22%). 

Tab. 14 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20+CD27+IgM-  KO CD T0 CD T1 UC 

  

40,87 11,7 22,29 20,21 

27,74 10,5 7,47 32,46 

67,92 56,41 33,33 30,48 

71,71 30,22 26,67 52,49 

13,88 0 9,28 27,68 

55,37 8,21     

28,44       

24,42       

100       

27,69       

37,93       

21,75       

49,89       

75       

 rozsah  13,88-100,0 0,00-56,41 7,47-33,33 20,2-52,49 

 95% CI  24,42-71,71 00,00-56,41 7,47-33,33 20,21-52,49 

 median   39,4 11,1 22,29 30,48 

 SD  25,05 20,62 11,17 12,02 

  p=0,0243       

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p – hladina významnosti 
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Obr. 13 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, p - hladina významnosti  
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Jak plyne z tab. 15 a obr. 14, frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD38

+  
B-lymfocytů 

byla u pacientů s aktivní formou CD take zde snížena oproti kontrolám (medián 14,16% 

vs. 22,86%) a za 2 hodiny po podání Infliximabu došlo dokonce ke zvýšení frekvence 

těchto B-lymfocytů na 20,83%. V případě této B buněčné populace pacienti s UC měli 

frekvenci těchto buněk redukovanou, dokonce pod hladinou pozorovanou u pacientů s 

CD před podáním anti-TNF léčby (medián 7,95%). 

Tab. 15 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD38

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20+CD27+CD38+  KO CD T0 CD T1 UC 

  

23,65 15,5 39,63 5,54 

6,09 7,21 11 7,95 

44,27 12,82 33,33 3,7 

29,47 22,67 20,83 9,79 

22,06 0 9,58 64,21 

25,62 16,09     

4,4       

15,6       

100       

9,61       

10,65       

0,22       

48,06       

100       

 rozsah  0,22-100,00 0,00-22,67 9,58-39,63 3,7-64,21 

 95% CI  0,22-100,00 0,00-22,67 9,58-39,63 3,7-64,21 

 median   22,86 14,16 20,83 7,95 

 SD  32,27 7,87 13,34 25,8 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, 

frekvence jsou uvedeny v %  
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Obr. 14 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD38

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab   
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Z tab. 16 a obr. 15 je patrné že, frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD24

-
CD21

+  
B- 

lymfocytů byla u pacientů s aktivní formou CD take zde snížena oproti kontrolám 

(medián 6,81% vs. 18,22%) a dále bylo zjištěno, že 2 hodiny po podání Infliximabu 

došlo dokonce ke zvýšení frekvence těchto B-lymfocytů na 15%. V případě této B 

buněčné populace pacienti s UC měli frekvenci těchto buněk redukovanou na úroveň 

kontrol (medián 16,18%). 

Tab. 16 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD24

-
CD21

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s 

CD a UC 

CD19+CD20+CD27+CD24-CD21+  KO CD T0 CD T1 UC 

  3,27 1,17 2,48 6,57 

  3,72 1,1 1,38 16,18 

  8,91 28,21 100 18,24 

  27,11 12,44 15 27,13 

  6,05 0 33,53 1,48 

  23,97 68,48     

  14,85       

  23,4       

  100       

  12,81       

  21,58       

  36,43       

  33,15       

  0       

 rozsah  00,00-100,00 0,00-68,48 1,38-100,00 1,48-27,13 

 95% CI  3,72-33,15 0,00-68,48 1,38-100,00 1,48-27,13 

 median   18,22 6,81 15 16,18 

 SD  25,08 26,74 40,97 10,09 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %  
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Obr. 15 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD24

-
CD21

+ 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s 

CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, T0 = odběr krve před aplikací 

IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab   
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V tab. 17 a obr. 16 můžeme vidět že, frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgD

-
IgM

-  
B-

lymfocytů byla u pacientů s aktivní formou CD také snížená oproti kontrolám (medián 

9,43% vs. 27,08%) a 2 hodiny po podání Infliximabu došlo dokonce ke zvýšení 

frekvence těchto B-lymfocytů na 22,12%. V případě této B buněčné populace pacienti s 

UC měli frekvenci těchto buněk redukovanou pod úroveň kontrol (medián 19,15%). 

Tab. 17 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgD

-
IgM

- 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a 

UC 

CD19+CD20+CD27+IgD-IgM-  KO CD T0 CD T1 UC 

  

38,65 10,23 20,12 19,15 

13,96 8,62 6,39 31,3 

0,33 55,13 33,33 1,11 

50,49 28,89 23,33 51,69 

13,88 0 7,78 4,43 

44,63 7,88     

24,74       

20,85       

100       

25,31       

28,85       

14,39       

41,68       

75       

 rozsah  0,33-100,00 0,00-55,13 6,39-33,33 1,11-51,69 

 95% CI  13,96-50,49 0,00-55,13 6,39-33,33 1,11-51,69 

 median   27,08 9,43 20,12 19,15 

 SD  26,56 20,35 11,26 20,74 

          

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, KO – kontrola, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX 

= Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %  
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Obr. 16 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgD

-
IgM

- 
B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a 

UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, T0 = odběr krve před 

aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab   
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5.2 Naivní B-lymfocyty CD19
+
CD27

-
 

 

Obr. 17 Schéma používané gate strategie k vymezení naivních CD19
+
CD20

+
CD27

- 
a 

CD19
+
CD20

-
CD27

- 
B-lymfocytů dle Kleina [Klein et al., 1998] 

Opět hodnotící schéma vycházelo z vymezení živých buněk, singletů (vyloučení 

mrtvých a slepených, případně agregovaných buněk a debri). Poté byl ohraničen 

“lymfomono gate”. Pak byly vymezeny vždy CD19
+
 B-lymfocyty. A dále bylo 

zkoumání směrováno na naivní (CD19
+
CD20

+
CD27

-
) a CD19

+
CD20

-
CD27

- 

subpopulace B-lymfocytů (viz. obr. 17). 

Statisticky významné rozdíly v distribuci byly zjištěny pro výše uvedené 

CD19
+
CD20

-
CD27

-
 a CD19

+
CD20

-
CD27

+
 B lymfocyty (viz. dále). 
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Stejně jako u CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

+ 
také CD19

+
CD20

-
CD27

-
IgM

+
 B-

lymfocyty byly v periferní krvi pacientů ve srovnání s kontrolami (medián 57,15% pro 

CD vs.19,59% pro KO; p=0,0341) přítomny ve zvýšené frekvenci, tentokrát však se 

jednalo o signifikantní zvýšení (tab.18, obr.18). Pacienti s UC se svými hodnotami 

pohybovali pod úrovni control a u pacientů s CD 2 hodiny po podání IFX došlo pouze k 

mírné redukci CD20
-
CD27

-
IgM

+
 B-lymfocytů. 

Tab. 18 Frekvence CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgM

+
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20-CD27-IgM+  KO CD T0 CD T1 UC 

  

25 50 50 6,89 

22,5 37,5 47,06 9,84 

10,53 64,29 0   

16,67 37,56 62,92   

40,74 77,17     

50 71,69     

15,38       

16,22       

100       

0       

10       

14,29       

97,95       

57,38       

 rozsah  0,00-100,00 37,50-77,17 0,00-62,92 6,89-9,84 

 95% CI  10,53-57,38 37,50-77,17 0,00-62,92 6,89-9,84 

 median   19,59 57,15 48,53 8,37 

 SD  31,79 17,21 27,54 2,09 

   p=0,0341        

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina významnosti   
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Obr. 18 Frekvence CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgM

+
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, T0 = odběr krve před 

aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina významnosti     
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CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgM

-
 B-lymfocyty svou distribucí připomínaly distribuci 

zjištěnou pro CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
 B lymfocyty, s tím že snížení jejich frekvence u 

pacientů s CD oproti KO bylo statisticky významné (medián 57,15% pro CD vs. 

83,56%pro KO; p=0,0373) (tab. 19, obr. 19). Frekvence těchto buněk u pacientů s UC 

se pohybovala nad úrovní zjištěnou pacientů s CD, ale pod hodnotami nalezenými u 

control.  U pacientů s CD 2 hodiny po podání biologického preparátu došlo k mírnému 

zvýšení populace CD20
-
CD27

-
IgM

+
 B-lymfocytů. 

Tab. 19 Frekvence CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgM

-
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20-CD27-IgM-   KO   CD T0   CD T1  UC 

  

75 50 50 62,39 

77,5 37,5 52,94 84,9 

89,47 64,29 0   

83,33 37,56 37,08   

59,26 77,17     

50 71,69     

84,62       

83,78       

100       

100       

90       

85,71       

2,05       

42,62       

 rozsah  2,05-100,00 37,50-77,17 0,00-52,94 62,39-84,90 

 95% CI  50,00-90,00 37,50-77,17 0,00-52,94 62,39-84,90 

 median   83,56 57,15 43,54 73,65 

 SD  26,66 17,21 24,33 15,92 

   p=0,0373        

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina významnosti   
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Obr. 19 Frekvence CD19
+
CD20

-
CD27

-
IgM

-
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, T0 = odběr krve před 

aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina významnosti     
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Zajímavé výsledky byly zjištěny take pro naivní CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgD

-
IgM

-
 

B-lymfocyty, kde byl imunofenotypový vzor velmi podobný zjištěním u CD27
+
IgD

-

IgM
-
 B buněk. Hodnoty frekvencí byly nižší u pacientů s CD ve srovnání s kontrolami, 

kdy se hodnota p pohybuje těsně nad hranicí významnosti (medián pro 2,73% CD vs. 

pro 7,82% KO; p=0,0531), zatímco u pacientů s UC byla tato frekvence nepatrně vyšší 

(9,67%, i když se zde jedná pouze o dva vzorky) (tab. 20, obr.20). U pacientů s CD 2 

hodiny po podání léčby změna ve frekvenci ani v tomto případě nebyla pozorovatelná. 

Tab. 20 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgD

-
IgM

-
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a 

UC 

CD19+CD20+CD27-IgD-IgM-   KO   CD T0   CD T1   UC  

  

8,42 1,18 1,84 0,93 

2,61 1,43 1,08 18,4 

0,21 35,25 62,16   

12,22 1,41 2,3   

7,22 4,03     

7,17 5,15     

9,17       

4,29       

100       

6,81       

16,29       

10,03       

5,27       

17,02       

 rozsah  0,21-100,00 1,18-35,25 1,08-62,16 0,93-18,40 

 95% CI  4,29-16,29 1,18-35,25 1,08-62,16 0,93-18,40 

 median   7,82 2,73 2,07 9,67 

 SD  24,98 13,41 30,21 12,35 

  p=0,0531       

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina významnosti  
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Obr. 20 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgD

-
IgM

-
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a 

UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, T0 = odběr krve před 

aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina významnosti     
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Analogický trend jsme pozorovali také CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgM

- 
u subpopulace 

B-lymfocytů, která byla významně redukovaná u pacientů s CD ve srovnání s 

kontrolami (medián 13,41% pro CD vs. 24,98% pro KO; p=0,0243) (tab. 21, obr. 21).  

Tab. 21 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgM

-
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD19+CD20+CD27-IgM-  KO CD T0 CD T1 UC 

  

10,38 2,86 3,95 14,6 

22,2 2,77 2,37 25,96 

74,88 41,39 89,19   

65,38 5,27 10,86   

9,35 6,48     

32,42 17,48     

20,19       

15,03       

100       

16       

38,7       

26,52       

16,9       

18,33       

 rozsah  9,35-100,00 2,77-41,39 2,33-89,19 14,60-25,96 

 95% CI  15,03-65,38 2,77-41,39 2,33-89,19 14,60-25,96 

 median   21,2 5,88 7,41 20,28 

 SD  27,46 15,07 41,89 8,03 

    p=0,0243     

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, p – hladina významnosti, T0 = odběr krve před aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci 

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina významnosti   
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Obr. 21 Frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgM

-
 B-lymfocytů u kontrol a pacientů s CD a UC 

CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, 95% CI – 95% confidenční 

interval, CD – Crohnova nemoc, UC – ulcerózní kolitida, KO – kontrola, T0 = odběr krve před 

aplikací IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina významnosti     
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6 DISKUZE 

Práce byla zaměřena na studium dosud velmi málo probádané CD27
+
 frakce 

periferních CD19
+
 B lymfocytů. Jak je vidět výchozí CD19

+
CD27

+ 
populace 

paměťových B lymfocytů stejně jako obě její subpopulace CD19
+
CD20

+
CD27

+
 a 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

+
 (tzv. klasické paměťové B-lymfocyty ve smyslu definice dle 

Kleina, [ Klein et al., 1998] byly detekovány vždy ve zvýšených frekvencích oproti 

kontrolám. To je plně v souladu s tím, že pacienti s Crohnovou chorobou (CD) byli 

všichni neléčení a u všech se jednalo o klinicky potvrzené aktivní stádium nemoci.  

Zde je ještě třeba zdůraznit zcela opačný jev pozorovaný pro 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
a CD19

+
CD20

+
CD27

+
IgD

-
IgM

-
 B-lymfocyty, jejichž 

frekvence byly u pacientů s CD na rozdíl od pacientů s ulcerózní kolitidou (UC), kde 

naopak byly zvýšené (viz níže).   

Jeden z velmi zajímavých nálezů lze objevit při bližším hodnocení výsledků, kdy je 

vidět, že při použití pouze dvou znaků, tj.CD19 a CD27, také pacienti s UC mají 

frekvenci těchto B buněk zvýšenou oproti kontrolám. 

 Avšak přidání aktivačního znaku CD20 vede k odlišení pacientů s CD od UC, kdy 

pacienti s UC se svým profilem neodlišují od kontrol a frekvence B buněčné 

subpopulace je prakticky stejná jako u kontrol. 

 Pokud je však do imunofenotypizace přidán ještě další marker, v tomto případě 

IgM, pak rozlišení pacientů s CD a UC je ještě více patrné. To může znamenat, že 

jednak bude možné využít průtokovou cytometrii k diferenciální diagnostice CD a UC a 

tedy UC představuje jiný typ IBD pravděpodobně s jiným mechanismem patogeneze a 

jedná se tedy skutečně o jinou klinickou jednotku také na bázi buněčné. Dalším 

výstupem je skutečnost, že je třeba používat více markerů k postižení rozdílů, které ve 

výchozí „makropoulaci“ nejdou zjistit.  

U všech třech populací u pacientů s CD došlo 2 hod. po intravenózní aplikací 

Infliximabu k poklesu jejich frekvencí v periferní krvi, což znamená, že naši metodu lze 

použít k monitorování odpovědi na podaný lék. Nejzajímavější je tento nález z hlediska 

farmakokinetiky, neboť reakce v tomto případě vlastně systémová, se odehrává v řádu 

hodin. Zde by bylo vhodné doplnit data o analýzu periferní krve v dalších časových 
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intervalech (po 4, 6 a 8 hod. od podání léku), což však naráží na etické problémy a 

neochotu pacientů zůstat delší dobu ve zdravotnickém zařízení. 

U dalších analyzovaných CD27
+
 B buněčných subpopulací, 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
CD38

+
, CD19

+
CD20

+
CD27

+
CD24

-
CD21

+
 a 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgD

-
IgM

-
 byly jejich frekvence v periferní krvi deprivovány. U 

populace CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
B buněk tato redukce byla dokonce statisticky 

významná. 

Po podání anti-TNF preparátu se frekvence všech čtyřech subpopulací zvýšila, což 

představuje naprosto odlišnou reakci od popsané pro výše uvedené paměťové B 

lymfocyty. Vzhledem k tomu, že pro lidské CD27
+
 B-lymfocyty neexistují žádná data, 

je obtížné uvést nějaké vysvětlení. Jedním by mohl být fakt, že kombinace znaků 

umožnila detekovat neznámé subsety CD27
+
 B-lymfocytů, které navzdory přítomnosti 

molekuly CD27 mohou stát v maturačně-diferenciačním diagramu jinde než klasická 

efektorová/aktivovaná stádia a mohly by dokonce představovat také stádia méně zralá. 

Pak by mohly mít určitý kompenzační význam a doplňovaly by vyčerpaný imunitní 

systém díky persistentnímu zánětu v tenkém střevě, kdy periferní B-lymfocyty buď 

odcestovaly z periferie do místa zánětu, nebo byly díky němu deprivovány (a proto se 

vyskytují v nízkých frekvencích), případně tyto procesy by mohly probíhat současně. Po 

podání anti-TNF preparátu je pak buď migrace inhibována, nebo deprivace přerušena 

(anebo obojí) a frekvence těchto B buněk se opět zvyšuje. Otázkou zůstává, jakou 

funkci plní a jak je to s jejich aktivačně-diferenciačním stavem. Také pro tento typ 

buněk platilo, že pacienti s UC vykazovaly imunofenotypový vzor podobný kontrolám, 

nebo se jejich imunofenotyp pohyboval mezi kontrolami a pacienty s CD. 

Jak  bylo již uvedeno celkem jsme analyzovali 23 subpopulací a vedle CD27
+
 

subsetu B buněk, statisticky významná data byla získána také při hodnocení CD27
-
 

frakce, která je tvořena dvěma základními subpopulacemi – CD19
+
CD20

-
CD27

-
 a 

CD19
+
CD20

+
CD27

-
, která je obecně považována za tzv. naivní, antigenně nezkušené 

B-lymfocyty [Klein et al. 1998].  

Prohlédme-li si grafy, pak je vidět, že frekvence CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

+
 

(klasické paměťové B buňky, viz výše) a CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgM

+
 byly vždy nejvyšší 

u pacientů s aktivním stádiem CD a v porovnání s nimi naopak u UC nižší. Obě 

populace vykazovaly stejnou reakci na podání Infliximabu, kdy došlo vždy poklesu 
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jejich frekvence, což je v plně souladu s očekávaným biologickým protizánětlivým 

působením anti-TNF preparátů obecně.                    

Za zvýšením frekvence těchto B-lymfocytů by mohl být zodpovědný právě 

probíhající zánět v tenkém střevě. Naše data by byla v souhlase také s dalším 

pozorováním významně vyšší frekvence B IgM
+
 a IgM

+
IgD

- 
lymfocytů u pacientů, které 

nesou na svém povrchu IgM BCR a mohou být představovat B buňky ve stadiu s 

kapacitou reagovat a klonálně expandovat po kroslinkování BCR antigenem.  

Zcela opačný trend byl však pozorován u populací bez povrchového IgM, tj. 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
(paměťové B buňky) a CD19

+
CD20

-
CD27

-
IgM

- 
B buňky. 

Zde u pacientů s CD v periferní krvi byly tyto buňky nalezeny významně redukované, 

avšak rozděluje je jejich reakce na anti-TNF preparát. Zatímco frekvence CD19
+
CD20

-

CD27
-
IgM

- 
buněk klesla, frekvence CD19

+
CD20

+
CD27

+
IgM

- 
paměťových B buněk u 

týchž pacientů stoupla. Podobné bylo pozorování reakce na léčbu u dalších dvou 

subpopulací, CD19
+
CD20

+
CD27

-
IgD

-
IgM

- 
(naivní B buňky) a 

CD19
+
CD20

+
CD27

+
IgD

-
IgM

-
. Za redukcí jejich frekvence by mohla být schopnost B 

buněk cíleně migrovat do místa aktivního a probíhajícího zánětu právě v tenkém střevě. 

Dalším vysvětlením opačných trendů ve frekvencích sledovaných B buněčných 

subpopulací v periferní krvi u pacientů s CD by mohlo ale být také to, že IgM
-
IgD

- 
B 

lymfocyty jsou v tzv. “pre-switched” stadiu a jejich redukovaná frekvence u pacientů s 

CD není výsledkem migrace do postiženého střeva, ale je důsledkem toho, že slouží ve 

smyslu kompenzačního efektu jako rezervoár pro generování B-lymfocytů, které jsou 

vývojově dále a směřují k diferenciaci do efektorových stádií. To by navíc bylo v 

kontextu s nálezem snížené frekvence IgM
-
 B buněk, jejichž součástí “pre-switched” 

IgM
-
IgD

- 
B lymfocyty logicky musí být.  

V současné době nelze spolehlivě zdůvodnit a doložit, proč tomu tak je a 

především, co tento nález vlastně znamená jednak pro patologii CD jako takovou a 

jednak pro imunitní systém pacienta. V literatuře dosud nejsou podobné výsledky 

publikovány a experimenty nebyly v takovém detailním rozsahu provedeny, a navíc 

naše analýzy budou doplněny ještě o další data, která mohou vést k lepšímu pochopení 

pozorovaného jevu.  
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V tomto kontextu je zajímavé, že ačkoli z hlediska expresního profilu povrchových 

markerů jde vlastně o jiné buňky, určité charakteristiky imunofenotypového a 

distribučního vzoru nalezené pro tyto obě populace u pacientů s Crohnovou chorobou a 

ulcerativní kolitidou jsou téměř shodné nebo alespoň podobné.       

Tato naše tvrzení bude ještě nutné potvrdit, do probíhajících analýz budou zahrnuti 

ještě další pacienti s CD a UC (a pacienti s dalšími imunopatologiemi) a bude třeba se 

také zabývat kombinacemi s dalšími znaky v rámci našeho 11-ti barevného panelu. Na 

základě našich průběžných dat se však lze domnívat, že CD27
+
 B buněčná subpopulace 

představuje velmi heterogenní buněčné prostředí, v němž se budou vyskytovat 

pravděpodobně funkčně a diferenciačně odlišné mikropoulace B-lymfocytů.  

Do budoucna bude nutné tyto subpopulace podrobit detailnějšímu výzkumu na 

úrovni expresního profilu (exprese imunoglobulinové mRNA, transkripčních faktorů, in 

vitro odpovídavost na mitogeny a super antigeny atd.), a to na úrovni jedné buňky nebo 

mnoha buněk.  

Je odůvodněné se domnívat, že obě základní frakce (CD27 pozitivní/negativní) se 

vlastně skládají z mnoha mini- nebo mikro-populací, pro což svědčí také celá šíře velmi 

nesourodých dat publikovaných pro definované populace B-lymfocytů, kdy výsledek 

může vlastně značně ovlivněn kombinací konkrétních povrchových markerů.  

B-lymfocyty hrají roli v různých (imuno)patologiích prostřednitvctvím kombinace 

mechanismů na protilátkách dependentních a independentních, tyto procesy zahrnují 

např. prezentaci antigen, regulaci T lymfocytů, podíl na genezi lymfoidních orgánů a 

produkci cytokinů [Manjarrez-Orduno et al., 2009]. Tato funkční diversita je u lidí 

velmi málo prozkoumána a patogenní nebo protektivní působení B-lymfocytů je pak 

výsledkem nerovnovážného působení určitého subsetu B buněk. 

Navíc, rozlišení funkčních nebo maturačně aktivačních stádií B buněk je v podstatě 

většinou omezeno na IgD, CD27, CD38 a CD24 a následné definování hlavních obecně 

přijímaných populace transientních, naivních, paměťových a plazmablastických stádií. 

To vede k tomu, že nejsme schopni v rámci konvenčních subset differencovat četné 

populace s jinými funkčními vlastnostmi. V tomto kontextu je velkým přínosem, 

protože kombinace vice než pěti znaků povede k jemnějšímu rozlišení jinak v podstatě 
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“neviditelných” nízkofrekventních subsetů (s frekvencemi v řádu po jednu desetinu 

procenta a níže) [Wei et al. 2011].  

V současné době je používáno rozdělení periferních CD19
+
 B lymfocytů na základě 

kombinace znaků IgD/CD27 [Klein et al., 1998; Kaminsky et al., 2012]. Z IgD- frakce 

jsou pak vymezovány plazmablasty jako CD27
++

CD38
++

, transientní CD27
++

CD38
++ 

B 

buňky z frakce CD27
-
IgD

+
 a z CD27

+
 frakce paměťové B lymfocyty [Klein et al., 1997; 

Klein et al., 1998; Sims et al., 2005; Wei et al., 2007; Dogan et al., 2009].    

Dalším subsetem B lymfocytů, který svým způsobem představuje významné téma, 

jsou regulační B lymfocyty -  tzv. Breg lymfocyty. Také zde se kromě obecně 

přijímaného Breg-specifického markeru cytokinu IL-10 setkáváme s různými subtypy 

buněčnými populací: naivní IgD
+
CD27

-
, transientní CD24

hi
CD38

hi
, B10 CD24

hi
CD27

+
, 

B1orc CD11b
+
, CD1d

hi
CD5

+
 [Fillatreau et al., 2002; Duddy et al., 2007; Blair et al., 

2010; Iwata et al., 2011; Griffin et al., 2011; Bosma et al., 2012].  

Z mnoha těchto studií při jejich studio vyplývá, že přidá-li se nebo vynechá některý 

z markerů, znamená to, že je prováděna analýza úplně odlišné subpopulace s 

diferentními biologickými vlastnostmi a funkcemi na jedné straně a na druhé straně se 

opakovaně potvrzuje, že CD19
+
 B lymfocyty představují vnitřně velmi heterogenní 

buněčné prostředí.  

Polychromatická průtoková cytometrie použitím např. až dvaceti markerů v jednom 

a témže vzorku umožní podchytit přítomnost/absenci raritních bunečných populací a 

následnou multidimenzionální analýzou získaných dat bude možné podchytit nejen 

jemné změny v zastoupení či frekvencích, ale take vzájemné souvislosti a propojení 

mezi nimi za fyziologického a patologického stavu.  
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7 Závěr 

Tato práce byla zaměřena na detailní charakterizaci 23 B buněčných subpopulací 

definovaných na základě použití 11 povrchových markerů a polychromatické průtokové 

cytometrie v souboru zdravých jedinců, pacientů s aktivní neléčenou Crohnovou 

chorobou a ulcerativní kolitidou. 

Byly nalezeny signifikantní rozdíly ve frekvencích periferních populací CD27
+ 

paměťových a CD27
-
  naivních

 
B lymfocytárních subpopulací, které se v periferní krvi 

pacientů s Crohnovou chorobou vyskytovaly ve vyšších nebo nižších frekvencích ve 

srovnání se zdravými jedinci.   

Detailnější imunofenotypyzace těchto subpopulací pak ukázala, že postižení 

pacienti mají alterovanou homeostázu a CD27
+ 

a CD27
-
 B buněčných subset.                                                                     

B lymfocyty pacientů s ulcerativní kolitidou vykazovaly odlišný imunofenotypový vzor 

spíše podobný kontrolám.                                                                                                                                   

První výsledky znázorněné na obr. 22 naznačují, že bude možné data převést do 

jednoduchého schématu pro klinické pracovníky, kterým bude jím možné hodnotit 

aktivitu choroby a monitorovat odpovídavost na biologickou léčbu. 

Tato práce byla koncipována jako pilotní studie a zpracování dat včetně korelačních 

analýz dále pokračují, je plánována příprava publikace v impaktovaném časopise a 

prezentace na zahraničním kongresu.  
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Obr 22.  Schématické znázornění přítomnosti a rozložení subsetů B lymfocytů 

definovaných markery CD21 a CD24 u zdravého jedince (KONTROLA) a pacienta s CD 

před podáním (KRO T0) a dvě hodiny po podání anti-TNF preparátu (KRO T1) 

Horní schéma (KONTROLA) znázorňuje normální rozložení B buněčných subpopulací za 

fyziologického stavu, schéma KRO T0 znázorňuje rozdílnou distribuci subpopulací za 

nefyziologického stavu u pacienta s aktivní CD, KRO T1 pak změnu patternu dvě hodiny po 

intravenózní aplikaci Infliximabu, kde je patrný návrat ke vzoru rozložení za fyziologických 

podmínek. 
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