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ABSTRAKT

B-lymfocyty jsou lymfoidni buiiky, které jsou soucasti adaptivniho/vrozené¢ho
imunitniho systému a jejich hlavni funkci je tvorba protilatek. V soucasné dobé mnoha
data riznych studii podporuji hypotézu, ze riizné spise minoritni subpopulace B-
lymfocytl pravdépodobné hraji pfimou a nepiimou ulohu v imunopatogenezi v lidskych

patologii, naptiklad pti Crohnové nemoci (CD).

Cilem predkladané studie proto bylo zjistit distribuci frekvenci B-
lymfocytarnich subpopulaci (ve fazi vyvoje od transientnich B bunék az po efektorova
B bunécna stadia) v periferni krvi zdravych jedincti (KO) a pacientii s Crohnovou

chorobou (CD) a ulcerativni kolitidou (UC).

K tomuto ucelu byla pouzita polychromaticka priitokova cytometrie s vyuzitim
11 barev. Analyzovali jsme celkem 30 vzorkt periferni krve, které zahrnovaly 14 KO,
11 pacientli s CD a 5 s UC. U 6 pacienti s CD jsme méli moznost analyzovat krevni

vzorky odebrané 2 hodiny po podani anti-TNF preparatu.

U pacientfi s CD byly nalezeny pamétové B lymfocyty (CD19°CD27",
CD19°CD20"CD27" a CD19°CD20'CD27 IgM™) ve zvysenych frekvencich oproti
kontrolam (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 ptipadé CD19+CD20-CD27-IgM+ B lymfocyti byl
tento nalez statisticky vyznamny (57,15+17,21% u CD vs. 19,59+31,79% u KO;
p=0,0341), coz je v souladu s aktivnim stadiem choroby.

Na druhé strané frekvence B lymfocyii naivniho typu (CD19°CD20°CD27 IgM’
a CD19"CD20"CD27 1gD’IgM") byly u pacientii s CD signifikantné redukovéany ve
srovnani 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 vzdy vykazovali odliSny imunofenotyp spiSe pfipominajici stav u
kontrol, coZ by podporovalo obecné piijimany fakt, Ze UC predstavuje zcela odliSnou

klinickou jednotku.

Zaveérem lze tici, Ze monitorovani B-lymfocytarnich subpopulaci miize byt
uzitecné v budoucnu jako indikator aktivity autoimunitnich onemocnéni takovych jako
Crohnova nemoc a monitorovani odpovédi na biologickou anti-TNF terapii. NaSe

vysledky navic naznacuji, Ze bude mozné imunofenotyp jednotlivych pacientt



prezentovat v podobé jednoduchého grafického schématu snadno srozumitelného a
¢itelného pro klinické pracovniky a vytvofit ,,heat” mapy pro seskupovani pacientit do

skupin s podobnymi klinickymi parametry.

Kli¢ova slova: imunofenotyp, vicebarevna prutokova cytometrie, B lymfocyt, B

bunécné subpopulace, Crohnova choroba, anti-TNF 1écba



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-lgM+ 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 gD 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
ADA

AID

AIDS

ASCA

BAFF
BCR
Blys

Btk

CD
CGD
CR
CRP

CSR

DC
E2A

EBF

protilatky (antibody)
adalimumab

aktivaci indukovana cytidin deaminaza (activation-induced cytidine

deaminase)

syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired Immune Deficiency

Syndrome)

protilatka proti Saccharomyces cerevisae (Anti-Saccharomyces

cerevisiae antibody)

faktor aktivujici B buniky (B-cell activating factor)
B-bunécny receptor (B-cell receptor)

stimulator B-lymfocytt (B-lymphocyte stimulator)
Brutonova tyrozinkinaza (Bruton's tyrosine kinase)
komplement (complement)

diferenciacni skupina (cluster of differentiation)
chronicka granulomatdzni choroba (Chronic granulomatous disease)
komplementovy receptor (complement receptor)
C-reaktivni protein (C-reactive protein)

izotypovy piesmyk (class switch recombination)
genovy segment urcujici diverzitu (diversity)
dendritické bunky (dendritic cells)

transkripcni faktor, regulace vyvoje B-lymfocytl

transkrip¢ni faktor (Early B-cell factor)



EBV
EDTA
FDC
FM
FMO
FO I, Il

FSC

GC

GPI

H tetézec
HLA
IBD

IFX

INFy

ITAM

mAD

MHC

Epstein-Barrové virus (Epstein-Barr virus)

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
folikularni dendritické buniky (follicular dendritic cells)

folikularni maturovany B-lymfocyt (follicular mature B-lymphocyte)
(fluorescence minus one)

folikularni B buriky (follicular B cells)

kanal sbirajici rozptylené svétlo v prednim sméru (Forward scatter
channel)

germinalni centrum (germinal center)

glykosylfosfatidylinositol (glycosylphosphatidylinositol)

tézky tetézec (heavy chain)

hlavni histokompatibilni komplex (Human Leucocyte Antigen)
idiopatické sttevni zanéty (Inflammatory Bowel Disease)

infliximab

imunoglobulin (immunoglobulin)

interleukin (interleukin)

interferon gamma (interferon gamma)

imunoreceptorovy tyrosinovy aktivaéni motiv (immunoreceptor tyrosine-

based activation motifs)

genovy segment urcujici J fetézec (joining)
lehky fetézec (light chain)

monoklonalni protilatka (monoclonal antibody)

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)



MRI
MZ

NFxB

NHEJ
NK bunky

NOD

PANCA

Pax5
PBMC
PBS
PMA
PRR
PTK
Rag-1, 2

SCID

SHM
SLC
Src

SSC

magnetickd rezonance (magnetic resonance imaging)
B-lymfocyty marginalni zony (marginal zone B-lymphocytes)

jaderny transkrip¢ni faktor kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer

of activated B cells)
nehomologni rekombinace (non-homologous end joinig)
pfirozeni zabijeCi (natural killer cells)

nukleotid vazajici oligomeriza¢ni doména (The nucleotide-binding

oligomerization domain)

perinuklearni protilatka proti cytoplazmé neutrofila (perinuclear

antineutrophil cytoplasmic antibody)

transkripcni faktor, diferenciace B-lymfocyti

periferni mononuklearni bunky (peripheral blood mononuclear cell)
fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

phorbol-myristoyl acetat (Phorbol myristate acetate)

vzor rozpoznavajici receptory (Pattern recognition receptors)
protein tyrosin kinaza (protein tyrosine kinase)

rekombinaci aktivujici gen 1, 2 (recombination activating gene 1, 2)

tézka kombinovana imunodeficience (Severe Combined

Immunodeficiency Disease)

somaticka hypermutace (somatic hypermutation)
nahradni lehky fetézec (surrogate light chain)

gen a protein ze Src rodiny, nereceptorova tyrosinkinaza

kanal sbirajici bo¢né rozptylené svétlo (Side scatter channel)


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

T1, T2

Tth
TGF-B
Thl, Th2
TNF
TLR
TNFR
Vv

VDZ

WSB

XLA

transientni B-lymfocyty typu | a Il (transitional B-lymphocytes type | and
i)

folikularni pomocné T bunky (T follicular helper cells)
transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor 3)
pomocné T-lymfocyty typu 1 a 2 (helper T cells type 1 and 2)
faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

receptor podobny genu Toll (Toll-like receptor)

TNF receptor (tumor necrosis factor receptor)

genovy segment urcujici variabilni oblast (variable)
vedolizumab

promyvaci a barvici pufr (wash and staining buffer)

X-vazana agamaglobulinemie (X-linked agammaglobulinemia)


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

1 UVOD

B-lymfocyty periferni krve lze charakterizovat jako rizné subpopulace bunék, které
maji v imunitnim systému mnoho vyznamnych funkci, z nichz nejdalezitéjsi je zajisténi
humoralni imunity. V soucasné dob¢ ptibyvaji diikkazy toho, Ze se periferni B-bunécné
subpopulace podileji na patogenezi mnoha riiznych chorob. Dosud vsak existuje malo
poznatktli o tom, ktera konkrétni diferenciacni staddia B-lymfocytt jsou do patologickych

procest zapojena.

Nejvyznamnéj$im objevem Vv tomto kontextu byla Kleinova strategie umoziujici
na zaklad¢ exprese molekuly CD27 detekovat tii zakladni diferenciacni stadia periferni
B-lymfopoézy, tj. naivni CD27" B-lymfocyty (60%), pamétové CD27" B-lymfocyty
(40%) a CD27" plazmatické buiiky (do 1%) [Klein et al., 1998]. Metoda byla pozdgji
modifikovana a naivni B-lymfocyty byly definovany jako CD19°CD20"CD27",
pamétové B-lymfocyty jako CD19°CD20"CD27" a plazmatické buiiky jako
CD19*CD20CD27"™ a byla pouzivana k monitorovéni aktivity nemoci u
autoimunitnich chorob a také odpovédi na podavanou protizanétlivou 1écbu. Pouziti této
metody u zanétlivych onemocnéni obecné a k monitorovani odpovédi na anti-TNF
1é€bu blokujici hlavni prozanétlivy cytokin TNF-a jiz vSak nebylo dostate¢né

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

Cilem této diplomové prace je sledovani zmén zastoupeni jednotlivych B
bunécnych subpopulaci za fyziologického u zdravych darcii a patologického stavu pii
Crohnoveé nemoci a ulcer6zni kolitid€, a nasledné sledovani zmén v distribuci B
lymfocytarnich subpopulaci v pribéhu biologické 1écby (anti TNF-o chimericka mysi

monoklonalni prtilatka Infliximab).

K detekci B-lymfocyti byla pouzita metoda 11-barevné polychromatické pratokové
cytometrie a ziskané poznatky by mély pfispét k objasnéni funkénich vlastnosti B-
lymfocytl. Analyza dalSich vzorki pacientli v soucasné dob¢ stale probiha a bude

dokonc¢ena v fadu 1-2 mésicu.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 B-lymfocyty

B-lymfocyty (odvozeny od Fabriciovy burzy ptaki) a jejich protilatky jsou
ustedni soucasti adaptivni imunity. Vyskytuji se az u Celistnatych obratlovcet, u
nichz se adaptivni imunitni systém vyvinul pfed vice nez 500 miliony lety [Tiselius a
Kabat, 1938]. Za objevenim B-lymfocytt nestala identifikace B burnky jako takové,
ale byl nalezen protein, ktery produkuji (tj. imunoglobulin, protilatka, Ig). To ve 40.
letech minulého stoleti vedlo k objevu bun¢k produkujicich tyto protilatky. Az na
prelomu 50. a 60. let byly objeveny a charakterizovany B-lymfocyty [Fagraeus,
1948; Cooper et al, 1965; Raff, 1973].

B-lymfocyty jsou populaci bun€k, jez na svém povrchu nesou klonalné
diverzifikovany imunoglobulinovy receptor, ktery rozpoznava specifické antigenni
epitopy. Imunoglobulinové molekuly jsou nejéastéji tiidy IgM a IgD a spolu
s dalSimi strukturami tvoii komplex zvany B bunéény receptor (BCR, B-cell recptor).
BCR jsou tvofeny vétsinou dvojici tézkych a lehkych fetézct, tedy celkem 4
glykoproteiny spojenymi disulfidickymi vazbami. Tyto fetézce mohou byt ve formé
protilatky vazany pomoci specidlnich molekul do vétSich nasobnych celkd, jako jsou
dimery nebo pentametry. Se zdkladnim modulem BCR jsou asociovany
transmebranové proteiny Iga (CD79a) a IgB (CD79p). Tyto proteiny mohou byt
nekovalentné spojeny s cytoplazmatickymi protein-tyrosin kinazami (PTK) skupiny
Src (viz. obr. 2, kapitola 2.1.1.1) [Barttnkova a Paulik, 2011; Hofejsi et al., 2013].

B-lymfocyty jsou buriky lymfoidniho pivodu. U lidi vyzravaji béhem
embryonalniho vyvoje ve fetalnich jatrech, v dospé€losti pak zejména ve slezin€ a
kostni dieni. Po setkani s antigenem se B-lymfocyt déli a nasledné vznika klon
plazmatickych bunék produkujicich protilatky proti antigenu, ktery reakci vyvolal.
Typické povrchové molekuly pro B-lymfocyty jsou CD19 a CD20 [Mason et al.,
1990; Li et al., 1993].

2.1.1 B-lymfocytarni vyvoj

Hlavnimi dé€ji béhem vyzravani B-lymfocytl je preskupeni (rearrangement) a exprese Ig
genu v pfesném potadi. Dale dochézi k selekci a proliferaci jak vyvijejicich se B-
lymfocytu, tak i zralych stadii. Pfed narozenim se B-lymfocyty tvoti ve fetalnich jatrech
a aZ po narozeni se tvorba presouva do kostni diené. Naprosta vétSina B bunck vznika

z progenitort v kostni dieni, které neexprimuji Ig. Jakmile se tyto prekurzory vyvinou

15



Vv nezralé¢ B-lymfocyty, exprimuji membranoveé vazanou molekulu IgM. Nasledné
opoustéji kostni dieni a putuji do sleziny. Zde vyzravaji do folikularnich B-lymfocyta a
exprimuji IgM a IgD na svém povrchu. Ziskéavaji schopnost cirkulovat a osidlovat
vSechny periferni lymfoidni organy. Tyto folikularni B-lymfocyty maji schopnost
migrovat do lymfoidnich folikuli a osidlovat je (tzv. ,.trafficking and homing™) a
odpovidat na antigeny. Cely tento proces od lymfoidniho progenitoru az po zraly B-
lymfocyt trva u ¢lovéka 2 az 3 dny (viz. obr. 1) [Abbas et al., 2015].

B-lymfocyty potiebuji ke svému dalSimu vyvoji cytokiny a transkripéni faktory,
které pozitivné a negativné reguluji genovou expresi. IL-7 podporuje maturaci, VDJ
preskupovani a prfedava signaly nutné k pteziti a proliferaci. Nejmén¢ deset rozdilnych
transkripcnich faktorl se ucastni regulace rané B lymfopoézi. Mezi ty nejznamé;jsi patii

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

¥ 0-0-6-8 — ¢

Pro-B Pre-B Immature B B-1 cell

N\ /
Folhcular

N ¢ "
& e B-2 cell
% =3 =3> == IaM
.  Yadle
Pro-B Pre-B Immature B T’a"s'"ggﬁ"
Bone marrow :
| CD21/
| CR2

Marginal zone
-2 cell

Obr. 1 Schématické znazornéni vyvoje B-lymfocyti.

A/ Vétsina B-lymfocytt vyvijejicich se ve fetalnich jatrech diferencuje v B-1 linie.

B/ Prekurzory B-lymfocytii v kostni dieni davaji vzniknout B-2 linii, ze které vyviji dvé hlavni
linie zralych B-lymfocytt: folikularni B-lymfocyty a B-lymfocyty marginalni zony [Abbas et
al., 2015].
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2.1.1.1 Rany vyvoj v kostni dieni

Je charakterizovan tizenym pireskupenim Ig H (t€zky fetézec, heavy chain) a L
(lehky fetézec, light chain) fetézct respektive jejich genovych segmentd. Proces V(D)J
rekombinace je zahdjen specifickymi endonukleasami RAG1 a RAG2, které
rozpoznavaji signalni sekvence po stranach V, D a J segment [Schatz a Swanson,
2011].

V pro-B lymfocytech nejprve dochazi k vystépeni tiseku IgH mezi nékterym D a
J segmenty cili D-J pieskupeni, které mize probihat i opakované. D-J preskupeni
probiha soucasn¢ na obou chromozomech. Potom nasleduje vystépovani useku mezi
V a DJ segmenty. Je-li pteskupeni produktivni, tzn. z odpovidajici mRNA vznika
kompletni IgH, je pfeskupovani na druhém chromozomu zastaveno (tzv. alelicka
exkluze), a tedy B-lymfocyt produkuje pouze jeden IgH fetézec. IgL fetézec jesté neni
pteskupeny, proto pre-B buriky syntetizuji nahradni lehky fetézec (surrogate light chain
- SLC) slozeny z dvou malych proteinti VpreB a A5 (viz. obr. 2) [Braikia et al., 2015].

Dalsi vyvoj spociva v pieskupovani genti pro L fetézec. Nejprve se preskupuji
geny pro L fetézec k. Opakované se vyStépuji dlouhé useky DNA mezi V a J segmenty
na obou chromozomech dokud se neutvoii funkéni L fetézec schopny vytvotit s H (p)
fetézcem povrchovy IgM, ktery by nahradil pre-BCR. Jestlize pfeskupeni genii k neni
uspésné ani na jednom chromozomu, zah4ji se preskupovani genti pro L fetézec A.
Neni-li ani toto preskupovani uspésné pre-B burika hyne. Expresi IgM (s k nebo A L
fetézcem) se pre-B buika stava nezralym B-lymfocytem (viz. obr. 2) [Hofejsi et al.,
2013].

Proteiny Ig aktivné reguluji B bunéény vyvoj, zejména tzv. nahradni L fetézce
(angl. surrogate light chain - SLC). Nahradni L fetézec je heterodimer, ktery je slozeny
z rozdilnych proteini AS a VpreB. Tyto dva proteiny se paruji s p H fetézcem. V tomto
momenté z pro-B lymfocytu vznika pre-B lymfocyt. Pre-B lymfocyty podstupuji jedno
nebo dvé déleni a dochazi k preskupeni genovych segmentt kodujicich k a A fetézec. Ty
se kombinuji s p fetézcem a tvoii molekulu IgM. Butiky nesouci IgM na svém povrchu
jsou nazyvany nezralymi B-lymfocyty. Nezralé¢ B-lymfocyty opoustéji kostni dien a
putuji do sleziny, kde dokonc¢uji svtij vyvoj [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 identicky t€zky imunoglobulinovy fetézec (modrd). BCR ma dva shodné
lehké imunoglobulinové fetézce (tyrkysova). Pre-BCR ma dva stejné nahradni lehké fetézce
(zelend), které jsou sloZené z proteinti A5 a VpreB. Signalni podjednotky CD79a (Iga) a CD79p
(IgB) interaguji s t&Zkym fetézcem. Cervené oblasti znazoriiuji funkéni domény
imunoreceptorovych tyrosinovych aktivaénich motivi (ITAM - immunoreceptor tyrosine-

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

2.1.1.2 Vyvoj v sekunddrnich lymfoidnich orgdanech

B-lymfocyty po opusténi kostni dfené migruji do sleziny, kde se usidluji a tvoti
marginalni zony a folikularni B bunééné kompartmenty. Antigenem indukované a
aktivované B-lymfocyty diferencuji. Genové zmény v expresi vedou Kk reakci
germinalniho centra (GC), ktera je charakterizovand somatickou hypermutaci (SHM)
Vy gent a izotypovym piesmykem (CSR - class switch rekombinace) a afinitni
maturaci. CSR a SHM jsou zprostifedkované enzymem AID (activation-induced
cytidine deaminace) [LeBien a Tedder, 2008; Piper et al., 2013].

2.1.1.2.1 Somaticka hypermutace

V(D)J pteskupeni vede k tvorbé nizkoafinitnich protilatek. Pokud se B-lymfocyt setka
s antigenem, dochazi k somatické hypermutaci a tvorbé vysokoafinitnich protilatek.
Proces somatické hypermutace je zahajen v germinalnim centru enzymem aktivaci
indukovanou cytidin deaminazou (AID, activation-induced cytidine deaminase), ktery
katalyzuje deaminaci cytidinovych zbytkli IgH a IgL V(D)J exoni. Cytidin se méni na

uridin, tedy z par C:G je nahrazen parem A:T. Imunoglobuliny dosahuji velké genetické
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variability diky somatické hypermutaci a neptesnosti opravnych mechanizmti [Dorner et

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

2.1.1.2.2 Izotypovy piesmyk (class switch)

Se zménou tfidy souvisi i vzhled imunoglobulinu a funkénost jednotlivych
druhti. Konstantni oblast tézkého fetézce (Cy oblast) koduje pievaznou ¢ast
aminokyselin, a proto urcuje terciarni a kvartérni strukturu protilatky [Tlaskalova-
Hogenova et al., 2013]. Je zahéjen v sekundarnich lymfoidnich organech u B-
lymfocyti, které jiz prosly somatickou hypermutaci. Nejprve musi dojit k interakci B-
lymfocytu, ktery na svém povrchu exprimuje CD40 a CD80/86 s aktivovanym Th
lymfocytem nesoucim CD40L a CD28. Th lymfocyty sekretuji cytokiny, které reguluji
tvorbu jednotlivych typt imunoglobulinti. IL-4 stimuluje pfesmyk na IgE a IgG1 a
inhibuje sekreci 19G2. INF-y stimuluje produkci IgG2a a TGF- podporuje ptesmyky
na IgA a IgG2b [Han et al., 1995; Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000; Hofejsi et
al., 2013].

Izotypovy pfesmyk je zahdjen opét enzymem aktivaci indukovanou cytidin
deaminazou (AID, activation-induced cytidine deaminase), stejné jako je tomu u
somatické hypermutace. AID deaminuje cytosin na uracil v tzv. S-sekvevencich (neboli
swtich sekvencich). Uracil je odstraiovan uracil DNA-glykosylazou. Abasickéd mista
jsou rozpoznédvana apurinovou/apyrimidinovou endonukleazou. Vznikne dvouvlaknovy
zlom. Usek DNA mezi zlomy je vystépen a konce DNA jsou spojeny dohromady
pomoci nehomologni rekombinace v G1 fazi (NHEJ, non-homologous end joinig)
[Petersen-Mahrt et al., 2002; Zarrin et al., 2007; Bjorkman et al., 2015].
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Obr. 3 Dynamika reakci germinalniho centra

Antigenem aktivované prekurzorové B-lymfocyty germinalniho centra putuji do tmavé zoény
germinalniho centra, kde podstupuji klonalni expanzi a somatickou hypermutaci. B-lymfocyty
se z tmavé zony presouvaji do svétlé zony germinalniho centra, kde se nachazeji také folikularni
Th lymfocyty (Tth) a folikularni dendritické bunky (FDC). Dochazi zde k izotypovému
presmyku B-lymfocyti. Nékteré B-lymfocyty svétlé zony mohou diferencovat ve

vysoceafinitni plazmatické a pamét'ové burnky [De Silva a Klein, 2015].

2.1.1.3 Vyvojova stadia B-lymfocytii
Béhem maturace B-bunééné linie prochazeji B-lymfocyty riznymi stadii vyvoje.
Kazdé stadium je charakterizovano pfitomnosti rozdilnych povrchovych markert a

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

2.1.1.3.1 Pro-B stadia

Pro-B bunky neprodukuji protilatky. Od ostatnich stadii B-lymfocytl se daji
rozlisit pomoci povrchovych molekul: CD19 a CD10. Proteiny Rag-1 a Rag-2 jsou
poprvé exprimovany u tohoto stadia. Dochazi k rekombinaci Ig genli na tézkém fetézci.
Pokud se zdafi produktivni Ig p peskupeni pro-B burka diferencuje v pre-B bunku
[Nutt et al., 1997; Abbas et al., 2015].
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2.1.1.3.2 Pre B-stadia

Charakteristicky fenotyp je CD19"CD34". Pre-B buiiky exprimuji Ig p protein,
ale stale u nich nedoslo k pieskupeni lehkého fetézce a proto tento komplex nazyvame
pre-BCR. Soucasti pre-BCR jsou signal pienasejici proteiny Iga (CD79a) a Ig
(CD79B). Signaly z pre-BCR jsou zodpoveédné za nejvétsi proliferativni expanzi B-
bunécné linie v kostni dieni. Pokud chybi geny kédujici p fetézec anebo jeden gen
kédujici lehky fetézec, dochazi k vyraznému snizeni poctu zralych B-lymfocytl, nebot’
je blokovan vyvoj ve stadiu pro-B. Exprese pre-BCR je povazovana za prvni kontrolni
bod v B buné¢né maturaci. DileZitou ulohu zde plni enzym Brutonova tyrozinkinaza
(Btk). Tato tyrozinkinaza dorucuje signal o preziti, proliferaci a maturaci. U lidi mutace
v Btk vede k onemocnéni zvanému X-linked agammaglobulinemie (XLA), ktera je
charakteristicka selhanim B buné¢né maturace [Lassoued et al, 1993; Yel et al, 1996;
Benchop a Cambier, 1999].

2.1.1.3.3 Nezrala stadia B-lymfocyti

Nezrala stadia B-lymfocyti nésleduji po pre-B stddiu. Dale byvaji oznaovany
jako transientni B-lymfocyty. Délime je na transientni B-lymfocyty typu | (T1) a typu Il
(T2).
T1 jsou charakterizovany imunofenotypem CD21'°“CD23""CD24" " gMm"" gD
krevnim feciStém putuji do periarteriolarni lymfoidni oblasti sleziny. T1 diferencuji do
stadia T2 CD21"°"CDD24""igM" " |gD"", které sidli ve folikulech sleziny. V tomto
stadiu dochazi k preskupeni k lehkého fetézce, coz je nezbytny déj k dokonceni
molekuly IgM. Jako nezralé B-lymfocyty tedy oznacujeme butiky exprimujici na svém
povrchu IgM. IgM molekuly na povrchu B-lymfocytt jsou asociovany s Iga (CD79a) a
IgB (CD79P), kde funguji jako specifické receptory pro antigeny. V odpovédi na
antigeny v kostni dieni neproliferuji a nediferencuji, pokud ano dale podstupuji editaci
anebo buné¢nou smrt. Nezralé B-lymfocyty opoustéji kostni dien a dokoncuji svou
maturaci ve slezing, ale jesté pred tim migruji do ostatnich lymfoidnich organt (tonsil a

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

2.1.1.3.4 Zrald stadia B-lymfocytt

Vznikaji odlisné populace B-lymfocytl z rozdilnych progenitord. Prekurzory
odvozené od fetalnich jater se oznacuji jako B-1 bunky. Prekurzory vznikajici v kostni
dreni (B-2 bunky) tvoii vétSinu B bunék a vyvijeji se v B-lymfocyty marginalni zony

anebo ve folikularni B-lymfocyty. K tomu, jestli B-lymfocyt diferencuje ve folikularni
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B-lymfocyt anebo B-lymfocyt marginalni zony, prispiva afinita B bunéénych receptort
k self antigentim. VSechna zrala stadia B-lymfocytt produkuji pfirozené protilatky,
které jsou soucasti na thymu nezavislé adaptivni imunity. Zralou B buiiku Ize aktivovat
skrze BCR. Zrala stadia mohou diferencovat v plazmatické a efektorové buiiky (napf.
antigen prezentujici buniky, antigen-presenting cells, APC) (viz. obr. 1) [LeBien a
Tedder, 2008; Tlaskalova-Hogenova et al., 2013; Abbas et al., 2015].

211341 B-1I bumnky

Vznikaji z prekurzora ve fetalnich jatrech. Maji limitovanou diverzitu
antigennich receptort. VétSina B-1 bunék exprimuje na svém povrchu molekulu CDS5,
ktera neni definujicim znakem, nebot’ ji nachazime i na transientnich B-lymfocytech a
nékterych aktivovanych B buinikach. U dospélych se vétsi pocty B-1 bun¢k nachazeji
V peritoneu a ve sliznicich, kde tvoii sebeobnovujici populace. Sekretuji protilatky IgM,
které reaguji s mikrobidlnimi polysacharidy a lipidy, ale také s oxidovanymi lipidy.
Tyto protilatky nékdy nazyvdme pfirozenymi protilatkami, protoze jsou produkovany i
bez zjevné imunizace. Také je mozné, ze mikrobidlni flora ve stfeve je zdrojem
antigend, které stimuluji jejich produkci. Ve sliznicich vice nez polovina IgA
sekretujich bun¢k miiZe byt odvozena od B-1 bunék. Jsou analogické 3 T-lymfocytim.
Rovnéz odpovidaji na antigeny, se kterymi se bézn¢€ setkdvame na epitelidlnich povrsich

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

2.1.1.3.4.2 B-lymfocyty marginalni zony

B-lymfocyty marginalni se zony se primarné nachézi ve sleziné v oblasti
marginalniho sinusu. Podobaji se B-1 bunikdm, protoZe maji rovnéz limitovanou
diverzitu, maji schopnost odpovidat na polysacharidové antigeny a produkuji pfirozené
protilatky. Exprimuji I[gM a CD21 koreceptory. U mysi se nachézeji vyhradné ve
slezing, zatimco u lidi jsou i v lymfatickych uzlinach [Martin et al., 2001]. Velmi rychle
odpovidaji na mikroby pfitomné v krvi a diferencuji na kratkodob¢ zijici IgM
sekretujici plazmatické bunky. VSeobecné zprosttedkovavaji humoralni odpovéd
nezavislou na T-lymfocytech, ale jsou schopné zprosttedkovat i bunénou odpovéd’

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

Folikularni B-lymfocyty oznacované téz FM B-lymfocyty (FM, follicular
mature, folikularni maturované). Pomoci CD molekul je popisujeme jako
IgM*1gD*CD19°CD21"CD38'CD24"CD23". Piedstavuji subpopulaci zralych naivnich
B lymfocytu, které se primarné€ nachazi ve folikulech bilé pulpy sleziny [Vlkova et al.,
2010]. Koeprese IgM a IgD je doprovazena schopnosti recirkulovat a tim padem
ziskavaji funkéni vlastnosti. Molekula IgD je povazovana za nezbytny aktivacni
receptor zralych B bunék, ackoli neni Zadny diikaz o funkénim rozdilu mezi IgM a IgD.
Migruji z jednoho lymfatického orgdnu do jiného a osidluji specializovana mista znamé
jako B bunécné folikuly. V téchto mistech jsou folikularni B-lymfocyty udrzovany
pomoci signalu pteziti — prostfednictvim TNFa (tumor necrosis factor alpha), BAFF
nebo BLys [Abbas et al., 2015].

2.1.1.3.4.4 Pametové B-lymfocyty

Imunologicka pamét’ vznika jako odpovéd’ pfi antigenni stimulaci. Pamétové B
lymfocyty se po setkani s antigenem rychle aktivuji, mnozi (klonalni expanze) a
diferencuji v plazmatické butiky sekretujici protilatky [Ahmed a Gray, 1996]. Cast
pamétovych B lymfocyti cirkuluje mezi sekundarnimi lymfatickymi organy a kostni
dfeni. Hlavnim znakem téchto buné€k je exprese povrchoveé molekuly CD27 a
pfitomnost somatickych mutaci v genech ve variabilni oblasti imunoglobulint.
Pamétové B-lymfocyty maji fenotyp CD19°CD20"IgM*1IgD*CD27" [Paramithiotis a
Cooper, 1997; Klein et al., 1998].

T-dependentni pamét'oveé B-lymfocyty se tvoii z bunék, které prosly vyvojem
v germinalnich centrech (GC). Na zaklad¢ procesi v GC dochazi ke zvyseni afinity
protilatek k antigentim a soucasné dochazi k izotypovému piesmyku. Vznikaji vyssi
izotypy protilatek (IgG, I1gA a IgE). Tyto pamétové B-lymfocyty je mozné
charakterizovat jako IgM-IgD-CD27+ B-lymfocyty a osidlujici sekundarni lymfatické
organy nebo migruji do kostni dené [Revy et al., 2000].
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2.1.1.3.45 Plazmatické bunky

Plazmatické buiiky produkuji a sekretuji protilatky a rovnéz jsou dulezitou
soucasti
imunitni obrany pied patogeny. Plazmatické bunky jsou konecnym diferenciacnim
stadiem vyvoje B-lymfocytu. Vznikaji z folikularnich B-lymfocyti, z B-lymfocyta
marginalni zony anebo také z dlouho zijicich pamétovych bunék [Ahmed a Gray,
1996]. Behem diferenciace plazmatickych bun¢k dochazi ke snizeni exprese
specifickych B bunécnych povrchovych molekul, jako jsou hlavni histokompatibilni
komplex 1l (MHC 11), CD20 a CD22 [Silacci et al., 1994].

Po aktivaci B-lymfocytti marginalni zony navazanim antigenu na TLR nebo BCR
dochazi k piimé diferenciaci v plazmatické bunky. Tyto plazmatické bunky jsou kratce
Zijici a produkuji nizkoafinitni protilatky IgM. V germinalnich centrech perifernich
lymfatickych organti dochézi k T dependentni aktivaci B lymfocytl a vznikaji
plazmatické bunky, které sekretuji vysokoafinitni protilatky [Marinova et al., 2007].

V germinalnich centrech se tvofi plazmatické buiiky téz z dlouze zijicich
pamétovych bunék, které se opakované setkaly s antigenem. Nové vzniklé bunky
(plazmablasty a plazmocyty) migruji do kostni diené a dozravaji v plazmatické buriky.
V kostni dfeni mohou ziistat nékolik mésici az let a produkovat protilatky i bez
piitomnosti antigend, proto se nazyvaji dlouho Zijici plazmatické bunky.

U autoimunitnich onemocnéni mohou mit tyto buriky patologickou roli, nebot’ jsou
jednim z potencionalnich zdroji autoprotilatek [Manz a Radbruch, 2002; Hoyer et al.,

2004].
2.1.2 Povrchové markery

2.1.2.1 CD19

Je transmembranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 95 kDa. Patfi do
imunoglobulinové rodiny. Gen pro CD19 je lokalizovan na 16. chromozomu. Nachazi
se na vSech B-lymfocytech od ¢asného vyvoje. Jeho exprese se snizuje diferenciaci
Vv plazmatické buniky. Vytvaii komplex s BCR a CD21 a podili se na zesileni aktivace.
Ma vyznamny vliv na antigen-nezavislém vyvoji B bun¢k [Carter a Barrington, 2004;
Wang et al., 2012].
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2.1.2.2 CD20

Jedna se o fosfoprotein o molekulové hmotnosti 33-37 kDa. Byl to prvni objeveny
diferen¢ni antigen na B-lymfocytech. Je na povrchu vsech diferencovanych a
aktivovanych B bunék. Jeho funkce a ligand nejsou piesné znamy. Slouzi jako kanal pro
Ca®* ionty. Specifické anti-CD20 mAb jsou pouZivany pro 1é¢bu B bunéénych malignit
(napt. Non-Hodgkintiv lymfom) a protilatkami zprostfedkovana autoimunitni

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

2.1.2.3 CD21

Tato molekula je membranovy glykoprotein. Jedna se o komplementovy receptor
2 (CR2). Rozpoznava C3 fragmenty (C3b, C3dg, C3d). Spolus BCR a molekulou
CD19 se podili na aktivaci B-lymfocytl. Vyskytuje se na zralych B buiikach a jeho
exprese stoupa az do stadia plazmatickych bun¢k. Tato molekula je vstupni branou pro

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

2.1.2.4 CD24

Je glykosylfosfatidylinositolovy (GPI) membranové vazany protein o molekulové
hmotnosti 20-70 kDa. CD24 je exprimovana na hematopoetickych burikach (B bunky, T
buriky, neutrofily, eozinofily, dendritické buniky a makrofagy), ale objevuje se i na
mnoha dalsich nehematopoetickych buinkach (neurony, gangliové buriky, epitelové
buniky, keratinocyty, epitelové kmenové buiiky, ve slinivce a rakovinné bunky). Slouzi
jako adhezivni molekula pro P-selektin. Podili se na kostimulaci a ovliviiuje aktivaéni
signaly, které B-lymfocyt dostava i pfes jiné receptory. CD24 ve vysoké expresy se
naléza u progenitorovych a zralych klidovych B bunkéch. Overexprese CD24 je typicka
pro nadorové bunky (B bunécné lymfomy, erytrocytarni leukemie, gliomy, nadory plic,
hepatocelularni karcinom, nadory vajecniki a prostaty, rakovina prsu, pankreaticky
adenokarcinom a primarni neuroendokrinni karcinom [Kay et al., 1991; Hennieker et
al., 2001; Fang et al., 2010].

2.1.2.5 CD27

Predstavuje glykosylovany transmembranovy protein o molekulové hmotnosti 55
kDa. Patii do rodiny gent receptort pro TNF (TNFR — tumor necrosis factor receptor).
Ptijem signalu pfes CD27 zpisobi terminalni diferenciaci v plazmatické bunky. Je to
zakladni marker pro pamétové bunky (spolecné s molekulou CD38). Neni na naivnich

B-lymfocytech. Je slabé exprimovan na B buiikach, které prosly germinalnim centrem.
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Vyskytuje se na povrchu vétsiny perifernich T-lymfocytd [Agematsu et al. 1997; Klein
et al., 1998; Agematsu et al., 1999 ].

2.1.2.6 CD38

Tato molekula je transmembranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 45 kDa.
Jedna se o enzym nebo povrchovy receptor. Vyskytuje se rovnéz u T-lymfocyti. Spolu
s molekulou CD27 je zakladnim markerem pro pamét'ové B-lymfocyty. Exprimovan je
od ¢asné diferenciace, u nékterych bun¢k v germinalnim centru, plazmatickych bun¢k a
plazmablastti. Signalizace ptes CD38 vede k inhibici proliferace a apoptotické smrti
[Mehta et al., 1996; Shubinsky a Schlesinger, 1997].

2.1.2.7 1gM

Vyskytuje se ve dvou odlisnych forméch. V krvi ve form¢ pentametru. Patii mezi
ptirozené protilatky. Jsou v krvi jesté pred setkanim s Ag. Maji nizkou afinitu
k antigenu a vétSinou jsou polyreaktivni. Tvoii se jesté pred tim, nez B-lymfocyt projde
somatickou hypermutaci a izotypovym piesmykem [Portnoi et al., 1986, Randall et al.,
1990; Ochsenbein et al. 1999].

Na povrchu B-lymfocytu je ve formé monomeru. Je soucasti BCR a je slozeny ze
dvou tézkych a dvou lehkych fetézcii a dvou transmembranovych signalizacnich
molekul CD79a (Iga) a CD79p (IgP), které jsou asociovavany s protein-tyrozin
kinazami. CD79a (Iga) a CD79p (Igf) jsou nezbytné pro regulaci signalu. Spusténim
signaliza¢ni kaskady dojde ke zméné transkripce nékterych gent a diferenciaci na
plazmatické bunky [Randall et al., 1990; Flaswinkel a Reth, 1994].

2.1.2.8 1gD
Spolu s IgM se vyskytuje na povrchu B-lymfocytt putujicich z kostni diené

(pfevazné zralé B-lymfocyty). Po stimulaci BCR je zapojen do pienosu signalu.
Reguluje vyvoj a diferenciaci B-lymfocytl. K negativni regulaci dochézi béhem
zvysené signalizace ptes IgM, pfi aktivaci a apoptoze. Po rozeznani Ag zralymi B-
lymfocyty v sekundarnich lymfoidnich se snizuje exprese povrchového IgD. V periferni
krvi IgD*IgM" plazmablasty produkuji protiltky IgD, které se vazou na myeloidni
buiiky (napf. na bazofily), které produkuji prozanétlivé a antimikrobialni faktory [Rowe

etal., 1973; Monroe et al., 1983; Chen et al., 2009].

26



2.1.2.9 IgA
Vyskytuje se ve form¢ multivalentniho monomeru (sérum) a ve form¢ dimeru
(sekrecni IgA — sIgA). Sekrecni IgA je tvofeno dvéma monomery spojenymi tzv. J
fetézcem. Mame dva izotypy IgA1 a IgA2, které se li$i primarni strukturou a sloZzenim
karbohydratovych skupin. IgA1 se nalézé pievazné v travicim traktu a IgA2 v dychaci
soustavé. Jeho hlavni funkei je ochrana sliznic traviciho, dychaciho a urogenitalniho
systému. IgA je aktivné transportovan na povrch sliznic ptes epitel. Déle je
V matetském mléce, slzach a slindch. Neutralizuje mikrobidlni, bakteridlni 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 19G

Je nejhojnéjsi sérovy izotyp. Rozlisujeme Ctyii podtridy IgG1, IgG2 (IgG2a a
1gG2b), 1gG3 a 1gG4. Odlisuji se slozenim aminokyselin a nukleotidi v konstantnim
fetézci. Takeé se 1i$i schopnosti aktivovat komplement. IgG3 a IgG2 dobfte aktivuji
komplement a IgG4 nejméné. Tvoii se proti virovym a bakteridlnim antigenim. Maji
vysokou afinitu k antigentim a mikrobialnim toxintim. Uplatiuji se v sekundérni
protilatkové odpovédi (IgG1 pievazuje). Maji schopnost prostupovat placentou.
Dulezity proces nebot’ dochazi k pasivni imunitni obrané plodu béhem fetalniho vyvoje

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

2.2 ldiopatické stfevni zanéty

Mezi idiopatické stievni zanéty nebo také nespecifické stievni zanéty (IBD —
inflammatory bowel disease) se fadi Crohnova choroba (CD) a ulcerdzni kolitida (UC)
(viz. tab. 1). Patii mezi civiliza¢ni choroby, nebot’ se vyskytuji ¢asté&ji ve vyspélych
zemich a postihuji zhruba 0,5% populace. Jejich vyskyt se znaéné zvySuje zejména
Vv poslednich 30 letech. Jedna se multifaktorialni nebo spise komplexni onemocnéni, kde
hraji roli tf1 faktory: genetické, imunitni a zevni. Pfesto dodnes nezname piesnou
etiologii téchto onemocnéni. Maji neptedvidatelny pribéh, stfida se obdobi relapst
(zhor$eni) s fAzemi remise (relativni klid) a jsou to celozivotni onemocnéni.
Charakteristickym rysem obou téchto nemoci je, Ze postihuji ptevazné mladé lidi
nejcastéji ve véku 25-30 let, ale mohou byt diagnostikovany i po padesatce. Idiopatické
stfevni zanéty mohou mit i mimostevni komplikace jako napft. postizeni kiize, o¢i nebo

kloubti, ptipadné potiZe psychického razu [Geier et al., 2007; Lukas, 2007].
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Tab. 1 Porovnani symptomi Crohnovy nemoci a ulcero6zni kolitidy

Porovnani projevi
Crohnova Ulcero6zni
symptom nemoc kolitida
bolesti bficha vétSinou casto
prijem vétSinou vétSinou
krev ve stolici mnohdy témet vzdy
nalez kolem kone¢niku Casto neobvyklé
postizeni rlstu Casto méné obvyklé
opozdéna puberta Casto méng obvyklé
poruchy vyzivy Casto ziidka

(http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura deti 2.pdf)

2.2.1 Mikrobialni stievni fléra a IBD

Neregulovana imunitni odpovéd’ geneticky predisponovaného jedince vici vlastni
sttevni mikrobidlni flotfe je zddnim faktorem pro rozvoj IBD. Pravé zména stravovani
dnesni doby vedla nepochybné ke zméné osidleni stieva. Ubylo bifidobakteii a vétsi
podil zaujimaji anaerobni bakterie kmene Bakteroides. Rovnéz ¢asté pouzivani

antibiotik oslabilo ptivodni sttevni floru [Geier et al., 2007; Lukas, 2007].

Neni prokézan pfimy pienos nemoci z pacienta na jinou osobu. Vysoka incidence
IBD je prokazana v zemich s nizkym vyskytem stfevnich infekci. Nizka hygienicka
uroven se zda byt protektivnim faktorem IBD. Mikrobialni flora zdravych a nemocnych
jedinct se 1isi a priciny dysbidzy se intenzivné zkoumayji (napt. vliv uchovavani
potravy, uzivani antibiotik, umeéla vyziva novorozenci, hygienicky standart atd.). U
pacientt s IBD je vyrazné zvySen pocet bakterii kmene Proteobakteria (napf.
Escherichia coli). Naopak jsou redukovany bakterialni kmeny Firmicutes (napf.
Faecalibacterium prausnitzii), Aktinobakterie a Bacteroidetes. Probiotické
mikroorganismy normalni slizni¢ni flory jako Lactobacillus, Bifidobacterium a

-----

Konec¢ny, 2011; Munyaka et al., 2016].
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2.2.2 Ulcerézni kolitida

Jedna se o nespecificky hemoragicko-kataralni zanét provazeny zna¢nou tvorbou
sekretu Casto hlenovitého charakteru anebo ulcerdzni zanét, ktery postihuje zejména
sliznici kone¢niku a ptilehlou ¢ast nebo cely tracnik. Pribéh onemocnéni mize byt
narazovy, ale také chronicky exacerbujici. Mezi hlavni ptiznaky se fadi priajem, krev ve
stolici, defekace hlenu a bolesti bficha. Etiologie tohoto onemocnéni je neznama, ale
klinické studie i pokusy na zvitatech prokazuji vliv zevnich faktori a defekty v regulaci
slizni¢ni imunity u geneticky predisponovanych jedincd. V porovnani s Crohnovou

chorobou se genetické faktory podileji mensi mérou na rozvoji onemocnéni [Gabalec,

2009].

2.2.3 Crohnova nemoc

Etiologie a patogeneze této nemoci je neznama. Jedna se interakci mezi geneticky
vnimavym jedincem a faktory prostiedi. Crohnova nemoc je chronicky, recidivujici a
segmentarni zanégt, ktery prochazi celou sténou travici trubice. Zanét se mize
manifestovat v celém gastrointestinalnim traktu. Nej¢astéji postihuje oblast ileocékalni
(45-60 %), rektum a analni oblast (5 %) a jina lokalizace (zaludek, jicen, dutina ustni do
5 %). Odhadovana incidence v Ceské republice je cca 4-6/100 000 obyvatel a stale roste
zejména u déti a adolescentd [Gabalec, 2009; Ng et al., 2013]

NejcastéjSimi priznaky je chronicky prijjem, bolesti bficha a ibytek hmotnosti.
Zvysena frekvence vyprazdiiovani a sniZena konzistence stolice je zapfi¢inéna
poruchami slizni¢ni funkce a stievni motility. Anémii, ktera je zptisobena ztratou
Zeleza, ma zhruba tfetina nemocnych s Crohnovou chorobnou. Muize se vyskytovat také
makrocytarni anémie pii nedostatku vitaminu B, zplisobena resekci ilea. Prub¢h
tohoto chronického a nevylécitelného onemocnéni muize byt agresivni a perforujici —
tvorba piStéli a abscestli, anebo muze byt fibrotizujici, nebolestivy a stenozujici

[Ehrmann a Koneény, 2011; Klener et al., 2012].
2.2.3.1 Formy nemoci

2.2.3.1.1 Zanétliva forma (luminalni)
Je charakteristicka dlouhotrvajicim priijmem, bolesti v podbtiSku, hubnutim,

unavou, zvysenou teplotou az hore¢kou a malabsorpci [Klener et al., 2012].
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2.2.3.1.2 Stenozujici forma

Je zptisobena zejména strikturami neboli zaZenim, které jsou disledkem
dlouhodobého zanétu. Striktury se mohou vyskytovat v kterékoliv ¢asti traviciho ustroji
a Casto se vraceji 1 po operaci. Projevy této formy jsou kiecovité bolesti, vzedmuti

bficha, zastava plynu a stolice [Klener et al., 2012].

2.2.3.1.3 Fistulizyjici forma
Typické jsou abscesy a pistéle, které destruuji tkan a pronikaji i do okoli této

tkané. Abscesy jsou loziskem infekce [Klener et al., 2012].

2.2.3.2 Genetické faktory

Na vzniku Crohnovy nemoci se nejvice uplatiuji NOD-2 geny. Jsou umistény na
16. chromozumu, nebo-li IBD1 lokusu. Produkty NOD gent, tzv. NOD proteiny patii
K vzor rozpoznavajicim receptorim PRR (Pattern recognition receptors), které
rozpoznavaji bakterialni komponenty. Tyto NOD proteiny se vyskytuji zejména
Vv cytoplazmé makrofagu, epitelovych bunék (obzvlast ve stieveé). NOD-2 proteiny
rozpoznavaji peptidoglykany, které obsahuji muramyldipeptid, jenz je pfitomny ve
stén¢ téméf vSech grampozitivnich bakterii. Za normalnich okolnosti signalizace ptes
NOD-2 inhibuje signalizaci ptes TLR-2. V disledku mutace genu NOD-2 nedochazi
k regulaci TLR2 signalizace a nastava premrsténa Tyl odpovéd’. Tento typ odpovédi je
typicky pro Crohnovu chorobu. Mutace v NOD-2 genech se nevyskytuje u pacientti
s ulcerdzni kolitidou [Matulka, 2001; Jonker a Stockbriigger, 2003; Philpott et al.,
2014].

2.2.3.3 Faktory imunologické

Na imunopatologii mé bezprostiedni vliv zvySend imunitni odpovéd’ nemocného
vuci stievni mikrobialni fléte. Nepatogenni slozky normalni stfevni mikroflory
(laktobacily a bifidobakterie) jsou vytlaceny a jejich misto zaujimaji potencionalné
patogenni bakterie. Interakce imunitniho systému s naruSenou stfevni mikroflérou vede
k odli$né imunitni reakci (zanétlivé). Imunitni odpovéd’ u Crohnovi nemoci fizena
prevazné Tyl lymfocyty béhem niz pozorujeme zvysenou hladinu IL-2, INF-y a I1L-12.
Navic IL-12 je kli¢ovym faktorem pro diferenciaci T-lymfocyti pfi imunitni odpovédi
na zanét [Bai et al., 2006; Geier et al., 2007; Wirtz a Neurath, 2007].

Imunitni dysfunkce spociva v nasledujicich mechanismech. Vzor rozpoznavajici
receptory PRR (Pattern recognition receptors) ze skupiny NOD nebo popt. TLR, které

spusti kaskadu reakci vedouci k aktivaci jaderného transkripéniho faktoru kB (NF«B,
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nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Nasledné¢ imunitni
bunky stfevni sliznice a epitelu produkuji prozanétlivé cytokiny a chemokiny a také
antimikrobialni peptidy. Pravé tato stimulace je klicova pfi rozvoji chronického zanétu
[Salim a Séderholm, 2011].

U pacienti s Crohnovou chorobou dale nalézame zvysSenou aktivitu
efektorovych lymfocyti a naopak nedostatecnou aktivu regulacnich lymfocyti. T-
lymfocyty jsou rezistentni vii¢i apoptdze. Rovnéz byla prokézéana zvysena produkce IgG
a relativnim nedostatkem slizni¢niho IgA [Jonker a Stockbriigger, 2003; Boden a
Snapper, 2008].

2.2.3.4 Faktory prostiedi

Castgjsi vyskyt IBD je v rozvinutych zemich u lidi s vy$si socioekonomickou
urovni, naro¢nou praci a ¢astymi stresy. Postihuji stejné Casto ob& pohlavi, ale ¢astéjsi
je mezi b&lochy. Zeny uZivajici hormonalni antikoncepci maji vétsi riziko vzniku IBD
nez zeny, které hormonalni kontraceptiva neuzivaji. Nesteroidni antirevmatika zhorSuji
pribéh IBD a muze dojit i k relapsu [Matulka, 2001].

Jednou z teorii je, ze obyvatelé vyspélych zemi nejsou v détstvi pfirozené
imunizovani bakteriemi ze zemédélského prostiedi, které stimuluji nepatologickou
imunitni reakci a p¥ispivaji k navozeni tolerance k antigentim z vnéjsiho prostiedi. Cili
vysoka hygiena a sterilita potravy paradoxné neprospiva spravnému vyvoji imunitni

odpovédi a naopak vede k neadekvatni imunitni reakci [Geier, 2007].

2.2.3.5 Diagnoza Crohnovy nemoci

Diagnoéza je stanovena souctem klinickych, endoskopickych, radiografickych a
histologickych kritérii. Nej€astéjSimi laboratornimi zndmkami jsou anémie a
trombocytoza. V akutni fazi je zvySena sedimentace a C-reaktivni protein (CRP). CRP
koreluje s aktivitou nemoci. Tyto parametry nejsou specifické, aby rozlisily diagnozu
Crohnovy nemoci od ulcerdzni kolitidy nebo stievnich infekci [Gabalec, 2009; Klener
etal., 2012].

2.2.3.5.1 Sérologie

Pacienti ztraci toleranci k normalni stfevni mikroflote a produkuji proti ni
protilatky. Nejvice studované protilatky jsou pANCA (perinuklearni protilatka proti
cytoplazmé neutrofili) a ASCA (protilatka proti Saccharomyces cerevisae). Jejich

vyuziti je k jednoznac¢né diagnostice limitovano, nebot’ mohou byt pozitivni u dalSich
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nemoci (napft. celiakie, autoimunitni hepatitida). Pro Crohnovu chorobu je

charakteristicka protilatkova odpovéd’ ASCA+/pANCA- [Gabalec, 2009].

2.2.3.5.2 Endoskopie a biopsie

Koloskopie s vysetfenim terminalniho ilea a odebrani biotickych vzorka se
povazuje za zlaty standard. Jedna se o invazivni metodu pro pacienty. Pouziva se
k monitorovani G¢innosti 1é¢by (hojeni sliznice) a aktivity nemoci. Typicky je nalez
segmentarniho zanétu. Kapsolova endoskopie a enteroskopie je uzitecna pro vysetieni
tenkého stfeva, zejména pii negativnim vySetfeni terminalniho ilea pfi koloskopii.
Gastroskopie je doporucovana jen u pacientd S problémy v epigastriu (bolest v horni
Casti biicha) [Horjus Talabur Horje et al., 2015; Neumann et al. 2015; Pagnini et al.,
2016].

Jsou doporucovany 2 biopie z 5 segmentu tlustého stieva a rekta. Netypicky ani
negativni nalez Crohnovu nemoc nevylucuji, charakteristicky nalez se miize vyskytovat

jen v nékteré lokalizaci a v ur¢itém stadiu nemoci [Gabalec, 2009].

Obr. 4 Koloskopie - zmény v tlustém sti‘evé u pacientii s Crohnovou chorobou
Al afty B/ viedy
(http://www.crohn.cz/wp-content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf)
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2.2.3.5.3 Magneticka rezonance
Na druhé stran¢ magneticka rezonance (MRI) je neinvazivni a bezpecna
zobrazovaci metoda. Nepisobi radia¢ni zatéz a ma vysokou senzitivitu. Také slouzi

k vylouéeni komplikaci. Je vhodna piedevsim pro déti [Iwanczak et al.].

Obr. 5 MRI enterografie
Syté zobrazena sténa klicky odpovida zanétlivym zménam (http://www.crohn.cz/wp-
content/uploads/2013/10/brozura_deti_2.pdf).

2.2.3.6 Lécba Crohnovy nemoci

2.2.3.6.1 Dieta

Zasadni dietni opatfeni nejsou nutna v obdobi remise. Strava musi byt dostate¢né
kaloricky vydatna s odpovidajicim mnoZzstvim vitamind a nedrazdiva. V obdobi prijmi, pii
bolestech a strikturach je nutné omezit piijem vlakniny. Béhem aktivniho onemocnéni je nutné
dodrzovat bezezbytkovou dietu. U pacientl se ¢asto vyskytuje laktézova intolerance [Klener et

al., 2012].

2.2.3.6.2 Protiprijmové léky
Redukuji vyprazdnovani. Mohou byt kontraindikovany u tézkého zanétu, nebot’ mohou
zptsobit vznik toxického megakolon. Radi se sem difenoxylat, loperamid a codein [Klener et

al., 2012].
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2.2.3.6.3 Aminosalicylaty
Jsou podavany u mirné aktivni formy nemoci, ale jsou i soucasti udrzovaci 1écby
Vv inaktivnim obdobi. Zakladem je 5-aminosalicylova kyselina (mesalazin). Blokuje aktivitu

mediatord zanétu [Klener et al., 2012].

2.2.3.6.4 Kortikoidy

UZivaji se béhem stfedni az tézké ataky nemoci. Podavaji se peroralné. K vyraznému
zlepSeni dochazi béhem 2-3 tydnti. Po zlepSeni stavu se davky postupné snizuji. Potlacuji
horecku, prijjem, bolesti biicha a zlepsuji chut’ k jidlu. Pacienti s ¢astymi relapsy vyzaduji trvalé

podavani vyssich davek kortikoidd [Gabalec, 2009; Klener et al., 2012].

2.2.3.6.5 Imunosupresivni 1écba
Podava se pacientim, u nichZ se vyskytuji relapsy béhem 1é¢by pomoci kortikoidu.
Nejcastéji se pouziva azathioprin, nebo jeho metabolit 6-merkaptopurin. Méné ¢asto

pouzivanym imunosupresivem je metotrexat [Gabalec, 2009].

2.2.3.6.6 Antibiotika
Jsou doporucovana u pacientd s kolononickym a perianalnim postizenim. Lékem prvni

volby je metronidazol (hlavné u septickych komplikaci), ale ¢asto se pouziva i ciprofloxacin

[Gabalec, 2009].

2.2.3.6.7 Probiotika

Ukazuji se jako G¢innd soucast 1écby. Jedna o zivé mikroorganismy, které ptisobi
ptiznivé na nase zdravi. K dispozici je kmen Escherichia coli Nissle a kvasinka Saccharomyces
boulardii [Klene r et al., 2012].

2.2.3.6.8 Chirurgicka lécba

Je indikovana pti ohroZeni pacienta zavaznymi komplikacemi. Az 70% pacientil
s Crohnovou chorobou podstupuje chirurgicky zakrok. Je potteba odstranit loZisko zanétu,
avsak musi se co nejvice usetfit zdrava tkan. Mozna je i Setrné€jsi laparoskopie. Lécba neni
definitivni, nemoc se mize znovu projevit v kterékoliv ¢asti traviciho Gstroji [Maggiori a Panis,

2013].

2.2.3.6.9 Biologicka lécba

V soucasnosti pfedstavuje nejucinnéjsi zptisob medikamentdzni 1écby u tohoto
onemocnéni. Z §ir§iho pohledu se jedna o aplikaci latek pfirozené povahy, které tlumi specifické
zanétlivé reakce. V uz8§im vyznamu znamena podavani protilatek proti TNF-a (faktor nddorové
nekrozy a, tumor necrosis factor a). Pro 1éébu Crohnovy nemoci jsou v CR k dispozici

monoklonalni protilatky proti TNF-a: infliximab (IFX), adalimumab (ADA) a vedolizumab
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(VD2Z). Do budoucna lze o¢ekavat zavedeni novych molekul ze skupiny biologickych preparatii
[Lukas et al., 2013; Bortlik et al., 2016].

2.2.3.6.9.1 Indikace k zahdjeni biologické lécby u Crohnovy nemoci

Je indikovana pacientiim se stfedni a vysokou aktivitou nemoci, u kterych je konven¢ni
1é¢ba netspesna. Dale u pacienti s perianalnimi pistélemi, kteti nereaguji na antibiotickou nebo
imunosupresivni terapii, u nemocnych ve velkém riziku nepfiznivého pribéhu onemocnéni, ale

také i pii vyskytu n€kterych mimostfevnich projevt [Lukas et al., 2013; Bortlik et al., 2016].

2.2.3.6.9.2 Kontraindikace biologické lécby
Absolutni kontraindikaci k podani anti-TNF piipravki je predchozi t€zka alergicka
reakce. Spada sem také aktivni infekéni onemocnéni, pritomnost nedrénovaného abscesu,

demyeliniza¢ni onemocnéni, vazna kardialni insuficience a nahla piihoda btisni [Bortlik et al.,

2016].
2.2.3.6.9.3 Podavani biologické terapie

2.2.3.6.9.3.1 Indukcni faze

Cilem této faze je navozeni odpovédi nebo remise. Uginnost indukéni faze se hodnoti
v 10. a 14. tydnu od zahjeni terapie. Infliximab (IFX) se podava intraven6zn¢ infuzi v davce 5
mg/kg Vv tydnech 0, 2 a 6. Adalimumab (ADA) se aplikuje subkutanné v tydnu 0 (0,80 mg),
v tydnu 2 (0,80 mg) a dale kazdé dva tydny 0,40 mg. Vedolizumab (VDZ) se podava rovnéz
subkutanné v tydnu 0, 2 a 6 v davce 300 mg, pfi nedostatecném efektu se mize podat i v 10.

tydnu [Bortlik et al., 2016].

2.2.3.6.9.3.2 Udrzovaci lécba

Délka této faze neni stanovena, ale méla by trvat nejméné 1 rok. Cilem udrzovaci 1éCby je
dosazeni a udrzeni kompletni remise. U nemocnych s komplikovanym priabéhem onemocnéni,
pti perzistujici aktivité nemoci nebo znamkach nekompletniho zhojeni je potifeba dlouhodobé
uzivani biologické terapie. Infliximab (IFX) se podava v osmitydennim intervalu (5mg/kg).
Adalimumab se aplikuje kazdé dva tydny (40 mg) a vedolizumab (VDZ) se podava
V osmitydennim intervalu (300 mg). Z dtvodu efektivity je pravidelna udrzovaci terapie

preferovana pred nepravidelnou [Lukas et al., 2013; Bortlik et al., 2016].

2.2.3.6.9.3.3 Konkomitantni imunosupresivni terapie.

Je vhodna v zacatku 1écby a to po dobu 6-12 mésici. Je zaloZena na kombinaci
imunosupresiva a infliximabu (IFX) anebo alimumabu (ADA). Konkomitantni imunosupresivni
1é¢ba zvysSuje protizanétlivy ucinek biologické terapie a soucasné snizuje tvorbu protilatek proti
anti-TNF preparatim. Piesto nebyl klinicky benefit této kombinace spolehlivé prokazan [Lukas
et al., 2013; Bortlik et al., 2016].
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2.2.3.6.9.3.4 Ztrdta odpovedi na biologickou terapii

Postihuje 25-30% pacientd v prvnim roce 1é¢by. V dal$ich letech ztraci odpovéd’ 10-15%
lécenych pacientii. Nejprve je nutné ovefit aktivitu nemoci a vyloucit komplikace. V ptipade
vylouceni komplikaci se navysi davky, anebo se zkrati intervaly podavani 1é¢by. Po obnoveni
efektu 1é¢by se zvazuje navrat ke standardnimu rezimu, ktery je spojen s rizikem relapsu

[Bortlik et al., 2016].

2.3 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie je luminiscenéni metoda, ktera se vyviji pies vice nez 60
let. Poskytuje rychlou analyzu o vlastnostech jedné bunky. Nyni Ize touto metodou
stanovovat zaroven az 13 parametr. Obdrzené informace jsou kvalitativni (sviti-
nesviti) 1 kvantitativni. Mezi métené charakteristiky dale patii velikost burky,
komplexnost cytoplazmy, obsah DNA nebo RNA, membranové vazané a intracelularni
proteiny. Pouziva se k imunofenotypizaci riznych vzorkl: plna krev, kostni dfef,
serozni dutinové tekutiny, cerebrospinalni mok, moc¢ a pevna tkan [Brown a Wittwer,

2000; Macey, 2007].

2.3.1 Princip

Bunécna suspenze se oznaci pomoci monoklonalnich protilatek (mAb)
S navazanym fluorochromem, ktery slouzi ke zviditelnéni vazby mAb k buiikdm.
Molekuly téchto mAb se specificky vazou na antigeny na povrchu i uvnitt buné¢k.
Suspenze oznacenych bunék se vlozi do pratokového cytometru. Pietlakem je tlacena
skrz trysku, tim se vytvoii tenky proud suspenze, v némz se burniky pohybuji za sebou.
Pro spravnou analyzu je nepiipustné, aby se dvé bunky nachazely vedle sebe. Proud
suspenze protina laserovy paprsek. Od ¢astic v suspenzi se laserové svétlo odrazi do
strany. Cim vic je Gastice granulovana, tim vic svétla se odrazi. Tento déj je nazyvan
Tyndalliiv jev. Dale ¢im je ¢astice vetsi tim vic se laserové rozptyli. Navic pokud jsou
na ¢astici navazany molekuly fluorochromd, které po expozici zafeni excitacniho zdroje
(laserovy paprsek) emituji fotony s delsi vinovou délkou. Takto ziskame primarni data.
Kdyz se sou€asné pouzije vice mAb s riznymi fluorochromy, umozni se soucasné
vysetiit vice antigenti v bufice [Sinkorova a Zarybnicka, 2008; Barttnikova a Paulik,

2011].
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2.3.2 Pristrojové vybaveni

Kazdy prutokovy cytometr sestava z n¢kolika zékladnich souc¢asti: fluidni
systém, excita¢ni zdroj, métici optické cely, FSC detektor, SSC detektor, systém
zrcadel, optické filtry, fluorescencni detektory, které jsou sefazené podle vzristajici
vlnové délky emitovaného svétla a dalsi elektronické soucastky (viz. obr. 6) [Novak et

al., 2006].

2.3.2.1 Fluidika

Po nasati vzorku bunééné suspenze do pritokového cytometru jsou Castice
nahodile rozptyleny v prostoru. Musi byt nejprve sefazeny do proudu jednotlivych
¢astic. Fluidika zaji$t'uje transport jedné buriky ze suspenze za druhou. Tento jev se

nazyva hydrodynamicka fokusace [Shapiro, 2002].

2.3.2.2 Opticka a detekcni Cast

Optika zahrnuje excitacni zdroje (lasery) a sbérné optické drahy. Sbérné optické
drahy jsou tvofeny systémem Cocek, zrcadel a optickych filtri. Tento systém zachycuje
fluorescencni a rozptylené zatfeni a privadi je na opticky aktivni vrstvu detektora.
NejcastéjSimi detektory jsou fotondsobice a fotodiody.

Detektory u kazdé bunky zaznamenavaji dva optické parametry: Forward scatter
— FSC a Side scatter — SSC. Svétlo rozptylené v ptednim sméru (tzv. ptedni rozptyl)
obvykle v thlu 20° od laserového paprsku. FSC udava informace o velikosti buniky a
rozliSuje Zivé buiiky od nec€istot. Bo¢ni rozptyl je svétlo métené ptiblizné v thlu 90° od
osy laserového paprsku. Kanal sbirajici bo¢né rozptylené svétlo se oznacuje jako SSC a
poskytuje informace o granularité, tedy vnitini struktuie. Kombinaci téchto dvou
parametri mohou byt rozliSeny jednotlivé buiiky v ramci heterogennich vzork (napf.

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

2.3.2.3 Elektronika

Elektronika je nejslozitéjSim systémem. Prevadi optické signaly (fluorescence,
rozptyl) na signély elektronické. Elektronické signaly jsou zesileny, digitalizovany a
zpracovany do srozumitelné formy, kdy jednotlivé buiiky jsou graficky reprezentovany
na monitoru pocitace pomoci cytometrického softwaru, jenz je soucasti pocitacového

vybaveni kazdého cytometru [Sinkorova a Zarybnicka, 2008].
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Obr. 6 Schéma priitokového cytometru

Jednotliva bunka/Castice je tryskou hydrodynamicky vedena k laserovym paprskiim. Signaly
jsou sbirany FSC, SSC a emisnimi detektory. Signaly jsou amplifikovany a pfevedeny do
digitalni formy k analyze v pocita¢i [ Rahman, 2006].

2.3.3 Analyzy a grafické znazornéni

Jakmile jsou data uloZena v pocitaci (obvykle v tzv. FCS formatu), 1ze je zacit
analyzovat. Tzv. histogramy znazornuji, kolik procent bunék je pozitivnich pro dany
parametr a popf. jaké intenzity fluorescence dosahuje urcita subpopulace bun¢k. O
kazdé buice ¢i subpopulaci se daji zjistit zakladni statistickd data (Cetnost, primérna
intenzita fluorescence, jeji median, modus standardni odchylku ¢i geometricky primér)
[Bartinikova a Paulik, 2011].

Jestlize chceme urcit vztah dvou parametrti, pouZije se dvojrozmérny graf.
Nejbéznéjsi je bodovy tzv. dot plot, kde kazda bunka je znazornéna jednou teckou.
Pokud se vice bun¢k piekryva ve stejném mist¢, na grafu se to neprojevi [Bartiinkova a

Paulik, 2011].
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Pro vztah 3 a vice parametrt se uziva analytické techniky ,,gatovani“. Vybere se
pouze ¢ast bunék podle 1-2 parametrli, vytvoii se gate (,,brana‘) a z gatu se vytvori dalsi

graf, ktery ukazuje zbyvajici parametry [Bartinkova a Paulik, 2011].

2.3.4 Podminky odbéru

Vysetteni se provadi z nesrazlivé krve (EDTA, heparin). Pro zakladni vySetieni
subpopulaci lymfocyth staci 2 ml krve. Analyza by se mé¢la provést do 30 h po odbéru,
aby nebyla zkreslend. Vyjimkou je vySetfeni funk¢niho stavu trombocytt, které se musi
provést ihned po odbéru. Vysetfeni mozkomiSniho moku se musi provést béhem 4

hodin po odbéru [Barttiikova a Paulik, 2011].

2.3.5 Uplatnéni metody
Jedna se o rychlé vySetifeni, které ma mnoho uplatnéni v nasledujicich oblastech

biomediciny.

2.3.5.1 V imunologii

e Nejcastéjsi indikaci je zjisténi zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci. To ma
vyznam pfti podezienich na tézky kombinovany imunodefekt (SCID), pii
monitorovani pacientll s AIDS a sledovani pacientii béhem intenzivni
imunosuprese pfi transplantaci kostni dfené.

e Zjisténi HLA haplotypu. V praxi se pouziva protilatky proti HLAB27, které se
poji s Bechtérevovou nemoci. Pro transplantacni Gcely se vyuZivaji genetické
metody.

e Detekce intracelularnich cytokini k rozliseni Th1 a Th2 subpopulaci. Srovnava
se koncentrace INF y a IL- 4 mezi nestimulovanymi bunkami a po stimulaci
phorbol-myristoyl acetatem (PMA), ionoforem nebo po stimulaci uréitym
antigenem/alergenem.

e Pro vylouceni vzacného imunodeficitu tzv. chronické granulomat6zni choroby
(CGD) se detekuje oxidacni vzplanuti. Pf1 CGD je produkce kyslikovych
radikalll nedostate¢na. Metoda spociva v detekci oxidovaného indikatoru napft.
dihydrorhodamin 123 po stimulaci PMA.

e Detekce mikrobicidie, cytotoxické aktivity a fagocytdzy, kde rozliSujeme
efektorové a cilové buniky pomoci membranového indikatoru a detekujeme podil
usmrcenych cilovych bunék. Test fagocyt6zy spociva v pohlcovani oznacenych

Castic [Barttinkova a Paulik, 2011].
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2.35.2

2.3.5.3

V onkologii a hematologii

Urcovani imunofenotypu malignich bunék je rutinni diagnostika vSech forem
leukemii a lymfomd.

Stanoveni bunécného cyklu. Pomoci fluorochromi zabudovavajicich se do
molekuly DNA. Lze stanovovat mnozstvi DNA v buiice a rozlisit jednotliva

stadia bunécného cyklu [Bartinkova a Paulik, 2011].

Bunécéna a molekularni biologie

V této oblasti se uplatnuje pouziti prutokového cytometru s tzv. ttidicim
(sortovacim) modulem, ktery umoziuje nami studovanou populaci ze smésného
vzorku napt. periferni krve cilené a specificky vyttidit a dale ji studovat jako
populaci, nebo jako jednotlivé buiiky na molekularni a bunécné trovni. Tento
piistup je vyuzivan spiSe pro tzv. zakladni biomedicinsky vyzkum.

Ttidice bun€k vyuzivaji data ziskana pti priachodu buiiky jednotlivymi
laserovymi paprsky k tfidéni bunék s vybranymi vlastnostmi. Pokud burika
nespliuje vybérova kritéria, skon¢i v odpadu. V pozitivnim piipad¢ je burnka
dopravena do pfipravené zkumavky nebo jamky mikrotitra¢ni desticky.
Nizkorychlostni mechanické nebo piezoelektrické sortery buiiky sbiraji ¢i
odchyluji z proudu hnaci tekutiny smétujici do odpadni nddoby. Maximalni
rychlost sbéru je cca 300 bunék za sekundu.

Vysokorychlostni tfidi¢e vytvaieji chvénim trysky uniformni proud kapek, kdy
rychlost proudu je stabilni, 1ze odhadnout, ve které kapce se s nejvyssi
pravdépodobnosti vyskytuje vybrana buiika. Tato kapka je nabita elektrickym
pulsem a v elektrickém poli vychylovacich desti¢ek je vychylena do sbérné
nadoby. VSechny ostatni kapky kon¢i v odpadu nebo jiné sbérné nadobé.

Je moZné provadét az Ctyfeestné sortovani. Vyhodna je kombinace pritokove
cytometrického sortovani bun¢k a PCR, nebot’ umoznuje studium genové

exprese u definovaného genetického materialu [Sinkorova a Zarybnicka, 2008].
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3 CILE PRACE

Obecné cile

® Analyza distribuce frekvenci B-lymfocytt periferni krve Sirokého spektra
vyvojovych stadii periferni lymfopoézy (tj. od T1 B bun€k az po terminalni
plazmaticka stadia) u zdravych kontrol a pacientii s Crohnovou chorobou

pomoci polychromatické prutokové cytometrie.

¢ Identifikace imunofenotypovych vzoru specifickych pro urcitou formu
onemocnéni a zaznamenani zmén v zavislosti na podavané biologické 1é¢bé (tj.

pted a po podani anti-TNF-o, preparatu).

Dil¢i cile jsou nasledujici:

1) Vytvoteni database zahrnujici cytometricka data a klinické data od kazdého
studovaného subjektu a jeji udrzovani.

2) Korelaci cytometrickych a klinickych dat.

3) Navrzeni dalSiho postupu zpracovani dat ve smyslu:

a) jednoduchého grafického znédzornéni takovéhoto imunofenotypu, které bude
jednoduse prezentovatelné 1ékaiim v klinické praxi a pouzitelné jako diagnosticko-
predik¢ni marker.

b) vytvofeni schémat na bazi tzv. “heat” mapy, pomoci nichz bude mozné seskupit
jedince s podobnymi imunofenotypy do skupin a s podobnymi distribucemi
jednotlivych B bunécénych stadii (podobné jako u expresnich profili na cDNA
Cipech).

Jak vyplyvé z vyse uvedeného, B lymfocyty periferni krve 1ze na zakladé
pritomnosti nebo absence povrchovych CD znakt charakterizovat jako rizné
subpopulace bunék, které maji v imunitnim systému mnoho vyznamnych funkci a

pravdépodobné se podileji nebo odrazeji patogenezi mnoha riznych chorob.

Dosud vsak existuje mélo poznatkl o tom, ktera konkrétni diferenciacni stadia B
lymfocytl jsou do patologickych procesti zapojena. Nejvyznamnéj$im objevem v tomto
kontextu byla identifikace povrchové molekuly CD27 na B lymfocytech, kterd umoznila
detekovat tii zakladni diferenciaéné-maturacni stadia periferni B lymfopoézy, tj. naivni
CD27 B lymfocyty (60%), pamétové CD27" B lymfocyty (40%) a CD27""
plazmatické buniky (do 1%) [Klein et al., 1998]. To znamenalo jednak velky pralom v
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oblasti zakladniho imunologického vyzkumu a jednak v chapani B buné¢éné
homeostazy. Posléze se ukéazalo, Ze efektorova stadia jako jsou plazmatické buiiky a
pamét'ove bunky a pomér mezi nimi a naivnimi buiikami, jsou dilezitym indikatorem
aktivity nemoci u autoimunitnich chorob a také odpovédi na podavanou protizanétlivou
1é¢bu [Dorner a Lipsky, 2004; Jacobi et al., 2008]. Avsak soucasné¢ zacalo byt vice a
vice zfejmé, ze pouziti této strategie u zanétlivych onemocnéni obecné a k monitorovani

odpovédi na anti-TNF 1écbu ma své limity.

V tomto ohledu pak dalsim dulezitym zlomem byl vyvoj citlivych pritokovych
cytometrt a stabilnéjSich typi fluorochromi, které spolu s rozsifenou kolekci
monoklonalnich protilatek specifickych pro dalsi CD molekuly umoznil pomoci
polychromatické pritokové cytometrie detekovat dalsi B bunééna stadia jako folikularni
B lymfocyty, B buitky marginalni zony, transientni B lymfocyty atd. a tim prohloubit
poznatky v oblasti B bunééné biologie a fyziologie. Bylo prokazéano, ze periferni B
lymfocyty jako takové jsou velmi heterogenni bunécnou populaci slozenou z malo
¢etnych nebo velmi fidkych subpopulaci (s frekvenci 1% az 1%eo), jejichz role nebo

(pato)fyziologicky stav, ktery odrazeji, jsou dosud zcela neznamé.

To vytvaii potiebu detailni charakterizace téchto bunék pomoci nejméné 5 znaki a
systematického vyzkumu na definovanych souborech pacientl s ur¢itymi

imunopatologiemi a kontrolnich zdravych jedincu.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a pristrojové vybaveni

4.1.1 Vzorky periferni lidské krve
Vzorky periferni krve pacientii s Crohnovou nemoci byly zajistény klinikou

ISCARE IVF (prof. MUDr. Lukas). Vzorky kontrol pochazely od kolegt z Laboratoie

molekularni antropologie a jejich rodinnych ptislusniki.

4.1.2 Pouzité chemikalie
e Ficoll-Paque™ Plus (StemCell Technologies,Vancouver, Kanada)
e Trypanova modf Trypan Blue stain 0,4 % (Invitrogen, Carlsbad, USA)
e chlorid sodny NaCl (Lachema, Neratovice, CR)
e chlorid draselny KCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e dodekahydrat hydrogenfospore¢nanu sodného Na,HPO4 x 12 H,O (Penta,
Chrudim, CR)
e dihydrogen fosfore¢nan draselny KH,PO,4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e zelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
e azid sodny NaN3 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e deionizovand voda (pfipravena zafizenim Millipore, Billerica, USA)

4.1.3 Monoklonalni protilatky
e eBioscience (Santa Clara, USA)
e BD Bioscience (Franklin Lakes, USA)
e Biolegend (San Diego, USA)

e Miltenyi Biotec (Trencin, Slovensko)
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Tab. 2 Seznam mAb pouzitych pro znaceni B-lyfocyta

414

fluorochrom mADb klon
1 Pe-Cy7 anti-CD19 | SJ25C1
2 BV655 anti-lgM | 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-lgD 1A6-2
9 BV605 anti-1gG G18-145
10 FITC anti-1gA
11 Hoechst 33258

Material

50 ml zkumavky SepMate (StemCell Technologies,Vancouver, Kanada)
50 ml zkumavky (TPP AG, Trasandingen, Svycarsko)

Pasteurovy pipety (Biologix Reaserch Company, Lenexa, USA)
mikrotitraéni desti¢ky (TPP AG, Trasadingen, Svycarsko)

Spicky k pipetam (Gilson, Middleton, USA)

latexové rukavice (Sempermed, Northamptonshire, VB)

0,5 ml zkumavky Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Pristroje

svételny mikroskop (Optica Microscopes Italy, Ponteranica, Italie)
Fuchs-Rosenthalova komirka (LaborOptik, Lancing, UK)

centrifuga (Alegra X-22 Centrifuge, Beckman-Coulter, Fulerton, USA)
pipety (Gilson, Middleton, USA)

pH metr inoLab p720 (WTW, Weilheim, Némecko)

digitalni vahy (Sartorius AG, Gottingem, Némecko)

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

vyrobnik ledu Bar line B 21 AS/WS (Frimont, Milano, Italie)
prutokovy cytometr LSR Il(Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA)

44



4.1.6

4.2

Pouzité 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)

Priprava roztoki

Buffered Saline) podle tabulky ¢. 3.

Tab. 3 Piiprava 10x PBS

Nejprve bylo piipraveno 10x koncentrované PBS (Fosfatovy puftr, Phosphate

Pouzita chemikalie mnozstvi vysledna koncentrace
NaCl 80¢g 0,37 mM
KCI 29 0,027 mM
Na2HPO4 x 12

H20 299 0,081 mM

KH,PO, 29 0,015 mM

doplnit do 1000
dd H20 ml /

Dale bylo potteba pfipravit 1x koncentrované PBS, které bylo pouZivano

v nasledujicich krocich pro izolaci PBMC a jednak pro ptipravu WSB.

10 ml 10x PBS + 90 ml ddH,0O; pH 7,2-7,4

buffer) (viz. tab.4).

Tab. 4 Priprava roztoku WSB

Poslednim roztokem bylo WSB (promyvaci a barvici pufr, wash and staining

Pouzita chemikalie mnozstvi vysledna koncentrace
Zelatina 4 ml 0,18%
NaNs 1lg 0,1%
doplnit do 1000
1x PBS ml /
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4.3 Odbér a skladovani vzorku

Pacientiim a zdravym kontrolam byla odebirana plna krev do 9 ml zkumavek
s K3EDTA (tri-draselna sil kyseliny etylen-diamin-tetraoctové). Vzorky byly

skladovany pfi pokojové teploté a maximalné do druhého dne byly zpracovany.

4.4 Priprava (fedéni) monoklonalnich protilatek pro znaceni lymfocyti
Nejprve bylo stanoveno potiebné mnozstvi monoklonalnich protilatek a WSB
(viz. tab. 5).

Monokontroly obsahovaly vzdy pouze jednu monoklonalni protilatku ve WSB. Slouzily

pro nastaveni cytometru a provedeni kompenzaci.

FMO (fluorescence minus one) kontroly obsahovaly vSechny monoklonalni protilatku
ve WSB az na jednu, pro kterou byla FMO kontrola ur¢ena. Diky FMO kontrolam bylo

mozno vymezit hranice negativnich a pozitivnich subpopulaci bunék.

Zkumavky oznacené jako MIXy pak slouzily pro vlastni méfeni vzorku a obsahovaly

vSechny monoklonalni protilatky ve WSB.
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Tab. 5 Tabulka pro vypocet Fedéni mAb

Celkovy | V \Y v
Monokotroly Fedéni Pocet objem | mAb | WSB Kazdé
vzorkiu mAb
(uD) (u) | (uD
(nD)
CD19-Pe-Cy7 20 1 46 23 | 437
IgM-BV655 20 1 46 23 | 437
CD24-PE 20 1 46 23 | 437
CD20-PerCP-Cy55 | 20 1 46 23 | 437
CD27-APC H7 20 1 46 23 | 437
CD21-APC 20 1 46 23 | 437
CD38- Al. Fluor 700 | 20 1 46 23 | 437
IgD-BV510 20 1 46 23 | 437
1gG-BV605 20 1 46 23 | 437
IgA-FITC 20 1 46 23 | 437
-CD19-Pe-Cy7 20 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
-lgD-BV510 20 3 92 50,6 4,6
-1gG-BV605 20 3 92 50,6 4,6
-IgA-FITC 20 3 92 50,6 4,6
-1lgM-BV655 20 46 253 2,3
_l 20 3 92 46 4.6
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4.5 TIzolace perifernich mononuklearnich bunék (PBMC)

Izolace probihala pomoci gradientové denzitni centrifugace. Mezi PBMC se tfadi
T- a B- lymfocyty, monocyty, NK burtiky a nezralé granulocyty. V zavislosti na dobé
zpracovani byly pouzity dva typy izolace. Kdyz PBMC byly izolovany v den odbéru,
byla pouzita varianta B (tzv. SepMate). Pokud PBMC byly izolovany az nasledujici

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

45.1 Varianta A (tzv. klasicky ficoll)
1. Vzorek periferni krve byl natfedén do 50 ml zkumavek pomoci PBS v poméru 1:1 (9

ml krve a 9 ml PBS) a nasledné promichan.
2. Do jiné 50 ml se ptidalo 10 ml Ficollu.
3. Pomoci Pasteurovy pipety se zfedénd krev navrstvila na Ficoll.

4. Takto ptipravené zkumavky se centrifugovaly pii 400 g, po dobu 40 min a pfi teploté

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

5. Po centrifugaci pomoci Pasteurovy pipety byl odstat prstenec PBMC (viz. obr. 7) a

ptenesen do nové 50 ml zkumavky.

6. Suspenze bunék v 50 ml zkumavce byla doplnéna pomoci PBS k 40 ml rysce a
nasledné centrifugovana pii 277 g, po dobu 10 min a pfi teploté 15 °C. Akcelerace a

decelerace byly nastavené na 7.

7. Po centrifugaci se supernatant vylil a peleta byla resuspendovana pipetou, doplnéna
pomoci PBS k 20 ml rysce a déle centrifugovéna pii 277 g, po dobu 10 min a pfi

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

48



plazma, trombocyty

prstenec PBMC

ficoll

erytrocyty

Obr. 7 1zolace lidskych PBMC
8. Po centrifugaci se supernatant opét vylil a peleta byla resuspendovana pipetou.

9. Resuspendovana peleta se pomoci WSB natedila dle miry zékalu v rozmezi 2 az 10

ml.

45.2 Varianta B (tzv. SepMate)
1. Vzorek periferni krve byl natedén do 50 ml zkumavek pomoci PBS v poméru 1:1 (9

ml krve a 9 ml PBS) a nasledné promichan.

2. 50 ml SepMate zkumavka s membranou se pies otvor naplnila Ficollem po okraj

membrany pomoci Pasteurovy pipety.

3. Pomoci Pasteurovy pipety byla navrstvena ziedénd periferni krev na membranu
SepMate zkumavky a centrifugovana pii 1200 g, po dobu 10 min a pfi teploté 15 °C.

Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7.

4. Po centrifugaci PBMC zlstaly nad membranou a byly pfevedeny do 50 ml

zkumavky.

5. Dale se postupovalo stejné jako v bode 6-9 varianty A.
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4.6 Test viability a zjiSténi po¢tu PBMC
Ur¢it mnozstvi PBMC na jednu jamku mikrotitra¢ni desti¢ky bylo nutné pro
méfeni prutokovém cytometru. Monokontroly a FMO kontroly musely obsahovat piil

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

1. Do zkumavky Eppendorf se odebralo 50 pul suspenze PBMC ve WSB, piidalo se 5 pul

Trypanové modfi a promichalo se to pipetou.
2. Fuchs-Rosenthalova byla naplnéna obarvenou buné¢nou suspenzi.

3. Pod mikroskopem pfi 400 ndsobném zvétSeni se pocitali zivé buiiky ve ¢tyfech
Stvercich. Zivé buiiky jsou schopné eliminovat barvivo Trypanové modii a tedy se

neobarvi. Mrtvé buiiky nejsou schopné barvivo eliminovat a barvi se modie.

4. Pocet napocitanych zivych bunék se nasobil 4 a délil 100. Takto se zjistila

koncentrace bun¢k v 1 ml buné¢né suspenze a celkovy vytézek.
Pro vzorky (tzv. MIXY) bylo pouzité dvojnasobné mnozstvi bunééné suspenze.

4.6.1 Znaceni bunék pomoci monoklonalnich protilatek na mikrotitrac¢ni destic¢ce

1. Do kazd¢ ptislusné jamky se napipetovalo vypoctené mnozstvi bunécné suspenze.
2. K suspenzi se ptridalo 100 ul WSB.

3. Mikrotitra¢ni desticka se stacela na centrifuze pii 277 g, po dobu 10 min a pfi teploté

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

4. Supernatant byl slit do odpadu silnym mavnutim. Mikrotitracni desticka byla

poloZena na filtrani papir nebo bunicinu, aby se odséla prebytecna tekutina.

5. Desticka byla znacend pomoci 20 pl monoklonélnich protilatek (20x fedénych ve
WSB) (viz. obr. 8).
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Obr. 8 Ukazka rozvrZeni mikrotitra¢ni desticky

6. Desticka byla 30 minut inkubovana v lednici (v temnu).

7. Po inkubaci se pridalo 100 pl WSB a nasledovala centrifugace pti 277 g, po dobu 10

min a pii teploté 15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7.

8. Silnym mavnutim se slil supernatant. Mikrotitra¢ni desticka se polozila na filtra¢ni
papir nebo bunicinu, aby se odséla ptebytecna tekutiny a nedoslo ke kontaminaci

bun¢k monoklonalnimi protilatkami.

9. Ptidalo se 100 ul WSB a centrifugovala se desticka pti 277 g, po dobu 10 min a pfi
teploté 15 °C. Akcelerace a decelerace byly nastavené na 7.

10. Slil se supernatant silnym mavnutim. Mikrotitraéni desti¢ka byla polozena na
filtra¢ni papir nebo buniCinu, aby se odsala piebytecna tekutiny, aby nedoslo ke

kontaminaci bun€k monoklonalnimi protilatkami.
11. Na zavér se do kazdé jamky napipetovalo 200 ul WSB.

4.6.2 Méfeni na priitokovém cytometru LSR 11

M¢éfteni vzorki bylo provedeno ve Stredisku Cytometrie a Mikroskopie v
Mikrobiologickém ustavu Akademie véd Ceské republiky na pritokovém cytometru
LSR II (Becton & Dickinson, Franklin Lake, USA). Data z pritokového cytometru byla
ziskana programem Diva v 5.0.1 (Becton & Dickinson, Franklin Lake, USA).

Asi 10 minut pfed kazdym méfenim se musel pfidat Hoechst 33258 do vS§ech FMO

kontrol, MIXU (vySetfovanych vzorkil) a monokontroly pro Hoechst.
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4.6.3 Statisticka analyza dat

Data z prutokového cytometruv podobé¢ relativnich hodnot byla dale statisticky
zpracovana a bylo provedeno porovnani hodnot mezi kontrolami pacienty s Crohnovou
chorobou (CD) a ulcerozni kolitidou (UC). Pro statistické hodnoceni ziskanych dat byl
pouzit neparametricky T-test Mann Whitney, jako statisticky vyznamné byly
povazovany hodnoty p<0,05. V piipad¢ malych soubort bylo statistické vyhodnoceni
provedeno pomoci testu Kolmogorow-Smirnow. Oba testy byly provedeny pomoci
softwaru GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). Data jsou

prezentovana jako median =+ standartni odchylka (SD, standard deviation).
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5 VYSLEDKY

V diplomové praci jsou vzhledem k rozsahu analyzy pomoci 11-ti barevného
panelu prezentovany pouze nejvice signifikantni vysledky, které byly detekovany
vesmés u populaci s imunofenotypem CD19°CD27" a CD19°CD27". Analyza dal$ich
vzorkl periferni krve v soucasné dob¢ stale probiha a bude dokoncena v fadu 1-2

mésicu.

Jak je vidét z obr. 9, zakladni hodnotici schéma vychazelo vzdy z vymezeni zivych
bungk, singletl (vylouceni mrtvych a slepenych, ptipadné agregovanych bun¢k a debri).
Poté byl ohrani¢en “lymfomono gate” a subopulace poté byly vymezeny vzdy z CD19"
B lymfocyti. A na zaklad€ znakii CD20 a CD27 bylo mozné zaméfit dal§i zkoumani na

subpopulace naivnich, pamétovych, plasmatickych a CD20"CD27" B-lymfocytt.

[Ungated]

FS-A/ Hoechst 33258-A [live] FSC-A / FSC-H

[singlets] FSC-A / SSC-A

Hoechst 33258-A
SSC-A

600 800 1000 600 1000

FSC-A FSC-A
[CD19+]
PerCP-Cy5-5-A / APC-Alexa750-A

asma

SSC-A
APC-Alexa730-A

T
[ PerCP-Cy5-5-A
10! ' Gate Number %Gated

PE-Cy7-A AlL 23 992 100,00
Gate Number %Gated (r:n[éznl:]l(-”(;DZ 7 2 sgg 1?’;;
All 192 026 100,00 naive 21246 88,55
CD19+ 23992 12,49 plasma 43 0,18

Obr. 9 Schéma pouZivané strategie k vymezeni B-lymfocyti na zakladé znaka CD19,

CD20 a CD27 dle Kleina [Klein et al., 1998]
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Celkem bylo analyzovano 23 subpopulaci na zdkladé exprese znakti CD19, CDZ20,
CD21, CD24, CD27, CD38, IgM, IgD, IgG a IgA, analyzovany byly pouze zivé tj.
Hoechst 33258 negativni. V tabulkach 6 — 8 jsou uvedeny jednotlivé imunofenotypy,
které byly bud’ jiz popsany, nebo jsme je u zdravych kontrol objevily v ramci feseni

ptredeslych projektli, anebo jsme je nove zaradili.

Tab. 6 Publikované a diive popsané B bunécné subpopulace [Klein et al., 1998; Vlkova et
al., 2010].

oznaceni subpopulace imunofenotyp
naivni CD19°CD20*CD27
pamétové CD19°CD20*CD27"
plazmatické CD19'CD20CD27*
T1 CD19°CD21"CD23""CD24""IgM™" gD
T2 CcD19*cD21M"cD23""cD24M " gMM" gD
FM CD19°CD21*CD23"'CD24*CD38*IgM*IgD*
FOI CD19°CD21*CD24'CD27'CD38™"IgM*
FO II CD19°CD21*CD24"*CD27'CD38 " 1gM**
MZ CD19°CD21""cD23 cD1d" " IgM™" gD

Tab. 7 Nové objevené subpopulace v ramci naSich projekti (nepublikovano)

oznaceni subpopulace imunofenotyp
CD24CD21™ CD19*IgM*""CD20°CD27' CD24'CD21™
CD24'CD21"™" CD19*1IgM*"CD20°CD27'CD24'CD21""
CD24CD21° CD19* IgM*"CD20°"CD27' CD24' CD21°
CcD24"CD21 CD19*IgM*"CD20°CD27' CD24"CD21°
CD24™CD21° CD19*1IgM*"CD20°CD27'CD24™CD21
CD24™cDp21™" CD19°1IgM*"CD20°CD27-CD24"™CD21"™"
CD24""Ccp21™ CD19'1gM*"CD20 CD27' CD24™"CD21™
CD24™"cp21"" CD19*1gM*"CD20°CD27'CD24""CD21""
CD24""CD21 CD19* IgM*"CD20°CD27'CD24"“CD21°
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Tab. 8 Nové zaiazené subpopulace na zakladé exprese imunoglobulinovych tiid.

imunofenotyp
CD19°CD20 CD27
CD19*CD20*CD21"'CD24""CD38 1gG IgA*
CD19*CD24""CD38*CD27*IgA*
CD19°CD20°CD27 IgD’ IgM"
CD19°CD20°CD27'IgD’IgM”*
CD19+CD20-CD27-1gD+IgM-

Tab. 9 Soubor kontrol (KO), pacientii s Crohnovou nemoci (CD) a ulcerézni kolitidou

(Uc)

Vzorky pacienti s CD
Celkem N=30
(n=11)
KO ucC TO T1
14 5 6 5

TO = odbér krve pred aplikaci IFX, T1 =2 hodiny po aplikaci IFX, T2 = odbér 14 dni po
aplikaci IFX, IFX = Infliximab
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Tab. 10 Soubor pacientii s CD a UC

Biologicka
Demografie Onemocnéni 1écba v
minulosti
Trvani
Cislo Vék | Pohlavi | Dg. | nemoci Periandlni) Operace Ano/ne
[roky] postiZeni | stievni
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 Cbh 0 ne ne ne
7 31 F ucC 1 ne ne ne
8 19 M ucC 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 — ulcerdzni kolitida, M — muz, F — Zena, nd - nedefinovano

Tabulka 10 shrnuje klinické parametry sledovanych pacientt, pfevazuji muzi,
pacienti jsou spiSe mladsi a nikdo z nich nebyl v minulosti Ié¢en anti-TNF preparatem,

jednalo se o pacienty tzv. naivni, u nichz doslo postupné k exacerbaci choroby.
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5.1 Pamétové B-lymfocyty CD19°CD27"

V této Casti jsme se zaméftili pouze na B-lymfocyty pamétové. Jak je vidét z tab.
11 a obr. 10, frekvence CD19°CD27" B-lymfocytl byla u pacienti s aktivni formou CD
zvysena oproti kontroldm (medidn 20,06% vs. 11,75%) a interesantnim zji§ténim je, ze
2 hodiny po podani Infliximabu doslo k poklesu frekvence téchto B-lymfocytt na
9,84%, tj. dokonce pod hladinu pozorovanou u kontrol. Pacienti s UC méli frekvenci

téchto bunck také zvySenou oproti kontroldm (median 18,60%).

Tab. 11 Frekvence CD19°CD27" B-lymfocytii u kontrol a pacientti s CD a UC

CD19+CD27+ KO CDTO CDT1 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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci [FX, IFX = Infliximab,

frekvence jsou uvedeny v %
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Obr. 10 Frekvence CD19"CD27" B-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, TO = odbér krve pied aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab
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Z tab. 12 a obr. 11 je patrné Ze, frekvence CD19"CD20"CD27" B-lymfocytii
byla u pacientti s aktivni formou CD opét zvySena oproti kontroldm (median 17,61% vs.
11,75%) a za 2 hodiny po podani Infliximabu doslo opét k poklesu frekvence téchto B-
lymfocytli na 12,50%. AvSak v ptipadé této B bunécné populace pacienti s UC méli

frekvenci téchto bunék podobajici se kontroldm (median 10,89%).

Tab. 12 Frekvence CD19°CD20"CD27" B-lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC

CD19+CD20+CD27+ KO CDTO CDT1 ucC
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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci [FX, IFX = Infliximab,

frekvence jsou uvedeny v %
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Obr. 11 Frekvence CD19"CD20"CD27" B-lymfocytii u kontrol a pacientti s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab
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Z tab. 13 a obr. 12 vyplyva ze, frekvence CD19"CD20"CD27"IgM" B-

lymfocytl byla u pacientl s aktivni formou CD opét zvySena oproti kontroldm (median

88,60% vs. 66,82%) a zajimavé zjisténi je, Ze 2 hodiny po podani Infliximabu doslo k

poklesu frekvence téchto B-lymfocytti na 77,71%. OvSem v ptipadé této B bunécné

populace pacienti s UC méli frekvenci téchto bun¢k podobnou kontrolam (median

69,59%).

Tab. 13 Frekvence CD19°CD20"CD27 IgM* B-lymfocyti u kontrol a pacientii s CD a UC

CD19+CD20+CD27+IgM+ KO CDTO CDT1 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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, TO = odbér krve pied aplikaci 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-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab
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Jak je vidét z tab. 14 a obr. 13, frekvence CD19°CD20"CD27 1gM " B-
lymfocytt byla u pacientt s aktivni formou CD tentokrat statisitcky vyznamné snizena
oproti kontroldm (median 11,10% vs. 39,40%; p=0,0243) a zajimav¢ zjisténi je, Ze 2
hodiny po podani Infliximabu doslo dokonce ke zvySeni frekvence téchto B-lymfocytt
na 22,29%. Co se tyce této B bunécné populace pacienti s UC méli frekvenci téchto

bun¢k mirné€ redukovanou oproti kontrolam (medidn 12,22%).

Tab. 14 Frekvence CD19°CD20"CD27"IgM" B-lymfocyth u kontrol a pacientti s CD a UC

CD19+CD20+CD27+IgM- KO CD TO CDT1L uc
40,87 11,7 22,29 20,21
27,74 105 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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p — hladina vyznamnosti
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Obr. 13 Frekvence CD19"CD20"CD27 IgM’ B-lymfocytii u kontrol a pacientti s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci
IFX, p - hladina vyznamnosti
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Jak plyne z tab. 15 a obr. 14, frekvence CD19"CD20"CD27'CD38" B-lymfocytti
byla u pacienti s aktivni formou CD take zde snizena oproti kontrolam (median 14,16%
vs. 22,86%) a za 2 hodiny po podani Infliximabu doslo dokonce ke zvyseni frekvence
téchto B-lymfocytli na 20,83%. V piipad¢ této B bunécné populace pacienti s UC méli
frekvenci téchto bun¢k redukovanou, dokonce pod hladinou pozorovanou u pacientt s

CD pted podanim anti-TNF 1é¢by (median 7,95%).

Tab. 15 Frekvence CD19°CD20"CD27'CD38" B-lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC

CD19+CD20+CD27+CD38+ KO CDTO | CDTI 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
44
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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, TO = odbér krve pted aplikaci 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-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci [FX, [FX = Infliximab

66



Z tab. 16 a obr. 15 je patrné Ze, frekvence CD19°CD20"CD27°CD24 CD21" B-

lymfocytt byla u pacientt s aktivni formou CD take zde snizena oproti kontroldm

(median 6,81% vs. 18,22%) a dale bylo zjisténo, ze 2 hodiny po podéani Infliximabu

doslo dokonce ke zvyseni frekvence téchto B-lymfocytl na 15%. V ptipadé této B

bunécné populace pacienti s UC méli frekvenci téchto bunék redukovanou na troven

kontrol (median 16,18%).

Tab. 16 Frekvence CD19°CD20"CD27'CD24 CD21" B-lymfocyti u kontrol a pacientt s

ChaucC
CD19+CD20+CD27+CD24-CD21+ KO CDTO CDT1 uc
3,27 1,17 2,48 6,57
3,72 11 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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pted aplikaci 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-lymfocytii u kontrol a pacientii s
ChaucC

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pted aplikaci
IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab
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V tab. 17 a obr. 16 mizeme vidét ze, frekvence CD19°CD20*CD27"1gD IgM™ B-

lymfocytl byla u pacientt s aktivni formou CD také snizené oproti kontroldm (median

9,43% vs. 27,08%) a 2 hodiny po podani Infliximabu doslo dokonce ke zvyseni

frekvence téchto B-lymfocyti na 22,12%. V ptipadé této B bun&cné populace pacienti s

UC méli frekvenci téchto bunék redukovanou pod troven kontrol (medidn 19,15%).

Tab. 17 Frekvence CD19°CD20°CD27"IgD IgM’ B-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a

uc
CD19+CD20+CD27+IgD-1gM- KO CDTO | CDTI uc
38,65 10,23 20,12 19,15
13,96 8,62 6,39 31,3
0,33 55,13 3333 111
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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, KO — kontrola, TO = odbér krve pied aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX

= Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %
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Obr. 16 Frekvence CD19°CD20"CD27°1gD’ IgM" B-lymfocyti u kontrol a pacientii s CD a
ucC

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pied
aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX = Infliximab
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5.2 Naivni B-lymfocyty CD19°CD27
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Obr. 17 Schéma pouzivané gate strategie k vymezeni naivnich CD19°CD20"CD27 a
CD19"CD20°CD27 B-lymfocyti dle Kleina [Klein et al., 1998]

Opét hodnotici schéma vychézelo z vymezeni zivych bunék, singlett (vylouceni
mrtvych a slepenych, ptipadné agregovanych bun¢k a debri). Poté byl ohranicen
“lymfomono gate”. Pak byly vymezeny vzdy CD19" B-lymfocyty. A dale bylo
zkoumani smérovano na naivni (CD19°CD20°CD277) a CD19°'CD20°CD27
subpopulace B-lymfocyti (viz. obr. 17).

Statisticky vyznamné rozdily v distribuci byly zjiStény pro vysSe uvedené
CD19°CD20'CD27 a CD19°CD20'CD27" B lymfocyty (viz. dale).
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Stejné jako u CD19°CD20"CD27 IgM" také CD19"CD20°CD27 IgM™ B-
lymfocyty byly v periferni krvi pacientl ve srovnéni s kontrolami (medidn 57,15% pro
CD vs.19,59% pro KO; p=0,0341) ptitomny ve zvySené frekvenci, tentokrat vSak se
jednalo o signifikantni zvySeni (tab.18, obr.18). Pacienti s UC se svymi hodnotami
pohybovali pod tirovni control a u pacientti s CD 2 hodiny po podani IFX doslo pouze k
mirné redukci CD20°CD27 IgM™ B-lymfocyti.

Tab. 18 Frekvence CD19°CD20°'CD27 IgM* B-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC

CD19+CD20-CD27-IgM+ KO CD T0 CDT1 uc
25 50 50 6,89
22,5 375 47,06 9,84
10,53 64,29 0
16,67 37,56 62,92
40,74 7717
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% ClI 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina vyznamnosti
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Obr. 18 Frekvence CD19°CD20°'CD27 IgM" B-lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC
CD - Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pted
aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina vyznamnosti
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CD19"CD20°CD27 IgM" B-lymfocyty svou distribuci pfipominaly distribuci

zjisténou pro CD19"CD20"CD27 IgM" B lymfocyty, s tim Ze sniZeni jejich frekvence u

pacientd s CD oproti KO bylo statisticky vyznamné (medidn 57,15% pro CD vs.
83,56%pro KO; p=0,0373) (tab. 19, obr. 19). Frekvence téchto bunék u pacientii s UC

se pohybovala nad urovni zjisténou pacienti s CD, ale pod hodnotami nalezenymi u

control. U pacientd s CD 2 hodiny po podani biologického preparatu doslo k mirnému

zvy$eni populace CD20°CD27 IgM* B-lymfocytiL.

Tab. 19 Frekvence CD19°CD20'CD27 IgM™ B-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC

CD19+CD20-CD27-IgM- KO CDTO CDT1 uc
75 50 50 62,39
775 375 52,94 84,9
89,47 64,29 0
83,33 37,56 37,08
59,26 7717
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% ClI 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 2433 15,92
p=0,0373

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pied aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina vyznamnosti

74




CD19+CD20-CD27-IgM- B lymfocyty

p=0,0373
1009 o0
Y
L POV 1 v
809
°® ]
]
5 n
< d \{
~ 60 )
o A
< ° ] A
>
X~ J [ ]
2 40 N A
L
209
0 + r - .
KO CDTO CDT1 ucC

Obr. 19 Frekvence CD19"CD20°CD27 IgM" B-lymfocytii u kontrol a pacientti s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pied
aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina vyznamnosti
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Zajimavé vysledky byly zjistény take pro naivni CD19"CD20"CD27 IgD IgM"

B-lymfocyty, kde byl imunofenotypovy vzor velmi podobny zjisténim u CD27"1gD’

IgM" B bunék. Hodnoty frekvenci byly nizsi u pacienti s CD ve srovnani s kontrolami,

kdy se hodnota p pohybuje tésné nad hranici vyznamnosti (median pro 2,73% CD vs.

pro 7,82% KO; p=0,0531), zatimco u pacienti s UC byla tato frekvence nepatrné vyssi
(9,67%, 1 kdyz se zde jedna pouze o dva vzorky) (tab. 20, obr.20). U pacientti s CD 2

hodiny po podani Ié¢by zména ve frekvenci ani v tomto piipad¢ nebyla pozorovatelna.

Tab. 20 Frekvence CD19°CD20°CD27 1gD IgM" B-lymfocyti u kontrol a pacientti s CD a

uc
CD19+CD20+CD27-1gD-IgM- KO CDTO | CDTL 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% Cl 429-1629 | 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 — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni

interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pied aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina vyznamnosti
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Obr. 20 Frekvence CD19"CD20°CD27'IgD IgM™ B-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a
ucC

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pied
aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina vyznamnosti
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Analogicky trend jsme pozorovali také CD19"CD20"CD27 1gM " u subpopulace
B-lymfocyti, kterd byla vyznamné redukovana u pacientti s CD ve srovnani s

kontrolami (median 13,41% pro CD vs. 24,98% pro KO; p=0,0243) (tab. 21, obr. 21).

Tab. 21 Frekvence CD19°CD20°CD27'IgM" B-lymfocytii u kontrol a pacientti s CD a UC

CD19+CD20+CD27-1gM- KO CDTO | CDT1 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% Cl 15,03-65,38 | 2,77-41,39 | 2,33-89,19 | 14,60-25,96
median 21,2 5,88 741 20,28
SD 27,46 15,07 41,89 8,03
p=0,0243

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pied aplikaci IFX, T1 =2 hodiny po aplikaci

IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %, p - hladina vyznamnosti
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Obr. 21 Frekvence CD19°CD20"CD27 IgM" B-lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC
CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confiden¢ni
interval, CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pted
aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab, p - hladina vyznamnosti
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6 DISKUZE

Prace byla zaméfena na studium dosud velmi mélo probadané CD27" frakce
perifernich CD19" B lymfocytii. Jak je vidét vychozi CD19"CD27" populace
pamétovych B lymfocyti stejné jako obé jeji subpopulace CD19°CD20°CD27" a
CD19°CD20"CD27 IgM™ (tzv. klasické pamétové B-lymfocyty ve smyslu definice dle
Kleina, [ Klein et al., 1998] byly detekovany vzdy ve zvySenych frekvencich oproti
kontrolam. To je pIn¢ v souladu s tim, ze pacienti s Crohnovou chorobou (CD) byli

vSichni neléceni a u vSech se jednalo o klinicky potvrzené aktivni stddium nemoci.

Zde je jesté tieba zdlraznit zcela opacny jev pozorovany pro
CD19°CD20"CD27 IgM a CD19°CD20"CD27"IgD IgM" B-lymfocyty, jejichz
frekvence byly u pacientd s CD na rozdil od pacientl s ulcer6zni kolitidou (UC), kde

naopak byly zvysené (viz nize).

Jeden z velmi zajimavych nalezii 1ze objevit pti bliz§im hodnoceni vysledki, kdy je
vidét, ze pii pouziti pouze dvou znakd, tj.CD19 a CD27, také pacienti s UC maji

frekvenci téchto B bunék zvysenou oproti kontrolam.

Avsak pridani aktiva¢niho znaku CD20 vede k odliseni pacientti s CD od UC, kdy
pacienti s UC se svym profilem neodlisuji od kontrol a frekvence B bunécné

subpopulace je prakticky stejna jako u kontrol.

Pokud je v8ak do imunofenotypizace ptidan jesté dalSi marker, v tomto pfipadé
IgM, pak rozliseni pacientii s CD a UC je jesté vice patrné. To miize znamenat, Ze
jednak bude mozné vyuzit pratokovou cytometrii k diferencidlni diagnostice CD a UC a
tedy UC predstavuje jiny typ IBD pravdépodobné s jinym mechanismem patogeneze a
jedna se tedy skutecné o jinou klinickou jednotku také na bazi bunééné. DalSim
vystupem je skutecnost, Ze je tieba pouzivat vice markeru k postizeni rozdili, které ve

vychozi ,,makropoulaci* nejdou zjistit.

U vsech tiech populaci u pacientii s CD doslo 2 hod. po intravendzni aplikaci
Infliximabu k poklesu jejich frekvenci v periferni krvi, coz znamena, Ze nasi metodu lze
pouzit k monitorovani odpovédi na podany 1ék. Nejzajimavéjsi je tento nalez z hlediska
farmakokinetiky, nebot’ reakce v tomto pfipade vlastné systémova, se odehrava v radu

hodin. Zde by bylo vhodné doplnit data o analyzu periferni krve v dalSich ¢asovych
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intervalech (po 4, 6 a 8 hod. od podani 1¢ku), coz v§ak narazi na etické problémy a

neochotu pacientl zlstat delsi dobu ve zdravotnickém zatizeni.

U dalgich analyzovanych CD27" B bunéénych subpopulaci,
CD19'CD20"CD27'CD38", CD19°CD20"CD27°CD24'CD21" a
CD19'CD20"CD27"IgD IgM™ byly jejich frekvence v periferni krvi deprivovany. U
populace CD19°CD20"CD27"IgM" B bungk tato redukce byla dokonce statisticky

vyznamna.

Po podani anti-TNF preparatu se frekvence vSech ¢tyfech subpopulaci zvysila, coz
predstavuje naprosto odlisnou reakci od popsané pro vyse uvedené pamétové B
lymfocyty. Vzhledem k tomu, Ze pro lidské CD27" B-lymfocyty neexistuji zadna data,
je obtizné uvést néjaké vysvétleni. Jednim by mohl byt fakt, Ze kombinace znaki
umoznila detekovat nezndmé subsety CD27" B-lymfocytii, které navzdory piitomnosti
molekuly CD27 mohou stat v matura¢né-diferenciacnim diagramu jinde nez klasicka
efektorovéd/aktivovana stadia a mohly by dokonce ptedstavovat také stddia méné zrala.
Pak by mohly mit ur¢ity kompenza¢ni vyznam a dopliiovaly by vy€erpany imunitni
systém diky persistentnimu zanétu v tenkém stevé, kdy periferni B-lymfocyty bud’
odcestovaly z periferie do mista zanétu, nebo byly diky nému deprivovany (a proto se
vyskytuji v nizkych frekvencich), ptipadné tyto procesy by mohly probihat soucasné. Po
podani anti-TNF preparatu je pak bud’ migrace inhibovana, nebo deprivace pferusena
(anebo oboji) a frekvence téchto B bunék se opét zvysuje. Otazkou zlistava, jakou
funkei plni a jak je to s jejich aktivaéné-diferenciacnim stavem. Také pro tento typ
bunék platilo, Ze pacienti s UC vykazovaly imunofenotypovy vzor podobny kontrolam,

nebo se jejich imunofenotyp pohyboval mezi kontrolami a pacienty s CD.

Jak bylo jiz uvedeno celkem jsme analyzovali 23 subpopulaci a vedle CD27"
subsetu B bun¢k, statisticky vyznamna data byla ziskana také pfi hodnoceni CD27
frakce, kterd je tvofena dvéma zakladnimi subpopulacemi — CD19°CD20°CD27 a
CD19'CD20"CD27", ktera je obecné povazovana za tzv. naivni, antigenné nezkusené

B-lymfocyty [Klein et al. 1998].

Prohlédme-li si grafy, pak je vidét, ze frekvence CD19"CD20"CD27 IgM"*
(klasické pamétové B buiiky, viz vyse) a CD19°CD20"CD27 IgM” byly vzdy nejvyssi
u pacientil s aktivnim stadiem CD a v porovnani s nimi naopak u UC niz$i. Obé&

populace vykazovaly stejnou reakci na podani Infliximabu, kdy doslo vzdy poklesu
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pusobenim anti-TNF preparati obecné.

Za zvySenim frekvence téchto B-lymfocyti by mohl byt zodpovédny prave
probihajici zanét v tenkém stieveé. Nase data by byla v souhlase také s dalSim
pozorovanim vyznamné vyssi frekvence B IgM* a IgM*IgD” lymfocytii u pacienti, které
nesou na svém povrchu IgM BCR a mohou byt ptedstavovat B buiiky ve stadiu s

kapacitou reagovat a klonalné expandovat po kroslinkovani BCR antigenem.

Zcela opacny trend byl vSak pozorovan u populaci bez povrchového IgM, tj.
CD19°CD20"CD27"IgM" (pamétové B buiiky) a CD19"CD20"CD27 1gM’ B buiiky.
Zde u pacientd s CD v periferni krvi byly tyto buiiky nalezeny vyznamné redukované,
av$ak rozdéluje je jejich reakce na anti-TNF preparat. Zatimco frekvence CD19"CD20"
CD27 1gM bunék klesla, frekvence CD19"CD20"CD27 IgM pamétovych B bunék u
tychz pacientli stoupla. Podobné bylo pozorovani reakce na 1écbu u dalSich dvou
subpopulaci, CD19°CD20"CD27 1gD IgM" (naivni B buiiky) a
CD19°CD20*CD27"1gD’IgM". Za redukci jejich frekvence by mohla byt schopnost B

bunék cilen¢ migrovat do mista aktivniho a probihajiciho zanétu prave v tenkém stieve.

Dalsim vysvétlenim opacnych trendii ve frekvencich sledovanych B bunéénych
subpopulaci v periferni krvi u pacientd s CD by mohlo ale byt také to, ze [gM'IgD™ B
lymfocyty jsou v tzv. “pre-switched” stadiu a jejich redukovana frekvence u pacientil s
CD neni vysledkem migrace do postiZeného stieva, ale je diisledkem toho, Ze slouzi ve
smyslu kompenzacniho efektu jako rezervoar pro generovani B-lymfocytt, které jsou
vyvojove dale a smétuji k diferenciaci do efektorovych stadii. To by navic bylo v
kontextu s nalezem sniZzené frekvence IgM™ B bungk, jejichz soucasti “pre-switched”

IgM'IgD" B lymfocyty logicky musi byt.

V soucasné dobé nelze spolehlivé zdiivodnit a dolozit, pro¢ tomu tak je a
predevsim, co tento nalez vlastn€ znamena jednak pro patologii CD jako takovou a
jednak pro imunitni systém pacienta. V literatufe dosud nejsou podobné vysledky
publikovany a experimenty nebyly v takovém detailnim rozsahu provedeny, a navic
naSe analyzy budou doplnény jesté o dalsi data, kterd mohou vést k lepsSimu pochopeni

pozorovaného jevu.
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V tomto kontextu je zajimavé, ze ackoli z hlediska expresniho profilu povrchovych
markert jde vlastné o jiné bunky, urcité charakteristiky imunofenotypového a
distribu¢niho vzoru nalezené pro tyto obé populace u pacienti s Crohnovou chorobou a

ulcerativni kolitidou jsou témét shodné nebo alespon podobné.

Tato nase tvrzeni bude jesté nutné potvrdit, do probihajicich analyz budou zahrnuti
jesté dalsi pacienti s CD a UC (a pacienti s dalsimi imunopatologiemi) a bude tieba se
také zabyvat kombinacemi s dal§imi znaky v rdmci naseho 11-ti barevného panelu. Na
zakladé nasich priibéznych dat se viak 1ze domnivat, Ze CD27" B bun&na subpopulace
predstavuje velmi heterogenni bunécné prostiedi, v némz se budou vyskytovat

pravdépodobné funkéné a diferenciané odlisné mikropoulace B-lymfocyti.

Do budoucna bude nutné tyto subpopulace podrobit detailngjsimu vyzkumu na
urovni expresniho profilu (exprese imunoglobulinové mRNA, transkrip¢nich faktord, in
vitro odpovidavost na mitogeny a super antigeny atd.), a to na urovni jedné bunky nebo

mnoha bunék.

Je odiivodnéné se domnivat, Ze ob¢€ zakladni frakce (CD27 pozitivni/negativni) se
vlastn¢ skladaji z mnoha mini- nebo mikro-populaci, pro coz svédéi také cela Sife velmi
nesourodych dat publikovanych pro definované populace B-lymfocytd, kdy vysledek

muze vlastn¢ zna¢né ovlivnén kombinaci konkrétnich povrchovych markert.

B-lymfocyty hraji roli v riznych (imuno)patologiich prostfednitvctvim kombinace
mechanismi na protilatkdch dependentnich a independentnich, tyto procesy zahrnuji
napf. prezentaci antigen, regulaci T lymfocytt, podil na genezi lymfoidnich organt a
produkci cytokini [Manjarrez-Orduno et al., 2009]. Tato funkéni diversita je u lidi
velmi malo prozkoumana a patogenni nebo protektivni plisobeni B-lymfocytt je pak

vysledkem nerovnovazného ptisobeni ur¢itého subsetu B bunék.

Navic, rozliSeni funk¢énich nebo maturaéné aktivacnich stadii B bunék je v podstaté
vétSinou omezeno na IgD, CD27, CD38 a CD24 a nésledné definovani hlavnich obecné
pfijimanych populace transientnich, naivnich, pamétovych a plazmablastickych stadii.
To vede k tomu, Ze nejsme schopni v ramci konvencnich subset differencovat ¢etné
populace s jinymi funk¢nimi vlastnostmi. V tomto kontextu je velkym pifinosem,

protoze kombinace vice nez péti znakl povede k jemnéjSimu rozliSeni jinak v podstaté
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“neviditelnych” nizkofrekventnich subsett (s frekvencemi v fadu po jednu desetinu

procenta a nize) [Wei et al. 2011].

V soucasné dobé je pouzivano rozdéleni perifernich CD19" B lymfocytii na zakladé
kombinace znaku IgD/CD27 [Klein et al., 1998; Kaminsky et al., 2012]. Z IgD- frakce
jsou pak vymezovany plazmablasty jako CD27""CD38™, transientni CD27""CD38"" B
buiiky z frakce CD27 1gD" a z CD27" frakce pamétové B lymfocyty [Klein et al., 1997;
Klein et al., 1998; Sims et al., 2005; Wei et al., 2007; Dogan et al., 2009].

Dalsim subsetem B lymfocyti, ktery svym zpiisobem piedstavuje vyznamné téma,
jsou regulaéni B lymfocyty - tzv. Breg lymfocyty. Také zde se krom¢ obecné
pfijimaného Breg-specifického markeru cytokinu IL-10 setkdvame s riznymi subtypy
bunéénymi populaci: naivni IgD*CD27’, transientni CD24"CD38", B10 CD24"CD27*,
Blorc CD11b", CD1d"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 téchto studii pfi jejich studio vyplyva, ze prida-li se nebo vynecha néktery
z marker(i, znamena to, Ze je provadéna analyza Gplné odlisné subpopulace s
diferentnimi biologickymi vlastnostmi a funkcemi na jedné stran¢ a na druh¢ strané se
opakované potvrzuje, ze CD19" B lymfocyty pfedstavuji vniting velmi heterogenni

bunécné prostiedi.

Polychromaticka prutokova cytometrie pouzitim napft. az dvaceti markerti v jednom
a témze vzorku umoZni podchytit pfitomnost/absenci raritnich bunecnych populaci a
naslednou multidimenziondlni analyzou ziskanych dat bude moZné podchytit nejen
jemné zmény v zastoupeni ¢i frekvencich, ale take vzajemné souvislosti a propojeni

mezi nimi za fyziologického a patologického stavu.
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7 Zavér

Tato prace byla zaméiena na detailni charakterizaci 23 B buné¢nych subpopulaci
definovanych na zéklad¢ pouziti 11 povrchovych markert a polychromatické pratokové
cytometrie v souboru zdravych jedinct, pacientt s aktivni neléé¢enou Crohnovou

chorobou a ulcerativni kolitidou.

Byly nalezeny signifikantni rozdily ve frekvencich perifernich populaci CD27"
pamét’ovych a CD27  naivnich B lymfocytarnich subpopulaci, které¢ se v periferni krvi
pacientl s Crohnovou chorobou vyskytovaly ve vyssich nebo nizsich frekvencich ve

srovnani se zdravymi jedinci.

4

Detailngjsi imunofenotypyzace téchto subpopulaci pak ukazala, ze postizeni
pacienti maji alterovanou homeostidzu a CD27" a CD27" B bun&nych subset.
B lymfocyty pacientt s ulcerativni kolitidou vykazovaly odliSny imunofenotypovy vzor

spiSe podobny kontrolam.

Prvni vysledky znazornéné na obr. 22 naznacuji, Zze bude mozné data prevést do
jednoduchého schématu pro klinické pracovniky, kterym bude jim mozné hodnotit

aktivitu choroby a monitorovat odpovidavost na biologickou 1é¢bu.

Tato prace byla koncipovana jako pilotni studie a zpracovani dat véetn¢ korelacnich
analyz dale pokracuji, je planovana ptiprava publikace v impaktovaném casopise a

prezentace na zahrani¢nim kongresu.
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Obr 22. Schématické znazornéni pritomnosti a rozloZeni subsetii B lymfocyti
definovanych markery CD21 a CD24 u zdravého jedince (KONTROLA) a pacienta s CD
pired podanim (KRO T0) a dvé hodiny po podani anti-TNF preparatu (KRO T1)

Horni schéma (KONTROLA) znézorfiuje normalni rozlozeni B bunéénych subpopulaci za
fyziologického stavu, schéma KRO TO znazorfiuje rozdilnou distribuci subpopulaci za
nefyziologického stavu u pacienta s aktivni CD, KRO T1 pak zménu patternu dvé hodiny po
intravendzni aplikaci Infliximabu, kde je patrny navrat ke vzoru rozlozeni za fyziologickych

podminek.
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