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Abstract

B-cells of peripheral blood in humans represent a heterogenemediular
environment displaying many important functions in the immune system. Recently, there is
an increasing amount of evidence that B cell subpopulations are involved in the pathogenesis
of many different diseases. However, there is little or no knolgkeon how the individual
differentiation stages of B lymphocytes are involved in pathological processes, and how they
are distributed and represented under the physiological state and under pathological
conditions.

There is a reasonable assumption that,with dendritic cells, NK / NKT cells and T
lymphocytes, also B cell populations will contain minor and/or rare subpopulations reaching
NEBfFGAGBS FNBIjdzSyOASa Ay GKS NIy3IS 2F nonm

The primary aim of this thesis was to investigate the extent loflggenetic and
ontogenetic heterogeneity of the peripheral B cell populateomd lymphopoietic tissuesn
the basis of a comparative study across different vertebrate species

Another goal of the work was to use polychromatic flow cytometry with 183
individuals, out of them 50 controls and 133 patients with different (immune) pathologies or
tumors in order to identify an optimal combination of surface features, and to use it to detect
and demonstrate the existence of minor/rare subpopulations.

In total, mae than 40 new, yet unpublished, rare subpopulations have been
observed some of which are ontogeneticalgarly and resemble B lymphocytes from the
intrauterine developmental phase

The most interesting finding is the existence of B cell subpopulati@tsio not carry
any of the immunoglobulin isotypes on their surface or are CD20@D@@le negative. Both
of them might most likely represent progenitor stages that penetrated into peripheral blood.

The current thesis presents a pilot study, which béllfollowed by a posgraduate
thesis focused on more detailed analysis including the clinical picture, the morphological and
molecular biological properties of observed rare subpopulations.

Keywords:

B lymphocyte, peripheral lymphopoiesis and @®woesis, flow cytometry,
immunoplenotype evolution of adaptive immunity
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embryon8l n2ch nebo fet8ln2ch progenitorT.

T2m bypruntea z8kladn?2z <c¢c21| plriotveers8r rk2oam
o mechani smech adapt bvine?j eer |pyrnof ol 8 yotvBYkoab rael t
tak® pro jin® druhy.

Vr§mci t®t o di pldosnicew® Sg rl §gac endad IsnleSs | sl uej 2

1. VIivejt rategie vymezeno? bran na da:
pol ychromati ck® prZa okpoovo®§ mt 3 tao m@ oI

j edens8ct ipbnalu g hn @®mo zj i stit, zda se
vperifern2 Kkrvi vyskytuj?2 a zda | e
2. VWwytypovat sl edov8§n2 tako® konkkdgn8ced

umo g ndetékavatj ednot | i v 8§ stadia kontinu

perifern?2 B Ilymfopo®zy od T1 B bun
bunnk.

3. VytvoSit postup anallzy namhRSenTch
nebude z8vi sl Tdnotitei. konkr ®t n2m ho

4. S| edovat di stribuci mi nor i tkoftralla po
pacient Vybr asil mi I munopspbotbygcem
di agnosticky/ klinicky zaj2mavich su

5. VytvoSen? dat akboSepd e tz pfo rk rdgjd 2@hBanda

udr govgnz2,



4 Adaptivn?2 i munitn?2 syst®m

Adaptivn? (specv dli elkagddg 2mimsuonu [t8s tj2e .ienur

Adaptivn?2 imunita se op?2r8 o bunDln® mech
| 8t kov® (humor 8l n2) mechdei $pmg kit md uk saman @
vazba na nespecifickou (vrozenou) imupitu p o ma | T n § sptourpo vomBpitdw xd |
vrozenou, vysok8 antigenn? specificita, T

i munitn2 reakce organismejp8m apakgear®m
| ze vn2mat | aka drutnkd emte uiepldd wdmBnt®a(lvr oz e

41 Evoluceadaptivn?2 imunity

Vznik prvotn2ch pamRSovich imunitn2ch
studia staTobjyalKicmi t j®eriem) ,h okurbmAnpdidgv(ca (1 e n «
(Arthropodg datovat do obdob? kambria (540 mi
i munitn? syst ®my , alvwinuk s ¢ ipri s myDchkberr®
omezen® i munitn2z pamDti, a z8roveR je |ze

s y s t (Metea, Quintin et al. 2011, Boehm 2012)

Tento intermedi 8rn? syst ®m, ve kter ®n
viozenat, al e ani jako adapt i v nRefea, QuntrteRa 2001 z T \
Tr®novanou imunitu mTgeme definovat |jako t
pamit 2, rozmani tpoowntigerapazwijs lymfoed e pt or g8nT s
specializovanlch i nfBoehmialinNeten, Quirttimet at. 2011h Boehm k
2012, Boehm, Hess et al. 201Brotoy pi ck ® buRky vrozen® i mu
makr of 8gy vykazuj 2?2 (Netea,aQuigtin et alu20lil}t m2 | g @ mldtoiv o
jakogto nositel ® evaldwlun@d Td ekri dHimk o2 ft kek
pSedka spetchl baphNk adaptivn2 imunitn?2 odgyg

Muller, Blumbach et al. (199% e v D n o vhad u b osvtcuTd,i ujdnreumhoTv i
Geodia cydoniuna Suberites domuncula u kt erTch popsal.i nnNkt
adaptivn2 imunity, a to na n@ebdakyddni@p api $ up
dva druhy hipploy md n fiefrce(clept or T, kter ® jsou
sad i munogl!l o lSubkriemdomunavulp@p uhwj 2 i muni tnhD po

al ogenn? gt Dp zprost Sedkovanou zvigenou



t ypi c k ®vce(Myler,Blunsbach et al. 1999D § Ip® p i s u | domualla i

| i popolysacharid (LPS), kterlT se v&8ge na |
organi smu pTsobers?f or®3 adcac hvBAzZP2 kk n8z p38 a
s a v(kluller, Blumbach et al. 1999)

Pravs8 adapstricto sedsisiemwrmijteas uj e u prvnz2ch ¢
z8§stupci se vmanidembdob? e(Bdelmi2D1? dBaebm, KaCurley et

al.2012) Adaptivn?2 imunita pSedstavuje vysoce
rozvao,j i munitn2vapnaimNme c hzapnriossmySesidmat i c k ®
segment T genu pro imunoglobulinecatl hzona

I muni tn3Bhl » omiiBDklga Jettgen 2010, Boehm, McCurley et al. 2012, Parra,

Takizawa et al. 2013) Z§r oveR si al e pone gakasjey ®hopnddk t e
fagocyt -zy a mikrobicidn? aktivita. Obn t
my g B4 hB | y@araRiegeTetal.2012) Tyt o poznat ky svDd]| ?
funkln2 a vivojov® pS2 b uRanaRidgéretalr2012)en® a z

Vsoul apsostcharakterizov8ny a rozligov
adapt i v nvariablenymphodytg receptaysten( d 81 e j en B-teRT-cely st @
receptorsysteth d 81l e jen BCR/TCR syst®m). Je vel mi
dvou odl i gnTch syst®mTvedoaphopfeokoSedbr anl

vivoji poskytuje studium XdnapjsdropicaidXendpkge , z
vyni kaj?2c?2 model pro stpoidopm&Kk®nipgkuzm@ept i
| elistnatcT. Kl2]Jovim znakem je, ge oboj§
i munogl obulinech detekujeme izotypovi pSe

center nutnlch pro T dRopetm®eta2000% Ui noubrmoijtgn 2v
z8r oveRh 8 Sepkr ogliamoniEmA2 ho syst®mu bRhem
pSechodu ze stadia na v od(DaPapquier $9925SRudPasquie z a
Robert et al. 2000)

Evolulnn starg2 VLR syst ®m, kterT by
bez| el iAgnathgat cjfe (zal ogenl na expresi vari a
|l ymfocyt Tm po@ahm MaChrleybetiah DK2) Tent o variabi l
s | o gjedmotelzLRR % angl.leucine rich repea)s p r ¢Boehin,MECurley et al. 2012)

HIl avn2m diversifikaln2zm mechani s meaoytidij e [
deami n§8z,oor i(¢iDASI n2 m textu uv § (Pamdrakizaveto c )
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al. 2013) N a z8kl adn studi 2 Myxipiferme3 c ha d mu h 1
(Cephalaspidomorphby | y pops&ny tSi strukturindRAa f u
VLRB a VLRC receptor(Kasanatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm,
McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013)PSedpo k| §d§ se, ge
VLRC+ bunhRk jsou podobn® kllalyiad¢d8R e plr i Imumf
ortol ogn? transkripty t yQATAZRKB & relp AHR, BCL11by mf c
CCR9,NOTCH-1, CD45(Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm,
McCurley et al. 202, Parra, Takizawa et al. 201¥)proti tomupopul ace VL RBH+
vykazuje znaky sviDd]|Bhocyty (sgolu dikll7/R, -8 pe s p b h m!
ortol ogn?2 tr aakstkirvigpct?y as piijfeenr®e nscGXERA2 TLAR, | y n
TLR7, TLR10, Syk, BCA(Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm,
McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013)

Lgl\k?l PGRSLIZR20YyS Lx

réd22 LRR20YS ¢ favYF2Q82R2voyS . favyFz0ei Y'+'20euéY
2az2dz Tdzy16y S LJz T 1.6 LJz
CavrooeliAy sofga2agd azdstaliN ONBT seyf; Y‘%X N osf o
L2 RNE SeN a8 yI 1 quNtseN aS v o7
VLRA/VLRB? VLRA/VLRB?
oroliferace po stimul.aci fytohemaglutininem LJ2 A Ydzy AT F OA ol 1 i S?
nebo antigenem erytrocyty
RA'-FSNJS)/OdZZJ\I - 4Ny
diferenciace)_/dSZ)F;éI Sy ez RzLJ'E Fayz (o) Lj 4 Y L2 R20y?
LINP Rdzdz2 NONOK [ w.
sekrece Y S&ASOSNYydzzN [ w!'da RESNYdzaaNre+s[ w. R2 I [T Y@
receptor  VLRA VLRB: analog receptoru BCR £[ w/ Y &0 NHz GdzNy S
na povrchu lymfocytu jako na povrchu lymfocytu jako ”
NI yaYSYOoONI y2@e GNIyaYSYOoONI y2@ge NE'
exprese IL-17, IL-8R IL-17R, IL-8 ?
SELINB&S 2NI2f 23IySELINX Ydz2 § 2Nb2f23%
GeaLAOle SELINRY2¢ ({GASFON I RATSNBY'

GATA2/3,c-rel, AHR, BCL11b,
CCR9,Notch-1, CD45
GKEYZ2ZARYN 1tz vy

CXCR4, TLR2, TLR7, TLR10, Syk, BCAR

O SNYNOK FAfl Y transkripce genu v leukocytech
NET RSt Syl R2 KA SNATSNYN 1 NBS
gey2e YAINBESYBANRYYSYI tyflosollsa/neboledvma(expreseCDA&}JI} VA tSROAYE
A0NYYS (KaY2ARdz aidnsSal

GYAnyN 6+ &0 GK&Yy

Tabulkalt 2 NE Oy + YN Ot &ddyR 83 ONI #Y WOK&YF20e8 (4 6LRRtES YIFal Yl
2011, Boehm, McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013)

Evolul nnD mladg? BCR/ TCR s @mthoBtomata €ento bj e
syst®m je zalogen na pS2tomnost. BCR net
pS2tomnost? tohoto receptoru |lze rozliBgi't

l ymfocyty, kter® exprimuj?2 mCrR§8 nad Tn elsymf oTc



typick® diversifikaln?2 mechani smy, ktér T mi
V(D)J rekombinace, somat i c k §(Panry, fJakizama: ¢t alc e
2013) V(D)J rekombinace | e | eBaf yhfocytyb®h @ e <
sv®ho ontogenetick®ho vivojepS@88kemeW{zDa Js
angl. variable), D (z angl. diversty) a J ¢ angl. joining) genovich segment

reperto8§ru produkovanhfeabejam2a, gam2 TRk o\eg eg

Somati ck8§ hyper mut ace | e pochod, b NDhe
vng&§gen2m nukleotidovich Substituc? mut oV
hypermutace zvyguje vairl &tbek i au umoocRuk ev ¢
l ymfocytT | ®pe reagovat na antigennhRoSeajig
Bart TRkov§ eltzoatly.po0ll13pSesmyk je biologick
zmPDnND typy protduk@8van® Bedmnydnf & ¢ b & tmantnr?
t Dk ®ho SetNzce, variabiln2 oblast se neml
dan®mu antigenu, mDhDn?2 (Horgo, Mulamatsu et pl22008)f e Kkt or

Lze pSetdpohé §8dpol el ni pSedek | elistnat

svich imunokompetentn2ch bunhRk primordi §I
objevilacytdind eami n8§za (CBApgedogbe ®kduplikaci .‘
vivoji isnyusnt i®&mml2 cohb o u qBoehm 2011, Boehma01R, BaeknT Hess
et al. 2012)

Kl 2] owolmenmem pro rozvao,j BCR/ TCR adap

| ymfocyty specificklich rekombingz. Tyto en
RAG1 a RAG2 (r ek ombtz anglzreacomhinaseictivaiing2geng jsogie n ,
zodpovRdn® knanbpmnBflkBh ar @ Sestavbu i munogl ob
' ymf ocyt T bBDhem (€dopge)alAlder g0Q@osim 2012 ePTvod ger
RAG mTgeme na z8kl adh s skyen |outthndhpdstsd IDNAI e
t r ans pramsib(Kapitonov a Jurka 2003) PSedpok Ip§dd Nbe, egol v
kopakovanTm invaz2m tRcht o (LitmamGapnorzebah Z005d o
Cooper a Alder 2006, Kapitonov a Koonin 2015) PSi | emg pl at 2, ge R
soul asnosti pops8ny pouze u |elistnatcT, (
evordam st §S2 tNDchto r ek o(KepiionogaKodnin 205N 500



VpoSad? druh8 celogenomovs8 dupli kace,
(Tetrapodd od kost Osefchithyds pHbd (asi  4vedla krozvojii o n
adaptivn2zho imunitnildkk ®s not @mPagcerdacCaopee 3006) vy ,

Roberta Ohta2009) HlI avn2 mechanismy adaptivn?2 i mu
ale mhRDn2 imunologickIl a i mwmdlf, ezedutiyploordt ipr
ekologii.

42 Vzni k ®lymfobcytby recentn2ch obratl ov

Poznatky o podobRnD adaptivn2zho i munitn?:
mohows pBo khopen2 jaejviz&h eenmn® pSeé buznosti . |
studie jsou nenahr adiftyelinll no g crk®jme np riTrbfDdru
mohou bTt J/ithawddlpdweikrmad eem pr o moni tvoyborvaSmizc
i muni t n?2ch Adaptem?o cinM@unii t n2 syst®m vgech obr
|l ymfocytT zah@jezn8&§mbmkant altene @age Wittameoet p
al. 2013) Furk| n 2 repertos8ul adc??l | BThegsmwngegp bohat
pSedstavovat otisk | &jeiddél fpyldg&rmet ipSk ®ha
autoprotil 8 ek, jsou B lymfocyty (keBignmma mnl
Tedder 2008)Pro interakci § lymfocyt y j e nut n®, aby byl ani
pomoc ?(LeBégnRTedder20088 | ymfocyty jsou nezbytn® |
struktur j ako j souf oRfayeairl 8wy 2 p IdsdngdurnimdtBily ank?
| ymfaticklch omsa®mpbpupacd»byregehnhal nzch B |
Yal ol @auwni t n2 regul aci Imunbeed ceinl al M2 dadyetr o Ri0O M8
reakrcej evk ci transpl ant 8t u a ®n 8dcohroopvn® sit mu ny
fagocy §r nkrabimiéi dn2o aktternw®tae pSedpokl| §dal o
| ymf deyytofJgeneti cky starlch skupPama, dakizawaret s m
al. 2013, vi oce 2016 byl a popss8rhanfld gq®B YrifGoyiTe2 Ra
| 1 o 2bhk Zhang et al. 20)6

421 8YFFGAO1S 2NHt y?e

NezbytnTm pSedpokHuwumdems| mAad s i)k} i m
pS2t olmnmfsat i ¢ ktl Btnganisk® rynf at k 8 RS t Kl eer &nTWy e v
specializovan® oeg8eyn, pre wenbktnlomBmgene

| y mf o(BoghmTa Bleul 2007) Ly mf opo®z ao njzee revvwolamlin¥ Tk o
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(Butler 1998)Vr § mci hi erarchie jednomTgerme hr @ XI§iR
org8ny tzeenptymBdo>pd®zy jako je koerbh8kylt
sekun(d@e midfyemfnegp)o @zam se Sad?2 napS?2 klaad?2slt e
|l ymf opo®zRotevymecg®Im2poznat kT o | ymfopo®ze
g e r i ma@iferentiaceT lymfocytf jmnezi dr uhov D konSsteanyt nlulz:
vbrzIl 2 ku. Opr ot i diferenciaceBllynétyg pd @2z @aNaj ejich
viymfatocyg g mésodtak j ednozvivej® a zr §nmT@Be |
jednotlivich druhT prob2hat BahmzacBelul 2000 d | i
dokoncer@&mge wvont ogwlnzraemndoyj 22mkn § m B mhcyimf
jednohodruhuZv T g e whulezdee nu®s u z o v at sevajdea prt il wmef oicryu ry
evol ul nnNadé&e ve eejns tl ayrmif Boypl on®Beehrh & Bleul 2007)

4211 Prim8rn2 | ymfatick® org8ny

Pri m8&rn28tlky8nRRguaaniczckovang do specializov
dSeR, f ejte8| m2s tje§m,rkalzdiuammlcitS§ez|2n 2 maddl lynafdeytTo j |
zpl uri potentn2ho prekurzoru, h angh deématppoietic i ¢ k
stem cel. Lymfocytyopougt D) 2 obl ast. prim8rn2 | ymf oy
povrchu exprimuj2 rTzn® sady adRfemogBh| mo
mi graci | ymfocytT do s e kBoeand &Bleul2@0h Pduly2008)at i c

421.11. NJ £ Ni

Vpr TbDhu evoluce obratlovcT se pri mS§8r
org8ny s(@dehmadBiul 8007) Tut o skutelnost podport
jedinT prim8&rn2 Ilymfatickl org&8n pSeflvamen
Obr 82nek s24r ani

Evolul nhD nej st arlgelmisnaydemiismipanbyZ z r8is m & mp T 3
| ymf ati ck T ckht eor n®e 8re/Til tyenl 2iicsht n a tjce] u orpisEmyp S2 t
br zdjzalsnnD rozligitelnou korovou sadBdgRomau
ryby vegkabwy@Pg?2 var i a hroffolodieua mikma asteo ntilclke® st

brzl 2 Kku, pSesto je u vgech studovanich dr
| y mf dRaya, Takizawa et al. 201Bly mf opo ®z a p BV pr$e chiNesthtr iorb3
pronephros u | l ovDka ppaceckovr8indi ment 8rdn Dj, ednpdll &

segment §rn2ch khad®IbT Wo$ ¢ tonkd Sew 38dw ¢ u pravous p o j
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tNIn2 dutinfde| 2o0eé&l omMemt 81 .Wktv gaelc.h 2v0y0g2g, 2 cH
br zdr2ikm8lrynmdifropoeti ckT mlomd ®peom®z ea BJldrky kb ¢ & §
jenvomezen®dmafeje se, ge popul ack vBj dayhmif\ok o
pS2tomnT c KHashinaid, MantedindRodriguez et al. 2002)

Bez zaj2mavosti nen2 ani skut &lrruchsot¥%std
j sou ¢g8bry. Pokud se zamhRS$2 me nmnao JerBb reyvoon
souvislost mezi obNDma skupinami zSetel nhj ¢
Embyon8I n2 farynx je m2stem, ve Kkter ®m

(Jel 2nek, 2mR)BtNHle niestd . a@ll.dne ewmbvgpa8§l hdNW®k:
kzal oger&l| M2achynggab¢dmi émpekob Doyl hloukgjsou al .
tvoSeny mezenchymovim stromatdmryngelsmbec
(Jel2nek, DZvyn®l gét sdlr.anXbifyRyyekioddmem, & lny t & ng
stranys e pr ot nim vyklenuje endodermem vyst
jednotka gaededhl Efgklegmp Sedn2ch vIibNGKT
farynge§8ln2 vichlipaydifveSeéncziSkdiadserr onkast
postupmi § vkanpedntov® hematopoeti ck® buRky, k
zkrevn2ch ostjrowtkklo w&h os tvid&idkRik aamin §zs | jeadtnddr ni
tk8§nhN a KdstiftnekSemdst §l .eymbhhti €0R®2uzNano
di fuzn2 angDsv2eci e mb (Maaek286).n2 ho vIvoj e

4212 Kostn2 dSeR

Kostn2 dSeR jkeetbyav B2 my mf svpgeeiczhy vy ¢, 2 ¢ h

funkci kostn2 dSenhD u nidgg2ch obrat IPawmP
fosiln2 z8znam o pd8iz2n P mhleeshii2kpetcthEdzdSednDyv
tetrapodeEusthenopteron kt er T §gi | p S Sdnchezs TaffoBe&ulet am201L4) o n

Pod2dvd8mee na evolul nDopayopar gejiakgny DIl bj po
jsou vybavenys peci fi ¢ kT mi org8nyeprgo88indz n yanf @
or g 8 (Smith, Sim et al. 2014) kter ® pl n?2 hemat opoeti ck
Epigon8ln2 or g8ngonkStdearmi ,j es vaosuo csitoavvgbono us a f
je m2stem krvetvwlrbynhlD dlyond pPPpoj®azkqg rmse®z,er v
obsahuje r el at ipvlnalX nvaytsi ockk@ dSmitbBHisherai?P0di4) yd v[g a b
oproti kl asi ck® kostniBircdnYeénidénembs areldj eet
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nNDkterTch dbuhRTkpatybjlLégdogfgemkiykwl 8rn2 pl
prostoupen® | eukocyty do nDhRjkd ebet dmZsnipeenn e |
|l ervenlclr ikt vigBre®izeyl dér é m, ¢.eéukoeyty viaely.d i 30 1v.
org8nu m@eEeA®uU maturovanlch s t mdri i2fcehr nde gk rive
pSedpokl §dat, ge LeydPgTemopmpealvgisdonre zlbiyn

(BircanY él dér é m, ¢t.ek et al . 2011)

Jak bylo uvedeno dSB lyrdopoetickolf aisitkrcat Tkaols tm
pSedl edvina, jejd¢g wNiznoBelBropbiobiimwhad\?i
obr at(DwPasgder 1992Kr omN pSedl edviny jsou pops§!
ekvival entyDkos®né s i68p idenyejriant gSeFebl i nc2 hnebokT §
srdel n2 a Rgumwrhaoklsn Polasted @unPasquier 1992PonNkud sl o
jesituace u z8stupuc Tniocbhodj gsevesoah&f@nost t v
me z i dr, aléioontbgenetickyy j ednot |l i v® org8nyl @i ngIl nodr
dosphRl ®m stadi uvhNtBSepmSedl ddiesfiula guj e svou
hemat opoet @glu@hsyuier 1992) Tut o hematopoeti cko:
met a melarfy-vad o sce 6 e jk2ons® n fDu BaSoei® 1992) HI gpwn2m8 r n 2
|l ymf opoeti ckDm@piomy §n e mVIng rkv[§ |j ns2pni {(DuliPdsoe?
1992 Po met ambodplalecev jejich funkcia Madhm@&rzl
exi stuj?2 viznamn® druhov® odIRag@nppensigsou n a
viarv8l nzZm obdob? hl avm2 mSégimé dpioma v katk Tpm
mesonefro$, u dospRl ®ho jedodil me & dedmOu BaSHhidR1992)

Du Pasquier, Robert et al. 2000)

PSestoge 2jnslomi pp Saezdik gpk§ smbwp T @8khot | i vicl
druhfKFostn}i gSeRabil wyskykapet agmtkomnD htakmat op
mechani smech B | ymfopo®eyplaenf e di{RauhIm®@n o igd
Vznik a vivoj TbrrgymP&kayt Kterdbj tesudwmb SeS erRm:
obl asts, p eacvigaallki nzfoovpaonelt i, ¢ KTt eo i g M2 nb ym2 spreimm8y :
Il 'y mf orce/ i yT| z a t(Campbgl @A®HRBanr r a et al . (2012) |
l ymfopo®zys8uunw8dpPDBEtr e

Oproti tomu pt8ci jsou vybaveni speci a
a vivoj B lymfocytT. T2 mtouojragkomesnamestatmn
j 1 @ocevl621 Fabricius ab Aquapende(fgbatti, Crivellato et al. 2006) Na r oz |
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podstatys v® funkce tento .Frap§n cli ekal b ptSesrsmi3nzsol
| §sti sw@S¢eahpw¥d¥khT m mRbate Grivélatd eyan2006fDbjedrey
sevb|l 2 zkoshhDh &rh oR.k yd n2p oosdt bgpentrbfuje a/fyrt v § HE0T a s i
12000f o | itkvuwolSTenT ch sep$em? oa ;ldTyeddhem 4. t 1 c
dogljej R i(Ribattg Crivellato et al. 2006, Paul 200&) a t utkow dolurdgde
kos2dlen2 folikulT jen ve, mit era® Tdn fmemrogrsad w

od oplodnBDn2 zal 2naj?2 osi (Paub20Bt sekund8r n?2

Zpohl edu mogniTch cest prim8rn2ho vIvoj
hl avn?2 sk skppinmpyS. e disrtvanv2uy ®, gu vroil d tieéhuosl o@ThBmjdi |
di ferenciaci a nahr akos &m?2tzviEdsavMdn ¢ angl.odng  z
marrow mammals Do t®to skupi nay @stta&t2n 2veed Il s iil mh$o
model ov 1 oimgnalogiii snm@srrayTakizawa et al. 201®)ruhous K u pi nu t
tzv. GALT savci(z angl. gut associated lymphoid tissue mammalsr o nYmi ¢ ke®, t
pri m8rn?2 B Ilymfopo®za je koncentrov@&kal 2d
st Seva. Mezi GALT savce smebokmei(Pakl 20psy Rarmre ¢ i
Takizawa et al. 2013F et 81 n2 j 8tra jako m2symwi k8§ mB8nm o
savce, UGALTsalt j e pS2tomnost fet §l(avéekh §jfParkaer ¢
Takizawa et al. 2013Mezi ecializova®o r g ny mB ringmf opo®zypat GAL
il e§8l n2 P¢gyevrcoey,y ktipugrididk kk § Re p ®r § I Sakewlus rotindus
(k r § (Pauk2008, Parra, Takizawa et al. 2018 p S . Peyerovy plsauky r
pS2tommnyBMawu@®dwmds,o® g2 | ako m2 st oalejefchnuor gancSe
funkcearoleywr i m8rn2 B | ymfopo®ze nen? plnhD obj.

4213 Sekund8rn2 | ymfatick® orgs8ny

Me z i sekund8rn? (perifernz) ' ymf ati cko@
sliznil n? (muk-zn?z) l ymfati ckou t kK§R. Se
Vi ozvojl adaptivn? i muni ty, neboS phsmlk r
santigeny. Ve tks8ni sekund8rn2ch I ymfatic

termin8l n2 diferenciaci B | ymdkboptr PRNdpriod md

reperto8ru organi smu.

Slezinasejako hlavid s ekund &r n2 olbyjnefvautjiec ku  cohr rgugm.

paryp.Podobnh jako u v ge ohmkous tnathnu2l 2h ao bsrl aitzl noav
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nemaj 2, je sl ezina rcohsrtuopuapeemiat Tac@r orzydd| ke olaa
dobSe debhd howsipodewmuwtun Tzc hr Tszhnl Tuckifotcyypt TT. P o d
jako h wtgedenokr evmé mwshl eari manicshmTupav| i t T ct
mar gin8l n2 z.nu, (Rumfelt, McKimneyienad 2002, Paule008, rParra,
Takizawa et al. 2013plezinajppodob n D j ako u Mlsavan 2nrh crh?2 tbe m
stimulace Peyerovy pl akyneabyll ymfuatd hcrku@p auval Vi gtal ke t
druhoviD spemtopoekBckS8 aktivita byla zazna
slizniln2z tkamnkter §e(Runipl BaKinrkylet al. 2002)

Kostngb® sl eduj? tvdematopoern ccke®ld 8 &keBihg s K e z
ledviny u nich bylyp o p sSmlyuky pSedewg2imni mhfr okd®ddFo bko
aktivace I muke thdimhwol s gigiusRyRabeds2Q08, Paul 2008yto
el ipsovit® shluky bylzy8rpaded®@&v Sreyntza, prail 1
sfunkc2 z8rodelnlTch cenhtoemo |{(Peyh?e08k r Kv amB ht E
elipsovitlitchv .s e luikgiswed dE[ ,pul payd| &phaperak ps

tzv. me | anomakr ¢ADIGga Roberis 2003%JInet dr ny§ se 0 al
pigmentovich PuahlDk,ymmakate®d Byt tak® ve tk:
oboj gi vel n2 kjT§ ta(PggdhdakiTawd ed &. ®013) Me z i i muni tnt

funkce melanomakfo§ go v 1 c h ceEmo@moptat Pr ezentovat
| ymf octyarb@d mepsit T sir®t ent n2 ch intracel ul 8rnzc
o d p o (Afiuk ia Roberts 2003)

U obojgivel mokT?2 6enbsSezkamidiSy mBrthd rck§ ch.
KromhD stezingitelnou | ervehoj giav elzdddafi Yazwun?
sliznilnBei mupnéevowuch zn8mek aqasymwstzaweu dobr
l ymf omyeltni dhFchLymfopoetick8 aktivita |e
obl asti l edvi n, j(utPasquier, Bobdrteetral. 2000nRaud 2008, Rarra, a
Takizawa et al. 2013, Colombo, Scalvenzi et al. 2015)St avba a strukt
| ymfatickT cdhi voelig2nkdTr wbb@y N vel mi variabiln
bNDhem onnegecédyénl je tak® vliiv sezdgbual it
Pasquier, Robert et al. 2000, Paul 2008, Parra, Takizawa et al. 2013, Colombo, Scalvenzi et ¢
2015).

Pl azi ma j 2utoudstebirisy avwyn\Wi defi novanou | erv
pSesto mar, gien§lani(RALS, adnd. paridrteriolar lymphatic sheadha
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perielipso d §(PHLS,z angl. peridlipsoid lymphatic sheaflp o c hv a s tu8 lveg erceh
druhT ¥ $e v dGapdsll 2015, Neelya Flajnik2016p k ud se udn®kTe
PELS vyskytuje, jv ¢ s v ®m c e nt rymfocyty p Sie hna pegjferii PBLS je
Vysodas® omp-elngZmflog yt T, z S e(Nemlfp a Hlajnik 200@) Dlciyz i |

i munitn2 sylsol®al jrodanlzwneé ,tk&ni tr8vic?2 t
nevyses 8¢i ali zovan® Ytvary typoi Peyg8ovani
Fabr i ci pv §RufPasquerldo?)

Pt 8ci ] sou prvn?z  tuaxkotneon® cjkoawu sZXapti w
sekund8&8rn2ch | yimdlagzicrkd,chl|l yhig@&ingok® pS2 Lt om
dom&ca& hel iizmuinlint2n,j eWeg st @:ni st Seva \|Patay §S?
Takizawaetal.2013) S|l ezi na nem8 tak pokrolilou vni
svou mi kroarchitekt lldijewnm?2 sjeaponldob@zisil @iz@ @ldn
pulpy,vyt voSena ma rdgeipregnldne?nt m-2n ap,e r & rarBtlyenfodyty | § r
bohat§ perielppphievih8§isni®o |l pgéchkd ch @rSamare§tn
centra(Paul 2008, Neely a Flajnik 2016)

U savcT rozligujeme tSi funk|n2 typy :
uzavSend §@dr@dy)2007) U z §st uPp&diu dp tushkToyXi ot gnr2jacvhl cl|
zastoupem r i mi t i v n2u ztaypS esnlTenz ik (&drsiu20@7) U fyldyaneticky
ml adg2ch tayxyondSdodHti et &Eenlnm lsrevn2m obhDhem
u valnatcT)f §zai vwicvwoojpeS edlise miviuj 2 dva speci
l ezina sl oug?c? bjeak op $S2& soonbnno2skv T k rkwee 0 n & g 1 i
trabekul 8rngomBriyisD ®&megngam zastoupenfmel emyy

(7]

sudokopytnzc),, al iscteakopyt k2wl mingpabnddnr
trabekul 8rn?pmtdpunste@®ROe@am,schopnost ? u cbhoohva& vilg
vRDtvenT m syst ®nee nv iczR&vanmncth psSdvawgluj 2c2m pod
(opi c e StJadrtodfuudioiy 2007)

KromlD varmmorlogibhi gyt ool ogi ck ®egnli kzioray chet
variabilitaTsekiundad8rgrrsc.hl mg&mo®zPeyerovy p
za prim8rn2 Juymivat iGAKIT orag&Im, zat2zm jejic
nejasng, pSedpokl 8d§8 se, ge bsyeknorhd §r b2l t ma
|l ymfocyt T vM bypRHKsupercSicail iszovan® epitel ov®

sliznici tenk®ho stSeva). U zaj2covitlch |j
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omentaa speciali zowab®agtisti | e dsSeEhus rotuddysmah | o |
diferenciaciBl y mf oc yt 8§ r (Uroiln20Gy oPparta, Takzéved al. 2013)

422YE N62@S Tyl 1@ ikuiy2NI £t YN FRFLIGAGYN

Jedn2dmefizni | n2chi vnhAakiTmuadapt | e schopr
i munokompetentB2clhymboaPkT, produkovat gi
i munog!| ®aulIlgemT .kl 2] ovim znakem je schopno
p Se s my k e mand|. @e8Rswitch recombinatidnFylogenetickyn e j s skupinaiy,2u
kter® byl ,jCSRu polpcTEHe v = dulrdli érhjeo schopnost organismu
vytetv8 SI ymf at i ck§rcddelkrgSe? akétnetrriacch B | ymfocy
zr a @z oitiekslTon 81 n2  eigkpuahgpermyta, s carhatn i t. Z8r onch e lum
centra jsou fylogeneticky relatiun®smipd?d
t S2dy pt8kT.

Prvn?2

imunoglobuliny se == = eI«

evolul nn o 8
D ")

nej stargz2c

| el i stnatc
| _ o
Stavebn? [ p

struktur a
. .Miliopylma .
jednotl!l iv

w| @

pS2 1 i ¢ neli380

i $2 (w0
st 2] o

—4

J a C segmenty,
520

pSest one naT § .C%D

z 8kl adsfavby oniticey 238yST S 1501 60K nsSasdi 04 &

. . Criscitiellcet al. 2016
imunoglobulin

ovich BetrRNzgilMt dvhN hbowV¥mDIseghemyy klsast us

kl astrT), aKtaatnsbwvKoaobyg aiomuznoovgal noBb ugleinnyy pnnac
pro tnNgkT, tak pro |l ehklT SethRzec) a kostr
i munogl obuliny k-dov&ny vI1l ul nfrttrelioaDsoley k o
2014)
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ZrecentnhD ¢gij2c2ch druhT n8m pohled do
pokytuj2jeprgbg, psevanZemipbiesipSedi asi 500 mil i
jsou vybavenytypyS®gkTi zékiSed Dz oillg lhW alghAR N o g |
a 4 typy | @bkl oheartfertz@zgk chrtilaginouschrippav | i t ® r yt
oznal ov 2n(Pajra Kakizawia et al. 2013, Pettinello a Dooley 20M4) i t er at u S
dokumenit odva&8lny2 typy i munogl obgRinTgpPpepkpgdsg
druhov® variant g al ydvfiLoDoolgy etjale 2012y Smithl Grayich et al.
2012, Pettinello a Dooley 2014)

IgM jen e j h o jimudgglgbuinem u paryht vo S2 as i pol ovi nu
vs ®r yskytuj¥ se ve dvos t e c hi o mfed m m&&H ,c h(plgM) & a me mw Mme r
(migM), ktders@ b® nej sou (PetBglleanDodly 2084PDezdepnoyk | § d ¢
geejsou dTsl edpemdp®e £smy bd) i &ln &HganapnuGredec e  E
etal. 2010)ml gM j e v I hr adm?2ing Mneembpr8inroovvii8nT mmmhac p
(Parra, Takizawa et al. 2013) gW, kt erglemj esaoi thdifpe | gPpt vE S
membr §nov® a ag s ¢Rkttinells @ Raoleyl 2014)S & tr egre 0 |
Vimunitn2m syst ®mu pnat Plrra,makime§vanat al.r2@) o hnoa pzo8zk |
jeho vysok® transkripce ve tk8ni orgsnT p
epigon8ln2 org8n, ¢g&mTyy,e bhredinak) ol paroawfeu 1o
sl i zni | rfPettinellona Ddoleyy2014Koexprese IgM a IgW na povrchu jednoho B
lymfocytu ndo y | a d o k u(Paera, (Takiza®va et al. 2013) paryb se vyvinul i zcela
uni K8t n2 i muno gl iozangl. New AntigeiNReBeptj(Pelirello a Dooley
2014)Homodi Im@NAR neobsahuje | ehkl SethRzec Ig
|l gH, kter ® jsou vz§8jemnDHgmaanyGrgtesatal. 2010, Baod, f i
Takizawaetal.2013) e mogn®, ge se | edn §(PatndlaaDodlen 2 ¢
2014)U k|l astovaPNT &h i munogl obulzoTypem@®ipe !
pSesto byl podobnT me(Ruméeh MsKnoey et al. 2008, rSgith, p ¢
Crouch et al. 2012, Pettinello a Dooley 2014)1 pSes vysokou rozmani
tS2d je | 8§tkov§ odgstawnBNMiparhymtParasdakzaponénral
al. 2013)

U kostnatTch rybthbaynyl ploes@&inlg k 1Sd pog eyt
imunoglobulinylgM, IgD a IgT/Z (TT z angl.trout, pstruh; Z- z angl. zebra fish danio) a,
podobnh jatkypw IlplaasgtrovD k- dov a rdrt(hPasoeierk T ¢
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1992, Anderson, Pant et al. 2004, Litman, Cannon et al. 2005, Rombout, Huttenhuis et al. 2005
Hofmann, Greter et al.010, Chen a Cerutti 2011, Uribe, Folch et al. 2011, Parra, Takizawa et
al. 2013, Pettinello a Dooley 2014)gM, kter T j e nej hojs®Djug?2 m
hl avn2m rhaz8ieejni vsyst ®mov®, obl asti s @P&8rav an
Riegeretal. 20125l gD | e s e crmonomev &n pjoadkodonN j ako j e
bTt na povrchu B | ymf oclgM (Rarrd Gakixapa ét al.o2018n
Pettinello a Dooley 2014V per i fernz j memosvuwmd| ka tewlrksov ar
punctatuy, by | y i d e rpopulécenkaol vigcnhy a g rgMAlgDk 8r nl 2ycnhf o c y
vidDt igMd gD+ B | yprhfasaonatbT as t o(kEdbam, Beagteh et &l.2@/1A) 2

u pstr uh aOncbnynchys@pkgM+igD-B | ymf ocyty kter ® r ¢
expresi lgD poa i g e n n {Petsnellb &oacley 2014pr uhov D s p/gZjsolii c k
protil 8tky, jejich funkce nen?2 oplgaRli pmaha
jako protil §tkyvyessiznniaob smSB8evayseZm®i ch)
Salinasetal. 2010 oul asnhN byl pops&n i kJlgs k ntklt @TFA:
ryb, cog potvrzujezyjyejicll ifahang Balirfas e dhi20l®, t y
Salinas, Zhangetal.2011) Funk| nD se | gIJA Zapjgeéjb@&h salvyé
zSejmhN nez8vi sl e(ZharmrSalieas gtal2010)2 ev ol uc 2

Oboj gi,veblbnz2rciichg j sou i mun o gl wslokel o vniy
uspoS&§danTmi j segmemtvy 2 taxonomtakhdar &drkllip i
ki z ot y ppSe@somfBata, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo,
Scalvenzietal. 2015KvT znamn® promNnN humor §l n2 i muni
kdy larvgln2 sTm&dil @mkobojugi mahnik potl al er
je zajigthDnar oneem@ niipsounypiSeychodu do dospRl ®h

| 8t kov® i munitn?2 odpovDdi posiluje.

Reperta8erl tvoS2 z8klad pro tvapBu p
variant t NDg§k®h o buling tgm, 2g¥,dgX,dgDa@ IgF ahuSr? o gfloor e m pr
Set D2 & & ®h o & (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo,
Scalvenzietal@5) PodobnnD jako u vgech ostatn2ch ob

u obojgiveln2kT hexamern2 (Parra, Taki zaw;
ScalvenzietalR015).PSed deset i | Xehopus bropitallsu odorj &praetnk i g
funkce je zat2m nejasnsg, ale tento I munog

IgM+ B lymfocytech a sohledem na strukturu genu pro IgD a jeho pozigemomu, kdy gen
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pro I gbh nal ®h8&8 na 3Ekonci pS2mo na gen k- c
(Pettinello a Dooley 2014Jz § st upc T ocasatlch oboj giveln
|l gD, kterT se velmi Tpoddm®bigdbgbd pty§knp ha
spol el n®@hgDp TV e d\(EstgvezaGapet ehat J016)

Spolusl gD byl u dr8patek pops8&8n druhovDb
g8dn®ho savl|2ho imunologinu, al e b Qdnteace e x
| gF i |l gD j e dokument (€olddnboa Scalvenziet ab 200 &1 ¢ N c
druhovhD specifick® zeenahbRhipg ml| g ®&r p 8 b hdsthpem & h &
pozn8n?2 popi sov 8inlgP uPleuwndedsaWal) ¥ ode 1985 hybh Ts®r u
dr §pat kryoyplo ps@lrkytneerrT mI Kk olsil bd emo &fle pm otp@k ev
di sul fidickT minulmTisphekiyn tfheT e nbtyol IgH, ,zan ad leche j ak
ortologem sav| 2 ho s(HSuzHajnik rt2ah 2985)TeAt o pSedpok &
zpozorovg&n2 bunhlnl dhuniDkl tsdre zo ahyo ze nsitcShe v
doc h 8 z92d gekrédci IgX(Hsu, Flajnik et al. 1985)

PSesB lygfecytyo b oj gkiTv ed edpriogdGik upg ¢ d & Bbymfieyty a k o
pt 8kTzTeepémanuj 2 anal ogn3d mbdb oo mer pPRat vod NDproato
d e p e n dg& riCu P&squier, Robert et. 2000, Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a
Dooley 2014, Colombo, Scalvenzietal. 20159 Y se ve vysoklch kon
tk§8évat cog by molhd meesilyindnndtrfGaonpoeStavenzi et
al. 20l15)Est ®v ez, Gar edali udlanoranbparke(i OtypyIgY, aqmndI nsgj i g
d Sp\Se dpatmk | el bys pnolhd | mIim fyl ogeneE(Pettinéllon p S
aDooley 2014)Soul|l asnhD byla u obojgiveln2kT pops:
mediovarg somaticlBhypermutag,av gak z at 2 m pXenopus tropicaliggRalra, d r u
Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014Est ®vez, )caret et al

U plazT byty Slavpiep st§3?ydyl t DgkT ch S¢dARzc T
ikeyspol u se dvhDma typy IlgeM kjTec hh pSeett tiRzka @t oy a:
soulasnhN je dosud jedinim povr chovngury gighu
koncentrac?emrdrmi$ et dRettinellb a Booley P04 e Bent n2 ch
pl aleyTl'y pops§&ny dvgD2tpySiyl elmfD,drludgziSed mBn oz
|I§st el nou dupl i(Rettinelfo a GoeleyR014PE dt b pPAbgla pr ok § z ¢
zat2m pouze u nRhRkter T ch (PhrrauRieder e @. R D) ekona) e |
bylaj eho nejvygg2 kongé&nteabe khaamaealyhs wh
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o mogn® funkci | g D2 | a KPettinello & ooley POAdEtpr@se ighhu n o
na povrchu B | ymfocyt T (Raea hekizawaet alp20EFy| Ta zz?a tE
lymfocytyt v s®%r el,n2dolsg@d byly pops8&ny t Diehddr m
funkci men2mNBEzamij 2 maw@t ka, eHeydEregst Sedni
gl out k ov @arm, BkiSawkeat al. 2013) pSi |l emg podobnl mec
protil 8tek byl pops8n u.ryb pro I gM a u pe

PSi spudit?PbtBtkpu@kdgdpovlydipopss§ny tSi

IgM, IgA algY (IgG) homo | ogrvdymKgYjevl i t eratuSe zahr n
gG,kt er ® je i faurek|lbdi g@édskerkiviesal ofsteatjeines
fylogenetickys a most at nou, savl 2 mu | g @dekulu (Mgskoof,s t r 1
Criscitiello et al. 2016, Parra, Riegeeét2012)Analogickyj a k 0 u o0 s toatrm2td ho ve
je hlavn2m i munogl obve ®rgbm pehm§rhPaddpypvE
vobdob? bezprostSednhD ng§sleduj2dPamvn?ynst iax
zachyowe 8mindsSekn? o dp o vkldao Sjeej eldgt¥m®n airgd. V1
Monomer n2 biyolranap olpgsY§ na ,u k a c h nj cswin® od@algogn y
IgY.1l gY pokwbmevdi tT m, a zkr&cenl IloFd) (kt®gr lo
sestavend o m®ny a2 Te@dzk§cenl 1 gY byl pops §%8 cdow u
VI ubozAnsdiformes( a podalbg¥ bylran zdokument ov §n
g e (Magor et al. In Davison, Kaspersetal. 20Ngjhoj nDj g2 @stoat hB¢ k o
tekutp QI8 g2 m ve gl ul i m2ppdebu trimeu nebb teteaiméru, a g A
je tak vDtg?2 n™agoretialmreDavison, Kagprsetad 20 d o ne d 8§
doby se pSedpokl!| §dal oD Haf &uapdt&.soce DiGpulikavali v y k
pr&ci vhDnowadnaunas ¢fidetemngdes » mdStrathioganelts®h ar (N N
pops&hnfugelitariNgkidufet Nz e @D snle ondp @edsBANYE h 0
dom®nZ8&8roveRgepro&mzal ichyb? pouzepar andlkxt neld
z8§stmu@jclT®pe pr obGalifarmdéscAnserdfokmgp i n

Vzhledem kp S2t omnost i pouze j<ejdnopo8§kEhk®h
omezens§ v@aa i & Birkoidtugk o via® hec ih) rékdnbinace Roz g2 Ser
protil 8tkov®ho reperto8rusopmraadh Tk Bkongpeen ® v 2

zpro s t S e dA{Do(Magor @ al. In Davison, Kaspers et al. 2011).

Uv Nt gi nsye stawacd?2 i pndn bl &eML, b ullgiDny | gA, | gG
tvoS2 kr8l2k dom8c2, u nRhRj§g nebydpoddgdrd o
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(Schneiderman, Hanly et al. 1989) a v.aQdohglkycvd i st ri buci j e
i munogl obulinovich typafcive@€visfgdsmeznaBpr a:
|l ehkTch Setpl$2dTemy gleat2, ge GALT savci hoj
a prasete pSeva@dljaendyumundogfebDtc@mosou t
je zastoupeim pakgephosabW8&8tka prim8rn2 i mu

pentameru nebo hexamer u. Mezdiruhov® r ozd?

Imunoglobulin Db vy | obj even irpedpast8& mocHdly9bd omaydgl? a
| 1 oviDka, kud8atlcge? crha ptrd Fatgey 1965( RewenaeFahey 1968ho
mezi druhovg8 ok §Rogers, Richardgore et alyZ08gD na nai vn?2 ¢
|l ymfocytech fungujeaj meouaoviagéch?2 Br &g epbo
spolusl gM, cog je zpmMmsoéensiohd mnBa (Para chkizada et
al. 2013) KromhD membr 8nov® fosm@yu,eov@asmoupern
koncentrac?chantPiogelkhemt akd uprseferen| Zzldat em¢
transkripceli j e p o t(Plarea| Tekizawa et al. 2018v o | uslen Nj e d n §velmiSe | r
starou molekulul{ y | pops 8n YRogeS, sRichapsod et al.\2008)e ho f unk
vliastnosti nej souw gpalkgléd pwedhigpoug rey ,d oz d§ oxe s
deficientn? cAM pomalgjp) (Rpgere Richiar8son et 2006) z |Rr dowd a
pops 8na jeho role ve slizniln? i munitn, k d
bakterie a jejich produkty a vyvol §n?2 pr
sbazofily a ¢ParanTakizawaletalRAOE)M i

Vs®r savcT je nejhojnhDji z dlsd lowlpa,n K tge
dobSe prostupuje do @ xitmuanvoagsl koubl uSlrinm2Th om8p r n
rozpadu Zfylogenet i ckTch studi 2 |l ze dovodit, ge
jednotlivich prozkoumanT ch dalafonel ja traokz su§ h
| i fjeyastoupeh t yBmavmeé ani SGld &dj al e napS2klad u
sedmp o d tG$2GI7, p Si | e fekorojveR) ifcun keh e d @B@l¢r 499 Parra,

Takizawa et al. 2013Me z i hl avn2 efektorov® funkce pa
kompl ementu, neutralizace toxi nT,Jehosetikasp uj e
mu umogRuje snadnl pohyb mezi tk&nhDmi, pr
prostupovat pl atclelna onma tak ypi $deop st §xleat kozl cordl | |
kol ky (aBupgd ar 1997) . Soul asnhejjénoj gBj ipr o

vpasi vn2 m t r annmatkyena potorpkawkblostru§ e e k Tzh savcT | a
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kr8vy | jeptg&Satdaomi nant n? protil 8tkokt enhe
vk ol ostr u (BBlenl99% &fra, Takizawa et 2013)

Hl avn2 protil 8t kou s awWdoRa Kert 208%n i |Zn8r oivrel
nach&z? avivnhD vysokils®m ukomdeandichac®rcthh Tv s
efektorov® funkce jsou dr.dbdwbDtbrmhaPgad®ob W
zastoupenat pmdo SeadynNDt giny savcT ja pSotvddmr
jemu podobnT chsvvgqglikikoh loisdanqgu® adah IghD,dt S2
u krsg8l2ka bylo pops&no po#98%12gA 18e (WSyxshkyeti w
monomeru nebo dimeru, pSilemg je zaj2mavh,
pouze u | | ov NMkaofgKerr 201)50 st @2 seks glAn2 he Ilug
sav|2chaddiumgrn?2 hgpogekBéknt nHbmpoh AeD & e
protiz8&8nDtliv§g, chr8n2 slizniln2 poarrag hy
Takizawa et al. 2013y T z namn o u sirvon 2i tnr8anmasaf keyr nl ag Ap azt o mk
a hl odnaivgelgg Auh | av n? tqupeoot kdlo§tiu k oPuS ezsatso e u v
jako je prase a kRoRstrylgG iml ®cme2 dpmo niulj 8t k g Wl

Posledn2m typem protil 8tky, kterT se n
nakonci 60. let 20. stof Johansson 2011, Johansson 2016
podobnou pl az ?(Mashoaf, Cpstitelloetal2016)gYej 2 g hl avn?2
vaktivaci bazof ( V§gmaF $R@ (Parrh,cThkizawa et BIk2013)odhe
nNDkterTch teori 2 jodpopdrii mEr t2i ppartddi§tt kror?
(Johansson 2011Parra, Takizawa et al. 2003Mezi IgY a IgE existuje i Uri t &l nf2u n
podobnost, neboS akodgE vywolt anafylpktiokon beaksi ofganismu
(Ballantyne 2008Noli, Foster et al. 2033Vzhledem k o mel, g B | e detekdvatp n 1
reagovat nrai npiSkBMonotg e 6 ¥ 2 a nt i, Gepadirnduehopoli o t e
jako sentinelrwothternimueptuemgathupumi v @8 o wad:
zprost Sedkovan® dal g2 mi pr [dhanssént2® §)sohledsnp e ¢ |
na to, e masiNnN2pri onutn$ @ chi® o soed rpd@grUBRi Brgamgmiy e\
(napS. wynwadly§gmikmi ck®ho goku), fjumk3y ngenuj @k
IgE od IgY algG dg!| @rbot ektivn2ch dTvodT ( MaPahmap of |,
Takizawa et al. 2013, Johansson 2016).
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ZjednoduZeny systém vyvoje obratloveh Primarni a sekundarni Imunitni funkce Imunoglobuliny
lymfatické organy

Agnat@ {Bezcelistnati)

*AID

* Klastrové VDJ

* TCR y&lap
*MHCI/n

+T/B buné&énd pamét
+ J afinitni maturace

= Epigondlni organ
* Leydiglv orgdn

* Meningedalni tkan
* Orbitalni tkan

* Subkranialni tkan

~

---- Chondrichthyes(Paryby)

-- Vertebrata (Obratlovci)
A

A

) ' .
Osteichthyes (Kostnaté ryby)
_A_

* GALT

*Slezina

« Elipsoidy

= Melanomakrofagova
centra

*Brzlik

* Pronefros

____ Teleostei (Kostnati)

Gnathostomata (Celistnati)

* GALT

* Slezina

+ Lymfomyeloidni
uzliky

* Brzlik

= Fetdlni jatra

* Kostni dief

—

--- Amphibia (Obojzivelnici)

* GALT
*Slezina

* PELS a PALS
* Brzlik

= Fetdlni jatra
* Kostni dief

* GALT

* Slezina

* Lymfatické uzliny

* Zdrodeénd centra ?

* Saccul tundi
apendix, omentum

= Brzlik

* Fabriciova bursa

* Kostni dieit

-- Reptilia (Plazi)

Aves(Ptaci)

* GALT
* Slezina

* Lymfatické uzliny
* Zarodeénd centra
= Brzlik

=+ Kostni dien

-- Mammaia[Savci]"m"

v v v vov ¥ v oYYy
525 485 42 419 395 340 305 225160

perm |tr|53|jl.ra kfida

milicny let
hoNIZtSSKE SR Fet23SyST S &t 2081 | RILIGAGYNKROWMNY dayAAX Ty WKEY N &
AIDg 1 GA@GF ON AYRdzl 20+ yigNGg EANRAYW | B3 ¥ WK IZHS dONY 36 ¢ Kd Thi & w NS
odzy S6y e NBOSLBI@YNI KaAl & G 2 1 2 Y Ly ANGA foyAN YN Vi L3t YSFERAO edifpai 82 aNeS QLN
Gl t NERSG6Y S @8IP GNHZXNI SINRA R § ¢ LOS/N S 02AQ BAZRI ATIR A HY[INS L2 DK Gtk NB | g8 (i &
befe LiR2dzOAGe yt &af SRdzZ2NON LN} OS ! 3Adza | w20S8SNI& 6HAnolL S
WASISNI Sl Ifd O6HAMHOZtENNIZ ¢F1ATEFS1I NSOWORE & ADSHy DSV I NBS§
T Nalt gONLIBYdzO068& . Ay3Io
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4.3 OntogenezeB | y mfuo clyltoTv Dk a

B IlymfocytpnNDbBemobpelaop2fg§z2 embryon§ln
udr gwjrg§btdhu cel ®ho ¢givota | edi nocret.o ghRernoecteé si

hl edi ska na embryon8ln2z | ymfopo®zu, h&t 8l
|l ymfopo®za je multifok8Il nz, pri m8rn2m m?2
gl outkovl v8lek, odkud se |lymfopo®za post.l

vivoje se prim8&rn2m | ymfoi d-BAmiocgyjsplprSé m osntn 8§
od 7. ag 8. gestaln2hB Ityndfnegyt yf eg B8d m&n yo nke
tTdne), od 20. tTdne se prekurzory B | ym
paraaort8ln2ch wuzl i n§c KLeBien 2000/ LeBi¢h,a Taude? 2068,c h

Naradikian, Scholz et al. 2014) Ve dr uh® pol ovinhD gestace

sleziny utlumuje, a hlavnzmR.ymfoidn2m or ¢

VIivoj vliastnzch B IlymfocytT | ze rozdl
Prim8rn2 obdob2 vivoje, kter® je nez8vi sl
kt vorbhD nezral ®ho (naivn2ho) B | pmf m8yhd
lymfoi dn2chibeg8hezt btk ojsgtnrete elStelntiovobdob2 t ®g
Vmoment N, kdy nai vn?2 B | ymfocyt opougt 2

|l ymfaticklch org8nT, zej m®naatigenénedokohyj evpr k

maturace a diferenciace B lymfocytu, hovo:¢

431/ SYGNl f yN @géegze

Podle klasick®ho mBogl el ypymfacpug @z ys  k
oddRNl en®ho vivoje myeloidn? a | ymfoydim?
prostSednictv2m spol el rz@rylocommpmiymphoid prégénidor p S
odvozeny od hematopoet i czkrgldhématopoietiosiemicgMe b ur
Obr 83e& st aw@dl e tohoto modelu d8vsg§ CLP
ostatn2m el embat Jivhs i ®mdioc yt Tm, NK buRKE&m ¢
(LeBien 2000, Adolfsson, Mansson et 2005)
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hoNI3HBgSOyS LinAaNYl yeée Y2 RAR6fssddSWahssan etyaN 20858 WARLIBSY B T J& &4 3¢
hWSYFi2LR2ASGAO aidsSy OStft 3 KHSET:{cdd Xerd ihkeniaiopoietid ¥tny @t 2 dokozzR(210 1
KSYI (2L AS0AOT; HSCsTSKoyf @réhhematdpridtit stemledl N& 1 2 R26+t KSYIF (G2L32A S A (
MPP: myeloid pluripotent progitar - LIt dzNRA LJI2 G Sy Gy N LINRPISYyA(G2NI Y& St 2 AcRyJR f (SRS
Ye St 2ARYN MERBEehSkdrjody@SNE § KNRPAR LINRPISYAG2NI OStts LINRISYAG2

GMP: granulocytenacrophage progenitor, progeniaR @4 0dzz 1l 3INFydzZ 208044 | YFINBT
LINEISYAG2NE &aLRt SoryTeymiodytyBE B lnKobytt ProyNERt NSy A Siy2ANGT2 NB e LINISE | dand 22¢
Blymfocyt; IM. Y Yy SYI (GdzNRE@Lyeée . fev¥Fzoel

Spostupuj2c?2m Diolzn §nr2aork Szeatp,odipe B | y mf c
podobnhD jako u mygi, nen?2 homogenn2. Funk|
B IlymfocytT, B1 (asi 5 % vgech B lymfocytT
vzni loajlcdnbrogeni tor T a | ej i(MohtecihoRadrigbez a p r c
Dorshkind 2012) PSestoge prvn?2 i nf or neaclen?2a@ ht d mm
(oznalovanlch B2) existuje i CD5+ subpopu
publ i k oooedl98fWang, Good etal. 1980) na potvrzen?2 jejich
se |l ekalo v2ce neg 30 |l et.

Prvnz2 dTk a GyiffinpHolbdick ekah (2@G11)i kt e S2 ve vzorc
zpupeln2kov® krvpemiofvormzehcVe adasphIlTch
popul aci B imunofenutiypen @D20+CR27+CD43+CD70.

4311 B1 a B2 lymfogty

Pokud bychom strulnhD charakterizoval.
populaci CD5+/b u n Dk, kt ekro® tvnz2n idkSapje?r ivaone Bdhauj a p
vyv2jej2c2hdpvisel psobidunaVm?2 Se exprasl@ snob ek
i Bla (CD5+) a B1lb (CDJ populace. Jejich tvorbakkost n2 dSenh je zS
p ost n@ardy|LneDal. 2000, Carsetti, Rosado et al. 2004, Hardy 2006, Tung, Mrazek et
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al. 2006, Baumgarth 2011, Yoshimoto, MonteekRadriguez et al. 2011, Montecino
Rodriguez a Dorshkind 2012, Parra, Rieger etal. 2012P Sedpo k| §d§ se, ¢
postnat 8l n?2 tvorby B1l1 |l ymfocytT je jejicl
|l ymfocyty se zSejmhD nepod?2| ej 2 na vzniku
b u R k(antor a Herzenberg 1993, Allman a Pillai 2008, Naradikian, Scholz et al..2014)

BNDhem s dimpgpteiranu® ace se u nich objevuje
substituc2. Hlavn2mvpsokokomandm spgont e m?
(polyreaktivn?2) | g M. B b u nymf no&(Mardy rB@6silugs, n e
Mrazek et al. 2006) Anti genn2? receptory Bl | ymfocyt
| i pidy a |ipoproteiny, pSedpokl|l §d§ se |jej
vli astnosti Bl |ymfocytT pat $2 $ParapRiegeoetdl. f a
2012) Sl edovan® subpopulace Bl | ymfocytT b
poch8zepgoetytzovanlch baktTeri gmhdédcht TInB.st Ty
schopnosti Bl1 IlymfocytT sviRDd| 2?2 o makiroh 8®f
(Parra, Riegeretal.2012) a z8roveR dokl 8§daj2 skutelnost
i munitou nen?2 ostr §, a |(Kvell, pICBapet ettah 2007)BL Bp | y |
l ymfocyty j sou schopn® spontg8nn? sekrec
somaticklch hypéi met ammezanmhajreperto§r prot
Yaz K ®mu s p e KGriffiy Hodbodidk et gl.e281T)

Oproti tomu kocnyveyn| nk’t eB2® IpySwefdost avuj 2 |
|l ymfocytT, jsou ve vygg2 m2Se pr o dpurkeokvusrnzyo
odvozenich kmdkt HSC dSenjieji pBi |deonzgr § pefferip d «
vsekund8rn2cbhrg§yeéakfiimik ) smu napS. slezina
od Bl IlymfocytT je spont8nn2 tvorba protil
Pro B2 |lymfocyty jegitgpuchkrSamiacmy bW®Wwéd NVRJ V:

pro imunalobulin.

4312 VIivojovs stadipaiBn8lryntafcdicytyumfvati ckl ch ¢

Nomenkl|l atura jednot | ibwhem wiewnd jrd@idne?h o
jednotng, a u jednoMdalvdzcn taeuxttou Tj z8rke cgfod ns
vivojowdeih2 ,0 tedy progeRdoR lgmfoacy)iprRB Kk Uy md oo
lymfocyt (PreB lymfocytya nezr al T KB2 | pdni jee®y t oebjhzh cent r ¢
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Yar ov ni vivoje B lymfocytu, pat $2 V(D)J r

receptoru BCR, B-cell recepto}.

4.3.1.2.1 V(D)J rekombinace

| munogl obuliny vgech tS$2d jsou slogeny
t DGk ®ho SetNzB=zed giHMu MA)glkdb udeitnu je k-dov
nach8kek&@sw na dl ouh®muMam®mko tbkamsmaz mTg
pol etn® obl as%“siek k(tvearr@ adghviatialrie28egbspeDi/,s ez ngl(
diversity segmepta J¥as e k (s pamgl. pimiységmenta G s ek (konst at
zangl.constantregiont Ngk ®ho SetNzce (stavba | ehk®ho
s kl)aneway 2001, HoSej.g2, BartTRkov§ et a

V(D)J rekombinace jenec hani smus, pShsgdve@em®mpHesh
genov I cemasfevgymt v o Sen2 kf-udnukjl2nc22cchh gpermft e i iy r &
fungovgn? I munitn2ho syst®mu. Na podkl adD
jedind nT c h mol e&al i zuktZer i®murni tmg e nonEmo vidoN a pt
anti gelna[loneway 2001, HoSej.g2, BartTRkov§ et

Vpr TbNuekanbi nace wWpsthSizderk?2 r oz &g Dal ch
J YsekT tak, @by wer §vmaahPtuaillBzizia gleomws8n v
pr §veldden. Rekombinace subgemnwihah ensgegkny , V|
hr 8 buenzynsyyRAGL a RAG2ropoz n8vaj2c? tzv. RSS obl as

sekvencez angl.recombination

Zérodeéni konfigurace

deoxynkl eot i dyl tr B -_-_%'®+H-_“_

(TdT) R S S S e k V e n 'Drjrekomhlnace

signaling sequengat e r mi

na genov® Yas €
mohou rekombinovat. Jsol
tvoSeny evol L
konzervativn2nm '

bohat T mi hep we TR

nonamery (Janeway 2001,
HoSej g2, Bart TR¥EGFESYHEEOLS, | v T 2Ny Syinéway @001) NB
2013)
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Vpr TbDhu r e k o mb ibouaohremozomerhtd @ ¥hla a sot i en:z
komplexu RAG1 a RAGZr oz gt Dpe BDNA vimP Sk Da t z vhlasti R®Sa c e r
kvytvoSen2 sign§lu a vysp&jigeadal mb VRE®Sd 0iDIN
funkl nzho VDJ produkt dekad ej edhk®mechkl amod z or
rekombinacena dr uh®m homol qgxnCGbm 8&herko an 28 @amavay)
2001, HoSejg2, BartTRkov§ et al. 2013)

43122. odzy36yeée NBOSLI2NI 6./ wo

B buni|nl r ez anglt Baell PR tézky Fetézec
receptol, kterl naj deme nae
t v o®mplexemt r a n s me rotbpro®@in arento \
transmemhbhmphnexl jlk sl oge

vl astn?2ho membr 8nov ®ho CD79

asociovanlch si ghravyn?z ad d

ocyt
lehky Fetdz:
! | T’
nu

tvoSmembr §nh v8zanl im i eho
i zotypovs§ tS2da z§Ileg?2 | CD/9% CD79B race
Funklsamel i §?2 od sekreln?2 od]l
jehostruktura na r ozd?2| od sekr obul

obsahujgk r omnN  dvoua H v®eut Nz cg" O NMHIKSYE adlgoe
i ntegr 8l n2 membr §novou vdooSA® nmo.| elkruu hal CoDd7d92, |
t r ans me mbprr Sont @7DacAICD79vizOb r §% e k

4313 Progenitorov® B |lymfocyty

VobecnhD p Snojd2erhan @my(mif Opo D2 el s t26) gsoud
progenfor y B | ymf ocyt T(zandl.eoomman tymphaddrogehnitper Na 2z 8 k|
exprese povrchovl domto omlbek uwlozmT e me dwhD poj
BNDhem orekdrooby#r ogeni t or u B PrePnoB yrofgeyt)y e@d 8l @ ejd
ki niciaci somati ck® r ekombi n ®reRoBtlyhipéytEGriao S
sv®m membr §nhD nese skupinu £ gpeéprinijenvlesie ! e k
CDh34, CD10 (membr 8novoub4me t(asli cae nodf coprei pnt)i, d §
glykoproteinTHY-1) a Ly6d (|l okus D). Zat2zm u njj n
CD20 ani CD25. Jsou ji¢g pS2tomny hlavn?2 t
EBF (early B cell factor }, cytokiny ¢KIT (kit oncogeng a IL-7R (interleukin 7 receptgr
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(LifeMap 2016) Me z i dal ¢g?2 proteiny, kted®@Kki{iswom?
indentifikapateff?2 zé6bk2%ke (EMS3 osi n grdwthnfdtora 3)
independent), Ikzf1 IKARQOS family zinc finger)1PU.1 épleen focus forming virus proviral
integration oncogene a mn qlhféMapl2816)g 2

PreProBl ymf ocyty d8vaj?2 vzniknout | as-n®mu
B lymfocyt). Vobdob?2 | aBs nl@&hmof oReryt u j e zah8jena st
pSeskumédhsmgbhent T, na n2¢g plynul 8 lymfacyta z u j
charakterizova® s p o juam$ ens Ku pudiMN@®poarchDPraB | y mf ocyt T s e
typick8 molekula CD19, kter8 vgak jegtnhD nq
CD34, CD43, CD93 CD1o0 ( membr 8nov§ met al oendo
tyrosinfons f at @ Zdil) (BNAnnukleotidye x ot r a n(kifeMap 2216))
Exprimuj2 se chemokiakyu ReProB alnysrkfr o oy indy gf aakk
vstupuj ? geny pro enzymy RAG1 a RAG2, be

rekombinaci.

4314 Prekurzorov® B |lymfocyty

PozdnB Pymfocyt, kterl progel YspRhRgnolt
kontroln2zm bodem. BNDhem prTchodu prvn2zm Kk
buRKY, u ktweytivdoSede?rg!l founkk| n2ho VDJ produl
kap o p t(Mefckers 2015) ProB lymfocyt sf unk|l n2m t NDgkTm Set
prekurzorovi m BBlynfoecgtero)cTet em & R @eprimgevtav.Bré u e
BCR (z angl. pre-B-cell receptoy sl bhgk®ha SetNzce, n8hr ac
mol ek ul CD79a a CD79b zandl.Surogatel light chhilpe hk & Seo
proteiny k- dov as[Melchers, Kataguyavhp et al. BLO9ByeB lymfocyty
bNDhem sv®ho vIivoje pmoch8zemt, dov bBBlgnifdyu ok t
a obdob? m-Bnall yerhfoo cPyrteB. | Yenlf o® y Py e sou ranh
charakterizovg§ny pS2BCRamnoptakopavouohev®hof
mol ekul ami j sou CD Idse moleKllp GCBYLifeMap0d&®. 2 n§ ex p

Pot ®, c o 4B lymfecytkd®jdedreaRtivaei genu pro RAG1 a RAG2, dojde
kzah8jen2 rekombinace | ehk®ho SetRDzce-Bi mur
|l ymfocytem. BRhem tohoto pSechenkdyper djedsd ob
funk| B8R a@al g2ho vivoje jsou o®BsymoaytyNny
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saut or e a k-BGRMekhars, Karasuyama et al. 1993, Tsuneto, Kajikhina et al. 2014,
Melchers 2015)

Mal T -BPryemf ocyt je neproliferativn? v
pSeskupéniZsnegiment T | ehk®ho S@leldhers 2015)iTaiaw n o g
rekombinace prob2h8 pouze | ednoYwsreok.o vRIQ Ys
VL J rekombinacib Dhem n2¢g je vwyltwro®Sewmktf,unk!| ab elVi
homol ogn2z m chrompabBuen2dofydnt ®ky | ehk ®h
vendoplazmatick®@mNDgeI mkSeaNvgemeSen?2 memb
(Janeway 2001, HoSej.g2MalBld nyRmfdoicByv § set dals.t

kontroln2ho bodu, ve kter®m je testov8na f

Autoreakt i momdubeRiog¥rnl m pr8onceis etmz vw. S
editace a vytvoSit po(tueimgeiak Monddtiemeeah 201 Bokud a k i
tento opravnl GeuphamibanmMusg adedludpei, Ry ms | gL a
PreB lymfocytyn a s mDr @\ »pwMelkhers, Karasuyama et al. 1993, Melchers 2015)
Mal ®Blgmfeeyty nesou na s v ®maekuylCOBENCID10sGbi3alB22a 2
(LifeMap 2016) PreB lymfocyty sf unk| n2 m BCR se st 8vaj?2 n e
pSi praveny opustit kostn2 dSeR a migrovat

santigenem dojdek e j i ¢ h diferencecin 8 1 n 2

CasnyProB Nezraly B Tranzientni B Zraly B
lymfocyt Pro B lymfocyt Pre B lymfocyt lymfocyt lymfocyt lymfocyt
DH'JH ANO VH-DJH ANO k chl ANO

chl chil lgMk
l NE
NE NE h2 o
ANO ANO Kc @ m
vy Vil l NE

ch2 ch2 nch1  ANO ANO
lgMA —— TAY
l NE l NE g
NE A ch2 @ @
NE

A
L j Apoptdza .

Pre-BCR BCR
D,,— Jy rekombinace | Vi;— Dyl rekombinace |V,,DyJ, rekombinovdno | V, —J, rekembinace |V, J, rekombinovano

F{ g gr

Kostni dief = ji M Periferni krev Slezina
ho Nl6t$jSKEf SR RS24 LINRPONKF2NONOK 6SKSY OSyidNlfyNK2 @
Melchers (2015); chdK 2 Y2 f 23y N OKNEY Y22 ¥3yiN OK ahigen KR 21/ NRBD v N

31



DNje prbbBbhbmj xentregjlen2B flEygymf ovdwt u sou
Obr 8& ekha 3tranh

432t SNAFSNYN géegze

Peri fern?z |l ymfopo®za Jje obdob2m, ¥dy
prim8&rn2 |lymfatickl org8nsekosd@&en2dBe®: g8
finalizuje jejich diferenciace/r § mci per i f ern2 | y mf o pvol®zoyj omnc
f8ze. Prvn?2 krdyn®@ eolBdd yrafi oaytm ma&omag 17 owans§
tranzientn?2ho B |l ymf ocytu), i ntermedi 8rn
lymfocytech B Ilyff ocyty marging8ln2 z.-ny, folikul 8
termin8l n?2 stadi um, kdy B | ymfocyt po ak

dokon|uje proces sv® difereneciace (pamhSc

4321 Nematurovan® B | ymfocyty
43211 NI YT ASYyGyN . tevyFzoehe

Tranzientn? l ymfocyty pSedstavuj? spo
| y mf ockyotsTt n¥ dSeni a  pseerkiufnedr8mr2nm ¢ T v oyjnef na t

Z8kl adn?2 definiln2 vl astnostp?rirtm@amaileynmfng 1
org8nu do m2st sekund8rn2 | ymfopo®zy. Uka:
migruj2c¥¥d¢znmaummdDkni s f enotypov]l rfGhung Silvammkét n 2 r
al.2003)Zcel kov®ho objemu | @M4d el niNykmfsd ongidjeS eknti
kontr olde?nim plSi ko b s h dpmeeeea®i jen 10 %, a as
t Dchto bunhRk dozraje dGhungSiverman etalndoa@3h OBt &
buRkwyvd Boluedkap$§. poruchy sviygsnoakl ® zmTrey B&ZLRt
nas mDr cawpSompyt -k e . PSechod do maturovanlch v
kontrol n2 bod(PaamighanyjBarnatd ats 2009 eMelchers 2015)

Tranzientn? buRKky kestwn?j | oS®kia, vyskiyt e

(Palanichamy, Bamard et al. 2009)Loder, Muschleretal. (199%) oz | i gi | i na m
vz8§vislespresia povrchovich znakT | gM, I g
subpopul ace tranzientn?2ch l ymfocyt T: tra

simunofenotypem IgNhigD"CD21°"CD23",t r anzi entn2 B | ymfocy
simunofenotypem IgNi9"igDMI"CD21M"CD23™, p Si | e mgp SveydhpSozked laid uz

|l ymfocyty jsou vivojovhD ranhRjg2m pSedchTd:«
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mol ek ul | gD) . Studie na |lovhRku pSinesly
molekulCD24,C38 a CD10 u t r an ¢gPalanichamy? Badmardet al. 3069) o c

Podolak® ju myg2ho modelu | ze u || ovABlknan r oz
Lindsley et al. (20013 e zamRSi |l i na piSddmtmnfoisk aAAniEvhoo
variabil n2 m2ru exprese molekuly l gM a (

|l ymfocyt T, T1 ‘EBD2BIgMY, dz lymfocyty MAXACD23 IgM"" a T3
lymfocyty AA4*CD23'IgM'"Y, Populace T3 B lymfocytT vg§
anergie a jejich objev a vymezen?2 |jako sa

skl adnTm pSijet?2m.

Palanichamy, Barnard et al. (2009)e z amRSi | i na popul a:
|l ymf oaenytr U exprese mol ekuly CD3&8na CDRat a J
zanal Tzy perifern? krve pacientT po depl
rituxi mabem. Ve sledovan®m vzorku rozligi/l
t Si populace tranzientn2cmhm BT Vymnbe ®me2 g n ki
pSechod mezi gragipniul TAicmMiT3j e Tyt o popul ace
maturovanich odligit na z8kladh vysok® exyp
st2m, geugoebBkack znaaktTurtoyvpa ncg& Tsctha dpirao am p o
typicklTch pro nemat ur ov a(@danichany,BaraardBt alb2009))| n
Z8roveR se ligila jejich anatro§macik §j d joikal

rozpozn8ny mimo perifern2 krve tak® ve sl e

4.3.2.2 Mat ur oB/ynfo@ty

Vperifern2 krvi lze rozligit tSi velk®
mar gi n8l n2 z . nyzargMiargiBal zong Bitefs¢c y tf yv,| i kul §r n?2
B lymfocyty, z angl. follicular B cellg a B1l1 B | ymfocytuyr owadVio
|l ymfocytT, kter® progl yzai.mémeraRcellsa plamart i Scoky G
b u R kyangl(plasma cell} . Zcela novou popul aci B | yn

lymfocyty (B-Reg, Breg,z angl.regulatory B cellk
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4323 Fol i k 8 lyrBfocyty?

Foli kul 8rn? B | ymfocpulyacp Sedisrtlawluyj22 cr
b u n(Alknan a Pillai 2008, Pillai a Cariappa2009) Roz | i guj 2 se dvD | a
obl asti, vekwksaezdwsna ofcchl8izkkul §rn2ch B | ymf
us azenhbmingt zjvsou foli kuly (nodul vy, uzl 2ky)
(Pillai a Cariappa 2009) Dr uhou obéassdzujyvye kolirRulils8r n?2
zl ymfaticklch orl&anhPilaj2e08)k ost n2 dSeR

[
Lymfaticky folikul

(

il

Marginalni B lymfocyt

Folikuldrni B lymfocyt

Makrofag MOMA-1

T lymfocyt

C )
@®
(@)  Makrofgmarginalnizény
&
@

\ PALS periarteriolarnilymfatickd pochva |

L

Zilni splav
fl
ho NIT{DKSYEGAOL & nST atSTAy2adz | 2 PPaRECariANa @Ry 2 G f A
Stroma folikulu tvoS2 b2 8 dSeR slezin

propletenich retijkehgromkchleviz@kdrytsdajpen
l ymf ocyty (oboj e vietnnD aktivovanTch st a
makrof 8gy. Vlastn2z tRDlIlo folikulu je obkl oy
| ymfati ck®h& @rSe8ist,avhkije kontaktn2 m2sto
vaskul arizovang8 lymfatick8 tk8&8R mapgirmn§ln:
krv2 a lymfatickIim org8§nemenéder mébkbempmhohb)
SeligthD do |lymfatick®ho uzl2ku a z8roveR |
santigeny. Zv n Nj g 2 strany na mar gion8lrm22 zZ . .ymuf anm e
(PALS, z angl.periarteriolar lymphoid shea)h, kt er 8 obsahuje vysok
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Hi stol ogicky je PALS b2lou dSen2, kter§ p
arteriol, mikrostavba sleziny vid b r 87z str.l34.

FO B | ymfocyty | ze od ostatn2ch matur
z8kl adn pS2tomnosti typicklich povrchovTich
molekulu CD23, IgM a IgD(Cariappa, Boboila et al. 2007) Na sv®m povr
mo nor e ak t(Cerutti, ColsdBeCaR 2013)

lgMlo
IgDhi_, =¥
? - T3 LY ~

H - ? cD21int ?\ ~
- ~ IgMlo
- - - .‘ CD93+ ? .. ) ~a IgDhi
- e H SilnyBCR.y CD23+
== /s == g CD21int
~ -
( T21gD T21gD Nt . :
QY low high Bez Ag
T - - I
IgMh == PSS~
gMhi - ...|th_\_ B IgMhi ~~ IgMhi |
IgDlow lgDlow ~ = = — _ _ IgDhi ~ Q IgDhi H IgMhi
CD23+ CD23+ M2~ _ o~ D23+ -« IgDhi
CD21lo CD21int CD21int = = cD21int D23+
CD93+ CD93+ CD93+ CD93neg = ~ =~ = CD21hi

-~
~
~

~ .

? ~ IgMhi

] ~ ~ IgDlo
CD23+
CD21hi

ho NIS{OKSYINLSHA TBe g2 2158 YT If & 3 R G K Ceriddia, IBgb&ildd al. (IDAR) S
NE T O pbdj&Nel, Summers et al. 1992, Lin, Gu et al. 2009, Veneri, Ortolani et al. 2009ARdnez, Paiva et al.
2010)

Nematurovan® B | ymfoogi m®und dv8manbrpn
a d8vaj2 vzniknofgD"fdd loiukhwl 8rinj22nc 2bru Rkg8Mn t y
(Pillai a Cariappa 2009) Tyt o buRky d8§vaj?2 vznfiklniokual §r
buRk&m typu | (d&8le jen FO |), prekurzorTr
mar gi n8l n2 z . rBillai & @Fiappa 2008)n MPMEE kul 8r n? p od s
vedowd¥dF ekenciaci folikul rn2ch | ywmef oamsst T
pSechmematzur ovanich vivojovich stadi? smBDr
mnohem sVizDpir t8&pe&k?2 s35r adWazuj e se, ge kl 2] ov
mezi jednotlivimi vivojovimi stadii, je i
BCR a pS2t ondiiogsnta |lainztaicgee nppuB.imb o iin BCR BTAK ( Br
ki ng§anglBrmtonds tHymegisma kierdyde n® pSi vzn
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t ®t o0 signalizace by nedag@gvoskesvinnkhui RODe

mnDn?2 | i munofenot ypo \AilaipCandppal2009)ednot | i vTct

FO B lymfocyty, kj ej i chg aktivaci odchg8z2 ve f
kostimulaln2ho signé§l u rzap rzoas t“QlalBidlsbnand®in o (
vzni knout z8eokHeknBchedbch§z% po probhRDhnut
pSesmydkiuf ekenci aci FO bunhRk do pamhRSovic
pl azmat i c(lmarha Pitlai 2008k

VpS2padhN | asn® T depenldemftmey toyd,p oktDari @
z8rodelnim cent memi gd§iRro8zanmciek npiuj 2c2m pl
(Minges Wols 2001, Aliman a Pillai 2008, Oracki, Walker et al. 2010)

AsijednaSet i na | gM+ nematur ov &misdm?2B dISyemfic
za pomoci dendritipkaddikBABRKcthors tanlet id\Swejna?
z angl.B cell activating factor u hn?2zidld®h vk ol e m (Kleia Carigpa h s
2009, Pillai a Cariappa 2009pd | i gnost 2 paral el kolsa n¢1 WSjead
na rozd2l od vivoje v lymfatickT ch(Cariapgs§ n e c
Boboila et al. 2007, Pillai a Cariappa 2009) Mo | ek ul 8r n2 mechani smy
a MZ bunnik nej sou pl nD pochopeny, pSedp
|l ymfaticklTch org8nT poskytuj2c2 bohatl rej
(Allman a Pillai 2008, Pillai a Cariappa 2009) Podobn N ot e vakeonss nj2e di
mTge blt soulasnh m2stem [Qariappg Bobdila dat al. 2G0K, u n
Pillai a Cariappa 2009, Pillai a Cariappa 2009)

43231. tayvy¥zoede YINBAyttyN Isye

B |lymfocyty marging8ln?2 z-ny (d8le jen
necirkul uj2aradchur cmvada winhc h & u llaytmifno c yy t8§ W r esm,
| okalizovanich na rozmez2ushzlz®ngSehkBDealva
marging8ln2 z-na. Margin8ln2 z-na obsahuje
spektr um (keatk akedrreg2D02MZ B lymfocytyvs op Bj 2 rysy bun
a adaptivn? i muni ty. MZ B | ymfocyty | sou
reagovat na antigenn?2 stimulaci rychl Tm z

obdob?2 n e gnakontaktzmntigenemuizareagujequiuk@ vysoce afiniti
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Mezi tyto mechanismy patS2 rychl § akt.i
odpovDiDdi na krv2 pSenosnP®& kpoaut oagfeinnyi,t oau ,p rad
(Cerutti, Colsetal. 2013) Jako jedin8 subpopulace B | ym
viozen® si greallniizd oviz mpahgDdie@éh@nic (ocus notch homolog
protein2) (Martin a Kearney 2002, Cerultti, Cols et al. 2013) Me z i dal g2 znak
jejich intermedi 8rn2 povahu patS2 i skutel
podobniD jako el ementy vrozen® (CenutinCols et alvyk
2013) ProgresivnZzm znakem | eBCRejpiooroc 3 c hsoop
hypermutacea podobnhD jako folikul 8 n2 buRKky moh
B IymfocytT a plazmaticklch bulniRks k ® Ss Il e mig
somat i ¢k @aualimRithard 2011)

MZ B |lymfocyty na sv®m povrchu nesou m
CD20, d&§l e veexpwyisnouk® mtoSeekuly CD2Martin@D35
Kearney 2001, Martin a Kearney 2002, Zouali a Richard 2011)od ost atn?2c
mat urovanlich |lymfocytT je odliguje absence
CD5 (Pillai a Cariappa 2009, Pillai a Cariappa 2009, Zouali a Richard 201Br §v D n2 z
exprese negativn2ho regul 8toru Bpdzyaadf2ocwe
rychl ®ho n8stupu produkper pv B@EBIlymfosyy/(ouddi | yr
a Richard 2011)

4324 PamNDSov® B |lymfocyty

PamNRSowmf dBcylt y p SeidésOt a% u\j ¢ e cahs (B Salyimof o ¢
Carsetti et al. 2004) Jsou nositeld] pHupaddPgopa®oypam
santigenem zah8j2 obranu or gan%¥lsimungivapt¥ ibdllosut
negpS®padh primoinfekce. Mezi jejich kl?2]o
odpovhdDN (vyug2van® ve vakcinaci), ke kter’
(zachov8&8§n2 schopnostijpnbgbntypech, bn8Wks|
dendritick® buRky) a schopnost rediversif
vz8&rodel nT c(Kurosalk, nkometawitet al. 2015) | munof enotypov
pamNRSovich IlgmfedegmTngaemogns® cesty Qberj§ ek
9na sBY anpPSesto na sv®m pooR2X clhyumfnesytuy twe |
e x pr i mekileCD27(Klein, Rajewsky etal. 1998) Podl e pS2tomnost

pamRSov®ho B |lymfocytu se rozliguje popul a
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i zotypovIim pSesmykenpOa % Sceedlsk caw®H & pacslit u2 Oy
lgG+, I gA+ | i 1 gE+ popul ace neexprimuj?2c?
(Di Sabatino, Carsetti et al. 2004)

Zavislé na
zdrodeéném centru

Nezavislé na
zarodecném centru

Bla pamétové
lymfocyty

B1b pamétové

lymfocyty
hoNIJISWSNRISY LI IYSIORIAEOKON fe&yYF208iG4 @ Tt @A&at2aGA yI 1 LA
Vperifern? Kr vi l ze rozligit dvinD z§8kl

|l ymf ocytech z8visl® B |lymfocyty odvozen® ¢
nez8visl ® | ynmofdo cnyotvyd opdovposzaenni& h B1 | ymfocyt
|l ymfocyty tvoS2 dvhD velk® subpopul ace, Kkt
z8rodel nT ifhigercreint §lyn 2 z angl.ngermiaal cer@@,s ek und§&r n
| ymf at i ck (Berkowskar Dri§ssen et al. 2011, Kurosaki, Kometani et al. 2015)
Z§rodel n§8 centra jsou mi2krhodryarfomii ck® cdb loe
je viznamnhD zvigen phdlsatol boyli2cGRiterHo zsbed e ut
z-nu z8rodelnlTch cesdmat i cvke® khtyepre® niua cabc§ z 2
l ymfocyt T, an?2sg NddfcohmS8azt2i mkaciv afinitn2 matur
a nS8sliednlyplv®mu pSe s(KgirkaDallgkavela 2008, Berkbwskd,

Driessen etal. 2011) podr obnNRj g2 pSehl ed dnNjODbrngade%r o

na s43r ani

Vz8vislosti na intenzithD kont akecestyB8 po
| y mf o coyztd]Bllymfpcytysni § g2 afinitou, kter® byly
po vel mi kr 8t kou dobazkamt @edphebndr el nesliog
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center, a diferencuj?2 do panBSanz We étall2god)f o c
Nescakova a Bystricky 2011, Kurosaki, Kometani et al. 20B%) indukci diferenciace B

|l ymfocyt T Tccch pamMkovbez nutnosti vstupu d
signalizace prostSednictv2m CD40 receptor L
T lymfocytu. Pokud se B | ymf ccooyrtatv yck2® 2h ytpo
anikizot ypov®mu pSesmyku, a takovT dpiafneldSonvcii a
stupniD udr guj e vl dSanziNeietal 2068yNedtakova a Bgskricky 201y u

Kurosaki, Kometani et al. 2015)

Z8kl adn? i munofenotypovl prof il pamnb
z8§rodel nTmi cent r (Klein Raewskyevat 199IBerkdDska] Briessen
etal. (2011popi suj 2 p-bpAkapamBBaVIich bunhk, kte
centry. PSedpokl 8§daj 2, ge se jedmi3hepna mhD
i ndependentgm?sch orienagdkecs?t im8l n2m traktu nebo
vznikly vmar gi n8l n2 z - nD sl ezi nBerkowdkaeDnessly at al® mo
2011)

Oproti tomuuB | y mfiorctyegnfzi vnRN pdmamud TomianT chy m
del g2 dobu, docche§ zp?r oksrt oSneldl nsiicg nve? lmis zmbor @rkw |
IL-21. IL-21 upreguluje expresi BG& (B cell lymphoma ¥(Kurosaki, Kometani et al. 2015)
BCL6 je sekven|nhR specificklI transkripln?2
di ferenciaci naivn2ch pomocnich Ta&) .| yvé oy
B IlymfocytT wmweeéendenénsTATpb,yvNalij @ oknlox |20V ILnr
vzni k a vivoj (teBieradredden 2008hKuijpers) Beade et al. 2010, Perez
Andres, Paiva et al. 2010, Kurosaki, Kometani et al. 2015)

Z8kl adn2 imunofenotyp pamhRSovich B | yn
je IgM-1gD-CD27+ (Klein, Rajewsky et al. 1998Berkowska, Driessen et al. (201d)o pi s u |
CD27+lgG+, CD27+IgA+ a CD21+g M+ popul ace pamNRSovich B
z8rodelnTimi centry. Dokl 8&8daj2, ¢ge CD27+1lg
pri mg§rn2m B buRk&m, kter® vstoupily do z§r
CD27+1 gb+ pamhRDSoviyckhazBj 2 ymiysokolT WwW2ru pr
somatickou hypermutaci. Toto by mohl o sviDd
pamRSovich IymfocytT progly slogiz€PRjog®minT

centrech(Berkowska, Driessen et al. 2011)

39



Ve vzorc2ch periferin2i dkur8vlen Dl zvea rwv yasbti d pne
profil pamRSoviz&liBIlloymfiomnywt T.muviol ogi ck®
vzniku a rozvoje rTznlTch onemocnhDn2, | ze |
stavu. Nap S2rdespecd iuc kplantii ezn§tnTDtsy st Sev doch§.:
| g M+ pamnSo v (i Babating,nChrsetti pttalT2004yang, Jiang et al. (2018¢
zamNDSili wmhcemnatewnhy kolitidou, u nichg by
CD19+CD27+igDl g G+ pamRSovTich B lymfocytT - a
pl azmabl astT, o nichg pS eaogamézitdhd aj Dhedech)
paci eretvIinag oi dn2 artnatuden2t ak® dbohgEeklk
l ymfocytT. VDtgina studi 2-Bpd pyinsf(Bugait\&loiccety e n 2
al.2014) Na druhou sdktainwnaumparcemand D2 m byl y
CD27+IgDCD95+CD21 a CD2%gb-CD95+CD21 popul ac? neg
(Adlowitz, Barnard et al. 20155ledogn 2 r TznT ch i mumibdenoulypop
pamRSovich B IymfocytT by mohlo slougit |
ng§stroj pSi sl edov §n?2savutvooijneu nointemtonein Nonree nuo

4325 Pl azmati ck® buRKy

Plazmati ck® buRky pSedisad@e uB 2| knnfned yntow
Yol oh@ddawpti vn2z i munitn2 odpovDdi po kont akt
rozpustnichldpnBoo ipIS8tvéendlent §r n2 b u Pokoyh a tu
vaskularizovanTch tkg&n?chko(sltyndaf ad S ecRK)® ukztl
fyzi ol ogijgith®dkeencs dosakuje 1 iGalame 2001, Oracki, Walker et al. 2010,
Pieper, Grimbacher et al. 2013, Wang, Jiang et al. 2Wdne a Lipsky (2004)p o pi s uj
zv]i gfekvencipl azmat i ckl c hs pRindkh ius nl BUEPA ramanm t | ¢
buRKkYy vzmalk@j 2f r akce bunnk schopnlch t v
tzv.pl azmabhlaasap Taoazmat i c kdardyhplashaucelDk , kt er ® s
schopnost proliferace a migrace obRhovIm

(zapojhomiagr eeegpt or T) .

Plazmatick® buRky, kter® d8§8le nedife
povrchovich mol eknénedNau spy@®m Polvymhacyty |
CD19 a CD20, za to ve vysok® m2Se (Rawston i mu
2001)
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Konven| n2 plazmat isek® nh @Rfkagtci kczkhl yckha j ¢r g
kterTch na z8kl adnD signalizace prost Sedr
intrafolikul 8rn2ho vivoje, d8§vaj2c?2hanglvzni
long-lived plasma cells , nebo extrafbhDhéml §NhdfBovehvépg
pl azmat i edng@shoriiRkpjasnia cells(Calame 2001, Minges Wols 200Ro z d 2 |
viednotlivich cest8&8ch je nastolen odlignol
Cb40/ CDh401L, rychlost?2 n8§stupu i munitn?2 odj
PSedpokl| §d§8 se, ¢ge pB alzymftd cKI®N DmtRekyiy v wen§ rk
mat ur ovanl ch pBanmySwofvolccynt [Brackiyaratkeo at i.20[L0)

Krg8§tce ¢ij2c2y pvarimaajtk®ebmiRk| asnh
odpoviDdi. Jejich typickou vliastnost?2 je Kki
asi polidnmmi zaci) a vel mi nz2zk8 afinita k :
plazmaticlke®®bsRkywack@BSejn? vl eermwgn kostn?2
uzlingch, tvoS2 rozpustn® protil §tky tS2d
buRky vel mi rychle reaguj? na prvotn?2 Kot
odpovhDMNSedpokl|l §d§8 se, ¢ge bhDhem sekund§rn?
se kr&§tce ¢gij2c?2 buRky tvoS$S2 tak® z B | ymf
s antigenem progly reakcemi V. ger miinit@1 n2
k antigenu (Minges Wols 2001, Oracki, Walker et al. 2010).

Dl ouho ¢gij2c2 plazmatick® DbuRky wvznik
sekund8&8rnhD pak z pamhRSovich B lymfocytT.
polty dl bulpdagmptcz&klch bunhDk se nach§ze|j
gl 8ze. Nesou vysoce afinitn? protil 8tky,
pSesmykem (Minges Wols 2001, Oracki, Wal ke
neexprimy 2 MHC a nemohou tedy fungovat |jako Z

viznamnhD pTsob2 cytokinov® mikroprost Sed?

4.3.2.6 Re g u | Balymfoéyty

B Ilymfocyty mohou do I munitn? odpovDic
produkc?2 protil 8tek.t2Jibgylod u70B Ilyemf ox0O/.t Ts tp
i nhibil nizTemememBont® dobN sdepdBoadPimioj soak!
produkovat Il-:10. Tentocytokin se zapojuje do inhibiceol ar i zace Th1 I
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prezentace antigenu atvorpyr 0 z § n Nt | iTh U Rk a my t mk EGray a Gray? |
2010) Skupina B |lymegayt Tndchepgunol ebye ai nouznniatl
jako regul al n2 zahgl.teguatbroRoelbs P Ty Bdg¢gmal vankce
|l ymf ocytzlatpenf Bopeny, stej mMBonkk®t négbylmunyp
jehog z8&8kladh by je bylo maugmBSaetfodevasae
mi noritn? popearliafcar nb?u nkkyi vzdr av®h o-10 Bo v D
l' ymfocytT., jJejrelgubincli ogiotl § qdVMdnedhB801F e dr .
sl ezinhD $2%B eldynngf(Teddel2015)

Spol evllnaosut nost2 Breg |ymfocytT {16, p8te
se pod212 na inhibici ¢t2ylb3 Fyo pa ocUENcdBIhi v T
2015) Ukazuje se, ge wl0 |l oomMkpn@®Psmkipeo® uka i
Blymfocyt T, ale tak® vybran® s {GmpdQGray2000B&g + p
l ymfocyty jsou nBhRkdy nai z&xnh alddv Snwy® |fauknok
(Tedder 2015) Ot 8z ka i n dluOk csee steakkr edcoes tiI8lv 8 do pop
me z i l igandy se stimul al n?2 midinyYIblil n kkye p atc$?
(TLR), j menoviptS® pTadRi2D ak oTnibR 4(Geay &®Gray @0R0) a T L R

PSi pokKespeeh2sB | ymfocytT p o npotrioleknlen o k
CD20se prok8zalo, ¢getmn2 aMkz&mnMtclhi \aludtoi enuamo
kvirazn®mu zhorgen2 stavut Ppma,ci gdeetpd eltiyBw E n y
lymfocytysr e gu |l al| n 2 (Mcintdshi 20k5tykken, DiLillo et al. 2014
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5 Popul ace

Blymfocytyper i f epBed&makewijp2ul aci

hl

neposti huj e

jejichg

schopnosti

avn?2

efeprodoakgi

s p e khtrraujn?

B pley mffeaynt2T kw v

I munokompe

fpmlotceée | Spek 2v g
g2 SiBlfyumfkol€Kryanhii@a r e e pedneo &8ika z uj 2
prodwhowatz aphpEmialhdtdky®Cn T cphr o d u
mi krobiciseérm2erh8f Ry, girok®

cvylt zonkai nm

viregul aci i mumiktom?c eo dpochwiud f agocyt ovat n(Owd
[ u |)ISawmdkan ® spektrum regulaln2ch a efeki
subpopulace fenotyp vlastnosti
2=
g g T1/T2 ::gDIVZI:I-gD+CD24++CD3++ Vyvojovy prekurzor
E % T3 CD27-1gM+gD+CD24+CD38+ Vyvojovy prekurzor
% =
""""""""""""""" E klidové CD27-lgM+lgD+CD24+CD38% Vyvojovy prekurzor
=} z s s
< aktivované  CD27-lgM#gD+CD24-CD3s- | rexurzorkratceijicich
plazmablastt
anergické  CD27-gMlow/-1gD-CD24-CD38- sg;gf;jssﬂmi"""'
------------ Pfirozena pamét,
unswitched CD27+lgM+igD+ cirkulujici lymfocyty
marginalni zony
. . QOchrana, antimikrobialni
.w% klidové CD27+igD-CD21+lgG/A+ pamat?
= c . . P
g g _ § g aktivované | CD27+gD-CD21-1gG/A+ E::égte.?"""a”to'm”“'t"'
= -E' = Rana IgM pamét.
ﬁ% IgMonly CD27+IgM+IgD- Prekurzor IgG paméti.
E m Prekurzor presmyku.
Y. Zarodetné a
\\\ centrum >
AN g ‘ 1gD only ‘ CD27+gM-IgD+ Vysoka davka pfesmyku
]
. .
\\\ &,
™~ g = kanich
~ x @ = . Pamétové v tkanich.
S S 8§ DN CD27-1gD-IgM/G/A+ VyCerpand?
_____ - g [=] =
L c;z;_t § Elr:;mablasty CD27%IgD-CD38++ Sekrece protilatek
CD33++ % plazmablasty| CD27++lgD-CD38++ Sekrece protilatek
g plazmacyty | CD27++IgD-CD38+ Sekrece protilatek
Periferni krev
hoNIIESOKSYF GAOTS TytT2NYySYN I T+ 1€FRYN OKI NI GSNISNG
INDBA® %t 1t RYN @eg2220S aO0KSYlL 065GyS TNBIOBYoyNad
6 SNDOMENA YA T PBIEo LABBOBGEEE BAYl S Lto omppyoo ¢2i2
Ff®d 6nHnmpy | YIFYAYy&a1S8K2 SiG Fftd o6nnmHOd® 2SNBSyH 42
RNSYAZ | 6a0tzRAB2¢zBF ¥y 68dz2NZ OS &S (3 PRyt m2 18I0 GHA 2o
I njS2YS IRRBYFNKRIzBAYSS || 2SS R212y0S Y20yS:I OS 2az2dz 2|

odzz1 e d 2SNOK2@INY Y2DYNEE O It 12y8IYe/dz 2R@21
feYyfz0eid ySvydzaN
L2 R20 Yy SK SYb adpglpdet @RS 21anNe OKIYI QN Y SLI2 6 G S Y
SY @éeg2223SY
SYlGdz ySaaz2dz 1 y#dIZNYBYE| &
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pohl ed na B |ymfocyty jako producenty pr ot
prodbi®e B | ymfocytT na m&i2ywm2dné®d majée eceld v an
nedostal uj?2c?2.

Stwie zamhNSen® na i munofenotypovou char
popul ac? vych8zej?2? ze sledov8n2 exprese z
IySbarevnl panel umogn?2 rozligit hl avn?2 p
zkl asi fi kace CD19+ B |lymfocytT podl e KIlein
IgD. Zt ohot o pohl pdui MgYgmreime k vv i rozl i glgD#), buR
buRky pamhRSov® (LDa9bhCRRY+pbhBzMmat i-)c\kr€ nicCiD ]
popul ace pamRDSmVJerme | yanf p$iyd gnr2o dzpapmdkcltzvl g M
nonswitched memory B celfNSM, t ®§ u v &nbWitched), tedylpapuladj kter§
nepaiozgdt ypovim pSes myke mligyoenyB Zeltighl dhiy), bguDRHK) y, ,
kter® zSejmh pSedstavuj?2 vivojovli mezistup
(IgM+IgD-CD27+), tzv.switched memory B cel(SM), lymfocyty,k t er ®g lpy i zot y
pSesmykem +g&GH, 7atdv.dddble negative B cells DN) , kter® | s
buRkami tk8&8Rov® i munity.

Vzg§jemn® vztahy mezi jednot!l i v] nriejsosubp
pl nN pa@dpomecisgkvem v 82 k1l on8T ny seapodaSilo
vintenzithD somatickT ch mkpugvi midt NS WPr DN hla

je frekvence somaticklch hypermutaci ni §g?
popul ace nej s o (Karkifslo, Wé&i etall201g)SSbutra®nhD jsou N
vybaveny funkcemd ,0dktSeww @ ujnddkv Todddmuj 2: | s
hyper mut aci bez nutnostij svosut upad odbon ® 8B 10 d&

' ymfocyt Tm, vykazuj 2 pHKamikski, Weiretal. 2012k r ob i 81 n 2

Het erogenita popul ace pl azmatickTch
Vsoul asn® dobh§ksleadrn®z Iciegsutjy?, tk&ierzl mi j e ne
plazmatickpuvi®uBldi. s¥ rozliguj2 z B1l pop
plazmatick® buRky odvozen® od konvenl| nzcl
molekuly u prekurzoruBllpaz mat i ck® buRky se rozliguj?
popul ace bunhDk nebyly dosud podrobnhD pops
zTst 8vaj?2 rladntod006y Nz eny
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Pouze zohaol et m®ho n8hl edu na heterogenitu
dovozovat, ge vnit Sn? funk] n? a bi ol ogi c
| y mf oocdyrt&Tg e jj2eg2 cdhe i munpmpdilejin®t mpoth &m gv ys¢eg 2d o
pSedpo.kSlro§zdvaoljoem pol ychromati ck® prTtokov®
v2ce povrchovich znakd2mbuadeaghomoRacdeBt |
Tyto poznatky pomohou &b j asniDn?2 jeichpo ohekend n?2 nebo
vrozvojiat oi munitn2ch onemocniDnPkijejighmakaghém n
PodrobnhDj g2 shrnut?2 hlavpeéchf &r dnGbmKSdzoegkt & r
strddni

51 Raritn?2 populace B |lymfocytT

Popul ace, kter® sérekveron ki/ VoyGE,yt bz
vpr Ttokov® cytomatitn? o¢ madiafjieds @b d z vl
v z § o@afey, McCoy et aR007, Donnenberg a Donnenberg 2007, Rawstron 2011, Lykken,
Candando et al. 2015) Byl o prok8z8no, ug®Bk rpasebtun2dT
di agnostickl wadkRapatteollomgi ekl ch stavT, pS$S
ng§dor ov ®p eéruiRfkeyr v kr vi , krewmid,otanti i§d e Dpuki
nebo fet &materbruRlkrny2 nv o b Dh ukusy snhoi nbintfo rvowpganc an
bunnkdlve pS2jemce pSi (DormenfjergtaDonhenber2007) NBkK t e |
popul ace B IlymfocytT se vV e vzorc2chzaper
fyziologick®hovmsmawmg!| of qmamios ma mS2amk [zaadsetno um
protil 8t ky pr odupkeuji3aev inB z ldy imri(damipskijWeivet al.
2012)Na pSechodnou dobu mTge dibghkn, kket ernt ohje
navazuje na moment vystaven? organi s mu [
(Kaminski, Weietal. 2012De pl ece nRkterTch popul ac?2 (ze
u vybranTch aut oi murrietl rk2oprt®tmuakeapenpPnd| e ®F t
dTvody, prol se .Vdlk kalh nei hoomzigosodu gmagindh n 2 ¢
|l ymfocyt 8§rn2ch popul ac?2 pSinozasiekyap@gzng8renr

funkln2ch vlIiastnost? a patogeneze autoi mur

511t nfN1fF R&@ NI NAGYNOK {12 ABE%A BB NIPK |

PS2kladem relativnhDpem§lifeer p? o Hs§tdoaunp ecthis
lymfoc yt §rn2ch subpopul acedBuvnBk p o pakajso®EKBL RK ¢
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lymfocyty, zangl.naturalkiller-like B cells(Wang, Xiaetal 2016), fagocytu
(Li, Barreda et al. 2006), ILC lymfocyty,angl.innate lymphoid cell§Nang, Xia et al. 2016)

t hymi c k® BFehdyNathbaaryet &. 1991, Sanz, Wei et al. 2008, Perera a Huang
2015 i ou T | y mf okcaybteyl i(tHzo | 2t0OnDe5i,e rKraes |l avsky,
pS2padech se jedn8&8 o |lymfocyty, kter® nel z
di ferenci atlypgi clkc® ®myvhazipd N sjimdls gemak T obou 1t
I adaptin 2 .

NKB jsou pS2kladem bunhRk, kter® jejelj sou
vl astnostech se kombinuj 2 zrmakey 2dblosu psukbu p i
ve kter® bl2ge specifikuj?2 pTvodKBIlyhdooytyo bt
di feremBuj Yymraogt T2vwEeni stwidie se jim po
dvou subpopul acdNKBIymotyt somuhofemofypem YHCOL9+NK1.1+ a
NKBP lymfocyty (prekurzory NKB) smunofenotypem LirCD122+CD19NK1.1+,
Soul asnh popsallyimfjaetjiicckhl cvhl sokrygt§ nec h, kdy h
byl a sl ezina aoblyad at i m&®Renizeé i ngauladdhd aw nA
efektorovou funkc? NKB. -IByw ILflxjoaj isdH T sné k rp
krychl ®mu vymicen2 mikrobi 88l n2ch infekc? a
et al. 2016).

PSestoge je brzl2k povagovgn za hlavn?2
poznatky ukazuj?2, §geSedbtavwwjkrwyss dagnfapkctlit
fenotypem (Perera a Huang 201%)h y mi ck ® Bs d yumf bt gt ilodastivy sl
brzJ] 2%Wea kter® doch8z2 ke vz§8§jemn®@mon@Gehd nt a
Nachbaur et al. 1991, Sanz, Wei et24l08, Pereraa Huang2018)d 8§ se, §ge se |
osobitou subpopul acip ebru nflEeremBriyaikgiakieie n & c D d ¥ a b
odl ymf oi dn2ch pr okgoesntini2o rOSesrtod Ip2ocz2ncalt ek j e o
hemat onpao ®zyyg 2 ¢ h, u kterTch se thymipcokl®o zBe nl*:
tedy jegthD pSedembrmondld? $Gemwsonteiz ald F068R
PSedposeliefcdraldvime g at i v iydmam, &édjcktali (2015) publikovali studii,
ve kpest®upuj 2 rol i thymicklch B |lymfocy:

autoantigeny potSebn® pro indukci centr 81l

| LC jsou subpopulac?2 bunhDk vr omfemi® ni2nh
progenitoru (CLP). Jako progeQ0l2a(8pésalCypedp 2062) | €
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Wal ker , Barl ow et al . 2013) . Ty, @ iprotk I@jsop r o
vybaveny BCR/TCR. SoulasnhD jsou ctk@® IpuRKYyj
myel oidn2 buRky (Wal ker, Barlow et al. 2
l ymf oidn2ch bunhDk odlignou jak od B a T 1|y

Podobn§ situace plat?2 pro @iS®phyl §y aglhf
kostnatlchr age 220 096a b( Lvi , Barreda et al . 2
d u h o@ntorhynchus mykiys a d rxe@moeus lkeajs.( Post upnhD se po
exi stenci fagocyt uj 2 c?2 c(8unyBr 2013ParfapTakyzawh etial. u
2013) vi oce 2016 byla publikov8na pr 8ce, kte
l' ymfocytT u |l ovRka na |idsk® bunD|l n® | in
byla odvozena od B |l gmfoggk®PhpegdganBent het
|l ymphomem (Pulvertaft 1964) a vyug2vs§ se n
proki§ezhbpnost B | ymfldmyteT Rmd Vi o zagiMydooametlamf a g
tuberculosis a s ou | a stnol, dMyd@eacterilangtabergulosio v1 i v Ruj e i
funkce B |ymfocyt T, pSedevg2m t2m, ge st
CD80 acCD8. £2vol ul nzho hlediska tak | ze wusuzo
makrof 8gT, soywiajsthd? jBouymlagoygty dal g2 m dI

virozen® a adaptivn?2 imunity.

512LRSYGATFATLEF OS NI NRA GLYSNNRKF 9521 Piz {FNIA . f

Abychom mohli p o mo ¢ 2 i mu n oif eerott iyfpii ke aw at rar i
| ymfocytT, potSebdjemei bngt hbamBtoh (pzopul
stranad4,0br 81 A)e kB | ymfocyt 8r npr@grodfhiul gli vot Rk & om
mTgeme S2ci, ge B |lymfopo®za je ovl(Ghanhna
Melchers et al. 2000, Palanichamy, Barnard et al. 280&pach, Eichhorn et al. 2010,
Adlowitz, Barnard etal. 2015) et ni ck® pS2sl ugnost i(Kincgue hl a
Medina et al. 1994, Medina a Kincade 1994, Smithson, Beamer et al. 1994, Barrat, Lesourd €
al. 199, Parrish, Baez et al. 2009, Wilhelmson, Stubelius et al. 2015) T gi v a mi
(Round a Mazmanian 2009, Wesemann, Shrestha et al. 2014, Granato, Chen et,al. 20855 e

aktivace i munitn?2ho syBen@gmiNelsan201@k once na ¢

DTl egi tT m prmiplorz2nk§8enrd raritnz2rctht i populraac
polychromati ck® prTtokov® cytometri dentdo a
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posun byl umodgnhRDn d2ky v vojij?2nSaabk?2dpkS? sdtorsot
fluorovYsoomds sel@inickosbtla ndar dnhD poug2vaer®20$m
nedostatel n®, alwvkbmomedi g2imgskb@mfnhD vyug?2\
kombinuj2c2d spewowBav] di¥ z n gKafinski,AVeijetald201®, b u
Rundberg Nilsson, Bryder et al. 2013, Suponitskaia, Aleksankin et al. 2015, Wei, Jenks et al
2015)

Mul tiparametrick® panenuy?2pDdamtliS§mal] inz®o
aby nedob § z ed rot &f i ci &1 n2 muviawkluinv nrianr2i takhlitenni t pov

nNDkolika viznamnimi faktory.

Vprvn2 SadWl a*t fjegpddbr@ANU vzor ku, kdy Kk
| i mitace velikosti/ o-bvjleamsu n2ik d @ km&kntcc vz po
vzorku (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007) § mc i
multiparametriclch vaynsaolB@ odgyesshoblT t v®I Bdek
nut n® wanipuacecse vzorkeno d b Drem za stri kt npolj2zendan «
(zej mMm®md esddem na kval it mapendiiPpll@hto osdkhb ardoow®
podmijakgl kovimR Imo mdl n 2 mi pvetvhe8tkami8zkoh]
pSedevg2m na sr ov npatden2(@edeytMeGoy ab dl. 2007, Bonrerberg v «
a Donnenberg 2007)

Druhou skupinu o@@Bedsjtacvud¢l fpaktDor Bi gn
(SNR,z angl.signal/noise ratip (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007)

TSet?2 skupinu pSedstavuje ot8zka repr
ot 8zkou softwarov®ho zpracov§gn? z2skantlch
vyhodnocen?2 namRSenT ch d@adonhenberga Doanerberg 2007k ®
Nepominutel nou soul 8§8st 2 okbojnetkrtoil van 2vhgoe cpho sktr
pSes zpr acychw&8m2o caeen2k vzor ku. Samostatnou k.
visledkT a jejich zaSazen2 do kontextu sol

Z8kl adem ¥%spRgn® anal Tl zlyn2r aarfiptenh?i orte ng aip
vpS2padhN t®to diplomewn® PBMCe jwybemS8x2 i z d
znal enmi8miciv k| amdlekuljaka@D@9, CDRO, CD21, CD24, CD27, CD38 a
| t ySmi pro i munogl ob Bdzhatkyy taktgdeéiiny A4 g D¢c h | gép al
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lymfocy t T j sou | i miptuobvlaink®,v apndic hr epgrearag@i elk Ber any

fenotypovlim profilem, ktemBSomecibynalemomplain ey
Populace B lymfocytt Imunofenotyp

naivni CD19+ CD20+ CD27-

klidové CD19+ CD27- CD21+ CD24% CD38% lgM+ gD+

aktivované CD19+ CD27- CD21- CD24- CD38- IgM+ gD+

anergické CD19+ CD27- CD24- CD38- lgMt 1gD+

pamétové CD19+ CD20+ CD27+ CD38-

unswitched CD159+ CD27+ lgM+ gD+

IgM only CD19+ CD27+ 1gM+ 1gD-

Switched - klidové CD19+ CD27+ CD21+ 1gD- 1gG+ IgA+
Switched - aktivované CD19+ CD27+ CD21- 1gD- 1gG+ IgA+
Double Negative CD19+ CD27- lgM+ 1gD- 1gG+ IgA+
plazmatické CD19+ CD20- CD27+

pre-plazmablasty CD19+ CD20- CD27% CD38++ 1gD-

plazamblasty CD19+ CD20- | CD27++ CD38++ 1gD-

plazmocyty CD19+ CD27++ CD38++ 1gD-

T1 (tranzientnil) CD19+ CD20+ CD27- | CD21llow | CD23low | CD24+ | CD38++ | IgM++ | IgDlow

T2 (tranzientni2) CD19+ CD20+ CD27- CD21++ | CD23++ | CD24++ | CD38++ |gM++ 1gD++

T3 (tranzientni3) CD19+ CD20+ CD27- CD24+ CD38+ IgM+ gD+

FM (folikularni maturované) | CD19+ CD20+ CD21+ CD23+ CD24+ CD38+ IgM+ gD+

FO | (folikulrni 1) CD19+ CD20+ CD27- CD21+ CD24+ | CD38low | IgM+

FO Il (folikularnill) CD19+ CD20+ CD27- CD21+ CD24++ | CD38low | IgM++

M7 (marginalnizdény) CD19+ CD20+ CD21++ | CD23- IgM++ gD+

Breg 1 CD19+ CD21+ CD24+ | CD38++

Breg 2 CD19+ CD27+ CD21+ CD24+

Breg 3 CD19+ CD27+ CD21+ gD+

legenda negativni ‘ neg/poz ‘ nizkd pozitivni vysokd
Tabulka2t njSKf SR Yidt2wesqre (% L2 36 OK LINRPTFAE & . teayYTz208 @OBY]

df SR20I ye OK LR gNDERBerek2dgydy & dz LI2dzOA G SY LINE TLI G pd
/' 5H0® CAlf2@0S LIt Ss 2jyNIsVXYS 23 R¥S OWNWIzZoA® Y NGO RE v3
(podleY £ SAY S wlkaSgale S Ffd mbdhpys [AGTYIyTZ £t120t Si
Vlkova, Fronkova et al. 2010, Kaminski, Wei et al. 2012, Yand,d&k2@13, Benitez, Weldon et al. 2014, Wei, Jenks
2015)
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6 PrTtokovs8 cytometri e

Pr Tt ok ov 8§ amgkflovoaptemetryi ej ¢ modern2, rychl §
metoda, kter8 je zalogena na vyuginto3s tlzad esr

(pSedev g2smu sbpuennizki). vSzv8ek | na2dsnt2om m§ avp | ikk d wna nc@

praxi, t k §Rov®m a proteinov®m ingenTr
mul ti parametrickou anallzu a simulté&khehm
vliastnost?2 | 8stic pSi jejich prTchod8&gHasce

desetitis2cT |Bbunbl @ biekluomgiui. e vyug?2\
bunRl nTch typT uvnit$S sm2gen® Tpzoupujl adreoqt |

Ssubpopul acz.

PrTtokovl cytometr sest§8vs§ ze tS2 z8§Kkl
optick®ho syst®mu (opti ky) a elektronick
(workstatior).

Fluidika zajigS ° - U

Ze suspenze Vzore Hnac! kapalina ov®
komory (pr Tt ok o flo® -

cell) , ve Kkt ehy’d rdoodcyhn

fokusaci | 8stic nc c 2
kapalinoy tzv. sheat fluid do proudnice. tryska "/ Hydrodynamicks fokusace
Takto Aust 8l en®i O
konstant n? rychl @

| aserovIi mi papr sk 0 %@
fluorescenci a roz /’ , kit
progly vgemi paprsﬁ%':> n2

ng§dobypS$S2padn vame

zaS2 z2 ek iafglecell sorte) do ho NI RBE2SRY 2 RdOSYS AO0KSYE LN
t S2d2c?2 jednotky.

Optiku tvoS2 soustava zdrojT excitaln:

syst®mem | ol ek, filtrT a zrcadel. Pomoc?2 f
d®l elmoc?pozrcadel se reguluje ¥Yhel odrazu
syst®mu je zachycen? | 8sti cemi emi tovanl c
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signg8ly jsou pSeneseny na optoel ektr aminekl
optick®ho a elektronick®mu systf®RlmuorersTteml
sign8ly se zaznamen§vaj?2 iirdovzaptzy§klvadmS$2 np

rozptylvb ol n2 m s mDr u.

Rozptylvp S2 m®&m smRDru m§ obvgkmDeuodaber bu®d
je sb2r 8&n kan§l amlfode daattehchanneleSE) Yelkbstirozptylu
VFSC je pS2mo ¥mRDrn§ velikosti bunhDk a | ze

m Rozptylvb ol n2 m smDr u |

vhl u 90A od paprsku e

sb2r8n kang§8l e manglsitlen 2 h c

: scatterchannel SSC). Rozptyl
~/ vnitSn:2 kompl exi tu l
hoNiB&hemait s 1 yi12nysyn 1 ¢ informeceo jejichligramagmer
RN S N j§dra. Kombinac? para

z2sk8me hodnoty typick® pro jednotliv® t
vapopt - -ze).

El ektronika je komplexn2 syst ®&m,pokdtodrndl
fuorescence a rozptylu na sign8ly &elektro

generovs&§n%8§cdu omMuavamplifikaci signs8lu po
zes2lenl sign8graei dk@i a ani meviSaokm@cpoddpb]
stanice. Vistupem mRSen? jsou jednopar ame
bunhNk nesouc?clproceriteehdovanl znak v

Vr §mci anal Tzy dat mT §eme na c¢c2] ov®
ukazatel e, jakldmig§nj sdwet modus, i meenzita f|I
apod., a z2skan8 data n8slednD podrobit mt
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7 Sl edovan® povrchov® znaky

Anal Tza povr choandlclisteroidifdeehitiatio)c Dh u kNk pa't
protokoly, i Keet®f skaag2akvlizkumu membr §no\
je z8kladn?2 technikou i munofenotypizace.
fyziologick® funkce. Nej vigth@d i gl pPnk as 86
|l i gandy apod. ). Jejicehjirigt®nvgékninbng®elapatk
adhesionmoleculgs, r Tstu, prol i fer ace ahglgrovihfacgorye nc i

PS2tomnost povaechoyldmotzhiakTchk popul a
pS2tomnosti povrchovich znakT za pougit?
dTl egitim postupem pSi tS2dNn2 a i munof e
vhodnlTch povrchovich, zpahbFamTgendefodoivat
bunhDk ve sledovan® tk§&gni

Vn8§mi pouunt®mM ®mM panelu pro anallzu

sl edujeme ag deset povrchovlTlch znakT, j e
vsyst®mu CD nomenkl|l atury CD19, CD20, CD21,
Il gM, 1 gD, |1 gA &aTllgd@.t Djegdsn 8madeefkesljgn @aisdci oB

Pomoc? kombinovan® strategie vymezen?2 jsm

Sledované znaky

HSC Legenda
tasny pro-B lymfocyt neg
pro-B lymfocyt neg/pos

@
B
L=}
g
3 -T': @ velky pre-B lymfocyt low
T| & 2 |malypre-B lymfocyyt mid
al &g - :
c| & c |nezraly lymfocyt -hlgh
1=-',; tranzientni 1 moina
35 tranzientni 2 nezjisté&no
2 = tranzientni 3
'?:," -2 |folikuldrni1
= N B P
iz folikuldrni 2
=E_, marginalni zony
@ GC
@
= ‘2 |GC pamétove
— m
§_ 2 |non-GC pamé& tové
s E kratce Zijici plazmatické
m
a E |dlouhoiijici plazmatické
Tabulka3L Ydzy 2 FSy20Ge L2 gt OKFNF{TGESNREAGATE . feyF20edt NN

L2 GNDK2 @3S 1Tyl 1eé
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|l ymf omyetrT fer n?2 krvi . Ng§stup a vyhas2ngn?
bNDhem | ejiliscujeTabulkaBpj @a 53t r anh

7.1 CD19 (antigen pro B lymfocyty CD19)

Mol ekula CD19 (t®§g oznalovs8&na jako B4,

sevme mbr §nhN vgech zdravich i mal i gn2ch B |
b u Rk &b, Ord et al. 1991, Kozmik, Wang et al. 1998)t r ukt ur nN se
glykopra ein o hmotnosti -l 9%kDadom®a amiv,)madd ¢ gl

aminokyselin(Lin, Gu et al. 2009)

Objevujesey anT ch f &8z2ch centr 8lons2thno? vdiSveonjie,
jeuPreBlymfoc yt u. BNDhem di ferenciace s &homOrda e
etal. 1991) Pri m8rnhD se jedn8 o koreceptor. Mol
senaAgnez 8vi sl-®n debhov Ag® a k t (van Zatm, ReBli et af. @006) c y t
VytvoSekdmpbkekauovede ke sn2dgen? pr(@hZelmput n
Reislietal. 2006) Z8&8r oveR um2 vjyitnvionSi tmokCokgbebearnai i <
Carroll 2000)nebo CD81(Carroll 1998)

Evolul nhD se jedn8 o vel mi k o ma lgnmfoytach i v n
u v @rescthudovanlch savc]. UoVEavBhkaemeCDé&Bmo
vedoukr ozv oj i hypoagammagl obul inemie (def ekt
ant i genn3ZhautOrdreual. 081i van Zelm, Reisli et al. 2006)

7.2 CD20 (antigen pro B lymfocyty CD20)

Mol ekul a CD20 je povr chrmewlbr@&mtdi gvejre chy ¢
mal i gn2ch B |ymfocytT. Strukturnh se j ec
hmotnosti 33 37 kDa.

Objevuje se v ranich f§z2 klnsecedt dSlemd h
j e u pozBd n?2yhmof oRrya u , nenajdeme ho u pl azma
m2ra exprese CD20 zvyguj e. P Dptithadizadi BbSudngh | sne®
odpovDhDdindrepenfhdent n?2 antigenn?2 stimulaci.
pSirozenT | igandCD20 emomokvlicm®l ntmi dangrk ost i
monoclonal antibody pr ok 8z al vy, ge Vvstupuj ea ptbliferacee g u
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(Kuijpers, Bende et al. 2010) CD20 je soul 8st2 multimeric
bunhNl n®ho komplexu, Xtep$esegwut apleaz mamnispk
by tedy fungovat |jako k &uifeh Zhpou a al. A2 Kujpers,v § |
Bende et al. 2010, Kneissl, Zhouat2013)

U IlovDka je tento pr ot emembrknd dpanniBgd4Ag e n
g e n(Ru)jpers, Bende et al. 2010)

Proti mol ekul e CD20 byl a vyvin«b20, ch
dostupn8 pod obchodn2mi n8zvy Rituxan, Mal
depl eci CD20+ populace B |IlymemognhDn2zproepto
typick® patologick® zmnogen2 poltu, zvige
hlavn2 terapeutick® c2rdgu®I mkupiypy takopaia
(leukemie, lymfomyi p Se d e v ¢l ond g\Neokni n T)v, |aurtfoinmuni t n2c
(syst®mov |l upus erythematoi des, revmat oi
org8§novich t(Kugpers, Béndenet @.c2010)h Nas az e n 2 rituxi
paci emrntolhod etnim myel omem, u kterTch byl
CD19+CD20+ B lymfocytT a subpopul a(RilarskiCD2 0
Baigorri et al. 2008)

7.3 CD21 (receptor komplementu typu 2)

Mol ekul a CD21 (t®§ oznalov8na jako CR

EpsteinBar r ov®) EB¥ povrchovl antigen vyskytu
folikul 8rn2khburemidr at iTckiTyemf ocyt T, kter®
syst ®mu . StrukturnnD se jedn8 o glykosyl o

hmotnosti 145 kDa.

Ontogeneticky se objevuj-BR fug§ B2 | winM mjcey/ t
expresee udouBujemfocytT perifern2 krve a ztr!
| ymfocytu do plazmatick® buRky. CD21 je e>
|l ymf ocytech margin8ln2 z-ny, na folil8elhs8r

epiteluavmal ® m2 Se na nhRkterTch subpopul ac?2ch

55



HI avn2 funkc?2 molekuly CD21, kter§ je
komplementySarris, Franchinietal.2001) j e vyt v o 8O10%A CHSH. Kgpnplexx u
Cbh19/ CDb21/ CD81 amplifikuje transdukci S
i munogl obulinu (mlg), idrodpu kRwijj ee  If uorB4IK annoiSud wia
(PI3-k i n gMamumoto, Martin et al. 1993) Kompl ex CD19/ CD21/ CDS8
nez8vi giTizmH,chdproteinovich rodin patS$S2c2c|
pat S2 zvigen?2 prahu citlivogemoBRUyeafooyer:
kterlT je pS2tomen ve (Masumotdo, Marthetlall 1098) ko a ¢ @ i t
o jeho schopnosti rozezn§8v aAsokan, BaRda €@ &.2018) N h €
CD21 je z8&8roveR r ec eBmtra(dwmispFgammet al.i1986, Coofiep s t
Moore et al. 1988, Prodinger 1999)

U |I'lovRDka je protein CD21 k-dovs8§n genc
asoci on8§aryoyd sr2ozkoj i nNDkterTch autoi munitr
sesn2genou hladinou nebo ¥p (Asokan, Banbasseah 2033) C D
pops8na jsmezvgem RA(Suponitskaia, Aleksanin et al. 2015).

74 CD24 (transduktor sign8lu CD24)

Mol ekul a CD24 (t®g oangldéab stadla antigerackoo  H

nectadorir) j e membr §novhD v8§zanl antigen, kte
granul ocyt T (HougB Raétenmtfab 1994 TKr omND hemat opoet i
exprimuje i na buRk&ch nervov® tkgnhn, sl €
rakovi nn {Fanh, ZHengretak2010) St rukt urnhD se jedn§ o
pSi i Bol gmf oezyt T 23il 30 grenokyselio f me t m 0is7t02 kD@ . M
gl ykosyl ace CD24 | e je8wd osd e Fang,iBlzebyi8ibin®®le) t vy
KbunD| n®&mu povrchu je ukotven pomoc? gl ykc

M2 r aoejpedeypr TbNDhu ontogenetick®ho vivoje
vhnejranhRjg2ch f8zadgmfeotyojle auvgsokou mz2 r
neaktivovan® mat uperniafn®r B2 |kymfiocytyl ¥gSov e
aktiva c i B IlymfocyDMpmudaeekpessg8e u B | ymfoc
vni chg dtoerhBizr8lkn2 di ferenci aci B | ymfocuyt
CD24 v el (Buzukinkiyokivga et al. 2001y e | mi vysokou m2ru e
regul al nz B I(yangf Ruichat 2013] Krtegg®a kgl supresor o\
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B I ymfocyt T procp2006®lizqguchi a Bhany2006fang, Zheng et al. (2010)
obecnhD popisuj2 ontogenetickl profil kG224
m2 Se exprraniucihe fv8z2ch bunhD|l n®ho vivoje a
kviznamn®mu sn2gen2? exprese doch§rhog wvegpir
ge CD24 je funkdefenzdemtre?naprdwol iAfger &mrc2e jBejli
vivojiproaukagj2c2ch bunhk.

Funkce molekuly CD24 Béjpeumpl elupouahb
portfolio jej2ch funkc2 je vgak dal ek-o gi
bunhD| n®ho kosti mul §T-loy mf gyt ZRehgoehag 20hBuzukix p a r
Kiyokawa et al. (200lpopi suj 2 CD2mro |jeakkuol ,j ekdtneur 82 s e z

apoptl gymf B8dcyt T.

U |IlovRDka je k-dov8na genem CD24. Pol
srizikem a progres?2 autoimunitn2ch onemocn
(Fang, Zhengt al. 2010)

75 CD27@nti gen aktivace T IlymfocytT)

Mol ekul a CD27 (oznalov8§na t®g jako S1
receptor, kter Tr epcaetpt2o rdEmgl(tfodiRderosis ZAckbFreceptor
CD27 se vyskytuje na povrchua&7 % T | yOarhedns, WalZletal. 1991) na v Dt
B |l ymfocyt T, (Akiba, NdkanoletaR1938cKiein, Rajewsky et al. 1998) t a k ®
exprimuje na buRk(Bakdtsujir2608)8 | $it2 rcthk ttuuwrbnuld Ts e
membr 8novi gl ykoprotein, ktiemolekuly@hmetiosti®® n 1
kDa a molekuly o hmotnosti 32 kd8orst, Sluyser et al. 1989, Camerini, Walz et al. 1991)
ObnN dvhND podjednotky jsou strukturnhD-Cbd/mol c
protil 8t kami. ZSejmhRD nemajp2nNs pallel nd5 pk R
pravdDpodobnhD prekur zor orstBluyseretal.n98l) 32 k De

Vr 8mci ontogeneze | ze pomoc? CD27 mol
kter® progly z8rodelnimi centry |l ymfaticklI
B Ilymfocytech, je z8kladn?2m diskri MEnal e¥%j
CD27svivojem B lymfocytu stoup8, nejnigg?

center, nejvygg2ch hodnot exprese dosahuj
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vzg§jemng pS2tomnost ChD27 a CD38 m&Inak ujlayk
identifikal n2 zn dKkteinRbjewskyet al.il@R)T ch bunnhk

Me z i hl avn2 funkce molekuly CD27 pat $?2
CD27 reguluje aktivaci B(Botsty Shuiysercey dl. T98% Klesny n t
Rajewsky et al. 1998) Si gnal i zace pr ost7Seadniect2vhzom |nio
chrg§n2 B lymfocyty pSed i ndukcPS:atidmete sty
knasmRDrovgn2 vivoje CD2p@HkaBmaltyinctkofaggmaiu, Rskngl
Nagumoetal.1998) St uduj e se role CD27 jako kostin
bodu (mmune chegoin) , | ehod se vy-CH2VEmpBokivbums| n?
(Vitale, He et al. 2012)

Proti mol ekul e CD27 byl a v yilp7n(vartillanabbpo n o
VpreklinicklTch studi2ch se prok8zalo, ige v
byl pops8&n jeho pozitivn2 temaopdut(iTckad B4l
| y mf dq\tdle) He et al. 2012)

U Il ovhRka je k- dovsgn genem ChDa8otiaci Po
s polymorfismem vy e n u pro jeho l i gandu CD70, ZVvy
onemocniNn2, pops8&na je zvligena (Murieiad20t2r e r
defekty vgenu vedou k oz v o i l ymf opr ol2,f eaxuwattad zvanraglon s
i munodeficitu, kterl s e proj evuljeepehdpaotag

|l ymf ocyt 8rn?2 odpovDiDd? a per zi gvaru Méntrédns, s y 1
Hoepelman et al. 2012)

76 CD38 (hydrol 8za cyklick® ADP rib-

Mol ekul a CIB3n8& (tokegn alackvo ADPRC 1, T10)
se nach8z2 na membr 8nnD vDtginy imunitn?2ch
bunhDk. St r udkgtykoprateih chsneo tj necdBné82 Y&h &g tr ans mem|
pl n2 funkc@Hamblkh2003 nzy mu

Vpr TbNhu ont oge nynfoiyt ke@kpdmujeV aspecB VIvo
stadi2ch. OBjleymffrRogteifav®Seni, bRDhem matur
Signalizace prostSednictv2m CD38 chr §n? E

58



|l ymfocyty tent oawdak ow plesezxnpa tiintumigicah pbSuzntokr
ant i (gamblin 2003)

Mol ekul a cD38 pl n?2 funkci ektoenzym
(ni kotinadenindinukl|l eoti du) na ni koti nami
ADPR (Hamblin 2003) i nduktoru pro bunhD|l nou aktivac
z cytoplazmy(Funaro, Morraetal. 1997) Vyu g2 v 8§ se i da&krot ipfriokyanlors
chronick® | ymfo€yt)ck@mnobdwk@min®hOEB myel omu
znak) a akutn?2 myeloidn? | euk ®eagle Méhta ktlal, p
2001) Deaglio, Capoianco et al. (2003)ledovali roli CD38 ws i gnal i zaci pr c
BCR. PSestoge namhRSen® hodnotrye gbuyllayse?jimal Lh |
podaSi lneitroziegd §lit, cog by mohlo znamenat ,hk ¢
bun Dk nen?2 h oznfovgiesnin®s,t ia na m2 Se exprese CC
subpopul ac?. Navrhujpdvmohouo®mf ueke(@eadi@®6 8 C
Mehta et al. 2001, Deaglio, Capobianco et al. 2003, Hamblin 2003)

Mol ekul a CD38 je k- dov 8amt gemD 3j8s ogue naesno. c
srozvojgm B-pr ol ymf ocyti ck® | euk ®mi e, vz8§cn®ho F
BCLL,plika syndromem, bolestivim z&§nnDtlivl
kloubu (lica synoviali (Deaglio, Mehta et al. 2001)

7.7 1gM (imunoglobulin M)

ImunoglobulinM j e povrchov8 protil 8tka, kter ¢
StrukturnhD se jedn8nomogieyKopmmotpeinn asnled gie r{
(HoSej g2, Bar t.TRKolvemfedc yatly. t2v0uES3f)b rdi/x vfdonrT |
lgM (mlgM) a sekretovanl 1 gM (slgM). ObnD «
t Dgk®ho SetNzce (&) a funkc?2.

Membr 8novhD v&zanl | gM o hmotnost.i 900
pomoc?2 kotvy tvoSen® 20 rmlygiMoplbobh2 munkaei n
receptoru, kterT spougt?2 diferenci a(l€ehry,B |

Ewald et al. 1980)Spolu ¢ r ans membr BEekul mmi me@bD79U (1 gU
asociovanl mPTKompcdt SroetgdiosynBroBzaaztvo
komplexui BCR( Ho Sej g2, Bart TRkov§oeandl BCROL®) sc
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kask8d vedogm2dh aksekezmpoe genT, bunhD|l n® g
vel k®ho mnogstv2 rozpustnlch i munogKeorpul i
Ewald et al. 1980, HoSe$gkRrelBmr tITRMomE et |
zapojuje se da nkunadrp®lviXdehryntwad et alelP8Ok t o r

Ontogeneticky se 1 gM obj ®vmwmjoatu (vio Sveljvyo
Bart TRkovi8). Vat®t @l .dod® je ukonlena rekombir

formuje se BCR.

Poruchy tvorby IgM jsou spojenymut a c e mi rTznlch genT
knadprodukci |l gM a omezen? synt®zy pro-til§
IgMs yndr azngTv.i sM osti na pS2|inS§ch se rw&4damiu,
typ 1 je projevem mutace na genu CD40LG,
Al CDA (aktivac?2 indukovan8 cytidin deamnhhBeé
jako typ 4 (utlumen? izotypov®ho pSesmyku
(bl okuje izotypovli pSesmyk), a-DNAygpd ykoski &
(Lougaris, Badolato et al. 2005) Opal nT m pS2padem je nedost
mTge projevit jako dysagammag! obruTz md®umieet in
(Knight, Mayer et al. 2006)

7.8 1gD (imunoglobulin D)

| munogl obulin D je pmembr &8n&%&ah &dierB8 %
B IlymfocytT. Popr v @nboyhlo|peams §m rocy EbERmean tvT
Fahey 1965, Rowe a Fahey 1965) PodobnlD j akoimgMbm8ndv®uT fwo
sekreln2 slgD. ObnD formycjsbuvastigeranpr ot
(Vladutiu2000) ml gD j e obvykle exprimovgmM. ndelkucr
forma I gD je monomern?2 prot imag ®kma monolmadtvi o
vkre v n 2 mCle®a Gerutti 2011)

Ontogeneticky se I gD objevuj e vten2c hdvSelTF
zal2ng8 cpekufewnat Kkrvi. Zrall B (GhgnmfCeruty t
2010, ChenaCerutti2011) Omezen® mnogst vzl pinfaamiadk® K& k
m2 Se e x p r(Madutitj26®).| g D
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Funkce 1 gD je zat?m nejasns§s. Hl avn?2 ro
s i g n gatwaci B lymfocytChen a Cerutti 2011) Uvaguj e se i o | e
do tolerogenn2ch a(Chanpa @erutit2D1d)stidojé se gehag ol | T
vaut oz8&§nNDtlivlchy mpdrocms egér, i mdipSla®l. Perodice | Ky
Fever, Aphthous Stomatitis, Pharyngitis, Cervical Adenitis pr o Kkt er ou | e
patol ogick® zv ({Chema€eeruictd@® ukce | gD

7.9 1gA (imunoglobulin A)

| munogl obulin A je nej hol indg k @agaradanyes Kk y
Honjo2003) |1 gA je gl ykosyl ovaknda.prW tleli v bk ah nsoe
dvou form8ch, jako sliznil] n? | (&iAgh Changebame r )
2014)Monomern2 | §A5 t%BoS®rumwigd B biumi nT, di mer n
vsekretech v§8z§8nl (Fagarasan asdonjo2003) | n2 povr ch

Ontogeneticky s e |l gA objevuje na panmn
i zot ypovIl m(Shi,3gematsu kt@n2003) Nej vy gg2 koncentr ac
vyskymaugttewoh pTs obnlamsinaipropriamedodag sk d¢ i n olde d n
do plazmaticklich bunBhk perikacrey nkjvc2cle digme
vyskytuj2 velmi m8§l o, (MaySm Hwsitbraetal.1983)ake 4y Rg
poltu I gA spont 8nnh speecreirfneurjn?2c 2kcrhv i B d oycninf 8oz

slizniln2 (ni kol (varchoars, Ba®owetak 1985) muni zace

Hl avn?2 funkce 1 gA spol2v8 v neutraliz:
Il gA j e vel mi sl abTm opsoninem a aktiv§gtor
sliznidj e dTsl edkem interiaklweRkrenii & | eagimadli @\k
exprimuj?2 plgR ( p®nbegknketers £t all 2D06)kryi dgé\ pnte@mgujpe
sCD89 (FcURI), kterT je exprimov§gn (3naeckef ek
Peters et al. 2006) Pr ost Sednictv2m t®to interakce
odst r an D Shoeck Petergeeah ROO6)

Nej |l astDji se vyskytuj2c?2m, geneticky
kporge synt®zy |1 gA, | e sel angltselectinelgAldgideniyle f i c
t ®t 0 nemoci doch8z2? ke sn2gen2 produkce 1g

zTst BoeBmd. Nemoc se mTge projevittr §vaisct2l o
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(Hammar str©°m, Vorechavekynedtyl ml zaclopwoO®egny
abnormality ve skladbhD @BLiltyznmfaonc,y t \&Irkndlcsh e
pacientT byla prokgmeg8waj vyggtoin@emiyli mdesh

alergi2(damwa mat u®°m, Vorechovsky et al. 20
7.10 1gG (Imunoglobulin G)

| munoglobulin G jelndska@amt®Pgea 7bt W) §

o vel kou molekulu, proteitnadvwvTikdmgBleeNDzsITo
kDa. Tento komplex ve tvaru p2smene Y tvoS
SetNzce, kter® jsou vz8jemnlD propojen§ po
antigen v @&prhachk? Eichhormétal.2@0) U | | ovDka se vysKky

l gGl1 ag 1gG4. TvoSen je pamhRSovimi a plaz
hl avn2m i munioguonbuh? nemeoav(Bedkowska, Dviessero et al.
2011)

Ontogeneticky s e l gG objevuj e na pam
(Morbach, Eichhorn et al. 2010Berkowska, Driessen et al. (20ld)opi suj 2 dv D
vzniku IgG+B | ymf oby@aEt v z8rodel nl crn 2c egmidCR2?I. R
| gG+ B | ymf oc ybtDh,e mk tperri Sn§vw i doddepl onvi Itchi cve n t
dr uh§g, zralejg?2 subpopul ace CD27+1gG+ B b
z8rodelnTch center. CD27+1 gG+ [Ch3miget neboy m
CD38IgGlows u b p o p (Mbrhach? Eichhorn et al. 2010)

|l gG je neutralizaln?2 protil 88tka, Kkters §
Je to hlavn?2 rdetoiviD8tik a kit iemd@&r &lkrt 2 v ueceptork o m
na povrchu makrof 8gT, neutrofil T a NK bt
fagocyt-zu mikroorgani smT. l gG um2 spubab§:
el gG kl 2| ovepopoonodh3tkmuni tD novorozence.
proto steNlnmef guedrvjovat po velmi dlouhou dobu
c? lperno pasi v (Morbachnichhorrzeaat. P010)
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8 Charakteristika vybranlch pato
Vi 8§ mc i souboru

Don 8 mi s| e doubom®h @ zaSazeni jedinci
onemocniDn?2 (tzwapacienddr aw ®nikomg r lo @ gharobss ipagimg t
do jedn® ze |typasdbedgivaklich skapiTn Prvn?
pohybov®ho apar8tu (revmatoidn?2 artritida

st Sevn? z8nNDty (ulcerativn?2onkkoolliotgiidcak 8a o@

(kol orekt8l n2 karcinom, karcinom pankreat
chorob zahrnuj e onemocnin? krve a krvet
myel odysplastickl syndor m.

Konkr®t n2 demogtafiskich®ebkadawplae t 1
pacientT jsou uv&deny pr&celsl edkov®

81 Choroby pohybov®ho apar §tu
811wWSAYIG2ARYN FNINRGARE

Revmat oi dné&thrits mheumaticdi dd 8l(e j en RA) j e ¢
kl oubn2 omenm&&nRAM2 vari abiln2m klinickim ol
drobn® kIl ouby r uky,hp ozs8pulpsetn? ,c hnoorhoyb ya shel enzonh:
na vel klich kloubech (rameno, kol eno, kyl I e
znakpPtmgnobjevuj2 se def(RavelkdatRpyvesik k a2 ® 0 2k t

Odhaduj e se, ge onemocnin?2 p g tTimyws|l e
rozvinutich zem2ch, pSilemg ¢ e nScottVeobewralp o st
2010) PrevalencesesDkem zvyguj e, pSilemg nejvygg?
svRdlit o virazn®m vl i vu Hamanasa Drosos?006, Scoty, O |

Wolfe et al. 2010Q)

RA je povagov8na za multifaktorpdd2nl?
vzg§jema8céengeneticklch predispozic a envi
stravovac?2 a diet8rn2 n8vyky, soci oekonom
ug2v_8&nz2 hor mo (ABhamdsa brospsr2eQp)ar 8t T
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Mezi diagnostick8 krit®ria RA patS2 r
ot ok. Kl ouby blTvaj2 postigeny syme {Paielkak y ,
a RovenskTl Kr20mIi3B) skel et u posti huj e RA i j
(revmatbyydn2 |l edviny (amyloid-za), srdce
(ateroskler.-za), pl 2ce (fibr-za), ner vy
keratokonjunktivitida)Feldmann, Brennan et al. 1996, Silverman a Carson 2003, Berek 2005,
Groot 2007, Manjarre@rduno, Quach et al. 2009, Scott, Wolfe et al. 2010, Wei, Jenks et al.
2015)

Patoanatomi ck®r zmdny 8zsie wrojevuj? na
vperi ar tprdstorb By mi2ark T mi znaky RA jsou hypert
tk&nhAfsltrac2 z8&nNtlivich bunhRk, destrukc
z8nNDtlivs8§ granul omat - zn?2 tk8§R z kKl oubn?
0 st e o fpFeldmarmaBrennan et al. 1996, Groot 2007, Scott, Wolfe et al..2010)

Vs®ru pacientT | ze kromhD proteinT aku
autopretev@maeai dn? faktor ( R&E) i mo vaauntionp r port
(ACPA) (FeldmannBrennan et al. 1996, Scott, Wolfe etal. 2010)RF j e auéemm®r o

proti Fcf ragment u pozmBDnNDn®ho i munogl obul i nu
i munogl obulinovich tS2d§cHr d@El gaM, G tA@BAGjsbu |2g0A
aut opr otri®@ §tskoyu, nkatme2 Seny prot i citrulinova

citlivl a specifickTl s ®r(Seékangcz, Skob etaln2a08o p Si
rodiny tRchto protil 8tek patS$S2 anti pAEAI nul

(Szekanecz, Soos et al. 2008) Ci t rul i nace je posttransl al
kter§& fyziologicky prob? h §Szekshecz, Sqoa al.-2008),
zvigen® m2ry citrulinovan§zhnsyynowveinmPlabylk

(Szekanecz, Soos et al. 2008)

8llll denti fi kovan® popediafcer B2 |ymfiocytpfdawi
artritidou

Publ i kovan® i nBf drymd coeb yop 8spknl faadch Iy e sRAz or ¢
jsouvelmir ozt S2 PtoPs®ny jsou skupiny pacientT s
simunofenotypem IgBCD27+a t o0 za soul as n®h dFekee,KSboseatal. n a
2007, Wei, Jenks etal. 2015) na druhou stranu exi stuj?2 s
IgD-CD2 7+ pamRSovi ch dowrNkv yus opcaec (@ekant) fouafet eh e m
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al. 2011, Wei, Jenks et al. 2015) Zd 8§ dcdep!l ejcei kB | ymf ocyt 8§r n?2
doch8z2 |jig pSed propuknut? m n ekt depldce tedys n |
nen2? pouze dTsledkem nasazen® terapiWe,neb
Jenks etal. 2015) Z miprofluB | ymf ocyt 8rn2 ch Rpopykacecu) &

variabilitu neg u jinlch audteorienguunliatcni2 cBh |oyn
vivoje @méeh Bz % §wn Iperitetii (Weij Jenkd et al. R0A5B lymfocyty u RA
maj 2 sn2genoBR5 ekphemsok iG T receptor exnp

| ymf ocyty, nkatveerdle n®l odBug2ynk ocyt T do sekund§
expresi CXCR3 (transmembr novl prozd&int | i
CXC) (Lacotte, Brun et al. 2009, Wei, Jenks et al. 2015)Z8 n Dt | i v8 RNRAROVI ¢
infiltrov8na vysokIim poiteim CP38+ B CpDmfe
tomu, Qge se | ed@\iJenkbeuaRR0E5) pamNSov ®

Ve studi.i Mi |l ana Pol 8ka (2014) byl a
nevliznamnni zvigens§ frekvence CDyI @R %0
(17,53N1,78%) . Zaj 2 mav® visledky poskytl rozbor
SRA doglo ke statisticky viznaopom®mun§ni2 gen
kontrol ami; zdr av2g53®G20: B266B:H2% aRAFQI : FEID12/93
N3,19%: 42,4KB,29% p<0,0001

812! yl1éft 21 dz2NON &aLRyRefAlGARL

Ankyl ozuj 2c? spondyl it igpandylitist aRkylosaBe seh t N
morbus Bechterevi d 8l e jen AS) je chronick®, progr
apar 8t u ze skupiny spondyl oartropati 2. P
(sakroiliak8l n2, intervertebr 8l n2, kost o
(meziobratl ov® tpllgogt2Tcnhk yp Sa2 pvaadzeyc)h, miT § e npo st
kl ouby. Z&nhDtl pov@tppo®eoypiVveéedaamnkymnNkkd ckl c

spoj enz.,

Prevalence ASeel osviDtov® popul aiclid%hves8odbhde ¥
etnicithD (neffuteekpS2padfuj elgvosn sikiu (Deaelj2nmer
Jonesetal.2014) pSil emg mugi | sou pogDakwgreReddyeaia). t S
2008, Lin, Gu et al. 2009, Niu, Zhang et al. 2013, Dean, Jones et al. 2014)

65



Me z i klinicky viznamn® pdThfHhastdinek ® ez
bolestivost zad, maximem wvwo|l n2ch a rann?2ch hodin8ch,
procesyNk | oubn2ch spojen2ch axi 8§l n2ho dkel8ateS
bol est kyl I 2, ramen a objevuje se asymet
(Dakwar, Reddy et al. 2008) Typi ck &8 j e pr o kAS® gporkeydiell enk o
spostupnou progres?2 do vwgglaah tek&®dIB8r pst «&«
chronick8 Ywnava, nespavost, postigeny moh
pl2ce (fibr-.-za, sn2gen2 vit§gln?2 kapacity
gastrointestingl g2 ptrobdRhthaij 3 copjevipg anion dsakysS e v
v el kT ¢ hvarkderdinderTa van der Heijde 1998, Dakwar, Reddy et al. 2008, Dean, Jones
et al. 2014)

8l21l denti fi kovan® popeadiafcer B2 | ymfiocytfdawi
spondylitidou
Poznatky o fenotypu a funkci B |l ymfocy
vidDtginou se odvozuj 2 pedt &bauvd®@rAu  viDnpwsawn T €
roztrougen® skler - -z 0WORSP s alLii ns iQun iaf ikkoa netk
CD27hi ghCD19+ Be rliyfmefronc2y t I&8. Wprotigome Nie & kolEkt s

(2013) zjistili, ¢ge fpekvené&€e2 CPR7%dBaviyn
ni gg2. Z8roARBRzazpameraltil] 8T znamnhD €CP%Bg2 f
B IlymfocytT (p<0,001). Sl edoval. k otgsterh a c e
aktivity AS BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index u kte
zaznamenali pozitivn?2 korelaci s CD38+ a C
CD38 a CD86 + B (Niy, rdhaagc et tal] 2013)Jako teapeut i c ky Z
identifikoval. dviD kl 2] ov® popul ace @D27T1 (

Zhang et al. 2013)
82 Nespecifick® z8&8nNhRty st Seva

Nespecifick® z8&nnty sangbieflanamatory ®gel disdapeo p a
jsouhe¢ erogenn2 skupinou chronickT ch nze§nn®Btnhoiu
patogenez? a etiologi?. Typicky se oznal en
(K50 podle 1CD10) |i wulcer - idm2 % @lSitemadtdh S
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di ferenci 8l n?2 di agnosti kou bl2ge specifik
neur|itlTch kolitid8ehg8§d KE@1bpbodle |1 CD10)

PSestoge o jejich existenci vnRdnli jic¢
onemocniDn2 je popisuje (O Dombal 1968k uk 1320 0o vr®R.
vedoyej ikh definici jako specifick® diagn
Ul cerativn? kolitida byla |jako s aoel84at n
angl ickT mi | ®k a Si(DeWonibd 5968IN a Mo xonem

Popis klinicklTch projevT Crohnovy chor

pozdDji, dne 13. kol dbldstlgdstr@entaradogieNewt Grl@ans? o
(Crohn, Ginzburg et al. 1932) Od druh® poloviny 20. stol e
vedoucdbehoki tHDchto onemocniDn?2.

PSestoge mewdjami sensuipe aiofzi ckTch z8&§nnDtT
S2ci, gemuwlet ijfeadknt8or i 81 n2 onemocniDn?2, na |j
genetickou predispozic? (naps§. pol ymor fis
i munitn2honsgs(®ampSjedvigeng aktivita CD4

spougtnh|li =ze zevn2ho a vnitSn2ho prostSed
polty nemocnich viznamnBD nar Tstaj?2, i pr
civilioma(bak&§ 2011)

8.2.1.1|dentifikov§n® popeuli & ece nl§ lkyr mfi o awy tpTa cv €

nespecificklmi z8nDty stSev

VNt gi na prac?2 zamhNSenT ch rmae sspteucdiifuine kB n
st Sev se soustSed? na identifikaci odl i
| y mf o c ypto8prunl2acch? ve sliznici chorobou post
invazivn2 z8krpéastwi @ edip@bhtlkebdhud pksliieni ck® pr a
byS relativnhD n8rolnlT a n8kladnl postkup.
perifern2 krve pro difehlkadi gka2mdga®napl
perspektiwrrad.T Jrodm2®@h oz vyuggibtar ev@®honpameé
mognost jeho vyugit2 pSi dig§ePencs€85a?. dN:
vychpsedpokl adu, ¢ge se dvhD nejlasthjg?2 cho
zahrnovg8§ny, tedy Crohnova choroba a ul,cer -

a to i na bunhRln® %umpoe. pAhapoBudmpse2thib
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ve vzorc2ch Bpdetradyermadt k® vaodpov DdDt ot 8zk
rozligit podle obrazu, kt eprelr ipfoesrkny?t nker vzia st
8.2.2 Crohnova nemoc
Crohnova nemoccpblitis regionalis d8l e jJen KRO) j e
postihuj2c2 gastrointestin8ln2 trakt.
posti hnout Kkteroukoli | &8st tr8vic2zho trakt
Prevalence  Crohnovyznak dzt OSN3 1 YN Créhhokahaniot
~ klinika
choroby sev Tznl ch DNEAS T EC I o vSnNy S 6160805
L RAOYN 62f 5aidlol NAy oAl yNotHaas
svhta Tig?.  INGENYTI" [5OXE ¥ adsevsnys ol
- - INPLAS YN hn13@$ﬁm1\0ﬁ|‘éﬂl$2Y§N¥S 61
pacientT ] sou R u‘l Z sz'Y‘éN'y’é IEEYR
LJSNJ\I-)Ht)/N OK pydo & L2YSNYS 6l
Austr 8l ir ok()3,, 2rafR2Yhyit§ N2 K Mdsbu 61adts
_ . L322 NHzOKe& NARaddzZ2o0d6l a 6F&ads
pak VvAfrice a Asii (Cosnes, yNaiG2 LRadAOSYN
[ @ge KN Ry S LI OA S
Goweil Rousseau et al. 201 523,2 nikedy . :Eg Lor o;\gi
jejunum nikdy g1t Oy S
Molodecky, Soon et al. 2012)5 R nikdly BT T Oy S
i ddypdgnem o " nikdy o 2 @it OyS
Ne mo c S € 0bj Tnitan” ! - nikdy ~ @it OyS
ml ad®ho dospraun]S@)/N 12YLX A1 OS
aiSysie ySON &8s 61 ads
typicky mezi 20.7 30. rokem [LINOG St S nejsou L2YSNYS 61
. ) megacolon toxicum YySON a$§ ySyN
gl vot a, asi| t fpefolacd N A PpagdocgnatsT |vit €2 61 ai s
. . rakovina . 6laids LRYSNYS 61
di agnost.i k0V§nsyR2a12LJAo1s e OSGnSyN
RNEAAGE 0lbz, [0SE YA SLEUSAYSNYS 61
20 let vDku. PR es et BroRE 6esaans !
nezns8ms§, pSedprH p@@%@Aerﬁdjs&dﬁSd? Qd6|'5Q$ v
pseudopoK/py 6 I au$ LI2ZYSNYS 61
jedn8 o auobopemdBAHBNSYN 12yBENAdz6r 02 YSNYS 61
Tabulkadt 2 N2 @yt yN T+ 1fFRYNOK NRBIT RN
spod?2l em genetiyioansliyNn |2¢A0AR2dz 6LINSOT | G2
environment 8l n2 sl ogky. Me z i rizi kov®
sacharidy bohat8 strava, kouSen?2, pougz2vs§
oznalit jakovAr8padn2 styl ¢
Poznatky o geneticklch pS2|ing§ch |
KRO mezisourozenci,Y oce 2001 byl a i de mteinfui kNoOD®n a kg |

a s o c i aozwjang Crahnovy nemo¢Hugot, Chamaillard et al. 2001, Philpott, Sorbara et



al. 2014) PostupniD byl o pops8no nDkol ik des:+
ATG16L1), kter ® r i z(Phloott, Sawhara et pl 20lK)RO zvyguj 2

KRO | e kontinuS8l nz, progresivn? z8nl
dl ouhotrvaj?2c? mi prTj my, zvracenZ8mDtb op cesstt
celou stSevn?2 sthRDnu ve vgech vrstvg8ch (je
nebo plurisegment 8rn2, t postsiteénlamiz. s2§ rie
posti gen2 mTgou kombi noRoavtazt&v\vjseljascthi |noak au
vyhasnut pozs8ngtem®mvV m2sthD stSevn2 sthDny se
vSedy |i polypy. KRO je charakterizovgna t
propojen2 mezi gér,g&nyKRCOc &vyapmic,k yk Tk an 81 kovi
st Seva nebnoolporvolpno jmelncch TsSem (p2gt NIl e)inamig:
st Seva, j2cnu, ¢galudku zjizven2m vznikaj?2c

procesy mohovw ®s t c elgk kv ®mu pSerugen?2 prTchodnost |

8221l denti fi kovan® popediafcer B2 | ymfiocytpfdawi
nemoc?

Role B |lymfocyt SpaRtade nseuzhipomudlmameéyvyw n
PodaSilo se prok8&8aaCpD5¢eBpoblyefol€@P@Pviznam
ni §g2 neg u (NalrSanvriers &t al.kl@9gynaystyn a Pilarski (1993)opsali
CD19+CD45R0O subpopul aci B | ymfKoROy.t TS,n 2jgeeknd
B | ymfocyt T pceirrikiuvelrunj22 ck?revhi vb y | n8sl ednhD po
Zaj2mavli visledek pSi @®S)| ak tper$?c es el i z aamNiSa
| ymf ocyty. Popwelditl CD1§e pBeerliikfoelronc2y tkTrkKR® | e
ni g2 neg u zdravich kontrol. Z8roveR pop:
|l ymfocyt T)KRIO,p acri 2e(ne [l spomNr CD5+ (subpopu
viozen® uai aont oirmakce, podz2] 2 Sse na preze

T optee b u

switched memory ce)ls u p aackiteinnn[2 s nespeci fi kovanlm z

|l gM+1 gD+CD27 + (subpopul ace pamhNSov

Zaj 2 matvd@&h g teo zpgoehnl 8e deux psrne?s ep ezrn af keur NnCD 4k0r vvi
paci &KRtOT as UC j e exprese CDw¥0z+n abmunnid kz Amheg et
jejich nejvyggderkminmt&Inn r alc ec g rstory ki Golphept et f o i
al. 1999, Li, Vermeireetal.2015) Pr ovedenI m dvojitim barven:

CD40+ btukn8ki vst S &RGjsop Rlynifoeyty (CD20$CD40+Liu, Colpaert
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etal. 1999) Tento stav by mohl bTt dokl|l ademt r
vperifern2 kmevsi p euc ipfaicd kelni, Veriseird ¢t al.8015)t Se v

823! f OSN¥T YN (2t AGARL

Ul cer - z ncéolitikutcérasag i d&l ¢ j en UC) je inter mi

onemocniNn?2 tr8vic2ho traktu, kter® posti ht

Prevalence UC sevZnT ch obl ast ech rezsaluod 0,78 ¢d2o, |
2464 za tr2omk, sge nejvygg? wlesvkeytn?2j e vd mkpudmean ts
nejnigg?2 rizi ko (Danese @Hioechi 20L1Tmomhazse harifestuje Mezi
20. ag 40. rokemictiuy et aeayl emetgNjmugea VI j i
vdDt sk®&m v Dku.

Mezi hlavn2 klinick® D2Shlxsn2a kkyr vUeC ap ahtl Se2n
je postupn', se stS2dgn?2 mi obdob2 remise
rozl t@uajemsaktivn2 nemoci, k pdirg mycesp z I8 o e |e my
odkud se choroba ¢g23$2 dDanesealFigcthi 2011 Nlaa s 0% d1
KRO nedotcrha8ressmukr §1l n2 mu pogkozen2? st Sevno?
histol ogpak®mupodl i git podle ostr ® hHraamizan
pS2znakTm se mohou pSidrugit i bolesti b
pr TbNDhu UC mTge doj 2t ke zjizven2, kr8cen?

PS2| inWCvarijlwu plnhD pochopeny a pops:!
mul ti faktori 8l n2 autoi munitn?2 onemocnin?2
i munol ogi ck® i environment 8l n2. Mevysaklzm
obsahemac har i d Tohd etdueknT .naS rozg2Sen2 | ze UC po
spojen® se z8padn2m g¢givotn2Zm stylem a vy
(Podolsky 2002, Cosnes, GowRiousseau et al. 2011, Danesd-iocchi 2011) Genet i
pozad2 UC je velmi pdgdedghnrc@® KRMetRPIS&KDBMo ply
odlignosti . (200ercweadleat nelt.aanal Tzu 6 GWA
nespecifick® z8nNDty st Sev a p 0 p srazvojem 4 7
nespecifikovanich z8nbhTbytSewpwropg$SizEemg pb
nikoli s KRO.

70



8231l denti fi kovan® popeadiafcer B2 | ymfiocytfdawi
kolitidou

PodobnhD jako u KRO je role B Ug€mheznygt
VobecnlTch rysech se imunofpeotfyeoni bluofi
paci ekkRQ. sU obou pemodc&r byl krvi pops8n
nematurovanlch pl azmatiCDIBI+CO%9)b uonplYko t (i C O 1e9j +
zdravich kontrol. Tentaktizvagenichpoobby, kp
nemocem exi st uj e yHosomiaOshitdni etab 20d®) U p aldGjeupt T s
reguovm 8 exprese CXCR3 na nematur ogwanlifeelr np |
CXCR3 je chemokinovl receptor, mezi jehog
mi gr ace. Tento | ev nekkRIO. pdzor o0& nj eu tpyap
nematuroa nT ch pl azmaticklch bunhRk do m2sta proc
pod21 2 na odli gn®m me c h azn8insihue nu spaozgihoserme2n @B
Oshitanietal.2011) Tyt o z 8v Dry | z eingtwlhhopQjtanietal. (2098) z o r
u pacientT s UC pofsuadlpiopKil g+ CDnadlPe@ang | vy
lamina propria lymphocytés, nach § zheijs?tco?lcohg iscek ®m Se ziw v e
b§ze v&Herduj.e KiunhDl nTm identifikadlurRcm piSak
bNDhem vgech aktivn2ch f8z2t®PuolDiunwi®phopelyat e
pol et CD138+. To svhRd|2 o tom, ¢klisk pbedhE
jevkontrastus1 8§l ezem a di st r iKRWOg 2 ul Kt eu Tpeehe ij esmotuT
CD19 a Ki67low (Jinno, Ohtani et al. 2006)

Visledky z2skan® ze studi&amcB hwameboyBS
panelu ukazuj 2, ge pSi studiu CD19+CD27+
pSi dg§n?2 aktivaln2ho marskiegnui fCxzaht a2 | gz a:
zastoupen? popul ace -BED19YmMEDZ2 Y+ DhaatsHpemodii feinc
z§nNtem st SeCGr.ohlh opraoaui ecrhtor obou je frekvenc
tomuf rekvence t®to plope&l kme (v i ppBugrEEZXd Hen

83 N8dorovsg8 onemocniDn?2

831Y2ft 2NB1 Gt t YN 1FNDAYy2Y

Kol orekts8l n2 karcinom, nNDkdy oznal ovan

(dg&8l € RCgn je zhoubnim n8&dorovim onemocnh
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pSedevg2m sliznici tlust®ho stSeva, tral

onemocniDn?2, na jehog rozvoj.i se podz] 2 V
envirbon ment 81 n2 CBi nfeafka ,o-Mdéfantd et?ay 2044 CRC [ e ci vi
onemocnitred m,s®AMBtmMS2 t k u j e jeho i ncidence

vyspRhRlosti zemhR. PS2znaky a sympitobmynNzahSae

v8hy a viznamnou ¥navnost.

VLesk® republice je CRC nejlastDjihodi a
Vast roj 2. I nformace o c¥%dajsddh owa ® mjoestthdo¥t &l ki &v
zdroj2ch nepatrnhD |lig2, pSesto | ze sumari :
mugT (pSedn?2 pS2| ky zauj 2 maj 2su akrowh Tnna npdji
typem rakoBi ngf a,-§d@&ant etalg2014)z

Ve v2ce nel¢gskyd WBWRCe(Kam®008)diMekzZi hl avn?
rizikov® hi kRutal eop8ibjVvzCRC pat$2 Az8§padn:
dieta, nedostatel n8 pohybov§ (BaldaniAbranisatal. k o
2001, Kala 2008, Chan a Giovannucci 2010
Moranta etal. 2014) Zvi gen® e i R® 0 ma jo Zcuk@ykau,; aberitou. s
ViznamnhD zvigen® riziko rozvoje CRCKROo0z?

nebo UC(Eaden, Abrams etal. 2001) Nej v znamnRj grrintie |lein djosgoeun

vdhDk. CRC je | asthDji diagnostikovg8n u mugT
' id2 nad 50 | et. As i jen u 20 % diagnost.i
(Kala 2008)

KI'inickl obraz CRC je heterogenn2, z8§v
a jej?2 lokali Ba&azinakpMeijjleasztmilyng? ndefpekal n2 h
koli kovit® bolesti, pil&LR) p, a dmddc hruet pernTsct ve? d, n 0%
cel kovl di skomfort . PSipojit s e mTge kKr v

makroskopicky nebomikrs k opi cky, a mTge se t®g projev
mTge p6BpadND perforace n&§doru akutn2 peri
konel n2ku |Jsou pocity ne¥spl n®ho | tenesmysd o s
(Klener a Karlova 2011)
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832LRSYGATA120FYyS IESINGKITNIDE Ndz LB OX 8 Pé § ¢
s]2t 2NB1LUt Et YNY 1FNDOAYy2YSY

U onkologicklch paci eaktTi vdaoccih 8& 21 wnefl am
znalit, ¢ge B | ymf onc8ydtoyr chw @lelsom20aDi) tellly ipta@RiCernact |’
se objevuj?2 ter ciaddltertarylympndidestrudines SLBEU Kkt kt gr
cCb4+CD8+ T | ymfocytT a DC obsahuj? subpc
oznal ov 8 ny (CD20k mmof ihfiltrating B cells BarberaGuillem, Nelson et al.
(2000)pr ok 8z al i, pecekruolpacoiue nftple nso & e CgR&r dkverv 8vn 2
zdravTi mi kontrol ami, meng2 mnogstv2 cirkul

ge u t®to popuylnmfcoecyEDhSdeB&xBr eks i mo | ek u

vperi fern? Krvi t Dchto pacientT <cirkuluje
|l ymfocyt T. -CPAx2o7cte npaomNSgpDpleah f eunPk ICRCi | pa @
dvojng8§sobnhD uyggzdraebchekoomrol, cog by n

B | ymf ocyt §r(8h#mabulumverahadger Sanlosser et al. 2014) Soul asni
zigt Dno, ¢ge peri€CRCnNébkalkky) pacy@pma Tprsocentc
(Ch19+Cb20+CD86 +) , vygg? pol et CD19+CD201
popul ace mhDla soulasnhD velice silnou exp
regulhalBni g shimabykareVornhagen, Schlosser et al. 2014

833bt R2ZNRB Ot 2ySY20ySyN aftAyAgdleé& onji Oy

N§dorovg§ onemocnhRn2 slinivky bSign2 za
se svou povahou Sad?2 melzli asnteij ztho&8bindj g% o
onemocnNn2 slinivky bSign2 | sou (Leffes2082 ma
Morfologicky je 90 % n8&dorT sibninkpySebSi
neuroendokr iin7n2% np§Sleodrsyt aav u§ 2 n e h (Leifterg2602)n 2 ¢
Exi stuje nhRkolik histologicklch typT karci

je nab®z %n pB2padT, je nejzhoubnhjg2m type
pSedstavuj 2 cystaccikn® rand?e nkoakracricnionno mey ,i nt r ac
karcinom (Leffler 2005) Ne moc m8§& vel mi nespeci fickou
“unavnost, zvigen§ depresivitz&debhbbnut 2pr on
kpodchycenpocechomralhy stadi 2ehvajpr pgnweikbal
a GvE&b 2003, Hlavsa, Man et al. 2008)
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Il ncidence nS§dor TLesdk®@i vé&pulbblSiige 2 p stey bw
pS2padTOOn0a olbOoyovatel za rok, a m§ vzestupn
postigeni mugi negdg geny (v pomDr v Nk @effled , 5)
2002, Pegkovs8 a Gv8b 2003)

Mezi exogenn?2 etiologick® faktopSegvphoot
givolignlch tukT a ballkwovizov,] gra®v Kloan,z umaa
pracovn?2hoc hpernoi sctkg ecdhy Lper fofvlioezre ch0 0 2 , Pegkov s
2005) Me z i viznamn® endogenn?2 |initele a z§&
slinivky bSign2 miadeSrtcep Seldervglyn svddks t rl mn
Dal g2mi jsou nhDkter8 onemocnDni, jako je
pankreatitidy se zvIigen? rizika rozvoje
predispozicey S2 padRN®hwol §ami |l i §rn2ho viskytu n§do
(heredit8&8rn2 pankreatitida), ale i vIskyt
syndrom |(iPeBRK®AIElI a GvEgb 2003)

834LRSYGATA1 20 yS LESINGLFISOIF N. 1INGWRT 2D it ¢
Vi R2ZNRPGEeY 2ySY20ySYNY &AfAYyAQD1& o6nAiOyN

Vsoul asn® dobhD bylo publikov8&8no nDhDkol
popul ace a | ej i sdhukftledkneim wnpaoio&—BUAtdrsong me r
Kaneda etal. (2016 o gk BV Rr u, e B FcRmkodc wtow asip oni u ms
buRk a mkter Tamin Dma kr of § g yoli virreagju2l alkli 2 |[faumndkd n2 c h
l ymfocytT. Jako hlavn2 regul 8tory n8dorov:
p r o k @mnaldrson, Kanedaetal.2016) ge j ak u | i d?2, t aktvas my
tumorr ezi deD2@+ chCE11b+ a (WpcoorRolv/pl&8inlg+H gbrun?N Kk r \

PylayevaGupta, Das et al. (2018 j i st i | i, Jereotvojpmnaoe
pankreatu hysfje?noB ylpyemf cCdDylt9 + CD1dhi CD5 +, a
cytokinull-35, kterT se zapojuje do tumorigeneze
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9 Mat er
9.1 Che mi

I 81
k 81 i

a

911/ KSYA1tEAS

met ody
@, nmooakloayg8l n?2

prot.i

Systematickl n8zev/|Vzorec/ oVIirobce

Azid sodnl NaN; SigmaAldrich, St. Louis,
USA _

Deioni zOvansg H ddHO vliastnz virob
Millipore,Billerica, USA

Di hydrogen fosfor el | KH:PO SigmaAldrich, St. Louis,
USA

Hydrogenfosforel| nan|NaHPQ.12HO |[Pent a, Chr udi

Hoechstovo barvivo Hoechst 33258 | Hoechst A, Frankfurt nad
Mo hanem, NN me

Chlorid draselnl KCI SigmaAldrich, St. Louis,
USA

Chlorid sodnl NacCl Lachema, Ner a

Lymphoprep(: 1, 007 N 0,0 Axis-ShealdsPoC, Oslo,

AC) Norsko

Trypanovsg8 modS, Tr y | CsuHaNeOwuS Invitrogen, Carlsbad, USA

Gel atina SigmaAldrich, St. Louis,
USA

912a2y21f2ytfyN LINPGAT L G @

Monokl on8l n2 |Oznal gKlon Virobce

Mouse anthuman CD19 PECy7 SJ25C1 BD Pharmingen, San Jose, USA

|l zotypovsg8 kon|pro vgechny |Dako, Gl ostrup,

negati vn?2

Mouse anthuman CD20 PerCPR 2H7 eBioscience, Sadose, USA
Cy5.5

Mouse anthuman CD21 APC HB5 eBioscience, San Jose, USA

Mouse anthuman CD24 PE SN3 A5 eBioscience, San Jose, USA

2H10

Mouse anthuman CD27 APC-H7 M-T271 BD Bioscience, San Jose, USA

Mouse anthuman CD38 Alexa Fluor | HIT2 BD Bioscience, San Jose, USA
700

Mouse anthuman IgM FITC SA-DA4 eBioscience, San Jose, USA

IgA BV655 M24A BioLegend, San Diego, USA

IgD BV510 IA6-2 BioLegend, San Diego, USA

IgG BV605 G18145 BioLegend, San Diego, USA
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9.1.3 Roztoky

9.1.3.1 Puf r ofvyamil o lraztgki ¢ k T

Pufrovanl f vy z iamwl Phasphatk Buffered Satind,B| ¢ j en P
poug2vsg8 pro seabi §lizacagpHekhcé8z8sadPr® ¢
experimentujsmeg y u @ BSi ve dvou koncentrapArehf 8z0 x
pSipravili 10x PBS.

Navsg8gili a s m2chagKCi 29jgbbhiPO.BRIHOG 2 HKHPO;.,
Doplnili do objemu 1000 mlddda za st 81 ®ho m2ch8n? rozpus
pHNa727, 4. Ve druh®m kroku jsme pSipravil.i

destilovanou vodou,PSea hd fBdbalkasa kkont r ol oval i [
10x PBS 1x PBS

Chemi k8l i e |[Navsg8§gka Chemi k 8l i | Objem

NacCl 8049 10 x PBS 10 ml

KCI 29 ddH.O 90 ml

NaHPQu.12H,0 299

KH2POy 249

ddH.O Doplnit do 1000 mi

Tabulka5{ f 2 OSYy N LR {GnSoyeOK NRI G214 t.{
9132 Promivac?2 roztok

Pr oml v ac angl.’Wash/Staiking Buffer d &l e jen WSB) sl
protil 8tek a pufr pSi promlvegn? buniDKk, k t
Obsahuje ¢gelatinajfikdlkol wailw| pr mteislp®t e k
buRky, a metabos i EkErT nbirBntodi Nakn2 mu po
“wwrovni bunhDltzw@pmembi Bgyaad cappingi

Navggili jssamedolbSe Namialr@nme pnuwndadadidintos
roztoku jsme rozpustili 4 ml @dobbemuloddma z
WSB
Chemi k8l i e Navg8&gka/ obj
gel atina 4 ml
NaNs 1lg
1x PBS Doplnit do 1000 ml

Tabulke6{ f 2 OSY N NRIT (121dz 2 {.
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9133Pougit® pS2strojov®

vybaven?

Pougito bylvybpS82aRY BTBY®v. Vv. i.,
Mi kroskopie MBDb AV LR, v. v. i. a Labor
a genetiky | Praze.NRka PSF UK v
PS2stroj Virobce
Automati ck® pipety Gilson, Middleton, USA
Car | Zeiss Primovert|Carl Zei ss, AG, Ober

AxioCam ERc 5 kamerou

Centrifuga Alegra X22R Centrifuge

BeckmanCoulter, Fulerton, USA

Digits8ln2 v8ha

Sartorius A®MeG%tot i n

pH metr inoLab p720

WT W, Weil hei m, NRDmec

PrTtokovl cytometr L

Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA

Vortex V-1 plus

Biosan, Riga, Litva

Virobn2k | edu Bar |

Fri mont, Mi | §no, I t §

Tabulka7 Sezn¥ LInjNa G NR 22 OSK?2

9.1.3.4 Software

geol Sy N

Pro poS2zen2?, analTzu a zpracovgn?2
Of fice 365 PRO po 6.01, GrgphRadPasr6 a KeyusaPnalysas 1.6a.
Program Virobce
Divav 5.0.1 Becton & DickinsonFranklin Lakes, USA

GraphPad Prism 6

GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA

Kalusa Analysis 1.5a

BeckmanCoulter, Fulerton, USA

Tabulka8{ ST y I Y LJ dzOA (1 SK 2

9135 0st at n?z

spot Sebn?2

a2F0 61 NYz

mat er i §I

Popis

Virobce

Lat ex ov ®Sempetcaaev i c e

Sempermed, Northhamptonshire, VB

Mi krotitraln?2 desti|

TPP AG, Trasadingen,

Eppendorfovy mikrozkumavky

Eppendor f, Hambur g,

Gpi | kiyp &t § m

Gilson, Middleton, USA

Pasteurovy pipety

Biologix Research Compankenexa, USA

Zkumavky se groubova

TPP AG, Trasadingen,

Zkumavky SepMatekE

StemCell Technologies, Vancouver, Kanada

Tabulka9{ ST y I Y LJ2 dzOA (i SK 2

AL GnSoyNK2

YIG§SNAY f dz
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9.2 Vzorkyperifern2 Kkrve

Vzorky perf er n2konkal mpaci ent T byly z2sk8ny v
Mi chael ou SchneiderovidlSiznk. Qhiurdinrzgiac K@ ak
VFNvPraze (CRC a GC), s prim8Skou MUDr. M;
rehabi loidtdddll e2nfo Thomayerovy nemocnice Vv Pr
Jon8govou z 1i.hematoldge d.rnF UKkal VIFh v Fraze (MDS/AA a AA) a
MUDr. J8nem Lakotou z BDstavBreaxpesir idngdny( MM
vzorky lwer ibfydryn2z2sk8&8ny na Z&kiloadid vip$hedhem

vsouladu®t i ckTm kodexem pS2slugn® instituce.

921 h ROIFSHBA FSNYN 1 NBS

Vzorky perifern2z Kkrve pacientT KsEDRA Nt
vodbRDrovich ordjhatékbhpspodbuipgdcuPo pSenos

byly tyto vzorky oznaleny | 2slem podle po¢

922LT 2t OS LISNAFTSNYNGM®)2Yy 2y dzZl £ St NYNOT

Vz8vislosti na dobD, kter8 wubDhla od
standardi zovan® protokoly. PrpoS2opkaod D ,A, g ep ovd
zpracovd@e®nygdlvDr u. ProtokplS2BadRtegk lybybr
zpracovsg8ny ag ng§olmadujp2haodNdney | yV vzor k.
pSiokojov® teploth.

9.2.2.1 Protokol A

Z8kl adn?2 charakteristikou postupu podl
(StemCell Technoloies, Vi@ ou v er Kanadah2h& eztd pokojupv g

| asovhlD m®nN n&roln'.

1. Pomoc? Pasteurdowy pmlpez kyunasvnkey Sep Mat e
hustotn2ho gradientov®ho m®dia Lymphopr
zcela vyplnDn.

2.Vzorek periferngt&nriviend sin@ miSed k u mawvloy
a zSedimhDruv 1: 1 1x PBS a pomoc?2 Pasteur.
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3. Na membr8nu zkumavky SepMateE jsme pom
30 ml suspenze bunhDk pekrakd2er n2 krve a 1
4. Vzorek ve zkumavce SepMateE |jsme um?s

nastaven?2:

hit 671 e G 21 a| ¢SLX 2| Akcelerace | Decelerace
1200 277 10 15 7 7
5. Po centrifugaci jsme vznikI|IT supernatar

| §st yesyspemdevalinov ® kapal n® f §zi p o mmoocvi® 2500

ml steriln2z zkumavky se groubovac?m uzé¢
6. Takto z2skanou buwnl|ndu snws remzir ijfume
7. Po centrifugaci jsme supernatant vylili. Vzniklou peletu jgesuspendovalp 0 mo c 2

Pasteurovy pipetymov® kapal n®1D8mi WwWe&Bocpodl e m

9.2.2.2 Protokol B

1. PSipravili j sme si @rOomb osvtaecrzim nuwrz §zvklu nea
pSipravili 50ml m®di a LymphoprepkE.
2.Vzorek perifern2? krve jsme pSelili do s

a zSedimhNiruv 1:1 1x PBS a pomoc2 Pasteur
3. Pomoc?2 Pasyveusmeyppmpéu navrkeku nalpovrclv z o |

m®di a ve zkumakwkud. pSi praven® v

4. Takto pSipravenl vzorek jsme stolildi n e
hiat 61 @ G 21 & | ¢SLX 2] Akcelerace | Decelerace
1600 400 40 15 0 0

5P0 proveden?2 centrifugace jsme za pomoc
a pSenesli | ej zklimavky(a2O® r s§iderkstd n88). 5 0 ml
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AL [OJs

40 ml
Plazma,
trombocyty —
1x PBS
PBMC

Erytrocyty v v PBMC

ho NITUSOKSYI NRIT gRB & KBgINZ M)/ dz 1182 LINAJ ¥ jsho (
LINjNLINI @I LINRrokd5pgdie pibtdkdaH(B)OA @

6. BunhD|l nou lkuclkpenzijgme doplnil.i pomoc? ]
centrifugovat pSi nastaven?2:
hit 61 @ G 21 & | ¢ SLX 2§ Akcelerace | Decelerace
1200 277 10 15 7 7
7.Po centrifugaci jsme vzniklI| T resuspeadovalnt a

vhov® kapaln® f §zi pomoeay ® 2H0 mhl 1xt &rBiSl
groubovac2m uz8vDrem.
8. Takto z2skanou bunhD|l nou susbp@km&i | s me s
9. Po centrifugaci jsme supernatant vylili. Vzniklou peletu jgesuspendovalp 0 mo c 2
Pasteurovy pipetymov® kapal n®1D8mi peéEBocpHpodl e m

9.23 %2A0GSYN Yy20aiON t.a/ | YSi2RIF &l

Abychom mohlIlDignwz carneak y%Zop at na prTtoko
jsme zjistit mnogstv2 PBMC na 1 ml vzor ku.
vzorek urlenl komyzobhbaehdvathoal gspwodRh5 ®®BMC
vzorky (tzv. svdhoV)atp a0 éupsgR wibch PBMC.

Ke stanoven?2 givotnost:i a pol2ts8&n2 bu
pougit?2 trypanov® modSi. Tato metoda je z
gi v® buRKky jsou schop8y meambviéwa wytelkht.
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prostoupen?2 barviva do cytopl azmy, a prot
bunhDk jsme hodnoti it miRbsemk dpil okwy Zao mgo &
mi kroskopu (zvDtgen2 400x)

9.2.3.1 Postup

1. DoEppenddrovy zkumavky jsme pipetou odebra

2. Do t®to suspenze jsme pSidali 5 ¢l try
pipety.

3. PSipraveRoseffuialsovu komTrku jsme naplr
v kroku 2.

4, Pod IsmMNmemi kroskopem j sme pSi nastaven?

buRKky ve 4 vel kRahentthvaelravyx hk cmErisy .

5. Pr o z2 s KkGeehtrageb b bk mi suspenze jsme pou:
(polet givich bunhRk x 4)/100.

6. Propmt Seby pipetovgn2 na mikrotitraln2 d
suspenze budeme pipetovat do jedn® | amk
vi ml pro stanoven? objemu monokontrol

postupovhi podl e vzorce: (500 / polet PBMC)
924t NfNLINY @I LINBGOGAE Yt (S

Pro potSeby experimentu byla potSeba
pomRNru az®weidNIné s tvi akn@mut oil,elku byly pougi:t
anal yzov&gpem rset opkooulguz vaj 2 n8sl eduj 2 c? 0 .
kontroly a MI Xy. Monokontroly obsahuj 2?2 vg
Sl oug? pro nastaven? cytometru a pro vyty
kontroly (z angl.fluorescenceminus one contro)s obsahuj 2 vgechny mo
veWSBsvTji mkou t ®, pro kterou sloug? jako n
vymezen? negativn2ch a pozivywezem?2 sjudbgdroo@
bunh|l nlchc?s.ubMlopudmsahuje vgechny monokl on

vlI ast n?2 mNSen?2 konkr ®t nz2ho vzor ku.
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9.2.4.1 Postup

1. PSipravili jsme si a | 2selnnD oznalild9i |
kontroly a MIXy.

2. Do takto pSipr avppatdvaiWSBMo mgse k2| pme Sebr
experiment (viZTabulkalO, stranaB2, sloupec WVSB).

3. Do Eppendorfovich zkumavek | smemnmpigmsetvo

pot Se b n ®rmexperimen(vid Babuikalo, stranaB2, sloupec VMOAB na tes}.

Monokontroly fedéni |pocet vzorka s \:1:1::':? R
(ul) = (ul)  |MoAb (ul)
CD19-Pe-CyT7 20 1 46 2 43,7
IgM-BV655 20 1 16 2 43,7
CD24-PE 20 1 46 2 43,7
CD20-PerCP-Cy5.5 20 1 16 2 43,7
CD27-APC HT 20 1 16 2 43,7
CD21-APC 20 1 46 2 43,7
CD38- Al. Fluor 700 20 1 16 2 43,7
IgD-BV510 20 1 46 2 43,7
IgG-BV605 20 1 46 2 43,7
IgA-FITC 20 1 46 2 43,7
e e ‘fu:ﬂ :i,:) R R e
FMO kontroly () () () MoAb (uf)
-CD19-Pe-Cy7 20 1 46 25,3 2,3
CD24.PE 20 B 161 88,55 8,1
-CD20-PerCP-Cy5.5 20 B 161 88,55 8,1
-CD27-APC HT 20 B 161 88,55 8,1
-CD21-APC 20 6 161 88,55 8,1
CD38- Al Fluor 700] 20 B 161 88,55 8,1
1gD-BV510 20 B 161 88,55 8,1
1gG-BV605 20 6 161 88,55 8,1
AgAFITC 20 B 161 88,55 8,1
1gM-BV655 20 1 46 25,3 2,3
| MiX | 20 | 6 | 161 | 8 | 85 | 81

TabulkalO¢ | 6dzf { I LINBE @eéelLl26Sd nSRSYN Y! o

925%y I 6SYyN o6dzyS1 LINE YSnSyN yI LINAG2 s

Vi astahznznmukhmnNDa&t vt ral n? destil|l ce pro n
prob2halo podle dvou standardizovanlch pr
poug2vs8§n pro vzorky z2skan® a analyzovan®
ng8sjedach CR18,LZP, CD21, CD24, CD27, CD38 a IgM. Od ledna 2015 byl
i mpl ement ov8n Protokol B (jeden8ctibarevnr

osmi barevn®ho panel u o] dal g?2 tSi Rmernokka
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experimentupod!l e jeden8ctibarevn®@Boippdaostiu byl q
podle skh@em@t uz ©Hz @ 5l es BX (aonsimi b a r eavsimile, p a n
Obr §#6enka sBI) anVegker ® bm&Rkiapnii | aac epmbokt ri d t8it tkre

destilce byly provg8§dhDny na taj?2c? | edov® t
m—
wn
~ n E’-' Lo 2 o n
S B ¢ 4 v = 3 g g
i B B & =& K % & E_E_________ .
[, 26 Hst he =“\. . kontrola
i | |
FMO I ! i . pacient1
‘ I O pacient 2
AF  autofluorescence
MIX H  Hoechst 33258
J\l ~
Gl ) YN o ) ml
0 550 9 0 O A k & !
monokontrola s | 1| ( ( D¢ |
1 : . b . < A A 4 4 4

@—. AF H CD19 IgM CD24 CDZO CD27 CD21 CDSS IgD 1gG  IgA ==__;

ho N}IBEOKSYl NBT ONODSYN SELISNARYSyiddz LINE 2SRSyt OlGAol NB

PerCP.Cy5,5

AFC.H?
AF.700

o
a
<<

s e o=

ERiE N N ViR NI . pacientl
\,‘-' T Sz \V-‘: &“:’ :J
~ ¢ N o
: i\ \ ':‘\\‘_- I O pacient 2
N NN N
= \\|\\_ ‘ AF  autofluorescence
MIX \ : '\\ H Hoechst 33258
N S
] AN WA A
5 | ! | W - r i _\ ’ -\\.”' -J\\ ‘_ ‘
NS Ne N AN N :I - = .7 \
e | 000000008 |
E— 1
| ! B Y k. 48 g \5 \5 _] I

| o
&— AF H CD19 IgM CD24 CD20 CD27 CD21 CDSBA"

ho NI1IBESOKSYlI NBIT ONOSYN SELISNAYSyldz LINE 2aYA0L NB|
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9251 Postup znalen?2 a ndrkamitw§rn2r adl nér ke sw i | c

1. Do mikrotitmal ppddessch®majts experi ment
mnogstv2 suspenze PBMC ve WSB.

2. Na kagdl vzorek jsme nanesl:i 100 el WSE
hit 61 @ G 21 a | ¢ SLX 2 Akcelerace | Decelerace
1200 177 10 15 7 7
3. Odstranilijsmesuper nat ant t ak, ge jsme dest il
vilevkou a pSeklopenou ji nechal. chv
postupem jsme se zbavili pSebyteln® t ek
4 Destilka byla pSipravena ke znalen2 mor

5. Do kagd® jamky mikrotitraln2 destil ky |j
protil 8tek podle toho, zda se jednal o

6. Po nanesen? se nechaly monok!| om &lrno2tmit r|
dest i Ubovat251 B0 mi nut na taj?2c? l edov® t ¢
v lednici).

7.Po inkubaci jsme do kagd® jamky pSidal.i
stol il na centrif uzkeokuR2Si stejn®m nast e

8. Opakovali jsme postup uvedn Tkroku 3 st 2 m, ge jsme dTsl ed

nedogl o ke kontaminaci jednotlivlich jar
9. Do kagd® jamky jsme nanesl. 100 1 WSB
pSi stejn®mkroka2.aven? jako v

10. Odstranilijsme supernatant podle kroku 3 a zopakovali jsme postup podle kroku 9.

11.Po odstranhDn2 supernatantu podle kroku

WSB, destil|l ku zabalil!@ do al obalov® f ol
12Desti |l ka bylmnDSEizprnaav emmaT tkokpdS @ma d 0y t ajre
nemohli prov®st mRNSen?2denna ppS2Tptroakvoyv @dre sct
jsmejivli edni ci nej pozdDj i do druh®ho dne.

926aSnSYN yI LINAG21290SY Oed2YyYSiNyz

MRNSen? vgech vzor kT prob2hal o vV e St
(Mikrobiol ogi ckT %stav AV LR, v. v. i.) m8lpsS?
(Becton & Dickinson, Franklin Lake, USAMN Seyi 2 Ipr ov § d DnRNDrzJam a s i
Svobog, PhADV g dly0 mi nut pSed zah§jen2m kagd@ho n
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do jednotlivich jamek pro vgechny FMO kor
pSid&no vitg§ln2 barvivo Hoechst 33258.

93 Vyhodnocen?2 dat

Vyhodnocen? z2skanlTch dat byl o proved:
vli.5a. na z8kl adiPmst a gdiesate@yv. s tProautja gi® st r a
vychs8mzreacé?2 zWar fC®3I8z(WarrfalZ,denz et al. 2002Kleina (CD27CD20
; CD27-CD20+; CD27+CD20+; CD27+CD20(Klein, Rajewsky et al. 1998), Benite
(CD27-; (Benitez, Weldon et al. 2014), VI kov® ( (VRd, FrankoyaBet al.
2010), Berkows k ® ( (Berkodvska, Driessen etal. 201d) Pol 8§k a ((®2a 18/kC
2016, nepublikov8no)). Protokol pr o 5ahylr ac c
vytvoSen Mig anem Pol §kem ve spoluprgci S
RTgi |l kovou, PhD.

Vgechny vzorky byly analyzov8ny pomoc?
dotplotdi agr.amgvojrozmRDrn® bodov® diagramy umc
neboS zn8zorRuj2 vgechny | §stice ve vzorkt
neg stanovetmdshol).Vgloménhiz®, kdy buRka proch:é
paps k u , dodh&zau lk sbRNru informace prost Sed

m2ra a intenzita t®t o deviace u kagd® b
vizuali zovg8n pomoc?2 dot plot grafT, VvadBt
t Dchto i nformac2 mTgeme vel mi pSesnh oddnl

VI astn?2 anaVviceabarmewnu®uprzTtokov® cytornm
| ogick®&m vydDI ovs§8n? jednotlivich subpopul
dvojrozmBdaVEtbhz §griasfilToswui na sl edovan®m zr
popsat subpopulace bunhRk se slogitim expr e
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10VTI sl edky

Pro potSeby t®to diplomov® pr&8ce byl o
odebranich 1307z njeez®i nocdT M 1v. Ynora 2014 do 2

probDhI u 17 dlouhodoskERomlsnedowachoholpaw i
kolitidou,k t e $2  pr oc h § z e j(@ti-TNF wosimilgrika) k @u ul @] kau av
(d&8l e jen AkontrolfAn). PSehledaposbt Tt wzoh

z n § z ograRaTgbelkallna s8r an D

Vprost Sed2? programu Kaluza Analysis 1.
vzorky, npem®aldly pswaticstvi ch@®bwliyiladrygi tzy s
pacientT po nasazen? | ®| TOyi vihiederh k omumtuy, kel w
dochgyzthkTm zmhRSgmdovgméfitlNeht o zmNn je poc
zamNDSenT ch nkinetikybnuintol rno® Sond2p o v Nd i na i1 ndiko

35

32
20 29
26
25
21
20
15 15
15 13 12
10
a
5 3
11 I 1 11 11 1 22
< v (@) < <T &) < (&) = > )
oc <C 2 o <T <t o 6] L <t == )
h"4 - [ < o o — 5
a o Z < g c
= © L
e S
gxo‘qngo = O Z > ®
¥ X F F F F F @ ST g 3 < W< x5 £
@5z28¢88:ilolocool=alR: |ss==: s
Skupina&(g§<<xx><xx<z(:>:>:>:>:§§oo.588828
geny 32 1/15 0 2 4 2 4 1 1 1/ 3 1 1 1 0 1112 1110 1 1 2 1 29 98
mugi 13 1/26 1 2 9 4 5 1 3 1l 4 2 1 0 1] 1 1)15 213/ 1 0 2 021 8
celkem 45 2/41 1 413 6 9 2 4 2| 7 3 2 1 1] 1 2[27 324 2 1 4 1 50183
Tabulkallt njSKf SR &1 dzLJAy @1 2NJ & LI OA Sy SN P J 2y iWeEEnj& S 1 2
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101 Dat ab8ze pacientT a kontrol

Pro pot Seby dyilpal ovnyotw® Spern§ac ep Sbe hl edov § «
kter8§pbgtapmé$ftooSed2 MS Excel pSeveopenmnastde
MS AccessVt @ @t ab§zi jsou u jednotlivich vzor
vzorku, dabovkupBapetatwl2, jm®no a pS2j me
di agn-za, piomnfst dnigcpl®dpvadN, e pacient pods
uvsg§d?2 se wWdaj , |lzalsae sPhodinggtn § nd Yad h NP S padnr
polddnectbi ol ogi ck®al @PEbpadp®dddajelgdi snpeodziikcaic i s
plazma, informaciotoorn a j a k ®@mT t ¢ kyom&rboy | v z o rnebo zdm&®eS e n
buRky sortuj2 pro pot Seby snooull eaknjernagse) seliboppri oop
.fcs pro kagdliPasrleldolvmmmibwlzaoretk2r §na kI in
di pl omovou pr&ci vyugitpraadnnpsedpoRkms dl§
projektu.

10.1.1.1S| edo vlaynn® oBcyt 8rn2 subpymekaene a strat:

Protokol vymezen2 jtgmbbcyviTchadbubpppu
Vprvnz f §8zi se VyméeFSOAJ Holeryhsdgi)vyv ® vieu Rk y h
gi vich bunhDk singlei€®ESCA §3CHg |, etvye (t Set ¥ g €hi §
singletT vymez? I lymplomaeng;RSEGA/SECGAna apacsylt egyd n(2 f
zac2| 2me na vymezen? CD19+ lymfocytT ze ¢
(CD19+/SSGA).

10.1.12Def i ni ce sl edovanlch subpopul ac?

PSi stanoeveny meszteam? elgnaj e kil 2] ovou %l c
subpopul ac?2 do z8kladn2ch piveiteh8zalwnwyhkdd
dat zamnNDSi | i na Vy mezen?D20ICDIT U] acpamiBao v

(CD19'CD20'CD27") ap | az mat i ¢ KCD20BD27)C DH W@OntNkmu tko %l el u
strategi e vymeze({@¥98) pinallre§Xalke i sndlra&ebt N §&0 ask
strdani

Ve druh®r bgdjopulad @9l y mf ocyt T'Ch38°"COIr2 1
IgM*CD24"" podle Warnatz, Denz et al. (2002)iz Ob r § Z2eka s 93 aMiktva,
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Fronkova et al. (2010)izObr 828r k. s®r am®t o popul ace B |y
jako CD21°"CD38°" lymfocyty.

Ve tSet2jmsmerogke zamhRSil i na definic
(IgM*CD19'CD21'CD24'CD27CD38°") a folikul&rn2zch Il | yr
(IgM**CD19'CD21'CD24'CD27CD38°" podleVlkova, Fronkova et al. (2010yizObr § z e k
23na s%4r ani

Lt vrt § f §z ebyvyah ozdanmolxSeenn2a noac yrt eyp, a nkliSeo vb®

dva protokoly. Pomoc? prvn2ho protokol u dc
lymfocyty T1 (IgM*CD19'CD21°"CD24""CD27) a T2
(IgM*CD19'CD21""CD24"CD27), zral ® folikul 8rn?
(IgM*CD19'CD21"CD24™CD27) a |l ymf ocyty mar gi n
(IgM*CD19'CD21""CD24""CD27) podleBenitez, Weldon et al. (2014)izOb r §24 eak
strwhpg&mci druh®lBmeppozokamlost zamnRSil i na

lymfocyty podleBerkowska, Driessen et al. (2014)zOb r 824e & s %m@mM825e k

na s%r aniD
Logi ku provg8z8n2 pou@ibtrisiBeaps8xr akd®dl T z

Tento slogithD v-yphddpdcdvam2al prataopP z
zkombinace klasicklich strategi?2 vymezen? b
vi hojdoeu ge n8m umogRuje postihnout skuteln
v perifer,m2 dlokwince hi§d2 umogRuje identifik
st §di 2 ned | sB lymfotyty.aknjseiheon t 1® 3 i Talv eprgdu vBhgz d N
vyhodnocen? dl e Kleina (1998), -Gb2% DbMB umo
| y mf opcSjit|feamtgo popul ace se po doplnhRn2 znakT

na rari t,n2vipzopduSllaec ev t ext u

Nav2c jsme zjitaniolvienz2 g drosdhc®nBmaidmrZz oV
pSi pougit2 tzv. bacgBatgs@ obed®hy vdym&aemnmi e (
subset pSedstavuje vyzr§8l ® B |lymfocyty net
kter§8 saugaek miyrsoky bl ast Téantd2p $&dthraloAadkinl
ovNRDSili i pomleitazkdysepla ®@M&pir ®d mat Kg & ®p @ wp Rik n2®
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Vnitini heterogenita subpopulaci naivnich, pamétovych a plazmatickych
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Vlkova et al. 2011 (FOI/FOII)

[lyer DFCyT 4§ A

SAC-4

Vychozi gate
Vybér viech CD19+ dle Kleina

v i ]
a 101076 100,00
s 18 186

[IghsCDZ7- W]
Aleca Fluor TO0-A £ APC-A

[CD3+ CD3E6- F
APC-Alea fa0-A F FITC-A

=T
O =
w 1w W L o :
APC-Alexal50-& E " - " * w w w L
Gate Number %Gated — ‘:"’:’: "":;“: APC-AlonaT50-A
All 1810 100,00 s - Gate Number %Gated
lgMe Fo BAD 4751 All sl 100,04 AIT 4.:: |[:| 00
COPir CRAGTF 409 47,56 - M e
llgs CDF7- F] It LD T- | 4 100,00
Alexa Fluor 700-4 / PE-4 CD38 low] FITC-A ! PE-A gMs 092 FOI| PE-A / APC-A
1
10
o x
i 1w ¥
a =
10F;
10 I 10 e 1w i ¢ "
Alaza Fluor 1A FITC-A
GatE Humber BGated
Gate Humberiiated All 180 100,00
5 15 Rl 234 60,00
0 95, /
CO3A lows 0 T 35 ol 56 40,00
[laMsCO19s FOIT PE-A / APC-A
r TR AR Ay o & F ssl A LA 7 FON) FITC-A F PE-CyT v |
| e ¢ Tgh-CD15- 101
| e i
: o | LRhEE ] ;
% | 2 g
ol <
| HG
-
| SIS WSS S S
el APC-Aluan?50-4 FITE-A&
1F 1 lig lig |
| LFEAN AL ey - ¢ 554 DR FO FITCA f PELYTA
e “ o 5 FO | ,
Kontrolni dot plot grafy
Loy 3
‘ |enaz- Fan -
- B =
= Z
2 v
o )
i " ¥ A0 A0 1ir 1 Al
| APC-SheT50-4 FITC-&
hoNIBEGHNF §S3IAS BeYST SyN &dzo L2 LidzA | ON F2f Al dz+ NYNOK fe&YT2
+tyYS20ON 2KNIXIYASSYN ©OORé 2R1lF1dz2ZSsS ylI | RNR 22 2 dz NYy 4 @A yddD t aRc
It 1TEFRYN a0l U0A8RY2 St AZPE | &5 SOeNB | Sy éOK LJ2LJzf | Quxorek I 0 a 2
195).

94



Berkowska et al. 2011 (CD19+), verze |
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10.2 Distribuce CD19+per i f ey m#f obyt 8rn2ch subpo
vyegSovan®m souboru: CD19+, naivn2, n
negat i 20CD27) CD

10215A 4G NA6dz0S / 5mopb . LR LMAZ+FOS | 2SeN

PSi statistick®soubdiwzdim@aowdmr?h tkylny ral poc
CD19+ | ymfozanetzP-Mb6, BO % s medi 8nem 5, 17 %,
4,121% a hladinou spolehlivosti (95%) 1,461.V8 mc i CD19+ B subpopu
lymfocyty (CD19+CD20+CD27) zastoupeny vv o0z me z 2 - H673,,177 0% % S me
79,37 %, smBDrodat%a uhloadihryd k oup dl2e WI6i6v o st i
lymfocyty (CD19+CD20+CD27+¥e vyskytovaly$ r e k v.e n¢425 ,06,11%, % % s m
13,07 %, smiDr odat foa bhladioal spgolghliviesti (95%) 2,53%. Pdpulace
pl azmat i c KCDIORCD2OGDRT¥Nn ab T val a hod inervaluD,t %k v en
12,64 %, pliemg | ej 2 medi §mo doaytln §1 ,05d3c%h S ik a8 mIBa d
spolehlivosti (95%) 1,087Tabulkal2n a s37y an(Ngr af i OL® 826re&z ot n B |
10). Zpohl edu t®to dipl omov® pCHEeED2GCO27-DN| z a
l ymfocyt T, kter § rozsahulOy08%- d8,73%, enkevdei n§cn2e mv 0 , <
smRNrodat nou pcShily & ¢kiom N 3 5(@H)NSBO2 i vost

CD20- CD27- memory naive plasma CD19+
Str. hodnota 1,804 17,886 77,988 2,564 6,382
Chyba str. hodnoty 0,639 2,225 2,222 0,534 0,717
Median 0,410 13,070 79,370 1,530 5,170
Smer. odchylka 3,671 12,779 12,766 3,065 4,121
Rozdil max-min 18,700 45,470 43,400 12,540 16,280
Minimum 0,030 0,140 53,770 0,100 04108
Maximum 18,730 45,610 97,170 12,640 16,690
Pocet 33,000 33,000 33,000 33,000 33,0008
Hladina spolehlivosti {95,0%) 1,302 4,531 4,527 1,087 1,461

Tabulkal2t 2 LA &yt adkdAadGA|lr KfF@yNOK LJ2LJz I ON dz aldzLJAiye T RNZ
10.2.2 Distribuce CD19+ B populdce 2 S2 NOK & dzo LJ2 LJdzZ | ON dz
SNBAYIG2ARYN FNINAKGAR2dz

V. r 8mci s hoant oi csetni 2 c dosdbiy a cui ernetvimad oi dn?2 é
pops8ny frekvenceroz€abuD,54+%-11¥Ymf4®c y% Ts vmedi 8n
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smhDrodat nou 0% a hladihcki spolehlB/osk BB0) 1,417.rV8 mc i CD19
subpopul ace byl yzastowpeny mtervalB40623mF H,cZ8 Y % S me
77,530 %, smDr odat¥ao th|l adad myluk sy 0l ,h195 ost
B lymfocyty se vyskytovaly§ r e k venc36 49 9%0 %s medi 8nem 18,
odchylkou 13,3026 a hladimmu s pol ehl i vosti (95 %) 5,752.
m D lhadnoy frekvence vntervalu 0,08 % 13, 110 %, pSilemg jej?
smRNrodatng§ WwPg8hyhkadBnBlspolehlivosti (95¢
|l ymf ocytT nmb%ozsahu 8,09% 8,206% ,anedi §nem 0, 490 %,
odchylkou 0,79206ah | adi n D §&(P560) 3W2ATabulkats3tn a s 8 an(Dgr af
zn8z od®mrNgkBe & s 1i0f).an N

CD20- CD27- memory naive plasma D19+
0,749 22,070 74,934 2,390 6,273
0,165 2,774 3,085 0,753 0,683
0,490 18,160 77,530 0,820 6,810
0,792 13,302 14,795 3,610 3,278
3,200 32,080 53,760 13,030 11,950
0,090 4,910 40,520 0,080 0,540
3,290 56,550 94,280 13,110 12,490
23,000 23,000 23,000 23,000 23,000
0,342 5,752 6,398 1,561 1,417

Tabulkal3t 2 LA &yt &GFGA&AGALF Kf | OWNROKI (J2 BRI NON NHzNA {i 8zRIR giz&2 LI O
10.2.3Distribuce CD19+ B populdce 2 S 2 N G K CiNdzodkJ25L3ddz0 2 NHz L.
s]2f 2NBl Gt f yYNY 1 NDAYy2YSY

BNDhem st ahtoidsntoiceeks@ubayyd ovi ehrotl orekt 81 n2 m Kk
pops8ny frekvencer oCzDmMeOz+2 -l By3mif folc %% T s v me di 8§
smhDrodat nou 0% a hladihok spahliv®sti (95%) 1,562. V¥ 8 mc i CD19
subpopul ace byly nai vnnervdu3d,3gmBac ey %z &8s me
23,64 %, smDrodat%a uhloadihryd k oup dl5e MI4i9v o st i
lymfocyty seobjevovalysf r ek ven<®23 , 54,178 s medi 8nem 23,
odchyl kou 12,273 a hladinou spolehlivost:i
dosahovaldhodnot frekvence intervalu 055% 2 6 , 78 %, pSilemg jej?
smRrodat n 8§18%pSHy Ihk amadd,.nN spol ehlivosti (95
| y mf ovgkgzovalarekvend v rozsahu 0,24%21,07% ,snedi 8nem 4, 55 %,
odchylkou 7,166, p S i hl adi n ([®5% p,&Bl1 [@bulkaldnoas ts 9 anfgr af
zn8zo®mrNgB8e & siObh.ani
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CD20- CD27- memory naive plasma CD19+
Str. hodnota 7,389 22,854 62,671 7,579 6,904
Chyba stf. hodnoty 1,737 2977 3,747 1,678 0,737
[Median 4,550 23,640 65,300 5,450 6,300
Smeér. odchylka 7,160 12,273 15,449 6,918 3,039
Rozdil max-min 20,830 47,710 51,280 26,320 10,960,
Minimum 0,240 5,700 30,360 0,550 2,150
Maximum 21,070 53,410 81,640 26,870 13,110
Pocet 17,000 17,000 17,000 17,000 17,000
Hladina spolehlivosti {95,0%) 3,681 6,310 7,943 3,557 1,562

Tabulkaldt 2 LIA a y'+
10.2.4Distribuce CD19+ B populdce 2 S2NOK & dzo LJ2 LJdz || ON dz
sdzt OSN3 T yN 12t AGAR2dz

AGFGAEGALF W OOYROZ NBIR Gitizf ¥ QN Yz BDAAIR Y B Y

CD20-CD27-  memory naive plasma CD19+
10,150 16,572 68,536 4,736 6,
6,836 3,837 6,469 1,191 1,
3,770 10,850 72,530 4,690 5,160
15,287 8,579 14,465 2,664 4,101
35,450 18,620 36,700 5,460 9,870
1,920 9,870 44,150 1,990 1,310
37,370 28,490 80,850 7,450 11,180
5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Hiadina spolehlivosti {95,0%) 18,981 10,652 17,961 3,307 5,092

Tabulkal5t 2 LA &yt adl dAadall Kdzl GYWOKY N2 LB A ONR 2zdzLI OASYy G4 a

Vr 8msi at i shadrkaRcheon 2souboryp ayc ivewnltcfers z n 2 K
frekvencer o&zDiedz+ -1AylnBflIBcH% Ts vmedi 8§n
0% a hladihdk spwlehivostt @3%) 5,092.rV8 mc i CD19
|l ymf ocytiyozmez 20-B40& ,8)5 %o s

pops8ny
smRrodat nou

subpopulace byly nai¢gn B me

10, 89 %, smhDrodat%auhlbadhyokospdldelnl6iSvosti
B lymfocyty se vyskytovaly§ r e k ve n €28 ,94,98%,% s medi 8nem 10,
odchylkou 857% a hl adi nou spol ehlivosti ( 95 %) 1
dosahovala hodnot frekvencentervalu 1,99 % 7, 45 %, pSilemg jej?2
smhRDrodatng &pSHylhdadd n@64spol ehl i vost.i (95
| ymfoapt Talha frozsahu\l,0286887,37% ,smedi §nem 3, 77 %, f
odchylkou 15,28%0onah | adi n D s(9p5%) 18,981 TabulkasSnastram 97) , ( gr af

zn8zo0OmrNgEBe & si0f.ani
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10.2.5Distribuce CD19+ B populdce 2 S2 NOK & dzo LJ2 LJdzZ || ON dz

s Crohnovowhorobou

BNDhem st ahtaddnaoca&m®doubryd ayc i leGrahrovous chorobou
pops8ny frekvencer ocCzDme9z+2 -1y ,nBE2D c%Ht § wmedi 8 n e
smNDrodat nou 0% a hladihcki spolehvostr (B526) 1,863.rV8 mc i CD19
subpopulae byly nai pS2tBmoymeaeéyIdy 14680 s medi §
%, smhDrodat nou %oad chnlyd kiomo w2, 4@8dl ehl i vost.
lymfocyty se vyskytovaly § r e k vene36,120%,% s medi 8nem 13,
odchylkoul1ll,01% a hl adi nou spolehlivost.i (95 %) 7
dosahovalahodnot frekvence intervalu 0 %- 7, 29 %, pSilemg jej?
smRrodatng &pSHylhdkadd,nN3&pol ehlivosti (95
lymfocyt Tykazovalaf r e k v zsahtl 0% 27,09%, snedi 8nem 0, 97 %, s
odchylkou 7,90%6p S i hl adi n(95% 309 (abulkalénas 1000 an i) gr af
zn8zodmrNg2B8e & s iOb.ani

CD20- CD27- memory naive plasma CcD19%+

tr. hodnota 3,345 13,623 81,096 1,957 7,039
hyba stf. hodnoty 2,383 3,320 3,252 0,644 0,836
Median 0,970 13,750 81,630 1,870 7,820
mér. odchylka 7,903 11,010 10,784 2,137 2,772
Rozdil max-min 27,090 35,260 33,640 7,290 8,250
Minimum 0,000 1,010 62,460 0,000 1,520
Maximum 27,090 36,270 96,100 7,290 9,770
Pocet 11,000 11,000 11,000 11,000 11,000
Hladina spolehlivosti (95,0%) 5,309 7,397 7,245 1,436 1,863

Tabulkal6t 2 LIA &yt &G+ GA&GA LA KE I IDCRMDSpUicE kG | ON dz a1 dz
10.2.65 A 4 G NA 6 dzOS / 5mopb . L2 LJdzA F OS | 282N

skarcinomem pankreatu

V prTbDhu Ba&dano se sébo@ndogi dardindmes pankreatu
pops8ny frekvencer o&zDnledz+ -INyIlmfBBcY%H Ts vmedi 8n
smhDrodat nou ddachtaginok spalehli8osti8(25%) 4,731.rV8 mc i CD19:
Ssubpopul ace byly nai vmn?o zBnel@Aom76dlc 46 y %z as mme
67, 86 %, smDroda¥%waobhl adchpukepobe@Bi vosti
lymfocyty se vyskytovaly § r e k venc-26199%3 %s medi 8nem 18,
odchylkou 4,501%a hladinou spolehlivosti (95%) 5,589.Pa | ace pl azmat i
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dosahovala hodnot frekvencentervalu 3,99 % 2 2, 33 %, pSilemg jej?
smhDrodat n8 dwhahhlyd ckian 1Y ,s0p8oll ehl i vost i (95 %)

| y mf odosghoviald r e k v zsahé 0,206 2,3%, smedi 8nem 1, 26 %, s
odchylkou 0,8426p S i hl adi n(95% p@H4 (aedulkalAn@s tsi0)gan i gr af
zn8zodmrNg2B8e & s iOb.ani

£D20- CD27- memory naive plasma CD1%+

Str. hodnota 1,004 20,270 67,812 11,308 4,81
Chyba str. hodnoty 0,376 2,013 2,594 3,167 1,7
Median 1,260 18,320 67,860 9,380 4,290
Smér. odchylka 0,341 4,501 5,800 7,081 3,810
Rozdil max-min 2,100 11,060 12,490 18,340 9,830
Minimum 0,200 15,930 61,570 3,990 1,430
Maximum 2,300 26,990 74,460 22,330 11,260
Polet 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Hladina spolehlivosti {95,0%) 1,044 5,589 7,201 8,792 4,731

Tabulkal7t 2 LIA &Yt &G+ GA&GA ] KKadcigbyigmpknleatiz Lidzt | ON dz LI OASYy G4 &

Porovnani skladby CD19+ populace u kontrol a pacientl

CD20- CD27 memor naive [ plasma
¥ ¥

80

3+ (frekvence

70

0

AR MDS/AA AS CAP CAR

ho NIZBBRNI FAOL S T AINDPIBNGHAONLIS Y N K | OBTNOKT 2LReLddaf | 3D NLIS Nty N 1
pacSy G & & LI G2t 2a8nDi2NB &t YR aphndwalchofoday Xodz @ B NbidayR¥ee 1 2 A
wS@YLl (G2ARY N LI NI R OMDIAMWSE B @ Re & LI | & (i AqRarcmonipankr@aNiPCA®R /|t
1FNDOAY2Y 12yS6y N1 dz
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103 St atistick8 analllkzlhad@Bt @&+ bperi ff &

| ymfocyt8rn2ch popul ac?

Statistick8 anallza distribuc?2 frekven
byl a provedena nepar ManeWh ii tcrkdzyao vi®Rymudjmamu2 p o
GraphPadPrism6 Porovng8v8nyu bsyd uyb odrius tkroi nbturcoel a p:
patologiemj a t o vl|letnhD tDch, kter ®Vbygrwnfzadt 9o
oznal eny signifikantn?2 r ozd®3.yalka on éjl maaiji2nn
j ewl2i t edoaud @ § ® p popIageCD19+CD2GCD27-DNB | ymfocyt T v
krvi (vizObr §828e & si0BankKlt er§8 se po pSidgn2 znakT
mi noritn@soup@ s8imsg8csd eduj 2 c2?2 kapitole).

® AA
B AS
CAP
¥V CAR
p<0,0001 ¢ KO
159 CRO
v E MDS/AA
p=0,0297 A A mn
M V uc
vv * A
v Coee
~ 107 n v toee AA v
$ A
> *
g M *® AA v
g _— - +
s T e v
0 Ap,A
5 A . A
n vy oo A
v "
v . A
*
0‘ = v
—— v
— aA
>
0 !
AA AS CAP CAR KO CRO MDS/AA RA ucC
hoNl1A7TENB1 dSy 0SS /5mapb . f oWNHdSyikad | @ DS NEREBEING N

Fylef21 dz2 NON -cartiddny Padkreatd, CRR2X 2/NBt] Gt f y Konthly, \CREgHRovZ
nemoc, MDS/AALIN|S | NE Ve BNDORe alBi I aGA 01 & aeéy R A 2HALRIYHN:
-dzt OSNET yN 12t AGARFOO®
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Frequency (%)

Frequency (%)

o AA
m AS
A CAP
v CAR
_ s KO
40- p=0.0002 o CRO
= MDS/AA v
A RA
v uc
30 p=0,0012
o
p=0,0056
204 v . p=0,0126
v p=0,0019
Yy¥ -
v
104 . .
r v
v .’0 A vv
u_ —— =.._— "*T ':;v‘ .’
AA AS CAP CAR KO CRO MDS/IAA RA uc

h 6 NI 2BRekvence CD19+CD2MD27DN.
FYSYAG 3 118{f 21 dz2 N ON -cardidényprikreakuiCAR2 2 NI & G+ £ yHontrdly, |

CRG@Crohnova nemoc, MDS/AAINjS 1 NBE @I 2 NON

teyYFTz20eda (g TLSYNA FENSHS IR

asS vyesSt2ReaLX !l ad.

NB Y (2 ARYMNdzIF NGINBATIANR 122t AGARI 0@

e AA
m AS
s CAP
¥ CAR
* KO
p=0,0010 o CRO
—_—. o® A = MDS/AA
I A RA
904 = p=0,0014 . o, Aja Vv UC
‘- ¢ o = A
* At
80- = M : % v
o vy ——ot- A
.t o A v
A 'V
A F 3 —_—
704 v’ + oo
A +* A v
v Q.
" - -]
A v
60 —— v . A
L 3
*
50-.
T
0 * =
AA AS CAP CAR KO CRO MDS/AA RA uc

h 6 N 49 Brékvence CD19+CD20+CDZT A Gy N OK

f EMFEIOE B2 O

AAL LI I a0 A Ot ¢ HySBYEA2S Zdz2IN(O N -cartiddrny RanKreatl, \CRR 22t 2/NI

karcinom, K@&ontroly, CR@rohnova nemoc, MDS/ABINj S { NB @ 2 NON

as vye

F LI FadA O] 2N & W SIYZAANTY QN NSINA TGVANR F 122 € A G A RIF 0 ©
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o AA
a AS
A CAP
v CAR
+ KO
60+ o CRO
A " MDS/AA
A\ A RA
v uc
p=0,0249 o A
— 404
= - v *e
= + Q
- .o
Q
c v L ] A
[T L
3 v
g "V A
r A v % v
204 V" ¢ -] A
el 3
A +
Lot o‘h “
T Tyt = “ov-
- v %o A“A‘ v
u L AJE :.0 o —_— A
. 0.0
0 - 9 =
AA AS CAP CAR KO CRO MDS/AA RA uc
h 6 N 31E&dkvence CD19+CD20+CBRI YS U2 gé OK . f eRF(FIOR 8 i 2 OIAGISIONR IRBEFP + |

AScl yl1 &t 21 dz2 NON -cartiodnf Padkireati, CRR2X 2/NIBt] (1 f y JKontfoly, KB rgHhovahemuch

MDS/AALINS1 NB @I 2NON

Frequency (%)

30

204

10+

asS YeSt2ReaLI | ANBAON &l 250 8RyURNNZE INSIENAFIVINR'| 358 £

p=0,0225 e AA
m AS
v . CAP
v CAR
p=0,0079 ¥ B0
o CRO
= MDS/AA
B A RA
Pp=0.0010 v UC
¥ =0,0283
" p
¥ ” A
L J *
vy
L 4 - 0 ‘: vV
'v' o' AL g

ot o A
050
¥4 2ee & vV
"‘.' ah [

AA

AS

CAP

o
CAR KO CRO MDS/AA RA uc

h 6 NI 30Bdkvence CD19+CD205 HT b LI T YI GA O] & Otjld dBywSR] HdISICESHNRIY TEE XD K
Fyleft 21 dz2 NON -cardidényparkeatuiGAR2 &2 NI5 ¥ G+ £ yontrly, CR@Nofirovahemdd; MDS/AA
LInjS1 NB @I 2NON

4S8 Yo St 2ReaLI I ANBAY &l 25 RyIRNMNE DS SNAFGVINRT 358 & 1
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10.4 Distribuce CD20-CD27-DN | ymf ocyt 8rn2ch subpo

sl edovan®m souboru

10.4.1CD20CD27DNLX2 LJdz | OS / 5mepb feéYF20ei4

s

PSi statistick® anallze CD19+ B

[CD19+] PerCP-Cy5-5-A / APC-Alexarbl-A

|l ymfocytT rozdRlenlc v pul ac
podl e KI eipnraa v isdee | m&rm -

. ~ 14 hlasma memo:
zachycovat buRkyl,ZzIkﬂg i ”
frekvenc?2ch se\gmmquDTZOov%m‘_

CD27- (Obr §26 k na H1).rPaon IS

(a8
zachycen? a-27-pNo popudace C™ foer
j s me pougi |l i k ombi : R B

CD20-CD27- (DH) . naive
vymezen? bran podl e 10 g e wZ o0V ®,
kter8 byla doplnhDna PerCP-Cy5-5-A br ana
. Gate Number %Gated

zachycuj2c2 vbhbgkky, tal 1810 100,00

CD20-CD27- (DN) 46 2,54
standardn2ch sch®mat memory 569 31,44 al e |

- naive 1095 60,50
s e pr ok aadatndlcrhD s (plasma 99 5,47
pravidelnhD vyskytoval v voa vaeal mi n2 7kl ch

ho [\lJV3Tg(§IZ1Al9+CD2(ID27V. fevy¥z oeeé
frekv©m02§38imk(t I’l@ﬁ)\D TNRIRStSYN LR2RtS Yt SAY!l

zpTsobem jsme zachyti |l i-CD27D Nz Be Ilay mfrodciywiTd us

jejichg i munofenotypdabokal8ohaasEBEaerhDi st i ku s
[cD19 CD20 CD27 CD21 CD24 lgM

CD24- CD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- cD24- g+

€D24- CD21low DN CD19%+ CD20- CD27- CD2llow CD24- lgM+

€D24-CD21int DN CD19+ CD20- CD27- CD2lint CD24- g+

CD24hi CD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- CD24++  IgM+

CD24intCD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- D24+  1gM+

CD24intCD21low CD19+ CD20- CD27- CD21llow CD24+  Igvi+

CD24low CD21int DN CD19+ CD20- CD27- CD2lint CD24low lgM+

CD24low CD21low CD19+ CD20- CD27- CD2llow CD24low IgM+

CD24lowCD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- CD24low IgMt

FM DN CD19+ CD20- CD27- CD21+  CD24+  IgMit

MZ DN CD19+ CD20- CD27- CD21++ CD24hi  lgM+

T1DN CD19+ CD20- CD27- CD21+  CD24+ IgMi+

T2DN CD19+ CD20- CD27- CD21+  CD24++  IgM+

Tabulkal8 Imunofenotypy D20CD274& dzo LJ2 Lddzf | OS / 5mpb . f&yY¥F208ei4
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[CD20-CD27- (DN)] PE-A / APC-A [lgM+CD19+ B] PE‘A / APC_A

Z DN Tigh o
CD24-CD21int DN Tight __________——""‘
1074
COMlowCD2int DN Tight T2 DN Tight 1074
FM DN
< 10 <
& {CD24-CO21low DN TigM  CrJ24lowCD21low DN TigiCD24intCDZ 1Low DN Tig T1DN Tigh g 10"
< < T1
1P 10°4
CD24-CD21- DN Tight CD24lowCD21- DN TIgM CD24intCD21- DN Tigw  CD24hiCD21- DN Tigh 1 “ "
i 0 e 10° 10 107 10
PE-A PE-A
Sate .00 Gate Number %Gated
CD24-CD21- DN Tight 12 26,09 All 853 100,00
CD24-CD21int DN Tigh 12,17
CD24-CD21low DN Tigh 10 21,74 M 392 45,96
CD24hiCD21- DN Tight 12,17 MZ 18 2.1
CD24intCD21- DN Tigh 0 0,00 !
COPMIntCD2{ow DN Tigh 743 ™ 14 1,64
CD24lowCD21- DN Tigh 0 0,00 iy 309 36.23
CD24lowCD21int DN Tight 1 43% !
CD24lowCD21low DN Tight 4 870
FM DN Tig 0 0,00
MZ DN Tigh 0 0,00
T1 DN Tlgh 71522
T2 DN Tigh 6 13,04
h 6 N} 33€D19+CD2CGD27/DN. f é&vYFf20éiié @ Y2RATA1 20l YyS ainN
09t S@20 I 2ZNAIAYLH T YN ONY VI gevYsi S)/ RfS . Sy
GNF yTASYGyNOK . feyvyFT20eidéd o¢m | ¢nHOX F2fA7]dzA 4
(M2).

Vzhledem kp ol t u zj i g-€CO2RONcpho p@D AQ 2 a rozsah
di pl omov® pr 8ce neuvs8§d2m popiCh20DN popUli 8
vt extov® | §sti, ukazat eTabulkalértastold7l i vich pop

Zaj?mav®ohsesbo pgohledu pSedeegpmciskiulpo
z8§nNty stSev a kolorekt §inm2 m®k &ar &irroomeé m,p 0
vdi stribuci frekvenc?-Cpbin DN, CH22hiCD24DNy 24 | a ¢ °
CD2llow DN, CD24lowCD2lint DN. 2 r vn?2 ch anal 1z s e zd§g,
vi munofenotypov® skladbhD B |lwymiloclyo8omé e ha
kolitidou. Soulasnh nage prim8rn2 visledk
prof il u pacientT s ul cer -kzonl2o rkeoklti§&tlind2omu kba
paci eretvinag oi dnporaovh@nt deluami | e pdisribucih n ut
pSedevg2m popul ace CD241 owCD211| owDN. Gr
statisticklch ukazatel T sICRGObjres3dmr&ko s408wmdir
proUCaKROOb r §83be & s 109agproBAaCARObr 836k & sil@ani
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Tabulkal9t 2 NE @yt YN LR LA &Yy e OK &l (A &-Croppsebd KI2dedetiFGiSS f v BLINEE €
PeoNlIyeOK LI G2f234A01e&0K aaidmhz NBaO R Kyf SReStYe ya | dzldisyiiee L3

B1 2Nd5& L2 NR YL YN TIFnliSyeo
UCcdzt OSNE T y N ¢ Gdhrovechdkdbd CREW 2 £ 2 NB 1 Gt f yQWNBA YNIDA2YAZRW TN gk INJi |
karcinom pankreatu
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