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Abstrakt  
. ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾŜ ǳ ƭƛŘƝ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧƝ ƘŜǘŜǊƻƎŜƴƴƝ ōǳƴŠőƴŞ ǇǊƻǎǘǌŜŘƝΣ ƪǘŜǊŞ 

v ƛƳǳƴƛǘƴƝƳ ǎȅǎǘŞƳǳ ǾȅƪŀȊǳƧŜ ƳƴƻƘƻ ǾȇȊƴŀƳƴȇŎƘ ŦǳƴƪŎƝΦ ± ǎƻǳőŀǎƴŞ ŘƻōŠ ƴŀǊǻǎǘŀƧƝ ŘǻƪŀȊȅ 

ƻ ǘƻƳΣ ȌŜ ǎŜ . ōǳƴŠőƴŞ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎŜ ǇƻŘƝƭŜƧƝ ƴŀ ǇŀǘƻƎŜƴŜȊƛ ƳƴƻƘŀ ǊǻȊƴȇŎƘ ŎƘƻǊƻōΦ !ǾǑŀƪ 

ŜȄƛǎǘǳƧŜ ǾŜƭƳƛ Ƴłƭƻ ƴŜōƻ ǘŞƳŠǌ ȌłŘƴŞ ǇƻȊƴŀǘƪȅ ƻ ǘƻƳΣ Ƨŀƪ Ƨǎƻǳ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾł ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀőƴƝ ǎǘłŘƛŀ 

. ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Řƻ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ǇǊƻŎŜǎǻ ȊŀǇƻƧŜƴŀΣ ŀ Ƨŀƪł ƧŜ ƧŜƧƛŎƘ ŘƛǎǘǊƛōǳŎŜ ŀ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝ Ȋŀ 

ŦȅȊƛƻƭƻƎƛŎƪŞƘƻ ǎǘŀǾǳ ŀ Ȋŀ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ǇƻŘƳƝƴŜƪΦ 

9ȄƛǎǘǳƧŜ ŘǻǾƻŘƴȇ ǇǌŜŘǇƻƪƭŀŘΣ ȌŜ ǇƻŘƻōƴŠ Ƨŀƪƻ ƧŜ ǘƻƳǳ ǳ ŘŜƴŘǊƛǘƛŎƪȇŎƘ ōǳƴŠƪΣ bYκbY¢ 

ōǳƴŠƪ ŀ ¢ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻΣ ǘŀƪŞ . ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝ ǇƻǇǳƭŀŎŜ ōǳŘƻǳ ƻōǎŀƘƻǾŀǘ ƳŀƭŞ ŀȌ ǊŀǊƛǘƴƝ 

ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎŜΣ ǳ ƴƛŎƘȌ ǎŜ ǇǌŜŘǇƻƪƭłŘŀƧƝ ǊŜƭŀǘƛǾƴƝ ŦǊŜƪǾŜƴŎŜ őŜǘƴƻǎǘƛ Ǿ ǊƻȊƳŜȊƝ лΣлм҈ - лΣм ҉Φ 

tǊƛƳłǊƴƝƳ ŎƝƭŜƳ ōȅƭƻ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ƪƻƳǇŀǊŀǘƛǾƴƝ ǎǘǳŘƛŜ ƴŀǇǌƝő ǊǻȊƴȇƳƛ ŘǊǳƘȅ ƻōǊŀǘƭƻǾŎǻ 

ǇƻǎǘƛƘƴƻǳǘ ǊƻȊǎŀƘ ŦȅƭƻƎŜƴŜǘƛŎƪŞ ŀ ƻƴǘƻƎŜƴŜǘƛŎƪŞ ƘŜǘŜǊƻƎŜƴƛǘȅ populace ǇŜǊƛŦŜǊƴƝch B 

ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ŀ ƭȅƳŦƻǇƻŜǘƛŎƪȇŎƘ ƻǊƎłƴǻΦ 

5ŀƭǑƝƳ ŎƝƭŜƳ ǇǊłŎŜ ōȅƭƻ ƴŀ ǎƻǳōƻǊǳ муо ƧŜŘƛƴŎǻΣ Ȋ ǘƻƘƻ рл ƪƻƴǘǊƻƭ ŀ моо ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s ǊǻȊƴȇƳƛ όƛƳǳƴƻύǇŀǘƻƭƻƎƛŜƳƛ ƴŜōƻ ƴłŘƻǊƻǾȇƳƛ ƻƴŜƳƻŎƴŠƴƝƳƛ ǇƻǳȌƝǘ ǇƻƭȅŎƘǊƻƳŀǘƛŎƪƻǳ 

ǇǊǻǘƻƪƻǾƻǳ ŎȅǘƻƳŜǘǊƛƛ ǎŜ ȊłƳŠǊŜƳ ǾȅǘȅǇƻǾŀǘ ǾƘƻŘƴƻǳ ǎǘǊŀǘŜƎƛƛ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ŀ kombinaci 

ǇƻǾǊŎƘƻǾȇŎƘ ȊƴŀƪǻΣ ƧŜƧƛŎƘȌ ǇǊƻǎǘǌŜŘƴƛŎǘǾƝƳ ōȅ ōȅƭƻ ƭȊŜ ŘŜǘŜƪƻǾŀǘ ŀ ǇǊƻƪłȊŀǘ ƪƻƴƪǊŞǘƴƝ 

ƳƛƴƻǊƛǘƴƝκǊŀǊƛǘƴƝ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎŜ. 

Celkem bylo ǇƻȊƻǊƻǾłƴƻ ǾƝŎŜ ƴŜȌ пл ƴƻǾȇŎƘ, ŘƻǎǳŘ ƴƛƪŘŜ ƴŜǇǳōƭƛƪƻǾŀƴȇŎƘ ǊŀǊƛǘƴƝŎƘ 

ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝΣ Ȋ ƴƛŎƘȌ ƴŠƪǘŜǊŞ ȊǌŜƧƳŠ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧƝ ontogeneticky ǊŀƴŠƧǑƝ ǎǘŀŘƛŀ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝŎƝ 

ŎŜƴǘǊłƭƴƝƳǳ ǾȇǾƻƧƛ. ¢ȅǘƻ ǇƻǇǳƭŀŎŜ ǇǌƛǇƻƳƝƴŀƧƝ ǎǇƝǑŜ ǇŜǊǎƛǎǘǳƧƝŎƝ B lymfocyty z ƻōŘƻōƝ 

ƛƴǘǊŀǳǘŜǊƛƴƴƝƘƻ ǾȇǾƻƧŜ ƧŜŘƛƴŎŜΦ bŜƧȊŀƧƝƳŀǾŠƧǑƝƳ ƴłƭŜȊŜƳ ƧŜ ŜȄƛǎǘŜƴŎŜ . ōǳƴŠőƴȇŎƘ 

ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝΣ ƪǘŜǊŞ ƴŜƴŜǎƻǳ ƴŀ ǎǾŞƳ ǇƻǾǊŎƘǳ ȌłŘƴȇ Ȋ ƛƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴƻǾȇŎƘ ƛȊƻǘȅǇǻ ƴŜōƻ Ƨǎƻǳ 

CD20CD27-ŘǾƻƧƛǘŠ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝΦ hōŠ ōȅ ƳƻƘƭȅ ǎ ƴŜƧǾŠǘǑƝ ǇǊŀǾŘŠǇƻŘƻōƴƻǎǘƝ ǇǌŜŘǎǘŀǾƻǾŀǘ 

progŜƴƛǘƻǊƻǾł ǎǘłŘƛŀΣ ƪǘŜǊł ǇǊƻƴƛƪƭŀ Řƻ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾŜΦ 

tǊłŎŜ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧŜ ǇƛƭƻǘƴƝ ǎǘǳŘƛƛ ǎ ƴłǾŀȊƴƻǎǘƝ ƴŀ ǇƻǎǘƎǊŀŘǳłƭƴƝ ǎǘǳŘƛǳƳΣ ƪŘȅ ƧŜ 

ǇƭłƴƻǾłƴŀ ŘŜǘŀƛƭƴŠƧǑƝ ŀƴŀƭȇȊŀ ƧŜŘƴŀƪ ǾȊƘƭŜŘŜƳ ƪŜ ƪƭƛƴƛŎƪŞƳǳ ƻōǊŀȊǳ ŀ ƧŜŘƴŀƪ 

k ƳƻǊŦƻƭƻƎƛŎƪȇƳ ŀ ƳƻƭŜƪǳƭłǊƴŠ ōƛƻƭƻƎƛŎƪȇƳ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘŜƳ ƻōƧŜǾŜƴȇŎƘ ǊŀǊƛǘƴƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ  

 

Kl²ļov§ slova: 

B ƭȅƳŦƻŎȅǘΣ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƭȅƳŦƻǇƻŞȊŀ ŀ ƻƴǘƻƎŜƴŜȊŜΣ ǇǊǻǘƻƪƻǾł ŎȅǘƻƳŜǘǊƛŜΣ ƛƳǳƴƻŦŜƴƻǘȅǇΣ ŜǾƻƭǳŎŜ 

ŀŘŀǇǘƛǾƴƝ ƛƳǳƴƛǘƴƝ ƻŘǇƻǾŠŘƛ 
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Abstract 
 

B-cells of peripheral blood in humans represent a heterogeneous cellular 

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 knowledge on 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, as with dendritic cells, NK / NKT cells and T 

lymphocytes, also B cell populations will contain minor and/or rare subpopulations reaching 

ǊŜƭŀǘƛǾŜ ŦǊŜǉǳŜƴŎƛŜǎ ƛƴ ǘƘŜ ǊŀƴƎŜ ƻŦ лΦлм҈ ǘƻ лΣ м ҉Φ 

The primary aim of this thesis was to investigate the extent of phylogenetic and 

ontogenetic heterogeneity of the peripheral B cell population and lymphopoietic tissues on 

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, more than 40 new, yet unpublished, rare subpopulations have been 

observed, some of which are ontogenetically early and resemble B lymphocytes from the 

intrauterine developmental phase.  

The most interesting finding is the existence of B cell subpopulations that do not carry 

any of the immunoglobulin isotypes on their surface or are CD20CD27-double negative. Both 

of them might, most likely, represent progenitor stages that penetrated into peripheral blood. 

The current thesis presents a pilot study, which will be followed by a post-graduate 

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 ontogenesis, flow cytometry, 

immunophenotype, evolution of adaptive immunity 

  



v 
 

1 Obsah 
tǊƻƘƭłǑŜƴƝ .................................................................................................................................................. i 

tƻŘŠƪƻǾłƴƝ ............................................................................................................................................... ii 

Abstrakt ................................................................................................................................................... iii 

Abstract ................................................................................................................................................... iv 

1 Obsah ............................................................................................................................................... v 

2 Seznam zkratek ................................................................................................................................ 1 

3 /ƝƭŜ ǇǊłŎŜ .......................................................................................................................................... 5 

4 !ŘŀǇǘƛǾƴƝ ƛƳǳƴƛǘƴƝ ǎȅǎǘŞƳ ............................................................................................................... 6 

4.1 9ǾƻƭǳŎŜ ŀŘŀǇǘƛǾƴƝ ƛƳǳƴƛǘȅ ........................................................................................................ 6 

4.2 ±Ȋƴƛƪ ŀ ǾȇǾƻƧ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǳ ǊŜŎŜƴǘƴƝŎƘ ƻōǊŀǘƭƻǾŎǻ ............................................................... 10 

4.2.1 [ȅƳŦŀǘƛŎƪŞ ƻǊƎłƴȅ .......................................................................................................... 10 

4.2.2 YƭƝőƻǾŞ Ȋƴŀƪȅ ƘǳƳƻǊłƭƴƝ ŀŘŀǇǘƛǾƴƝ ƛƳǳƴƛǘȅ ................................................................... 17 

4.3 hƴǘƻƎŜƴŜȊŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǳ őƭƻǾŠƪŀ ........................................................................................ 25 

4.3.1 /ŜƴǘǊłƭƴƝ ǾȇǾƻƧ................................................................................................................ 25 

4.3.2 tŜǊƛŦŜǊƴƝ ǾȇǾƻƧ ................................................................................................................ 32 

5 tƻǇǳƭŀŎŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ............................................................................................ 44 

5.1 wŀǊƛǘƴƝ ǇƻǇǳƭŀŎŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ................................................................................................. 46 

5.1.1 tǌƝƪƭŀŘȅ ǊŀǊƛǘƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾŀƴȇŎƘ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ................ 46 

5.1.2 LŘŜƴǘƛŦƛƪŀŎŜ ǊŀǊƛǘƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ........................................... 48 

6 tǊǻǘƻƪƻǾł ŎȅǘƻƳŜǘǊƛŜ .................................................................................................................... 51 

7 {ƭŜŘƻǾŀƴŞ ǇƻǾǊŎƘƻǾŞ Ȋƴŀƪȅ ........................................................................................................... 53 

7.1 CD19 (antigen pro B lymfocyty CD19) .................................................................................... 54 

7.2 CD20 (antigen pro B lymfocyty CD20) .................................................................................... 54 

7.3 CD21 (receptor komplementu typu 2) ................................................................................... 55 

7.4 CD24 (trŀƴǎŘǳƪǘƻǊ ǎƛƎƴłƭǳ /5нпύ ........................................................................................... 56 

7.5 CD27 (ŀƴǘƛƎŜƴ ŀƪǘƛǾŀŎŜ ¢ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻύ ..................................................................................... 57 

7.6 /5оу όƘȅŘǊƻƭłȊŀ ŎȅƪƭƛŎƪŞ !5t ǊƛōƽȊȅύ .................................................................................... 58 

7.7 IgM (imunoglobulin M) .......................................................................................................... 59 

7.8 IgD (imunoglobulin D) ............................................................................................................ 60 

7.9 IgA (imunoglobulin A)............................................................................................................. 61 

7.10 IgG (Imunoglobulin G) ............................................................................................................ 62 

8 /ƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŀ ǾȅōǊŀƴȇŎƘ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ǎǘŀǾǻ ǎǘǳŘƻǾŀƴȇŎƘ Ǿ ǊłƳŎƛ ǎƻǳōƻǊǳ ............................ 63 

8.1 /ƘƻǊƻōȅ ǇƻƘȅōƻǾŞƘƻ ŀǇŀǊłǘǳ ............................................................................................... 63 

8.1.1 wŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀ ..................................................................................................... 63 

8.1.2 !ƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀ ................................................................................................ 65 



vi 
 

8.2 bŜǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ȊłƴŠǘȅ ǎǘǌŜǾŀ ..................................................................................................... 66 

8.2.2 Crohnova nemoc ............................................................................................................ 68 

8.2.3 ¦ƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀ............................................................................................................ 70 

8.3 błŘƻǊƻǾł ƻƴŜƳƻŎƴŠƴƝ ........................................................................................................... 71 

8.3.1 YƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳ .................................................................................................... 71 

8.3.2 LŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ǇƻǇǳƭŀŎŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝƳ 

karcinomem ................................................................................................................................... 73 

8.3.3 błŘƻǊƻǾł ƻƴŜƳƻŎƴŠƴƝ ǎƭƛƴƛǾƪȅ ōǌƛǑƴƝ ............................................................................ 73 

8.3.4 IdenǘƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ǇƻǇǳƭŀŎŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ƴłŘƻǊƻǾȇƳ 

ƻƴŜƳƻŎƴŠƴƝƳ ǎƭƛƴƛǾƪȅ ōǌƛǑƴƝ .......................................................................................................... 74 

9 aŀǘŜǊƛłƭ ŀ ƳŜǘƻŘȅ .......................................................................................................................... 75 

9.1 /ƘŜƳƛƪłƭƛŜΣ ǊƻȊǘƻƪȅ ŀ ƳƻƴƻƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ ..................................................................... 75 

9.1.1 /ƘŜƳƛƪłƭƛŜ ...................................................................................................................... 75 

9.1.2 aƻƴƻƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ ................................................................................................. 75 

9.1.3 Roztoky ........................................................................................................................... 76 

9.2 ±ȊƻǊƪȅ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾŜ .............................................................................................................. 78 

9.2.1 hŘōŠǊ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾŜ ....................................................................................................... 78 

9.2.2 LȊƻƭŀŎŜ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ƳƻƴƻƴǳƪƭŜłǊƴƝŎƘ ōǳƴŠƪ όt.a/ύ .................................................... 78 

9.2.3 ½ƧƛǑǘŠƴƝ ƳƴƻȌǎǘǾƝ t.a/ ŀ ƳŜǘƻŘŀ ǎǘŀƴƻǾŜƴƝ ȌƛǾƻǘƴƻǎǘƛ ōǳƴŠƪ ..................................... 80 

9.2.4 tǌƝǇǊŀǾŀ ǇǊƻǘƛƭłǘŜƪ ......................................................................................................... 81 

9.2.5 ½ƴŀőŜƴƝ ōǳƴŠƪ ǇǊƻ ƳŠǌŜƴƝ ƴŀ ǇǊǻǘƻƪƻǾŞƳ ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ .................................................. 82 

9.2.6 aŠǌŜƴƝ ƴŀ ǇǊǻǘƻƪƻǾŞƳ ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ ................................................................................ 84 

9.3 ±ȅƘƻŘƴƻŎŜƴƝ Řŀǘ .................................................................................................................... 85 

10 ±ȇǎƭŜŘƪȅ ..................................................................................................................................... 86 

10.1 5ŀǘŀōłȊŜ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ŀ ƪƻƴǘǊƻƭ .................................................................................................. 87 

10.2 5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǾŜ ǾȅǑŜǘǌƻǾŀƴŞƳ ǎƻǳōƻǊǳΥ 

/5мфҌΣ ƴŀƛǾƴƝΣ ƳŀǘǳǊƻǾŀƴŞΣ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞ ŀ ŘǾƻƧƛǘŠ ƴŜƎŀǘƛǾƴƝ ό/5нл-CD27-) ..................................... 97 

10.2.1 5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ . ǇƻǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ƪƻƴǘǊƻƭ .......................... 97 

10.2.2 5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ . ǇƻǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ 

artritidou 97 

10.2.3 5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ . ǇƻǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝƳ 

karcinomem ................................................................................................................................... 98 

10.2.4 Distribuce CD19+ B poǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ 

kolitidou 99 

10.2.5 Distribuce CD19+ B populace ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ Crohnovou 

chorobou 100 

10.2.6 5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ . ǇƻǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ karcinomem 

pankreatu ..................................................................................................................................... 100 



vii 
 

10.3 {ǘŀǘƛǎǘƛŎƪł ŀƴŀƭȇȊŀ ŘƛǎǘǊƛōǳŎƝ ŦǊŜƪǾŜƴŎƝ ƘƭŀǾƴƝŎƘ /5мфҌ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ

 102 

10.4 Distribuce CD20-CD27-5b ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǾŜ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞƳ ǎƻǳōƻǊǳ............... 105 

10.4.1 CD20-CD27- 5b ǇƻǇǳƭŀŎŜ /5мфҌ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ................................................................ 105 

10.5 {ǘŀǘƛǎǘƛŎƪł ŀƴŀƭȇȊŀ ŘƛǎǘǊƛōǳŎƝ ŦǊŜƪǾŜƴŎƝ /5мфҌ/5нл-CD27- ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ 

ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ...................................................................................................................................... 111 

10.6 {ƪƭŀŘōŀ /5мфҌ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ȊłǾƛǎƭƻǎǘƛ ƴŀ ǇƻƘƭŀǾƝ ............................... 117 

10.7 5ŀƭǑƝ ǊŀǊƛǘƴƝ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎŜ ȊƧƛǑǘŠƴŞ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ................................................................ 118 

11 Diskuze ..................................................................................................................................... 120 

11.1 Limitace velikosti vzorku ...................................................................................................... 121 

11.1.1 [ƛƳƛǘŀŎŜ ǇƻǳȌƛǘƻǳ ǎŜǇŀǊŀőƴƝ ƳŜǘƻŘƻǳ ......................................................................... 121 

11.1.2 MƻŘƛŦƛƪŀŎŜ ǊȅŎƘƭƻǎǘƛ ǘƻƪǳ ōǳƴŠƪ .................................................................................. 122 

11.1.3 bŀǎǘŀǾŜƴƝ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝƘƻ ǇǊŀƘǳ ................................................................................ 122 

11.2 tƻƳŠǊ ǎƛƎƴłƭκǑǳƳ ................................................................................................................ 122 

11.3 ±ƻƭōŀ ǎƻŦǘǿŀǊƻǾŞƘƻ ǌŜǑŜƴƝ ǇǊƻ ŀƴŀƭȇȊǳ Řŀǘ ........................................................................ 124 

11.4 ±ȅƘƻŘƴƻŎŜƴƝ ƴŀƳŠǌŜƴȇŎƘ Řŀǘ ς ǾǎǘǳǇƴƝ ŀ ǾȇǎǘǳǇƴƝ ƪƻƴǘǊƻƭŀ ............................................. 125 

11.5 tƻǳȌƛǘȇ ǇŀƴŜƭ ǇǊƻǘƛƭłǘŜƪ ....................................................................................................... 126 

11.6 LƴǘŜǊǇǊŜǘŀŎŜ ȊƝǎƪŀƴȇŎƘ ǾȇǎƭŜŘƪǻ .......................................................................................... 127 

11.7 ½ŘǊƻƧŜ ƘŜǘŜǊƻƎŜƴƛǘȅ . ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ .......................................... 130 

11.8 !ƭǘŜǊƴŀǘƛǾƴƝ ǇƻƘƭŜŘ ƴŀ . ōǳƴŠőƴƻǳ ŀŘŀǇǘƛǾƴƝ ƛƳǳƴƛǘǳ ........................................................ 131 

12 {ƘǊƴǳǘƝ ...................................................................................................................................... 133 

13 {ŜȊƴŀƳ ǇƻǳȌƛǘŞ ƭƛǘŜǊŀǘǳǊȅ ........................................................................................................ 135 

 



1 
 

2 Seznam zkratek 
zkratka anglicky ļesky 

AA aplastic anemia aplastick§ anemie 

AA4 fetal stem cell antigen AA4 antigen fet§ln²ch kmenovĨch bunŊk AA4 

ADPR adenosine diphosphate ribose adenosindifosf§trib·za 

Ag antigene antigen 

AHR aryl hydrocarbon rceptor arylovĨ hydrokarbonovĨ receptor 

AID  Activation-induced cytidine deaminase aktivac² indukovan§ cytidindeamin§za 

AM  affinity maturation afinitn² maturace 

AML  acute myeloid leukemia akutn² myeloidn² leuk®mie 

APC antigen presenting cell antigen prezentuj²c² buŔka 

AS ankylosing spondylitis ankylozuj²c² spondylitida 

BAFF B cell activating factor faktor aktivuj²c² B lymfocyt 

BASDAI  Bath Ankylosing Spondylitis Disease 

Activity Index 

index testu aktivity ankylozuj²c² 

spondylitidy 

BCAP B-cell adaptor for phosphatidylinositol-

3-OH-kinase 

B lymfocyt§rn² adaptor pro 

fosfatidylinositol-3-OH-kin§zu 

BCL11b B-cell chronic lymphocytic 

leukemia/lymphoma 11B protein 

protein B bunŊļn® chronick® lymfocyt§rn² 

leukemie/lymfomu 11B 

BCL-6 B-cell lymphoma 6 protein protein B lymfocyt§rn²ho lymfomu 6 

BCR B-cell receptor receptor B lymfocytŢ 

BM  bone marrow kostn² dŚeŔ 

Breg regulatory B cells regulaļn² B lymfocyty 

BTK  Bruton's thyrosine kinase Brutonova tyrosinkin§za 

C  constant segment konstantn² oblast 

C3d C3d fragment of complement fragment komplementu C3d 

C3dg C3dg fragment of complement fragment komplementu C3dg 

CAM  cell adhesion molecule molekuly bunŊļn® adheze 

CCR9 C-C chemkoine receptor type 9 C-C chemokinovĨ receptor typu 9 

CD cluster of differentiation povrchovĨ znak, diferenciaļn² antigen 

CDA cytidine deaminase cytidindeamin§za 

c-KIT  tyrosine kinase receptor; t®ģ proto-

oncogene c-KIT, t®ģ CD117 

tyrosinkin§zovĨ receptor; t®ģ protoonkogen 

c-KIT, t®ģ, CD117 

CLP common lymphoid progenitor spoleļnĨ lymfoidn² pŚedek 

CMP common myeloid progenitor  spoleļnĨ myeloidn² progenitor 

CRC colorectal carcinome kolorekt§ln² karcinom 

CSR class switch recombination izotypovĨ pŚesmyk 

CVID  common variable immunodeficiency bŊģn§ variabiln² imunodeficience 

CXCR3  
chemokine receptor type 3; t®ģ CD182, 

CD183 

chemokinovĨ receptor typu 3; t®ģ CD182, 

CD183 

CXCR4 chemokine receptor type 4; t®ģ CD184 chemokinovĨ receptor typu 4; t®ģ CD184 

CXCR5  chemokine receptor type 5; t®ģ CD185, 

t®ģ BLR1(Burkitt lymphoma receptor) 

chemokinovĨ receptor typu 5; t®ģ CD185, 

t®ģ BLR1 (receptor Burkittova lymfomu) 

D diversity segment genovĨ segment urļuj²c² diversitu 
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zkratka anglicky ļesky 

DC dendritic cell dendritick§ buŔka 

DN double negative dvojitŊ z§porn§ 

DNA deoxyribonucleotic acid kyselina deoxyribonukleov§ 

E2A transcription factor E2A transkripļn² faktor E2A 

EBF early B cell factor 1 fakor ran®ho B lymfocytu 1 

EBV-R Epstein-Barr virus receptor receptor viru Epstein-Barrov® 

FACS Fluorescence-activated cell sorting fluorescenļnŊ aktivovan® tŚ²dŊn² bunŊk 

FDC follicular dendritic cell folikul§rn² dendritick§ buŔka 

FMO fluorescence minus one kontrola fluorescence bez jedn® 

FO follicular folikul§rn² 

FSC forward scatter channel kan§l pŚedn²ho rozptylu 

FSC-A forward scatter channel - area kan§l pŚedn²ho rozptylu - plocha 

FSC-H forward scatter channel - height kan§l pŚedn²ho rozptylu - vĨġka 

GALT  gut associated lymphoid tissue se stŚevn² tk§n² asociovan§ lymfatick§ tk§Ŕ 

GATA2/3 transcription factor GATA2/3 transkripļn² faktor GATA2/3 

GC germinal center z§rodeļn® centrum 

Gfi1 growth factor independent 1 

transcriptional repressor 

na rŢstov®m faktoru nez§vislĨ transkripļn² 

represor 1 

GMP 
granulocyte-macrophage progenitor 

progenitorov§ buŔka granulocytŢ a 

makrof§gŢ 

GPI glycophosphatidylinositol glykosilfosfatidylinositol 

GWAS genome wide association study celogenomov§ asociaļn² studie 

HSC hematopoietic stem cell hematopoietick§ kmenov§ buŔka 

HSC-LT  
 long term hematopoietic stem cell 

 dlouhodob§ hematopoietick§ kmenov§ 

buŔka 

HSC-ST  short term hematopoietic stem cell kr§tkodob§ hematopoietick§ kmenov§ buŔka 

IBD inflammatory bowel disease nespecifickĨ z§nŊt stŚev 

iC3b inactive C3b fragment of complement neaktivn² C3b fragment komplementu  

ICD10 
International Classification of Diseases 

10 Mezin§rodn² klasifikace chorob 10 

IFN-ɔ interferone ɔ interferon ɔ 

Ig immunoglobulin imunoglobulin 

IgH heavy chain of immunoglobulin tŊģkĨ ŚetŊzec imunoglobulinu 

IgL  light chain of immunoglobulin lehkĨ ŚetŊzec imunoglobulinu 

IgT trout immunoglobulin imunoglobulin typickĨ pro pstruha 

IgZ zebrafish immunoglobulin imunoglobulin typickĨ pro danio 

Ikzf1 IKAROS family zinc finger 1 zinc finger rodiny IKAROS 

IL  interleukin interleukin 

IM -B immature B lymphocyte nezralĨ (nematurovanĨ) B lymfocyt 

IMS immunomagnetic separation imunomagnetick§ separace 

J joining segment spojovac² ¼sek 

JNK Jun-amino-terminal kinase Jun-N-termin§ln² kin§za 

kDa kilodalton kilodalton 

KRO Crohn's disease Crohnova choroba 

LPL  lamina propria lymphocytes lymfocyty v lamina propria 
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zkratka anglicky ļesky 

LPS lipopolysaccharide lipopolysacharid 

LRR leucine rich repeats na leucin bohat® repetice 

Ly6d Lymphocyte Antigen 6D antigen lymfocytŢ 6D 

mAb, 

mAbs monoclonal antibody, antibodies monoklon§ln² protil§tka, protil§tky 

MALT  mucosa associated lymphoid tissue se sliznic² asociovan§ lymfatick§ tk§Ŕ 

MAP mitogen-activated protein kinase mitogenem aktivovan® proteinkin§zy 

MDS myelodysplatic syndrome myelodysplastickĨ syndrom 

MEP 
megakaryocyteïerythroid progenitor cell 

progenitorov§ buŔky megakaryocytŢ a 

erytrocytŢ 

MHC  main histocompatibility complex hlavn² histokompatibiln² komplex 

mIgM  monomeric IgM monomern² IgM 

MM  multiple myelome mnohoļetnĨ myelom 

MOMA 1  anti-metalophillic macrophages antibody antimetalofiln² protil§tka makrof§gŢ 

MPP myeloid pluripotent progenitor  pluripotentn² progenitor myeloidn² linie 

MS4A1 membrane-spanning 4a gene  Membr§nu pŚemosŠuj²c² gen 4a 

MZ  marginal zone margin§ln² z·na 

MZ B  marginal zone B lymphocyte B lymfocyt margin§ln² z·ny 

MZ P marginal zone precurosr prekurzor bunŊk margin§ln² z·ny 

NAD+ nicotine adenine dinucleotide nikotinadenindinukleotid 

NAR new antigen receptor novĨ receptor antigenŢ 

NK natural killer pŚirozenĨ zab²jeļ 

NKC natural killer cell pŚirozenŊ zab²jej²c² buŔka 

NOTCH-1 
neurogenic locus notch homolog protein 

1  NOTCH homologn² protein 1 

NOTCH2 
neurogenic locus notch homolog protein 

2  NOTCH homologn² protein 2 

NSM non-switched memory bez izotypov®ho pŚesmyku 

PALS periarteriolar lymphatic sheath periarteriol§rn² lymfatick§ pochva 

PBMC peripheral blood mononuclear cells mononukle§rn² buŔky perifern² krve 

PBS Phosphate Buffered Saline pufrovanĨ fyziologickĨ roztok 

PELS periellipsoid lymphatic sheath perielipsoidn² lymfatick§ pochva 

PFAPA Periodic Fever, Aphthous Stomatitis, 

Pharyngitis, Cervical Adenitis syndrom periodick® horeļky 

PI3Kɔ phosphatidylinositol-3-kinase ɔ fosfatidylinositol-3-kin§za ɔ 

pIgM  pentameric IgM pentamern² IgM 

Pre-B precursor B lymphocyte prekurzorovĨ B lymfoycyt 

Pre-Pro-B precursor of progenitor B lymphocyte prekurzor progenitorov®ho B lymfocytu 

Pro-B progenitor B lymphocyte progenitorovĨ B lymfocyt 

PU.1 hematopoietic transcription factor PU.1 hematopoietickĨ transkripļn² faktor PU.1 

RA rheumathoid arthritis revmatoidn² artritida 

RAG recombinase-activating gene rekombin§zu aktivuj²c² gen 

RAG1 recombinase-activating gene 1 rekombin§zu aktivuj²c² gen 1 

RAG2 recombinase-activating gene 2 rekombin§zu aktivuj²c² gen 2 

RSS recombination signaling sequence rekombinaļn² sign§ln² sekvence 
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zkratka anglicky ļesky 

SHM somatic hypermutation somatick§ hypermutace 

sIgA secretory immunoglobulin A sekreļn² imunoglobulin A 

SIgAD selective IgA deficiency selektivn² IgA deficience  

SLE systemic lupus erythematoides syst®movĨ lupus erythemoatoides 

SM switched memory po izotypov®m pŚesmyku 

SSC side scatter channel kan§l boļn²ho rozptylu 

SSC-A side scatter channel - area kan§l boļn²ho rozptylu - plocha 

STAT Signal Transducer and Activator of 

Transcription transduktor sign§lu a aktiv§tor transkripce 

Syk spleen tyrosine kinase kin§za rodiny Syk 

T1 transient B lymphocyte type 1 tranzientn² B lymfocyt typu 1 

T2 transient B lymphocyte type 2 tranzientn² B lymfocyt typu 2 

T3 transient B lymphocyte type 3 tranzientn² B lymfocyt typu 3 

TCR T-cell receptor receptor T lymfocytŢ 

TdT terminal deoxynucleotidyl transferase termin§ln² deoxynukleotidyltransfer§za 

Tfh follicular B helper T cell pomocnĨ folikul§rn² T lymfocyt 

Th helper T cell pomocnĨ T lymfocyt 

TIL -B  CD20+ tumor infiltrating B cells CD20+ tumory infiltruj²c² B lymfocyty 

TLR  Toll like receptor receptor podobnĨ genu Toll 

TNF-Ŭ tumor necrosis factor Ŭ tumor nekrotizuj²c² faktor Ŭ 

UC ulcerous collitis ulcer·zn² kolitida 

V variable segment variabiln² ¼sek 

V(D)J 
Variable (Diversity) Joining 

segment k·duj²c² variabiln², diversitn² a 

spojuj²c² ļ§st variablin² oblasti CDR3 

VLR  variable lymphocyte receptor variabiln² receptor lymfocytŢ 

WSB Wash/Staining Buffer promĨavc² roztok 
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3 C²le pr§ce 

Prac² zamŊŚenĨch na detekci raritn²ch populac² perifern²ch B lymfocytŢ u ļlovŊka je 

doposud velmi m§lo. Avġak bŊhem pŚ²pravy reġerġn² ļ§sti t®to diplomov® pr§ce se uk§zalo, ģe 

v lidsk®m organismu je pŚ²tomna cel§ Śada B bunŊļnĨch subpopulac², kter® jsou 

z  ontogenetick®ho hlediska pravdŊpodobnŊ v ranŊjġ² vĨvojovĨch st§di²ch, tj. na ¼rovni 

embryon§ln²ch nebo fet§ln²ch progenitorŢ.  

T²m byl urļen prvn² a z§kladn² c²l prov®st komparativn² analĨzu liter§rn²ch ¼dajŢ 

o mechanismech adaptbvn² B lymfocyt§rn² odpovŊdi nejen pro ļlovŊka ale v r§mci obratlovcŢ 

tak® pro jin® druhy.  

V r§mci t®to diplomov® pr§ce jsem se d§le zamŊŚila na n§sleduj²c² d²lļ² c²le: 

1. VĨvoj strategie vymezen² bran na datech z²skanĨch prostŚednictv²m 

polychromatick® prŢtokov® cytometrie  za pouģit²  osmi a posl®ze 

jeden§ctibarevn®ho panelu s c²lem zjistit, zda se takov® populace vŢbec 

v perifern² krvi vyskytuj² a zda je lze detekovat. 

2. Vytypovat sledov§n² takov® kombinace povrchovĨch CD znakŢ, kter§ by 

umoģnila detekovat jednotliv§ stadia kontinu§ln²ho vĨvoje subpopulac² 

perifern² B lymfopo®zy od T1 B bunŊk po termin§ln² st§dia plazmatickĨch 

bunŊk. 

3. VytvoŚit postup analĨzy namŊŚenĨch dat, kterĨ bude co nejv²ce objektivn² a 

nebude z§vislĨ na konkr®tn²m hodnotiteli. 

4. Sledovat distribuci minoritn²ch populac² na souboru zdravĨch kontrol a 

pacientŢ s vybranĨmi imunopatologiemi, s podchycen²m 

diagnosticky/klinicky zaj²mavĨch subsetŢ. 

5. VytvoŚen² datab§ze zahrnuj²c² kompletn² data pro kaģd®ho probanda 

udrģov§n². 
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4 Adaptivn² imunitn² syst®m 

Adaptivn² (specifick§) imunita je evoluļnŊ mladġ² souļ§st² imunitn²ho syst®mu. 

Adaptivn² imunita se op²r§ o bunŊļn® mechanismy zprostŚedkovan® zejm®na T lymfocyty a 

l§tkov® (humor§ln²) mechanismy indukovan® B lymfocyty. Jej²mi typickĨmi vlastnostmi jsou 

vazba na nespecifickou (vrozenou) imunitu, pomalĨ n§stup odpovŊdi v porovn§n² s imunitou 

vrozenou, vysok§ antigenn² specificita, imunologick§ pamŊŠ a od n² odvozenĨ odliġnĨ prŢbŊh 

imunitn² reakce organismu pŚi opakovan®m setk§n² se stejnĨm antigenem. Adaptivn² imunitu 

lze vn²mat jako funkļn², evoluļn² a ontogenetickou n§stavbu pŚirozen® (vrozen®) imunity. 

4.1 Evoluce adaptivn² imunity 

Vznik prvotn²ch pamŊŠovĨch imunitn²ch syst®mŢ mŢģeme na z§kladŊ fylogenetick®ho 

studia starobylĨch taxonŢ, jakĨmi jsou houbovci (Porifera), krouģkovci (Annelida) a ļlenovci 

(Arthropoda), datovat do obdob² kambria (540 milionŢ let). Nejedn§ se jeġtŊ o komplexn² 

imunitn² syst®my, ale z§stupci tŊchto rodŢ si vyvinuli mechanismy, kter® jsou projevem 

omezen® imunitn² pamŊti, a z§roveŔ je lze povaģovat za prekurzory adaptivn²ho imunitn²ho 

syst®mu (Netea, Quintin et al. 2011, Boehm 2012). 

Tento intermedi§rn² syst®m, ve kter®m nelze imunitn² odpovŊŅ definovat jako 

vrozenou, ale ani jako adaptivn², je t®ģ nazĨv§n tr®novan§ imunita (Netea, Quintin et al. 2011). 

Tr®novanou imunitu mŢģeme definovat jako typ imunity, kterĨ je charakterizovanĨ omezenou 

pamŊt², rozmanitou expres² receptoru pro antigen a rozvojem lymfoidn²ch org§nŢ s tvorbou 

specializovanĨch imunokompetentn²ch bunŊk (Boehm 2011, Netea, Quintin et al. 2011, Boehm 

2012, Boehm, Hess et al. 2012). Prototypick® buŔky vrozen® imunity jako NK buŔky ļi 

makrof§gy vykazuj² znaky imunitn² pamŊti (Netea, Quintin et al. 2011), a lze dovozovat, ģe 

jakoģto nositel® evoluļnŊ pokroļilĨch funkc², budou dŢleģitĨm vod²tkem k nalezen² spoleļn®ho 

pŚedka specializovanĨch bunŊk adaptivn² imunitn² odpovŊdi. 

Muller, Blumbach et al. (1999) se vŊnovali studiu houbovcŢ, jmenovitŊ pak druhŢm 

Geodia cydonium a Suberites domuncula, u kterĨch popsali nŊkter® Ăsavļ²ñ prvky vrozen® i 

adaptivn² imunity, a to na molekul§rn² i bunŊļn® ¼rovni. U houbovce Geodia cydonium popisuj² 

dva druhy polymorfn²ch Ig-podobnĨch (Ig-like) receptorŢ, kter® jsou sdruģeny do variabiln²ch 

sad imunoglobulinŢ, u druhu Suberites domuncula popisuj² imunitnŊ podm²nŊnou reakci na 

alogenn² ġtŊp zprostŚedkovanou zvĨġenou expres² od lymfocytŢ odvozen®ho cytokinu 



7 
 

typick®ho pro savce (Muller, Blumbach et al. 1999). D§le popisuj² reakci S. domuncula na 

lipopolysacharid (LPS), kterĨ se v§ģe na bunŊļnou povrchovou molekulu CD14. Po vystaven² 

organismu pŢsoben² LPS doch§z² k fosforylaci MAP kin§z p38 a JNK, podobnŊ jako je tomu u 

savcŢ (Muller, Blumbach et al. 1999).  

Prav§ adaptivn² imunita stricto sensu se objevuje u prvn²ch obratlovcŢ, jejichģ prvn² 

z§stupci se na Zemi objevili v ranĨch obdob²ch paleozoika (Boehm 2012, Boehm, McCurley et 

al. 2012). Adaptivn² imunita pŚedstavuje vysoce individualizovanĨ syst®m, pro kterĨ je typickĨ 

rozvoj imunitn² pamŊti zprostŚedkovanĨ mechanismy somatick® rekombinace genovĨch 

segmentŢ genu pro imunoglobulin, afinitn² maturace a klon§ln² expanze specializovanĨch 

imunitn²ch bunŊk ï B lymfocytŢ (Bonilla a Oettgen 2010, Boehm, McCurley et al. 2012, Parra, 

Takizawa et al. 2013). Z§roveŔ si ale ponech§v§ nŊkter® starobyl® znaky, jako je schopnost 

fagocyt·zy a mikrobicidn² aktivita. ObŊ tyto vlastnosti byly ned§vno pops§ny u populace 

myġ²ch B-1 B lymfocytŢ (Parra, Rieger et al. 2012). Tyto poznatky svŊdļ² o vz§jemn® evoluļn², 

funkļn² a vĨvojov® pŚ²buznosti vrozen® a z²skan® imunity (Parra, Rieger et al. 2012) 

V souļasnosti jsou charakterizov§ny a rozliġov§ny dva existuj²c² strategick® syst®my 

adaptivn² imunity, variable lymphocyte receptor system (d§le jen VLR syst®m) a B-cell/T-cell 

receptor system (d§le jen BCR/TCR syst®m). Je velmi pravdŊpodobn®, ģe za rozvojem tŊchto 

dvou odliġnĨch syst®mŢ stoj² pŚechod obratlovcŢ z vodn²ho prostŚed² na souġ. DŢkazy o tomto 

vĨvoji poskytuje studium obojģiveln²kŢ, zejm®na ģ§by druhu Xenopus tropicalis. Xenopus je 

vynikaj²c² model pro studium vzniku adaptivn² imunity v podobŊ v jak® ji zn§me u modern²ch 

ļelistnatcŢ. Kl²ļovĨm znakem je, ģe obojģiveln²ci jsou nejstarġ² ģivoļiġnou tŚ²dou, u kter® na 

imunoglobulinech detekujeme izotypovĨ pŚesmyk, avġak za souļasn® absence z§rodeļnĨch 

center nutnĨch pro T dependentn² imunitn² odpovŊŅ (Robert a Ohta 2009). U obojģiveln²kŢ 

z§roveŔ doch§z² k ĂpŚeprogramov§n²ñ imunitn²ho syst®mu bŊhem morfogeneze, tedy pŚi 

pŚechodu ze stadia na vodn² prostŚed² v§zan® larvy a dospŊlce (Du Pasquier 1992, Du Pasquier, 

Robert et al. 2000). 

EvoluļnŊ starġ² VLR syst®m, kterĨ byl pops§n u ģij²c²ch z§stupcŢ nadtŚ²dy 

bezļelistnatcŢ (Agnatha), je zaloģenĨ na expresi variabiln²ho receptoru na povrchu T a B 

lymfocytŢm podobnĨch bunŊk (Boehm, McCurley et al. 2012). Tento variabiln² receptor je 

sloģen z jednotek LRR (z angl. leucine rich repeats) proteinŢ (Boehm, McCurley et al. 2012). 

Hlavn²m diversifikaļn²m mechanismem je genov§ konverze zprostŚedkovan§ cytidin 

deamin§zou (CDA, v origin§ln²m textu uv§dŊno jako cytosin deamin§za) (Parra, Takizawa et 
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al. 2013). Na z§kladŊ studi² ģij²c²ch druhŢ sliznatek (Myxiniformes) a mihul² 

(Cephalaspidomorphi) byly pops§ny tŚi strukturn² a funkļn² varianty VLR receptoru ï VLRA, 

VLRB a VLRC receptor (Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm, 

McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013). PŚedpokl§d§ se, ģe populace VLRA+ a 

VLRC+ bunŊk jsou podobn® klasickĨm T lymfocytŢm. Spolu s IL-17 a IL-8R exprimuj² i 

ortologn² transkripty typick® pro T lymfocyty jako jsou GATA2/3, c-rel, AHR, BCL11b, 

CCR9, NOTCH-1, CD45 (Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm, 

McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013). Oproti tomu populace VLRB+ bunŊk 

vykazuje znaky svŊdļ²c² o funkļn² podobnosti s B lymfocyty (spolu s IL-17R, IL-8 exprimuj² 

ortologn² transkripty spojen® s aktivac² a diferenciac² B lymfocytŢ jako jsou CXCR4, TLR2, 

TLR7, TLR10, Syk, BCAP) (Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm, 

McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013). 

 

Tabulka 1 tƻǊƻǾƴłƴƝ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘƝ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ±[w ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ όǇƻŘƭŜ YŀǎŀƳŀǘǎǳΣ {ǳǘƻƘ Ŝǘ ŀƭΦ нлмлΣ .ŀƧƻƎƘƭƛΣ Dǳƻ Ŝǘ ŀƭΦ 
2011, Boehm, McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013) 

EvoluļnŊ mladġ² BCR/TCR syst®m se objevuje u ļelistnatcŢ (Gnathostomata). Tento 

syst®m je zaloģen na pŚ²tomnosti BCR nebo TCR na povrchu lymfocytŢ. Na z§kladŊ 

pŚ²tomnost² tohoto receptoru lze rozliġit dvŊ hlavn² populace lymfocytŢ adaptivn² imunity ï B 

lymfocyty, kter® exprimuj² BCR a T lymfocyty, kter® ve sv® membr§nŊ nesou TCR. Mezi 

Vlastnost VLRA+ populace VLRB+ populace VLRC+ populace

±ȇǾƻƧ ǇƻŘƻōƴŞ ¢ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻƳǇƻŘƻōƴŞ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻƳ
ǇǊŀǾŘŠǇƻŘƻōƴŠ ǇƻŘƻōƴŠƧǑƝ ¢π

ƭȅƳŦƻŎȅǘǻƳ

Ƨǎƻǳ ŦǳƴƪőƴŠ  ǇƻŘƻōƴŞ ʰʲ ¢π

ƭȅƳŦƻŎȅǘǻƳ őŜƭƛǎǘƴŀǘŎǻΚ
Ƨǎƻǳ ǎƻǳőłǎǘƝ ǾǊƻȊŜƴŞ ƛƳǳƴƛǘȅΚ

Ƨǎƻǳ ŦǳƴƪőƴŠ  ǇƻŘƻōƴŞ ʴʵ ¢π

ƭȅƳŦƻŎȅǘǻƳ őŜƭƛǎǘƴŀǘŎǻΚ

ǇƻŘƝƭŜƧƝ ǎŜ ƴŀ ŦǳƴƪőƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛ 

VLRA/VLRB?

ǇƻŘƝƭŜƧƝ ǎŜ ƴŀ ŦǳƴƪőƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛ 

VLRA/VLRB?

proliferace
po stimulaci fytohemaglutininem 

nebo antigenem

Ǉƻ ƛƳǳƴƛȊŀŎƛ ōŀƪǘŜǊƛŜƳƛκƭƛŘǎƪȇƳƛ 

erytrocyty
?

diferenciace
ƴŜŘƛŦŜǊŜƴŎǳƧƝ Řƻ ±[w! ǎŜŎŜǊƴǳƧƝŎƝŎƘ 

ōǳƴŠƪ

ŘƛŦŜǊŜƴŎǳƧƝ ŀ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳǳƧƝ ǎŜ Řƻ 

ǇƭŀǎƳƻŎȅǘǻƳ ǇƻŘƻōƴȇŎƘ ōǳƴŠƪ 

ǇǊƻŘǳǳƧƝŎƝŎƘ ±[w. ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ

?

sekrece ƴŜǎŜŎŜǊƴǳƧƝ ±[w! Řƻ ǇƭŀǎƳȅǎŜŎŜǊƴǳƧƝ ±[w. Řƻ ǇƭŀȊƳȅ?

receptor VLRA VLRB: analog receptoru BCR ±[w/Υ ǎǘǊǳƪǘǳǊƴŠ ǇƻŘƻōƴŠƧǑƝ ±[w!

na povrchu lymfocytu jako 

ǘǊŀƴǎƳŜƳōǊłƴƻǾȇ ǊŜŎŜǇǘƻǊ

na povrchu lymfocytu jako 

ǘǊŀƴǎƳŜƳōǊłƴƻǾȇ ǊŜŎŜǇǘƻǊ
?

exprese IL-17, IL-8R IL-17R, IL-8 ?

ŜȄǇǊŜǎŜ ƻǊǘƻƭƻƎƴƝŎƘ ǘǊŀƴǎƪǊƛǇǘǻ 

ǘȅǇƛŎƪȅ ŜȄǇǊƛƳƻǾŀƴȇŎƘ ¢πƭȅƳŦƻŎȅǘȅ

ŜȄǇǊƛƳǳƧŜ ƻǊǘƻƭƻƎƴƝ ǘǊŀƴǎƪǊƛǇǘȅ ǎǇƻƧŜƴŞ ǎ 

ŀƪǘƛǾŀŎƝ ŀ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŎƝ  .πƭȅƳŦƻŎȅǘǻ
?

GATA2/3,c-rel, AHR, BCL11b, 

CCR9,Notch-1, CD45
CXCR4, TLR2, TLR7, TLR10, Syk, BCAP?

ǾȇǾƻƧ

ǘƘȅƳƻƛŘƴƝ ǘƪłƶ ƴŀ ǾǊŎƘƻƭƻǾŞƳ ƪƻƴŎƛ 

ȌŀōŜǊƴƝŎƘ ŦƛƭŀƳŜƴǘΣ ȊǌŜƧƳŠ ŦǳƴƪőƴŠ 

ǊƻȊŘŠƭŜƴŀ Řƻ ƘƛǎǘƻƭƻƎƛŎƪŎȇƘ 

ƳƛƪǊƻŜƴǾƛǊƻƴƳŜƴǘǻ ό/5!м ƴŀ ǾƴŠƧǑƝ 

ǎǘǊŀƴŠ ǘƘȅƳƻƛŘǳΤ ±[w! ƘƻƧƴŠƧǑƝΣ 

ǾƴƛǌƴƝ őłǎǘ ǘƘȅƳƻƛŘǳύ 

tyflosolis a/nebo ledvina (exprese CDA2)

transkripce genu v leukocytech 

ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾŜ ŀ ƘŜƳŀǘƻǇƻƛŜǘƛŎƪŞ 

ǘƪłƴƛ ƭŜŘǾƛƴȅ ŀ ǎǘǌŜǾŀκǇƻǾǊŎƘȅ ƪǻȌŜ ŀ 

ǎǘǌŜǾŀ
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typick® diversifikaļn² mechanismy, kterĨmi B lymfocyty proch§zej², patŚ² genov§ konverze ï 

V(D)J rekombinace, somatick§ hypermutace a izotypovĨ pŚesmyk (Parra, Takizawa et al. 

2013). V(D)J rekombinace je jedineļnĨ proces, kterĨm proch§zej² B a T lymfocyty bŊhem 

sv®ho ontogenetick®ho vĨvoje. BŊhem V(D)J rekombinace doch§z² k pŚeskupen² a selekci V (z 

angl. variable), D (z angl. diversity) a J (z angl. joining) genovĨch segmentŢ, a zmnoģen² 

reperto§ru produkovanĨch antigenn²ch receptorŢ (HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). 

Somatick§ hypermutace je pochod, bŊhem kter®ho jsou B lymfocyty schopny 

vn§ġen²m nukleotidovĨch substituc² mutovat gen k·duj²c² tvorbu protil§tek. Somatick§ 

hypermutace zvyġuje variabilitu produkovanĨch protil§tek a umocŔuje tak schopnost B 

lymfocytŢ l®pe reagovat na antigenn² stimuly, zvyġuje se jejich specifita a afinita (HoŚejġ², 

BartŢŔkov§ et al. 2013). IzotypovĨ pŚesmyk je biologickĨ proces, bŊhem kter®ho doch§z² ke 

zmŊnŊ typu protil§tky produkovan® B lymfocytem. Jedn§ se o zmŊnu v konstantn² oblasti 

tŊģk®ho ŚetŊzce, variabiln² oblast se nemŊn². D²ky tomu je zachov§na specifita protil§tky vŢļi 

dan®mu antigenu, mŊn² se ale jej² efektorov® funkce (Honjo, Muramatsu et al. 2004). 

Lze pŚedpokl§dat, ģe spoleļnĨ pŚedek ļelistnatcŢ a bezļelistnatcŢ mŊl na povrchu 

svĨch imunokompetentn²ch bunŊk primordi§ln² verzi BCR/TCR/VLR receptoru. Pot®, co se 

objevila cytidin deamin§za (CDA), doġlo k celogenomov® duplikaci a n§slednŊ oddŊlen®mu 

vĨvoji imunitn²ch syst®mŢ obou skupin obratlovcŢ (Boehm 2011, Boehm 2012, Boehm, Hess 

et al. 2012).  

Kl²ļovĨm momentem pro rozvoj BCR/TCR adaptivn² imunity byl vznik pro 

lymfocyty specifickĨch rekombin§z. Tyto enzymy, kter® jsou produktem genŢ z genov® rodiny 

RAG1 a RAG2 (rekombin§zu aktivuj²c² gen, z angl. recombinase-activating gene), jsou 

zodpovŊdn® za prŢbŊh rekombinace a pŚestavbu imunoglobulinu B lymfocytŢ a receptoru T 

lymfocytŢ bŊhem V(D)J rekombinace (Cooper a Alder 2006, Boehm 2012). PŢvod genu pro 

RAG mŢģeme na z§kladŊ sekvenļn² homologie hledat v superrodinŊ Ăcut and pasteñ DNA 

transpozonŢ Transib (Kapitonov a Jurka 2003). PŚedpokl§d§ se, ģe v prŢbŊhu evoluce doġlo 

k opakovanĨm invaz²m tŊchto transpozonŢ do genomu obratlovcŢ (Litman, Cannon et al. 2005, 

Cooper a Alder 2006, Kapitonov a Koonin 2015). PŚiļemģ plat², ģe RAG1 a RAG 2 byly v 

souļasnosti pops§ny pouze u ļelistnatcŢ, coģ z§roveŔ svŊdļ² o pravdŊpodobn®m maxim§ln²m 

evoluļn²m st§Ś² tŊchto rekombin§z kolem 500 mili·nŢ let (Kapitonov a Koonin 2015).  
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V poŚad² druh§ celogenomov§ duplikace, ke kter® doġlo po oddŊlen² ļtyŚnoģcŢ 

(Tetrapoda) od kostnatĨch ryb (Osteichthyes) pŚed asi 400 miliony let, vedla k rozvoji 

adaptivn²ho imunitn²ho syst®mu do podoby, v jak® ho zn§me dnes (Pancer a Cooper 2006, 

Robert a Ohta 2009). Hlavn² mechanismy adaptivn² imunity zŢstaly nezmŊnŊny, vĨznamnŊ se 

ale mŊn² imunologickĨ a imunofenotypovĨ profil jednotlivĨch taxonŢ, a to v z§vislosti na jejich 

ekologii.  

4.2 Vznik a vĨvoj B lymfocytŢ u recentn²ch obratlovcŢ 

Poznatky o podobŊ adaptivn²ho imunitn²ho syst®mu jednotlivĨch skupin ģivoļichŢ 

mohou pŚispŊt k pochopen² jejich evoluce a vz§jemn® pŚ²buznosti. Mezidruhov® komparativn² 

studie jsou nenahraditelnĨm zdrojem informac² o fyziologick®m prŢbŊhu imunitn²ch reakc², 

mohou bĨt ilustrativn²m/modelovĨm pŚ²kladem pro monitorov§n² n§stupu a vĨvoje vybranĨch 

imunitn²ch onemocnŊn². Adaptivn² imunitn² syst®m vġech obratlovcŢ je zaloģen na schopnosti 

lymfocytŢ zah§jit po kontaktu s nezn§mĨm antigenem rychlou proliferaci (Page, Wittamer et 

al. 2013). Funkļn² reperto§r d²lļ²ch subpopulac² B lymfocytŢ je vġak bohatġ² a bude 

pŚedstavovat otisk jejich fylogenetick®ho vĨvoje. Vedle produkce pŚirozenĨch, adaptivn²ch i 

autoprotil§tek, jsou B lymfocyty vĨznamnĨmi antigen prezentuj²c²mi buŔkami (LeBien a 

Tedder 2008). Pro interakci s T lymfocyty je nutn®, aby byl antigen napŚed internalizov§n 

pomoc² BCR (LeBien a Tedder 2008). B lymfocyty jsou nezbytn® pro spr§vnĨ vĨvoj tk§ŔovĨch 

struktur jako jsou Peyerovy pl§ty nebo folikul§rn² dendritick® buŔky sekund§rn²ch 

lymfatickĨch org§nŢ, po objeven² subpopulac² regulaļn²ch B lymfocytŢ se potvrdila jejich 

¼loha v imunitn² regulaci (LeBien a Tedder 2008). Imunomodulaļn² cytokiny se aktivnŊ ¼ļastn² 

reakc² v rejekci transplant§tu a n§dorov® imunitŊ. Mezi specifick® schopnosti patŚ² jejich 

fagocyt§rn² a mikrobicidn² aktivita, o kter® se pŚedpokl§dalo, ģe je zachov§na pouze u B 

lymfocytŢ fylogeneticky starĨch skupin organismŢ, jako jsou ryby a plazi (Parra, Takizawa et 

al. 2013), v roce 2016 byla pops§na fagocyt§rn² aktivita u bunŊļn® linie Raji B lymfocytŢ 

ļlovŊka (Zhu, Zhang et al. 2016).  

4.2.1 [ȅƳŦŀǘƛŎƪŞ ƻǊƎłƴȅ 

NezbytnĨm pŚedpokladem pro rozvoj humor§ln² sloģky adaptivn² imunity je 

pŚ²tomnost lymfatickĨch tk§n² v tŊle organismu. Lymfatick§ tk§Ŕ, kter§ v tŊle mŢģe vytv§Śet 

specializovan® org§ny, je nezbytnĨm m²stem pro vznik, ontogenezi a regulaci vĨvoje B a T 

lymfocytŢ (Boehm a Bleul 2007). Lymfopo®za je evoluļnŊ konzervovanĨ vĨvojovĨ proces 
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(Butler 1998). V r§mci hierarchie jednotlivĨch tk§ŔovĨch struktur mŢģeme rozliġit m²sta a 

org§ny tzv. prim§rn² (centr§ln²) lymfopo®zy jako je brzl²k ļi kostn² dŚeŔ, m²sta a org§ny tzv. 

sekund§rn² (perifern²) lymfopo®zy, kam se Śad² napŚ²klad slezina a lymfatick® uzliny a m²sta 

lymfopo®zy terci§rn². Porovn§n²m poznatkŢ o lymfopo®ze T a B lymfocytŢ dojdeme ke zjiġtŊn², 

ģe prim§rn² diferenciace T lymfocytŢ je mezidruhovŊ konstantn² a odehr§v§ se vĨluļnŊ 

v brzl²ku. Oproti tomu lymfopo®za a diferenciace B lymfocytŢ vļetnŊ jejich lokalizace 

v lymfatickĨch org§nech nejsou tak jednoznaļn®. VĨvoj a zr§n² B lymfocytŢ mŢģe u 

jednotlivĨch druhŢ prob²hat ve zcela odliġnĨch tk§n²ch a org§nech (Boehm a Bleul 2007), 

dokonce mŢģe v r§mci ontogeneze doj²t k vĨznamnĨm zmŊn§m B lymfopo®zy i v r§mci 

jednoho druhu. Z vĨġe uveden®ho lze usuzovat, ģe T lymfocyty se v adaptivn² imunitŊ objevily 

evoluļnŊ dŚ²ve, a ģe nejstarġ²m m²stem lymfopo®zy byl brzl²k (Boehm a Bleul 2007). 

4.2.1.1 Prim§rn² lymfatick® org§ny 

Prim§rn² lymfatick§ tk§Ŕ organizovan§ do specializovanĨch org§nŢ (brzl²k, kostn² 

dŚeŔ, fet§ln² j§tra) je m²stem, kde doch§z² ke vzniku a poļ§teļn²mu vĨvoji B a T lymfocytŢ 

z pluripotentn²ho prekurzoru, hematopoetick® kmenov® buŔky (HSC, z angl. hematopoietic 

stem cell). Lymfocyty opouġtŊj² oblasti prim§rn² lymfopo®zy jako naivn² buŔky, kter® na sv®m 

povrchu exprimuj² rŢzn® sady adhezn²ch molekul a chemokinovĨch receptorŢ umoģŔuj²c²ch 

migraci lymfocytŢ do sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nŢ (Boehm a Bleul 2007, Paul 2008) 

4.2.1.1.1 .ǊȊƭƝƪ 

V prŢbŊhu evoluce obratlovcŢ se prim§rn² lymfatick® org§ny objevily dŚ²ve neģ 

org§ny sekund§rn² (Boehm a Bleul 2007). Tuto skuteļnost podporuje i fakt, ģe brzl²k je jako 

jedinĨ prim§rn² lymfatickĨ org§n pŚ²tomen u vġech ģij²c²ch druhŢ ļelistnatĨch obratlovcŢ, viz  

Obr§zek 2 na stranŊ 24. 

EvoluļnŊ nejstarġ²mi ģij²c²mi z§stupci ļelistnatcŢ na Zemi jsou paryby. Z prim§rn²ch 

lymfatickĨch org§nŢ, kter® byly u recentn²ch ļelistnatcŢ pops§ny, je u nich pŚ²tomen pouze 

brzl²k s jasnŊ rozliġitelnou korovou a dŚeŔovou oblast², podobnŊ jako je tomu savcŢ. Kostnat® 

ryby vykazuj² druhovŊ vyġġ² variabilitu co se tĨļe morfologie a mikroanatomick® struktury 

brzl²ku, pŚesto je u vġech studovanĨch druhŢ pŚ²tomen jako m²sto prim§rn² lymfopo®zy T 

lymfocytŢ (Parra, Takizawa et al. 2013). B lymfopo®za prim§rnŊ prob²h§ v pŚedledvinŊ (v lat. 

pronephros; u ļlovŊka zachov§na pouze rudiment§rnŊ, spoleļnĨ vĨvod jednotlivĨch 

segment§rn²ch kan§lkŢ pŚetrv§v§ v podobŊ Wolfova vĨvodu), kter§ si udrģuje spojen² s pravou 
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tŊln² dutinou, coelomem (Jel²nek, Dost§l et al. 2002, Paul 2008). U vġech vyġġ²ch taxonŢ je 

brzl²k prim§rn²m lymfopoetickĨm org§nem, avġak k lymfopo®ze B lymfocytŢ v nŊm doch§z² 

jen v omezen® m²Śe. Odhaduje se, ģe populace B lymfocytŢ tvoŚ² m®nŊ neģ 1 % vġech v brzl²ku 

pŚ²tomnĨch lymfocytŢ (Hashimoto, Montecino-Rodriguez et al. 2002). 

Bez zaj²mavosti nen² ani skuteļnost, ģe prim§rn²m m²stem lymfopo®zy u kruho¼stĨch 

jsou ģ§bry. Pokud se zamŊŚ²me na embryon§ln² pŢvod brzl²ku, bude n§m moģn§ evoluļn² 

souvislost mezi obŊma skupinami zŚetelnŊjġ².  

Embryon§ln² farynx je m²stem, ve kter®m se u niģġ²ch obratlovcŢ vyv²jej² ģ§bry 

(Jel²nek, Dost§l et al. 2002). BŊhem 4. ï 5. tĨdne embryon§ln²ho vĨvoje ļlovŊka doch§z² 

k zaloģen² farynge§ln²ch (ģabern²ch) obloukŢ (Jel²nek, Dost§l et al. 2002). Tyto oblouky jsou 

tvoŚeny mezenchymovĨm stromatem a od sebe jsou vz§jemnŊ oddŊleny farynge§ln² ġtŊrbinou 

(Jel²nek, Dost§l et al. 2002). Z vnŊjġ² strany jsou oblouky a ġtŊrbiny kryty ektodermem, z vnitŚn² 

strany se proti nim vyklenuje endodermem vystlan§ stŊna j²cnu, a vznik§ tak morfologick§ 

jednotka farynge§ln² (ģabern²) vĨchlipky. Endoderm pŚedn²ch vĨbŊģkŢ obou stran 3. 

farynge§ln² vĨchlipky tvoŚ² z§kladn² tk§Ŕ pro diferenciaci stromatu brzl²ku, do kter®ho 

postupnŊ vcestov§vaj² kmenov® hematopoetick® buŔky, kter® jsou n§sledov§ny buŔkami 

z krevn²ch ostrŢvkŢ ve stŊnŊ ģloutkov®ho v§ļku a n§slednŊ i buŔkami z jatern² hematogenn² 

tk§nŊ a kostn² dŚenŊ (Jel²nek, Dost§l et al. 2002, Vacek 2006). Lymfatick® uzliny se zakl§daj² 

difuznŊ aģ ve 2. mŊs²ci embryon§ln²ho vĨvoje (Vacek 2006).  

4.2.1.2 Kostn² dŚeŔ 

Kostn² dŚeŔ je hlavn²m m²stem krvetvorby a B lymfopo®zy u vġech vyġġ²ch obratlovcŢ, 

funkci kostn² dŚenŊ u niģġ²ch obratlovcŢ pln² stavebnŊ podobn® specializovan® org§ny. Prvn² 

fosiln² z§znam o pŚ²tomnosti kostn² dŚenŊ v dutinŊ dlouhĨch kost² poch§z² od vyhynul®ho druhu 

tetrapoda Eusthenopteron, kterĨ ģil pŚed asi 380 miliony let (Sanchez, Tafforeau et al. 2014). 

Pod²v§me-li se na evoluļnŊ starġ² taxony, zjist²me, ģe paryby, jejichģ tŊlo postr§d§ kostn² tk§Ŕ, 

jsou vybaveny specifickĨmi org§ny prim§rn² lymfopo®zy ï epigon§ln²m a LeydigovĨm 

org§nem (Smith, Sim et al. 2014), kter® pln² hematopoetickou a lymfopoetickou funkci. 

Epigon§ln² org§n, kterĨ je asociov§n s gon§dami, svou stavbou a funkc² pŚipom²n§ kostn² dŚeŔ, 

je m²stem krvetvorby i lymfopo®zy, souļasnŊ slouģ² jako rezervo§r sekreļn²ch B lymfocytŢ, 

obsahuje relativnŊ vysok® mnoģstv² plazmatickĨch B lymfocytŢ (Smith, Sim et al. 2014), avġak 

oproti klasick® kostn² dŚeni neobsahuje adipocyty (Bircan-Yēldērēm, ¢ek et al. 2011). U 
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nŊkterĨch druhŢ paryb se v bl²zkosti j²cnu vyskytuje LeydigŢv org§n, retikul§rn² pletivo bohatŊ 

prostoupen® leukocyty do nŊjģ Ś²dce penetruj² arterie a kapil§ry, kterĨ je m²stem vzniku 

ļervenĨch krvinek, erytropo®zy (Bircan-Yēldērēm, ¢ek et al. 2011). Leukocyty v LeydigovŊ 

org§nu jsou v m®nŊ maturovanĨch stadi²ch neģ leukocyty v perifern² krvi, proto lze 

pŚedpokl§dat, ģe LeydigŢv org§n je nezbytnĨm m²stem pro vĨvoj myeloidn² linie bunŊk 

(Bircan-Yēldērēm, ¢ek et al. 2011).. 

Jak bylo uvedeno dŚ²ve, u kostnatĨch ryb pln² B lymfopoetickou funkci kostn² dŚenŊ 

pŚedledvina, jej²ģ histologick§ stavba se vĨznamnŊ podob§ struktur§m ledviny u vyġġ²ch 

obratlovcŢ (Du Pasquier 1992). KromŊ pŚedledviny jsou pops§ny druhovŊ specifick® tk§Ŕov® 

ekvivalenty kostn² dŚenŊ. Do t®to skupiny patŚ² pŚedevġ²m meninge§ln² tk§Ŕ bichirŢ, nebo 

srdeļn² a gonad§ln² tk§Ŕ mnohokostnatĨch (Holostei) (Du Pasquier 1992). PonŊkud sloģitŊjġ² 

je situace u z§stupcŢ obojģiveln²kŢ, u nichģ se schopnost tvorby B lymfocytŢ liġ² nejen 

mezidruhovŊ, ale i ontogeneticky ï jednotliv® org§ny pln² odliġn® funkce v larv§ln²m a 

dospŊl®m stadiu. PŚesto si u vŊtġiny druhŢ pŚedledvina larev udrģuje svou funkci 

hematopoetick®ho org§nu (Du Pasquier 1992). Tuto hematopoetickou aktivitu od n² po 

metamorf·ze larvy v dospŊlce pŚej²m§ kostn² dŚeŔ (Du Pasquier 1992). Hlavn²m prim§rn²m 

lymfopoetickĨm org§nem vŊtġiny obojģiveln²kŢ jsou v larv§ln²m obdob² j§tra (Du Pasquier 

1992). Po metamorf·ze v dospŊlce jejich funkci nahrazuje kostn² dŚeŔ a slezina. Nicm®nŊ 

existuj² vĨznamn® druhov® odliġnosti, napŚ²klad u z§stupcŢ druhŢ Rana pipensis jsou 

v larv§ln²m obdob² hlavn²m lymfopoetickĨm org§nem pŚedledvina a prvoledvina (v lat. 

mesonefros), u dospŊl®ho jedince tohoto druhu je to vĨhradnŊ kostn² dŚeŔ (Du Pasquier 1992, 

Du Pasquier, Robert et al. 2000).  

PŚestoģe jsou plazi pŚ²mĨmi pŚedky jak pt§kŢ, tak savcŢ, a u jednotlivĨch zkoumanĨch 

druhŢ se kostn² dŚeŔ jiģ stabilnŊ a konstantnŊ vyskytuje jako hematopoetickĨ org§n, tak o 

mechanismech B lymfopo®zy a pŢvodu imunoglobulinŢ u plazŢ nev²me t®mŊŚ nic (Paul 2008). 

Vznik a vĨvoj T lymfocytŢ prob²h§ v brzl²ku, kterĨ je dobŚe rozdŊlenĨ na korovou a dŚeŔovou 

oblast, avġak specializovanĨ lymfopoetickĨ org§n, kterĨ by byl prim§rn²m m²stem vzniku B 

lymfocytŢ, nebyl zat²m pops§n (Campbell 2015). Parra et al. (2012) jako m²sto prim§rn² B 

lymfopo®zy uv§dŊj² fet§ln² j§tra. 

Oproti tomu pt§ci jsou vybaveni specializovanĨm org§nem, ve kter®m prob²h§ vznik 

a vĨvoj B lymfocytŢ. T²mto org§nem je Fabriciova bursa, kterou jako samostatnĨ org§n popsal 

jiģ v roce 1621 Fabricius ab Aquapendente (Ribatti, Crivellato et al. 2006). Na rozluġtŊn² 
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podstaty sv® funkce tento org§n ļekal pŚes 350 let. Fabriciova bursa se nach§z² v termin§ln² 

ļ§sti stŚeva pt§kŢ a je hlavn²m m²stem B lymfopo®zy (Ribatti, Crivellato et al. 2006). Objevuje 

se v bl²zkosti kloaky bŊhem 5. dne od oplodnŊn², postupnŊ hypertrofuje a vytv§Ś² asi 8 000 ï

12 000 folikulŢ tvoŚenĨch septem oddŊlenou dŚen² a kŢrou, aby bŊhem 4. tĨdne od oplodnŊn² 

doġlo k jej² involuci (Ribatti, Crivellato et al. 2006, Paul 2008). Za tuto kr§tkou dobu dojde 

k os²dlen² folikulŢ jen velmi malĨm mnoģstv²m B lymfocytŢ, kter® diferencuj² a po 3 tĨdnech 

od oplodnŊn² zaļ²naj² osidlovat sekund§rn² lymfatick® org§ny (Paul 2008). 

Z pohledu moģnĨch cest prim§rn²ho vĨvoje B lymfocytŢ u savcŢ mŢģeme rozliġit dvŊ 

hlavn² skupiny. Prvn² skupinu pŚedstavuj² ģivoļichov®, u nichģ doch§z² k neust§l®mu vĨvoji, 

diferenciaci a nahrazov§n² B lymfocytŢ z tk§nŊ kostn² dŚenŊ, tzv. BM savci (z angl. bone 

marrow mammals). Do t®to skupiny patŚ² vedle ļlovŊka a ostatn²ch prim§tŢ tak® klasickĨ 

modelovĨ organismus v imunologii ï myġ (Parra, Takizawa et al. 2013). Druhou skupinu tvoŚ² 

tzv. GALT savci (z angl. gut associated lymphoid tissue mammals), pro nŊģ je typick®, ģe 

prim§rn² B lymfopo®za je koncentrov§na do specializovanĨch org§nŢ um²stŊnĨch v okol² 

stŚeva. Mezi GALT savce se Śad² kopytn²ci, zaj²covit², ġelmy nebo kytovci (Paul 2008, Parra, 

Takizawa et al. 2013). Fet§ln² j§tra jako m²sto prim§rn² B lymfopo®zy jsou typick§ pro BM 

savce, u GALT savcŢ je pŚ²tomnost fet§ln²ch jater druhovŊ specifick§ (ovce, kr§l²k) (Parra, 

Takizawa et al. 2013). Mezi specializovan® org§ny prim§rn² B lymfopo®zy u GALT savcŢ patŚ² 

ile§ln² Peyerovy plaky (ovce, tur, kŢŔ, kr§l²k, vlk), slep® stŚevo (kr§l²k) ļi sacculus rotundus 

(kr§l²k) (Paul 2008, Parra, Takizawa et al. 2013). NapŚ. Peyerovy plaky nebo slep® stŚevo jsou 

pŚ²tomny tak® u BM savcŢ, u nichģ slouģ² jako m²sto maturace B lymfocytŢ, ale jejich moģn§ 

funkce a role v prim§rn² B lymfopo®ze nen² plnŊ objasnŊna. 

4.2.1.3  Sekund§rn² lymfatick® org§ny 

Mezi sekund§rn² (perifern²) lymfatick® org§ny Śad²me slezinu, lymfatick® uzliny a 

slizniļn² (muk·zn²) lymfatickou tk§Ŕ. Sekund§rn² lymfatick® org§ny hraj² kl²ļovou roli 

v rozvoji adaptivn² imunity, neboŠ jsou m²stem kontaktu imunokompetentn²ch bunŊk 

s antigeny. Ve tk§ni sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nŢ doch§z² ke stimulaci, aktivaci a 

termin§ln² diferenciaci B lymfocytŢ do koneļnĨch efektorovĨch stadi² a k tvorbŊ protil§tkov®ho 

reperto§ru organismu. 

Slezina se jako hlavn² sekund§rn² lymfatickĨ org§n objevuje u chrupavļitĨch ryb a 

paryb. PodobnŊ jako u vġech ostatn²ch obratlovcŢ s vĨjimkou mihul² a sliznatek, kter® slezinu 
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nemaj², je slezina chrupavļitĨch ryb bohatŊ prostoupena c®vami a rozdŊlena na ļervenou a 

dobŚe definovanou b²lou pulpu sloģenou z hutnĨch shlukŢ rŢznĨch typŢ lymfocytŢ. PodobnŊ 

jako u vġech studenokrevnĨch organismŢ nem§ slezina chrupavļitĨch ryb vytvoŚenu ani 

margin§ln² z·nu, ani germin§ln² centra (Rumfelt, McKinney et al. 2002, Paul 2008, Parra, 

Takizawa et al. 2013). Slezina je podobnŊ jako u ostatn²ch obratlovcŢ hlavn²m m²stem antigenn² 

stimulace. Peyerovy plaky a lymfatick® uzliny nebyly u chrupavļitĨch ryb pops§ny, avġak 

druhovŊ specifick§ lymfopoetick§ aktivita byla zaznamen§na ve tk§n²ch mozku, oka a ve 

slizniļn² tk§ni stŚeva (GALT) nŊkterĨch ģralokŢ (Rumfelt, McKinney et al. 2002).  

Kostnat® ryby sleduj² tento model, avġak v hematopoetick® tk§ni dŚenŊ sleziny a 

ledviny u nich byly pops§ny shluky pŚedevġ²m makrof§gŢ, v jejichģ okol² doch§z² v obdob² 

aktivace imunitn²ho syst®mu ke kumulaci lymfocytŢ (Agius a Roberts 2003, Paul 2008). Tyto 

elipsovit® shluky byly povaģov§ny za primitivn² z§rodeļn§ centra, ale jejich funkce nen² 

s funkc² z§rodeļnĨch center teplokrevnĨch obratlovcŢ homologn² (Paul 2008). KromŊ tŊchto 

elipsovitĨch shlukŢ, tzv. elipsoidŢ, je ļerven§ pulpa sleziny kostnatĨch ryb bohatŊ prostoupena 

tzv. melanomakrof§govĨmi centry (Agius a Roberts 2003). Jedn§ se o akumulace 

pigmentovĨch bunŊk, makrof§gŢ a lymfocytŢ, kter® lze nal®zt tak® ve tk§ni pronefrosu, u 

obojģiveln²kŢ a plazŢ tak® v j§trech (Parra, Takizawa et al. 2013). Mezi imunitnŊ vĨznamn® 

funkce melanomakrof§govĨch center patŚ² schopnost prezentovat zachycen® antigeny 

lymfocytŢm, tvorba depositŢ resistentn²ch intracelul§rn²ch bakteri² a indukce imunitn² 

odpovŊdi (Agius a Roberts 2003). 

U obojģiveln²kŢ doch§z² k rozġ²Śen² reperto§ru sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nŢ. 

KromŊ sleziny s rozliġitelnou ļervenou a b²lou pulpou jsou obojģiveln²ci vybaveni dif¼zn² 

slizniļn² imunitou, bez zjevnĨch zn§mek organizace do vyġġ²ch celkŢ, a soustavou drobnĨch 

lymfomyeloidn²ch uzl²kŢ. Lymfopoetick§ aktivita je u obojģiveln²kŢ soustŚedŊna tak® do 

oblasti ledvin, jater, ģaber a mesenteria (Du Pasquier, Robert et al. 2000, Paul 2008, Parra, 

Takizawa et al. 2013, Colombo, Scalvenzi et al. 2015). Stavba a struktura sekund§rn²ch 

lymfatickĨch org§nŢ obojģiveln²kŢ je druhovŊ velmi variabiln², dynamicky se promŊŔuje 

bŊhem ontogeneze, nepochybnĨ je tak® vliv sezonality a geografick® distribuce druhu (Du 

Pasquier, Robert et al. 2000, Paul 2008, Parra, Takizawa et al. 2013, Colombo, Scalvenzi et al. 

2015). 

Plazi maj² dobŚe vyvinutou slezinu s jasnŊ definovanou ļervenou a b²lou pulpou, 

pŚesto margin§ln² z·na, periarteriol§rn² (PALS, z angl. periarteriolar lymphatic sheath) a 
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perielipsoid§ln² (PELS, z angl. periellipsoid lymphatic sheath) pochva st§le nejsou u vġech 

druhŢ zŚetelnŊ vytvoŚeny (Campbell 2015, Neely a Flajnik 2016). Pokud se u nŊkter®ho z druhŢ 

PELS vyskytuje, je ve sv®m centru tvoŚen Ig+ B lymfocyty, pŚiļemģ na periferii PELS je 

vysok® zastoupen² Ig- lymfocytŢ, zŚejmŊ T lymfocytŢ (Neely a Flajnik 2016). Slizniļn² 

imunitn² syst®m je difuzn², lokalizovanĨ ve tk§ni tr§vic² trubice, dĨchac²ch a vyluļovac²ch cest, 

nevytv§Ś² se specializovan® ¼tvary typu PeyerovĨch plakŢ, nen² pŚ²tomnĨ ani org§n analogickĨ 

FabriciovŊ burse pt§kŢ (Du Pasquier 1992). 

Pt§ci jsou prvn² taxonomickou skupinou, u kter® jsou zastoupeny vġechny typy 

sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nŢ ï slezina, lymfatick® uzliny (nejsou pŚ²tomny u kura 

dom§c²ho) a slizniļn² imunitn² syst®m, jeģ ve tk§ni stŚeva vytv§Ś² Peyerovy plaky (Parra, 

Takizawa et al. 2013). Slezina nem§ tak pokroļilou vnitŚn² histologickou stavbu jako maj² savci, 

svou mikroarchitekturou se podob§ slezinŊ plaz² ï je v n² jasnŊ rozliġiteln§ oblast ļerven® a b²l® 

pulpy, vytvoŚena margin§ln² z·na, T-dependentn² periarteriol§rn² pochva a na B lymfocyty 

bohat§ perielipsoid§ln² pochva, poprv® lze v histologickĨch prepar§tech detekovat z§rodeļn§ 

centra (Paul 2008, Neely a Flajnik 2016).  

U savcŢ rozliġujeme tŚi funkļn² typy sleziny podle typu krevn² cirkulace (otevŚen§, 

uzavŚen§, sm²ġen§) (Udroiu 2007). U z§stupcŢ druhŢ z Ś§du ptakoŚitn²ch ļi hmyzoģravĨch je 

zastoupen primitivn² typ sleziny s uzavŚenĨm krevn²m obŊhem (Udroiu 2007). U fylogeneticky 

mladġ²ch taxonŢ doġlo k vytvoŚen² sleziny s otevŚenĨm krevn²m obŊhem (tak je tomu napŚ²klad 

u vaļnatcŢ), a vrcholnou f§zi vĨvoje sleziny pŚedstavuj² dva specializovan® typy sleziny: 

slezina slouģ²c² jako z§sobn²k krve, bez pŚ²tomnosti krevn²ch splavŢ, s vĨraznŊ vyvinutĨm 

trabekul§rn²m syst®mem a pomŊrnŊ vyġġ²m zastoupen²m ļerven® dŚenŊ vŢļi dŚeni b²l® (ġelmy, 

sudokopytn²ci, lichokopytn²ci), a slezina, kter§ pln² obrannou funkci, s velmi ġpatnŊ vyvinutĨm 

trabekul§rn²m syst®mem, s potlaļenou schopnost² uchov§v§n² vŊtġ²ho objemu krve, bohatŊ 

vŊtvenĨm syst®mem c®vn²ch splavŢ a vĨznamnŊ pŚevyġuj²c²m pod²lem b²l® pulpy vŢļi ļerven® 

(opice Star®ho svŊta, ļlovŊk) (Udroiu 2007).  

KromŊ variability v morfologii a histologick® mikroarchitektuŚe sleziny je vysok§ 

variabilita i u dalġ²ch org§nŢ sekund§rn² lymfopo®zy. Ile§ln² Peyerovy plaky jsou povaģov§ny 

za prim§rn² lymfatickĨ org§n u tzv. GALT savcŢ, zat²m jejich funkce u tzv. BM savcŢ je 

nejasn§, pŚedpokl§d§ se, ģe by mohly bĨt m²stem, ve kter®m doch§z² k sekund§rn² maturaci B 

lymfocytŢ ve spolupr§ci s M buŔkami (specializovan® epitelov® antigen prezentuj²c² buŔky ve 

sliznici tenk®ho stŚeva). U zaj²covitĨch je pops§na vĨznamn§ participace bunŊk slep®ho stŚeva, 
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omenta a specializovan® ļ§sti stŚeva v oblasti ileocek§ln² chlopnŊ, sacculus rotundus, na 

diferenciaci B lymfocyt§rn²ch populac² (Udroiu 2007, Parra, Takizawa et al. 2013). 

4.2.2 YƭƝőƻǾŞ Ȋƴŀƪȅ ƘǳƳƻǊłƭƴƝ ŀŘŀǇǘƛǾƴƝ imunity 

Jedn²m z definiļn²ch znakŢ adaptivn² imunity je schopnost specializovanĨch 

imunokompetentn²ch bunŊk ï B lymfocytŢ, produkovat ġirok® spektrum protil§tek, 

imunoglobulinŢ. Dalġ²m kl²ļovĨm znakem je schopnost B lymfocytŢ proj²t izotypovĨm 

pŚesmykem (CSR, z angl. class switch recombination). Fylogeneticky nejstarġ² skupinou, u 

kter® byl CSR pops§n, jsou obojģiveln²ci. TŚet² kl²ļovou roli hraje schopnost organismu 

vytv§Śet v lymfatickĨch tk§n²ch z§rodeļn§ centra, ve kterĨch B lymfocyty proch§zej² s®ri² 

zrac²ch procesŢ ï klon§ln² expanz², somatickou hypermutac², afinitn² maturac². Z§rodeļn§ 

centra jsou fylogeneticky relativnŊ mladou strukturou, poprv® jsou detekov§na u z§stupcŢ ze 

tŚ²dy pt§kŢ. 

 Prvn² 

imunoglobuliny se 

evoluļnŊ objevuj² u 

nejstarġ²ch z§stupcŢ 

ļelistnatcŢ. 

Stavebn² prvky a 

struktura genŢ se u 

jednotlivĨch taxonŢ 

pŚ²liġ neliġ², u vġech 

jsou pŚ²tomny V, D, 

J a C segmenty, 

pŚesto mŢģeme na 

z§kladŊ stavby 

imunoglobulin-

ovĨch ŚetŊzcŢ rozliġit dvŊ hlavn² rodiny: klastrovou (V, D, J segmenty jsou uspoŚ§d§ny do 

klastrŢ), a translokonovou. KlastrovŊ organizovan® geny pro imunoglobuliny maj² paryby (jak 

pro tŊģkĨ, tak pro lehkĨ ŚetŊzec) a kostnat² (lehkĨ ŚetŊzec). U vġech ostatn²ch taxonŢ jsou 

imunoglobuliny k·dov§ny vĨluļnŊ translokonovŊ organizovanĨmi geny (Pettinello a Dooley 

2014). 

hōǊłȊŜƪ 1 CȅƭƻƎŜƴŜȊŜ ǘŠȌƪȇŎƘ ǌŜǘŠȊŎǻ ƛƳǳƴƻƎƭƻōǳƭƛƴǻ ǳ őŜƭƛǎǘƴŀǘȇŎƘΣ ǇǌŜǾȊŀǘƻ Ȋ Mashoof, 
Criscitiello et al. 2016  

Miliony let 
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Z recentnŊ ģij²c²ch druhŢ n§m pohled do nejstarġ²ho obdob² vzniku a vĨvoje protil§tek 

poskytuj² paryby, jejichģ prvn² z§stupci se na Zemi objevili pŚed asi 500 miliony let. Paryby 

jsou vybaveny tŚemi z§kladn²mi typy tŊģkĨch ŚetŊzcŢ pro imunoglobuliny IgM, IgW a IgNAR, 

a 4 typy lehkĨch ŚetŊzcŢ ï ə, ɚ, ů, ů-cart (cart z angl. cartilaginous, chrupavļit® ryby, t®ģ 

oznaļov§n jako ů-2) (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014). V literatuŚe jsou 

dokumentov§ny i dalġ² typy imunoglobulinŢ jako IgNARC, IgX, IgR, IgD, jedn§ se ale vģdy o 

druhov® varianty IgW, coģ je ortolog savļ²ho IgD (Li, Dooley et al. 2012, Smith, Crouch et al. 

2012, Pettinello a Dooley 2014).  

IgM je nejhojnŊjġ²m imunoglobulinem u paryb, tvoŚ² asi polovinu vġech protil§tek 

v s®ru. Vyskytuje se ve dvou stechiometrickĨch form§ch, pentamern² (pIgM) a monomern² 

(mIgM), kter® od sebe nejsou vz§jemnŊ odvozeny (Pettinello a Dooley 2014). PŚedpokl§d§ se, 

ģe nejsou dŢsledkem pŚesmyku, ale produktem odliġn® populace B lymfocytŢ (Hofmann, Greter 

et al. 2010); mIgM je vĨhradn²m membr§novĨm IgM exprimovanĨm na povrchu B lymfocytŢ 

(Parra, Takizawa et al. 2013). IgW, kterĨ je ortologem savļ²ho IgD, mŢģe vytv§Śet dvŊ 

membr§nov® a aģ sedm sekreļn²m forem (Pettinello a Dooley 2014). PŚestoģe o jeho roli 

v imunitn²m syst®mu paryb nem§me mnoho poznatkŢ (Parra, Takizawa et al. 2013), na z§kladŊ 

jeho vysok® transkripce ve tk§ni org§nŢ prim§rn² a sekund§rn² lymfopo®zy (LeydigŢv org§n, 

epigon§ln² org§n, ģ§bry, brzl²k) lze usuzovat, ģe se mŢģe jednat o protein pod²lej²c² se na rozvoji 

slizniļn² imunity (Pettinello a Dooley 2014). Koexprese IgM a IgW na povrchu jednoho B 

lymfocytu nebyla dokumentov§na (Parra, Takizawa et al. 2013). U paryb se vyvinul i zcela 

unik§tn² imunoglobulin IgNAR (NAR ï z angl. New Antigen Receptor) (Pettinello a Dooley 

2014). Homodimern² IgNAR neobsahuje lehkĨ ŚetŊzec IgL, ale je tvoŚen dvŊma tŊģkĨmi ŚetŊzci 

IgH, kter® jsou vz§jemnŊ propojeny disulfidickĨmi mŢstky (Hofmann, Greter et al. 2010, Parra, 

Takizawa et al. 2013). Je moģn®, ģe se jedn§ o funkļn² analog savļ²ho IgG (Pettinello a Dooley 

2014). U klastrovŊ k·dovanĨch imunoglobulinŢ nemŢģe doch§zet k izotypov®mu pŚesmyku, 

pŚesto byl podobnĨ mechanismus u paryb pops§n (Rumfelt, McKinney et al. 2002, Smith, 

Crouch et al. 2012, Pettinello a Dooley 2014). I pŚes vysokou rozmanitost imunoglobulinovĨch 

tŚ²d je l§tkov§ odpovŊŅ paryb ve srovn§n² s ostatn²mi obratlovci pomalejġ² (Parra, Takizawa et 

al. 2013). 

U kostnatĨch ryb byly pops§ny tŚi typy translokonovŊ k·dovanĨch tŊģkĨch ŚetŊzcŢ pro 

imunoglobuliny IgM, IgD a IgT/Z (T ï z angl. trout, pstruh; Z - z angl. zebra fish, danio), a, 

podobnŊ jako u paryb, 4 typy klastrovŊ k·dovanĨch lehkĨch ŚetŊzcŢ ə, ɚ, ů, ů-cart (Du Pasquier 
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1992, Anderson, Pant et al. 2004, Litman, Cannon et al. 2005, Rombout, Huttenhuis et al. 2005, 

Hofmann, Greter et al. 2010, Chen a Cerutti 2011, Uribe, Folch et al. 2011, Parra, Takizawa et 

al. 2013, Pettinello a Dooley 2014). IgM, kterĨ je nejhojnŊjġ²m imunoglobulinem v s®ru, je 

hlavn²m hr§ļem v rozvoji syst®mov®, ale i slizniļn² imunity v oblasti stŚeva a kŢģe (Parra, 

Rieger et al. 2012); sIgD je secernov§n jako monomer, a podobnŊ jako je tomu u savcŢ, mŢģe 

bĨt na povrchu B lymfocytu koexprimov§n spoleļnŊ s IgM (Parra, Takizawa et al. 2013, 

Pettinello a Dooley 2014). V perifern² krvi ryb, jmenovitŊ u sumeļka teļkovan®ho (Ictalurus 

punctatus), byly identifikov§ny populace malĨch agranul§rn²ch IgM+IgD+ B lymfocytŢ, 

vŊtġ²ch IgM-IgD+ B lymfocytŢ s plasmablastovou morfologi² (Edholm, Bengten et al. 2010) a 

u pstruha duhov®ho (Oncorhynchus mykiss) IgM+IgD- B lymfocyty kter® reguluj² povrchovou 

expresi IgD po antigenn² selekci (Pettinello a Dooley 2014). DruhovŊ specifick® IgT /IgZ jsou 

protil§tky, jejich funkce nen² plnŊ pochopena, ale bylo prok§z§no, ģe se v organismu chovaj² 

jako protil§tky slizniļn² imunity ï ve sliznici stŚeva se pŚichyt§vaj² na povrch bakteri² (Zhang, 

Salinas et al. 2010). SouļasnŊ byl pops§n i vĨskyt IgT/Z+ B lymfocytŢ v kŢģi nŊkterĨch druhŢ 

ryb, coģ potvrzuje jejich moģnou roli v rozvoji slizniļn² imunity (Zhang, Salinas et al. 2010, 

Salinas, Zhang et al. 2011). FunkļnŊ se IgT/Z podob§ savļ²mu IgA, avġak k jejich vĨvoji doġlo 

zŚejmŊ nez§visle konvergentn² evoluc² (Zhang, Salinas et al. 2010). 

Obojģiveln²ci, u nichģ jsou imunoglobuliny k·dov§ny pouze translokonovŊ 

uspoŚ§danĨmi segmenty, jsou prvn² taxonomickou skupinou, u kter® standardnŊ doch§z² 

k izotypov®mu pŚesmyku (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo, 

Scalvenzi et al. 2015). K vĨznamn® promŊnŊ humor§ln² imunity doch§z² bŊhem metamorf·zy, 

kdy larv§ln² stadium obojģiveln²kŢ m§ l§tkovou imunitu potlaļenou a hlavn² imunitn² odpovŊŅ 

je zajiġtŊna mechanismy vrozen® imunity, po pŚechodu do dospŊl®ho stadia vĨvoje se vĨznam 

l§tkov® imunitn² odpovŊdi posiluje. 

Reperto§r, kterĨ tvoŚ² z§klad pro tvorbu protil§tek u obojģiveln²kŢ, sest§v§ z pŊti 

variant tŊģk®ho ŚetŊzce pro imunoglobuliny IgM, IgY, IgX, IgD a IgF a tŚ² forem pro tvorbu 

ŚetŊzce lehk®ho ï ə, ɚ a ů (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo, 

Scalvenzi et al. 2015). PodobnŊ jako u vġech ostatn²ch obratlovcŢ je nejļastŊjġ² protil§tkou IgM, 

u obojģiveln²kŢ hexamern² (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo, 

Scalvenzi et al. 2015). PŚed deseti lety byl u dr§patky (Xenopus tropicalis) objeven IgD, jehoģ 

funkce je zat²m nejasn§, ale tento imunoglobulin se velmi ļasto vyskytuje na maturovanĨch 

IgM+ B lymfocytech, a s ohledem na strukturu genu pro IgD a jeho pozici v genomu, kdy gen 
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pro IgD nal®h§ na 3Ëkonci pŚ²mo na gen k·duj²c² IgM, se zŚejmŊ jedn§ o homolog savļ²ho IgD 

(Pettinello a Dooley 2014). U z§stupcŢ ocasatĨch obojģiveln²kŢ byla pops§na dlouh§ forma 

IgD, kterĨ se velmi podob§ IgD u pt§kŢ a plazŢ, tento dlouhĨ IgD by mohl bĨt dokladem 

spoleļn®ho pŢvodu IgD u savcŢ a plazŢ (Estevez, Garet et al. 2016) 

Spolu s IgD byl u dr§patek pops§n druhovŊ specifickĨ IgF, kterĨ nen² analogem 

ģ§dn®ho savļ²ho imunologinu, ale bŊhem experimentŢ se prok§zalo, ģe nejvyġġ² koncentrace 

IgF i IgD je dokumentov§na ve slezinŊ tŊchto ģab (Colombo, Scalvenzi et al. 2015). Dalġ² 

druhovŊ specifick® analogy IgD produkovan® zejm®na bŊhem larv§ln²ho stadia jsou s postupem 

pozn§n² popisov§ny i u dalġ²ch druhŢ ï IgP u Pleurodeles Waltl. V roce 1985 byl v s®ru u 

dr§patky pops§n novĨ polymer, kterĨ byl sloģen z nŊkolika podjednotek vz§jemnŊ propojenĨch 

disulfidickĨmi mŢstky. Tento multimern² polymer byl oznaļen jako IgX, a bude zŚejmŊ 

ortologem savļ²ho slizniļn²ho IgA (Hsu, Flajnik et al. 1985). Tento pŚedpoklad vych§z² 

z pozorov§n² bunŊļnĨch kultur odvozenĨch z bunŊk sleziny a stŚevn² muk·zy, ve kterĨch 

doch§z² vģdy k sekreci IgX (Hsu, Flajnik et al. 1985). 

PŚestoģe B lymfocyty obojģiveln²kŢ neprodukuj² IgG, podobnŊ jako B lymfocyty 

pt§kŢ a plazŢ secernuj² analogn² formu t®to protil§tky ï monomern², pravdŊpodobnŊ T-

dependentn² IgY (Du Pasquier, Robert et al. 2000, Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a 

Dooley 2014, Colombo, Scalvenzi et al. 2015). IgY se ve vysokĨch koncentrac²ch nach§z² ve 

tk§n² stŚeva, coģ by mohlo svŊdļit o jeho vĨznamu ve slizniļn² imunitŊ (Colombo, Scalvenzi et 

al. 2015). Est®vez, Garet et al. (2016) popsali u Nanorana parkeri dva typy IgY, o nŊmģ se jiģ 

dŚ²ve pŚedpokl§dalo, ģe by mohl bĨt spoleļnĨm fylogenetickĨm pŚedkem IgG a IgE (Pettinello 

a Dooley 2014). SouļasnŊ byla u obojģiveln²kŢ pops§na velice slab§ afinitn² maturace a AID 

mediovan§ somatick§ hypermutace, avġak zat²m pouze u ģab druhu Xenopus tropicalis (Parra, 

Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Est®vez, Garet et al. 2016). 

U plazŢ byly pops§ny ļtyŚi hlavn² tŚ²dy tŊģkĨch ŚetŊzcŢ IgM, IgD, IgY a IgA (IgA-

like) spolu se dvŊma typy lehkĨch ŚetŊzcŢ ə a ɚ. IgM je hlavn²m typem protil§tky v s®ru a 

souļasnŊ je dosud jedinĨm povrchovĨm imunoglobulinem popsanĨm u plazŢ, s nejvyġġ² 

koncentrac² namŊŚenou v perifern² krvi a slezinŊ (Pettinello a Dooley 2014). U recentn²ch druhŢ 

plazŢ byly pops§ny dva typy IgD, IgD a IgD2, pŚiļemģ druhĨ jmenovanĨ zŚejmŊ vznikl 

ļ§steļnou duplikac² genu pro IgD (Pettinello a Dooley 2014). PŚ²tomnost IgD2 byla prok§z§na 

zat²m pouze u nŊkterĨch druhŢ gekonŢ, ģelv a krokodĨlŢ (Parra, Rieger et al. 2012), u gekona 

byla jeho nejvyġġ² koncentrace zaznamen§na v j§trech, kloace a sliznici stŚeva, coģ by svŊdļilo 
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o moģn® funkci IgD2 jako slizniļn²ho imunoglobulinu. (Pettinello a Dooley 2014). Exprese IgD 

na povrchu B lymfocytŢ nebyla u plazŢ zat²m pops§na (Parra, Takizawa et al. 2013). Plaz² B 

lymfocyty tvoŚ² sekreļn² IgY, dosud byly pops§ny tŚi formy IgYA, IgYB a IgYC), o jehoģ 

funkci nen² zn§mo t®mŊŚ nic, zaj²mav® je, ģe jej matka pŚed§v§ embryu prostŚednictv²m 

ģloutkov®ho v§ļku (Parra, Takizawa et al. 2013), pŚiļemģ podobnĨ mechanismus pŚechodu 

protil§tek byl pops§n u ryb pro IgM a u paryb pro IgNAR. 

PŚi studi²ch protil§tkov® odpovŊdi pt§kŢ byly pops§ny tŚi skupiny imunoglobulinŢ 

IgM, IgA a IgY (IgG) homologn²ch k savļ²m typŢm. IgY je v literatuŚe zahrnov§n do skupiny 

IgG, kter® je i funkļnŊ podobnĨ, ale bliģġ² sekvenaļn² studie uk§zaly, ģe strukturnŊ se jedn§ o 

fylogeneticky samostatnou, savļ²mu IgG a IgE strukturnŊ podobnou molekulu (Mashoof, 

Criscitiello et al. 2016, Parra, Rieger et al. 2012). Analogicky jako u ostatn²ch skupin obratlovcŢ 

je hlavn²m imunoglobulinem prim§rn² odpovŊdi v s®ru IgM, jehoģ hladiny se pŚechodnŊ zvyġuj² 

v obdob² bezprostŚednŊ n§sleduj²c²m vystaven² organismu antigenu. Hlavn²m izotypem 

zachycenĨm v r§mci sekund§rn² odpovŊdi je IgY, kterĨ je tvoŚen dom®nami V1 a C1 ï C4. 

Monomern² forma IgY byla pops§na u kura dom§c²ho, u kachnovitĨch jsou zn§my dva typy 

IgY. IgY podobnĨ kurovitĨm, a zkr§cenĨ IgY (t®ģ oznaļovanĨ jako IgY(ȹFc)), kterĨ je 

sestaven z dom®ny V, C1 a C2. Tento zkr§cenĨ IgY byl pops§n pouze u vodn²ch pt§kŢ Ś§du 

vrubozubĨch (Anseriformes), a podobn§ forma IgY byla zdokumentov§na u nŊkterĨch typŢ 

ģelv (Magor et al. In Davison, Kaspers et al. 2011). NejhojnŊjġ² protil§tkou v ostatn²ch tŊln²ch 

tekutin§ch, pŚedevġ²m ve ģluļi, je IgA. Ptaļ² IgA mŢģe m²t podobu trimeru nebo tetrameru, a 

je tak vŊtġ² neģ dimern² IgA savcŢ (Magor et al. In Davison, Kaspers et al. 2011). Aģ do ned§vn® 

doby se pŚedpokl§dalo, ģe pt§ci nejsou vybaveni IgD. Han, Yuan et al. v roce 2016 publikovali 

pr§ci vŊnovanou sekvenļn² analĨze genomu pġtrosa dvouprst®ho (Struthio camelus), u nŊjģ byl 

pops§n funkļn² gen ŭ, kterĨ k·duje tŊģkĨ ŚetŊzec membr§nov®ho IgD sloģen®ho ze sedmi CH 

dom®n. Z§roveŔ prok§zali, ģe gen ŭ chyb² pouze u nŊkterĨch druhŢ pt§kŢ, paradoxnŊ u 

z§stupcŢ nejl®pe prob§danĨch skupin (Galliformes, Anseriformes). 

Vzhledem k pŚ²tomnosti pouze jednoho lehk®ho ŚetŊzce Ig ˂ je u pt§kŢ vĨznamnŊ 

omezen§ variabilita protil§tek produkovanĨch v r§mci VDJ rekombinace. Rozġ²Śen² 

protil§tkov®ho reperto§ru prob²h§ pomoc² mechanismu somatick® genov® konverze 

zprostŚedkovan® AID (Magor et al. In Davison, Kaspers et al. 2011).  

U vŊtġiny savcŢ se tvoŚ² imunoglobuliny pŊti tŚ²d: IgM, IgD, IgA, IgG a IgE. VĨjimku 

tvoŚ² kr§l²k dom§c², u nŊjģ nebyl dosud objeven IgD, zato disponuje bateri² 13 podtŚ²d IgA 
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(Schneiderman, Hanly et al. 1989), a vaļnatci. Odchylky v distribuci jednotlivĨch 

imunoglobulinovĨch typŢ se liġ² mezi BM a GALT savci v z§vislosti na preferenļn²m vyuģit² 

lehkĨch ŚetŊzcŢ ə a ɚ, pŚiļemģ plat², ģe GALT savci hojnŊji vyuģ²vaj² ŚetŊzec ɚ, u myġ², ļlovŊka 

a prasete pŚevaģuje vyuģit² ŚetŊzce ə. Hlavn² imunoglobulinovou tŚ²du pŚedstavuje IgM, kterĨ 

je zastoupen u vġech savcŢ jako protil§tka prim§rn² imunitn² odpovŊdi. MŢģe nabĨvat formu 

pentameru nebo hexameru. Mezdiruhov® rozd²ly nejsou markantn².  

Imunoglobulin D byl objeven relativnŊ pozdŊ ï pops§n byl v roce 1965 u myġ² a 

ļlovŊka, kr§tce na to i u dalġ²ch prim§tŢ (Rowe a Fahey 1965, Rowe a Fahey 1965), jeho 

mezidruhov§ diverzita je vysok§ (Rogers, Richardson et al. 2006). IgD na naivn²ch B 

lymfocytech funguje jako antigenn² receptor, na maturovanĨch B lymfocytech je koexprimov§n 

spolu s IgM, coģ je zpŢsobeno alternativn²m sestŚihem exonŢ ŚetŊzce ů a ɛ (Parra, Takizawa et 

al. 2013). KromŊ membr§nov® formy je zastoupen i v s®ru, ovġem ve velmi n²zkĨch 

koncentrac²ch. Po kontaktu s antigenem se preferenļnŊ exprimuje ŚetŊzec ɛ, zat²mco 

transkripce ů je potlaļena (Parra, Takizawa et al. 2013). EvoluļnŊ se jedn§ zŚejmŊ o velmi 

starou molekulu (byl pops§n u z§stupcŢ ryb) (Rogers, Richardson et al. 2006). Jeho funkļn² 

vlastnosti nejsou plnŊ pochopeny, zd§ se vġak, ģe vstupuje do procesu afinitn² maturace (u IgD 

deficientn²ch myġ² prob²h§ AM pomaleji) (Rogers, Richardson et al. 2006), z§roveŔ byla 

pops§na jeho role ve slizniļn² imunitŊ, kdy byla zaznamen§na schopnost IgD v§zat se na 

bakterie a jejich produkty a vyvol§n² proz§nŊtliv® odpovŊdi prostŚednictv²m komunikace 

s bazofily a ģ²rnĨmi buŔkami (Parra, Takizawa et al. 2013). 

V s®ru savcŢ je nejhojnŊji zastoupen IgG, mal§ monomern² molekula, kter§ velmi 

dobŚe prostupuje do extravaskul§rn²ho prostoru a z imunoglobulinŢ m§ nejdelġ² poloļas 

rozpadu. Z fylogenetickĨch studi² lze dovodit, ģe IgG je pŚ²buznĨ IgY. Jeho variabilita u 

jednotlivĨch prozkoumanĨch druhŢ je rozs§hl§. MŢģe nabĨvat mnoha aloforem, a tak u ļlovŊka 

ļi myġi je zastoupen ļtyŚmi hlavn²mi podtŚ²dami G1 ï G4, ale napŚ²klad u kon² bylo pops§no 

sedm podtŚ²d G1 ï G7, pŚiļemģ jejich efektorov® funkce nejsou shodn® (Butler 1997, Parra, 

Takizawa et al. 2013). Mezi hlavn² efektorov® funkce patŚ² schopnost aktivace klasick® cesty 

komplementu, neutralizace toxinŢ, vstupuje do rozvoje hypersenzitivn²ch reakc². Jeho velikost 

mu umoģŔuje snadnĨ pohyb mezi tk§nŊmi, proto je jedinĨm imunoglobulinem, kterĨ mŢģe 

prostupovat placentou a pŚech§zet z tŊla matky do tŊla plodu ï pops§no kromŊ ļlovŊka u myġi, 

koļky a psa (Butler 1997). SouļasnŊ je IgG protil§tkou, kter§ je nejhojnŊji zastoupena 

v pasivn²m transferu protil§tek z matky na potomka - v kolostru velkĨch savcŢ jako jsou konŊ, 
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kr§vy ļi prasata je IgG dominantn² protil§tkou, na rozd²l od ļlovŊka ļi myġi, u kterĨch 

v kolostru pŚevl§d§ IgA (Butler 1997, Parra, Takizawa et al. 2013).  

Hlavn² protil§tkou savļ² slizniļn² imunity je IgA (Woof a Kerr 2004). Z§roveŔ se 

nach§z² v relativnŊ vysokĨch koncentrac²ch v s®ru rŢznĨch druhŢ savcŢ, pŚiļemģ jeho 

efektorov® funkce jsou druhovŊ odliġn® (Woof a Kerr 2004). Jednotliv® druhy maj² rozd²ln® 

zastoupen² podtŚ²d, zat²mco u vŊtġiny savcŢ je pŚ²tomna pouze jedna podŚ²da IgA, u ļlovŊka a 

jemu podobnĨch velkĨch lidoopŢ s vĨjimkou orangutana jsou to dvŊ podtŚ²dy IgA1 a IgA2, a 

u kr§l²ka bylo pops§no podtŚ²d 13 (Schneiderman, Hanly et al. 1989). IgA se vyskytuje ve formŊ 

monomeru nebo dimeru, pŚiļemģ je zaj²mavŊ, ģe u vŊtġiny savcŢ je s®rov§ forma IgA dimern², 

pouze u ļlovŊka je monomern² (Woof a Kerr 2004). Soļ§st² sekreļn²ho IgA (sIgA) je u vġech 

savļ²ch druhŢ na dimern² IgA kovalentnŊ napojen§ sekreļn² komponenta. Hlavn² role sIgA je 

protiz§nŊtliv§, chr§n² slizniļn² povrchy pŚed infekc² vnŊjġ²mi i vnitŚn²mi patogeny (Parra, 

Takizawa et al. 2013). VĨznamnou roli m§ pasivn² transfer IgA z matky na potomka u prim§tŢ 

a hlodavcŢ, u nichģ je IgA hlavn² protil§tkou zastoupenou v kolostru. PŚestoģe u velkĨch savcŢ 

jako je prase a kŢŔ je hlavn² protil§tkou v kolostru IgG, v ml®ce dominuje IgA (Butler 1997).  

Posledn²m typem protil§tky, kterĨ se nach§z² vĨluļnŊ u savcŢ, je IgE, kterĨ byl pops§n 

na konci 60. let 20. stol (Johansson 2011, Johansson 2016). StrukturnŊ se jedn§ o protil§tku 

podobnou plaz²mu a ptaļ²mu IgY (Mashoof, Criscitiello et al. 2016), jej²ģ hlavn² funkce spoļ²v§ 

v aktivaci bazofilŢ a ģ²rnĨch bunŊk (v§ģe se na F RʁI) (Parra, Takizawa et al. 2013). Podle 

nŊkterĨch teori² je prim§rn² protil§tkou v odpovŊdi proti parazit§rn²m infekc²m organismu 

(Johansson 2011, Parra, Takizawa et al. 2013). Mezi IgY a IgE existuje i urļit§ funkļn² 

podobnost, neboŠ IgY mŢģe podobnŊ jako IgE vyvolat anafylaktickou reakci organismu 

(Ballantyne 2008, Noli, Foster et al. 2013). Vzhledem k tomu, ģe IgE je schopnĨ detekovat a 

reagovat na pŚ²tomnost minim§ln²ho mnoģstv² antigenn²ho proteinu, lze podtrhnout jeho roli 

jako sentinelu, kterĨ spust² prvotn² imunitn² alarm vedouc² k n§stupu imunitn² odpovŊdi 

zprostŚedkovan® dalġ²mi protil§tky a specializovanĨmi buŔkami (Johansson 2011). I s ohledem 

na to, ģe masivn² imunitn² odpovŊŅ zprostŚedkovan§ IgE mŢģe v®st aģ k destrukci organismu 

(napŚ. vyvol§n²m anafylaktick®ho ġoku), jev² se jako moģn§ teorie, ģe k funkļn²mu oddŊlen² 

IgE od IgY a IgG doġlo z protektivn²ch dŢvodŢ (Mashoof, Criscitiello et al. 2016, Parra, 

Takizawa et al. 2013, Johansson 2016). 
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hōǊłȊŜƪ 2 tǌŜƘƭŜŘ ŦȅƭƻƎŜƴŜȊŜ ǎƭƻȌŜƪ ŀŘŀǇǘƛǾƴƝƘƻ ƛƳǳƴƛǘƴƝƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳ ǳ ƻōǊŀǘƭƻǾŎǻΦ D![¢ ς ǎǘǌŜǾƴƝ ǎƭƛȊƴƛőƴƝ ƛƳǳƴƛǘƴƝ ǎȅǎǘŞƳΤ 
AID ς ŀƪǘƛǾŀŎƝ ƛƴŘǳƪƻǾŀƴł ŎȅǘƛŘƛƴ ŘŜŀƳƛƴłȊŀΤ w!D ς ǊŜƪƻƳōƛƴŀŎƛ ŀƪǘƛǾǳƧƝŎƝ ƎŜƴΤ [ww ς ƴŀ ƭŜǳŎƛƴ ōƻƘŀǘŞ ǊŜǇŜǘƛŎŜΤ ¢/w ς T 
ōǳƴŠőƴȇ ǊŜŎŜǇǘƻǊΤ aI/ ς ƘƭŀǾƴƝ ƘƛǎǘƻƪƻƳǇŀǘƛōƛƭƴƝ ƪƻƳǇƭŜȄΤ ±[w ς ǾŀǊƛŀōƛƭƴƝ ƭȅƳŦƻŎȅǘƻǾȇ ǊŜŎŜǇǘƻǊΤ /{w ς ƛȊƻǘȅǇƻǾȇ ǇǌŜǎƳȅƪΤ 
GC ς ȊłǊƻŘŜőƴŞ ŎŜƴǘǊǳƳΤ t![{ ς ǇŜǊƛŀǊǘŜǊƛƻƭłǊƴƝ ǇƻŎƘǾŀΤ t9[{ ς ǇŜǊƛŜƭƛǇǎƻƛŘłƭƴƝ ǇƻŎƘǾŀΤ !-L ς A-[ƛƪŜ LƎΦ tǊƻ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝ ǇǌŜƘƭŜŘǳ 
bȅƭȅ ǇƻǳȌƛǘȅ ƴłǎƭŜŘǳƧƝŎƝ ǇǊłŎŜ !Ǝƛǳǎ ŀ wƻōŜǊǘǎ όнллоύΣ .ƻŜƘƳ ŀ .ƭŜǳƭ όнллтύΣtŀǳƭ όнллуύΣ IƻŦƳŀƴΣ DǊŜǘŜǊ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмлύ tŀǊǊŀΣ 
wƛŜƎŜǊ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмнύΣtŀǊǊŀΣ ¢ŀƪƛȊŀǿŀ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмоύΣ tŜǘǘƛƴŜƭƭƻ ŀ 5ƻƻƭŜȅ όнлмпύΦ hōǊłȊƪȅ Ǿ ǊłƳŎƛ ƭƛŎŜƴŎŜ /ǊŜŀǘƛǾŜ /ƻƳƳƻƴǎ 
ȊƝǎƪłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ǎƭǳȌōȅ .ƛƴƎΦ
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4.3 Ontogeneze B lymfocytŢ u ļlovŊka 

B lymfocyty se objevuj² bŊhem ranĨch f§z² embryon§ln²ho vĨvoje a jejich tvorba se 

udrģuje v prŢbŊhu cel®ho ģivota jedince. Proces lymfopo®zy lze rozdŊlit z ontogenetick®ho 

hlediska na embryon§ln² lymfopo®zu, fet§ln² lymfopo®zu a postnat§ln² lymfopo®zu. Ļasn§ 

lymfopo®za je multifok§ln², prim§rn²m m²stem embryon§ln²ho vĨvoje B lymfocytŢ je 

ģloutkovĨ v§ļek, odkud se lymfopo®za postupnŊ pŚesouv§ do jinĨch org§nŢ. BŊhem fet§ln²ho 

vĨvoje se prim§rn²m lymfoidn²m org§nem st§vaj² fet§ln² j§tra, (pre-B lymfocyty jsou pŚ²tomny 

od 7. aģ 8. gestaļn²ho tĨdne), fet§ln² omentum (pre-B lymfocyty posp§ny kolem 10. gestaļn²ho 

tĨdne), od 20. tĨdne se prekurzory B lymfocytŢ a nezral® lymfocyty objevuj² ve slezinŊ, 

paraaort§ln²ch uzlin§ch, ledvinŊ, pl²c²ch a kostn² dŚeni (LeBien 2000, LeBien a Tedder 2008, 

Naradikian, Scholz et al. 2014). Ve druh® polovinŊ gestace se lymfopoetick§ aktivita jater a 

sleziny utlumuje, a hlavn²m lymfoidn²m org§nem se st§v§ kostn² dŚeŔ. 

VĨvoj vlastn²ch B lymfocytŢ lze rozdŊlit do dvou vz§jemnŊ navazuj²c²ch f§z². 

Prim§rn² obdob² vĨvoje, kter® je nez§visl® na pŚ²tomnosti antigenu, bŊhem nŊhoģ doch§z² 

k tvorbŊ nezral®ho (naivn²ho) B lymfocytu. Podle anatomick® lokalizace v prim§rn²ch 

lymfoidn²ch org§nech ï fet§ln²ch j§trech ļi v kostn² dŚeni ï se toto obdob² t®ģ nazĨv§ centr§ln². 

V momentŊ, kdy naivn² B lymfocyt opouġt² kostn² dŚeŔ a dost§v§ se do sekund§rn²ch 

lymfatickĨch org§nŢ, zejm®na sleziny, ve kterĨch se po kontaktu s antigenem dokonļuje proces 

maturace a diferenciace B lymfocytu, hovoŚ²me o perifern²m vĨvoji B lymfocytŢ. 

4.3.1 /ŜƴǘǊłƭƴƝ ǾȇǾƻƧ 

Podle klasick®ho modelu lymfopo®zy, v nŊmģ se pracuje s konceptem striktnŊ 

oddŊlen®ho vĨvoje myeloidn² a lymfoidn² line bunŊk, jsou populace B lymfocytŢ 

prostŚednictv²m spoleļn®ho lymfoidn²ho pŚedka (CLP, z angl. common lymphoid progenitor) 

odvozeny od hematopoetickĨch kmenovĨch bunŊk (HSC, z angl. hematopoietic stem cell), viz 

Obr§zek 3 na stranŊ 26. Podle tohoto modelu d§v§ CLP kromŊ B lymfocytŢ vzniknout i 

ostatn²m elementŢm imunitn²ho syst®mu ï T lymfocytŢm, NK buŔk§m a dendritickĨm buŔk§m 

(LeBien 2000, Adolfsson, Mansson et al. 2005). 
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hōǊłȊŜƪ 3 hōŜŎƴŠ ǇǌƛƧƝƳŀƴȇ ƳƻŘŜƭ ŎŜƴǘǊłƭƴƝ ƭȅƳŦƻǇƻŞȊȅ (Adolfsson, Mansson et al. 2005)Σ ǳǇǊŀǾŜƴƻΤ ǾȅǎǾŠǘƭƛǾƪȅΥ I{/Υ 
hŜƳŀǘƻǇƻƛŜǘƛŎ ǎǘŜƳ ŎŜƭƭΣ ƘŜƳŀǘƻǇƻŜǘƛŎƪł ƪƳŜƴƻǾł ōǳƶƪŀ; HSC-LT: long term hematopoietic stem cell, ŘƭƻǳƘƻŘƻōł 
ƘŜƳŀǘƻǇƻƛŜǘƛŎƪł ƪƳŜƴƻǾł ōǳƶƪŀ; HSC-ST short term hematopoietic stem cell - ƪǊłǘƪƻŘƻōł ƘŜƳŀǘƻǇƻƛŜǘƛŎƪł ƪƳŜƴƻǾł ōǳƶƪŀ; 
MPP: myeloid pluripotent progenitor - ǇƭǳǊƛǇƻǘŜƴǘƴƝ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊ ƳȅŜƭƻƛŘƴƝ ƭƛƴƛŜΤ /atΥ ŎƻƳƳƻƴ ƳȅŜƭƻƛŘ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊ ς ǎǇƻƭŜőƴȇ 
ƳȅŜƭƻƛŘƴƝ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊΤ MEP: megakaryocyteςŜǊȅǘƘǊƻƛŘ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊ ŎŜƭƭΣ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊƻǾł ōǳƶƪȅ ƳŜƎŀƪŀǊȅƻŎȅǘǻ ŀ ŜǊȅǘǊƻŎȅǘǻΤ 
GMP: granulocyte-macrophage progenitor, progenitoǊƻǾł ōǳƶƪŀ ƎǊŀƴǳƭƻŎȅǘǻ ŀ ƳŀƪǊƻŦłƎǻΤ /[tΥ ŎƻƳƳƻƴ ƭȅƳǇƘƻƛŘ 
ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊΣ ǎǇƻƭŜőƴȇ ƭȅƳŦƻƛŘƴƝ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊΤ T: T lymfocyt; B: B lymfocyt; Pro-.Υ tǊƻƎŜƴƛǘƻǊƻǾȇ . ƭȅƳŦƻŎȅǘΤ tǊŜ-.Υ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾȇ 
B lymfocyt; IM-.Υ ƴŜƳŀǘǳǊƻǾŀƴȇ . ƭȅƳŦƻŎȅǘ 

S postupuj²c²m pozn§n²m se podaŚilo prok§zat, ģe B lymfocyt§rn² populace u ļlovŊka, 

podobnŊ jako u myġi, nen² homogenn². FunkļnŊ i ontogeneticky lze odliġit dvŊ samostatn® linie 

B lymfocytŢ, B1 (asi 5 % vġech B lymfocytŢ) a B2 lymfocyty. Tyto populace lymfocytŢ zŚejmŊ 

vznikaj² z odliġnĨch progenitorŢ a jejich tvorba prob²h§ ve vln§ch (Montecino-Rodriguez a 

Dorshkind 2012). PŚestoģe prvn² informace o tom, ģe vedle linie konvenļn²ch lymfocytŢ 

(oznaļovanĨch B2) existuje i CD5+ subpopulace B lymfocytŢ (oznaļovanĨch jako B1), byly 

publikov§ny v roce 1980 (Wang, Good et al. 1980), na potvrzen² jejich pŚ²tomnosti u ļlovŊka 

se ļekalo v²ce neģ 30 let.  

Prvn² dŢkazy publikovali Griffin, Holodick et al. (2011), kteŚ² ve vzorc²ch izolovanĨch 

z pupeļn²kov® krve novorozencŢ a z perifern² krve dospŊlĨch popsali zcela samostatnou 

populaci B1 lymfocytŢ s imunofenotypem CD20+CD27+CD43+CD70.  

4.3.1.1 B1 a B2 lymfocyty 

 Pokud bychom struļnŊ charakterizovali B1 B lymfocyty, pak se jedn§ o minoritn² 

populaci CD5+/- bunŊk, kter® vznikaj² v kostn² dŚeni a osidluj² peritone§ln² a pleur§ln² dutinu 

vyv²jej²c²ho se plodu. V z§vislosti na m²Śe exprese molekuly CD5 se rozliġuj² dvŊ subpopulace 

ï B1a (CD5+) a B1b (CD5-) populace. Jejich tvorba z kostn² dŚenŊ je zŚejmŊ zachov§na i 

postnat§lnŊ (Hardy, Li et al. 2000, Carsetti, Rosado et al. 2004, Hardy 2006, Tung, Mrazek et 
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al. 2006, Baumgarth 2011, Yoshimoto, Montecino-Rodriguez et al. 2011, Montecino-

Rodriguez a Dorshkind 2012, Parra, Rieger et al. 2012). PŚedpokl§d§ se, ģe hlavn²m zdrojem 

postnat§ln² tvorby B1 lymfocytŢ je jejich sebeobnova ve vhodn®m prostŚed² sleziny. B1 

lymfocyty se zŚejmŊ nepod²lej² na vzniku imunitn² pamŊti, ned§vaj² vzniknout pamŊŠovĨm 

buŔk§m (Kantor a Herzenberg 1993, Allman a Pillai 2008, Naradikian, Scholz et al. 2014). 

BŊhem somatick® hypermutace se u nich objevuje minim§ln² mnoģstv² nukleotidovĨch 

substituc². Hlavn²m produkovanĨm izotypem s vysokou m²rou spont§nn² produkce je pŚirozenĨ 

(polyreaktivn²) IgM. B1 lymfocyty jsou nez§visl® na T-bunŊļn® pomoci (Hardy 2006, Tung, 

Mrazek et al. 2006). Antigenn² receptory B1 lymfocytŢ jsou schopny rozezn§vat sacharidy, 

lipidy a lipoproteiny, pŚedpokl§d§ se jejich pod²l na adaptivn²ch reakc²ch. Mezi vĨznamn® 

vlastnosti B1 lymfocytŢ patŚ² schopnost fagocyt·zy a mikrobicidn² aktivita (Parra, Rieger et al. 

2012). Sledovan® subpopulace B1 lymfocytŢ byly schopn® efektivnŊ prezentovat antigeny 

poch§zej²c² z fagocytovanĨch bakteri§ln²ch ļ§stic CD4- T lymfocytŢm. Tyto vrozen® 

schopnosti B1 lymfocytŢ svŊdļ² o jejich funkļn², vĨvojov® a evoluļn² bl²zkosti s makrof§gy 

(Parra, Rieger et al. 2012), a z§roveŔ dokl§daj² skuteļnost, ģe hranice mezi vrozenou a adaptivn² 

imunitou nen² ostr§, ale pŚedstavuje plynulĨ pŚechod (Kvell, Cooper et al. 2007). B1 B 

lymfocyty jsou schopn® spont§nn² sekrece IgM, proch§zej² minim§ln²m mnoģstv²m 

somatickĨch hypermutaci a maj² velice omezenĨ reperto§r protil§tek, kterĨ smŊŚuje proti velice 

¼zk®mu spektru antigenŢ (Griffin, Holodick et al. 2011). 

Oproti tomu konvenļn² B2 lymfocyty, kter® pŚedstavuj² hlavn² zdrojovou populaci B 

lymfocytŢ, jsou ve vyġġ² m²Śe produkov§ny aģ postnat§lnŊ. Vznikaj² novotvorbou z prekurzorŢ 

odvozenĨch od HSC v kostn² dŚeni, pŚiļemģ k jejich dozr§v§n² doch§z² v periferii, 

v sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nech, jakĨmi jsou napŚ. slezina a lymfatick® uzliny. Na rozd²l 

od B1 lymfocytŢ je spont§nn² tvorba protil§tek velmi omezen§, dominantn²m izotypem je IgG. 

Pro B2 lymfocyty je typick§ variabilita V regionu a rozs§hl® N-regiony ve VDJ spoj²ch genu 

pro imunoglobulin.  

4.3.1.2 VĨvojov§ stadia B lymfocytu v prim§rn²ch lymfatickĨch org§nech 

Nomenklatura jednotlivĨch vĨvojovĨch stupŔŢ bŊhem centr§ln²ho vĨvoje nen² 

jednotn§, a u jednotlivĨch autorŢ prac² se liġ². V dalġ²m textu jsou pouģity term²ny z§kladn²ch 

vĨvojovĨch obdob², tedy progenitorovĨ B lymfocyt (Pro-B lymfocyt), prekurzorovĨ B 

lymfocyt (Pre-B lymfocyt) a nezralĨ B lymfocyt. Kl²ļovĨmi dŊji, kter® prob²haj² na centr§ln² 
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¼rovni vĨvoje B lymfocytu, patŚ² V(D)J rekombinace a tvorba funkļn²ho B bunŊļn®ho 

receptoru (BCR, B-cell receptor).  

4.3.1.2.1 V(D)J rekombinace 

Imunoglobuliny vġech tŚ²d jsou sloģeny ze dvou typŢ ŚetŊzcŢ. Lehk®ho ŚetŊzce IgL a 

tŊģk®ho ŚetŊzce IgH. TŊģkĨ ŚetŊzec imunoglobulinu je k·dov§n komplexem genŢ, kter® se 

nach§zej² v lokusu na dlouh®m ram®nku chromozomu 14. V tomto lokusu mŢģeme rozliġit 

poļetn® oblasti, kter® k·duj² V-¼sek (variabiln² ¼sek, z angl. variable segment), D-¼sek (z angl. 

diversity segment) a J-¼sek (spojovac², z angl. joining segment) a C- ¼sek (konstatn² oblast, 

z angl. constant region) tŊģk®ho ŚetŊzce (stavba lehk®ho ŚetŊzce je podobn§, chyb² jim vġak D-

¼sek) (Janeway 2001, HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). 

V(D)J rekombinace je mechanismus, pŚi kter®m doch§z² k n§hodn®mu pŚeskupen² 

genovĨch segmentŢ a vytvoŚen² funkļn²ch genŢ k·duj²c²ch proteiny nezbytĨch pro spr§vn® 

fungov§n² imunitn²ho syst®mu. Na podkladŊ V(D)J rekombinace vznik§ rozs§hl® mnoģstv² 

jedineļnĨch molekul, kter® realizuj² imunitn² odpovŊŅ proti alogenn²m i autogenn²m 

antigenŢm (Janeway 2001, HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). 

V prŢbŊhu V(D)J rekombinace doch§z² k vystŚiģen² rozs§hlĨch, nadbyteļnĨch V, D a 

J ¼sekŢ tak, aby ve fin§ln² f§zi pro spr§vnou funkci genu zŢstal zachov§n vģdy od kaģd®ho 

pr§vŊ jeden. Rekombinace subgenovĨch ¼sekŢ V, D a J je Ś²zen§ mnoha enzymy, kl²ļovĨmi 

hr§ļi jsou enzymy RAG1 a RAG2 rozpozn§vaj²c² tzv. RSS oblast (rekombinaļn² sign§ln² 

sekvence, z angl. recombination 

signaling sequence) a termin§ln² 

deoxynukleotidyltransfer§za 

(TdT). RSS sekvence nal®haj² 

na genov® ¼seky, kter® se 

mohou rekombinovat. Jsou 

tvoŚeny evoluļnŊ 

konzervativn²mi, na AT 

bohatĨmi heptamery a 

nonamery (Janeway 2001, 

HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 

2013). 

hōǊłȊŜƪ 4 {ŎƘŜƳŀǘƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ±5W ǊŜƪƻƳōƛƴŀŎŜ ǇƻŘƭŜ Janeway (2001) 
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V prŢbŊhu rekombinace dojde na obou chromozomech za ¼ļasti enzymov®ho 

komplexu RAG1 a RAG2 k rozġtŊpen² vl§kna DNA v m²stŊ tzv. spaceru oblasti RSS, 

k vytvoŚen² sign§lu a vystŚiģen² oblasti DNA leģ²c² mezi spojovanĨmi RSS oblastmi. VytvoŚen² 

funkļn²ho VDJ produktu na jednom chromozomu vede k alelick® exkluzi, tedy zastaven² VDJ 

rekombinace, na druh®m homologn²m chromozomu, viz Obr§zek 4, na stranŊ 28 (Janeway 

2001, HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). 

4.3.1.2.2 . ōǳƴŠőƴȇ ǊŜŎŜǇǘƻǊ ό./wύ 

B bunŊļnĨ receptor (BCR, z angl. B-cell 

receptor), kterĨ najdeme na povrchu B lymfocytŢ, je 

tvoŚen komplexem transmembr§novĨch proteinŢ. Tento 

transmembr§novĨ komplex je sloģen ze dvou odd²lŢ, 

vlastn²ho membr§nov®ho imunoglobulinu a 

asociovanĨch signalizaļn²ch molekul. Prvn² odd²l BCR 

tvoŚ² v membr§nŊ v§zanĨ imunoglobulin, jehoģ 

izotypov§ tŚ²da z§leģ² na stupni maturace B lymfocytu. 

FunkļnŊ se neliġ² od sekreļn²ch protil§tek, odliġn§ je 

jeho struktura ï na rozd²l od sekreļn²ch imunoglobulinŢ 

obsahuje kromŊ dvou H ŚetŊzcŢ a dvou L ŚetŊzcŢ tak® 

integr§ln² membr§novou dom®nu. DruhĨ odd²l BCR tvoŚ² molekula CD79, heterodimer dvou 

transmembr§novĨch proteinŢ CD79a a CD79b, viz Obr§zek 5.  

4.3.1.3 Progenitorov® B lymfocyty 

V obecnŊ pŚij²man®m modelu lymfopo®zy (viz Obr§zek 3 na stranŊ 26) jsou 

progenitory B lymfocytŢ odvozeny od CLP (z angl. common lymphoid progenitor). Na z§kladŊ 

exprese povrchovĨch molekul mŢģeme v tomto obdob² rozliġit dvŊ populace B lymfocytŢ. 

BŊhem obdob² prekurzoru progenitoru B lymfocytu (d§le jen Pre-Pro-B lymfocyt) jeġtŊ nedoġlo 

k iniciaci somatick® rekombinace tŊģk®ho ŚetŊzce imunoglobulinu. Pre-Pro-B lymfocyt na 

sv®m membr§nŊ nese skupinu typickĨch selektivn²ch povrchovĨch znakŢ, exprimuje molekulu 

CD34, CD10 (membr§novou metaloendopeptid§zu), CD43 (sialoforin), CD90 (povrchovĨ 

glykoprotein THY-1) a Ly6d (lokus D). Zat²m u nŊj nelze detekovat typickou molekulu CD19, 

CD20 ani CD25. Jsou jiģ pŚ²tomny hlavn² transkripļn² faktory E2A (transkripļn² faktor 3) a 

EBF (early B cell factor 1), cytokiny c-KIT (kit oncogene), a IL-7R (interleukin 7 receptor) 

hōǊłȊŜƪ 5 {ŎƘŞƳŀ ǎǘŀǾōȅ ./w 
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(LifeMap 2016). Mezi dalġ² proteiny, kter® jsou pŚ²tomny, ale nejsou selektivn²m 

indentifikaļn²m znakem, patŚ² CD135 (FMS-like tyrosin kin§za3), Gfi1 (growth factor 

independent 1), Ikzf1 (IKAROS family zinc finger 1), PU.1 (spleen focus forming virus proviral 

integration oncogene) a mnoh® dalġ² (LifeMap 2016).  

Pre-Pro B lymfocyty d§vaj² vzniknout ļasn®mu progenitoru B lymfocytu (ļasnĨ Pro-

B lymfocyt). V obdob² ļasn®ho Pro-B lymfocytu je zah§jena somatick§ rekombinace IgH 

pŚeskupen²m DH ï JH segmentŢ, na n²ģ plynule navazuje obdob² pozdn²ho Pro-B lymfocytu 

charakterizovan® spojen²m VH a pŚeskupen®ho DHJH. Na povrchu Pro-B lymfocytŢ se objevuje 

typick§ molekula CD19, kter§ vġak jeġtŊ nen² selekļn²m znakem. TŊmi naopak jsou molekuly 

CD34, CD43, CD93, CD10 (membr§nov§ metaloendopeptid§za), B220 (protein 

tyrosinfosfat§za) a intracelul§rn² TdT (DNA nukleotidylexotransfer§za) (LifeMap 2016). 

Exprimuj² se chemokiny a transkripļn² faktory jako u Pre-Pro-B lymfocytu, na sc®nu vġak 

vstupuj² geny pro enzymy RAG1 a RAG2, bez nichģ by nebylo lze zah§jit somatickou 

rekombinaci. 

4.3.1.4 Prekurzorov® B lymfocyty 

Pozdn² Pro-B lymfocyt, kterĨ proġel ¼spŊġnou pŚestavbou IgH, mus² proj²t prvn²m 

kontroln²m bodem. BŊhem prŢchodu prvn²m kontroln²m bodem jsou odfiltrov§ny pouze ty 

buŔky, u kterĨch doġlo k vytvoŚen² funkļn²ho VDJ produktu, ostatn² jsou nasmŊrov§ny 

k apopt·ze (Melchers 2015). Pro-B lymfocyt s funkļn²m tŊģkĨm ŚetŊzcem se st§v§ 

prekurzorovĨm B lymfocytem (Pre-B lymfocytem). Ten na sv®m povrchu exprimuje tzv. Pre-

BCR (z angl. pre-B-cell receptor), sloģenĨ z tŊģk®ho ŚetŊzce, n§hradn²ho lehk®ho ŚetŊzce a 

molekul CD79a a CD79b. N§hradn² lehkĨ ŚetŊzec (z angl. surrogate light chain) je tvoŚen 

proteiny k·dovanĨmi geny VpreB a 5˂ (Melchers, Karasuyama et al. 1993). Pre-B lymfocyty 

bŊhem sv®ho vĨvoje proch§zej² dvŊma vĨvojovĨmi f§zemi, obdob²m velk®ho Pre-B lymfocytu 

a obdob²m mal®ho Pre-B lymfocytu. Velk® Pre-B lymfocyty jsou ranŊjġ²m stupnŊm a jsou 

charakterizov§ny pŚ²tomnost² povrchov®ho pre-BCR a opakovanou proliferac². Selekļn²mi 

molekulami jsou CD10 a CD43, vyhas²n§ exprese molekuly CD34 (LifeMap 2016).  

Pot®, co u velk®ho Pre-B lymfocytu dojde k reaktivaci genu pro RAG1 a RAG2, dojde 

k zah§jen² rekombinace lehk®ho ŚetŊzce imunoglobulinu (IgL) a buŔka se st§v§ malĨm Pre-B 

lymfocytem. BŊhem tohoto pŚechodu projde buŔka druhĨm kontroln²m bodem, kdy je testov§na 

funkļnost Pre-BCR a z dalġ²ho vĨvoje jsou odstranŊny vġechny velk® Pre-B lymfocyty 
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s autoreaktivn²m Pre-BCR (Melchers, Karasuyama et al. 1993, Tsuneto, Kajikhina et al. 2014, 

Melchers 2015). 

MalĨ Pre-B lymfocyt je neproliferativn² vĨvojov® stadium charakterizovan® 

pŚeskupen²m VL ï JL segmentŢ lehk®ho ŚetŊzce imunoglobulinu (Melchers 2015). Tato 

rekombinace prob²h§ pouze jednokrokovŊ, neboŠ lehkĨ ŚetŊzec postr§d§ D-¼sek. Po ¼spŊġn® 

VL JL rekombinaci, bŊhem n²ģ je vytvoŚen funkļn² VL JL produkt, a alelick® exkluzi na 

homologn²m chromozomu, dojde k zah§jen² synt®zy lehk®ho ŚetŊzce. Tento je 

v endoplazmatick®m retikulu spojen s tŊģkĨm ŚetŊzcem  ˃za vytvoŚen² membr§nov®ho IgM 

(Janeway 2001, HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). MalĨ Pro B-lymfocyt se dost§v§ do tŚet²ho 

kontroln²ho bodu, ve kter®m je testov§na funkļnost lehk®ho ŚetŊzce a autoreaktivita BCR.  

Autoreaktivn² buŔky mohou proj²t opravnĨm procesem v r§mci tzv. sekund§rn² 

editace a vytvoŚit potenci§lnŊ neautoreakitvn² BCR (Luning Prak, Monestier et al. 2011). Pokud 

tento opravnĨ mechanismus selģe, jsou podobnŊ jako buŔky s nefunkļn²m IgL autoreaktivn² 

Pre-B lymfocyty nasmŊrov§ny k apopt·ze (Melchers, Karasuyama et al. 1993, Melchers 2015). 

Mal® Pre-B lymfocyty nesou na sv® membr§nŊ selekļn² molekuly CD19, CD10, CD43 a B220 

(LifeMap 2016). Pre-B lymfocyty s funkļn²m BCR se st§vaj² nezralĨmi lymfocyty a jsou 

pŚipraveny opustit kostn² dŚeŔ a migrovat do sekund§rn²ch lymfatickĨch tk§n², kde po kontaktu 

s antigenem dojde k jejich termin§ln² diferenciaci. 

hōǊłȊŜƪ 6 tǌŜƘƭŜŘ ŘŠƧǻ ǇǊƻōƝƘŀƧƝŎƝŎƘ ōŠƘŜƳ ŎŜƴǘǊłƭƴƝƘƻ ǾȇǾƻƧŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǳΣ ǇǌŜǾȊŀǘƻ Ȋ IŜǿƛǘ όнлмнύΣ ŘƻǇƭƴŠƴƻ ǇƻŘƭŜ 
Melchers (2015); ch1 ς ƘƻƳƻƭƻƎƴƝ ŎƘǊƻƳƻȊƻƳ мΣ ŎƘн ς ƘƻƳƻƭƻƎƴƝ ŎƘǊƻƳƻȊƻƳ нΣ !D ς antigen. KB ς ƪƻƴǘǊƻƭƴƝ ōƻŘ 
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DŊje prob²haj²c² bŊhem centr§ln² f§ze vĨvoje B lymfocytu souhrnnŊ zn§zorŔuje 

Obr§zek 6, na stranŊ 31. 

4.3.2 tŜǊƛŦŜǊƴƝ ǾȇǾƻƧ 

Perifern² lymfopo®za je obdob²m, kdy nematurovan§ stadia B lymfocytŢ opouġtŊj² 

prim§rn² lymfatickĨ org§n, kostn² dŚeŔ, a migruj² smŊrem k sekund§rn²m org§nŢm, kde se 

finalizuje jejich diferenciace. V r§mci perifern² lymfopo®zy mŢģeme rozliġit tŚi hlavn² vĨvojov® 

f§ze. Prvn² ran® obdob², kdy se B lymfocyt nach§z² v naivn²m nematurovan§m stadiu (stadium 

tranzientn²ho B lymfocytu), intermedi§rn², kdy hovoŚ²me o naivn²ch maturovanĨch 

lymfocytech (B lymfocyty margin§ln² z·ny, folikul§rn² lymfocyty a B1 B lymfocyty), a 

termin§ln² stadium, kdy B lymfocyt po aktivaci antigenem z²sk§v§ efektorov® funkce a 

dokonļuje proces sv® difereneciace (pamŊŠov® B lymfocyty, plazmatick® buŔky). 

4.3.2.1 Nematurovan® B lymfocyty 

4.3.2.1.1 TǊŀƴȊƛŜƴǘƴƝ . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ 

Tranzientn² lymfocyty pŚedstavuj² spojovac² ļl§nek mezi centr§ln²m vĨvojem B 

lymfocytŢ v kostn² dŚeni a perifern²m vĨvojem v sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nech. 

Z§kladn² definiļn² vlastnost² tranzientn²ch lymfocytŢ je migrace z prim§rn²ho lymfatick®ho 

org§nu do m²st sekund§rn² lymfopo®zy. Ukazuje se, ģe se jedn§ o vysoce heterogenn² skupinu 

migruj²c²ch bunŊk s vĨznamnĨmi fenotypovĨmi a funkļn²mi odliġnostmi (Chung, Silverman et 

al. 2003). Z celkov®ho objemu IgM+ B lymfocytŢ, kter® se dennŊ vytvoŚ² v kostn² dŚeni, projde 

kontroln²m bodem pŚi vĨstupu z kostn² dŚenŊ do periferie asi jen 10 %, a asi jen jedna tŚetina 

tŊchto bunŊk dozraje do maturovanĨch B lymfocytŢ (Chung, Silverman et al. 2003). Ostatn² 

buŔky jsou v dŢsledku napŚ. poruchy signalizace BCR nebo vysok® m²ry autoreaktivity 

nasmŊrov§ny k apopt·ze. PŚechod do maturovanĨch vĨvojovĨch stadi² bĨv§ oznaļov§n jako 

kontroln² bod negativn² selekce (Palanichamy, Barnard et al. 2009, Melchers 2015). 

Tranzientn² buŔky se u ļlovŊka vyskytuj² v kostn² dŚeni, perifern² krvi a ve slezinŊ 

(Palanichamy, Barnard et al. 2009). Loder, Mutschler et al. (1999) rozliġili na myġ²m modelu 

v z§vislosti na expresi povrchovĨch znakŢ IgM, IgD, CD21 a CD23 dvŊ samostatn® 

subpopulace tranzientn²ch lymfocytŢ: tranzientn² B lymfocyty typ 1 (d§le jen T1) 

s imunofenotypem IgMhighIgDlowCD21lowCD23low
 a tranzientn² B lymfocyty typ 2 (d§le jen T2) 

s imunofenotypem IgMhighIgDhighCD21highCD23int, pŚiļemģ vyh§zeli z pŚedpokladu, ģe T1 B 

lymfocyty jsou vĨvojovŊ ranŊjġ²m pŚedchŢdcem T2 B lymfocytŢ (doloģiteln® na m²Śe exprese 
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molekul IgD). Studie na ļlovŊku pŚinesly poznatky o vysok® m²Śe exprese povrchovĨch 

molekul CD24, CD38 a CD10 u tranzientn²ch B lymfocytŢ (Palanichamy, Barnard et al. 2009). 

PodobnŊ jako u myġ²ho modelu lze u ļlovŊka rozliġit populace T1 a T2 lymfocytŢ. Allman, 

Lindsley et al. (2001) se zamŊŚili na pŚ²tomnost vĨvojov®ho identifikaļn²ho znaku AA4 a 

variabiln² m²ru exprese molekuly IgM a CD23 a definovali tŚi populace tranzientn²ch 

lymfocytŢ, T1 B lymfocyty AA4+CD23-IgMhigh, T2 lymfocyty AA4+CD23+IgMhigh a T3 

lymfocyty AA4+CD23+IgM low. Populace T3 B lymfocytŢ vġak vykazovala vysokou m²ru 

anergie a jejich objev a vymezen² jako samostatn® populace tranzientn²ch bunŊk se nesetkal 

s kladnĨm pŚijet²m. 

Palanichamy, Barnard et al. (2009) se zamŊŚili na populaci CD19+IgD+CD27- 

lymfocytŢ a m²ru exprese molekuly CD38 a CD24. Jejich studie byla opŚena o data z²skan§ 

z analĨzy perifern² krve pacientŢ po depleci CD20+ populace monoklon§ln² protil§tkou 

rituximabem. Ve sledovan®m vzorku rozliġili pŚi postupn® obnovŊ B lymfocyt§rn²ch populac² 

tŚi populace tranzientn²ch B lymfocytŢ, kter® jsou ve vz§jemn®m vĨvojov®m kontinuu s t²m, ģe 

pŚechod mezi populacemi je v gradientu T1 ï T2 ï T3. Tyto populace lze od naivn²ch 

maturovanĨch odliġit na z§kladŊ vysok® exprese molekuly IgM a n²zk® exprese molekuly CD2, 

s t²m, ģe doch§z² k upregulaci znakŢ typickĨch pro maturovan§ stadia a postupn® ztr§tŊ molekul 

typickĨch pro nematurovan§ stadia B bunŊļn® lymfopo®zy (Palanichamy, Barnard et al. 2009). 

Z§roveŔ se liġila jejich anatomick§ lokalizace. T3 lymfocyty byly v r§mci jejich studie 

rozpozn§ny mimo perifern² krve tak® ve slezinŊ a pupeļn²kov® krvi. 

4.3.2.2 Maturovan® B lymfocyty 

V perifern² krvi lze rozliġit tŚi velk® populace naivn²ch zralĨch lymfocytŢ: B lymfocyty 

margin§ln² z·ny (MZ B lymfocyty, z angl. marginal zone B cells), folikul§rn² lymfocyty (FM 

B lymfocyty, z angl. follicular B cells) a B1 B lymfocyty a dvŊ populace maturovanĨch 

lymfocytŢ, kter® proġly aktivac²: pamŊŠov® B lymfocyty (z angl. memory B cells) a plazmatick® 

buŔky (z angl. plasma cells). Zcela novou populaci B lymfocytŢ pŚedstavuj² regulaļn² B 

lymfocyty (B-Reg, Breg, z angl. regulatory B cells).  
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4.3.2.3 Folikul§rn² B lymfocyty 

Folikul§rn² B lymfocyty pŚedstavuj² nejvŊtġ² populaci cirkuluj²c²ch maturovanĨch 

bunŊk (Allman a Pillai 2008, Pillai a Cariappa 2009). Rozliġuj² se dvŊ ļasoprostorovŊ oddŊlen® 

oblasti, ve kterĨch doch§z² k usazov§n² folikul§rn²ch B lymfocytŢ. Prim§rn²m m²stem pro jejich 

usazen², tzv. homing, jsou folikuly (noduly, uzl²ky) v sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nech 

(Pillai a Cariappa 2009). Druhou oblast², ve kter® se usazuj² folikul§rn²ch lymfocyty migruj²c² 

z lymfatickĨch org§nŢ, je kostn² dŚeŔ (Allman a Pillai 2008). 

Stroma folikulu tvoŚ² b²l§ dŚeŔ sleziny, kter§ je sloģen§ z trojrozmŊrn® s²tŊ vz§jemnŊ 

propletenĨch retikul§rn²ch vl§ken, do jejichģ ok se zachyt§vaj² nejen B lymfocyty, ale tak® T 

lymfocyty (oboje vļetnŊ aktivovanĨch stadi²), efektorov® buŔky, dendritick® buŔky a 

makrof§gy. Vlastn² tŊlo folikulu je obklopeno margin§ln² z·nou, rozhran² b²l® a ļerven® dŚenŊ 

lymfatick®ho org§nu, kter§ pŚedstavuje kontaktn² m²sto mezi antigeny a lymfocyty. BohatŊ 

vaskularizovan§ lymfatick§ tk§Ŕ margin§ln² z·ny pŚedstavuje kontaktn² m²sto mezi perifern² 

krv² a lymfatickĨm org§nem. Je m²stem, ve kter®m doch§z² k penetraci lymfocytŢ z krevn²ho 

ŚeļiġtŊ do lymfatick®ho uzl²ku a z§roveŔ je m²stem, ve kter®m doch§z² ke kontaktu lymfocytŢ 

s antigeny. Z vnŊjġ² strany na margin§ln² z·nu nal®h§ periarteriol§rn² lymfatick§ pochva 

(PALS, z angl. periarteriolar lymphoid sheath), kter§ obsahuje vysok® mnoģstv² T lymfocytŢ. 

hōǊłȊŜƪ 7 {ŎƘŜƳŀǘƛŎƪȇ ǌŜȊ ǎƭŜȊƛƴƻǳ ŀ ƻǎƝŘƭŜƴƝ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ ǘȅǇȅ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǇƻŘƭŜ Pillai a Cariappa (2009) 
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Histologicky je PALS b²lou dŚen², kter§ prov§z² a obklopuje endotelov® buŔky centr§ln²ch 

arteriol, mikrostavba sleziny viz Obr§zek 7, str. 34. 

FO B lymfocyty lze od ostatn²ch maturovanĨch naivn²ch B lymfocytŢ odliġit na 

z§kladŊ pŚ²tomnosti typickĨch povrchovĨch znakŢ. FO B lymfocyty ve vysok® m²Śe exprimuj² 

molekulu CD23, IgM a IgD (Cariappa, Boboila et al. 2007). Na sv®m povrchu nesou 

monoreaktivn² BCR (Cerutti, Cols et al. 2013).  

Nematurovan® B lymfocyty ve slezinŊ proch§zej² nejm®nŊ dvŊma tranzientn²mi stadii 

a d§vaj² vzniknout dlouho ģij²c²m IgMhiIgDhi folikul§rn²m buŔk§m typu II (d§le jen FO II) 

(Pillai a Cariappa 2009). Tyto buŔky d§vaj² vzniknout tŚem populac²m bunŊk ï folikul§rn²m 

buŔk§m typu I (d§le jen FO I), prekurzorŢm bunŊk margin§ln² z·ny (d§le jen MZ P) a buŔk§m 

margin§ln² z·ny (d§le jen MZ) (Pillai a Cariappa 2009). Molekul§rn² podstata signalizace 

vedouc² k diferenciaci folikul§rn²ch lymfocytŢ nen² dosud plnŊ pochopena. Zd§ se, ģe proces 

pŚechodu z nematurovanĨch vĨvojovĨch stadi² smŊrem ke zralĨm naivn²m B lymfocytŢm je 

mnohem sloģitŊjġ², viz Obr§zek 8, na stranŊ 35. Ukazuje se, ģe kl²ļovĨm faktorem pro pŚechod 

mezi jednotlivĨmi vĨvojovĨmi stadii, je intenzita sign§lu zprostŚedkovan§ prostŚednictv²m 

BCR a pŚ²tomnost antigenu. Signalizace pomoc² BCR ani pŚ²tomnost BTK (Brutonova tyrosin 

kin§za, z angl. Brutonôs thyrosine kinase) nejsou nezbytn® pŚi vzniku FO II lymfocytŢ, ale bez 

hōǊłȊŜƪ 8 {ŎƘŞƳŀ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝƘƻ ǾȇǾƻƧŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ƭȅƳŦŀǘƛŎƪȇŎƘ ƻǊƎłƴŜŎƘ ǇƻŘƭŜ Cariappa, Boboila et al. (2007), 
ǊƻȊǑƝǌŜƴƻ podle (Neil, Summers et al. 1992, Lin, Gu et al. 2009, Veneri, Ortolani et al. 2009, Perez-Andres, Paiva et al. 
2010) 
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t®to signalizace by nedoġlo ke vzniku FO I lymfocytŢ. V z§vislosti na intenzitŊ signalizace se 

mŊn² i imunofenotypovĨ profil jednotlivĨch stadi² (Pillai a Cariappa 2009). 

FO B lymfocyty, k jejichģ aktivaci odch§z² ve folikulu, jsou T dependentn². Bez 

kostimulaļn²ho sign§lu zprostŚedkovan®ho CD40L na TFH a za ¼ļasti IL-21 a BCL-6 nemohou 

vzniknout z§rodeļn§ centra, ve kterĨch doch§z² po probŊhnut² afinitn² maturace a izotypov®ho 

pŚesmyku k diferenciaci FO bunŊk do pamŊŠovĨch B lymfocytŢ a dlouho ģij²c²ch 

plazmatickĨch bunŊk (Allman a Pillai 2008).  

V pŚ²padŊ ļasn® T dependentn² odpovŊdi mohou FO lymfocyty, kter® neproch§zej² 

z§rodeļnĨm centrem, d§t vzniknou nemigruj²c²m, kr§tce ģij²c²m plazmatickĨm buŔk§m 

(Minges Wols 2001, Allman a Pillai 2008, Oracki, Walker et al. 2010),  

Asi jedna tŚetina IgM+ nematurovanĨch B lymfocytŢ zŢst§v§ v kostn² dŚeni, kde jsou 

za pomoci dendritickĨch bunŊk kostn² dŚenŊ produkuj²c²ch BAFF (faktor aktivuj²c² B lymfocyt, 

z angl. B cell activating factor) uhn²zdŊn® v nik§ch kolem krevn²ch splavŢ (Pillai a Cariappa 

2009, Pillai a Cariappa 2009). Odliġnost² paraleln²ho vĨvoje B lymfocytŢ v kostn² dŚeni je, ģe 

na rozd²l od vĨvoje v lymfatickĨch org§nech zde nedoch§z² ke vzniku MZ P ani MZ (Cariappa, 

Boboila et al. 2007, Pillai a Cariappa 2009). Molekul§rn² mechanismy indukuj²c² vznik MZ P 

a MZ bunŊk nejsou plnŊ pochopeny, pŚedpokl§d§ se, ģe mikroprostŚed² sekund§rn²ch 

lymfatickĨch org§nŢ poskytuj²c² bohatĨ reperto§r ligandŢ je nutnĨ pro diferenciaci bunŊk MZ 

(Allman a Pillai 2008, Pillai a Cariappa 2009). PodobnŊ otevŚen§ je i ot§zka, zda kostn² dŚeŔ 

mŢģe bĨt souļasnŊ m²stem prim§rn² i sekund§rn² lymfopo®zy (Cariappa, Boboila et al. 2007, 

Pillai a Cariappa 2009, Pillai a Cariappa 2009). 

4.3.2.3.1 . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ƳŀǊƎƛƴłƭƴƝ Ȋƽƴȅ 

B lymfocyty margin§ln² z·ny (d§le jen MZ B) pŚedstavuj² skupinu stŚednŊ velkĨch 

necirkuluj²c²ch naivn²ch maturovanĨch B lymfocytŢ s kulatĨm j§drem, strategicky 

lokalizovanĨch na rozmez² b²l® dŚenŊ a vaskul§rn²ho syst®mu sleziny, kterĨ se oznaļuje jako 

margin§ln² z·na. Margin§ln² z·na obsahuje kromŊ MZ B lymfocytŢ dendritick® buŔky a ġirok® 

spektrum makrof§gŢ (Martin a Kearney 2002). MZ B lymfocyty v sobŊ poj² rysy bunŊk vrozen® 

a adaptivn² imunity. MZ B lymfocyty jsou nejen d²ky sv® anatomick® lokalizaci schopn® 

reagovat na antigenn² stimulaci rychlĨm zapojen²m vrozenĨch mechanismŢ, a pŚeklenout tak 

obdob² neģ organismus na kontakt s antigenem zareaguje produkc² vysoce afinitn²ch protil§tek. 
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Mezi tyto mechanismy patŚ² rychl§ aktivace T independentn² (ale i T dependentn²) 

odpovŊdi na krv² pŚenosn® patogeny, a produkce IgM s n²zkou afinitou, ale ġirokou specifitou 

(Cerutti, Cols et al. 2013). Jako jedin§ subpopulace B lymfocytŢ jsou pŚi proliferaci z§visl® na 

vrozen® signalizaci prostŚednictv²m NOTCH2 (z angl. neurogenic locus notch homolog 

protein 2) (Martin a Kearney 2002, Cerutti, Cols et al. 2013). Mezi dalġ² znaky odkazuj²c² na 

jejich intermedi§rn² povahu patŚ² i skuteļnost, ģe na sv®m povrchu nesou polyreaktivn² BCR a 

podobnŊ jako elementy vrozen® imunity vykazuj² vysokou expresi TLR (Cerutti, Cols et al. 

2013). Progresivn²m znakem je jejich schopnost pŚestavby BCR pomoc² somatick® 

hypermutace, a podobnŊ jako folikul§rn² buŔky mohou bĨt prekurzorem pro vznik pamŊŠovĨch 

B lymfocytŢ a plazmatickĨch bunŊk, pŚiļemģ asi 85 % MZ B lymfocytŢ v lidsk® slezinŊ proġlo 

somatickou mutac² (Zouali a Richard 2011). 

MZ B lymfocyty na sv®m povrchu nesou molekuly typick® pro B lymfocyty, CD19 a 

CD20, d§le ve vysok® m²Śe exprimuj² molekuly CD21, CD35, CD1, CD9 a IgM (Martin a 

Kearney 2001, Martin a Kearney 2002, Zouali a Richard 2011), od ostatn²ch naivn²ch 

maturovanĨch lymfocytŢ je odliġuje absence nebo velice n²zk§ exprese molekul IgD, CD23 a 

CD5 (Pillai a Cariappa 2009, Pillai a Cariappa 2009, Zouali a Richard 2011). Pr§vŊ n²zk§ m²ra 

exprese negativn²ho regul§toru B lymfocytŢ, molekuly CD23 zŚejmŊ stoj² v pozad² velmi 

rychl®ho n§stupu produkce protil§tek B lymfocyty MZ v porovn§n² s FO B lymfocyty (Zouali 

a Richard 2011). 

4.3.2.4 PamŊŠov® B lymfocyty 

PamŊŠov® B lymfocyty pŚedstavuj² asi 30 ï 60 % vġech B lymfocytŢ (Di Sabatino, 

Carsetti et al. 2004). Jsou nositeli imunologick® pamŊti, v pŚ²padŊ opakovan®ho kontaktu 

s antigenem zah§j² obranu organismu tvorbou kvalitativnŊ a kvantitativnŊ ¼ļinnŊjġ²ch protil§tek 

neģ v pŚ²padŊ primoinfekce. Mezi jejich kl²ļov® vlastnosti patŚ² dlouhovŊkost a siln§ imunitn² 

odpovŊŅ (vyuģ²van® ve vakcinaci), ke kterĨm se pŚipojuje zachov§n² urļit® m²ry kmenovosti 

(zachov§n² schopnosti progenitoru), z§vislost na jinĨch typech bunŊk (pomocn® T lymfocyty, 

dendritick® buŔky) a schopnost rediversifikace opakovanĨm vstupem do cyklu diferenciace 

v z§rodeļnĨch centrech (Kurosaki, Kometani et al. 2015). Imunofenotypov§ variabilita 

pamŊŠovĨch lymfocytŢ je i s ohledem na moģn® cesty jejich diferenciace vysok§ (viz Obr§zek 

9 na stranŊ 38), pŚesto na sv®m povrchu nesou typickĨ znak ï B2 lymfocyty ve vysok® m²Śe 

exprimuj² molekulu CD27 (Klein, Rajewsky et al. 1998). Podle pŚ²tomnosti IgM na povrchu 

pamŊŠov®ho B lymfocytu se rozliġuje populace IgM+ pamŊŠovĨch B lymfocytŢ, kter® neproġly 
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izotypovĨm pŚesmykem a pŚedstavuj² asi 20 aģ 50 % celkov®ho poļtu pamŊŠovĨch bunŊk a 

IgG+, IgA+ ļi IgE+ populace neexprimuj²c² IgM ani IgD, kter® proġly izotypovĨm pŚesmykem 

(Di Sabatino, Carsetti et al. 2004). 

 

hōǊłȊŜƪ 9 IŜǘŜǊƻƎŜƴƛǘŀ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǇŀƳŠǙƻǾȇŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ȊłǾƛǎƭƻǎǘƛ ƴŀ ȊǇǻǎƻōǳ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŎŜ 

V perifern² krvi lze rozliġit dvŊ z§kladn² populace pamŊŠovĨch lymfocytŢ. Na T 

lymfocytech z§visl® B lymfocyty odvozen® od konvenļn²ch B2 lymfocytŢ a na T lymfocytech 

nez§visl® lymfocyty odvozen® od novŊ popsanĨch B1 lymfocytŢ. Na T lymfocytech z§visl® B 

lymfocyty tvoŚ² dvŊ velk® subpopulace, kter® se odliġuj² podle toho, zda bŊhem vĨvoje proġly 

z§rodeļnĨmi centry (germin§ln² centra, GC, z angl. germinal centers) sekund§rn²ch 

lymfatickĨch org§nŢ (Berkowska, Driessen et al. 2011, Kurosaki, Kometani et al. 2015). 

Z§rodeļn§ centra jsou mikroanatomick® oblasti sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nŢ, ve kterĨch 

je vĨznamnŊ zvĨġen poļet dŊl²c²ch se bunŊk. V histologickĨch Śezech GC lze rozliġit tmavou 

z·nu z§rodeļnĨch center, ve kter® doch§z² k somatick® hypermutaci a klon§ln² expanzi B 

lymfocytŢ, a svŊtlou z·nu, v n²ģ doch§z² k finalizaci afinitn² maturace pomoc² klon§ln² selekce 

a n§slednŊ k izotypov®mu pŚesmyku genŢ pro IgH (Klein a Dalla-Favera 2008, Berkowska, 

Driessen et al. 2011), podrobnŊjġ² pŚehled dŊjŢ na ¼rovn² z§rodeļn®ho centra viz Obr§zek 10, 

na stranŊ 43. 

V z§vislosti na intenzitŊ kontaktu s pomocnĨmi T lymfocyty ve folikulech se cesty B 

lymfocytŢ rozdŊluj². B lymfocyty s niģġ² afinitou, kter® byly stimulov§ny CD4+ T lymfocyty 

po velmi kr§tkou dobu, a tedy obdrģely sign§l s n²zkĨm prahem, se nedostanou do z§rodeļnĨch 
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center, a diferencuj² do pamŊŠovĨch lymfocytŢ mimo z§rodeļn§ centra (Sanz, Wei et al. 2008, 

Nescakova a Bystricky 2011, Kurosaki, Kometani et al. 2015). Pro indukci diferenciace B 

lymfocytŢ do pamŊŠovĨch bunŊk bez nutnosti vstupu do z§rodeļn®ho centra je dostaļuj²c² 

signalizace prostŚednictv²m CD40 receptoru B lymfocytu a jeho ligandem CD40L (CD154) na 

T lymfocytu. Pokud se B lymfocyt vyv²j² touto cestou, nedojde u nŊj k somatick® hypermutaci, 

ani k izotypov®mu pŚesmyku, a takovĨ pamŊŠovĨ B lymfocyt si do vysok®ho diferenciaļn²ho 

stupnŊ udrģuje vlastnosti sv®ho prekurzoru (Sanz, Wei et al. 2008, Nescakova a Bystricky 2011, 

Kurosaki, Kometani et al. 2015). 

Z§kladn² imunofenotypovĨ profil pamŊŠovĨch B lymfocytŢ, kter® neproġly 

z§rodeļnĨmi centry, je IgM+IgD+CD27+ (Klein, Rajewsky et al. 1998). Berkowska, Driessen 

et al. (2011) popisuj² populaci CD27-IgA+ pamŊŠovĨch bunŊk, kter® neproġly z§rodeļnĨmi 

centry. PŚedpokl§daj², ģe se jedn§ pamŊŠov® B lymfocyty, kter® vznikly bŊhem T-

independentn²ch reakc² v gastrointestin§ln²m traktu nebo o pŚirozen® efektorov® buŔky, kter® 

vznikly v margin§ln² z·nŊ sleziny bŊhem syst®mov® odpovŊdi (Berkowska, Driessen et al. 

2011).  

Oproti tomu u B lymfocytŢ, intenzivnŊ stimulovanĨch pomocnĨmi T lymfocyty po 

delġ² dobu, doch§z² kromŊ signalizace prostŚednictv²m molekuly CD 40, tak® k siln®mu vlivu 

IL-21. IL-21 upreguluje expresi BCL-6 (B cell lymphoma 6) (Kurosaki, Kometani et al. 2015). 

BCL-6 je sekvenļnŊ specifickĨ transkripļn² faktor, kterĨ se fyziologicky uplatŔuje pŚi 

diferenciaci naivn²ch pomocnĨch T lymfocytŢ do folikul§rn²ch T lymfocytŢ (TFH). Ve vĨvoji 

B lymfocytŢ moduluje STAT-dependentn² odpovŊdi pomoc² IL-4, a je kl²ļovĨm faktorem pro 

vznik a vĨvoj z§rodeļnĨch center (LeBien a Tedder 2008, Kuijpers, Bende et al. 2010, Perez-

Andres, Paiva et al. 2010, Kurosaki, Kometani et al. 2015). 

Z§kladn² imunofenotyp pamŊŠovĨch B lymfocytŢ, kter® proġly z§rodeļnĨmi centry, 

je IgM-IgD-CD27+ (Klein, Rajewsky et al. 1998). Berkowska, Driessen et al. (2011) popisuj² 

CD27+IgG+, CD27+IgA+ a CD27+IgM+ populace pamŊŠovĨch B lymfocytŢ, kter® proġly 

z§rodeļnĨmi centry. Dokl§daj², ģe CD27+IgM+ pamŊŠov® lymfocyty se funkļnŊ podobaj² 

prim§rn²m B buŔk§m, kter® vstoupily do z§rodeļnĨch center, zat²mco populace CD27+IgA+ a 

CD27+IgD+ pamŊŠovĨch B lymfocytŢ vykazuj² vysokou m²ru proliferace a intenzivn² 

somatickou hypermutaci. Toto by mohlo svŊdļit o tom, ģe CD27+IgA+ a CD27+IgD+ populace 

pamŊŠovĨch lymfocytŢ proġly sloģitŊjġ²mi procesy diferenciace a maturace v z§rodeļnĨch 

centrech (Berkowska, Driessen et al. 2011). 
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Ve vzorc²ch perifern² krve lze vystopovat individu§lnŊ variabiln² imunofenotypovĨ 

profil pamŊŠovĨch B lymfocytŢ. V z§vislosti na imunologick® zkuġenosti organismu, zpŢsobu 

vzniku a rozvoje rŢznĨch onemocnŊn², lze identifikovat specifick® odchylky od fyziologick®ho 

stavu. NapŚ²klad u pacientŢ s nespecifickĨmi z§nŊty stŚev doch§z² ke sn²ģen² poļtu cirkuluj²c²ch 

IgM+ pamŊŠovĨch lymfocytŢ (Di Sabatino, Carsetti et al. 2004). Wang, Jiang et al. (2016) se 

zamŊŚili na pacienty s ulcerativn² kolitidou, u nichģ byly zaznamen§ny vĨznamnŊ sn²ģen® poļty 

CD19+CD27+IgD-IgG+ pamŊŠovĨch B lymfocytŢ a zvĨġen® poļty CD19+CD20- 

plazmablastŢ, o nichģ pŚedpokl§daj², ģe by mohli hr§t roli v patogenezi tohoto onemocnŊn². U 

pacientŢ s revmatoidn² artritidou tak® doch§z² k naruġen² fyziologickĨch hladin pamŊŠovĨch B 

lymfocytŢ. VŊtġina studi² popisuje sn²ģen² poļtu CD27+IgD+/- B lymfocytŢ (Bugatti, Vitolo et 

al. 2014). Na druhou stranu u pacientŢ s aktivn²m onemocnŊn²m byly pops§ny vyġġ² frekvence 

CD27+IgD-CD95+CD21- a CD27-IgD-CD95+CD21 populac² neģ u zdravĨch kontrol 

(Adlowitz, Barnard et al. 2015). Sledov§n² rŢznĨch imunofenotypovŊ odliġnĨch subpopulac² 

pamŊŠovĨch B lymfocytŢ by mohlo slouģit jako velmi pŚesnĨ identifikaļn² a monitorovac² 

n§stroj pŚi sledov§n² vĨvoje onemocnŊn² u pacientŢ s autoimunitn²mi onemocnŊn²mi. 

4.3.2.5 Plazmatick® buŔky 

Plazmatick® buŔky pŚedstavuj² koneļnou f§zi diferenciace B lymfocytu. Jejich hlavn² 

¼lohou v adaptivn² imunitn² odpovŊdi po kontaktu s antigenem je tvorba vysoce specifickĨch 

rozpustnĨch protil§tek. Jedn§ se o pŚev§ģnŊ sedent§rn² buŔky uhn²zdŊn® v bohatŊ 

vaskularizovanĨch tk§n²ch (lymfatick® uzliny, slezina, kostn² dŚeŔ), kter® nemigruj² a za 

fyziologick®ho stavu jejich frekvence dosahuje 1 % (Calame 2001, Oracki, Walker et al. 2010, 

Pieper, Grimbacher et al. 2013, Wang, Jiang et al. 2016). Dorner a Lipsky (2004) popisuj² 

zvĨġenou frekvenci plazmatickĨch bunŊk u dŊt² a dospŊlĨch s aktivn² formou SLE. Plazmatick® 

buŔky vznikaj² z mal® frakce bunŊk schopnĨch tvorby rozpustnĨch protil§tek, 

tzv. plazmablastŢ (ļasnĨch plazmatickĨch bunŊk, early plasma cell), kter® si zachovaly 

schopnost proliferace a migrace obŊhovĨm syst®mem aģ do m²sta koneļn®ho uhn²zdŊn² 

(zapojen² tzv. homing receptorŢ).  

Plazmatick® buŔky, kter® d§le nediferencuj², exprimuj² jen mal® mnoģstv² 

povrchovĨch molekul. Na sv®m povrchu nenesou pro B lymfocyty typick® povrchov® znaky 

CD19 a CD20, za to ve vysok® m²Śe exprimuj² molekuly CD27, CD38 a CD138 (Rawstron 

2001). 
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Konvenļn² plazmatick® buŔky vznikaj² v sekund§rn²ch lymfatickĨch org§nech, ve 

kterĨch na z§kladŊ signalizace prostŚednictv²m povrchovĨch molekul nastoup² cestu 

intrafolikul§rn²ho vĨvoje, d§vaj²c²ho vzniknout dlouho ģij²c²m plazmatickĨm buŔk§m (z angl. 

long-lived plasma cells), nebo extrafolikul§rn²ho vĨvoje, bŊhem nŊhoģ vznikaj² kr§tce ģij²c² 

plazmatick® buŔky (z angl. short-lived plasma cells) (Calame 2001, Minges Wols 2001). Rozd²l 

v jednotlivĨch cest§ch je nastolen odliġnou intenzitou sign§lu pŚich§zej²c²ho prostŚednictv²m 

CD40/CD40L, rychlost² n§stupu imunitn² odpovŊdi a reakcemi na ¼rovni z§rodeļn®ho centra. 

PŚedpokl§d§ se, ģe plazmatick® buŔky vznikaj² z B lymfocytŢ margin§ln² z·ny, z folikul§rn²ch 

maturovanĨch B lymfocytŢ i z pamŊŠovĨch B lymfocytŢ (Oracki, Walker et al. 2010). 

Kr§tce ģij²c² plazmatick® buŔky vznikaj² velmi ļasnŊ bŊhem prim§rn² imunitn² 

odpovŊdi. Jejich typickou vlastnost² je kr§tk§ ģivotnost (v Ś§du dn², nejvyġġ² poļty se objevuj² 

asi tĨden po imunizaci) a velmi n²zk§ afinita k antigenu (Minges Wols 2001). Kr§tce ģij²c² 

plazmatick® buŔky, kter® se nach§zej² v ļerven® dŚeni sleziny, kostn² dŚeni a lymfatickĨch 

uzlin§ch, tvoŚ² rozpustn® protil§tky tŚ²dy IgM a IgG (Calame 2001, Minges Wols 2001). Tyto 

buŔky velmi rychle reaguj² na prvotn² kontakt organismu s antigenem a zajiġŠuj² rychlou 

odpovŊŅ. PŚedpokl§d§ se, ģe bŊhem sekund§rn² odpovŊdi na opakovanĨ kontakt s antigenem 

se kr§tce ģij²c² buŔky tvoŚ² tak® z B lymfocytŢ margin§ln² z·ny, kter® bŊhem prvotn²ho kontaktu 

s antigenem proġly reakcemi v germin§ln²m centru, v dŢsledku ļehoģ maj² vyġġ² afinitu 

k antigenu (Minges Wols 2001, Oracki, Walker et al. 2010). 

Dlouho ģij²c² plazmatick® buŔky vznikaj² prim§rnŊ z bunŊk germin§ln²ho centra, 

sekund§rnŊ pak z pamŊŠovĨch B lymfocytŢ. Jejich z§kladn² vlastnost² je sedentarizace, velk® 

poļty dlouho ģij²c²ch plazmatickĨch bunŊk se nach§zej² v kostn² dŚen², MALT ļi v ml®ļn® 

ģl§ze. Nesou vysoce afinitn² protil§tky, jedn§ se o buŔky, jejichģ IgH proġlo izotypovĨm 

pŚesmykem (Minges Wols 2001, Oracki, Walker et al. 2010). Dlouho ģij²c² plazmatick® buŔky 

neexprimuj² MHC-II a nemohou tedy fungovat jako APC. Na vĨvoj plazmatickĨch bunŊk 

vĨznamnŊ pŢsob² cytokinov® mikroprostŚed². 

4.3.2.6 Regulaļn² B lymfocyty 

B lymfocyty mohou do imunitn² odpovŊdi vstupovat i jinĨmi mechanismy neģ 

produkc² protil§tek. Jiģ od 70. let 20. stolet² byly u B lymfocytŢ pozorov§ny modulaļn² a 

inhibiļn² schopnosti. Teprve v ned§vn® dobŊ se podaŚilo prok§zat, ģe B lymfocyty jsou schopn® 

produkovat IL-10. Tento cytokin se zapojuje do inhibice polarizace Th1 i Th2 lymfocytŢ, 
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prezentace antigenu a tvorby proz§nŊtlivĨch cytokinŢ buŔkami myeloidn² linie (Gray a Gray 

2010). Skupina B lymfocytŢ schopnĨch negativn² regulace imunitn² odpovŊdi byla oznaļena 

jako regulaļn² B lymfocyty (Breg, z angl. regulatory B cells). PŢvod, vĨvoj a funkce tŊchto B 

lymfocytŢ nejsou zat²m pochopeny, stejnŊ jako nebyl vymezen konkr®tn² imunofenotyp, na 

jehoģ z§kladŊ by je bylo moģno definovat jako samostatnou populaci. PŚestoģe se jedn§ o 

minoritn² populaci bunŊk, v perifern² krvi zdrav®ho ļlovŊka koluje asi jen 0,5 % Il-10+ B 

lymfocytŢ., jejich biologick§ ¼loha v regulaci tolerance bude dramatick§ (McIntosh 2015) (ve 

slezinŊ se jedn§ o 1 ï 3 % B lymfocytŢ (Tedder 2015)).  

Spoleļnou vlastnost² Breg lymfocytŢ je pŚ²tomnost povrchov® molekuly IL-10, kter§ 

se pod²l² na inhibici tvorby proz§nŊtlivĨch cytokinŢ IL-2, IL-3, IFN-ɔ and TNF-Ŭ (McIntosh 

2015). Ukazuje se, ģe u ļlovŊka jsou produkce IL-10 schopn® nŊkter® populace CD38+CD24+ 

B lymfocytŢ, ale tak® vybran® skupiny CD27+ pamŊŠovĨch B bunŊk (Gray a Gray 2010). Breg 

lymfocyty jsou nŊkdy na z§kladŊ sv® funkļn² vlastnosti oznaļov§ny jako B10 lymfocyty 

(Tedder 2015). Ot§zka indukce sekrece IL-10 se tak dost§v§ do popŚed² z§jmu. Ukazuje se, ģe 

mezi ligandy se stimulaļn²mi ¼ļinky patŚ² zejm®na molekuly z rodiny Toll-like receptorŢ 

(TLR), jmenovitŊ TLR2 a TLR4, pŚ²padnŊ kombinace BCR a TLR9 (Gray a Gray 2010). 

PŚi pokusech s deplec² B lymfocytŢ pomoc² monoklon§ln²ch protil§tek proti molekule 

CD20 se prok§zalo, ģe u nŊkterĨch autoimunitn²ch z§nŊtlivĨch onemocnŊn² (RA, SLE) doġlo 

k vĨrazn®mu zhorġen² stavu pacienta, coģ mŢģe souviset s t²m, ģe byly depletov§ny i B 

lymfocyty s regulaļn²mi funkcemi (McIntosh 2015, Lykken, DiLillo et al. 2014). 
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hōǊłȊŜƪ 10 aŜŎƘŀƴƛǎƳȅ ǾȊƴƛƪǳ ŀ ǾȇǾƻƧŜ ǇŀƳŠǙƻǾȇŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ŀ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪȇŎƘ ōǳƴŠƪΣ ǎŜǎǘŀǾŜƴƻ ǇƻŘƭŜ Kurosaki, Kometani 
et al. (2015), Tarlinton (2006), ŘƻǇƭƴŠƴƻ ǇƻŘƭŜ Klein a Dalla-Favera (2008) a Berkowska, Driessen et al. (2011) 

tƻ ŀƪǘƛǾŀŎƛ ŀƴǘƛƎŜƴŜƳ ǎŜ ƳŀǘǳǊƻǾŀƴŞ ƴŀƛǾƴƝ . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ŘƻǎǘłǾŀƧƝ Řƻ ƳŀǊƎƛƴłƭƴƝ Ȋƽƴȅ ŦƻƭƛƪǳƭǳΣ ƪŘŜ ŘƻŎƘłȊƝ ƪŜ ƪƻƴǘŀƪǘǳ ǎ ǇƻƳƻŎƴȇƳƛ ¢ ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ό¢FH). V ȊłǾƛǎƭƻǎǘƛ ƴŀ ƛƴǘŜƴȊƛǘŠ ǎƛƎƴłƭǳ ƻŘ CTH ǎŜ ǾȇǾƻƧ 
ƳŀǘǳǊƻǾŀƴŞƘƻ ƴŀƛǾƴƝƘƻ ƭȅƳŦƻŎȅǘǳ ƳǻȌŜ ǾȅŘŀǘ ŘǾŠƳŀ ǎƳŠǊȅΦ B lymfocyt exprimuje BCL-6, CD40, BLIMP1 I/h{[ ŀ ŘŀƭǑƝΦ tǌƛ ƴƝȊƪŞ ƛƴǘŜƴȊƛǘŠ ǎƛƎƴłƭǳ ƻŘ ǇƻƳƻŎƴŞƘƻ ¢ ƭȅƳŦƻŎȅǘǳ ƴŀǎǘƻǳǇƝ . ƭȅƳŦƻŎȅǘ ŎŜǎǘǳ ǾȇǾƻƧŜ 
ǎƳŠǊŜƳ ƪ ǇŀƳŠǙƻǾŞ ōǳƶŎŜ ƴŜȊłǾƛǎƭŞ ƴŀ ȊłǊƻŘŜőƴŞƳ ŎŜƴǘǊǳ ƴŜōƻ ƪŜ ƪǊłǘŎŜ ȌƛƧƝŎƝ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞ ōǳƶŎŜ ŘƭƝŎƝ Ǿ ŜȄǘǊŀŦƻƭƛƪǳƭłǊƴƝŎƘ ƭƻȌƛǎŎƝŎƘΦ tǌƛ ŘƻǎǘŀǘŜőƴŞ ƛƴǘŜƴȊƛǘŠ ǎƛƎƴłƭǳ ǾǎǘƻǳǇƝ Řƻ ǘǾƻǌƝŎƝŎƘ ǎŜ ȊłǊƻŘŜőƴȇŎƘ 
ŎŜƴǘŜǊΣ ƪŘŜ ǎŜ ǇǊƻƭƛŦŜǊǳƧƝŎƝ ŀƴǘƛƎŜƴ-ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ōǳƶƪȅ ǎƘƭǳƪǳƧƝ Ǿ ǘƳŀǾŞ ȊƽƴŠΦ ¢ȅǘƻ ōǳƶƪȅ ōȇǾŀƧƝ ƻȊƴŀőƻǾłƴȅ Ƨŀƪƻ ŎŜƴǘǊƻōƭŀǎǘȅΦ ± ǘƳŀǾŞ ȊƽƴŠ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ ȊŀƘłƧŜƴƝ ŀŦƛƴƛǘƴƝ ƳŀǘǳǊŀŎŜ - ƪƭƻƴłƭƴƝ ŜȄǇŀƴȊƛ ŀ ǎƻƳŀǘƛŎƪŞ 
hypeǊƳǳǘŀŎƛΦ tǊǾƴƝƳ ƪƻƴǘǊƻƭƴƝƳ ōƻŘŜƳ Ǿ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŎƛ ƧŜ ǘŜǎǘƻǾłƴƝ ŀŦƛƴƛǘȅ ƴƻǾŠ ǾȊƴƛƪŀƧƝŎƝŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻΣ ǇǌƛőŜƳȌ ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ǎ ƴƝȊƪƻǳ ŀŦƛƴƛǘƻǳ ƪ ŀƴǘƛƎŜƴǳ Ƨǎƻǳ ƴŀǎƳŠǊƻǾłƴȅ ƪ ŀǇƻǇǘƽȊŜΣ ǾȅǎƻŎŜ ŀŦƛƴƛǘƴƝ . 
ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ǇǊƻŎƘłȊŜƧƝ Řƻ ǎǾŠǘƭŞ ȊƽƴȅΣ ŀ ǎǘłǾŀƧƝ ǎŜ ŎŜƴǘǊƻŎȅǘȅΦ Po kontaktu s ŦƻƭƛƪǳƭłǊƴƝƳƛ ŘŜƴŘǊƛǘƛŎƪȇƳƛ ōǳƶƪŀƳƛ όC5/ύ ŀ ǇƻƳƻŎƴȇƳƛ ¢ ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ό¢FHύ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ ŀŦƛƴƛǘƴƝ ǎŜƭŜƪŎƛΣ Ǉǌƛ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ƻŘǎǘǊŀƴŠƴȅ . 
ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ ƴŜǎŎƘƻǇƴŞ ǇǌƛƧƳƻǳǘ ǎƛƎƴłƭ ƻŘ ŦƻƭƛƪǳƭłǊƴƝŎƘ ŘŜƴŘǊƛǘƛŎƪȇŎƘ ōǳƴŠƪ όC5/ύ ŀ ¢FHΦ . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅΣ ƪǘŜǊŞ ǇǊƻǑƭȅ ŀŦƛƴƛǘƴƝ ǎŜƭŜƪŎƝΣ ǇǊƻƧŘƻǳ /{w ƧŜƧƛŎƘ LƎI ŀ ŘƛŦŜǊŜƴŎǳƧƝ Řƻ ǇŀƳŠǙƻǾȇŎƘ ōǳƴŠƪ ƴŜōƻ Řƻ ŘƭƻǳƘƻ 
ȌƛƧƝŎƝŎƘ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪȇŎƘ ōǳƴŠƪΦ . ƭȅƳŦƻŎȅǘ ƳǻȌŜ ƴŀǎǘƻǳǇƛǘ ŎŜǎǘǳ ǊŜŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŎŜ ŀ ǇǊƻƧƝǘ ȊƴƻǾǳ ŎŜƭȇƳ ŎȅƪƭŜƳΦ 
B1 lymfocyty mohou Ǉƻ ŀƴǘƛƎŜƴƴƝ ǎǘƛƳǳƭŀŎƛ ǇǊƻƧƝǘ ƪƭƻƴłƭƴƝ ŜȄǇŀƴȊƝ ŀ ǾȅǘǾƻǌƛǘ ŀƴǘƛƎŜƴ-ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ǇŀƳŠǙƻǾŞ ŀ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞ ōǳƶƪȅΣ ƪǘŜǊŞ ƳŀƧƝ ǎǘŜƧƴȇ ŦŜƴƻǘȅǇΣ Ƨŀƪƻ .м ƭȅƳŦƻŎȅǘȅΣ ȊŜ ƪǘŜǊȇŎƘ ǾȊŜǑƭȅΦ 
 



44 
 

5 Populace B lymfocytŢ v perifern² krvi 

B lymfocyty perifern² krve pŚedstavuj² makropopulaci imunokompetentn²ch bunŊk, 

jejichģ hlavn² efektorov§ funkce spoļ²v§ v produkci protil§tek. Tento pohled vġak plnŊ 

nepostihuje ġ²Śi funkļn²ho reperto§ru B lymfocytŢ. Komparativn² studie ukazuj², ģe kromŊ 

schopnosti produkovat protil§tky, mohou zast§vat roli plnohodnotnĨch APC, produkuj² 

mikrobicidn² l§tky, secernuj² ġirok® spektrum cytokinŢ a chemokinŢ, hraj² vĨznamnou roli 

v regulaci imunitn² odpovŊdi, dokonce mohou fagocytovat (pops§no u ryb, plazŢ a myġ², novŊ 

i u ļlovŊka). Samotn® spektrum regulaļn²ch a efektorovĨch vlastnost² naznaļuje, ģe prostĨ 

hōǊłȊŜƪ 11 {ŎƘŜƳŀǘƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ŀ ȊłƪƭŀŘƴƝ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾŀƴȇŎƘ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ 
ƪǊǾƛΦ ½łƪƭŀŘƴƝ ǾȇǾƻƧƻǾŞ ǎŎƘŞƳŀ ǾőŜǘƴŠ ŦǊŜƪǾŜƴőƴƝƘƻ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝΣ ƪǘŜǊŞ ƧŜ Ǿ ƭŜǾŞ őłǎǘƛ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƻ 
őŜǊǾŜƴȇƳƛ ǑƛǇƪŀƳƛΣ ƧŜ ǇǌŜǾȊŀǘƻ Ȋ ǇǳōƭƛƪŀŎŜ YƭŜƛƴŀ Ŝǘ ŀƭΦ όмффуύΦ ¢ƻǘƻ ǎŎƘŞƳŀ ōȅƭƻ ŘƻǇƭƴŠƴƻ ŀ ǊƻȊǑƝǌŜƴƻ ƻ ǵŘŀƧŜ ǇƻŘƭŜ ²ŜƛŜ Ŝǘ 
ŀƭΦ όнлмрύ ŀ YŀƳƛƴǎƪŜƘƻ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмнύΦ 2ŜǊǾŜƴł ǘŜőƪƻǾŀƴł őłǊŀ ǳ /5рҌ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ƴŀȊƴŀőǳƧŜ ƧŜƧƛŎƘ ƳƻȌƴȇ ǇǻǾƻŘ Ǿ ƪƻǎǘƴƝ 
ŘǌŜƴƛΣ ŀőƪƻƭƛ ǎƻǳőŀǎƴŞ ǎǘǳŘƛŜ ƴŀȊƴŀőǳƧƝΣ ȌŜ ǎŜ ƧŜŘƴł ƻ ǇƻǇǳƭŀŎƛ ōǳƴŠƪ ƻŘǾƻȊŜƴŞ Ȋ ǘȊǾΦ .м ƭȅƳŦƻŎȅǘǻΣ ƧŜƧƛŎƘȌ ǇǊƛƳłǊƴƝ ƭȅƳŦƻǇƻŞȊŀ 
ȊǌŜƧƳŠ ǇǊƻōƝƘł Ǿ ǘŠƭƴƝ ŘǳǘƛƴŠΣ ŀ ƧŜ ŘƻƪƻƴŎŜ ƳƻȌƴŞΣ ȌŜ Ƨǎƻǳ ƻŘǾƻȊŜƴȅ ƻŘ ƧƛƴŞƘƻ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊǳ ƴŜȌ ƻŘ ƘŜƳŀǘƻǇƻŜǘƛŎƪŞ ƪƳŜƴƻǾŞ 
ōǳƶƪȅΦ 2ŜǊŎƘƻǾŀƴŞ őłǊȅ ƴŀȊƴŀőǳƧƝ ƳƻȌƴŞ ǾȊłƧŜƳƴŞ ƻŘǾƻȊŜƴƝ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝΦ {ƻǳőŀǎƴŠ ƧŜ ǾƛŘŠǘΣ ȌŜ ƴŀǇǌƝƪƭŀŘ ǇƻǇǳƭŀŎŜ 
ǳƴǎǿƛǘŎƘŜŘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ƴŜƳǳǎƝ ǇǊƻƧƝǘ ȊłǊƻŘŜőƴȇƳ ŎŜƴǘǊŜƳ όƴŀȊƴŀőŜƴƻ ǑŜŘƻǳ ǇǌŜǊǳǑƻǾŀƴƻǳ őłǊƻǳύΣ ŀōȅ ǳ ƴƝ ŘƻǑƭƻ ƪ ǎƻƳŀǘƛŎƪŞ 
ƘȅǇŜǊƳǳǘŀŎƛΣ ǇƻŘƻōƴŠ 5b ǇƻǇǳƭŀŎŜ ǇǊƻŎƘłȊƝ ōŠƘŜƳ ǎǾŞƘƻ ǾȇǾƻƧŜ ƳŜƴǑƝƳ ǇƻőǘŜƳ ǎƻƳŀǘƛŎƪȇŎƘ ƘȅǇŜǊƳǳǘŎƝΣ ŎƻȌ ǘŞȌ ǎǾŠŘőƝ ƻ 
ƳƻȌƴŞƳ ƻŘƭƛǑƴŞƳ ǾȇǾƻƧƻǾŞƳ ǇǻǾƻŘǳ őłǎǘƛ ǘŠŎƘǘƻ ōǳƴŠƪΣ ǳǾŀȌǳƧŜ ǎŜ ƻ ǘƻƳΣ ȌŜ Ƨǎƻǳ ƻŘǾƻȊŜƴȅ ƻŘ ŜŦŜƪǘƻǊƻǾȇŎƘ ǘǊŀƴǎƛŜƴǘƴƝŎƘ 
ōǳƴŠƪΦ ±Ŝ ǎŎƘŞƳŀǘǳ ƴŜƧǎƻǳ ȊƴłȊƻǊƴŠƴȅ .ǊŜƎ . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅΣ ƧŜƧƛŎƘȌ ƭȅƳŦƻǇƻŜǘƛŎƪȇ ǇǻǾƻŘ ŀ ƛƳǳƴƻŦŜƴƻǘȅǇ ƴŜƧǎƻǳ ȊŎŜƭŀ ƧŀǎƴŞΦ 
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pohled na B lymfocyty jako producenty protil§tek je velmi limituj²c². SouļasnŊ se ukazuje, ģe 

prost® dŊlen² B lymfocytŢ na naivn² a maturovan®, pŚ²padnŊ naivn² a pamŊŠov® je zcela 

nedostaļuj²c².  

Studie zamŊŚen® na imunofenotypovou charakterizaci hlavn²ch B lymfocyt§rn²ch 

populac² vych§zej² ze sledov§n² exprese znakŢ CD19, CD27, CD38 a IgD. Takto nastavenĨ 

ļtyŚbarevnĨ panel umoģn² rozliġit hlavn² populace B lymfocytŢ. Prvotn² rozdŊlen² vych§z² 

z klasifikace CD19+ B lymfocytŢ podle Kleina et al. (1998) na z§kladŊ exprese znaku CD27 a 

IgD. Z tohoto pohledu mŢģeme v perifern² krvi rozliġit buŔky naivn² (CD19+CD27-IgD+), 

buŔky pamŊŠov® (CD19+CD27+IgD+/-) a buŔky plazmatick® (CD19+CD27++IgD-). V r§mci 

populace pamŊŠovĨch lymfocytŢ mŢģeme po pŚid§n² znakŢ IgM a IgD rozliġit populaci tzv. 

non-switched memory B cells (NSM, t®ģ uv§dŊno jako Ăunswitchedñ), tedy populaci, kter§ 

neproġla izotypovĨm pŚesmykem (CD27+IgM+IgD+), tzv. IgM only B cells (IgM only), buŔky, 

kter® zŚejmŊ pŚedstavuj² vĨvojovĨ mezistupeŔ B lymfocytŢ prodŊl§vaj²c²ch izotypovĨ pŚesmyk 

(IgM+IgD-CD27+), tzv. switched memory B cells (SM), lymfocyty, kter® proġly izotypovĨm 

pŚesmykem (CD27+IgD-IgA/G+), a tzv. double negative B cells (DN), kter® jsou zŚejmŊ 

buŔkami tk§Ŕov® imunity.  

Vz§jemn® vztahy mezi jednotlivĨmi subpopulacemi CD27+IgD+ B lymfocytŢ nejsou 

plnŊ pochopeny. Za pomoci sekvenov§n² a klon§ln² analĨzy se podaŚilo popsat rozd²ly 

v intenzitŊ somatickĨch hypermutaci prob²haj²c²ch ve skupinŊ NSM a SM. U NSM lymfocytŢ 

je frekvence somatickĨch hypermutaci niģġ² neģ u SM, coģ by mohlo svŊdļit o tom, ģe tyto dvŊ 

populace nejsou klon§lnŊ pŚ²buzn® (Kaminski, Wei et al. 2012). SouļasnŊ jsou NSM lymfocyty 

vybaveny funkcemi, kter® je vĨznamnŊ od SM bunŊk odliġuj²: jsou schopny proj²t somatickou 

hypermutaci bez nutnosti vstupu do z§rodeļnĨch center, jsou podobn® B1 a regulatorn²m 

lymfocytŢm, vykazuj² prvky antimikrobi§ln² aktivity (Kaminski, Wei et al. 2012).  

Heterogenita populace plazmatickĨch bunŊk odr§ģ² zpŢsob, jakĨm vznikly. 

V souļasn® dobŊ se rozliġuj² tŚi z§kladn² cesty, kterĨmi je naplnŊn osud B lymfocytu st§t se 

plazmatickou buŔkou. V prv® ŚadŊ se rozliġuj² z B1 populace vzniknuvġ² plazmatick® buŔky a 

plazmatick® buŔky odvozen® od konvenļn²ch B2 lymfocytŢ. Podle m²ry exprese CD5+ 

molekuly u prekurzoru B1 plazmatick® buŔky se rozliġuj² B1a a B1b plazmatick® buŔky. Tyto 

populace bunŊk nebyly dosud podrobnŊ pops§ny a ot§zky tĨkaj²c² se jejich vĨvoje a funkce 

zŢst§vaj² nezodpovŊzeny (Tarlinton 2006). 
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Pouze z tohoto letm®ho n§hledu na heterogenitu populace CD27+IgD+ bunŊk lze 

dovozovat, ģe vnitŚn² funkļn² a biologick§ heterogenita makropopulace perifern²ch B 

lymfocytŢ odr§ģej²c² se v jejich imunofenotypov®m profilu je mnohem vyġġ² neģ se dosud 

pŚedpokl§dalo. S rozvojem polychromatick® prŢtokov® cytometrie za souļasn®ho sledov§n² 

v²ce povrchovĨch znakŢ, bude moģn® identifikovat d²lļ² mini aģ mikropupulace B lymfocytŢ. 

Tyto poznatky pomohou k objasnŊn² a pochopen² jejich protektivn² nebo patogenn² role 

v rozvoji autoimunitn²ch onemocnŊn², z²skanĨch imunodeficienc² ļi v jejich malign²m zvratu. 

PodrobnŊjġ² shrnut² hlavn²ch B lymfocyt§rn²ch populac² v perifern² krvi viz. Obr§zek 11 na 

stranŊ 44. 

5.1 Raritn² populace B lymfocytŢ 

Populace, kter® se ve vzorku vyskytuj² s frekvenc² 1/1000, tzn. 1 ă, a menġ², se 

v prŢtokov® cytometrii oznaļuj² jako raritn² (z latinsk®ho rarus ï ojedinŊlĨ, zvl§ġtn², Ś²dkĨ, 

vz§cnĨ) (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007, Rawstron 2011, Lykken, 

Candando et al. 2015). Bylo prok§z§no, ģe raritn² populace bunŊk jsou dŢleģitĨm 

diagnostickĨm ukazatelem v ŚadŊ patologickĨch stavŢ, pŚ²kladem mohou bĨt cirkuluj²c² 

n§dorov® buŔky v perifern² krvi, endoteli§ln² buŔky v krvi, antigen specifick® T lymfocyty 

nebo fet§ln² buŔky v matern§ln²m obŊhu, slibnŊ vypadaj² i pokusy s monitorov§n²m osudu 

bunŊk v tŊle pŚ²jemce pŚi pouģit² bunŊļnĨch terapi² (Donnenberg a Donnenberg 2007). NŊkter® 

populace B lymfocytŢ se ve vzorc²ch perifern² krve sledovanĨch osob vyskytuj² za 

fyziologick®ho stavu organismu v minim§ln²m poļetn²m zastoupen², pŚ²kladem mohou bĨt 

protil§tky produkuj²c² B lymfocyty v perifern² krvi zdravĨch jedincŢ (Kaminski, Wei et al. 

2012). Na pŚechodnou dobu mŢģe doj²t ke zmnoģen² tŊchto bunŊk v dobŊ, kter§ bezprostŚednŊ 

navazuje na moment vystaven² organismu infekļn²mu antigenu (onemocnŊn², vakcinace) 

(Kaminski, Wei et al. 2012). Deplece nŊkterĨch populac² (zejm®na CD20+ B lymfocytŢ) mŢģe 

u vybranĨch autoimunitn²ch onemocnŊn² v®st k celkov®mu potlaļen² projevŢ onemocnŊn², ale 

dŢvody, proļ se tak dŊje, nejsou zn§m®. VĨzkum tŊchto minoritnŊ zastoupenĨch aģ raritn²ch B 

lymfocyt§rn²ch populac² pŚinese dalġ² cenn® d²lky informace do mozaiky pozn§n² a pochopen² 

funkļn²ch vlastnost² a patogeneze autoimunitn²ch onemocnŊn². 

5.1.1 tǌƝƪƭŀŘȅ ǊŀǊƛǘƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾŀƴȇŎƘ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ 

PŚ²kladem relativnŊ m§lo prob§danĨch a v perifern² krvi vz§cnŊ zastoupenĨch 

lymfocyt§rn²ch subpopulac² bunŊk, mohu bĨt relativnŊ ned§vno popsan® buŔky, jako jsou NKB 
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lymfocyty, z angl. natural-killer-like B cells, (Wang, Xia et al. 2016), fagocytuj²c² B lymfocyty 

(Li, Barreda et al. 2006), ILC lymfocyty, z angl. innate lymphoid cells (Wang, Xia et al. 2016), 

thymick® B lymfocyty (Fend, Nachbaur et al. 1991, Sanz, Wei et al. 2008, Perera a Huang 

2015) ļi ɔŭ T lymfocyty (Holtmeier a Kabelitz 2005, Kreslavsky, Gleimer et al. 2010). Ve vġech 

pŚ²padech se jedn§ o lymfocyty, kter® nelze vŚadit pod klasick§ ontogenetick§ ani fylogenetick§ 

diferenciaļn² sch®mata, typick® pro nŊ je, ģe vykazuj² smŊs znakŢ obou typŢ imunity, vrozen® 

i adaptivn². 

NKB jsou pŚ²kladem bunŊk, kter® nejsou ani B lymfocyty, ani NK buŔkami. V jejich 

vlastnostech se kombinuj² znaky obou skupin. Wang, Xia et al. v roce 2016 publikovali pr§ci, 

ve kter® bl²ģe specifikuj² pŢvod tŊchto bunŊk na myġ²m modelu. Prok§zali, ģe NKB lymfocyty 

diferencuj² z pro-B lymfocytŢ v kostn² dŚeni. V r§mci studie se jim podaŚilo potvdit existenci 

dvou subpopulac² tŊchto lymfocytŢ ï NKB lymfocyt s imunofenotypem Lin-CD19+NK1.1+ a 

NKBP lymfocyty (prekurzory NKB) s imunofenotypem Lin-CD122+CD19+NK1.1+. 

SouļasnŊ popsali jejich vĨskyt v lymfatickĨch org§nech, kdy hlavn²m m²stem vĨskytu NKB 

byla slezina a lymfatick® uzliny v oblasti mesenteria. M²sto n§lezu je plnŊ v souladu s hlavn² 

efektorovou funkc² NKB. Ty jsou silnĨmi producenty IL-18 a IL-12, jejichģ sekrece vede 

k rychl®mu vymĨcen² mikrobi§ln²ch infekc² a aktivaci NK bunŊk a ILC lymfocytŢ, (Wang, Xia 

et al. 2016).  

PŚestoģe je brzl²k povaģov§n za hlavn² m²sto vĨvoje a selekce T lymfocytŢ, souļasn® 

poznatky ukazuj², ģe asi 1 % lymfocytŢ brzl²ku pŚedstavuj² B lymfocyty s vysoce aktivovanĨm 

fenotypem (Perera a Huang 2015). Thymick® B lymfocyty se u ļlovŊka vyskytuj² v oblasti 

brzl²ku, ve kter® doch§z² ke vz§jemn®mu kontaktu mezi korovou a dŚeŔovou z·nou (Fend, 

Nachbaur et al. 1991, Sanz, Wei et al. 2008, Perera a Huang 2015). Zd§ se, ģe se jedn§ o zcela 

osobitou subpopulaci bunŊk, kter§ necirkuluje v perifern² krvi a embryologicky nen² odvozena 

od lymfoidn²ch progenitorŢ s²dl²c²ch v kostn² dŚeni. Tento poznatek je odvozen ze studi² ran® 

hematopo®zy na myġ²ch, u kterĨch se thymick® B lymfocyty objevuj² jiģ 18. den od opolozen², 

tedy jeġtŊ pŚed t²m, neģ se objev² embryon§ln² kostn² dŚeŔ (Sanz, Wei et al. 2008).  

PŚedpokl§dala se jejich role v negativn² selekci, Yamano, Nedjic et al. (2015) publikovali studii, 

ve kter® postupuj² roli thymickĨch B lymfocytŢ jako bunŊk schopnĨch prezentovat 

autoantigeny potŚebn® pro indukci centr§ln² T bunŊļn® tolerance. 

ILC jsou subpopulac² bunŊk vrozen® imunity odvozen® ze spoleļn®ho lymfoidn²ho 

progenitoru (CLP). Jako populace byly objeveny a pops§ny v roce 2012 (Spits a Cupedo 2012, 
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Walker, Barlow et al. 2013). Typick® pro nŊ je, ģe nejsou vybaveny RAG, a proto nejsou 

vybaveny BCR/TCR. SouļasnŊ jsou to buŔky, kter® nenesou markery typick® pro jin® 

myeloidn² buŔky (Walker, Barlow et al. 2013), a pŚedstavuj² tak zcela unik§tn² populaci 

lymfoidn²ch bunŊk odliġnou jak od B a T lymfocytŢ, tak od klasickĨch bunŊk vrozen® imunity. 

Podobn§ situace plat² pro pŚ²pad fagocytuj²c²ch B lymfocytŢ, kter® byly objeveny u 

kostnatĨch ryb a ģab v roce 2006 (Li, Barreda et al. 2006); studovanĨmi druhy byli pstruh 

duhovĨ (Oncorhynchus mykiss) a dr§patka (Xenopus laevis). PostupnŊ se podaŚilo prok§zat 

existenci fagocytuj²c²ch B lymfocytŢ i u plazŢ a myġ² (Sunyer 2012, Parra, Takizawa et al. 

2013), v roce 2016 byla publikov§na pr§ce, kter® poprv® prokazuje fagocyt§rn² aktivitu B 

lymfocytŢ u ļlovŊka na lidsk® bunŊļn® lini Raji (Zhu, Zhang et al. 2016). BunŊļn§ linie Raji 

byla odvozena od B lymfocytŢ jeden§ctilet®ho nigerijsk®ho pacienta trp²c²ho BurkittovĨm 

lymphomem (Pulvertaft 1964) a vyuģ²v§ se mmj. ve vĨzkumu hematopoi®zy. Zhue et al. (2016) 

prok§zali schopnost B lymfocytŢ odvozenĨch z linie Raji aktivnŊ fagocytovat Mycobacterium 

tuberculosis, a souļasnŊ, ģe fagocytovan® Mycobacterium tuberculosis ovlivŔuje imunitn² 

funkce B lymfocytŢ, pŚedevġ²m t²m, ģe stimuluje sekreci IgM a upreguluje expresi molekul 

CD80 a CD86. Z evoluļn²ho hlediska tak lze usuzovat na spoleļnĨ pŢvod B lymfocytŢ a 

makrof§gŢ, souļasnŊ jsou fagocytuj²c² B lymfocyty dalġ²m dŢkazem o vz§jemn® prov§zanosti 

vrozen® a adaptivn² imunity. 

5.1.2 LŘŜƴǘƛŦƛƪŀŎŜ ǊŀǊƛǘƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ 

Abychom mohli pomoc² imunofenotypizace identifikovat raritn² populace B 

lymfocytŢ, potŚebujeme zn§t norm§ln² distribuci hlavn²ch populac² za fyziologick®ho stavu (viz 

strana 44, Obr§zek 11). B lymfocyt§rn² profil ļlovŊka nen² v prŢbŊhu ģivota konstantn². ObecnŊ 

mŢģeme Ś²ci, ģe B lymfopo®za je ovlivnŊna celou Śadou faktorŢ, je z§visl§ na vŊku (Ghia, 

Melchers et al. 2000, Palanichamy, Barnard et al. 2009, Morbach, Eichhorn et al. 2010, 

Adlowitz, Barnard et al. 2015), etnick® pŚ²sluġnosti, pohlav² a hormon§ln²m profilu (Kincade, 

Medina et al. 1994, Medina a Kincade 1994, Smithson, Beamer et al. 1994, Barrat, Lesourd et 

al. 1999, Parrish, Baez et al. 2009, Wilhelmson, Stubelius et al. 2015), vĨģivŊ a mikrobiomu 

(Round a Mazmanian 2009, Wesemann, Shrestha et al. 2014, Granato, Chen et al. 2015), m²Śe 

aktivace imunitn²ho syst®mu a dokonce na sezonalitŊ (Demas a Nelson 2012). 

DŢleģitĨm miln²kem pro pozn§n² raritn²ch populac² bylo rutinn² rozġ²Śen² 

polychromatick® prŢtokov® cytometrie do analĨzy PBMC ze vzorkŢ perifern² krve. Tento 
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posun byl umoģnŊn d²ky vĨvoji jak pŚ²strojov®ho vybaven², tak rozġ²Śen² nab²dky dostupnĨch 

fluorochromŢ. V souļasn® dobŊ se klinicky standardnŊ pouģ²van® osmibarevn® panely jev² jako 

nedostateļn®, a v biomedic²nsk®m vĨzkumu se jiģ bŊģnŊ vyuģ²vaj² polychromatick® panely 

kombinuj²c² sledov§n² 17 i v²ce povrchovĨch znakŢ na jedn® buŔce (Kaminski, Wei et al. 2012, 

Rundberg Nilsson, Bryder et al. 2013, Suponitskaia, Aleksankin et al. 2015, Wei, Jenks et al. 

2015).  

Multiparametrick® panely jsou n§roļn® na pŚ²pravu, mus² bĨt pŚ²snŊ optimalizov§ny, 

aby nedoch§zelo k artefici§ln²mu ovlivnŊn² dat. VĨzkum raritn²ch populac² je tak limitov§n 

nŊkolika vĨznamnĨmi faktory.  

V prvn² ŚadŊ se jedn§ o vlastn² odbŊr a pŚ²pravu vzorku, kdy kl²ļovĨm omezen²m je 

limitace velikosti/objemu zkouman®ho vzorku - vlastn² frekvenci z§jmovĨch populac² ve 

vzorku (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007). V r§mci 

multiparametricĨch analĨz mus² bĨt kladeny vysok® n§roky na jednotliv® kroky, kter® jsou 

nutn® v r§mci manipulace se vzorkem: odbŊrem za striktnŊ jednotnĨch podm²nek poļ²naje 

(zejm®na s ohledem na kvalitu pouģit®ho odbŊrov®ho materi§lu, teplotu skladov§n², pŚepravn² 

podm²nky) a oļkov§n²m monoklon§ln²mi protil§tkami konļe, ve vġech f§z²ch se mus² db§t 

pŚedevġ²m na srovnateln® teplotn² a ļasov® podm²nky (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg 

a Donnenberg 2007).  

Druhou skupinu omezuj²c²ch faktorŢ pŚedstavuje pomŊr sign§l/ġum pouģit® metody 

(SNR, z angl. signal/noise ratio) (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007). 

TŚet² skupinu pŚedstavuje ot§zka reprodukovatelnosti experimentu, n§sledovan§ 

ot§zkou softwarov®ho zpracov§n² z²skanĨch dat (vĨbŊr vhodn®ho softwarov®ho Śeġen² pro 

vyhodnocen² namŊŚenĨch dat) a statistick®ho vyhodnocen² (Donnenberg a Donnenberg 2007). 

Nepominutelnou souļ§st² objektivn²ho postupu je prŢbŊģn§ kontrola vġech krokŢ od odbŊru 

pŚes zpracov§n² aģ k vyhodnocen² vzorku. Samostatnou kapitolou je pak interpretace z²skanĨch 

vĨsledkŢ a jejich zaŚazen² do kontextu souļasn®ho pozn§n². 

Z§kladem ¼spŊġn® analĨzy raritn²ch populac² je optim§ln² n§vrh experimentu, kterĨ 

v pŚ²padŊ t®to diplomov® pr§ce vych§z² ze znaļen² PBMC jeden§cti fluorochromy: ġesti 

znaļenĨmi v r§mci klasifikace CD molekul jako CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a 

ļtyŚmi pro imunoglobuliny IgM, IgD, IgA a IgG. Poznatky o takto definovanĨch populac²ch B 
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lymfocytŢ jsou limitovan®, pŚi reġerġi publikovanĨch prac² lze vytvoŚit tabulku s oļek§vanĨm 

fenotypovĨm profilem, kterou bychom mŊli pŚi analĨz§ch v r§mci naġeho panelu doplnit. 

 

  

Tabulka 2 tǌŜƘƭŜŘ ȊƴłƳȇŎƘ ƛƳǳƴƻŦŜƴƻǘȅǇƻǾȇŎƘ ǇǊƻŦƛƭǻ . ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ǎŜ ȊƻƘƭŜŘƴŠƴƝƳ ǾǑŜŎƘ 
ǎƭŜŘƻǾŀƴȇŎƘ ǇƻǾǊŎƘƻǾȇŎƘ ȊƴŀƪǻΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǎǘǳŘƻǾłƴȅ Ǿ ǇŀƴŜƭǳ ǇƻǳȌƛǘŞƳ ǇǊƻ ǇƻǘǌŜōȅ ǘŞǘƻ ŘƛǇƭƻƳƻǾŞ ǇǊłŎŜΤ ƴŀǾƝŎ Ȋƴŀƪ 
/5ноΦ CƛŀƭƻǾŞ ǇƻƭŜΣ ƻȊƴŀőŜƴŞ Ƨŀƪƻ ǾŀǊƛŀōƛƭƴƝΣ ƻȊƴŀőǳje v ǊłƳŎƛ ƧŜŘƴŞ ǇƻǇǳƭŀŎŜ ǾȌŘȅ ŜȄǇǊŜǎƛ ōǳř LƎaΣ ƴŜōƻ LƎD ƴŜōƻ LƎ! 
(podle YƭŜƛƴΣ wŀƧŜǿǎƪȅ Ŝǘ ŀƭΦ мффуΣ [ƛǘȊƳŀƴΣ ±ƭƪƻǾł Ŝǘ ŀƭΦ нллтΣ {ŀƴȊΣ ²Ŝƛ Ŝǘ ŀƭΦ нллуΣ tŀƭŀƴƛŎƘŀƳȅΣ .ŀǊƴŀǊŘ Ŝǘ ŀƭΦ нллфΣ 
Vlkova, Fronkova et al. 2010, Kaminski, Wei et al. 2012, Yang, Rui et al. 2013, Benitez, Weldon et al. 2014, Wei, Jenks et al. 
2015) 
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6 PrŢtokov§ cytometrie 

PrŢtokov§ cytometrie (angl. flow cytometry) je modern², rychl§ a pŚesn§ laboratorn² 

metoda, kter§ je zaloģena na vyuģit² laseru ļi impedance pro mŊŚen² a analĨzu vlastnost² ļ§stic 

(pŚedevġ²m bunŊk) v suspenzi. Sv® m²sto m§ v z§kladn²m i aplikovan®m vĨzkumu, v klinick® 

praxi, tk§Ŕov®m a proteinov®m inģenĨrstv². PrŢtokov§ cytometrie umoģŔuje 

multiparametrickou analĨzu a simult§nn² mŊŚen² v²ce vybranĨch fyzik§ln²ch a chemickĨch 

vlastnost² ļ§stic pŚi jejich prŢchodu laserovĨm paprskem. Rychlost mŊŚen² se pohybuje v Ś§du 

desetitis²cŢ ļ§stic za sekundu. V B-bunŊļn® biologii se vyuģ²v§ pro identifikaci rŢznĨch 

bunŊļnĨch typŢ uvnitŚ sm²ġen® populace, a n§slednŊ pro detailn² analĨzu jednotlivĨch 

subpopulac². 

PrŢtokovĨ cytometr sest§v§ ze tŚ² z§kladn²ch okruhŢ: fluidn²ho syst®mu (fluidiky), 

optick®ho syst®mu (optiky) a elektronick®ho syst®mu (elektroniky) s vĨpoļetn² stanic² 

(workstation). 

Fluidika zajiġŠuje transport bunŊk 

ze suspenze. Vzorek je nas§t do prŢtokov® 

komory (prŢtokov® komŢrky, tzv. flow 

cell), ve kter® doch§z² k hydrodynamick® 

fokusaci ļ§stic nosnou kapalinou (hnac² 

kapalinou, tzv. sheat fluid) do proudnice. 

Takto Ăust§len®ñ ļ§stice proch§zej² za 

konstantn² rychlosti jednotlivĨmi 

laserovĨmi paprsky, kter® detekuj² 

fluorescenci a rozptyl z§Śen². Ļ§stice, kter® 

proġly vġemi paprsky, putuj² do odpadn² 

n§doby, v pŚ²padŊ specializovan®ho 

zaŚ²zen² s tŚ²diļem (angl. cell sorter) do 

tŚ²d²c² jednotky. 

Optiku tvoŚ² soustava zdrojŢ excitaļn²ho z§Śen² (lasery) a sbŊrn® optick® dr§hy se 

syst®mem ļoļek, filtrŢ a zrcadel. Pomoc² filtrŢ lze nastavit specificitu zachycovanĨch vlnovĨch 

d®lek, pomoc² zrcadel se reguluje ¼hel odrazu paprsku excitaļn²ho z§Śen². Funkc² tohoto 

syst®mu je zachycen² ļ§sticemi emitovanĨch fluorescenļn²ch sign§lŢ. Tyto fluorescenļn² 

hōǊłȊŜƪ 12 ½ƧŜŘƴƻŘǳǑŜƴŞ ǎŎƘŞƳŀ ǇǊƛƴŎƛǇǳ ǇǊǻǘƻƪƻǾŞ ŎȅǘƻƳŜǘǊƛŜ 
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sign§ly jsou pŚeneseny na optoelektronickĨ detektor (fotosn²maļ), kterĨ se nach§z² na rozhran² 

optick®ho a elektronick®mu syst®mu prŢtokov®ho cytometru. SouļasnŊ s fluorescenļn²mi 

sign§ly se zaznamen§vaj² i dva z§kladn² parametry rozptylov® ï rozptyl v pŚ²m®m smŊru a 

rozptyl v boļn²m smŊru.  

Rozptyl v pŚ²m®m smŊru m§ obvykle odchylku do 20Á od smŊru laserov®ho paprsku a 

je sb²r§n kan§lem pŚedn²ho rozptylu (angl. forward scatter channel, FSC). Velikost rozptylu 

v FSC je pŚ²mo ¼mŊrn§ velikosti bunŊk a lze pomoc² nŊj odliġit buŔky ģiv® a neļistoty.  

Rozptyl v boļn²m smŊru je mŊŚen 

v ¼hlu 90Á od paprsku excitaļn²ho z§Śen² a je 

sb²r§n kan§lem boļn²ho rozptylu (angl. side 

scatter channel, SSC). Rozptyl v SSC odr§ģ² 

vnitŚn² komplexitu bunŊk, poskytuje 

informace o jejich granularitŊ ļi fragmentaci 

j§dra. Kombinac² parametrŢ FSC a SSC 

z²sk§me hodnoty typick® pro jednotliv® typy bunŊk (pŚ. vysok® hodnoty SSC u bunŊk 

v apopt·ze).  

Elektronika je komplexn² syst®m, kterĨ umoģŔuje pŚevod optickĨch sign§lŢ v podobŊ 

fluorescence a rozptylu na sign§ly elektronick®. PŚi dopadu fotonŢ na fotosn²maļ dojde ke 

generov§n² proudu v Ś§du mA a amplifikaci sign§lu pomoc² foton§sobiļŢ a fotodiod. Takto 

zes²lenĨ sign§l je digitalizov§n a v grafick® a numerick® podobŊ vizualizov§n pomoc² vĨpoļetn² 

stanice. VĨstupem mŊŚen² jsou jednoparametrov® a dvouparametrov® grafy s pŚehledy poļtŢ 

bunŊk nesouc²ch sledovanĨ znak v procentech. 

V r§mci analĨzy dat mŢģeme na c²lov® populaci sledovat z§kladn² statistick® 

ukazatele, jakĨmi jsou modus, medi§n, ļetnost, intenzita fluorescence, standardn² deviace 

apod., a z²skan§ data n§slednŊ podrobit multiparametrick®mu rozboru. 

  

hōǊłȊŜƪ 13 SchematicƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ȊŀŎƘȅŎŜƴƝ ǊƻȊǇǘȅƭƻǾȇŎƘ 
ǇŀǊŀƳŜǘǊǻ 
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7 Sledovan® povrchov® znaky  

AnalĨza povrchovĨch znakŢ (CD, z angl. cluster of differentiation) bunŊk patŚ² mezi 

protokoly, kter® slouģ² k identifikaci a vĨzkumu membr§novŊ v§zanĨch molekul. AnalĨza CD 

je z§kladn² technikou imunofenotypizace. Molekuly pŚ²tomn® na povrchu bunŊk pln² rŢzn® 

fyziologick® funkce. NejvŊtġ² skupinu pŚedstavuj² molekuly signalizaļn² kask§dy (receptory, 

ligandy apod.). Jejich role vġak mŢģe spoļ²vat i v zajiġtŊn² bunŊļn® adheze (CAM, z angl. cell 

adhesion molecules), rŢstu, proliferace ļi diferenciace (rŢstov® faktory, z angl. growth factors).  

PŚ²tomnost povrchovĨch znakŢ se u jednotlivĨch populac² bunŊk liġ². Sledov§n² 

pŚ²tomnosti povrchovĨch znakŢ za pouģit² fluorescenļn²ch monoklon§ln²ch protil§tek je 

dŢleģitĨm postupem pŚi tŚ²dŊn² a imunofenotypizaci studovanĨch populac². Kombinac² 

vhodnĨch povrchovĨch znakŢ mŢģeme odliġit, popsat a definovat velmi specifick® populace 

bunŊk ve sledovan® tk§ni. 

V n§mi pouģit®m B bunŊļn®m panelu pro analĨzu pomoc² prŢtokov® cytometrie 

sledujeme aģ deset povrchovĨch znakŢ, jedn§ se o molekuly standardnŊ klasifikovan® 

v syst®mu CD nomenklatury CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a ļtyŚi imunoglobuliny 

IgM, IgD, IgA a IgG. Jedn§ se nejdŢleģitŊjġ² molekuly asociovan® s diferenciac² B lymfocytŢ. 

Pomoc² kombinovan® strategie vymezen² jsme schopni identifikovat rŢzn§ vĨvojov§ stadia B 

Tabulka 3 LƳǳƴƻŦŜƴƻǘȅǇƻǾł ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŀ . ƭȅƳŦƻŎȅǘłǊƴƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǎ ƻƘƭŜŘŜƳ ƴŀ ǎǘǳǇŜƶ ŘƛŦŜǊŜƴŎƛŀŎŜ ŀ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞ 
ǇƻǾǊŎƘƻǾŞ Ȋƴŀƪȅ 
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lymfocytŢ v perifern² krvi. N§stup a vyhas²n§n² exprese sledovanĨch povrchovĨch znakŢ 

bŊhem jejich vĨvoje ilustruje Tabulka 3, na stranŊ 53. 

7.1 CD19 (antigen pro B lymfocyty CD19) 

Molekula CD19 (t®ģ oznaļov§na jako B4, CVID3) je povrchovĨ antigen vyskytuj²c² 

se v membr§nŊ vġech zdravĨch i malign²ch B lymfocytŢ, a na folikul§rn²ch dendritickĨch 

buŔk§ch (Zhou, Ord et al. 1991, Kozmik, Wang et al. 1992). StrukturnŊ se jedn§ se o 

glykoprotein o hmotnosti 95kDa, se dvŊma Ig-like dom®nami, kterĨ je sloģenĨ z 240 

aminokyselin (Lin, Gu et al. 2009). 

Objevuje se v ranĨch f§z²ch centr§ln²ho vĨvoje B lymfocytŢ v kostn² dŚeni, pŚ²tomnĨ 

je u Pro-B lymfocytu. BŊhem diferenciace se m²ra exprese CD19 postupnŊ sniģuje (Zhou, Ord 

et al. 1991). Prim§rnŊ se jedn§ o koreceptor. Molekula CD19 vytv§Ś² komplex s BCR a pod²l² 

se na Ag-nez§visl® nebo Ag-indukovan® aktivaci B lymfocytŢ (van Zelm, Reisli et al. 2006). 

VytvoŚen² tohoto komplexu vede ke sn²ģen² prahu nutn®ho pro aktivaci B lymfocytu (van Zelm, 

Reisli et al. 2006). Z§roveŔ um² vytvoŚit komplex i s jinĨmi molekulami ï CD21 (Fearon a 

Carroll 2000) nebo CD81 (Carroll 1998). 

EvoluļnŊ se jedn§ o velmi konzervativn² molekulu, CD19 je pŚ²tomna na lymfoytech 

u vġech prostudovanĨch savcŢ. U ļlovŊka je tento protein k·dov§n genem CD19, mutace v nŊm 

vedou k rozvoji hypoagammaglobulinemie (defektn² odpovŊŅ maturovanĨch B lymfocytŢ na 

antigenn² stimulaci) (Zhou, Ord et al. 1991, van Zelm, Reisli et al. 2006). 

7.2 CD20 (antigen pro B lymfocyty CD20) 

Molekula CD20 je povrchovĨ antigen vyskytuj²c² se v membr§nŊ vġech zdravĨch i 

malign²ch B lymfocytŢ. StrukturnŊ se jedn§ aktivovanĨ glykosylovanĨ fosfoprotein o 

hmotnosti 33 ï 37 kDa. 

Objevuje se v ranĨch f§z²ch centr§ln²ho vĨvoje B lymfocytŢ v kostn² dŚeni, pŚ²tomnĨ 

je u pozdn²ho Pro-B lymfocytu, nenajdeme ho u plazmatickĨch bunŊk. BŊhem diferenciace se 

m²ra exprese CD20 zvyġuje. PŚedpokl§d§ se, ģe jeho funkce spoļ²v§ v optimalizaci B bunŊļn® 

odpovŊdi na T-independentn² antigenn² stimulaci. Pro molekulu CD20 zat²m nebyl pops§n 

pŚirozenĨ ligand, ale in vitro studie s CD20 monoklon§ln²mi protil§tkami (mAbs, z angl. 

monoclonal antibody) prok§zaly, ģe vstupuje do regulace B bunŊļn® aktivace a proliferace 
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(Kuijpers, Bende et al. 2010). CD20 je souļ§st² multimericky organizovan®ho povrchov®ho 

bunŊļn®ho komplexu, kterĨ reguluje transport Ca2+ pŚes cytoplazmatickou membr§nu, a mohl 

by tedy fungovat jako kan§l pro pŚenos v§penatĨch iontŢ (Bubien, Zhou et al. 1993, Kuijpers, 

Bende et al. 2010, Kneissl, Zhou et al. 2013). 

U ļlovŊka je tento protein k·dov§n genem MS4A1 (rodina membrane ï spanning 4A 

genŢ) (Kuijpers, Bende et al. 2010). 

Proti molekule CD20 byla vyvinuta chimern² protil§tka rituximab (anti-CD20, 

dostupn§ pod obchodn²mi n§zvy Rituxan, MabThera, Zytux). PŚi nasazen² rituximabu dojde k 

depleci CD20+ populace B lymfocytŢ, proto se vyuģ²v§ pŚi l®ļbŊ onemocnŊn², pro kter® je 

typick® patologick® zmnoģen² poļtu, zvĨġen§ reaktivita nebo dysfunkce B lymfocytŢ. Mezi 

hlavn² terapeutick® c²lov® skupiny tak patŚ² pacienti s rŢznĨmi typy rakoviny b²lĨch krvinek 

(leukemie, lymfomy ï pŚedevġ²m Non-HodgekinŢv lymfom), autoimunitn²ch onemocnŊn² 

(syst®movĨ lupus erythematoides, revmatoidn² artritida, autoimunitn² pankreatitida) a pŚi 

org§novĨch transplantac²ch (Kuijpers, Bende et al. 2010). Nasazen² rituximabu selh§v§ u 

pacientŢ s mnohoļetnĨm myelomem, u kterĨch byly pops§ny dvŊ odliġn® subpopulace 

CD19+CD20+ B lymfocytŢ a subpopulace CD20+CD138+ plazmatickĨch bunŊk (Pilarski, 

Baigorri et al. 2008). 

7.3 CD21 (receptor komplementu typu 2) 

Molekula CD21 (t®ģ oznaļov§na jako CR2, receptor komplementu C3d, receptor 

Epstein-Barrov® EBV-R) je povrchovĨ antigen vyskytuj²c² se na povrchu B lymfocytŢ, 

folikul§rn²ch dendritickĨch bunŊk a T lymfocytŢ, kter® jsou souļ§st² komplementov®ho 

syst®mu. StrukturnŊ se jedn§ o glykosylovanĨ integr§ln² membr§novĨ protein typu 1 o 

hmotnosti 145 kDa. 

Ontogeneticky se objevuje u B lymfocytŢ, kter® proġly Pre-B f§z² vĨvoje, vysok§ m²ra 

exprese se udrģuje u B lymfocytŢ perifern² krve a ztr§c² se bŊhem termin§ln² diferenciace B 

lymfocytu do plazmatick® buŔky. CD21 je exprimov§n na maturovanĨch B lymfocytech, na B 

lymfocytech margin§ln² z·ny, na folikul§rn²ch dendritickĨch buŔk§ch, na nŊkterĨch buŔk§ch 

epitelu a v mal® m²Śe na nŊkterĨch subpopulac²ch T lymfocytŢ.  
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Hlavn² funkc² molekuly CD21, kter§ je receptorem pro C3d, C3dg a iC3b fragment 

komplementu (Sarrias, Franchini et al. 2001), je vytvoŚen² komplexu s CD19 a CD81. Komplex 

CD19/CD21/CD81 amplifikuje transdukci sign§lu prostŚednictv²m membr§nov®ho 

imunoglobulinu (mIg), indukuje bunŊļnou agregaci a doplŔuje fosfatidylinositol-3- kin§zu 

(PI3-kin§za, (Matsumoto, Martin et al. 1993). Komplex CD19/CD21/CD81, je sestaven za tŚ² 

nez§vislĨch, do rŢznĨch proteinovĨch rodin patŚ²c²ch podjednotek. Mezi jeho vĨznamn® funkce 

patŚ² zvĨġen² prahu citlivosti B lymfocytu na koncentraci Ag, tzn., ģe umoģŔuje rozezn§n² Ag, 

kterĨ je pŚ²tomen ve velmi n²zkĨch koncentrac²ch (Matsumoto, Martin et al. 1993), uvaģuje se 

o jeho schopnosti rozezn§vat ciz² DNA bŊhem imunitn² odpovŊdi (Asokan, Banda et al. 2013). 

CD21 je z§roveŔ receptorem pro virus Epstein-Barrov® (Weis, Fearon et al. 1986, Cooper, 

Moore et al. 1988, Prodinger 1999). 

U ļlovŊka je protein CD21 k·dov§n genem CR2. Polymorfismy v tomto genu jsou 

asociov§ny s n§chylnost² k rozvoji nŊkterĨch autoimunitn²ch onemocnŊn². U pacientŢ 

se sn²ģenou hladinou nebo ¼plnou absenc² CD21 se rozv²j² SLE (Asokan, Banda et al. 2013), 

pops§na je asociace s rozvojem RA (Suponitskaia, Aleksanin et al. 2015). 

7.4 CD24 (transduktor sign§lu CD24) 

Molekula CD24 (t®ģ oznaļov§na jako HSA, z angl. heat stable antigen nebo 

nectadorin) je membr§novŊ v§zanĨ antigen, kterĨ je exprimov§n na povrchu zralĨch 

granulocytŢ a B lymfocytŢ (Hough, Rosten et al. 1994). KromŊ hematopoetickĨch bunŊk se 

exprimuje i na buŔk§ch nervov® tk§nŊ, slezinŊ, epitelech, keratinocytech a rŢznĨch typech 

rakovinnĨch bunŊk (Fang, Zheng et al. 2010). StrukturnŊ se jedn§ o sialoglykoprotein, kterĨ je 

pŚi izolaci z B lymfocytŢ sloģen pouze z 27 ï 30 aminokyselin s hmotnost² 30 ï 70 kDa. M²ra 

glykosylace CD24 je z§visl§ na bunŊļn®m typu a je vysoce variabiln² (Fang, Zheng et al. 2010). 

K bunŊļn®mu povrchu je ukotven pomoc² glykosilfosfatidylinositolu (GPI kotva).  

M²ra jeho exprese v prŢbŊhu ontogenetick®ho vĨvoje B lymfocytu kol²s§. Objevuje se 

v nejranŊjġ²ch f§z²ch vĨvoje u pro-B lymfocytŢ a vysokou m²ru jeho exprese udrģuj² i 

neaktivovan® maturovan® B lymfocyty v perifern² krvi a pl§ġŠov® z·nŊ lymfatick® uzliny. Po 

aktivaci B lymfocytu m²ra exprese CD24 prudce kles§, u B lymfocytŢ z§rodeļnĨch center, 

v nichģ doch§z² k termin§ln² diferenciaci B lymfocytŢ do plazmatickĨch bunŊk, je exprese 

CD24 velmi n²zk§ (Suzuki, Kiyokawa et al. 2001). Velmi vysokou m²ru exprese CD24 maj² 

regulaļn² B lymfocyty (Bregs) (Yang, Rui et al. 2013), kter® byly jako supresorov§ subpopulace 
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B lymfocytŢ poprv® pops§ny v roce 2006 (Mizoguchi a Bhan 2006). Fang, Zheng et al. (2010) 

obecnŊ popisuj² ontogenetickĨ profil CD24 ve vġech bunŊļnĨch typech: CD24 se ve vysok® 

m²Śe exprimuje v ranĨch f§z²ch bunŊļn®ho vĨvoje a u metabolicky aktivn²ch bunŊk, 

k vĨznamn®mu sn²ģen² exprese doch§z² u termin§lnŊ diferencovanĨch bunŊk, z ļehoģ vyplĨv§, 

ģe CD24 je funkļnŊ zapojena do Ag-dependentn² proliferace B lymfocytŢ a z§roveŔ br§n² jejich 

vĨvoji do Ig-produkuj²c²ch bunŊk. 

Funkce molekuly CD24 nejsou plnŊ pochopeny. CD24 je molekulou bunŊļn® adheze, 

portfolio jej²ch funkc² je vġak daleko ġirġ². Na aktivovanĨch B lymfocytech pln² funkci T-

bunŊļn®ho kostimul§toru pro klon§ln² expanzi T-lymfocytŢ (Fang, Zheng et al. 2010). Suzuki, 

Kiyokawa et al. (2001) popisuj² CD24 jako jednu z molekul, kter§ se zapojuje do indukce 

apopt·zy B lymfocytŢ.  

U ļlovŊka je k·dov§na genem CD24. Polymorfismy genu CD24 jsou asociov§ny 

s rizikem a progres² autoimunitn²ch onemocnŊn² jako jsou roztrouġen§ skler·za, RA nebo SLE 

(Fang, Zheng et al. 2010).  

7.5 CD27 (antigen aktivace T lymfocytŢ) 

Molekula CD27 (oznaļov§na t®ģ jako S152, TNFRSF7 nebo Tp55) je povrchovĨ 

receptor, kterĨ patŚ² do rodiny TNF-receptorŢ (TNFR, z angl. tumor necrosis factor receptor). 

CD27 se vyskytuje na povrchu asi 75 % T lymfocytŢ (Camerini, Walz et al. 1991), na vŊtġinŊ 

B lymfocytŢ, na NK buŔk§ch (Akiba, Nakano et al. 1998, Klein, Rajewsky et al. 1998) a tak® 

exprimuje na buŔk§ch ren§ln²ch tubulŢ (Nakatsuji 2003). StrukturnŊ se jedn§ o dimern² 

membr§novĨ glykoprotein, kterĨ je sloģenĨ ze dvou podjednotek ï molekuly o hmotnosti 55 

kDa a molekuly o hmotnosti 32 kDa (Borst, Sluyser et al. 1989, Camerini, Walz et al. 1991). 

ObŊ dvŊ podjednotky jsou strukturnŊ homologn² a exprimuj² epitopy rozpozn§van® anti-CD27 

protil§tkami. ZŚejmŊ nemaj² spoleļnĨ prekurzor vyġġ²ho stupnŊ, ale 55 kDa molekula je 

pravdŊpodobnŊ prekurzorem pro vznik 32 kDa molekuly (Borst, Sluyser et al. 1989). 

V r§mci ontogeneze lze pomoc² CD27 molekuly odliġit subpopulace B lymfocytŢ, 

kter® proġly z§rodeļnĨmi centry lymfatickĨch tk§n². Molekula CD27 neexprimuje na naivn²ch 

B lymfocytech, je z§kladn²m diskriminaļn²m znakem pamŊŠovĨch B lymfocytŢ. M²ra exprese 

CD27 s vĨvojem B lymfocytu stoup§, nejniģġ² hladiny vykazuj² B lymfocyty z§rodeļnĨch 

center, nejvyġġ²ch hodnot exprese dosahuj² buŔky plazmatick®. PŚi imunofenotypizaci je 
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vz§jemn§ pŚ²tomnost CD27 a CD38 molekuly na povrchu B lymfocytu pouģ²v§na jako 

identifikaļn² znak plazmatickĨch bunŊk (Klein, Rajewsky et al. 1998). 

Mezi hlavn² funkce molekuly CD27 patŚ² zajiġtŊn² interakce mezi T a B lymfocyty; 

CD27 reguluje aktivaci B lymfocytŢ a synt®zu protil§tek (Borst, Sluyser et al. 1989, Klein, 

Rajewsky et al. 1998). Signalizace prostŚednictv²m molekuly CD27 a jej²ho ligandu CD70 

chr§n² B lymfocyty pŚed indukc² apopt·zy prostŚednictv²m IL-10. PŚ²tomnost IL-10 vede 

k nasmŊrov§n² vĨvoje CD27+ B lymfocytŢ smŊrem k plazmatickĨm buŔk§m (Agematsu, 

Nagumo et al. 1998). Studuje se role CD27 jako kostimulaļn² molekuly imunitn²ho kontroln²ho 

bodu (immune checkpoint), ļehoģ se vyuģ²v§ pŚi vĨvoji anti-CD27 monoklon§ln²ch protil§tek 

(Vitale, He et al. 2012). 

Proti molekule CD27 byla vyvinuta monoklon§ln² protil§tka CDX-1127 (varlilumab). 

V preklinickĨch studi²ch se prok§zalo, ģe varlilumab indukuje silnou protin§dorov§ odpovŊŅ ï 

byl pops§n jeho pozitivn² terapeutickĨ ¼ļinek pŚi l®ļbŊ CD27+ tumorŢ (T a B bunŊļnĨch 

lymfomŢ) (Vitale, He et al. 2012). 

U ļlovŊka je k·dov§n genem CD27. Polymorfismy tohoto genu v asociaci 

s polymorfismem v genu pro jeho ligandu CD70, zvyġuj² riziko nŊkterĨch malign²ch 

onemocnŊn², pops§na je zvĨġena incidence rakoviny prsu u ļ²nsk® populace (Xu, Li et al. 2012), 

defekty v genu vedou k rozvoji lymfoproliferativn²ho syndromu 2, autozom§lnŊ recesivn²ho 

imunodeficitu, kterĨ se projevuje hypoagammaglubilnemi², nefunkļn² T-dependentn² B 

lymfocyt§rn² odpovŊd² a perzistuj²c² symptomatickou EBV vir®mi² (van Montfrans, 

Hoepelman et al. 2012).  

7.6 CD38 (hydrol§za cyklick® ADP rib·zy) 

Molekula CD38 (oznaļov§na t®ģ jako ADPRC 1, T10) je povrchov§ molekula, kter§ 

se nach§z² na membr§nŊ vŊtġiny imunitn²ch bunŊk vļetnŊ B lymfocytŢ, T lymfocytŢ a NK 

bunŊk. StrukturnŊ se jedn§ o glykoprotein o hmotnost² 45 kDa, jehoģ transmembr§nov§ dom®na 

pln² funkci ektoenzymu (Hamblin 2003). 

V prŢbŊhu ontogenetick®ho vĨvoje B lymfocytu se exprimuje v ļasnĨch vĨvojovĨch 

stadi²ch. Objevuje se u Pre-B lymfocytŢ v kostn² dŚeni, bŊhem maturace se jeho exprese sniģuje. 

Signalizace prostŚednictv²m CD38 chr§n² B lymfocyty GC pŚed apopt·zou. PamŊŠov® B 



59 
 

lymfocyty tento epitop neexprimuj², avġak u plazmatickĨch bunŊk je jedn²m z m§la pŚ²tomnĨch 

antigenŢ (Hamblin 2003).  

Molekula CD38 pln² funkci ektoenzymu katalyzuj²c²ho konverzi NAD+ 

(nikotinadenindinukleotidu) na nikotinamid, adenosindifosf§t rib·zu (ADPR) a cyklickou 

ADPR (Hamblin 2003), induktoru pro bunŊļnou aktivaci a indukuje mobilizaci z§sob Ca2+ 

z cytoplazmy (Funaro, Morra et al. 1997). Vyuģ²v§ se jako prognostickĨ identifikaļn² znak B-

chronick® lymfocytick® leuk®mie (B-CLL), mnohoļetn®ho myelomu (negativn² identifikaļn² 

znak) a akutn² myeloidn² leuk®mie (AML, pozitivn² identifikaļn² znak) (Deaglio, Mehta et al. 

2001). Deaglio, Capobianco et al. (2003) sledovali roli CD38 v signalizaci prostŚednictv²m 

BCR. PŚestoģe namŊŚen® hodnoty byly na hranici prahu detekce, up-regulac² IL-2 se jim 

podaŚilo sign§l in vitro zes²lit, coģ by mohlo znamenat, ģe populace sledovanĨch plazmatickĨch 

bunŊk nen² homogenn², a v z§vislosti na m²Śe exprese CD38 se dŊl² do specializovanĨch 

subpopulac². Navrhuj² moģnou funkci CD38 v povrchov®m receptoru CD19/CD81 (Deaglio, 

Mehta et al. 2001, Deaglio, Capobianco et al. 2003, Hamblin 2003). 

Molekula CD38 je k·dov§na CD38 genem. Defekty v tomto genu jsou asociov§ny 

s rozvojem B-prolymfocytick® leuk®mie, vz§cn®ho hematologick®ho onemocnŊn² podobn®ho 

B-CLL, ļi s plika syndromem, bolestivĨm z§nŊtlivĨm onemocnŊn²m Śasy synovi§ln²ho pouzdra 

kloubu (plica synovialis) (Deaglio, Mehta et al. 2001). 

7.7 IgM (imunoglobulin M)  

Imunoglobulin M je povrchov§ protil§tka, kter§ se nach§z² na povrchu B lymfocytŢ. 

StrukturnŊ se jedn§ o glykoprotein sloģenĨ z monomerŢ do pentameru (vĨjimeļnŊ hexameru) 

(HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). B lymfocyty tvoŚ² dvŊ formy IgM: v membr§nŊ fixovanĨ 

IgM (mIgM) a sekretovanĨ IgM (sIgM). ObŊ dvŊ formy IgM se od sebe liġ² vnitŚn² strukturou 

tŊģk®ho ŚetŊzce (ɛ) a funkc². 

Membr§novŊ v§zanĨ IgM o hmotnosti 900 kDa je ukotvenĨ do bunŊļn® membr§ny 

pomoc² kotvy tvoŚen® 20 hydrofobn²mi aminokyselinami. mIgM pln² funkci monomern²ho 

receptoru, kterĨ spouġt² diferenciaci B lymfocytŢ do pokroļilĨch vĨvojovĨch stupŔŢ (Kehry, 

Ewald et al. 1980). Spolu s transmembr§novĨmi molekulami CD79Ŭ (IgŬ) a CD79ɓ (Igɓ) 

asociovanĨmi pomoc² Src-PTK (proteintyrosinkin§za z rodiny Src) za tvorby povrchov®ho 

komplexu ï BCR (HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). AktivovanĨ BCR je souļ§st² signalizaļn²ch 
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kask§d vedouc²ch ke zmŊn§m transkripce genŢ, bunŊļn® proliferaci, diferenciaci a sekreci 

velk®ho mnoģstv² rozpustnĨch imunoglobulinŢ, je silnĨm aktiv§torem komplementu (Kehry, 

Ewald et al. 1980, HoŚejġ², BartŢŔkov§ et al. 2013). Sekreļn² IgM m§ strukturu pentameru a 

zapojuje se do humor§ln² imunitn² odpovŊdi jako efektor (Kehry, Ewald et al. 1980).  

Ontogeneticky se IgM objevuje ve vĨvojov®m stadiu Pre-B lymfocytu (HoŚejġ², 

BartŢŔkov§ et al. 2013). V t®to dobŊ je ukonļena rekombinace lehk®ho i tŊģk®ho ŚetŊzce a 

formuje se BCR. 

Poruchy tvorby IgM jsou spojeny s mutacemi rŢznĨch genŢ. Poruchy vedouc² 

k nadprodukci IgM a omezen² synt®zy protil§tek ostatn²ch typŢ jsou Śazeny do skupiny hyper-

IgM syndromŢ. V z§vislosti na pŚ²ļin§ch se rozliġuje pŊt samostatnĨch typŢ, pŚiļemģ X-v§zanĨ 

typ 1 je projevem mutace na genu CD40LG, autosom§lnŊ recesivn² typ 2 m§ mutovanĨ gen 

AICDA (aktivac² indukovan§ cytidin deamin§za; B lymfocyty nemohou rekombinovat), stejnŊ 

jako typ 4 (utlumen² izotypov®ho pŚesmyku), typ 3, kterĨ je projevem mutace na genu CD40 

(blokuje izotypovĨ pŚesmyk), a typ 5, kterĨ je mutac² genu UNG (uracil-DNA-glykosyl§za) 

(Lougaris, Badolato et al. 2005). OpaļnĨm pŚ²padem je nedostateļn§ produkce IgM, kter§ se 

mŢģe projevit jako dysagammaglobulin®mie nebo hypoagammaglobulin®mie s rŢznou etiologi² 

(Knight, Mayer et al. 2006). 

7.8 IgD (imunoglobulin D) 

Imunoglobulin D je protil§tka, kter§ vyskytuje v membr§n§ch asi 1 % maturovanĨch 

B lymfocytŢ. Poprv® byl pops§n u pacientŢ s mnohoļetnĨm myelomem v roce 1965 (Rowe a 

Fahey 1965, Rowe a Fahey 1965). PodobnŊ jako IgM m§ dvŊ formy ï membr§novou mIgD a 

sekreļn² sIgD. ObŊ formy jsou antigennŊ podobn®, liġ² se v citlivosti na proteolĨzu plazminem 

(Vladutiu 2000). mIgD je obvykle exprimov§n na bunŊļn® membr§nŊ spolu s IgM. Sekreļn² 

forma IgD je monomern² protil§tka o hmotnosti 185 kDa, kter§ se v mal®m mnoģstv² vyskytuje 

v krevn²m s®ru (Chen a Cerutti 2011). 

Ontogeneticky se IgD objevuje ve chv²li, kdy zraj²c² B lymfocyt opouġt² kostn² dŚeŔ a 

zaļ²n§ cirkulovat v perifern² krvi. ZralĨ B lymfocyt koexprimuje IgD a IgM (Chen a Cerutti 

2010, Chen a Cerutti 2011). Omezen® mnoģstv² plazmatickĨch bunŊk v lymfatick® tk§ni v mal® 

m²Śe exprimuje IgD (Vladutiu 2000). 
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Funkce IgD je zat²m nejasn§. Hlavn² role IgD zŚejmŊ spoļ²v§ ve spuġtŊn² aktivaļn²ho 

sign§lu k maturaci B lymfocytu (Chen a Cerutti 2011). Uvaģuje se i o jeho moģn®m zapojen² 

do tolerogenn²ch a apoptotickĨch sign§lŢ (Chen a Cerutti 2011). Studuje se jeho role 

v autoz§nŊtlivĨch procesech, napŚ. syndromu periodick® horeļky (PFAPA, z angl. Periodic 

Fever, Aphthous Stomatitis, Pharyngitis, Cervical Adenitis), pro kterou je charakteristick® 

patologick® zvĨġen² produkce IgD (Chen a Cerutti 2010). 

7.9 IgA (imunoglobulin A)  

Imunoglobulin A je nejhojnŊji se vyskytuj²c² protil§tkou v lidsk®m tŊle (Fagarasan a 

Honjo 2003). IgA je glykosylovanĨ protein o hmotnosti 160 kDa. U ļlovŊka se vyskytuje ve 

dvou form§ch, jako slizniļn² IgA (monomer) a jako sekreļn² IgA (dimer) (Singh, Chang et al. 

2014). Monomern² IgA tvoŚ² asi 5 ï 15 % s®rovĨch imunoglobulinŢ, dimern² IgA se vyskytuje 

v sekretech v§z§nĨch na slizniļn² povrch (Fagarasan a Honjo 2003). 

Ontogeneticky se IgA objevuje na pamŊŠovĨch B lymfocytech, kter® proġly 

izotypovĨm pŚesmykem (Shi, Agematsu et al. 2003). Nejvyġġ² koncentrace IgA+ lymfocytŢ se 

vyskytuj² v m²stech pŢsobnosti, nejļastŊji pod lamina propria mucosae, kde n§slednŊ maturuj² 

do plazmatickĨch bunŊk secernuj²c²ch dimern² IgA. V perifern² krvi se IgA+ B lymfocyty 

vyskytuj² velmi m§lo, pŚedstavuj² asi 1,2 % PBMC (Mayumi, Kuritani et al. 1983). Ke zvĨġen² 

poļtu IgA spont§nnŊ secernuj²c²ch B lymfocytŢ v perifern² krvi doch§z² po t®, co probŊhne 

slizniļn² (nikoli syst®mov§) imunizace (Yarchoan, Barrow et al. 1985). 

Hlavn² funkce IgA spoļ²v§ v neutralizaci infekļn²ch agens na slizniļn²ch povrġ²ch. 

IgA je velmi slabĨm opsoninem a aktiv§torem komplementu. Vysok§ koncentrace IgA ve 

sliznici je dŢsledkem interakce mezi plazmatickĨmi buŔkami a epitelovĨmi buŔkami, kter® 

exprimuj² pIgR (polymern² Ig receptor) (Snoeck, Peters et al. 2006). V krvi IgA interaguje 

s CD89 (FcŬRI), kterĨ je exprimov§n na efektorovĨch buŔk§ch imunitn²ho syst®mu (Snoeck, 

Peters et al. 2006). ProstŚednictv²m t®to interakce doch§z² ke spuġtŊn² z§nŊtliv® reakce a 

odstranŊn² antigenu (Snoeck, Peters et al. 2006).  

NejļastŊji se vyskytuj²c²m, geneticky podm²nŊnĨm onemocnŊn²m, u kter®ho doch§z² 

k poruġe synt®zy IgA, je selektivn² IgA deficience (SIgAD, z angl. selective IgA deficiency). U 

t®to nemoci doch§z² ke sn²ģen² produkce IgA pod detekovatelnou mez, ale produkce IgM a IgG 

zŢst§v§ v normŊ. Nemoc se mŢģe projevit ļastĨmi infekcemi dĨchac²ch cest a tr§vic²ho traktu 
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(Hammarstrºm, Vorechovsky et al. 2000), ale nebyly zachyceny statisticky vĨznamn® 

abnormality ve skladbŊ B lymfocyt§rn²ch subpopulac² (Litzman, Vlkov§ et al. 2007). U 

pacientŢ byla prok§z§na vyġġ² n§chylnost k rozvoji autoimunitn²ch onemocnŊn² (RA, SLE), 

alergi² a astmatu (Hammarstrºm, Vorechovsky et al. 2000). 

7.10 IgG (Imunoglobulin G)  

Imunoglobulin G je nejļastŊjġ² protil§tkou v lidsk®m s®ru (75 %). StrukturnŊ se jedn§ 

o velkou molekulu, proteinovĨ komplex sloģenĨ ze ļtyŚ peptidovĨch ŚetŊzcŢ o hmotnosti 150 

kDa. Tento komplex ve tvaru p²smene Y tvoŚ² dva identick® tŊģk® (H) a dva identick® lehk® (L) 

ŚetŊzce, kter® jsou vz§jemnŊ propojeny pomoc² disulfidickĨch mŢstkŢ. IgG m§ dvŊ totoģn§ 

antigen v§zaj²c² m²sta (Morbach, Eichhorn et al. 2010). U ļlovŊka se vyskytuje ve 4 podtŚ²d§ch, 

IgG1 aģ IgG4. TvoŚen je pamŊŠovĨmi a plazmatickĨmi B lymfocyty. Proch§z² placentou a je 

hlavn²m imunoglobulinem v imunitn² odpovŊdi novorozencŢ (Berkowska, Driessen et al. 

2011). 

Ontogeneticky se IgG objevuje na pamŊŠovĨch a plazmatickĨch lymfocytech 

(Morbach, Eichhorn et al. 2010). Berkowska, Driessen et al. (2011) popisuj² dvŊ moģnosti 

vzniku IgG+ B lymfocytŢ v oblasti z§rodeļnĨch center. Rozliġuj² prim§rn² populaci CD27-

IgG+ B lymfocytŢ, kter§ vznik§ bŊhem prim§rn² odpovŊdi v z§rodeļnĨch centrech, zat²mco 

druh§, zralejġ² subpopulace CD27+IgG+ B bunŊk vznik§ bŊhem n§slednĨch odpovŊd² bunŊk 

z§rodeļnĨch center. CD27+IgG+ lymfocyty mohou vĨvojovŊ smŊrovat k CD38+IgG+ nebo 

CD38-IgGlow subpopulac²m (Morbach, Eichhorn et al. 2010). 

IgG je neutralizaļn² protil§tka, kter§ opsonizuje a zapojuje se do protivirov® imunity. 

Je to hlavn² protil§tka humor§ln² odpovŊdi, kter§ aktivuje komplement vazbou na Fc ɹreceptor 

na povrchu makrof§gŢ, neutrofilŢ a NK bunŊk. VĨsledkem je opsonizace s n§slednou 

fagocyt·zu mikroorganismŢ. IgG um² proch§zet mezi placentou a fet§ln²m obŊhem, souļasnŊ 

je IgG kl²ļovou protil§tkou v poporodn² imunitŊ novorozence. IgG m§ dlouhĨ poloļas rozpadu, 

proto se mŢģe v tŊle udrģovat po velmi dlouhou dobu od kontaktu s antigenem, je tedy vhodnĨm 

c²lem pro pasivn² imunizaci (Morbach, Eichhorn et al. 2010). 
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8 Charakteristika vybranĨch patologickĨch stavŢ studovanĨch 

v r§mci souboru  

Do n§mi sledovan®ho souboru byli zaŚazeni jedinci bez diagnostikovan®ho 

onemocnŊn² (tzv. zdrav® kontroly) a pacienti, u nichģ byla diagnostikov§na choroba spadaj²c² 

do jedn® ze ļtyŚ sledovanĨch skupin patologickĨch stavŢ. Prvn² skupinu pŚedstavuj² choroby 

pohybov®ho apar§tu (revmatoidn² artritida, ankylozuj²c² spondylitida), druhou nespecifick® 

stŚevn² z§nŊty (ulcerativn² kolitida a Crohnova nemoc) a tŚet² onkologick§ onemocnŊn² 

(kolorekt§ln² karcinom, karcinom pankreatu, rakovina ģaludku). Ļtvrt§ skupina sledovanĨch 

chorob zahrnuje onemocnŊn² krve a krvetvorby, kam spadaj² aplastick§ anemie a 

myelodysplastickĨ syndorm. 

Konkr®tn² demografickĨ pŚehled a statistick® ukazatele tĨkaj²c² se sledovan® populace 

pacientŢ jsou uvedeny ve vĨsledkov® ļ§sti pr§ce.  

8.1 Choroby pohybov®ho apar§tu 

8.1.1 wŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀ 

Revmatoidn² artritida (arthritis rheumatica, d§le jen RA) je chronick® z§nŊtliv® 

kloubn² onemocnŊn² s mimoŚ§dnŊ variabiln²m klinickĨm obrazem. PredilekļnŊ jsou postiģeny 

drobn® klouby ruky, z§pŊst², nohy a hlezna, s postupem choroby se mohou rozvinout zmŊny i 

na velkĨch kloubech (rameno, koleno, kyļle) nebo p§teŚi. Klouby postiģen® RA nesou typick® 

znaky z§nŊtu, objevuj² se deformity a kontraktury flexorŢ (Pavelka a RovenskĨ 2003).  

Odhaduje se, ģe onemocnŊn² postihuje aģ 1 % dospŊl® populace v prŢmyslovŊ 

rozvinutĨch zem²ch, pŚiļemģ ģeny jsou postiģeny aģ tŚikr§t ļastŊji neģ muģi (Scott, Wolfe et al. 

2010). Prevalence se s vŊkem zvyġuje, pŚiļemģ nejvyġġ² je u ģen starġ²ch 65 let, coģ by mohlo 

svŊdļit o vĨrazn®m vlivu hormonŢ na rozvoj a prŢbŊh choroby (Alamanos a Drosos 2005, Scott, 

Wolfe et al. 2010).  

RA je povaģov§na za multifaktori§ln² onemocnŊn², na jej²mģ rozvoji se pod²l² 

vz§jemn§ interakce genetickĨch predispozic a environment§ln²ch faktorŢ, jako je kouŚen², 

stravovac² a diet§rn² n§vyky, socioekonomick® postaven², prodŊlan§ infekļn² onemocnŊn² a 

uģ²v§n² hormon§ln²ch prepar§tŢ (Alamanos a Drosos 2005). 
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Mezi diagnostick§ krit®ria RA patŚ² rann² ztuhlost, bolestivost, palpaļn² citlivost a 

otok. Klouby bĨvaj² postiģeny symetricky, onemocnŊn² se projevuje polyartikul§rnŊ (Pavelka 

a RovenskĨ 2003). KromŊ skeletu postihuje RA i jin® org§ny, mŢģe zas§hnout kŢģi 

(revmatoidn² uzly), ledviny (amyloid·za), srdce (perikarditida, endokarditida), c®vy 

(ateroskler·za), pl²ce (fibr·za), nervy (perifern² neuropatie), nebo oko (episkleritida, 

keratokonjunktivitida) (Feldmann, Brennan et al. 1996, Silverman a Carson 2003, Berek 2005, 

Groot 2007, Manjarrez-Orduno, Quach et al. 2009, Scott, Wolfe et al. 2010, Wei, Jenks et al. 

2015). 

Patoanatomick® zmŊny se v prvn² f§zi projevuj² na synovii, chrupavce a 

v periartikul§rn²m prostoru. TypickĨmi znaky RA jsou hypertrofie a vaskularizace synovi§ln² 

tk§nŊ s infiltrac² z§nŊtlivĨch bunŊk, destrukce kloubn² chrupavky (manifestac² je tzv. pannus, 

z§nŊtliv§ granulomat·zn² tk§Ŕ z kloubn² synovie, prorŢstaj²c² do kloubn² chrupavky) a 

osteopor·za (Feldmann, Brennan et al. 1996, Groot 2007, Scott, Wolfe et al. 2010).  

V s®ru pacientŢ lze kromŊ proteinŢ akutn² f§ze identifikovat dvŊ hlavn² skupiny 

autoprotil§tek - revmatoidn² faktor (RF) a autoprotil§tky proti citrulinovanĨm proteinŢm 

(ACPA) (Feldmann, Brennan et al. 1996, Scott, Wolfe et al. 2010). RF je autoprotil§tka c²len§ 

proti Fc-fragmentu pozmŊnŊn®ho imunoglobulinu tŚ²dy IgG. Nalezen mŢģe bĨt ve vġech 

imunoglobulinovĨch tŚ²d§ch (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE) (Hrd§ a Ġterzl 2003). ACPA jsou 

autoprotil§tky, kter® jsou nam²Śeny proti citrulinovanĨm peptidŢm a b²lkovin§m. Slouģ² jako 

citlivĨ a specifickĨ s®rologickĨ znak pŚi diagnostice RA (Szekanecz, Soos et al. 2008). Do 

rodiny tŊchto protil§tek patŚ² antiperinukle§rn² faktor (APF) a antikeratinov® protil§tky (AKA) 

(Szekanecz, Soos et al. 2008). Citrulinace je posttranslaļn² modifikace argininu deaminac², 

kter§ fyziologicky prob²h§ pŚi apopt·ze, z§nŊtu a keratinizaci (Szekanecz, Soos et al. 2008), 

zvĨġen® m²ry citrulinovanĨch proteinŢ byly pops§ny a prok§z§ny v synovii pacientŢ s RA 

(Szekanecz, Soos et al. 2008).  

8.1.1.1 Identifikovan® populace B lymfocytŢ v perifern² krvi u pacientŢ s revmatoidn² 

artritidou  

Publikovan® informace o skladbŊ B lymfocyt§rn²ch populac ve vzorc²ch pacientŢ s RA 

jsou velmi roztŚ²ġtŊn®. Pops§ny jsou skupiny pacientŢ se zvĨġenĨm poļtem pamŊŠovĨch bunŊk 

s imunofenotypem IgD-CD27+, a to za souļasn®ho poklesu naivn²ch bunŊk (Fekete, Soos et al. 

2007, Wei, Jenks et al. 2015), na druhou stranu existuj² studie, kter® sledovaly sn²ģenĨ poļet 

IgD-CD27+ pamŊŠovĨch bunŊk u pacientŢ v dobŊ vysoce aktivn² nemoci (Sellam, Rouanet et 
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al. 2011, Wei, Jenks et al. 2015). Zd§ se, ģe k depleci B lymfocyt§rn² populace IgD+CD27+ 

doch§z² jiģ pŚed propuknut²m nebo od ļasnĨch stadi² manifestace choroby, a tato deplece tedy 

nen² pouze dŢsledkem nasazen® terapie nebo chronick®ho autoimunitn²ho onemocnŊn² (Wei, 

Jenks et al. 2015). ZmŊny v profilu B lymfocyt§rn²ch populac² u pacientŢ s RA vykazuj² niģġ² 

variabilitu neģ u jinĨch autoimunitn²ch onemocnŊn², a zd§ se, ģe k deregulaci B lymfocyt§rn²ho 

vĨvoje doch§z² v m²stŊ z§nŊtu, nikoli na periferii (Wei, Jenks et al. 2015). B lymfocyty u RA 

maj² sn²ģenou expresi CXCR5 (chemokinovĨ receptor exprimovanĨ maturovanĨmi B 

lymfocyty, kterĨ slouģ² k naveden² B lymfocytŢ do sekund§rn² lymfatick® tk§nŊ), a zvĨġenou 

expresi CXCR3 (transmembr§novĨ proz§nŊtlivĨ receptor aktivovanĨ chemokiny z rodiny 

CXC) (Lacotte, Brun et al. 2009, Wei, Jenks et al. 2015). Z§nŊtliv§ synovie pacientŢ s RA je 

infiltrov§na vysokĨm poļtem CD38+ B lymfocytŢ, z nichģ ļ§st je CD27+, coģ nasvŊdļuje 

tomu, ģe se jedn§ o buŔky pamŊŠov® (Wei, Jenks et al. 2015). 

Ve studii Milana Pol§ka (2014) byla u pacientŢ s RA podchycena statisticky 

nevĨznamnŊ zvĨġen§ frekvence CD19+CD20+CD27+ pamŊŠovĨch B lymfocytŢ 

(17,53 Ñ 1,78 %). Zaj²mav® vĨsledky poskytl rozbor populace FO B lymfocytŢ, kdy u pacientŢ 

s RA doġlo ke statisticky vĨznamn®mu sn²ģen² frekvence FO I a FO II v porovn§n² se zdravĨmi 

kontrolami; zdrav§ kontrola: FOI: FOII ï 25,58Ñ4,62% : 32,66Ñ3,52% a RA FOI : FOII ï 12,93 

Ñ3,19%: 42,47Ñ3,29%; p<0,0001. 

8.1.2 !ƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀ 

Ankylozuj²c² spondylitida, t®ģ BechtŊrevova nemoc (spondylitis ankylosans seu 

morbus Bechterevi, d§le jen AS) je chronick®, progreduj²c², z§nŊtliv® onemocnŊn² pohybov®ho 

apar§tu ze skupiny spondyloartropati². Prim§rnŊ postihuje kloubn² spojen² p§teŚe 

(sakroiliak§ln², intervertebr§ln², kostovertebr§ln²) vļetnŊ pŚil®haj²c²ch mŊkkĨch tk§n² 

(meziobratlov® plotĨnky a vazy), v tŊģġ²ch pŚ²padech mŢģe postihnout i koŚenov® a perifern² 

klouby. Z§nŊtliv® procesy vedou k postupn® osifikaci mŊkkĨch tk§n² aģ k ankyl·ze kloubn²ch 

spojen². 

Prevalence AS v celosvŊtov® populaci je odhadov§na na 0,1 ï 1,4 % v z§vislosti na 

etnicitŊ (nejv²ce pŚ²padŢ je v Turecku, řecku, It§lii, nejm®nŊ pak v Japonsku a Ļ²nŊ (Dean, 

Jones et al. 2014), pŚiļemģ muģi jsou postiģeni aģ tŚikr§t ļastŊji neģ ģeny (Dakwar, Reddy et al. 

2008, Lin, Gu et al. 2009, Niu, Zhang et al. 2013, Dean, Jones et al. 2014). 
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Mezi klinicky vĨznamn® diagnostick® znaky patŚ² v prŢbŊhu dne se stupŔuj²c² 

bolestivost zad, s maximem v noļn²ch a rann²ch hodin§ch, kter§ je zpŢsoben§ z§nŊtlivĨmi 

procesy v kloubn²ch spojen²ch axi§ln²ho skeletu. PostupnŊ se pŚid§v§ sn²ģen² hybnosti p§teŚe, 

bolest kyļl², ramen a objevuje se asymetrick§ perifern² artritida, daktylitida a entesitida 

(Dakwar, Reddy et al. 2008). Typick§ je pro AS predilekce z§nŊtu v kŚ²ģokyļeln²m kloubu 

s postupnou progres² do vyġġ²ch et§ģ² p§teŚe. Mezi ļast® extraartikul§rn² komorbidity patŚ² 

chronick§ ¼nava, nespavost, postiģeny mohou bĨt oļi (typick§ je fotofobie a iridocyklitida), 

pl²ce (fibr·za, sn²ģen² vit§ln² kapacity pod vlivem postupuj²c² osifikace mŊkkĨch tk§n²), 

gastrointestin§ln² trakt (asymptomaticky prob²haj²c² z§nŊt stŚev),  objevit se mohou otoky 

velkĨch kloubŢ (van der Linden a van der Heijde 1998, Dakwar, Reddy et al. 2008, Dean, Jones 

et al. 2014).  

8.1.2.1 Identifikovan® populace B lymfocytŢ v perifern² krvi u pacientŢ s ankylozuj²c² 

spondylitidou 

Poznatky o fenotypu a funkci B lymfocyt§rn²ch populac² u AS jsou velmi limitovan®, 

vŊtġinou se odvozuj² od studi² vŊnovanĨch RA, syst®mov®mu lupusu (SLE), pŚ²padnŊ 

roztrouġen® skler·ze (RS). Lin Qu a kolektiv (2009) popsali signifikantnŊ vyġġ² zastoupen² 

CD27highCD19+ B lymfocytŢ v perifern² krvi pacientŢ s AS. Oproti tomu Niu a kolektiv 

(2013) zjistili, ģe frekvence CD27+ B lymfocytŢ v porovn§n² se zdravĨmi kontrolami byla 

niģġ². Z§roveŔ u pacientŢ s AS zaznamenali vĨznamnŊ vyġġ² frekvence CD86+ a CD27-CD95+ 

B lymfocytŢ (p<0,001). Sledovali korelace vybranĨch B lymfocyt§rn²ch populac² s testem 

aktivity AS BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index), u kter®ho 

zaznamenali pozitivn² korelaci s CD38+ a CD95+ B lymfocyty a negativn² korelaci u populace 

CD38- a CD86+ B lymfocytŢ (Niu, Zhang et al. 2013). Jako terapeuticky zaj²mav® 

identifikovali dvŊ kl²ļov® populace CD27īCD95+CD19+ a CD86+CD19+ B lymfocytŢ (Niu, 

Zhang et al. 2013). 

8.2 Nespecifick® z§nŊty stŚeva 

Nespecifick® z§nŊty stŚeva (t®ģ idiopatick®, IBD, z angl. inflammatory bowel disease) 

jsou heterogenn² skupinou chronickĨch z§nŊtlivĨch onemocnŊn² tr§vic²ho traktu s nezn§mou 

patogenez² a etiologi². Typicky se oznaļen²m nespecifickĨ z§nŊt stŚev rozum² Crohnova nemoc 

(K50 podle ICD10) ļi ulcer·zn² kolitida (K51 podle ICD10), v 5 ï 15 % pŚ²padŢ se nepodaŚ² 
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diferenci§ln² diagnostikou bl²ģe specifikovat typ postiģen² tr§vic²ho traktu a hovoŚ² se o 

neurļitĨch kolitid§ch (K52 podle ICD10) (Luk§ġ 2011). 

PŚestoģe o jejich existenci vŊdŊli jiģ l®kaŚi doby Ś²msk®, jako neinfekļn² prŢjmovit® 

onemocnŊn² je popisuje kolem roku 300 n. l. Aretaeus (De Dombal 1968), kl²ļov® objevy 

vedouc² k jejich definici jako specifick® diagn·zy byly uļinŊny na pŚelomu 19. a 20. stolet². 

Ulcerativn² kolitida byla jako samostatn§ nosologick§ jednotka definov§na v roce 1875 

anglickĨmi l®kaŚi Wilksem a Moxonem (De Dombal 1968).  

Popis klinickĨch projevŢ Crohnovy choroby byl pŚednesen aģ o v²ce neģ pades§t let 

pozdŊji, dne 13. kvŊtna 1932 na setk§n² odborn²kŢ v oblasti gastroenterologie v New Orleans 

(Crohn, Ginzburg et al. 1932). Od druh® poloviny 20. stolet² narŢst§ z§jem o nalezen² pŚ²ļin 

vedouc²ch k rozvoji tŊchto onemocnŊn². 

PŚestoģe mechanismus rozvoje nespecifickĨch z§nŊtŢ stŚev nen² plnŊ pochopen, lze 

Ś²ci, ģe se jedn§ o multifaktori§ln² onemocnŊn², na jejichģ rozvoji se pod²l² interakce mezi 

genetickou predispozic² (napŚ. polymorfismus genu NOD2/CARD15), naruġenou ļinnost² 

imunitn²ho syst®mu jedince (napŚ. zvĨġen§ aktivita CD4 T lymfocytŢ ve sliznici MALT) a 

spouġtŊļi ze zevn²ho a vnitŚn²ho prostŚed² (napŚ. kouŚen², dieta, mikrobiom). V souļasnosti 

poļty nemocnĨch vĨznamnŊ narŢstaj², i proto lze nespecifick® z§nŊty stŚeva oznaļit za 

civilizaļn² chorobu (Luk§ġ 2011). 

8.2.1.1 Identifikovan® populace B lymfocytŢ v perifern² krvi u pacientŢ s 

nespecifickĨmi z§nŊty stŚev 

VŊtġina prac² zamŊŚenĨch na studium B lymfocytŢ u pacientŢ s nespecifickĨmi z§nŊty 

stŚev se soustŚed² na identifikaci odliġnost² ve frekvenļn²m zastoupen² jednotlivĨch 

lymfocyt§rn²ch populac² ve sliznici chorobou postiģen®ho stŚeva. TakovĨ postup vyģaduje 

invazivn² z§krok v podobŊ biopsie postiģen® tk§nŊ. Z pohledu klinick® praxe se jedn§ o rutinn², 

byŠ relativnŊ n§roļnĨ a n§kladnĨ postup. Moģnost vyuģit² relativnŊ mal®ho mnoģstv² vzorku 

perifern² krve pro diferenci§ln² diagnostiku se tak jev² z hlediska moģn® aplikace jako velice 

perspektivn². Jedn²m z c²lŢ moģn®ho vyuģit² n§mi navrģen®ho 11-barevn®ho panelu je pr§vŊ i 

moģnost jeho vyuģit² pŚi diferenci§ln² diagnostice nespecifickĨch z§nŊtŢ stŚev. Naġe hypot®za 

vych§z² z pŚedpokladu, ģe se dvŊ nejļastŊjġ² choroby, kter® jsou pod t²mto souhrnnĨm term²nem 

zahrnov§ny, tedy Crohnova choroba a ulcer·zn² kolitida, liġ² svĨm mechanismem patogeneze, 

a to i na bunŊļn® ¼rovni. A pokud je tato presumpce platn§, mus² bĨt rozd²ly postiģiteln® tak® 
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ve vzorc²ch perifern² krve. Bude tedy nutn® zodpovŊdŊt ot§zku, jestli se tyto choroby daj² 

rozliġit podle obrazu, kterĨ poskytne zastoupen² B lymfocytŢ v perifern² krvi.  

8.2.2 Crohnova nemoc 

Crohnova nemoc (colitis regionalis, d§le jen KRO) je autoimunitn² onemocnŊn² 

postihuj²c² gastrointestin§ln² trakt. Jedn§ se o chronickĨ z§nŊt neinfekļn²ho pŢvodu, kterĨ mŢģe 

postihnout kteroukoli ļ§st tr§vic²ho traktu od j²cnu po koneļn²k.  

Prevalence Crohnovy 

choroby se v rŢznĨch oblastech 

svŊta liġ². Nejvyġġ² poļty 

pacientŢ jsou zaznamen§v§ny 

v KanadŊ, severn² EvropŊ a 

Austr§lii (3,2 ă/rok), nejniģġ² 

pak v Africe a Asii (Cosnes, 

GowerïRousseau et al. 2011, 

Molodecky, Soon et al. 2012). 

Nemoc se objevuje u lid² 

mlad®ho dospŊl®ho vŊku, 

typicky mezi 20. ï 30. rokem 

ģivota, asi tŚetina pacientŢ je 

diagnostikov§na pŚed dosaģen²m 

20 let vŊku. Patogeneze je zat²m 

nezn§m§, pŚedpokl§d§ se, ģe se 

jedn§ o autoimunitn² onemocnŊn² 

s pod²lem genetick®, imunitn² a 

environment§ln² sloģky. Mezi rizikov® faktory vnŊjġ²ho prostŚed² patŚ² pŚedevġ²m na tuky a 

sacharidy bohat§ strava, kouŚen², pouģ²v§n² hormon§ln²ch prepar§tŢ ļi stres, jeģ lze obecnŊ 

oznaļit jako Ăz§padn² styl ģivotañ.  

Poznatky o genetickĨch pŚ²ļin§ch lze ļerpat ze studi², kter® potvrzuj² vyġġ² vĨskyt 

KRO mezi sourozenci. V roce 2001 byla identifikov§na prvn² mutace v genu NOD2, kter§ byla 

asociovan§ s rozvojem Crohnovy nemoci (Hugot, Chamaillard et al. 2001, Philpott, Sorbara et 

znak ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀCrohnova nemoc

ƘƻǊŜőƪŀ ǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞőŀǎǘŞ

ōǌƛǑƴƝ ōƻƭŜǎǘǾŀǊƛŀōƛƭƴƝőŀǎǘŞ

ǇǊǻƧŜƳ ǾŜƭƳƛ őŀǎǘŞǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

ƪǊǾłŎŜƴƝ Ȋ ƪƻƴŜőƴƝƪǳǾŜƭƳƛ őŀǎǘŞǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

ȊǘǊłǘŀ ǾłƘȅ ǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞőŀǎǘŞ

ȊƴłƳƪȅ ƳŀƭƴǳǘǊƛŎŜǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞőŀǎǘŞ

ǇŜǊƛŀƴłƭƴƝ ŎƘƻǊƻōȅnejsou ǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

ŀōŘƻƳƛƴłƭƴƝ ƘƳƻǘŀnejsou őŀǎǘŞ

ǇƻǊǳŎƘȅ Ǌǻǎǘǳƻōőŀǎ őŀǎǘŞ

colon ǾȇƘǊŀŘƴŠ нκо ǇŀŎƛŜƴǘǻ

ileum nikdy нκо ǇŀŎƛŜƴǘǻ

jejunum nikdy ǾȊłŎƴŠ

ȌŀƭǳŘŜƪ nikdy ǾȊłŎƴŠ

duodenum nikdy ǾȊłŎƴŠ

hltan nikdy ǾȊłŎƴŠ

ǎǘŜƴƽȊȅ ƴŜǾƝ ǎŜ őŀǎǘŞ

ǇƝǑǘŠƭŜ nejsou ǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

megacolon toxicum ƴŜǾƝ ǎŜ ƴŜƴƝ

perforace ƴŜǾƝ ǎŜ Ƴłƭƻ őŀǎǘŞ

rakovina őŀǎǘŞ ǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

ŘǊƻōƛǾł ǘƪłƶ ǾŜƭƳƛ őŀǎǘŞǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

ŀŦǘƽȊƴƝ ŀ ƭƛƴŜłǊƴƝ ǾǌŜŘȅ όŦƛǎǳǊȅύnejsou őŀǎǘŞ

ŘƭŀȌŘƛŎƻǾƛǘȇ ǾȊƘƭŜŘnejsou őŀǎǘŞ

pseudopolypy őŀǎǘŞ ǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

ǇƻǑƪƻȊŜƴƝ ƪƻƴŜőƴƝƪǳǾŜƭƳƛ őŀǎǘŞǇƻƳŠǊƴŠ őŀǎǘŞ

klinika

ƳƝǎǘƻ ǇƻǎǘƛȌŜƴƝ

ǎǘǌŜǾƴƝ ƪƻƳǇƭƛƪŀŎŜ

ŜƴŘƻǎƪƻǇƛŎƪŞ ǾȅǑŜǘǌŜƴƝ

Tabulka 4 tƻǊƻǾƴłƴƝ ȊłƪƭŀŘƴƝŎƘ ǊƻȊŘƝƭǻ ƳŜȊƛ /ǊƻƘƴƻǾƻǳ ƴŜƳƻŎƝ ŀ 
ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘƻǳ όǇǌŜǾȊŀǘƻ Ȋ tƻŘƻƭǎƪȅ нллнύ 
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al. 2014). PostupnŊ bylo pops§no nŊkolik des²tek dalġ²ch genŢ (napŚ. IL23R,IRGM, 

ATG16L1), kter® riziko rozvoje KRO zvyġuj² (Philpott, Sorbara et al. 2014).  

KRO je kontinu§ln², progresivn² z§nŊtliv® onemocnŊn², kter® se projevuje 

dlouhotrvaj²c²mi prŢjmy, zvracen²m, bolestmi bŚicha, ¼navou a krv² ve stolici. Z§nŊt postihuje 

celou stŚevn² stŊnu ve vġech vrstv§ch (je transmur§ln²), pŚiļemģ postiģen² mŢģe bĨt segment§rn² 

nebo plurisegment§rn², tj. stŚ²daj² se ¼seky nepostiģen® s postiģenĨmi. Z§roveŔ se oblasti 

postiģen² mŢģou kombinovat a jejich lokalizace promŊŔovat v z§vislosti na vzplanut² nebo 

vyhasnut² z§nŊtu. V postiģen®m m²stŊ stŚevn² stŊny se nad lymfatickĨmi folikuly tvoŚ² aftosn² 

vŚedy ļi polypy. KRO je charakterizov§na tvorbou hnisavĨch loģisek (abscesŢ), nepŚirozenĨch 

propojen² mezi org§ny, c®vami, kŢģ², u KRO typicky kan§lkovit§ propojen² mezi kliļkami 

stŚeva nebo propojen² s moļovĨm mŊchĨŚem (p²ġtŊle) a z¼ģen²m prŢsvitu dut®ho org§nu ï napŚ. 

stŚeva, j²cnu, ģaludku zjizven²m vznikaj²c²m pŚi hojen² z§nŊtem postiģen® tk§nŊ (sten·zy). Tyto 

procesy mohou v®st aģ k celkov®mu pŚeruġen² prŢchodnosti (obstrukci) stŚeva. 

8.2.2.1 Identifikovan® populace B lymfocytŢ v perifern² krvi u pacientŢ s Crohnovou 

nemoc² 

Role B lymfocyt§rn²ch subpopulac² v patogenezi Crohnovy nemoci nen² zn§m§. 

PodaŚilo se prok§zat, ģe poļet CD19+ a CD5+ B lymfocytŢ je u pacientŢ s KRO vĨznamnŊ 

niģġ² neģ u zdravĨch kontrol (Neil, Summers et al. 1992). Yacyshyn a Pilarski (1993) popsali 

CD19+CD45RO subpopulaci B lymfocytŢ, jako typickou pro pacienty s KRO. Sn²ģenĨ poļet 

B lymfocytŢ cirkuluj²c²ch v perifern² krvi byl n§slednŊ potvrzen i nŊkolika dalġ²mi studiemi. 

Zaj²mavĨ vĨsledek pŚinesla pr§ce Li a kolektivu (2015), kteŚ² se zamŊŚili na CD19+ B 

lymfocyty. Potvrdili, ģe celkovĨ poļet CD19+ B lymfocytŢ v perifern² krvi je u pacientŢ s KRO 

niģġ² neģ u zdravĨch kontrol. Z§roveŔ popsali sn²ģenou expresi CD40 (receptor pro CD40L T 

lymfocytŢ) u pacientŢ s KRO, sn²ģenĨ pomŊr CD5+ (subpopulace B lymfocytŢ, kter§ moduluje 

vrozen® a autoimunitn² reakce, pod²l² se na prezentaci antigenu a indukci tolerance) a 

IgM+IgD+CD27+ (subpopulace pamŊŠovĨch bunŊk pŚed izotypovĨm pŚesmykem, pre-

switched memory cells) u pacientŢ s aktivn²m nespecifikovanĨm z§nŊtem stŚev.  

Zaj²mav§ je z tohoto pohledu sn²ģen§ exprese znaku CD40 v perifern² krvi, protoģe u 

pacientŢ s KRO a UC je exprese CD40+ bunŊk ve stŚevn² tk§ni vĨznamnŊ zvĨġen§, s t²m, ģe 

jejich nejvyġġ² koncentrace jsou v germin§ln²ch centrech lymfoidn²ch folikulŢ (Liu, Colpaert et 

al. 1999, Li, Vermeire et al. 2015). ProvedenĨm dvojitĨm barven²m bylo prok§z§no, ģe vŊtġinou 

CD40+ bunŊk v tk§ni stŚeva pacientŢ s KRO jsou B lymfocyty (CD20+CD40+) (Liu, Colpaert 
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et al. 1999). Tento stav by mohl bĨt dokladem urļit® funkļn² alterace CD40+ B lymfocytŢ 

v perifern² krvi u pacientŢ s nespecifickĨm z§nŊtem stŚev (Li, Vermeire et al. 2015). 

8.2.3 ¦ƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀ 

Ulcer·zn² kolitida (colitis ulcerosa, d§le jen UC) je intermitentnŊ prob²haj²c² vŚedovit® 

onemocnŊn² tr§vic²ho traktu, kter® postihuje vĨluļnŊ tlust® stŚevo a koneļn²k.  

Prevalence UC se v rŢznĨch oblastech svŊta liġ², ud§v§ se v rozsahu od 0,76 ă do 

2,46 ă za rok s t²m, ģe nejvyġġ² vĨskyt je dokumentov§n v severn² EvropŊ a severn² Americe, 

nejniģġ² riziko rozvoje UC maj² Asiat® (Danese a Fiocchi 2011). Choroba se manifestuje mezi 

20. aģ 40. rokem ģivota a ļastŊji postihuje ģeny neģ muģe. VĨjimkou nen² ani rozvoj nemoci 

v dŊtsk®m vŊku.  

Mezi hlavn² klinick® pŚ²znaky UC patŚ² prŢjem s pŚ²mŊs² krve a hlenu. N§stup choroby 

je postupnĨ, se stŚ²d§n²mi obdob² remise onemocnŊn² a n§slednĨmi relapsy. Proto se u UC 

rozliġuje stadium aktivn² nemoci, kdy je z§nŊtem postiģena sliznice (pars mucosa) koneļn²ku 

odkud se choroba ġ²Ś² do dalġ²ch oblast² tlust®ho stŚeva (Danese a Fiocchi 2011). Na rozd²l od 

KRO nedoch§z² k transmur§ln²mu poġkozen² stŚevn² stŊny, z§nŊtlivou tk§Ŕ sliznice lze na 

histologick®m prepar§tu odliġit podle ostr® hranice, kter§ ji dŊl² od tk§nŊ zdrav®. K hlavn²m 

pŚ²znakŢm se mohou pŚidruģit i bolesti bŚicha, horeļka, hubnut² nebo ¼nava. PŚi tŊģk®m 

prŢbŊhu UC mŢģe doj²t ke zjizven², kr§cen² nebo ¼pln® ztr§tŊ funkce stŚeva. 

PŚ²ļiny vzniku UC nejsou plnŊ pochopeny a pops§ny. PŚedpokl§d§ se, ģe se jedn§ o 

multifaktori§ln² autoimunitn² onemocnŊn², na jehoģ rozvoji se pod²l² faktory genetick®, 

imunologick® i environment§ln². Mezi rizikov® ļinitele patŚ² stres, kouŚen², dieta s vysokĨm 

obsahem sacharidŢ a tukŢ. S ohledem na rozġ²Śen² lze UC povaģovat za civilizaļn² onemocnŊn² 

spojen® se z§padn²m ģivotn²m stylem a vysokĨm socioekonomickĨm statusem pacientŢ 

(Podolsky 2002, Cosnes, GowerïRousseau et al. 2011, Danese a Fiocchi 2011). Genetick® 

pozad² UC je velmi podobn® KRO. PŚesto byly v jejich genetick®m profilu nalezeny urļit® 

odliġnosti. Anderson et al. (2011) provedli metaanalĨzu 6 GWAS studi² zamŊŚenĨch na 

nespecifick® z§nŊty stŚev a popsali 47 lokusŢ, kter® jsou asociov§ny s rozvojem 

nespecifikovanĨch z§nŊtŢ stŚev, pŚiļemģ 19 z nich bylo prok§z§no pouze u pacientŢ s UC, 

nikoli s KRO.  
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8.2.3.1 Identifikovan® populace B lymfocytŢ v perifern² krvi u pacientŢ s ulcer·zn² 

kolitidou  

PodobnŊ jako u KRO je role B lymfocyt§rn²ch subpopulac² u pacientŢ s UC nezn§m§. 

V obecnĨch rysech se imunofenotypovĨ profil B subpopulac² v perifern² krvi podob§ profilu 

pacientŢ s KRO. U obou nemoc² byl v perifern² krvi pops§n zvĨġenĨ poļet ļasnĨch 

nematurovanĨch plazmatickĨch bunŊk (CD19+CD20ïCD138+CD49ï) oproti jejich poļtu u 

zdravĨch kontrol. Tento zvĨġenĨ poļet koreluje s aktivac² choroby, pŚesto mezi obŊma 

nemocemi existuje vĨznamnĨ rozd²l (Hosomi, Oshitani et al. 2011). U pacientŢ s UC je up-

regulovan§ exprese CXCR3 na nematurovanĨch plazmatickĨch buŔk§ch v perifern² krvi. 

CXCR3 je chemokinovĨ receptor, mezi jehoģ funkce patŚ² aktivace integrinŢ a chemotaktick§ 

migrace. Tento jev nebyl pozorov§n u pacientŢ s KRO. Pro UC je typick§ infiltrace 

nematurovanĨch plazmatickĨch bunŊk do m²sta prob²haj²c²ho z§nŊtu, a pr§vŊ CXCR3 se zŚejmŊ 

pod²l² na odliġn®m mechanismu usazovan² B lymfocytŢ v z§nŊtem poġkozen® tk§ni (Hosomi, 

Oshitani et al. 2011). Tyto z§vŊry lze podloģit i pozorov§n²mi in situ. Jinno, Ohtani et al. (2006) 

u pacientŢ s UC popsali Ki67+CD19+CD20- subpopulaci malĨch B lymfocytŢ v LPL (z angl. 

lamina propria lymphocytes), nach§zej²c²ch se v histologick®m Śezu ve vysok® koncentraci u 

b§ze vŚedu. Ki-67 je bunŊļnĨm identifikaļn²m znakem proliferace, a je v buŔce pŚ²tomnĨ 

bŊhem vġech aktivn²ch f§z² bunŊļn®ho cyklu (G1, S, G2 a M). Z t®to subpopulace je vĨznamnĨ 

poļet CD138+. To svŊdļ² o tom, ģe se jedn§ o linii nematurovanĨch plazmatickĨch bunŊk, coģ 

je v kontrastu s n§lezem a distribuc² LPL u pacientŢ s KRO, u kterĨch jsou plazmatick® buŔky 

CD19- a Ki67low (Jinno, Ohtani et al. 2006). 

VĨsledky z²skan® ze studia B lymfocyt§rn²ch populac² v r§mci naġeho B bunŊļn®ho 

panelu ukazuj², ģe pŚi studiu CD19+CD27+ populace pamŊŠovĨch B lymfocytŢ postaļuje 

pŚid§n² aktivaļn²ho markeru CD20 a IgM a najdeme signifikantn² rozd²l ve frekvenļn²m 

zastoupen² populace CD19+CD27+CD20+IgM- B lymfocytŢ u pacientŢ s nespecifickĨm 

z§nŊtem stŚev. U pacientŢ s Crohnovou chorobou je frekvence jejich vĨskytu sn²ģena, oproti 

tomu frekvence t®to populace u pacientŢ s ulcer·zn² kolitidou je zvĨġena (Such§ 2016). 

8.3 N§dorov§ onemocnŊn² 

8.3.1 YƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳ 

Kolorekt§ln² karcinom, nŊkdy oznaļovanĨ jako rakovina tlust®ho stŚeva a koneļn²ku, 

(d§le jen CRC), je zhoubnĨm n§dorovĨm onemocnŊn²m tr§vic²ho traktu, kter® postihuje 
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pŚedevġ²m sliznici tlust®ho stŚeva, traļn²ku a koneļn²ku. Jedn§ se o velmi heterogenn² 

onemocnŊn², na jehoģ rozvoji se pod²l² vz§jemn§ interakce genetickĨch, epigenetickĨch a 

environment§ln²ch faktorŢ (Binefa, Rodr²guez-Moranta et al. 2014). CRC je civilizaļn²m 

onemocnŊn²m, v celosvŊtov®m mŊŚ²tku je jeho incidence z§visl§ na m²Śe ekonomick® 

vyspŊlosti zemŊ. PŚ²znaky a symptomy zahrnuj² krev ve stolici, zmŊny v motilitŊ stŚeva, ¼bytek 

v§hy a vĨznamnou ¼navnost.  

V Ļesk® republice je CRC nejļastŊji diagnostikovanĨm zhoubnĨm n§dorem tr§vic²ho 

¼stroj². Informace o ¼daj²ch a postaven² CRC v celosvŊtov®m mŊŚ²tku se v jednotlivĨch 

zdroj²ch nepatrnŊ liġ², pŚesto lze sumarizovat, ģe CRC je tŚet²m nejļastŊjġ²m typem rakoviny u 

muģŢ (pŚedn² pŚ²ļky zauj²maj² rakovina plic a prostaty) a po rakovinŊ prsu druhĨm nejļastŊjġ²m 

typem rakoviny u ģen (Binefa, Rodr²guez-Moranta et al. 2014). 

Ve v²ce neģ 80 % je vĨskyt CRC sporadickĨ (Kala 2008). Mezi hlavn² exogenn² 

rizikov® ļinitele pŚi vzniku a rozvoji CRC patŚ² Ăz§padn²ñ ģivotn² styl, na tuky a cukry bohat§ 

dieta, nedostateļn§ pohybov§ aktivita, kouŚen² a konzumace alkoholu (Eaden, Abrams et al. 

2001, Kala 2008, Chan a Giovannucci 2010, Watson a Collins 2011, Binefa, Rodr²guez-

Moranta et al. 2014). ZvĨġen® riziko rozvoje CRC maj² pacienti s cukrovkou, obezitou. 

VĨznamnŊ zvĨġen® riziko rozvoje CRC hroz² pacientŢm, kteŚ² jsou diagnostikov§n² s KRO 

nebo UC (Eaden, Abrams et al. 2001). NejvĨznamnŊjġ²mi endogenn²mi ļiniteli jsou pohlav² a 

vŊk. CRC je ļastŊji diagnostikov§n u muģŢ a riziko rozvoje onemocnŊn² vĨznamnŊ stoup§ u 

lid² nad 50 let. Asi jen u 20 % diagnostikovanĨch pŚ²padŢ CRC lze prok§zat dŊdiļnou z§tŊģ 

(Kala 2008).  

KlinickĨ obraz CRC je heterogenn², z§vis² na velikosti mechanick® pŚek§ģky ve stŚevŊ 

a jej² lokalizaci. NejļastŊjġ²mi pŚ²znaky je zmŊna defekaļn²ho vzorce pacienta, plynatost, 

kolikovit® bolesti, pŚ²padnŊ neprŢchodnost stŚev (ileus), nechutenstv², ¼bytek hmotnosti a 

celkovĨ diskomfort. PŚipojit se mŢģe krv§cen² do tr§vic²ho traktu, kter® je prŢkazn® 

makroskopicky nebo mikroskopicky, a mŢģe se t®ģ projevovat an®mi² pacienta. Komplikac² se 

mŢģe st§t v pŚ²padŊ perforace n§doru akutn² peritonitida. PŚidruģenĨm symptomem rakoviny 

koneļn²ku jsou pocity ne¼pln®ho ļi nedostateļn®ho vypr§zdnŊn² pŚi defekaci (tenesmus) 

(Klener a Karlova 2011). 
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8.3.2 LŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ǇƻǇǳƭŀŎŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝƳ ƪŀǊŎƛƴƻƳŜƳ 

U onkologickĨch pacientŢ doch§z² velmi bŊģnŊ k aktivaci B lymfocytŢ, coģ mŢģe 

znaļit, ģe B lymfocyty hraj² dŢleģitou roli v n§dorov® imunitŊ (Nelson 2010). U pacientŢ s CRC 

se objevuj² terci§rn² lymfoidn² struktury (angl. tertiary lymphoid structures, TLS), kter® kromŊ 

CD4+CD8+ T lymfocytŢ a DC obsahuj² subpopulace CD20+ B lymfocytŢ, kter® jsou 

oznaļov§ny jako TIL-B (CD20+ tumor infiltrating B cells). Barbera-Guillem, Nelson et al. 

(2000) prok§zali, ģe u pacientŢ s pokroļilou formou CRC je v perifern² krvi, v porovn§n² se 

zdravĨmi kontrolami, menġ² mnoģstv² cirkuluj²c²ch CD19+ B lymfocytŢ. Z§roveŔ pozorovali, 

ģe u t®to populace CD19+ B lymfocytŢ doch§z² k hyperexpresi molekuly CD21, tj. ģe 

v perifern² krvi tŊchto pacientŢ cirkuluje signifikantnŊ vetġ² mnoģstv² CD19+CD21++ B 

lymfocytŢ. Procento IgD-CD27+ pamŊŠovĨch bunŊk v perifern² krvi pacientŢ s CRC je aģ 

dvojn§sobnŊ vyġġ², neģ je tomu u zdravĨch kontrol, coģ by mohlo znamenat, ģe CRC ovlivŔuje 

B lymfocyt§rn² homeost§zu (Shimabukuro-Vornhagen, Schlosser et al. 2014). SouļasnŊ bylo 

zjiġtŊno, ģe perifern² krev pacientŢ s CRC obsahuje vyġġ² procento aktivovanĨch B lymfocytŢ 

(CD19+CD20+CD86+), vyġġ² poļet CD19+CD20īCD38high plazmatickĨch bunŊk (tato 

populace mŊla souļasnŊ velice silnou expresi CD27) a zvĨġenĨ poļet CD24highCD27+ 

regulaļn²ch B lymfocytŢ (Shimabukuro-Vornhagen, Schlosser et al. 2014). 

8.3.3 błŘƻǊƻǾł ƻƴŜƳƻŎƴŠƴƝ ǎƭƛƴƛǾƪȅ ōǌƛǑƴƝ 

N§dorov§ onemocnŊn² slinivky bŚiġn² zahrnuj² heterogenn² skupinu onemocnŊn², kter§ 

se svou povahou Śad² mezi nejzhoubnŊjġ² procesy v oblasti tr§vic² soustavy. N§dorov§ 

onemocnŊn² slinivky bŚiġn² jsou vysoce malign², benign² formy jsou vz§cn® (Leffler 2002). 

Morfologicky je 90 % n§dorŢ slinivky bŚiġn² tvoŚeno karcinomem, 3 ï 5 % pŚedstavuj² 

neuroendokrinn² n§dory a 5 ï 7 % pŚedstavuj² nehomogenn² cystick® n§dory (Leffler 2002). 

Existuje nŊkolik histologickĨch typŢ karcinomu slinivky bŚiġn². Dukt§ln² adenokarcinom, kterĨ 

je nal®z§n v 95 % pŚ²padŢ, je nejzhoubnŊjġ²m typem, zbylĨch 5 % diagnostikovaĨch pŚ²padŢ 

pŚedstavuj² cystick® adenokarcinomy, acin§rn² karcinom a intradukt§ln² papil§rnŊ mucin·zn² 

karcinom (Leffler 2005). Nemoc m§ velmi nespecifickou symptomatologii, kam se Śad² 

¼navnost, zvĨġen§ depresivita, hubnut², nechutenstv² ļi bolesti v z§dech. I proto doch§z² 

k podchycen² choroby v pozdn²ch stadi²ch a progn·za dalġ²ho vĨvoje je velmi ġpatn§ (Peġkov§ 

a Ġv§b 2003, Hlavsa, Man et al. 2008). 
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Incidence n§dorŢ slinivky bŚiġn² se v Ļesk® republice pohybuje kolem 15 aģ 20 

pŚ²padŢ na 100 000 obyvatel za rok, a m§ vzestupnou tendenci. Karcinomem jsou ļastŊji 

postiģeni muģi neģ ģeny (v pomŊru 1 : 1,5), a riziko rozvoje karcinomu vzrŢst§ s vŊkem (Leffler 

2002, Peġkov§ a Ġv§b 2003).  

Mezi exogenn² etiologick® faktory patŚ² kouŚen², vysokokalorick§ dieta s pŚevahou 

ģivoļiġnĨch tukŢ a b²lkovin, nadv§ha, zvaģuje se vliv zvĨġen® konzumace alkoholu a k§vy, 

pracovn²ho prostŚed² v chemickĨch provozech (Leffler 2002, Peġkov§ a Ġv§b 2003, Leffler 

2005). Mezi vĨznamn® endogenn² ļinitele a z§roveŔ identifikaļn² znaky rozvoje karcinomu 

slinivky bŚiġn² patŚ² pŚedevġ²m vŊk. Incidence choroby se strmŊ zvyġuje u osob nad 30 let. 

Dalġ²mi jsou nŊkter§ onemocnŊni, jako je chronickĨ z§nŊt slinivky a cukrovka. U chronick® 

pankreatitidy se zvĨġen² rizika rozvoje karcinomu zvyġuje aģ 16x, studuje se genetick§ 

predispozice v pŚ²padŊ zvĨġen®ho famili§rn²ho vĨskytu n§dorovĨch onemocnŊn² slinivky bŚiġn² 

(heredit§rn² pankreatitida), ale i vĨskyt dalġ²ch heredit§rn²ch syndromŢ jako je LynchŢv 

syndrom ļi BRCAII (Peġkov§ a Ġv§b 2003). 

8.3.4 LŘŜƴǘƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ǇƻǇǳƭŀŎŜ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ ǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ 

ƴłŘƻǊƻǾȇƳ ƻƴŜƳƻŎƴŠƴƝƳ ǎƭƛƴƛǾƪȅ ōǌƛǑƴƝ 

V souļasn® dobŊ bylo publikov§no nŊkolik studi² zamŊŚenĨch na B lymfocyt§rn² 

populace a jejich funkci u pacientŢ s dukt§ln²m andenokarcinomem pankreatu. Gunderson, 

Kaneda et al. (2016) doġli k z§vŊru, ģe B lymfocyty spolu s FcRɹ -aktivovanĨmi myeloidn²mi 

buŔkami a nŊkterĨmi makrof§gy hraj² kl²ļovou roli v regulaci funkļn²ch vlastnost² CD8+T 

lymfocytŢ. Jako hlavn² regul§tory n§dorov® suprese identifikuj² BTK a PI3Kɔ. Ve sv® studii 

prok§zali (Gunderson, Kaneda et al. 2016), ģe jak u lid², tak u myġ² doch§z² ve slezinŊ k aktivaci 

tumor-rezidentn²ch CD20+, CD11b+ a FcɔRI/III+ bunŊk (v porovn§n² s perifern² krv²).  

Pylayeva-Gupta, Das et al. (2016) zjistili, ģe vĨznamnou roli v rozvoji neopl§zi² 

pankreatu hraj² B lymfocyty s fenotypem CD19+CD1dhiCD5+, a to prostŚednictv²m sekrece 

cytokinu IL-35, kterĨ se zapojuje do tumorigeneze.  

  



75 
 

9 Materi§l a metody 

9.1 Chemik§lie, roztoky a monoklon§ln² protil§tky 

9.1.1 /ƘŜƳƛƪłƭƛŜ  

SystematickĨ n§zev/n§zev Vzorec/oznaļen² VĨrobce 

Azid sodnĨ  NaN3 Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 

Deionizovan§ H2O  ddH2O vlastn² vĨroba, syst®m 

Millipore,Billerica, USA 

Dihydrogen fosforeļnan draselnĨ  KH2PO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 

Hydrogenfosforeļnan disodnĨ dodekahydr§t Na2HPO4.12H2O Penta, Chrudim, ĻR 

Hoechstovo barvivo Hoechst 33258 Hoechst A, Frankfurt nad 

Mohanem, NŊmecko 

Chlorid draselnĨ  KCl Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 

Chlorid sodnĨ  NaCl Lachema, Neratovice, ĻR 

Lymphoprep ( ɟ: 1,007 Ñ 0,001 g/ml pŚi 20 

ÁC) 

 
Axis-ShealdsPoC, Oslo, 

Norsko 

Trypanov§ modŚ, Trypan Blue stain 0,4%  C34H28N6O14S4 Invitrogen, Carlsbad, USA 

Ģelatina 
 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 

USA 

9.1.2 aƻƴƻƪƭƻƴłƭƴƝ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ  

Monoklon§ln² protil§tka Oznaļen² Klon VĨrobce 

Mouse anti-human CD19 PE-Cy7 SJ25C1 BD Pharmingen, San Jose, USA 

Izotypov§ kontrola myġ² IgG1 

negativn² 

pro vġechny fluorochromy Dako, Glostrup, D§nsko 

Mouse anti-human CD20 PerCP-

Cy5.5 

2H7  eBioscience, San Jose, USA 

Mouse anti-human CD21 APC  HB5 eBioscience, San Jose, USA 

Mouse anti-human CD24  PE SN3 A5-

2H10 

eBioscience, San Jose, USA 

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

Mouse anti-human CD38 Alexa Fluor 

700 

HIT2 BD Bioscience, San Jose, USA 

Mouse anti-human 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 G18-145 BioLegend, San Diego, USA 
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9.1.3 Roztoky 

9.1.3.1 PufrovanĨ fyziologickĨ roztok  

PufrovanĨ fyziologickĨ roztok (angl. Phosphate Buffered Saline, d§le jen PBS) se 

pouģ²v§ pro stabilizaci pH v neutr§ln² aģ lehce z§sadit® oblasti (pH 6 ï 8,5). Pro potŚeby 

experimentu jsme vyuģili PBS ve dvou koncentrac²ch: 10 x PBS a 1 x PBS. V prvn² f§zi jsme 

pŚipravili 10x PBS. 

Nav§ģili a sm²chali jsme 80 g NaCl, 2 g KCl, 29 g Na2HPO4.12.H2O a 2 g KH2PO4. 

Doplnili do objemu 1000 ml ddH2O a za st§l®ho m²ch§n² rozpustili. Pomoc² HCl jsme upravili 

pH na 7,2 ï 7,4. Ve druh®m kroku jsme pŚipravili 1x PBS naŚedŊn²m jiģ pŚipraven®ho 10x PBS 

destilovanou vodou, a opŊt zkontrolovali pH. PŚehled viz Tabulka 5. 

10x PBS  1x PBS 

Chemik§lie Nav§ģka Chemik§lie Objem 

NaCl 80 g 10 x PBS 10 ml 

KCl 2 g ddH2O 90 ml 

Na2HPO4.12H20 29 g  

KH2PO4 2 g 

ddH2O Doplnit do 1000 ml 

Tabulka 5 {ƭƻȌŜƴƝ ǇƻǘǌŜōƴȇŎƘ ǊƻȊǘƻƪǻ t.{ 

9.1.3.2 PromĨvac² roztok 

PromĨvac² roztok (angl. Wash/Staining Buffer, d§le jen WSB) slouģ² jako Śedidlo 

protil§tek a pufr pŚi promĨv§n² bunŊk, kter® budou znaļeny imunofluorescenļn²mi barvivy. 

Obsahuje ģelatinu, kter§ sniģuje nespecifickou vazbu protil§tek a fluorochromŢ na c²lov® 

buŔky, a metabolickĨ inhibitor NaN3, kterĨ br§n² difuzn²mu pohybu integr§ln²ch proteinŢ na 

¼rovni bunŊļn® membr§ny (tzv. Ăpatching and cappingñ). 

Nav§ģili jsme 1 g NaN3 a dobŚe jej rozpustili v mal®m mnoģstv² ddH20. V tomto 

roztoku jsme rozpustili 4 ml ģelatiny a za st§l®ho m²ch§n² doplnili ddH20 do objemu 1000 ml. 

WSB 

Chemik§lie Nav§ģka/objem 

ģelatina 4 ml 

NaN3 1 g 

1x PBS Doplnit do 1000 ml 

Tabulka 6 {ƭƻȌŜƴƝ ǊƻȊǘƻƪǳ ²{. 
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9.1.3.3 Pouģit® pŚ²strojov® vybaven² 

Pouģito bylo pŚ²strojov® vybaven² BTĐ AV ĻR, v. v. i., StŚediska Cytometrie a 

Mikroskopie MBĐ AV ĻR, v. v. i. a LaboratoŚe molekul§rn² antropologie Katedry antropologie 

a genetiky ļlovŊka PŚF UK v Praze. 

PŚ²stroj VĨrobce 

Automatick® pipety Gilson, Middleton, USA 

Carl Zeiss Primovert inverzn² mikroskop s 

AxioCam ERc 5 s kamerou  

Carl Zeiss, AG, Oberkochen, NŊmecko 

Centrifuga Alegra X-22R Centrifuge Beckman-Coulter, Fulerton, USA 

Digit§ln² v§ha Sartorius AG, Gºttingen, NŊmecko 

pH metr inoLab p720 WTW, Weilheim, NŊmecko 

PrŢtokovĨ cytometr LSRII Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA 

Vortex V-1 plus Biosan, Riga, Litva 

VĨrobn²k ledu Bar line B 21 AS/WS Frimont, Mil§no, It§lie 

Tabulka 7 SeznaƳ ǇǌƝǎǘǊƻƧƻǾŞƘƻ ǾȅōŀǾŜƴƝ 

 

9.1.3.4 Software 

Pro poŚ²zen², analĨzu a zpracov§n² dat byly kromŊ standardn²ch programŢ bal²ku MS 

Office 365 PRO pouģity programy Diva v 5.0.1, GraphPadPrism 6 a Kalusa Analysis 1.5a. 

Program VĨrobce 

Diva v 5.0.1 Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA 

GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA 

Kalusa Analysis 1.5a Beckman-Coulter, Fulerton, USA 

Tabulka 8 {ŜȊƴŀƳ ǇƻǳȌƛǘŞƘƻ ǎƻŦǘǿŀǊǳ 

 

9.1.3.5 Ostatn² spotŚebn² materi§l 

Popis VĨrobce 

Latexov® rukavice Sempercare Sempermed, Northhamptonshire, VB 

Mikrotitraļn² destiļky (96 jamek) TPP AG, Trasadingen, ĠvĨcarsko 

Eppendorfovy mikrozkumavky Eppendorf, Hamburg, NŊmecko 

Ġpiļky k pipet§m Gilson, Middleton, USA 

Pasteurovy pipety Biologix Research Company, Lenexa, USA 

Zkumavky se ġroubovac²m uz§vŊrem (50 ml) TPP AG, Trasadingen, ĠvĨcarsko 

Zkumavky SepMateÊ StemCell Technologies, Vancouver, Kanada 

Tabulka 9 {ŜȊƴŀƳ ǇƻǳȌƛǘŞƘƻ ǎǇƻǘǌŜōƴƝƘƻ ƳŀǘŜǊƛłƭǳ 
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9.2 Vzorky perifern² krve 

Vzorky perifern² krve kontrol a pacientŢ byly z²sk§ny ve spolupr§ci s MUDr. 

Michaelou Schneiderovou z 1. Chirurgick® kliniky ï bŚiġn², hrudn² a ¼razov§ chirurgie 1. LF a 

VFN v Praze (CRC a GC), s prim§Śkou MUDr. Mari² Sedl§ļkovou z Revmatologick®ho a 

rehabilitaļn²ho oddŊlen² Thomayerovy nemocnice v Praze (CP, RA a AS); s MUDr. Annou 

Jon§ġovou z 1. Intern² kliniky ï hematologie 1. LF UK a VFN v Praze (MDS/AA a AA) a 

MUDr. J§nem Lakotou z Đstavu experiment§lnej onkol·gie SAV v BratislavŊ (MM). Vġechny 

vzorky perifern² krve byly z²sk§ny na z§kladŊ pŚedem udŊlen®ho informovan®ho souhlasu a 

v souladu s etickĨm kodexem pŚ²sluġn® instituce. 

9.2.1 hŘōŠǊ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾŜ 

Vzorky perifern² krve pacientŢ i kontrol byly odebr§ny do 9 ml zkumavky s K3EDTA 

v odbŊrovĨch ordinac²ch spolupracuj²c²ch pracoviġŠ. Po pŚenosu do laboratoŚe ke zpracov§n², 

byly tyto vzorky oznaļeny ļ²slem podle poŚad², ve kter®m byly pŚijaty.  

9.2.2 LȊƻƭŀŎŜ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ƳƻƴƻƴǳƪƭŜłǊƴƝŎƘ ōǳƴŠƪ (PBMC) 

 V z§vislosti na dobŊ, kter§ ubŊhla od odbŊru do zpracov§n², byly pouģity dva 

standardizovan® protokoly. Protokol A, podle kter®ho se postupovalo v pŚ²padŊ, ģe vzorky byly 

zpracov§v§ny v den odbŊru. Protokol B, kterĨ byl pouģit v pŚ²padŊ, ģe vzorky krve byly 

zpracov§ny aģ n§sleduj²c²ho dne. V tomto pŚ²padŊ byly vzorky pŚes noc uchov§v§ny 

pŚi pokojov® teplotŊ. 

9.2.2.1 Protokol A 

Z§kladn² charakteristikou postupu podle Protokolu A je pouģit² zkumavek SepMateÊ 

(StemCell Technoloies, Vancouver, Kanada). CelĨ postup prob²h§ za pokojov® teploty, a je 

ļasovŊ m®nŊ n§roļnĨ. 

1. Pomoc² Pasteurovy pipety jsme do 50 ml zkumavky SepMateÊ nanesli 15 ml 

hustotn²ho gradientov®ho m®dia LymphoprepÊ tak, aby byl prostor separaļn² komory 

zcela vyplnŊn. 

2. Vzorek perifern² krve jsme pŚelili do steriln² 50 ml zkumavky se ġroubovac²m uz§vŊrem 

a zŚedili v pomŊru 1:1 1x PBS a pomoc² Pasteurovy pipety jemnŊ prom²chali. 



79 
 

3. Na membr§nu zkumavky SepMateÊ jsme pomoc² Pasteurovy pipety opatrnŊ nanesli 

30 ml suspenze bunŊk perifern² krve a 1x PBS z²skan® v kroku 2. 

4. Vzorek ve zkumavce SepMateÊ jsme um²stili do centrifugy a nechali stoļit pŚi 

nastaven²:  

hǘłőƪȅκƳƛƴΦ G 2ŀǎ  ¢ŜǇƭƻǘŀ όϲ/ύ Akcelerace Decelerace 

1200 277 10 15 7 7 

5. Po centrifugaci jsme vzniklĨ supernatant (tekutou ļ§st) vylili. Vzniklou peletu (pevnou 

ļ§st) jsme resuspendovali v nov® kapaln® f§zi pomoci 20 ml 1x PBS za pouģit² nov® 50 

ml steriln² zkumavky se ġroubovac²m uz§vŊrem. 

6. Takto z²skanou bunŊļnou suspenzi jsme stoļili na centrifuze podle kroku 4. 

7. Po centrifugaci jsme supernatant vylili. Vzniklou peletu jsme resuspendovali pomoc² 

Pasteurovy pipety v nov® kapaln® f§zi pomoc² 2 ï 10 ml WSB, podle m²ry z§kalu. 

9.2.2.2 Protokol B 

1. PŚipravili jsme si 50ml steriln² zkumavku se ġroubovac²m uz§vŊrem, do kter® jsme 

pŚipravili 50ml m®dia LymphoprepÊ. 

2. Vzorek perifern² krve jsme pŚelili do steriln² 50 ml zkumavky se ġroubovac²m uz§vŊrem 

a zŚedili v pomŊru 1:1 1x PBS a pomoc² Pasteurovy pipety jemnŊ prom²chali. 

3. Pomoc² Pasteurovy pipety jsme pomalu navrstvili vzorek z²skanĨ v kroku 2 na povrch 

m®dia ve zkumavce pŚipraven® v kroku 1. 

4. Takto pŚipravenĨ vzorek jsme stoļili na centrifuze pŚi nastaven²: 

hǘłőƪȅκƳƛƴΦ G 2ŀǎ  ¢ŜǇƭƻǘŀ όϲ/ύ Akcelerace Decelerace 

1600 400 40 15 0 0 

5. Po proveden² centrifugace jsme za pomoci Pasteurovy pipety odebrali prstenec PBMC 

a pŚenesli jej do nov® steriln² 50ml zkumavky (viz Obr§zek 14, na stranŊ 80). 
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6. BunŊļnou suspenzi z kroku 5 jsme doplnili pomoc² 1x PBS na objem 40 ml a nechali 

centrifugovat pŚi nastaven²:  

hǘłőƪȅκƳƛƴΦ G 2ŀǎ  ¢ŜǇƭƻǘŀ όϲ/ύ Akcelerace Decelerace 

1200 277 10 15 7 7 

7. Po centrifugaci jsme vzniklĨ supernatant vylili. Vzniklou peletu jsme resuspendovali 

v nov® kapaln® f§zi pomoci 20 ml 1x PBS za pouģit² nov® 50 ml steriln² zkumavky se 

ġroubovac²m uz§vŊrem. 

8. Takto z²skanou bunŊļnou suspenzi jsme stoļili na centrifuze podle kroku 6. 

9. Po centrifugaci jsme supernatant vylili. Vzniklou peletu jsme resuspendovali pomoc² 

Pasteurovy pipety v nov® kapaln® f§zi pomoc² 2 ï 10 ml WSB, podle m²ry z§kalu. 

9.2.3  ½ƧƛǑǘŠƴƝ ƳƴƻȌǎǘǾƝ t.a/ ŀ ƳŜǘƻŘŀ ǎǘŀƴƻǾŜƴƝ ȌƛǾƻǘƴƻǎǘƛ ōǳƴŠƪ 

Abychom mohli vzorek ¼spŊġnŊ analyzovat na prŢtokov®m cytometru, potŚebovali 

jsme zjistit mnoģstv² PBMC na 1 ml vzorku. Pro stanoven² monokontrol a FMO kontrol mus² 

vzorek urļenĨ ke znaļen² fluorochromy obsahovat alespoŔ 500 000 ģivĨch PBMC, vlastn² 

vzorky (tzv. mixy) pak mus² obsahovat alespoŔ 1 000 000 ģivĨch PBMC. 

Ke stanoven² ģivotnosti a poļ²t§n² bunŊk jsme pouģili kolorimetrickou metodu za 

pouģit² trypanov® modŚi. Tato metoda je zaloģena na propustnosti bunŊļnĨch membr§n, kdy 

ģiv® buŔky jsou schopny barvivo vylouļit. Poruġen§ membr§na mrtvĨch bunŊk umoģŔuje 

hōǊłȊŜƪ 14 {ŎƘŞƳŀ ǊƻȊǾǊǎǘǾŜƴƝ ŀ ƻŘōŠǊǳ t.a/ ȊŜ ǾȊƻǊƪǳ Ǉƻ ǇǊǾƴƝ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎƛ (A) a jeho 
ǇǌƝǇǊŀǾŀ ǇǊƻ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎƛ Ǿ kroku 5 podle protokolu (B) 
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prostoupen² barviva do cytoplazmy, a proto se mrtv§ buŔka zbarv² modŚe. Ģivotnost a poļet 

bunŊk jsme hodnotili mikroskopicky za pouģit² Fuchs-Rosenthalovy komŢrky a svŊteln®ho 

mikroskopu (zvŊtġen² 400x) 

9.2.3.1 Postup  

1. Do Eppendorfovy zkumavky jsme pipetou odebrali 50 ɛl suspenze PBMC ve WSB. 

2. Do t®to suspenze jsme pŚidali 5 ɛl trypanov® modŚi a dŢkladnŊ prom²chali za pomoci 

pipety. 

3. PŚipravenou Fuchs-Rosenthalovu komŢrku jsme naplnili obarvenou suspenz² z²skanou 

v kroku 2. 

4. Pod svŊtelnĨm mikroskopem jsme pŚi nastaven² zvŊtġen² na 400x poļ²tali vġechny ģiv® 

buŔky ve 4 velkĨch ļtverc²ch Fuchs-Rosenthalovy komŢrky.  

5. Pro z²sk§n² poļtu (koncentrace) bunŊk v 1 ml suspenze jsme pouģili n§sleduj²c² vzorec: 

(poļet ģivĨch bunŊk x 4)/100.  

6. Pro potŚeby pipetov§n² na mikrotitraļn² destiļku jsme potŚebovali zjistit, jakĨ objem 

suspenze budeme pipetovat do jedn® jamky. Zde jsme pouģili vzorec: 500 / poļet PBMC 

v 1 ml pro stanoven² objemu monokontrol a FMO kontrol. Pro potŚeby tzv. mixu jsme 

postupovali podle vzorce: (500 / poļet PBMC) x 2. 

9.2.4 tǌƝǇǊŀǾŀ ǇǊƻǘƛƭłǘŜƪ 

Pro potŚeby experimentu byla potŚeba pŚipravit si protil§tky a WSB ve spr§vn®m 

pomŊru a ŚedŊn² v z§vislosti na tom, k jak®mu ¼ļelu byly pouģity a kolik vzorkŢ bylo 

analyzov§no. V naġem protokolu se pouģ²vaj² n§sleduj²c² oznaļen²: monokontroly, FMO 

kontroly a MIXy. Monokontroly obsahuj² vģdy jen jednu monoklon§ln² protil§tku ve WSB. 

Slouģ² pro nastaven² cytometru a pro vytvoŚen² kompenzac² potŚebnĨch pro analĨzu. FMO 

kontroly (z angl. fluorescence minus one controls) obsahuj² vġechny monoklon§ln² protil§tky 

ve WSB s vĨjimkou t®, pro kterou slouģ² jako minus kontrola. FMO kontroly jsou nutn® pro 

vymezen² negativn²ch a pozitivn²ch subpopulac² bunŊk, a tedy k vymezen² jednotlivĨch B 

bunŊļnĨch subpopulac². MIX obsahuje vġechny monoklon§ln² protil§tky ve WSB a slouģ² pro 

vlastn² mŊŚen² konkr®tn²ho vzorku. 
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9.2.4.1 Postup 

1. PŚipravili jsme si a ļ²selnŊ oznaļili Eppendorfovy zkumavky pro monokontroly, FMO 

kontroly a MIXy. 

2. Do takto pŚipravenĨch zkumavek jsme pipetovali WSB v mnoģstv² potŚebn®m pro danĨ 

experiment (viz Tabulka 10, strana 82, sloupec V WSB). 

3. Do EppendorfovĨch zkumavek jsme pipetovali monoklon§ln² protil§tky v mnoģstv² 

potŚebn®m pro danĨ experiment (viz Tabulka 10, strana 82, sloupec V MoAB na test).  

 

9.2.5 ½ƴŀőŜƴƝ ōǳƴŠƪ ǇǊƻ ƳŠǌŜƴƝ ƴŀ ǇǊǻǘƻƪƻǾŞƳ ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ 

Vlastn² znaļen² bunŊk v mikrotitraļn² destiļce pro mŊŚen² na prŢtokov®m cytometru 

prob²halo podle dvou standardizovanĨch protokolŢ. Protokol A (osmibarevnĨ panel) byl 

pouģ²v§n pro vzorky z²skan® a analyzovan® do konce roku 2014. Tento panel zahrnoval analĨzu 

n§sleduj²c²ch znakŢ ï CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a IgM. Od ledna 2015 byl 

implementov§n Protokol B (jeden§ctibarevnĨ panel), kterĨ vznikl rozġ²Śen²m pŢvodn²ho 

osmibarevn®ho panelu o dalġ² tŚi monoklon§ln² protil§tky: IgD, IgA a IgG. Rozvrģen² 

Tabulka 10 ¢ŀōǳƭƪŀ ǇǊƻ ǾȇǇƻőŜǘ ǌŜŘŠƴƝ Ƴ!ō 
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experimentu podle jeden§ctibarevn®ho panelu bylo pŚipraveno v z§vislosti na poļtu vzorkŢ, 

podle sch®matu, kter® zn§zorŔuje Obr§zek 15 na stranŊ 83 (osmibarevnĨ panel a simile, 

Obr§zek 16 na stranŊ 83). Veġker® manipulace s buŔkami a protil§tkami v mikrotitraļn² 

destiļce byly prov§dŊny na taj²c² ledov® tŚ²ġti. 

 

hōǊłȊŜƪ 16 {ŎƘŞƳŀ ǊƻȊǾǊȌŜƴƝ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘǳ ǇǊƻ ƻǎƳƛōŀǊŜǾƴȇ ǇǊƻǘƻƪƻƭ ŀ ȊƴŀőŜƴƝ Ǿ ƳƛƪǊƻǘƛǘǊŀőƴƝ ŘŜǎǘƛőŎŜ 

hōǊłȊŜƪ 15 {ŎƘŞƳŀ ǊƻȊǾǊȌŜƴƝ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘǳ ǇǊƻ ƧŜŘŜƴłŎǘƛōŀǊŜǾƴȇ ǇǊƻǘƻƪƻƭ ŀ ȊƴŀőŜƴƝ Ǿ ƳƛƪǊƻǘƛǘǊŀőƴƝ ŘŜǎǘƛőŎŜ 



84 
 

9.2.5.1 Postup znaļen² a promĨv§n² vzorku v mikrotritraļn² destiļce 

1. Do mikrotitraļn² destiļky jsme podle sch®matu experimentu pipetou nanesli vypoļ²tan® 

mnoģstv² suspenze PBMC ve WSB. 

2. Na kaģdĨ vzorek jsme nanesli 100 ɛl WSB a centrifugovali pŚi nastaven²: 

3. Odstranili jsme supernatant tak, ģe jsme destiļku rychlĨm pohybem pŚeklopili nad 

vĨlevkou a pŚeklopenou ji nechali chv²li vyschnout na filtraļn²m pap²ru. T²mto 

postupem jsme se zbavili pŚebyteļn® tekutiny. 

4. Destiļka byla pŚipravena ke znaļen² monoklon§ln²mi protil§tkami. 

5. Do kaģd® jamky mikrotitraļn² destiļky jsme za pomoci pipety nanesli 20 ɛl naŚedŊnĨch 

protil§tek podle toho, zda se jednalo o monokontrolu, FMO kontrolu nebo MIX. 

6. Po nanesen² se nechaly monoklon§ln²mi protil§tkami oznaļen® vzorky v mikrotitraļn² 

destiļce inkubovat 25 ï 30 minut na taj²c² ledov® tŚ²ġti za absence svŊtla (v temnu 

v lednici). 

7. Po inkubaci jsme do kaģd® jamky pŚidali 100 ɛl WSB a mikrotitraļn² destiļku se vzorky 

stoļili na centrifuze pŚi stejn®m nastaven² jako v kroku 2. 

8. Opakovali jsme postup uvedenĨ v kroku 3 s t²m, ģe jsme dŢslednŊ dbali na to, aby 

nedoġlo ke kontaminaci jednotlivĨch jamek sousedn²mi protil§tkami. 

9. Do kaģd® jamky jsme nanesli 100 ɛl WSB a mikrotitraļn² destiļku stoļili na centrifuze 

pŚi stejn®m nataven² jako v kroku 2.  

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

11. Po odstranŊn² supernatantu podle kroku 3 jsme do kaģd® jamky pipetou nanesli 200 ɛl 

WSB, destiļku zabalili do alobalov® folie.  

12. Destiļka byla pŚipravena k mŊŚen² na prŢtokov®m cytometru. V pŚ²padŊ, ģe jsme 

nemohli prov®st mŊŚen² na prŢtokov®m cytometru v den pŚ²pravy destiļky, uchovali 

jsme ji v lednici nejpozdŊji do druh®ho dne. 

9.2.6 aŠǌŜƴƝ ƴŀ ǇǊǻǘƻƪƻǾŞƳ ŎȅǘƻƳŜǘǊǳ 

MŊŚen² vġech vzorkŢ prob²halo ve StŚedisku Cytometrie a Mikroskopie 

(MikrobiologickĨ ¼stav AV ĻR, v. v. i.) na pŚ²stroji LSR II za pouģit² softwaru Diva v 5.0.1 

(Becton & Dickinson, Franklin Lake, USA). MŊŚen² byla prov§dŊna za asistence RNDr. Jana 

Svobody, PhD. Vģdy 10 minut pŚed zah§jen²m kaģd®ho mŊŚen² na prŢtokov®m cytometru bylo 

hǘłőƪȅκƳƛƴΦ G 2ŀǎ ¢ŜǇƭƻǘŀ όϲ/ύ Akcelerace Decelerace 

1200 177 10 15 7 7 
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do jednotlivĨch jamek pro vġechny FMO kontroly a do jamky pro monokontrolu Hoechst 

pŚid§no vit§ln² barvivo Hoechst 33258. 

9.3 Vyhodnocen² dat 

Vyhodnocen² z²skanĨch dat bylo provedeno za pouģit² programu Kaluza Analysis 

v1.5a. na z§kladŊ stanoven® strategie vymezen² (tzv. gate strategy). Pouģit® strategie vymezen² 

vych§zej² z prac² Warnatze (CD21-CD38-; (Warnatz, Denz et al. 2002)), Kleina (CD27-CD20-

; CD27-CD20+; CD27+CD20+; CD27+CD20-; (Klein, Rajewsky et al. 1998)), Benitezov® 

(CD27-; (Benitez, Weldon et al. 2014)), Vlkov® (CD21+CD38+; (Vlkova, Fronkova et al. 

2010)), Berkowsk® (CD19+)(Berkowska, Driessen et al. 2011) a Pol§ka (CD21/CD20 (Pol§k 

2016, nepublikov§no)). Protokol pro zpracov§n² vzorkŢ programem Kaluza Analysis v1.5a byl 

vytvoŚen Mgr. Milanem Pol§kem ve spolupr§ci s Helenou Havelkovou a RNDr. Ġ§rkou 

RŢģiļkovou, PhD. 

Vġechny vzorky byly analyzov§ny pomoc² dvojrozmŊrnĨch bodovĨch diagramŢ (tzv. 

dot plot diagramŢ). DvojrozmŊrn® bodov® diagramy umoģŔuj² vizualizaci bunŊļnĨch populac², 

neboŠ zn§zorŔuj² vġechny ļ§stice ve vzorku, u kterĨch byla vybran§ hodnota (napŚ. FSC) vyġġ² 

neģ stanovenĨ pr§h (tzv. threshold). V momentŊ, kdy buŔka proch§z² svazkem laserov®ho 

paprsku, doch§z² k odrazu a sbŊru informace prostŚednictv²m optickĨch detektorŢ. ZpŢsob, 

m²ra a intenzita t®to deviace u kaģd® buŔky je zaznamen§n, digitalizov§n a n§slednŊ 

vizualizov§n pomoc² dot plot grafŢ, ve kterĨch jsou buŔky zn§zornŊny jako teļky. Na z§kladŊ 

tŊchto informac² mŢģeme velmi pŚesnŊ oddŊlit jednotliv® bunŊļn® populace. 

Vlastn² analĨza vĨstupu z v²cebarevn® prŢtokov® cytometrie spoļ²v§ na postupn®m 

logick®m vydŊlov§n² jednotlivĨch subpopulac² ze zŚetŊzenĨch a vz§jemnŊ prov§zanĨch 

dvojrozmŊrnĨch bodovĨch grafŢ v z§vislosti na sledovan®m znaku. Takto se daŚ² vydŊlit a 

popsat subpopulace bunŊk se sloģitĨm expresn²m profilem. 
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10 VĨsledky 
 

Pro potŚeby t®to diplomov® pr§ce bylo do analĨzy zahrnuto celkem 183 vzorkŢ PBMC 

odebranĨch 137 jedincŢm v rozmez² od 11. ¼nora 2014 do 26. ļervna 2015. OpakovanĨ odbŊr 

probŊhl u 17 dlouhodobŊ sledovanĨch pacientŢ, s Crohnovou chorobou nebo ulcer·zn² 

kolitidou, kteŚ² proch§zej² biologickou l®ļbou (anti-TNF biosimilarika), a u 8 zdravĨch jedincŢ 

(d§le jen Ăkontrolñ). PŚehled poļtŢ vzorkŢ pro jednotliv® diagn·zy v absolutn²ch ļ²slech 

zn§zorŔuje graf a Tabulka 11 na stranŊ 86.  

V prostŚed² programu Kaluza Analysis 1.5a byly vyhodnoceny vġechny pacientsk® 

vzorky, nicm®nŊ pro potŚeby statistick®ho vĨkaznictv² nebyly pouģity vĨsledky z²skan® od 

pacientŢ po nasazen² l®ļby (zahrnuty byly pouze odbŊry v T0) ï vzhledem k tomu, ģe u nich 

doch§z² k rychlĨm zmŊn§m v profilu. Sledov§n² tŊchto zmŊn je podstatou souvisej²c²h projektŢ 

zamŊŚenĨch na monitorov§n² kinetiky bunŊļn® odpovŊdi na indikovanou l®ļbu. 

 

Skupina R
A

A
S

K
R

O

A
D

A
-K

R
O

A
R

IF
X

-K
R

O

K
R

O
 T

0

K
R

O
 T

1

K
R

O
 T

2

K
R

O
 T

2
2

K
R

O
 T

X

N
A

-K
R

O

U
C

U
C

 T
0

U
C

 T
1

U
C

 T
1
4

U
C

 T
3

A
A

M
D

S
/A

A

C
R

C

C
R

C
 a

n
ti
-C

A
I

- C
A

 G
A

C
A

 R
E

C

C
A

 P
A

N

C
A

 T
H

Y

k
o

n
tr

o
la

c
e
lk

e
m

ģeny 32 1 15 0 2 4 2 4 1 1 1 3 1 1 1 0 1 12 1 11 1 1 2 1 29 98

muģi 13 1 26 1 2 9 4 5 1 3 1 4 2 1 0 1 1 1 15 2 13 1 0 2 0 21 85

celkem 45 2 41 1 4 13 6 9 2 4 2 7 3 2 1 1 1 2 27 3 24 2 1 4 1 50 183

Tabulka 11 tǌŜƘƭŜŘ ǎƪǳǇƛƴ ǾȊƻǊƪǻ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ŀ ƪƻƴǘǊƻƭ ǎŜ ȊƻƘƭŜŘƴŠƴƝƳ ǇƻƘƭŀǾƝΤ őŜǊǾŜƴŠ ς ȌŜƴȅΣ ƳƻŘǌŜ - ƳǳȌƛ 
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10.1 Datab§ze pacientŢ a kontrol 

Pro potŚeby diplomov® pr§ce byla vytvoŚena pŚehledov§ datab§ze pacientŢ a kontrol, 

kter§ byla z pracovn²ho prostŚed² MS Excel pŚevedena do formul§Śov®ho form§tu v prostŚed² 

MS Access. V t®to datab§zi jsou u jednotlivĨch vzorkŢ vedeny n§sleduj²c² z§znamy: ļ²slo 

vzorku, datum pŚijet² vzorku laboratoŚ², jm®no a pŚ²jmen² pacienta/kontroly, rok narozen², 

diagn·za, informace o podstoupen® l®ļbŊ (v pŚ²padŊ, ģe pacient podstupuje biologickou l®ļbu, 

uv§d² se ¼daj, zda se jedn§ o odbŊr v ļase 0 nebo 2 hodiny po inf¼zi, pŚ²padnŊ opakovan® pod§n² 

po 14 dnech biologick® l®ļby apod.) a pŚ²padn® dalġ² medikaci, zda je k dispozici s®rum ļi 

plazma, informaci o tom, na jak®m typu prŢtokov®ho cytometru byl vzorek mŊŚen, nebo zda se 

buŔky sortuj² pro potŚeby molekul§rnŊ biologick® analĨzy, souļasnŊ je propojena se soubory 

.fcs pro kaģdĨ sledovanĨ vzorek. ParalelnŊ byla sb²r§na klinick§ data, kter§ nebyla pro tuto 

diplomovou pr§ci vyuģita, ale pŚedpokl§d§me jejich zpracov§n² v navazuj²c²m disertaļn²m 

projektu. 

10.1.1.1 Sledovan® B-lymfocyt§rn² subpopulace a strategie vymezen² 

Protokol vymezen² jednotlivĨch subpopulac² B-lymfocytŢ zahrnuje tŚi z§kladn² kroky. 

V prvn² f§zi se vymez² vġechny ģiv® buŔky (live; FSC-A/Hoechst), ve druh® f§zi se ze vġech 

ģivĨch bunŊk vymez² singlety (singlets; FSC-A/ FSC-H), ve tŚet² f§zi se ze vġech ģivĨch 

singletŢ vymez² lymfocyty a monocyty (lymphomono; FSC-A/SSC-A) a v posledn² f§zi se 

zac²l²me na vymezen² CD19+ lymfocytŢ ze skupiny vġech ģivĨch lymfocyt§rn²ch singletŢ 

(CD19+/SSC-A). 

10.1.1.2 Definice sledovanĨch subpopulac² 

PŚi stanoven² strategie vymezen² hraje kl²ļovou ¼lohu rozdŊlen² B lymfocyt§rn²ch 

subpopulac² do z§kladn²ch diferenciaļn²ch typŢ, proto jsme se v prvn² f§z² vyhodnocen² FACS 

dat zamŊŚili na vymezen² populac² naivn²ch (CD19+CD20+CD27-), pamŊŠovĨch 

(CD19+CD20+CD27+) a plazmatickĨch (CD19+CD20-CD27+) bunŊk. K tomuto ¼ļelu slouģ² 

strategie vymezen² podle Kleina et al. (1998), viz Obr§zek 19 na stranŊ 90 a Obr§zek 20 na 

stranŊ 91.  

Ve druh® f§zi jsme rozdŊlili populaci CD19+ lymfocytŢ na CD21lowCD38lowCD27-

IgM+CD24+/- podle Warnatz, Denz et al. (2002), viz Obr§zek 22 na stranŊ 93, a Vlkova, 
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Fronkova et al. (2010), viz Obr§zek 23 na stranŊ 94. Tato populace B lymfocytŢ je oznaļena 

jako CD21lowCD38low lymfocyty. 

Ve tŚet²m kroku jsme se zamŊŚili na definici folikul§rn²ch lymfocytŢ I 

(IgM+CD19+CD21+CD24+CD27-CD38low) a folikul§rn²ch lymfocytŢ II 

(IgM++CD19+CD21+CD24+CD27-CD38low podle Vlkova, Fronkova et al. (2010), viz Obr§zek 

23 na stranŊ 94. 

Ļtvrt§ f§ze vyhodnocen² byla zamŊŚena na nepamŊŠov® lymfocyty, kde byly vyuģity 

dva protokoly. Pomoc² prvn²ho protokolu doġlo k vymezen² B lymfocytŢ na nezral® tranzientn² 

lymfocyty T1 (IgM+CD19+CD21lowCD24highCD27-) a T2 

(IgM+CD19+CD21highCD24intCD27 ), zral® folikul§rn² B lymfocyty 

(IgM+CD19+CD21intCD24intCD27-) a lymfocyty margin§ln² z·ny 

(IgM+CD19+CD21highCD24highCD27-) podle Benitez, Weldon et al. (2014), viz Obr§zek 21 na 

stranŊ 92. V r§mci druh®ho protokolu jsme pozornost zamŊŚili na tranzientn² a extratranzientn² 

lymfocyty podle Berkowska, Driessen et al. (2011), viz Obr§zek 24 na stranŊ 95 a Obr§zek 25 

na stranŊ 96. 

Logiku prov§z§n² pouģitĨch protokolŢ zn§zorŔuje Obr§zek 18 na stranŊ 89. 

Tento sloģitŊ vypadaj²c² analyzaļnŊ-vyhodnocovac² postup zaloģenĨ vych§zej²c² 

z kombinace klasickĨch strategi² vymezen² byl vytvoŚen pro potŚeby t®to diplomov® pr§ce. Jeho 

vĨhodou je, ģe n§m umoģŔuje postihnout skuteļnŊ vġechna st§dia B lymfocyt§rn² diferenciace 

v perifern² krvi u lid², a dokonce n§m umoģŔuje identifikaci pravdŊpodobnŊ jeġtŊ rannŊjġ²ch 

st§di² neģ jsou transientn² T1 B lymfocyty. K jeho sestaven² bylo pouģito v prvn² ŚadŊ 

vyhodnocen² dle Kleina (1998), kter® umoģnilo identifikaci CD19+CD20-CD27- DN B 

lymfocytŢ, pŚiļemģ tato populace se po doplnŊn² znakŢ jako je CD24 a CD21 jeġtŊ d§le rozpad§ 

na raritn² populace, viz d§le v textu. 

Nav²c jsme zjistili, ģe sch®ma stanoven² bran vymezen² podle Benitezov® (2014) n§m 

pŚi pouģit² tzv. zpŊtn® br§ny vymezen² (back gate) spolehlivŊ ukazuje, zda identifikovanĨ 

subset pŚedstavuje vyzr§l® B lymfocyty nebo jejich ranŊjġ² st§dia (jeġtŊ pŚed T1 B lymfocyty), 

kter§ se pak vyskytuj² mimo oblast T1, T2, FM a MZ bunŊk. Tento pŚedpoklad jsme opakovanŊ 

ovŊŚili i pomoc² sch®matu dle Kleina, kdy se pamŊŠov® a plazmatick® buŔky po pouģit² zpŊtn® 
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br§ny vymezen² objevovaly v oblasti FM nebo MZ, zat²mco naivn² B lymfocyty spadaly do T2 

a T1 oblasti, viz Obr§zek 17 na stranŊ 89. 

 

 

hōǊłȊŜƪ 17 {ŎƘŜƳŀǘƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ƭƻƎƛƪȅ ǎŜǎǘŀǾŜƴƝ ǎǘǊŀǘŜƎƛŜ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ōǊŀƴ ƳŜȊƛ ƪƭŀǎƛŎƪȇƳ ǎŎƘŞmatem dle Kleina (1998) a 
.ŜƴƛǘŞȊƻǾƻǳ όнлмпύ 

Jak se uk§zalo, pr§vŊ CD20-CD27- DN B bunŊļn§ populace je velmi zaj²mav§ a bude 

j² vŊnov§na detailnŊjs² pozornost, protoģe zŚejmŊ vykazuje znaky specificity pro urļitĨ typ 

nemoci, anebo by mohla slouģit jako indik§tor patologick®ho stavu. 

 

hōǊłȊŜƪ 18 ±ȅƘƻŘƴƻŎŜƴƝ ȊƝǎƪŀƴȇŎƘ ŘŀǘΣ ǾƛȊǳŀƭƛȊŀŎŜ ǇǊƻǇƻƧŜƴƝ ǇƻǳȌƛǘȇŎƘ ǇǊƻǘƻƪƻƭǻΦ 
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½łƪƭŀŘƴƝ ǎŎƘŞƳŀ ǊƻȊŘŠƭŜƴƝ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ƴŀ ƴŀƛǾƴƝΣ ǇŀƳŠǙƻǾŞ ŀ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞ ōǳƶƪȅ ǾȅŎƘłȊƝ Ȋ ǇƻǎǘǳǇƴŞƘƻ ǾȅőƭŜƶƻǾłƴƝ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƛ Ȋ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ƴŀŘǌŀȊŜƴȇŎƘΦ tƻǎǘǳǇ ǎŜ Řł ǇǌƛǊƻǾƴŀǘ k 

ȊŀƻǎǘǌƻǾłƴƝ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇŜƳ ƴŜōƻ ƪ ŦǊŀƪŎƛƻƴŀŎƛ ƳŀǘŜǊƛłƭǳΣ ƪŘȅ ǎŜ ƘƻƳƻƎŜƴƴƝ ǾȊƻǊŜƪ ǊƻȊǘǌƝŘƝ ƴŀ ƻŘŘŠƭŜƴŞ ŦǊŀƪŎŜ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ ŀ ǘǾŀǊǳΦ ± ƴŀǑŜƳ ǇǌƝǇŀŘŠ Ƨŀƪƻ ǎƝǘŀ ǎƭƻǳȌƝ ƻǇǘƛŎƪŞ ŦƛƭǘǊȅΣ ƪǘŜǊŞ ȊŀŎƘȅǘƝ 

ǇƻǳȊŜ ŜƭŜƳŜƴǘȅ ǎ ǳǊőƛǘƻǳ ƛƴǘŜƴȊƛǘƻǳ ŀ ǘȅǇŜƳ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝƘƻ ȊłǌŜƴƝΦ ± ǇǊǾƴƝƳ ƪǊƻƪǳ ŘƻƧŘŜ ƪ ƻŘŘŠƭŜƴƝ ǾǑŜŎƘ ȌƛǾȇŎƘ ōǳƴŠƪ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǇǌŜŘƴƝƘƻ ǊƻȊǇǘȅƭǳ ŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪŀőƴƝƘƻ Ȋƴŀƪǳ Ǿƛŀōƛƭƛty Hoechst 33258 

όƻƘǊŀƴƛőŜƴƻ ȊŜƭŜƴƻǳ ōŀǊǾƻǳύΦ błǎƭŜŘƴŠ ǎŜ Ȋ ǘŞǘƻ ƳƴƻȌƛƴȅ ōǳƴŠƪ ǾȅőƭŜƴƝ ǾǑŜŎƘƴȅ ǎƛƴƎƭŜǘȅΣ ǘƧΦ ōǳƶƪȅΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǎŀƳƻǎǘŀǘƴŞΣ ƴŜƧǎƻǳ ǾŜ ǎƭŜǇŜƴŎƛ ŀǇƻŘΦ ¢Ŝƴǘƻ ǾȇōŠǊ ǇǊƻōƝƘł ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǇŀǊŀƳŜǘǊǻ ǇǌŜŘƴƝƘƻ 

rozptylu FSC-A a FSC-I όƻƘǊŀƴƛőŜƴƻ ƻǊŀƴȌƻǾƻǳ ōŀǊǾƻǳύΦ ½ ǘŞǘƻ ǎƪǳǇƛƴȅ ōǳƴŠƪ ǎŜ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ōƻőƴƝƘƻ ǊƻȊǇǘȅƭǳ {{/-A a FSC-! ǾȅƳŜȊƝ ǇƻǇǳƭŀŎŜ ǾǑŜŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ŀ ƳƻƴƻŎȅǘǻ όőŜǊǾŜƴł ōŀǊǾŀύΦ hŘǘǳŘ ǳȌ 

ǎŜƭŜƪŎŜ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǇǊƻōƝƘł ǇƻŘƭŜ ǇƻǘǌŜō ǇǊƻǘƻƪƻƭǳΦ ±ȅőƭŜƴŠƴƝ ǾǑŜŎƘ /5мфҌ όǊǻȌƻǾł ōŀǊǾŀύΣ Ȋ ƴƛŎƘ ǾǑŜŎƘƴȅ /5нл-CD27- όƳƻŘǊł ōŀǊǾŀύΦ ±ƴŠƧǑƝ ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ 

ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ ¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ ȊłƪƭŀŘƴƝ ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύΦ 

 
 
hōǊłȊŜƪ 19 ½łƪƭŀŘƴƝ ǊƻȊŘŠƭŜƴƝ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ƴŀ ƴŀƛǾƴƝΣ ǇŀƳŠǙƻǾŞ ŀ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪŞΣ ǇƻŘƭŜ YƭŜƛƴ Ŝǘ ŀƭΦ мффу όǾȊƻǊŜƪ őΦ мфрύ 
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hōǊłȊŜƪ 20 {ǘǊŀǘŜƎƛŜ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ŀ ƘŜǘŜǊƻƎŜƴƛǘŀ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ƴŀƛǾƴƝŎƘΣ ǇŀƳŠǙƻǾȇŎƘ ŀ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪȇŎƘ ōǳƴŠƪ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ŜȄǇǊŜǎŜ 
molekuly CD21, CD24, CD38 a IgM. ±ƴŠƧǑƝ ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ 
¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ ȊłƪƭŀŘƴƝ ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ 
ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύ (vzorek 195). 
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hōǊłȊŜƪ 21 wƻȊŘŠƭŜƴƝ ǇƻǇǳƭŀŎŜ /5мфҌ ǇƻŘƭŜ ƳƝǊȅ ŜȄǇǊŜǎŜ ƳƻƭŜƪǳƭ LƎaΣ /5нлΣ /5нпΣ /5нмΣ /5оу ŀ /5нт ŀ strategie ǾȅƳŜȊŜƴƝ 
ƴŜǇŀƳŠǙƻǾȇŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǇƻŘƭŜ .ŜƴƛǘŞȊƻǾŞ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмпύΦ ±ƴŠƧǑƝ ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ 
ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ ¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ ȊłƪƭŀŘƴƝ ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ 
όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύ (vzorek 195). 
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hōǊłȊŜƪ 22 {ǘǊŀǘŜƎƛŜ ǾȅƳŜȊŜƴƝ /5нмƭƻǿ/5оуƭƻǿ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǇƻŘƭŜ ²ŀǊƴŀǘȊŜ Ŝǘ ŀƭΦ όнллнύ ŀ ±ƭƪƻǾŞ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмлύΦ ±ƴŠƧǑƝ 
ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ ¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ ȊłƪƭŀŘƴƝ 
ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύ (vzorek 195). 
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hōǊłȊŜƪ 23 {ǘǊŀǘŜƎƛŜ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ŦƻƭƛƪǳƭłǊƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ L ŀ ŦƻƭƛƪǳƭłǊƴƝŎƘ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ LL ǇƻŘƭŜ ±ƭƪƻǾŀ Ŝǘ ŀƭΦ όнлмлύΦ 
±ƴŠƧǑƝ ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ ¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ 
ȊłƪƭŀŘƴƝ ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύ (vzorek 
195). 
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hōǊłȊŜƪ 24 {ǘǊŀǘŜƎƛŜ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ǘǊŀƴȊƛŜƴǘƴƝŎƘ ŀ ŜȄǘǊŀǘǊŀƴȊƛŜƴǘƴƝŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǇƻŘƭŜ .ŜǊƪƻǿǎƪŀ Ŝǘ ŀƭΦ όнлммύΣ ǾŜǊȊŜ мΦ ±ƴŠƧǑƝ 
ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ ¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ ȊłƪƭŀŘƴƝ 
ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύ (vzorek 195). 
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hōǊłȊŜƪ 25 {ǘǊŀǘŜƎƛŜ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ǘǊŀƴȊƛŜƴǘƴƝŎƘ ŀ ŜȄǘǊŀǘǊŀƴȊƛŜƴǘƴƝŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǇƻŘƭŜ .ŜǊƪƻǿǎƪŀ Ŝǘ ŀƭΦ όнлммύΣ ǾŜǊȊŜ нΦ ±ƴŠƧǑƝ 
ƻƘǊŀƴƛőŜƴƝ ǾȌŘȅ ƻŘƪŀȊǳƧŜ ƴŀ ȊŘǊƻƧƻǾƻǳ ƳƴƻȌƛƴǳ ōǳƴŠƪΣ ȊŜ ƪǘŜǊȇŎƘ ƧŜ ǾȇōŠǊ ǇǊƻǾłŘŠƴΦ ¢ŀōǳƭƪȅ ǇƻŘ ƻōǊłȊƪȅ ǳǾłŘŠƧƝ ȊłƪƭŀŘƴƝ 
ǎǘŀǘƛǎǘƛŎƪŞ ǳƪŀȊŀǘŜƭŜ pro ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǘȅǇȅ ǾȅƳŜȊŜƴȇŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ όŀōǎƻƭǳǘƴƝ ǇƻőŜǘ ŀ ǇǊƻŎŜƴǘǳłƭƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝύ (vzorek 195). 
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10.2 Distribuce CD19+ perifern²ch lymfocyt§rn²ch subpopulac² ve 

vyġetŚovan®m souboru: CD19+, naivn², maturovan®, plazmatick® a dvojitŊ 

negativn² (CD20-CD27-) 

10.2.1  5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ . ǇƻǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ƪƻƴǘǊƻƭ 

PŚi statistick®m hodnocen² byly u souboru zdravĨch kontrol pops§ny frekvence 

CD19+ lymfocytŢ v rozmez² 0,41 % - 16,99 % s medi§nem 5,17 %, smŊrodatnou odchylkou 

4,121 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,461. V r§mci CD19+ B subpopulace byly naivn² B 

lymfocyty (CD19+CD20+CD27-) zastoupeny v v rozmez² 53,7 % - 97,170 % s medi§nem 

79,37 %, smŊrodatnou odchylkou 12,766 % a hladinou spolehlivosti (95%) 4,527. PamŊŠov® B 

lymfocyty (CD19+CD20+CD27+) se vyskytovaly s frekvenc² 0,14% - 45,61%, % s medi§nem 

13,07 %, smŊrodatnou odchylkou 12,779 % a hladinou spolehlivosti (95%) 4,531. Populace 

plazmatickĨch bunŊk (CD19+CD20-CD27+) nabĨvala hodnot frekvence v intervalu 0,1 % - 

12,64 %, pŚiļemģ jej² medi§n byl 1,53 %, smŊrodatn§ odchylka 3,065 % pŚi hladinŊ 

spolehlivosti (95%) 1,087 (Tabulka 12 na stranŊ 97), (grafick® zn§zornŊn² Obr§zek 26 na stranŊ 

101). Z pohledu t®to diplomov® pr§ce je nejzaj²mavŊjġ² populace CD19+CD20-CD27-DN 

lymfocytŢ, kter§ nabĨvala frekvenc² v rozsahu 0,03% - 18,73%, s medi§nem 0,410%, 

smŊrodatnou odchylkou 3,671 % pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 1,302. 

Tabulka 12 tƻǇƛǎƴł ǎǘŀǘƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƪǳǇƛƴȅ ȊŘǊŀǾȇŎƘ ƪƻƴǘǊƻƭ 

10.2.2  Distribuce CD19+ B populace ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘƻǳ 

V r§mci statistick®ho hodnocen² byly u souboru pacientŢ s revmatoidn² artritidou 

pops§ny frekvence CD19+ lymfocytŢ v rozsahu 0,54 % - 12,49 % s medi§nem 5,17 %, 
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smŊrodatnou odchylkou 3,278 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,417. V r§mci CD19+ B 

subpopulace byly naivn² B lymfocyty zastoupeny v intervalu 40,52% - 94,280 % s medi§nem 

77,530 %, smŊrodatnou odchylkou 14,795 % a hladinou spolehlivosti (95%) 6,398. PamŊŠov® 

B lymfocyty se vyskytovaly s frekvenc² 4,910% - 56,99%, s medi§nem 18,160 %, smŊrodatnou 

odchylkou 13,302 % a hladinou spolehlivosti (95%) 5,752. Populace plazmatickĨch bunŊk 

mŊla hodnoty frekvence v intervalu 0,08 % - 13,110 %, pŚiļemģ jej² medi§n byl 0,82 %, 

smŊrodatn§ odchylka 3,61 % pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 1,561. Populace CD20CD27DN 

lymfocytŢ nabĨvala frekvenc² v rozsahu 0,09% - 3,290% , s medi§nem 0,490%, smŊrodatnou 

odchylkou 0,792 % a hladinŊ spolehlivosti (95%) 0,342 (Tabulka 13 na stranŊ 98), (grafick® 

zn§zornŊn² Obr§zek 26 na stranŊ 101). 

 

Tabulka 13 tƻǇƛǎƴł ǎǘŀǘƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƪǳǇƛƴȅ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘƻǳ 

10.2.3  Distribuce CD19+ B populace ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝƳ ƪŀǊŎƛƴƻƳŜƳ 

BŊhem statistick®ho hodnocen² byly u souboru pacientŢ s kolorekt§ln²m karcinomem 

pops§ny frekvence CD19+ lymfocytŢ v rozmez² 2,15 % - 13,11 % s medi§nem 6,3 %, 

smŊrodatnou odchylkou 3,039 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,562. V r§mci CD19+ B 

subpopulace byly naivn² B lymfocyty zastoupeny v  intervalu 30,36% - 81,64 % s medi§nem 

23,64 %, smŊrodatnou odchylkou 15,449 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,943. PamŊŠov® B 

lymfocyty se objevovaly s frekvenc² 5,7% - 53,41%, s medi§nem 23,64 %, smŊrodatnou 

odchylkou 12,273 a hladinou spolehlivosti (95%) 6,310. Populace plazmatickĨch bunŊk 

dosahovala hodnot frekvence v intervalu 0,55 % - 26,78 %, pŚiļemģ jej² medi§n byl 5,45 %, 

smŊrodatn§ odchylka 6,918 % pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 3,557. Populace CD20CD27DN 

lymfocytŢ vykazovala frekvenci v rozsahu 0,24% - 21,07% , s medi§nem 4,55%, smŊrodatnou 

odchylkou 7,16 %, pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 3,681 (Tabulka 14 na stranŊ 99), (grafick® 

zn§zornŊn² Obr§zek 26 na stranŊ 101). 
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Tabulka 14 tƻǇƛǎƴł ǎǘŀǘƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƪǳǇƛƴȅ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝƳ ƪŀǊŎƛƴƻƳŜƳ 

10.2.4  Distribuce CD19+ B populace ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘƻǳ 

 

Tabulka 15 tƻǇƛǎƴł ǎǘŀǘƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘƻǳ  

V r§mci statistick®ho hodnocen² byly u souboru pacientŢ s ulcer·zn² kolitidou 

pops§ny frekvence CD19+ lymfocytŢ v rozmez² 1,31 % - 11,18 % s medi§nem 5,16 %, 

smŊrodatnou odchylkou 4,101 % a hladinou spolehlivosti (95%) 5,092. V r§mci CD19+ B 

subpopulace byly naivn² B lymfocyty zastoupeny v  rozmez² 44,15% - 80,85 % s medi§nem 

10,89 %, smŊrodatnou odchylkou 14,165 % a hladinou spolehlivosti (95%) 17,961. PamŊŠov® 

B lymfocyty se vyskytovaly s frekvenc² 9,87% - 28,49%, s medi§nem 10,89 %, smŊrodatnou 

odchylkou 8,579 % a hladinou spolehlivosti (95%) 10,652. Populace plazmatickĨch bunŊk 

dosahovala hodnot frekvence v intervalu 1,99 % - 7,45 %, pŚiļemģ jej² medi§n byl 4,69 %, 

smŊrodatn§ odchylka 2,664 % pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 3,307. Populace CD20CD27DN 

lymfocytŢ nabĨvala frekvenc² v rozsahu 1,92% - 37,37% , s medi§nem 3,77%, smŊrodatnou 

odchylkou 15,287 % na hladinŊ spolehlivosti (95%) 18,981 (Tabulka 15 na stranŊ 97), (grafick® 

zn§zornŊn² Obr§zek 26 na stranŊ 101). 
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10.2.5  Distribuce CD19+ B populace ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s Crohnovou chorobou 

BŊhem statistick®ho hodnocen² byly u souboru pacientŢ s Crohnovou chorobou 

pops§ny frekvence CD19+ lymfocytŢ v rozmez² 1,52 % - 9,77 % s medi§nem 7,82 %, 

smŊrodatnou odchylkou 2,772 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,863. V r§mci CD19+ B 

subpopulace byly naivn² B lymfocyty pŚ²tomny v  rozmez² 62,46% - 96,1 % s medi§nem 81,63 

%, smŊrodatnou odchylkou 2,137 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,245. PamŊŠov® B 

lymfocyty se vyskytovaly s frekvenc² 1,01% - 36,27%, s medi§nem 13,75 %, smŊrodatnou 

odchylkou 11,01 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,397. Populace plazmatickĨch bunŊk 

dosahovala hodnot frekvence v intervalu 0 % - 7,29 %, pŚiļemģ jej² medi§n byl 1,87 %, 

smŊrodatn§ odchylka 2,137 % pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 1,436. Populace CD20CD27DN 

lymfocytŢ vykazovala frekvenc² v rozsahu 0% - 27,09%, s medi§nem 0,97%, smŊrodatnou 

odchylkou 7,903 % pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 5,309 (Tabulka 16 na stranŊ 100), (grafick® 

zn§zornŊn² Obr§zek 26 na stranŊ 101). 

 

Tabulka 16 tƻǇƛǎƴł ǎǘŀǘƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƪǳǇƛƴȅ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ Crohnovou chorobou 

10.2.6  5ƛǎǘǊƛōǳŎŜ /5мфҌ . ǇƻǇǳƭŀŎŜ ŀ ƧŜƧƝŎƘ ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǎƻǳōƻǊǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ 

s karcinomem pankreatu 

V prŢbŊhu statistick®ho hodnocen² byly u souboru pacientŢ s karcinomem pankreatu 

pops§ny frekvence CD19+ lymfocytŢ v rozmez² 1,43 % - 11,26 % s medi§nem 4,29 %, 

smŊrodatnou odchylkou 3,81 % a hladinou spolehlivosti (95%) 4,731. V r§mci CD19+ B 

subpopulace byly naivn² B lymfocyty zastoupeny v  rozmez² 61,97% - 74,46 % s medi§nem 

67,86 %, smŊrodatnou odchylkou 5,08 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,201. PamŊŠov® B 

lymfocyty se vyskytovaly s frekvenc² 15,93% - 26,99%, s medi§nem 18,32 %, smŊrodatnou 

odchylkou 4,501 %a hladinou spolehlivosti (95%) 5,589. Populace plazmatickĨch bunŊk 
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dosahovala hodnot frekvence v intervalu 3,99 % - 22,33 %, pŚiļemģ jej² medi§n byl 9,38 %, 

smŊrodatn§ odchylka 7,081 % na hladinŊ spolehlivosti (95%) 8,792. Populace CD20CD27DN 

lymfocytŢ dosahovala frekvenc² v rozsahu 0,2% - 2,3% , s medi§nem 1,26%, smŊrodatnou 

odchylkou 0,841 %pŚi hladinŊ spolehlivosti (95%) 1,044 (Tabulka 17 na stranŊ 101), (grafick® 

zn§zornŊn² Obr§zek 26 na stranŊ 101). 

 

Tabulka 17 tƻǇƛǎƴł ǎǘŀǘƛǎǘƛƪŀ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ ǳ ǇŀŎƛŜƴǘǻ ǎ karcinomem pankreatu 

 

 

hōǊłȊŜƪ 26 DǊŀŦƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ŀ ǎǊƻǾƴłƴƝ ȊŀǎǘƻǳǇŜƴƝ ƘƭŀǾƴƝŎƘ ǇƻǇǳƭŀŎƝ /5мфҌ B ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦǊƴƝ ƪǊǾƛ ƪƻƴǘǊƻƭ ŀ ǳ 
paciŜƴǘǻ ǎ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇƳƛ ǎǘŀǾȅΦ /w/ ς ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳΤ Ywh ς Crohnova choroba; UC ς ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘida; RA ς 
wŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΤ !! ς ŀǇƭŀǎǘƛŎƪł ŀƴŜƳƛŜ; MDS/AA ς ƳȅŜƭƻŘȅǎǇƭŀǎǘƛŎƪȇ ǎȅƴŘǊƻƳΤ /!t ς karcinom pankreatu; CAR ς 
ƪŀǊŎƛƴƻƳ ƪƻƴŜőƴƝƪǳ  
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10.3 Statistick§ analĨza distribuc² frekvenc² hlavn²ch CD19+ perifern²ch 

lymfocyt§rn²ch populac² 

Statistick§ analĨza distribuc² frekvenc² CD19+ perifern²ch B lymfocyt§rn²ch populac² 

byla provedena neparametrickĨm testem podle Mann-Whitneyov® za vyuģit² programu 

GraphPad Prism6. Porovn§v§ny byly distribuce u souboru kontrol a pacientŢ s jednotlivĨmi 

patologiemi, a to vļetnŊ tŊch, kter® byly zastopeny malĨm poļtem vzorkŢ. V grafech jsou vģdy 

oznaļeny signifikantn² rozd²ly pro hladiny pravdŊpodobnosti p < 0,05. Jako nejzaj²mavŊjġ² se 

jev² v literatuŚe dosud nepopsan§ populace CD19+CD20-CD27- DN B lymfocytŢ v perifern² 

krvi (viz Obr§zek 28 na stranŊ 103), kter§ se po pŚid§n² znakŢ CD24 a CD21 d§le rozpad§ na 

minoritn² populace (jsou pops§ny v n§sleduj²c² kapitole). 
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hōǊłȊŜƪ 27 CǊŜƪǾŜƴŎŜ /5мфҌ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ όǌŀȊŜƴƻ ŀōŜŎŜŘƴŠΣ !!-ŀǇƭŀǎǘƛŎƪł ŀƴŞƳƛŜΣ !{ ς 

ŀƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀΣ /!t-carcinom pankreatu, CAR-ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳΣ Yh-kontroly, CRO-Crohnova 

nemoc, MDS/AA  - ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝŎƝ ǎŜ ƳȅŜƭƻŘȅǎǇƭŀǎǘƛŎƪȇ ǎȅƴŘǊƻƳ ǎ ŀǇƭŀǎǘƛŎƪƻǳ ŀƴŞƳƛƝΣ w!-ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΣ ¦/ 

- ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀύΦ 
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hōǊłȊŜƪ 28 Frekvence CD19+CD20-CD27- DN . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ (ǌŀȊŜƴƻ ŀōŜŎŜŘƴŠΣ AA-ŀǇƭŀǎǘƛŎƪł 
ŀƴŞƳƛŜΣ !{ ς ŀƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀΣ /!t-carcinom pankreatu, CAR-ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳΣ Yh-kontroly, 
CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA -ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝŎƝ ǎŜ ƳȅŜƭƻŘȅǎǇƭŀǎǘƛŎƪȇ ǎȅƴŘǊƻƳ ǎ ŀǇƭŀǎǘƛŎƪƻǳ ŀƴŞƳƛƝΣ w!-
ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΣ UC -ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀύΦ 

 

hōǊłȊŜƪ 29 Frekvence CD19+CD20+CD27- ƴŀƛǾƴƝŎƘ  . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ krvi (ǌŀȊŜƴƻ ŀōŜŎŜŘƴŠΣ 
AA-ŀǇƭŀǎǘƛŎƪł ŀƴŞƳƛŜΣ !{ ς ŀƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀΣ /!t-carcinom pankreatu, CAR-ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ 
karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA -ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝŎƝ ǎŜ ƳȅŜƭƻŘȅǎǇƭŀǎǘƛŎƪȇ ǎȅƴŘǊƻƳ ǎ 
ŀǇƭŀǎǘƛŎƪƻǳ ŀƴŞƳƛƝΣ w!-ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΣ UC -ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀύΦ 



104 
 

 

hōǊłȊŜƪ 31 Frekvence CD19+CD20+CD27+ ǇŀƳŠǙƻǾȇŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ krvi (ǌŀȊŜƴƻ ŀōŜŎŜŘƴŠΣ AA-ŀǇƭŀǎǘƛŎƪł ŀƴŞƳƛŜΣ 
AS ς ŀƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀΣ /!t-carcinom pankreatu, CAR-ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳΣ Yh-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, 
MDS/AA -ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝŎƝ ǎŜ ƳȅŜƭƻŘȅǎǇƭŀǎǘƛŎƪȇ ǎȅƴŘǊƻƳ ǎ ŀǇƭŀǎǘƛŎƪƻǳ ŀƴŞƳƛƝΣ w!-ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΣ UC -ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀύΦ 

  

hōǊłȊŜƪ 30 Frekvence CD19+CD20-/5нтҌ ǇƭŀȊƳŀǘƛŎƪȇŎƘ ōǳƴŠƪ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝ ƪǊǾƛ (ǌŀȊŜƴƻ ŀōŜŎŜŘƴŠΣ AA-ŀǇƭŀǎǘƛŎƪł ŀƴŞƳƛŜΣ !{ ς 
ŀƴƪȅƭƻȊǳƧƝŎƝ ǎǇƻƴŘȅƭƛǘƛŘŀΣ /!t-carcinom pankreatu, CAR-ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳΣ Yh-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA -
ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝŎƝ ǎŜ ƳȅŜƭƻŘȅǎǇƭŀǎǘƛŎƪȇ ǎȅƴŘǊƻƳ ǎ ŀǇƭŀǎǘƛŎƪƻǳ ŀƴŞƳƛƝΣ w!-ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΣ UC -ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀύ. 
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10.4 Distribuce CD20-CD27-DN lymfocyt§rn²ch subpopulac² ve 

sledovan®m souboru  

10.4.1  CD20-CD27- DN ǇƻǇǳƭŀŎŜ /5мфҌ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ 

PŚi statistick® analĨze CD19+ B 

lymfocytŢ rozdŊlenĨch do hlavn²ch populac² 

podle Kleina, se n§m s pravidelnost² podaŚilo 

zachycovat buŔky, kter® se ve velmi n²zkĨch 

frekvenc²ch vyskytovaly v segmentu CD20-

CD27- (Obr§zek 26, na stranŊ 101). Pro 

zachycen² a popis CD20-27-DN populace 

jsme pouģili kombinovanou strategii 

vymezen² bran podle Kleina a Benitezov®, 

kter§ byla doplnŊna naġimi vlastn²mi branami, 

zachycuj²c² buŔky, kter® v r§mci tŊchto 

standardn²ch sch®mat neġlo zachytit, ale kter® 

se prokazatelnŊ v danĨch segmentech 

pravidelnŊ vyskytovaly ve velmi n²zkĨch 

frekvenc²ch (Obr§zek 33 na stranŊ 106). T²mto 

zpŢsobem jsme zachytili 13 zcela individu§ln²ch CD20-CD27-DN B lymfocytŢ subpopulac², 

jejichģ imunofenotypovou charakteristiku shrnuje Tabulka 18 na stranŊ 105. 

 

Tabulka 18 Imunofenotypy CD20-CD27- ǎǳōǇƻǇǳƭŀŎŜ /5мфҌ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ 

hōǊłȊŜƪ 32 CD19+CD20-CD27- . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ Ǿ ƪƭŀǎƛŎƪŞƳ 
ǊƻȊŘŠƭŜƴƝ ǇƻŘƭŜ YƭŜƛƴŀ 
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Vzhledem k poļtu zjiġtŊnĨch CD20-CD27-DN populac² a rozsahovĨm limitŢm 

diplomov® pr§ce neuv§d²m popisnou statistiku jednotlivĨch CD27-CD20-DN populac² 

v textov® ļ§sti, ukazatele jednotlivĨch populac² shrnuje  Tabulka 19 na str. 107. 

Zaj²mav® jsou z tohoto pohledu pŚedevġ²m skupiny pacientŢ s nespecifikovanĨmi 

z§nŊty stŚev a kolorekt§ln²m karcinomem, u kterĨch lze jiģ na t®to ¼rovni postihnout rozd²ly 

v distribuci frekvenc² pŚedevġ²m u populac² CD24-CD21int DN, CD24hiCD21- DN, CD24-

CD21low DN, CD24lowCD21int DN. Z prvn²ch analĨz se zd§, ģe existuj² rozd²ly 

v imunofenotypov® skladbŊ B lymfocyt§rn²ch populac² mezi Crohnovou chorobou a ulcer·zn² 

kolitidou. SouļasnŊ naġe prim§rn² vĨsledky ukazuj², ģe na t®to ¼rovni se imunofenotypovĨ 

profil u pacientŢ s ulcer·zn² kolitidou bl²ģ² profilu u pacientŢ s kolorekt§ln²m karcinomem. U 

pacientŢ s revmatoidn² artritidou v porovn§n² s kontrolami je postihnuteln§ zmŊna v distribuci 

pŚedevġ²m populace CD24lowCD21lowDN. Grafick® zn§zornŊn² vļetnŊ popisnĨch 

statistickĨch ukazatelŢ shrnuje pro soubor kontrol a pacientŢ s CRC Obr§zek 34 na stranŊ 108, 

pro UC a KRO Obr§zek 35 na stranŊ 109 a pro RA a CAP Obr§zek 36 na stranŊ 110. 

  

hōǊłȊŜƪ 33 CD19+CD20-CD27-DN . ƭȅƳŦƻŎȅǘȅ Ǿ ƳƻŘƛŦƛƪƻǾŀƴŞ ǎǘǊŀǘŜƎƛƛ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ōǊŀƴ ǇƻŘƭŜ .ŜƴƛǘŞȊƻǾŞ 
όǾƭŜǾƻύ ŀ ƻǊƛƎƛƴłƭƴƝ ōǊłƴŀ ǾȅƳŜȊŜƴƝ ŘƭŜ .ŜƴƛǘŞȊƻǾŞ όǾǇǊŀǾƻύΣ ƪǘŜǊł ǳƳƻȌƶǳƧŜ ǊƻȊƭƛǑƛǘ ǾȇǾƻƧƻǾŞ ŦłȊŜ 
ǘǊŀƴȊƛŜƴǘƴƝŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ό¢м ŀ ¢нύΣ ŦƻƭƛƪǳƭłǊƴƝŎƘ ƳŀǘǳǊƻǾŀƴȇŎƘ . ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ όCaύ ŀ ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ƳŀǊƎƛƴłƭƴƝ Ȋƽƴȅ 
(MZ). 
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Tabulka 19 tƻǊƻǾƴłƴƝ ǇƻǇƛǎƴȇŎƘ ǎǘŀǘƛǎǘŎƪȇŎƘ ǳƪŀȊŀǘŜƭǻ ǇǊƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ /5нл-CD27-5b ǇƻǇǳƭŀŎŜ мфҌ. ƭȅƳŦƻŎȅǘǻ ǳ ƪƻƴǘǊƻƭ ŀ 
ǾȅōǊŀƴȇŎƘ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ǎǘŀǾǻ όǎ ƻƘƭŜŘŜƳ ƴŀ Ǉƻőǘȅ ǾȊƻǊƪǻ Ǿ ǎƻǳōƻǊŜŎƘ ƴŜōȅƭȅ ǎƪǳǇƛƴȅ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ǎǘŀǾǻΣ ƪŘŜ ǇƻőŜǘ 
ǾȊƻǊƪǻ  n<5 dƻ ǇƻǊƻǾƴłƴƝ ȊŀǌŀȊŜƴȅύ   

UC ς ǳƭŎŜǊƽȊƴƝ ƪƻƭƛǘƛŘŀΤ Ywh  ς  Crohnova choroba; CRC ς ƪƻƭƻǊŜƪǘłƭƴƝ ƪŀǊŎƛƴƻƳΤ w! ς ǊŜǾƳŀǘƻƛŘƴƝ ŀǊǘǊƛǘƛŘŀΤ /t!b ς 

karcinom pankreatu 


























































