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ABSTRAKT

Imunitni systém udrzuje integritu organismu, rozpoznava Skodlivé od neskodlivého a
chrani tak organismus pied exo- i endogennimi Skodlivinami a spolu s nervovym a

endokrinnim systémem patii mezi nejdilezitéjsi regulacni systémy organismu.

V soucasné dob¢ ptibyvaji dikazy, ze se riizné subpopulace B lymfocytii, pfimo ¢i nepfimo
uplatiiuji v patogenezi mnoha chorob. Avsak dosud mame jen velmi omezené poznatky o
tom, jak jsou jednotlivd diferenciacni staddia B lymfocytli zapojena do patologickych
procesti a jak samotny pribéh nemoci nebo samotné¢ 1é€by ovliviiuje B bunécnou

homeostazu.

Tato price je zaméfena na studium perifernich CD27" B lymfocyti (jedné z nejméné
prozkoumanych lidskych B lymfocytl) u zdravych kontrol a pacientl s riiznymi
imunopatologiemi, v tomto pfipad€ jsou prezentovany reprezentativni vysledky pacientil
s idiopatickymi stfevnimi zanéty. Pomoci polychromatické pritokové cytometrie jsme
vysettili z toho 14 kontrol, 7 pacientd s Crohnovou chorobou (CD) a 5 s ulcer6zni kolitidou
(UC). U 6 pacientti s CD jsme méli moZnost nami studované imunofenotypy stanovit také 2

hodiny po intravenoézni aplikaci Infliximabu a u jednoho po 14 dnech od podani 1éku.

Pamétové B lymfocyty charakterizované jako CD19+CD27+, CD19+CD20+CD27+ a
CD19+CD20+CD27+IgM+ byly u pacientti s CD ptitomné vzdy ve zvysSenych frekvencich
oproti kontroldm (20,6£13,58%; 17,61£13,48%; 88,60+20,56% vs. 11,75%£26,47%:;
11,25+£26,50%; 66,82+22,60% respektive), coz odpovidad aktivnimu nelécenému stadiu
choroby.

Avsak ostatni analyzované CD27+ B bunécné subpopulace CD19+CD20+CD27+CD38+,
CD19+CD20+CD27+CD24-CD21+ ,a CD19+CD20+CD27+IgD-IgM- byly v periferni krvi
deprivovany ve srovnani s kontrolami.

Navic, v CD19+CD20+CD27+1gM- ptipadé¢ tato redukce jeji frekvence oproti kontrolam
byla dokonce statisticky vyznamna (11,10 20,62 pro CD vs. 39,40+£25,05 pro KO;
p=0,0234). Pacienti s UC vzdy vykazovaly odlisny imunofenotyp, coZz by podporovalo



obecné pfijimany fakt, ze ulcerativni kolitida i z hlediska klinickych parametrii pfedstavuje

zcela odlisnou jednotku.

Tato prace byla vlastné pilotni studii, kterd svym zamétenim mela naznacit mozné trendy a
dalsi smér vyzkumu.

Pochopeni jednotlivych aspektii chovani téchto B lymfocytarnich subpopulaci mtze v
budoucnu poskytnout vhodné markery dovolujici zhodnotit pribéh a prognoézu daného

onemocnéni, ptipadné poslouzit jako vhodny diagnosticky marker pro nékteré choroby.

Klicova slova: Imunitni systém, B lymfocyty, protilatky, CD molekuly, imunopatologie,

pruatokova cytometrie.



ABSTRACT

The immune system will maintain the integrity of the organism from harmful non-malicious
recognizes and protects the body against exo- and endogenous toxic substances and together

with the nervous and endocrine system are among regulatory systems of the organism.

Recently the evidence has supported the emerging concept of different B cell
subpopulations to play a direct or indirect role in a pathogenesis of spectrum of disorders.
However, so far the knowledge has been limited mainly in the way of how the specific
differentiation stages of B lymphocytes are involved in pathogenesis of diseases and how

course of disease, stage, and eventually different treatment can affect B cell homeostasis.

This work is focused on the study of peripheral CD27" B lymphocytes (one of the least
explored human B lymphocytes) in healthy controls and patients with various
immunopathologies, in this case we present representative results for patients with
inflammatory bowel disease. Using polychromatic flow cytometry we examined 31 of
peripheral blood samples, including 14 controls, 7 patients with Crohn's disease (CD) and 5
with ulcerative colitis (UC). In 6 patients with CD, we were able to perform
immunophenotyping also 2 hours after intravenous administration of infliximab, and in one

patient 14 days after drug administration.

Memory B lymphocytes characterized as CD19°CD27, CD19'CD20°CD27" and
CD19°CD20°CD27'IgM" were in patients with CD present always in increased frequencies
as compared to controls (20.6 £ 13.58, 17.61 + 13.48 ; 88.60 = 20.56 vs. 11.75 £ 26.47
11.25 £ 26.50, 66.82 + 22.60, respectively), which well corresponds to the active untreated
stadium of the disease.

However, other analyzed CD27 B cell subpopulations, CD19°CD20'CD27 CD38",
CD19°CD20°CD27°CD24CD21" and CD19'CD20'CD27'IgMIgD" were in peripheral
blood of patients with CD deprivated as compared with controls. Interestingly, in the case of
CD19"CD20°CD27'IgM" B lymhocyteds this reduction in comparison to controls was even
statistically significant (11.10 + 20.62 vs. CD 39.40 + 25.05 KO, p = 0.0234). Patients with
UC displayed different immunophenotypes in comparison to CD, which might support



generally assumed consensus that ulcerative colitis based on clinical features represents
independent and distinct clinical unit.

Current work was drafted as a pilot study, which should indicate trends and possible future
direction of research.Understanding the different aspects of the behavior of the B
lymphocyte subpopulations in the future may provide useful markers allowing to evaluate
the course and prognosis of the disease, or serve as a useful diagnostic marker for certain

diseases.

Keywords:Immune system, B lymphocytes, antibodies , CD molecules , immunopathology,

flow cytometry.
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SEZNAM ZKRATEK

AA aplastickd anemie

ACPA autoprotilatky proti citrulinovanym peptidim

AID aktivaci indukovana deaminaza (activation-induced deaminase)
AML akutni myeloidni leukemie

APC antigen prezentujici bunky (antigen presenting cell)

AS ankylozujici spondylitida

BAFF B bunécny aktivacni faktor (B cell activating factor)

BCR B bunécny receptor (B cell receptor)

BER base excision repair

bp pari bazi (base of pair)

C3 C3 komponent fragment (C3 fragment of complement)

C3d C3d komplementovy fragment (C3d fragment of complement)
C3dg C3dg komplementovy fragment (C3dg fragment of complement)
CD diferenciacni antigen (cluster of differentiation)

CLP spole¢ny lymfoidni progenitor (common lymphoid progenitor)
CRC kolorektalni karcinom

CRP C-reaktivni protein (C-reactive protein)

CSR 1zotypovy presmyk (class switching recombination)

DC dendritické bunky (dendritic cell)

EGF epidermalni riistovy faktor (epidermal growth factor)

ELP casny lymfoidni progenitor (early lymphoid progenitor)

FasApo-1 transmembranovy protein typu I (CD95, APO-1)

FM folikularni maturovany B lymfocyt (folicule mature B lymphocyte)
FMO kontrola fluorescence minus one (fluorescence minus one)

FSC kanal sbirajici rozptylené svétlo v pfednim sméru (forward scatter channel)
FW sedimentace erytrocytli dle Fahraeuse a Westegreena (Fahracus Westegreen)
GC germinalni centra (germinal center)

GC karcinom Zaludku

HC tézky fetézec imunoglobulinu (heavy chain)

HLA lidsky lymfocytarni antigen (human leukocyte antigen)
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HSC
iC3b
IFxB

IL

kDa
KO
LC
MHC
MPP
MZ
NFxB
NGFR
NHEJ
NMBC
0X40
pS3
PAD
PAMP
PBMC
PC

PK
pre-B
pre-BCR
pro-B
PRR

RAGI, 2
RF

RSS
SIVA1

hematopoetickd kmenova buiika (hematopoietic stem cell)

inaktivni fragment C3b (inactive fragment of C3b)

inhibitor faktoru kappa B (inhibitor of factor kappa B)

imunoglobulin

interleukin (interleukin)

genovy segment ucujici J fetézec (joining)

kilodalton (kilodalton)

kontrola

lehky fetézec imunoglobulinu (light chain of immunoglobulin)
hlavni histokompatibilni komplex (major

multipotentni progenitorova butika (multipotent progenitor cell)

B lymfocyty margindlni zény (marginal zone B lymphocyte)
nuklearni faktor kappa B (nuclear factor kappa B)
nervovy rustovy faktor(nerve growth factor receptor)
nehomologni spojovéni koncli (non-homologous end joyning)
nepamét'ové B lymfocyty (non memory B cell)
patii do TNF rodiny, zndmy jako CD134

gen kodujici tumor supresorovy protein p53 (tumor supressor gene pS53)
peptidyl argininovad deaminéaza (peptidil arginin deaminase)
patogen asociované molek. vzory (pathogen-associated molecular patterns)
periferni mononuklearni buniky (peripheral mononuclear cell)
karcinom slinivky bfi$ni

proteinové kinazy (protein kinase)

prekurzorovy B lymfocyt (prekursor B cell)

prekursorovy B bunéény receptor (precursor B cell receptor)
progenitorovy B lymfocyt (progenitor-B cell)

receptory rozpoznavajici molekularni vzory (pattern recognition receptor)
revmatoidni artritida

rekombinaci aktivujici gen 1, 2 (recombination-activating gene 1, 2)
revmatoidni faktor (revmatoid factor)

rekombinac¢ni signalni sekvence (recombination signal sekvence)

apoptézu indukujici factor (apoptosis inducing factor)
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SHM
SNP

SSC

STK1

T1, T2 a T3
TF

TGF-B

Th

TLR
TNFR
TNF-a
TRAF2
TRAF3

\Y%
VCAM-1
WBC

WSB

B2M P2-

somatickd hypermutace (somatic hypermutation)

jedno nukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide polymorphisms)
kanal sbirajici bo¢né rozptylené svétlo (90° thel) (side scatter channel)
kinaza kmenovych bunék 1 (stem cell kinase 1)

tranzitorni 1, 2, 3 B-lymfocyty (transistory 1, 2, ,3 B-cell)

transkrip¢ni faktor (transcription factor)

transformujici ristovy faktor beta (fransforming growth factor beta)
pomocny T lymfocyt (T helper cell)

Toll like receptor (Toll like receptor)

receptor pro tumory nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor receptor)
tumory nekrotyzujici faktor alfa (tumor necrosis factor alfa)
TNF receptor-asociovanyfaktor 2 (TNF receptor-associated factor 2)
TNF receptor-asociovanyfaktor 3 (TNF receptor-associated factor 3)
genovy segment urcujici variabilni oblast (variable)

cévni adhezivni molekula 1 (vascular cell adhesive molecule 1)

bilé krvinky (white blood cell)

promyvaci a barvici pufr (wash and stain buffer)

mikroglobulin (B2-mikroglobulin)
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1. UVOD

Imunitni systém, je spolu s nervovym a endokrinnim systémem, je dilezitou regulacni
slozkou organizmu, ktera zajisStuje nejen jeho celistvosti, ale také udrzovani vnitiniho
prostiedi (homeostazu) (Bartiiiikova et al., 2011). B lymfocyty jako producenti protilatek,
patii mezi buniky imunitniho systému, které hraji dalezitou roli v specifické imunitni
odpovédi. Vyvoj B lymfocyti je vysoce regulovany proces, ktery vede nejen k proliferaci a
diferenciaci B bunék, ale také k jejich selekci. B lymfocyty exprimuji na svém povrchu
rizné membranové vazané molekuly jako jsou signaliza¢ni komplexy, receptory a CD
molekuly, jejichz exprese je charakteristickd pro urcita diferenciacni stadia, ktera lze prave

pomoci téchto molekul detekovat a definovat.

Autoimunitni onemocnéni jsou pfi¢inou nejen komplexnich patologickych pochodt, ale
také spoluptsobenim zevnich Cinitell. Bohuzel, i pies vysoké zdravotnické, védecké,
technické i zivotni standardy, se poruchy ve funkcich imunitniho systému objevuji stle
Castéji. A presto stdle existuje jen velmi malo poznatkli o mechanizmech autoimunitni
onemocnéni, o jednotlivych stadiich B lymfocytd, které se do patologickych procest
zapojuji.

Tato diplomova prace si klade za cil prispét k poznatklim o B bunéénych subpopulacich, o
jejich vyvojovych stadiich jak u pacientii s imunopatologiemi, tak u zdravych kontrol. Za
timto uCelem jsme vyuzili metodu polychromatické pratokové cytometrie, kde hlavnim
pfedmétem naSeho z4jmu byly dosud malo studované populace B lymfocyti, které na svém

povrchu exprimuji molekulu CD27, t;.:

pamét’ové/memory (CD19°CD20°CD27") a

plazmatické buiiky (CD19°CD20°CD27"%")

a u téchto populaci byla sledovana koexprese znakli CD21, CD24 a CD38 také IgD, IgM,
IgG a IgA.

14



Tato prace navazuje na predchozi studie tymu zabyvajici se touto problematikou, pfi¢emz
CD27" B lymfocyty u lidi takto detailné dosud nebyly sledovany.
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2. CILE PRACE

Hlavnim cilem diplomové préce je zjistit,

1) variabilitu v distribuci frekvenci subpopulacich CD27+ B lymfocytti u kontrol a
pacientll s vybranymi patologiemi

2) imunotypové rozdily v subpopulacich CD27+ B lymfocytd u zdravych kontrol a
pacientl s imunopatologiemi.

3) zda existuji subpopulace typické nebo specifické pro urcitou formu nebo typ nemoci,
Dil¢i cile této prace jsou:

e Vytvoreni database zahrnujici cytometrickd data a klinickd data od kazdého

studovaného subjektu a jeji udrzovani.

e Navrzeni dalSiho postupu zpracovani dat ve smyslu:

a) jednoduchého grafického zndzornéni takovéhoto imunofenotypu, které bude jednoduse

prezentovatelné Iékatim v klinické praxi a pouzitelné jako diagnosticko-predikéni marker.

b) vytvofeni schémat na bazi tzv. “heat” mapy, pomoci nichz bude mozné seskupit jedince s
podobnymi imunofenotypy do skupin a s podobnymi distribucemi jednotlivych B

bunécnych stadii (podobné jako u expresnich profili na cDNA cipech).

Na zékladé¢ dosavadnich poznatkti lze B lymfocyty periferni krve na zékladé¢
pritomnosti nebo absence povrchovych CD znakl charakterizovat jako rizné subpopulace
bunék, sriznymi funkcemi a sriznym podilem nebo dopadem na patogenezi mnoha
raznych chorob.

Existuje vSak malo poznatkil o tom, kterd konkrétni diferenciaéni stadia B lymfocyti
jsou do patologickych procesii zapojena. Situace je u CD27" pamétovych B lymfocyti
navic komplikovana tim, Ze u mysi neni takto vibec definovana a mysi pamétové bunky

nejsou piitomnosti této molekuly viibec charakteristické.
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Dtlezitym zlomem byl v tomto ohledu pravé vyvoj citlivych pratokovych cytometrti a
stabilngjsich typi fluorochromd, které spolu s rozsifenou kolekci monoklonalnich protilatek
specifickych pro dalsi CD molekuly umoznil pomoci polychromatické pritokové cytometrie
detekovat dal$i minoritni B bunécna stadia jako napf. transientni B lymfocyty atd. a tim
prohloubit poznatky v oblasti B bunécné biologie a fyziologie. Periferni B lymfocyty jako
takové jsou velmi heterogenni bunécnou populaci slozenou z malo ¢etnych nebo velmi
fidkych subpopulaci (s frekvenci 1% az 1%o) a jejich role za riznych (pato)fyziologickych
stavii vliibec nejsou znamé. Proto jsme se rozhodli za pouziti 8/11 barevné pritokové
cytometrie a vyuziti maturacné-aktivacnich znakl detailnéji prozkoumat periferni CD27+ B

bunécnou pupulaci.
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 IMUNITA A IMUNITNI MECHANIZMY

Imunita je schopnost organismu branit se proti antigenim. Tyto antigeny mohou pochazet
jak z vnéjsiho, tak z vnitiniho prostfedi. Imunitni odpovédi se vyznacuje nejen ¢lovek, ale
do jisté miry i ostatni zivocichové ¢i rostliny, ale u zivoc¢ichl je nejrozvinutéjsi a fidi ji
tzv. imunitni systém, ktery spolu s nervovym a endokrinnim systémem patii mezi regulacni
systémy. Na imunitni systém plsobi, Casto negativné, nejriizné€jsi civilizac¢ni vlivy: od
zivotniho stylu (slozeni stravy, stres atd.) az po nejriznéjsi formy znecCiSténi prostiedi
(chemické latky, radioaktivni, rentgenové zéieni atd.). Kromé zvySeného vyskytu alergii,
ekzému a rakoviny miize byt takovym oslabenim zvySeno i1 riziko mnoha dalSich
onemocnéni (Mourek et al., 2012).

Hlavnim tkolem imunitniho systému je obrana organismu proti antigeniim, patogentim,
nebezpecnym cizorodym latkdm ¢i pozménénym bunkam vlastniho téla, jako jsou nadorové
buitky (Mal et al., 2006). Tyto imunitni procesy jsou zajiStovany organy, bunikami a
molekulami imunitniho systému, které mezi sebou kooperuji a jsou pro zivot cloveka
nepostradatelné (Janeway.,2005). Tyto interakce mohou probihat dvéma zplsoby: 1.
kontaktem mezi dvéma bunkami, kde dochazi k vzajemnému pienosu informaci b&éhem
interakce membrdnovych molekul anebo 2. produkci a sekreci signalnich molekul tzv.
cytokinli (z feckého cyto (bunika) a kinos (pohyb)). Cytokiny jsou proteiny, glykoproteiny
nebo piipadné peptidy, které ovliviiuji bunéény riist, pohyb, chovéni, diferenciaci a
v neposledni fadé také prezivani bunék. Jejich hlavni funkce spociva v tom, ze jsou schopné
se navazat na specifické bun&cné receptory a indukuji tak zmény v genovych expresich
a signdlnich drahéch v cilové bunce. V mnoha ohledech tak cytokiny ndm mohou
pfipominat hormony. (St7iz et al., 2015).

Absence imunitni odpovédi nebo jeji defekty Cini organizmus zranitelngj$Sim. V §irS§im
slova smyslu, kazdy organ ma néjakou ochrannou funkei, ale musime si uvédomit, ze pro
spravnou funkci imunitniho systému je zapotiebi celkové zdravého organizmu, predevsim

endokrinni aparat a gastrointestindlni trakt (GIT). V uz8im slova smyslu, pak zde mame

18


https://cs.wikipedia.org/wiki/Organismus
https://cs.wikipedia.org/wiki/Antigen
https://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivo%C4%8Dichov%C3%A9
https://cs.wikipedia.org/wiki/Rostliny
https://cs.wikipedia.org/wiki/Imunitn%C3%AD_syst%C3%A9m
https://cs.wikipedia.org/wiki/Alergie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Ekz%C3%A9m
https://cs.wikipedia.org/wiki/Antigen
https://cs.wikipedia.org/wiki/Patogen

organy, jejichz hlavni tloha spociva jak ve vytvareni, tak posilovani obranyschopnosti
organismu (napt. lymfatické organy a brzlik) (Mourek et al., 2012).

Funkce imunitniho systému je zajiStovana vzajemnou provazanosti mechanizml imunity
prirozené (nespecifické) a adaptivni (specifické) (obr.1). Do nespecifické imunity patii
polymorfonuklearni leukocyty, makrofagy, monocyty a také dendritické bunky, proteiny
akutni faze a dal$i nejriznéj$i soucasti plazmy (tab.l1). Adaptivni (specifickd) imunita
zahrnuje lymfocyty T 1 B, které se dale diferencuji do plazmatickych bunék a tak jsou
schopny produkovat protilatky (Bartiinkova et al., 2011).

Tab. 1 Struktura imunitniho systému (Bartirikovd et al., 2011).

fagocyty

. . . bunécéna makrofagy
Prirozena imunita

NK-buriky
( nespecificka, vrozena) SONpIE Y
’ humoriélni
interferony (IFN)
Specificka imunita bunécna T-lymfocyty

( ziskand, adaptivni) humoralni | B-lymfocyty — protilatky

Vsechny slozky imunity se navzajem ovliviiuji a hlavné spolu kooperuji bud’ jako piimé

interakce molekul v membréanach, nebo prosttednictvim secernovanych molekul, kam patfi:

e cytokiny — proteinové molekuly
e derivaty kyseliny arachidonové, prostaglandiny, leukotrieny, tromboxany

¢« NO

3.1.1 PRIROZENA (NESPECIFICKA) IMUNITA

Tento typ imunity je evolucné starSi a vyskytuje se v nejriznéjSich formach v celé
zivoCisné tisi. Jednad se o imunitu vrozenou, neadaptivni a jeji mechanismy mohou byt v
ptipad¢ infekce pouzity ihned. Patii sem rizné mechanické zabrany (pokozka, fasinky v

nose), zvySovani t€lesné teploty (pyrogeny), imunita sliznic (hlen, piitomnost
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symbiotickych bakterii), pfitomnost baktericidnich latek v nékterych télnich tekutinich
(slzy, sliny, zaludecni $tdvy) a aktivace komplementu (skupina proteinii z krevniho séra)
(Murphy et al., 2007). Vlastnim néstrojem nespecifické imunity je pfedevsim fagocytdza
(pohlcovani cizorodych castic) a funkce piirozenych zabije¢t (NK-natural killer cells).
Nespecificka imunita zahrnuje buiiky a molekuly, které rozeznavaji urcité funkéni a
molekularni struktury tzv. PAMP (pathogen associated molecular patterns) mikroorganizmt
pomoci raznych povrchovych receptori tzv. PPR (pathogen pattern receptors) (Male et al.,

2006).

Zakladni rysy nespecifické imunity jsou:
e Neni specificka- bunky, které se podileji na této imunité zasahuji stejnym zpisobem
proti jakékoli cizorodé¢ Castici.
e Je vrozena- tyto imunitni mechanizmy ma organizmus od narozeni, bez ohledu na to,
zda se s prisluSnymi antigeny jiz setkal nebo ne.
e Bez imunologické paméti- i po opakovaném kontaktu s konkrétnim antigenem

zasahuje nespecificka imunita vzdy stejnou silou a rychlosti.
3.1.2 SPECIFICKA (ADAPTIVNIi) IMUNITA

Je evoluéné vyspélejSim typem imunity, kterd nefunguje samostatné, ale vzdy
spolupracuje s pfirozenou imunitou. Specifickd imunita se fyziologicky rozviji az po
narozeni. V genomu jedince jsou obsazeny pouze jeji zaklady a v pribéhu vyvoje dochazi

ke zméndm genomu jednotlivych bunék, ty se pak odrdzi na fenotypu (Hotejsi et al., 2013).
K jejim zakladnim znakim patfi:

e Je specifickd — kazd4d bunka specifické imunity je geneticky naprogramovana
k rozpoznani jediného typu antigenu.

e Neni vrozena-je ziskdna az béhem zivota, zpravidla aZz po setkdni s pfislusnym
antigenem.

e Ma imunologickou pamét-po odeznéni akutniho staddia infekce, vétSina efektorovych
bun¢k umird, ale mensi Cast je zachovana a diferencuje se v pamétové bunky

(Horejsi et al., 2013).
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Tato ¢ast imunitniho systému je zajiStovana lymfocyty, které¢ délime na dvé skupiny, B
lymfocyty a T lymfocyty. Lymfocyty se na specifické imunitni reakci podileji rizné: B
lymfocyty zajistuji tzv. humoralni imunitu, kterd spociva vtom, Ze se lymfocyty
transformuji v plazmatické bunky, které vypousti specifické protilatky. Tyto protilatky
koluji v krvi alymfé. T lymfocyty se naopak pfeménuji v cytotoxické T-builky, které se
vazou piimo cizorodé buiky v téle a ndsledn¢ je likviduji. Této imunité se fika bunééna.
Pro tyto mechanismy je charakteristické, Ze se spousteji az po setkani s danym antigenem a
pro jejich iniciaci je nezbytna aktivita sloZzek neadaptivni, vrozené imunitni odpovédi. Pro

uplny rozvoj specifické (adaptivni) imunitni reakce je zapotiebi né€kolika dnti az tydnt.

Humoralni slozku imunity je zajistovan B lymfocyty. B lymfocyty pfeménéné na
plazmatické buniky zacnou produkovat specifické protilatky. Protilatky jsou bilkovinné

molekuly a na likvidaci antigenu se podili riznymi zpusoby:

e Aktivace komplementu: cilem je likvidace cizorodé latky (dojde ke spusténi kaskady
enzymil, které maji za kol rozklad bungk).

e Neutralizaci: pouhé navéazani protilatky na antigen znemozni jeho patogenni
pusobeni v organismu.

e Opsonizaci: jedna se o proces urychlujici fagocytézu cizorodych latek. Toto

vlastnost maji n€které IgG protilatky(Ferencik et al.,2005).

Rozeznavame 5 tiid protilatek (IgM, IgG, IgA, Ind, IgE). Protilatky jsou nenahraditelnym
diagnostickym nastrojem v mnoha medicinskych oborech. Jednd se o vyuZiti reakce
antigen-protilatka. Nékdy se hledaji jen protilatky, coz znamend, Ze se osoba setkala
v minulosti s danym antigenem, ktery vyvolal specifickou protilatkovou odpovéd’. Jde
o dikaz neptimy, ktery neprokaze ptitomnost mikroorganismu v téle.
Bunécna slozka

Bunéénd imunita je zajiSténa pomoci T lymfocyt. Piiblizné¢ polovina lymfocyth
v pribéhu vyvoje migruje do thymu a zde dozrava (od toho nazev T lymfocyty). Na rozdil
od B lymfocytt, které plisobi na antigeny protilatkami, potfebuji T lymfocyty ke své
imunitni funkei pfimy kontakt s infikovanou nebo jinak poskozenou buitkou. Rozeznavame

tyto typy T lymfocyti:
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e Pomocné (Th): CD4", produkuji mnohé cytokiny. Reaguji na antigeny piedkladané
na APCs v souvislosti s HLA II. tfidy. Zahajuji specifickou imunitni odpovéd’. Podle

cytokint které produkuji, rozliSujeme:
T1: podporuji cytotoxickou a bunéénou ¢ast imunity (makrofagy, Tcy-Ly).

T2: podporuji protilatkovou odpovéd’ (B-lymfocyty, tvorba protilatek).

« Cytotoxické (Tc): misto CD4 maji receptor CD8" a jsou schopné donutit buiiku
k apoptoze nebo ji pfimo zni¢i za pomoci cytotoxickych mechanismi. Reaguji
na HLA 1. tfidy. Kontroluji stav bun€k v organismu (protinadorova imunita).

e Supresorové (Tsup): nejednotna skupina T-lymfocytld, v pribéhu zanétu se
pravdépodobné vyvijeji z helper T-Imfocytd, proto jsou nékdy oznacovany
jako Ty3(r) subset. Nemaji typicky CD znak, nékteré jsou CD-4"a CD-8", jiné nesou
jen jeden, nebo ani jeden z téchto znaki. Jejich hlavnim Ukolem je moderovat
pribéh imunitni reakce a k tomu pouzivaji interleukiny IL-10 a caste¢né i IL-4.
Reparaci tkdn¢ a stimulaci fibroblasti pak urychluji pomoci TGF-f (transformacni

rustovy faktor).

Fyziologickd imunitni odpovéd’ je vzdy vysledkem souhry nespecifickych a antigenné
specifickych mechanizmt (obr. 1). Aktivita nespecifickych mechanizmt je velmi dtlezita
pro iniciaci a nasledné adaptivni specifické odpovédi. Proti nékterym antigenim se
uplatiiuje vice nespecifickd imunita, proti jinym zase specifickd imunita, at’ uz bunécna,

nebo humoralni (Horejsi et al., 2013).

Anatomické a fyziologické Nespecifické Specifické
bariéry mechanismy mechanismy
‘ neutrofily
neporusena L Bunécéneé T hd NK bunk
kilze E_;i s 3
i TaB
cisténi dychacich makrofagy imé buiiky 7 lymfocyty
cest fasinkowym epitelern P % ':-_.‘
‘ . dendritické e
buriky

komplement lektin

nizké pH “ o o
o (1N
- C-reaktiwni protein
, Ve
.WJ g U protitatky
- =4 4
lysozym v slzich a slinach mikrobialni peptidy protein vazajici -;\\\.,
lipopolysacharidy

Obrazek 1. Imunitni mechanizmy (Turvey a Broide., 2010).

22



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Cytokiny
http://www.wikiskripta.eu/index.php/APCs
http://www.wikiskripta.eu/index.php/HLA
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Makrof%C3%A1gy
http://www.wikiskripta.eu/index.php/B-lymfocyty
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Protil%C3%A1tky
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Apopt%C3%B3za
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Cytotoxick%C3%A9_mechanismy&action=edit&redlink=1

3.2 BLYMFOCYTY

B lymfocyty jsou zakladnimi butikami specifické humoralni imunity a své jméno ziskaly
podle oznaceni lymfoidniho orgdnu burza Fabriciova, ktery se nachazi v dorzalni ¢asti u
ptakt a kde vlastn¢€ byl 1 vyvoj B bun¢k poprvé zaznamenam a prokazan (Cooper et al.,
1965). Hlavni funkce B lymfocytl je spojovana s produkci protilatek (imunoglobulintl),
které jsou zaméfeny proti mikroorganismiim nebo jejich toxinim pusobicich v télnich
tekutinach ¢i dutinéch, ale také mohou prezentovat antigen nebo vykonavat imunoregulacni
funkce. Molekula Ig je glykoprotein, ktery je tvofen dvéma tézkymi a dvéma lehkymi
polypeptidovymi fetézci, kde tézké fetézce jsou kovalentné spojeny disulfidickymi mustky a
ke kazdému z nich je cysteinovym mustkem pfipojen jeden lehky fetézec (Hasek et al.,
1988).

Vime, ze hlavni funkci B lymfocytl je tvorba protilatek, ale B lymfocyty se mohou
uplatiiovat v imunitnich reakcich i jinymi zpasoby. Napftiklad jako slozka adaptivni imunity
maji rovnéz velky vyznam pro imunitni pamét’, cehoz se mj. vyuziva i pii ockovani.

Déle zde mizeme uvést schopnost B lymfocyti existovat jako buiiky prezentujici antigen a
nebo dale produkovat imunoregulaéni molekuly a fadu cytokint (Hamze et al., 2013).

Vedle kladné role, kterou hraji B lymfocyty v imunitnich reakcich, je tfeba zminit i jejich
negativni roli, jako je negativni regulace funkce imunitniho systému. Populace regulac¢nich
B lymfocyti maji schopnost inhibovat zanétlivé reakce, transplanta¢ni i autoimunitni reakce
(Mauri et al.,, 2012). Jako mechanismus inhibi¢niho plisobeni této populace B bunék je
tvorba inhibi¢niho cytokinu IL-10 a podle toho se B lymfocyty oznacuji jako B10 lymfocyty

a jsou dale ovlivitovany dal§imi cytokiny (St#iz et al., 2015).

3.2.1 VYVOJ B LYMFOCTYU

Vyvoj B lymfocytl je vysoce regulovany proces zahrnujici kroky vedouci k proliferaci,
diferenciaci a selekci B bunék. Fenotypové zmény, které probihaji béhem vyvoje B bunék,
jsou regulovany pomoci raznych transkripénich faktor napt. Elk-1. Vyvoj lze rozd¢lit na
dvé vyvojova stadia, na centralni (primarni) a periferni (sekundarni). Centralni (primarni)
obdobi vyvoje je zcela nezavislé na pfitomnosti antigenu (Li et al, 1993) Schopnost

reagovat s antigenem ziskévaji B lymfocyty po slozitych ptestavbach segmentl. 1 z genii
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VK je spojen s 1 z gent JK a dochazi k deleci DNA, ktera je uloZena mezi vybranymi geny.
Takto prestavéné geny jsou transkribovany do mRNA vcetné sekvenci mezi kombinaci VK
— JK a segmentem CK. Pro periferni (sekundarni) obdobi a je charakteristické, ze se naivni
B lymfocyty musi setkat s antigenem. Jednotlivd vyvojova stadia od multipotentniho
lymfoidniho progenitoru az po zraly B lymfocyt lze blize definovat na zaklad¢ povrchovych

markeri a exprese specifického usporadani imunoglobulinovych gent (Seshi et al., 2000).

3.2.2 CENTRALNI VYVOJ

Prekurzory B lymfocytli jsou béhem fetdlniho vyvoje detekovany ve fetalnich jatrech a
pozdéji se tento vyvoj béhem ontogeneze nachéazi v kostni dieni, kde také probih4 hlavni
vyvoj B lymfocytl. K optimalnimu vyvoji B lymfocyti (ale 1 ostatnich bun¢k) jsou dilezité
stromdalni buiiky kostni dfen¢, které expresi adhezivnich (napt. VCAM-1) a rozpustnych
molekul (napt. IL-7) vytvari vhodné mikroprosttedi (Murphy et al., 2007). B lymfocyty se
vyvijeji ze spolecné hematopoetické kmenové buitkky (HSC-hematopoietic stem cell), jako T
lymfocyty, makrofagy, krevni desticky a granulocyty. Tato hematopoetickd kmenova buiika,
dava vzniknout vSem krvetvornym buinkam a dale diferencuje do multipotentni
progenitorové buiiky (MPPs-multipotent progenitor cells). Tato multipotentni progenitorové
buitka dava vzniknout myeloidni a lymfoidni vyvojové linii. Na svém povrchu nese kindzu
kmenovych bun€k (STKI, stem cell kinase 1) véazajici se na ligand stromalnich buikéch.
Tato signalizace vede k diferenciaci do dalSiho vyvojového stidia oznacovaného jako
spole¢ny lymfoidni progenitor (CLP, z anglického common lymphoid progenitor). Dale
nasleduji ¢asna vyvojova stadia B lymfocyti: pro-B lymfocyt, pre-B lymfocyt a nezraly B
lymfocyt (Murphy et al., 2007).

B lymfocyty jsou schopny reagovat proti Sirokému spektru antigenti. Vyuzivaji k tomu
vysoce diverzifikované receptorové molekuly, bud’ ve formé& rozpustnych imunoglobulinii
nebo membranové vazané¢ho imunoglobulinu, oznafovaného jako B-bunécny receptor
(BCR, B-cell receptor).

V priibéhu vyvoje B lymfocyti dochazi k piestavbé gent pro imunoglobuliny, nejdiive
k DJ rekombinaci a poté k vytvareni VDJ segmentu V (variable), D (diversity) a J (joining)

a ktery vede ke vzniku Sirokého spektra té¢zkych a lehkych imunoglobulinovych fetézct.
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Zpocatku bunky vytvareji IgM, ktery muze byt zajiStén nejdiive v cytoplasmé a teprve
pozdéji jako povrchovy imunoglobulin. Tyto pre B buiiky, které maji [gM v cytoplasmé, ale
zatim jim chybi na svém povrchu, mohou byt detekovany u lidskych plodii uz kolem 5.-7.
tydne gestace. Pre-B lymfocyty jiz v 10. (nékdy az 12.) tydnu prenatalniho vyvoje plodu
exprimuji povrchovy IgM receptor a béhem nasledujiciho tydne téz receptor IgD. Fetélni
imunitni systém mé jen omezenou schopnost protilatkové odpovédi na cizorodé antigeny.
Béhem desatého tydne se tvoii IgM a IgD imunoglobuliny (van Furth et al., 1965). Narust
sérového IgG je detekovatelny béhem 5. az 20. Tydne a potom se postupné jeho hladina
snizuje. Jedna se o IgG materndlniho ptivodu, ktery prochézi placentou do krevniho obéhu
ditéte (Eichhorn et al.,1987). Ve fetalnich jatrech dochazi k syntéze IgE od 11. tydne a ve
slezin€ az od 21. tydne (Weil et al., 1983).

Jakmile mé B butika na svém povrchu exprimovany IgM, stava se reaktivni na antigen. Po
uspesné proslém vyvoji, opousti B lymfocyt kosti dieni a s naslednym setkdnim s antigenem,
se vyviji v plazmatickou buiiku, kterd je schopna produkovat specifické protilatky a
v kone¢né fazi sekrece protilatek je B lymfocytu umoznén vyvoj do stadia pamétové B

buiky.

3.2.2.1 V(D)J REKOMBINACE IMUNOGLOBULINU

Receptor B lymfocytli (imunoglobulin), se sklad4 ze dvou tézkych (IgH) a dvou lehkych
(IgL) tetézcl, které jsou vzajemné propojené pomoci cysteinovych mistki. Na molekule
muzeme rozliSit dvé oblasti: variabilni, kterd specificky vaze vlastni antigen na principu
zamku a klice, a oblast konstantni (Horejsi et al, 2013). Oba fetézce jsou kodovany
genovymi komplexy, které lezi na rGznych chromozomech: IgH pro tézky fetézec na
lidském chromozomu 14, Igk a Igh pro lehky fetézec na chromozomech 2 a 22. Geny
kodujici tézké a lehké fetézce imunoglobulinti se skladaji z nékolika segmentl
odpovidajicich pfislusnym oblastem molekuly receptoru: V (variable), D (diversity), kterd u
lehkych fetézcli chybi, J (joining) a C (constant). Segment C tézkého fetézce nam
urcuje izotyp imunoglobulinu — IgG, IgA, IgM, IgD,IgE a nemé vliv na strukturu vazebného

mista pro antigen (Togenawa et al., 1983).
V(D)J rekombinace probihd jiz od Casnych vyvojovych stadii B lymfocytl, a to jiz od
stadia pro-B lymfocytu (Scoot et al., 2010). Takzvand V(D)J rekombinace (pteskupeni, ¢i

rearrangement) odpovidd zméndm na somatické Urovni, kdy zistdvd pouze jeden V
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segment, D segment a J segment (k vystfizeni mezi V(D)J dochazi na urovni DNA, usek
mezi J a C je vystfizen na irovni mRNA).

Preskupeni se da popsat jako rekombinacni proces, kdy fyziologicky dochazi k
nehomolognim zlomtm dsDNA (Lieber et al., 2006). Proces je zahdjen na trovni tézkého
fetézce preskupenim DH-JH genti, kdy dochazi k ndhodnému spojeni jednoho z 23 DH a
jednoho 21 z 6 JH segmentl. Pii rekombinace dochdzi k expresi rekombinazy RAG
(rekombination-activating genes), ktera je slozend z komplexu proteini RAG1 a RAG2,
indukujicich dvouietézcové zlomy v mistech, kde dojde k rozpoznéni tzv. rekombina¢ni
signdlni sekvence (RSS, recombination signal sequence), kterd je lokalizovdna mezi
jednotlivymi genovymi segmenty (Schatz et al, 1989). Z DNA vldkna se vytvoii smycka,
kterd se spojuje v kruhovy utvar, a genové segmenty lezici na ni jsou z chromozomu
nendvratn¢ vystépeny. Na podobném principu jako pieskupeni mezi D-J genovymi
segmenty je zalozeno pireskupeni V-D genovych segmentii. D-J pieskupeni probiha
soucasné na obou chromozomech, dokud nevznikne funkéni VDJ produkt, ktery mtize byt
transkripci pfeveden do mRNA kédujici kompletni tézky fetézec imunoglobulinu. Jakmile
vznikne na jednom chromozomu funkéni VDJ produkt, je na druhém chromozomu
pteskupovani jednotlivych genovych segmentti zastaveno diky alelické exkluzi. Ta
zabranuje vzniku dvou tézkych imunoglobulinovych fetézcti. Nésledné dochazi k sestfihu,
ktery odstrani z mRNA pro téZky fetézec imunoglobulinu introny. Z diivodu umisténi Cp
segmentu v blizkosti V(D)J segmentu nejdiive vznikaji t€Zké fetézce p, které po sparovani s
vhodnym lehkym fetézcem davaji vzniknout IgM. B lymfocyty, které proSly uspé€Snym
procesem preskupeni genti pro tézky fetézec se nazyvaji pre-B-lymfocyty (Horejsi et al.,
2013).

Podobnou cestou, jako je rekombinace u tézkého tetézce, dochazi k rekombinaci i u
lehkych fetézcl, jde pouze o VIJ rekombinaci (nejsou zde diverzifikacni useky).
Imunoglobulin ma bud’ oba lehké fetézce kappa (genovy komplex na 2q) nebo oba lambda
fetézce (genovy komplex na 22q). Neni mozné , aby mél imunoglobulin jeden kappa a

druhy lambda fetézec.
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3.2.2.2 PRE-B LYMFOCYTY

Pre-B (prekursorovy lymfocyt) je stddium ve vyvoji B bunécné linie, kdy pre-B buiika na
svém povrchu exprimuje IgM molekulu, ale jest¢ nema preskupené geny lehkého fetézce
(Ehlich et al., 1993). Z tohoto diivodu ma pre-B buiika na svém povrchu tzv. pre-B receptor
(pre-BCR). Pre-BCR je proteinovy komplex sestavajici ze tfech proteint: tézkého fetézce p
(LHC, p heavy chain), ndhradniho lehkého fetézce y (yLC, v light chain) a signalniho
heterodimeru Igo/IgP (CD79a a CD79p) (Lassoued et al., 1993;Benchop a Cambier, 1999).
Tento nédhradni fetézec je homologni ke A a k lehkému fetézci, ale je typicky jenom pro toto
vyvojové stadium (Nishimoto et al., 1991).

Pomoci tohoto signalizatniho komplexu pre-BCR, buika piijima signaly k zahajeni
pteskupeni genti lehkého fetézce a dal§i pre-B bunénou maturaci tim, ze dochazi k
opetovné reaktivaci genti pro RAG-1/RAG-2, a nasledné iniciaci piestavby lehkého fetézce
(Kitamura et al., 1992).
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Obrazek 2. Znazornéni procesu V(D)J rekombinace béhem centralniho vyvoje (Riizi¢kova, 2014 —

nepublikovana data).

3.2.3 PERIFERNI VYVOJ

Nezraly B lymfocyt putuje z kostni diené jako transientni builka do sekundarnich
lymfatickych organti (do sleziny nebo lymfatickych uzlin), kde podstupuje procesy vedouci
k diverzifikaci jejich efektorovych funkci jako je (somatickd hypermutace, izotypovy
pfesmyk). Z tranzientnich B lymfocytd nasledné¢ v sekundarnich organech vznikaji
fenotypove 1 funkéné odlisné folikularni (FM) nebo B lymfocyty margindlni zény (MZ)

(Carsetti et al., 2004). V uzlinach a podobné ve sleziné¢ dochazi k anatomicky optimalné
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organizovanému styku T a B lymfocytl s riznymi druhy APC, k aktivaci, proliferaci,
diferenciaci a kone¢nému vzniku efektorovych lymfocytl. Obrazek 3 ukazuje prifez

lymfatickou uzlinou.
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Obrazek 3. Pruiez lymfatickou uzlinou (Hofejsi et al., 2013).

3.2.3.1 TRANZIENTNi B LYMFOCYTY

Transientni B lymfocyty jsou nezralé B lymfocyty, reprezentujici rozhodujici
vyvojovou fazi v selekci, diferenciaci a dozrdvani B bunééného kompartmentu. Tyto buniky
predstavuji prvotni vyvojovou fazi vyzravani B lymfocytl, kterou muzeme sledovat v
periferni krvi. Jedné se o bunky, které z kostni dfen¢ odchazeji do sleziny, ve které dochazi
k postupnému vyzravaji do naivnich folikularnich B lymfocyti a B lymfocytd marginalni
zony. Na zaklad¢ tranzitu (migrace) dostaly svoje oznaleni (Allman et al., 1992). PocCet
transientnich bunék muizeme zjistit podle exprese znakii CD24++CD38++ na naivnich
IgM+CD27- B lymfocytech. Zastoupeni transientnich B lymfocyti se méni s v€kem.
Nejvyssi pocet nachazime v pupecnikové krvi a se stoupajicim vékem ditéte pak postupné
klesa (Carsetti et al., 1995).

Podle funkce a fenotypu lze bunky rozdé€lit do dvou hlavnich populaci: T1,T2 a
alternativni populace T3 (Allman et al., 2001).
T1(CD21°VCD23"°"CD24"¢" [gM"'"1gD'*") buiiky putuji krevnim fe&idtém do sleziny do

periarteriolarni lymfoidni oblasti.
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Béhem vstupu do sleziny zistavaji T1 B lymfocyty v jejim vnéj$im periateriolarnim
lymfoidnim plasti, kde jsou autoantigeny z krve koncentrovany a uplatiiuji se v procesech
dalsi negativni selekce. T1 B lymfocyty, které projdou touto selekci uspésné, vstupuji do
primarniho folikulu a stavaji se z nich T2 B lymfocyty. T1 diferencuji do stadia T2, které
jsou charakterizovény jako (CD21°CDD24"€"IgM" " IgD"") a sidli ve folikulech sleziny
(Loder et al., 1999). T2 stadium je ve vyvoji B bun¢k diilezité, protoze aktivace T2 buinky
pies BCR signalizaci vede k diferenciaci do dalsiho vyvojového stadia zralé folikularni B
bunky. Pokud dojde ke stimulaci T2 bunky lipopolysacharidovymi antigeny ptes TLR2
(Toll-like receptor) nebo TLR4, vyvine se z T2 zrald B buitka marginalni zény (Su et al.,
2002).

Pro veskeré B lymfocyty, které se vyskytuji ve slezing, je dilezitd signalizace
prostiednictvim BCR, jinak béhem kratké dobé hynou. Signalizace ptes BCR aktivuje anti-
apoptotické geny (Bcl-6, Bfl1/A1) a Akt signalni kaskadu, vedouci k zesileni signala preziti
a k proliferaci u T2 B-lymfocytl (zde dochézi i k diferenciaci) a lymfocytd marginalni zony
(Su et al., 2002). Naopak v ptipadé¢ T1 B lymfocytli nedochézi k aktivaci zadnych anti-
apoptotickych signalli a signalta k diferenciaci, které aktivaci pomoci BCR buiiky hynou
apoptozou (Lam et al., 1997).

Signaly spusténé vazbou antigenu na BCR mohou byt vyrazné zesileny spolupraci BCR
s jinymi povrchovymi receptory B lymfocytli, komplementovym receptorem CR2 (CD21),
ktery vaze degradani produkt C3dg. Propojeni BCR a CR2 antigennimi c¢ésticemi
ozonizovanymi fragmenty C3dg ziejmé lépe aktivuje kindzy spojené s obéma receptory
(Horejsi et al., 2013).

T3 (CD23'IgM"") buiiky se li§i od ostatnich transientnich bun&k nizsi expresi IgM
molekuly. Z populace T3 bun€k nevznikaji zralé B lymfocyty a ani nereaguji na stimulaci
ptes BCR (Allman et al., 2001). T3 bunky byly nalezeny v periferni krvi a lymfatickych
uzlindch. Tato populace neni normdlnim vyvojovym stiddiem B bunék a je podobna
autoreaktivnim buiikdm ve stavu anergie (Merell et al., 2006). T3 buiiky tedy mohou hrat
dilezitou roli ve vzniku poruchy imunity u nékterych autoimunitnich onemocnéni (7Teague

etal., 2007).
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3.2.3.2 FOLIKULARNI B LYMFOCYTY

Jako folikularni B lymfocyty (FO) oznacujeme zralé naivni B lymfocyty, které
predstavuji  subpopulaci B lymfocyti wurcenou k produkci specifickych protilatek.
Folikuldarni B buiky (FO) IgM+IgD+CD19+CD21+CD38+CD24+CD23+ ptedstavuji
subpopulaci zralych naivnich B lymfocyti. Hlavné se nachazi ve folikulech bilé pulpy
sleziny, ale také aktivné migruji mezi jednotlivymi sekundarnimi lymfatickymi orgény do
doby, nez jsou schopny rozeznat antigen pomoci svého BCR (Wardermann et al., 2002). FO
B bunky jsou schopné antigenni odpovédi. Ve folikulech vytvaii germindlni centrum za
pomoci CD4+ Th a folikuldrnich dendritickych bun¢k. V germinalnim centru FO B buiky
proliferuji, prochdzi somatickou hypermutaci, afinitni maturaci a izotopovym pfesmykem.
Aktivované FO B buiiky mohou tézZ prezentovat antigeny a tim stimulovat T lymfocyty. FO
B buiiky diferencuji do stddia bunék plazmatickych produkujicich specifické protilatky nebo
dlouze zijicich bunék pamétovych (Martin et al., 2001). Ve svétlé zoné jsou piitomny
folikularni dendritické buniky, exprimujici antigen, ktery vyvolal primdrni reakci. Na n¢&j se
vazou centrocyty svymi mutovanymi Ig. Centrocyty nesouci Ig s nizkou afinitou k antigenu
umiraji apoptoézou, naopak u centrocyti s vysokou afinitou Ig k antigenu dochézi za pomoci
aktivovanych T lymfocytt (vazba CD40-CD40L) k izotypovému piesmyku, tj. zdméné
konstantni ¢asti produkovanych Ig. Misto ptvodnich IgM se zacnou tvofit jiné izotypy.
Izotyp nové vzniklych imunoglobulini je ur€ovéan cytokiny. Za pfitomnosti IL-4 se tvofi
hlavné IgG a IgE, TGF-B a IL-10 podporuje vznik IgA a IFNy vznik 1gGyp, a 1gG3 (Krejsek
et al., 2004, Horejsi et al.,1998; Manser et al., 2004, McHeyzer-Williams et al., 2006).

Dalsi diferenciace izotypové prepnutych lymfocytli se muze ubirat dvéma sméry:
cast B lymfocyt se diferencuje do stddia plazmoblasti, které se dale déli a produkuji
protilatky. Nakonec vSak prestavaji proliferovat a pfesouvaji se do kostni dfené. Tyto buniky
nazyvame plazmatickymi buiikami. V kostni dfeni jsou podporovany stromalnimi butikami
a mohou prezivat rtizn¢ dlouhou dobu. Druha cesta vede ke vzniku pamétovych B
lymfocytli, schopnych rychlé stimulace a produkce specifickych imunoglobulini pfi
sekundarni infekei. O tom, kterou cestou se diferenciace izotypové piepnutych B lymfocytl
bude ubirat, zfejmé rozhoduje afinita imunoglobululind k antigenu. Vysoce afinitni bunky
se vyvijeji v plazmatické buiky, stfedn¢ afinitni v pamétové a nizce afinitni umiraji

apoptozou (Smith et al., 2000).
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3.2.3.3 BLYMFOCYTY MARGINALNI ZONY

Marginalni zéna je unikatni ¢asti sleziny, ktera se nenachazi v zddnych jinych primarnich
¢i sekundarnich lymfatickych organech. B bunky marginalni zony (MZ) pochazi ze sleziny
z oblasti na rozhrani cervené a bilé pulpy tzv. marginalni oblasti (obr. 4). V margindlni z6né
se krom¢ marginalnich bun¢k vyskytuji i buniky myeloidni, dendritické a stromalni (Tierens
et al., 1999). Marginalni zoéna je, co se tyCe jeji funkce, specializovand na odpovéd’ proti
krevnim patogentim jako jsou bakterie a viry a zejména proti T-independentnim antigeniim
(Martin et al, 2001; Attanavanich a Kearney, 2004).

B-lymfocyty margindlni zony (MZ) jsou na zakladé svych povrchovych znaka
charakterizovany imunofenotypem IgM"#IgD'*CD21"¢"CD1d""CD23- (Pillai et al.,
2009).

Pro MZ B je charakteristicka vysoké densita exprese IgM a povrchového receptoru CD21
(komplementovy receptor pro C3d slozku komplementu). Ten umoziuje zesileni aktivaéni
kaskddy B lymfocytii. Pokud je antigen, na némz je navazan fragment C3d, rozpoznavan
pomoci BcR, dochézi 1 k provazani na molekulu CD21 a k vyraznému zesileni efektivity
pfenosu signélu, a to o 3 az 4 tady (Timens et al., 1989). Vysoka koncentrace CD21 na
povrchu MZ B lymfocytt je nutnym ptedpokladem pro vazbu polysacharidovych antigen,
které jsou nejCastéji opsonizovany C3d slozkou komplementu. Tato vazba spojend
s pomalym pritokem krve v margindlnim sinu nahrazuje potfebu piitomnosti vysoce
afinitnich B lymfocytt. (Weller et al., 2004).

Mimo jejich role ve vrozené imunité jsou MZ B lymfocyty schopny transportovat rizné
velké antigeny nebo dokonce 1 celé viry do folikulil a tim také zahgjit adaptivni odpovéd na
dany antigen a zvysit tak repertodr prezentovanych antigentt v GC. Také prenasi komplexy
antigent s IgM, coz opét vede ke stimulaci T-dependentni odpovédi. Poté, co dopravi
antigen FDC v GC, jsou schopny se opctovné vratit do marginalni zony (Cinamon et al.,
2008, Ferguson et al., 2004).

Ke stimulaci marginalni zény B lymfocytl nedochézi stejné jako v ptipadé folikularnich

bun¢k pres BCR komplex, ale pomoci TLR a ostatnich PRR.
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3.2.3.4 GERMINALNI CENTRA

Germinalni centrum (germinal centres, GC) je mikroanatomicka oblast, ktera se nachazi v
sekundarnich lymfatickych orgénech. Tato oblast byla poprvé popsdna v roce 1885
Walthrem Flemmingem na lymfatickych uzlinach kralika a byka, na Peyerovych platech
kralika a lidskych podjazykovych tonzilach (Flemming, 1885). Teprve pozdé&ji, v 90. letech
20. stoleti byla objasnéna skute¢na podstata déji v GC, zjistilo se, ze zde dochazi k
somatickym hypermutacim a izotypovému piresmyku (Jacob et al., 1991).

Priméarni funkce germindlniho centra je tvorba pamétovych a plazmatickych bunék
produkujicich vysoce afinitni protilatky. Po antigenni stimulaci naivnich B lymfocytl
dochazi po nékolika dnech k akumulaci B bun¢k a formaci germinéalniho centra (Coffey et
al., 2009). Germinalni centrum pfedstavuje specifickou oblast, kde dochazi k reakci mezi
aktivovanymi naivnimi B lymfocyty, folikularnimi dendritickymi bunikami a Th lymfocyty (
TH). Interakce bunc¢k imunitniho syst¢ému v GC je dileZitou soucasti adaptivni T-
dependentni imunitni odpovédi (Kiippers et al., 1993).

Histologicky Ize oblast GC rozd€lit na tmavou a svétlou zonu. V tmavé zoné se nachazi
buniky tzv. centroblasty. Tyto bunky zde proliferuji, prochdzi procesem somatické

hypermutace geni ve variabilni oblasti imunoglobulint a selekci (tzv. afinitni maturaci).
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Jsou selektovany pouze B lymfocyty s vysokou afinitou k antigenu. Ve svétlé zoné se
nachazi centrocyty, které jsou schopné vazat antigeny, které B lymfocytim prezentuji
folikularni dendritické buinky. Aby byly B buiky schopné diferenciace do dalsiho
vyvojového stddia — pamétového B lymfocytu nebo plazmatické bunky, jsou nutné
kostimula¢ni signaly od TFH (T follicular helper) lymfocyta (de Vinuesa et al., 2000).

Pod vlivem mikroprostfedi germinalnich center vznikaji pamétové B lymfocyty a
efektorové plazmatické buiiky, které produkuji vysoce afinitni protilatky, které jsou dilezité
napf. v boji proti patogennim mikroorganismim (MacLennan, 1994).

Germindlni centra jsou formovana proliferujicimi B lymfocyty ve folikulech perifernich
lymfoidnich tkdni béhem T-dependentni protilatkou odpovédi. Mezi periferni lymfatické
tkané fadime: lymfatické uzliny, tonzily, slezinu a Peyerovy plaky. Naivni B lymfocyty
migruji v perifernich lymfoidnich orgédnech do oblasti, kterd je nazyvana jako T bunécna
zona. Migrace je zprostiedkovana pomoci chemokinovych receptord, které lymfocyty
exprimuji na svém povrchu v disledku kontaktu s APC (antigen presenting cell, antigen
prezentujici bunika). K plné aktivaci B lymfocytu dochézi v T bunécné zoné, kde dochazi ke
kontaktu s CD4+ T lymfocyty a APC. Dalsi dilezitym prvkem v aktivaci reakce GC je
interakce kostimulacnich receptort, které se vyskytuji na povrchu B lymfocyti, s ligandy,

které na svém povrchu nesou T lymfocyty nebo APC (Allen et al., 2004).

3.2.3.5 SOMATICKA HYPERMUTACE

Somaticka hypermutace (SHM) patii spolu s klonalni selekci mezi dva souvisejici kroky
afinitni maturace, které se odehravaji v germindlnich centrech sekundarnich lymfatickych
organd. Afinitni maturace je imunologicky proces, ktery umozituje B lymfocytliim vyvinout
protilatky s lepsi afinitou k antigenu. Pokud se imunitni systém setkd s timto antigenem
(naptiklad n€jakym mikroorganismem) opakované, je schopen vytvofit protilatky, které se
na n¢j 1épe vazou.

SHM je mutace ve variabilnich CDR sekvencich imunoglobulinovych genti, které jsou
zodpovédné za vazbu antigenil. Mutacni rychlost je zde asi milionkrat vyssi, nez v bunkach,
které nespadaji pod lymfaticky systém. Piesny princip somatické hypermutace jesté neni
jasné€ prozkouman, nicméné zahrnuje zfejmé enzym cyditindeamindzu (AICD). Vlivem této

zvySené mutacéni rychlosti dochézi asi k 1-2 mutacim v kazdé CDR oblasti v kazdé bunééné
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generaci. Tyto mutace ndhodné méni vazebnou specifitu a afinitu protilatek (7Teng et al.,

2007).

V tmavé zon¢ germinalniho centra dochédzi k aktivaci rekombinac¢nich procesti a k
vytvotfeni nového antigenné specifického receptoru zralych B lymfocytli pomoci pieskupeni
genovych segmenti kodujicich variabilni oblast imunoglobulinu. Zavadéni somatické
hypermutace je dvoustupiiovy proces. Mechanismus je zahdjen enzymem aktivaci
indukovanou cytidindeaminazou (AID), ktera deaminuje cytidinové zbytky ve V(D)J oblasti
imunoglobulinu a nahradi je uridinem (Muramatsu et al., 2000). Mutacni rychlost této
substituce je ptiblizn€ 10-3 na jedno bunécné déleni. Zména aminoskupiny vede k nédhradé
paru nukleotidiit C/G za T/A. Diky tomuto procesu tzv. somatické hypermutace (SHM) a
nepiesnych DNA opravnych mechanizmli dochézi k naristu genetické variability

imunoglobulintl (Arakawa et al., 2002).

3.2.3.6 IZOTYPOVY PRESMYK

Dal$im dilezitym jevem souvisejicim s diferenciaci B lymfocytd a preskupenim Ig-genti
je izotypovy presmyk (class switch). K izotypovému piesmyku dochazi uvnitt nebo mimo
germinalni centrum po antigenni stimulaci B lymfocyti. Tento proces, béhem kterého se
meéni se tfida (izotypu) protilatek, je dilezity pro zménu efektorové funkce protilatek beze
zmeény variabilni oblasti BCR.

B lymfocyty, které prosly V(D)J rekombinaci gentli pro tézky, respektive lehky fetézec v
kostni dfeni exprimuji na svém povrchu IgM (obr.5). Déle migruji do sekundéarnich
lymfatickych organti, kde po setkani s antigeny dochazi k dal§im genetickym zmé&ndm na
urovni gent pro téZky a lehky fetézec imunoglobulind.

Izotypovy pfesmyk je zahdjen rekombinadzami, které rozeznavaji specifické tzv. ptepinaci S
(switch) sekvence (Bransteitter et al., 2006). Tyto sekvence se nachazi v intronu mezi JH a
Cu segmentem a dale pfed kazdym C-genovym konstantnim segmentem konkrétniho
izotypu kromé& Cp a Co (obr.5). Kazdy CH genovy segment je uspoifaddn za nekodujici
oblast (I exon) a S oblast. S oblast je dlouhd 1-12 kb a obsahuje GC repetitivni sekvence, ve
kterych vznikaji dsDNA zlomy. V ssDNA vldknu enzym AID opét zahajuje deaminaci
cytosinu na uridin. Pfesny mechanizmus a regulace AID béhem izotopového presmyku je

pfedmétem vyzkumu (Dickerson et al., 2003). Mutace, DNA zlomy a U/G nukleotidové
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zamény béhem piesmyku aktivuji DNA repara¢ni mechanismy. Do mRNA je pfepsan pouze
konstantni genovy segment, ktery je nejblize 3' VDJ segmentu. Po sestfihu a translaci
vznikd izotyp, ktery je odlisSny od plivodniho imunoglobulinu s konstantni oblasti Cy
(Pinaud et al., 2001).

Izotypové presmyky mohou probihat sekvencné, dokud je co eliminovat. To k jakému
konkrétnimu presmyku dojde a jaky izotop bude bunka produkovatje do znatné miry
regulovano rozpustnymi pusobky- cytokiny (napi. IL-4) stimuluje produkce Ig E IgGl a
inhibuje produkci Igg2 (Horejsi et al.,2013).

genové segmenty tézkych retézeld (IgM-exprimujici B ymfocyt)
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Obrazek 5. Mechanismus izotypového presmyku. (Stavnezer a Schrader, 2006) volné pievzato.

3.2.3.7 PAMETOVE B LYMFOCTY

Pamétové (memory) B lymfocyty jsou lymfocyty, které vznikajici v zavislosti na reakcich
proti T-independentnim (sacharidové antigeny) a T-dependentnim antigentim (proteinové
antigeny). Tyto buiiky zprostfedkovavaji imunologickou pamét, kterd zajistuje, ze pfii
opakovaném setkani s antigenem (napf. bakterii) dochazi ke kvalitativné a kvantitativné
ucinngjsi reakci, nez pii prvni expozici danému antigenu (Lanzavechia et al., 2002).

Imunologicka pamét vznikd jako odpovéd na antigenni stimulaci. Pamétové B
lymfocyty se pifi setkdni s antigenem rychle aktivuji, rozmnozi (klondlni expanze) a

diferencuji v plazmatické buiiky, které sekretuji protilatky (4hmed a Gray, 1996). Cast
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pamétovych B lymfocytl cirkuluje mezi sekundarnimi lymfatickymi orgény a kostni dieni
(Paramithiotis et la.,, 1997). Hlavnim znakem téchto bun¢k je exprese povrchové molekuly
CD27 a ptitomnost somatickych mutaci v genech ve variabilni oblasti imunoglobulinii vice
v odstavci 3.2.4.1. T-dependentni pamétové B-lymfocyty se generuji z bunék, které prosly
dgji v GC. V germinalnim centru dochazi k izotypovému pfesmyku a pamétové B bunky
maji fenotyp IgM IgD'CD19"CD21""CD24""CD38"CD27" (Agematsu et al., 1997; Klein
et al., 1998; Seifert a Kiippers, 2009). Znamena to, ze procesy v GC davaji vzniknout
izotypoveé prepnutym pamét'ovym bunkam, které osidlujici sekundarni lymfatické organy

nebo migruji do kostni diené (Revy et al., 2000).
3.2.3.8 PLAZMATICKE BUNKY

Plazmaticka buiika je bila krvinka specializovana na produkci protilatek (imunoglobulinit).
Plazmatické buiikky maji pomérn¢ kratkou dobu zivotnosti a na svém povrchu maji
minimalni mnozstvi protilatek, ale zato do svého okoli vylucuji velké mnozstvi bilkovin
(cca 2000 molekul/s) (Virella et al., 2001).

Plazmatické bunky produkuji a sekretuji protilatky, které jsou dilezitou sou¢asti imunitni
obrany pfed patogeny. Tyto bunky se také ucastni mnoha patologickych procesi
(autoimunitni choroby, mnohocetny myelom). Plazmatické bunky jsou kone¢nym
diferenciatnim stadiem vyvoje B lymfocytl, které vznikaji z folikularnich bunck, bunck
marginalni zony a také z dlouhodobé¢ Zijicich pamétovych bunék (Ahmed a Gray, 1996).

B lymfocyty marginalni zony jako prvni diferencuji do plazmatickych bunck po setkéani s
cizim antigenem (Pillai et al., 2005, Lopes-Carvalho a Kearney, 2004). Je to déno tim, ze
MZ B lymfocyty maji niz$i aktivacni prah nez FM B lymfocyty. Pfesny molekularni
mechanismus tohoto procesu neni stale zcela jasné objasnén a popsan. Aktivaci B lymfocyt
margindlni zény navazanim antigenu na TLR nebo BCR, dochazi k ptimé diferenciaci B
bunék do stadia plazmatické bunky. Tyto plazmatické bunky ziji jen kratce a produkuji
nizkoafinitni IgM protilatky. V primarnich folikulech perifernich lymfatickych organt v
germinalnim centru dochézi k T-dependentni aktivaci B lymfocytd a vytvafi se plazmatické
bunky, které sekretuji vysokoafinitni protilatky (Marinova et al., 2007). V GC se diferencuji

plazmatické bunky z dlouze zijicich pamétovych bungk, které se sekundarné setkaly s

antigeny.
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Nové¢ vzniklé buniky mohou dale migrovat do kostni dfen¢ a dozravat zde v plazmatické
buniky. V prostiedi kostni dfené¢ mohou ziistat od n€kolik mésicti az roky a produkovat zde
protilatky i bez pifitomnosti antigenl, proto se nazyvaji dlouze zijici plazmatické bunky
(Manz a Radbruch, 2002). U autoimunitnich onemocnéni mohou mit tyto buiky

patologickou roli, protoze produkuji autoprotilatky (Hoyer et al., 2004).

3.2.4 BLYMCOTY VYSKYTYJICi SE V PERIFERN{ KRVI

V periferni krvi jsou pfitomna nejriiznéjsi vyvojova stadia B lymfocytl, kterd lze
detekovat pomoci zdkladnich specifickych povrchovych molekul CD (cluster of
differentiation) a imunoglobulinovych molekul (Ig). Klein et al. (1998) déli populaci
perifernich B lymfocyti podle povrchové exprese CD27 na pét hlavnich populaci:
IgM~+1gD+CD5+CD27-, IgM+IgD+CD5-CD27-, IgM+IgD+CD27+, IgA+ nebo
IgG+CD27+, IgM+CD27+(IgM-only) a IgD+ CD27+(IgD-only).

Kromé¢ déleni perifernich B lymfocyti na zédklad€é povrchové exprese molekuly CD27, je
lze blize charakterizovat na molekularni urovni za pomoci rozlozeni somatickych mutaci

geni variabilni oblasti (IgV) tézkého a lehkého fetézce imunoglobulinu (Klein et al., 1997).

3.2.4.1 ROZDELENI B LYMFOCYTU PODLE EXPRESE CD27

Klein et al. déli B lymfocyty v periferni krvi na zaklad¢é exprese CD27 molekuly. Tato
molekula slouZi jako marker pro B lymfocyty, nesouci somatické mutace v genech pro
variabilni ¢asti imunoglobulinovych fetézci, tzn. prosly reakcemi v GC. V periferni krvi se
nachazi 60 % naivnich B lymfocyti bez somatickych mutaci, které¢ jsou CD27- a 40 %
pamétovych bunék nesouci somatické hypermutace, které jsou CD27+ (Klein et al., 1998).

Podle strategie (gate) dle Benitez et al., mizeme dobie zhodnotit populaci ,,non-
memory (NMBC)’naivnich (CD27 B lymfocytt), které cirkuluji v periferni krvi. Mezi
naivni B lymfocyty jsou fazeny T1 a T2 B lymfocyty, FM B lymfocyty a B lymfocyty MZ
(velmi minoritni subpopulace), které se nesetkaly s antigenem, ktery by byl schopny je
aktivovat. Nejvice zastoupenou subpopulaci NMBC B lymfocyt jsou FM B lymfocyty,

které tvoii vice nez polovinu celé této skupiny(Benitez et al., 2014).
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Charakteristickym znakem pamétovych bun€k je povrchova exprese molekuly CD27
(Klein et al., 1997). Mezi pamétové B buiky lze zaradit tzv. klasické IgM~+IgD+CD27+
lymfocyty, které predstavuji 15 % ze vSech 60 % pamétovych B populaci v periferni krvi
Ve stejném zastoupeni jako ptredchozi populace jsou pamét'ové B buiiky izotypové piepnuté
a exprimuji jiny izotyp imunoglobulinu nez je IgM a IgD, pfi¢emz nejcastéjsi je IgA nebo
IgG. IgM+CD27+ jsou ménég Casté populace (IgM only; 10 % z 60 %) s chybé&jici expresi
IgD molekuly. Nejmensi populaci pamét'ovych B je IgD+CD27+( IgD only; 1% z 60 %;
obr. 10) (Klein et al., 1998). 1gD+CD27+ buiky ptedstavuji populaci, ktera se vyskytuje
hlavné v tonzilach. Béhem izotopového piesmyku dochazi u téchto bunck ke ztraté Cp
genu, proto nedochdzi k expresi IgM molekuly. Populace je charakteristicka svou tcasti ve
specifickych imunitnich déjich, které vyzaduji pfesnou regulaci somatické hypermutace
gentl variabilni oblasti imunoglobulinu (Seifert a Kiippers, 2009).

Mezi ostatni populace B lymfocyti, které mizeme detekovat v periferni krvi patii dve
stadia transientnich B lymfocytt (T1 a T2), které pochazi z kostni dien¢. T2 B lymfocyty
maji vysokou expresi povrchovych molekul CD24 a CD21 se vyvijeji a diferencuji ve
slezin€ (Yeramilli a Knight, 2011). Jako dalsi periferni populaci zminim folikularni B bunky
(FO), které¢ jako nezralé B lymfocyty, které jsou CD23+ a CD21+, aktivné migruji mezi
sekundarnimi lymfatickymi uzlinami (Odendahl et al., 2000).

Jako minoritni populaci vyskytujici se v periferni krvi v malém mnoZstvi miizeme zminit
prekurzory plazmatickych bunék (plazmablasty), které se vyznacuji vysokou expresi

povrchovych molekul CD38 a CD27 (Horst et al., 2002).

3.3 REGULACE VYVOJE B LYMFOCYTU

Centralni a periferni vyvoj B lymfocyti je mnohostupniovy proces, uskuteciiujici se od
hematopoetické kmenové buiiky az do stadia plazmatické bunky produkujici protilatky a je
fizen vzdjemnou souhrou mnoha riznych transkripénich faktori a regulacnich siti
signalizacnich kaskdd (Mansson et al., 2007). Transkripéni faktory (TF) jsou proteiny, které
se spolupodileji na iniciaci transkripce (pfepisu dédi¢né informace z genu (z DNA)
na RNA). Vazou se na jednotlivé elementy promotoru, ¢imz usnadiiuji vazbu piislu§né
RNA-polymerazy. Prokaryotickd RNA-polymerdza ke své cinnosti TF nevyzZaduje,

transkripce u eukaryot je na ptritomnosti TF zavisla. RozliSujeme TF obecné, vyskytuji se ve
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vSech typech bun€k a TF specidlni, vyskytuji se pouze v urcitych bunikach. Bazalni TF jsou
faktory nutné pro navozeni bazdlni transkripce. Ne¢které TF musi byt nejdiive aktivovany

napft. fosforylaci nebo odstranénim inhibitoru (4lberts, 1998).

3.3.1 VYVOJ B LYMFOCYTU POMOCI TRANSKRIPCNICH FAKTORU

Pifi vyvoji B lymfocyth se uplatnuje fada TF, které svoji vzdjemnou kooperaci
ovliviiuji procesy vyvoje B lymfocyti od staddia HSC, ptes stddia Casného a periferniho
vyvoje az k termindlnimu stadiu plazmatické bunky (Mansson et al., 2007). Neékteré TF jsou
produkovany jen ve specifickych diferenciacnich stadiich B lymfocytarniho vyvoje.

Cinnost transkripéni regulaéni sité, ktera vede k diferenciaci a samotnému vyvoji B
lymfocytarni linie z CLP, je zahdjena aktivaci transkripcnich faktort EBF1, Pax5 a PU.1.
Aktivace EBF1 je iniciovana E2A a Stat5 transkripénimi proteiny (Nutt a Kee, 2007). EBF1
spolupracuje s E2A a Pax5 a pravdépodobné i jinymi TF jako Sox4 a Bcllla. Pax5 je
2007). Pro vyvoj B lymfocyt je dulezity TF PU.1 (Spi-B), ktery patii do Ets rodiny TF a je
exprimovan od multipotentniho progenitoru az do stadia pamétového B lymfocytu. Jeho
interakce s GATA-1 proteinem vede k blokad€ vyvoje multipotentniho progenitoru v
erytrocytarni linii bunék. Ve vyvoji T lymfocytli nesmi byt exprimovan (Scott et al., 1994).

V procesu diferenciace B lymfocytli je déale zapojen TF oznaCovany jako Ikaros,
interagujici béhem vyvoje s TF Helios a Aiolos. K expresi TF lkaros dochazi hlavné ve
stadiich pro-B lymfocytl a pre-B lymfocyti. Ikaros (IKZF1), kodovany genem IKZF1 na 7.
chromozomu, je transkripéni faktor, ktery hraje klicovou roli ve vyvoji lymfoidni linie od
stadia nejcasnéjsich prekurzorti v kostni dieni a ptisobi také jako tumor supresor (Tonnelle
et al.,2009). Alternativni sestfih spolu s delecemi a inzercemi na dvou mistech genu dava
vznik fadé izoforem IKZF1, z nichZ pouze izoformy s alespoil tfemi zinkovymi prsty (z
celkovych ¢tyf) v DNA-vazebné doméné mohou plnit fyziologické funkce IKZF1. Naopak
tzv. kratké izoformy IKZF1 s chybéjici nebo nefunkéni N-terminalni doménou se nemohou
vazat na DNA, ale maji intaktni C-terminalni doménu, ktera slouzi k interakci s dalSimi
transkripénimi faktory 1 s funk¢énimi izoformami IKZF1; zpisobuji tedy dominantné-

negativni efekt a funguji jako inhibitory funkce IKZF1 a dalSich transkripénich faktort
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(Payne et al.,2011). V ramci vyvoje krevnich tad hraje protein Ikaros kli¢ovou roli v
nastartovani lymfoidniho transkripéniho programu a supresi myeloidnich znak (Molnar et
al., 1994).

Pozdéjsi interakce faktoru Ikaros s TF Aiolos je dilezitd pro kontrolu procesti B-
lymfocytarni maturace, proliferace a vzniku GC (Morgan et al., 1997). Samotny Aiolos
be&hem periferniho vyvoje B lymfocyt reguluje signalizaci vedenou prostfednictvim BCR a
také vyvoj do folikularnich B lymfocyti, nebo B lymfocytii margindlni zény (Cariappa et
al., 2001).
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Obrazek 6. Izoformy genu IKZF1 (Iacobucci, Haematologica 2008). Mezi kratké izoformy patii 1k4,
1k4A, Ikddel (IK5A), 1k6, 1k6 delta a IkS8.

Diferenciace z CLP do stddia pro-B je zavisld na tfech TF - E2A, EBF a Pax5.
Transkripéni faktor EBF (early B cell factor) ma DNA vazebnou doménu. EBF je zapojen
do reaktivace genl pro tvorbu pre-BCR (promotor genu CD79a, VpreB, A5, CD19) béhem
diferenciace pro-B lymfocytu. Delece ebf genu vede k zastaveni B bunééného vyvoje. EBF
je ptimo regulovan TF Pax5 a piimo spolupracuje s TF E2A(O'Riordan a Grosschedl,
1999).

TF E2A, je tzv. E-protein, ovliviiujici proces D-J pteskupeni genovych segmentl pro

tézky fetézec imunoglobulinu. Spolu s Early B-cell factor 1(EBF-1) reguluji expresi pseudo-
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lehkého imunoglobulinového fetézce proteini RAG1 a RAG2. E24 patii mezi E proteiny,
které jsou pro B bunéény vyvoj nepostradatelné (Kwon et al., 2008).

Béhem stadii pro-B lymfocyti a pre-B lymfocyt je exprimovan TF Lef-1. Lef-1 je
¢lenem Wnt drahy a podili se na proliferaci a diferenciaci B-lymfocytt. Pokud z jakéhokoli
diivodu neni tento TF exprimovan béhem pro-B lymfocytarniho stadia, dochazi k
apoptotické smrti (Reya et al., 2000).
lymfocytl a je exprimovan ve vSech vyvojovych stadiich B bun¢k kromé plazmatickych
bunek (Zwollo et al., 1999). je proein, ktery u lidi je kodovan genem PAXS a tento gen je
umistén na chromozomu 9pl13. Podili se na regulaci rekombinace VH-DH-JH a expresi
genl tézkého tetézce (Nutt et al., 1998; Schebesta et al., 2002). Dalsi funkci TF Pax5 je
regulace genil kodujicich regulacni a strukturni proteiny zapojené do B bunécné adheze,
migrace, prezentace antigenli a schopnosti formace GC. PAXS reguluje napf. transkripci
geni Bstl, CD44, Sdc4, Tnfrsfl9, CD97 a CDS5S5, které koduji adhezivni receptory. K
migraci B lymfocytii dochdzi diky kontrolované remodelaci aktinového cytoskeletu.
Integrinem VLA-S5 iniciovana autofosforylace FAK kinazy (focal adhesion kinase) vede ke
kontrolovanému pohybu B bunky. B lymfocyty prezentujici antigenni peptidy jsou
regulovany PAXS TF, ktery je zapojen do transkripce geni H2-Ob, Ifi30 a CIITA
(Schebesta et al., 2007).

Dalsim faktorem, ktery je exprimovan béhem stddii pro-B lymfocytu a pre-B
lymfocytu, je Foxp-1. Patii do velké FOX rodiny transkripénich faktorti a u savci je
dalezity pro spravny vyvoj mozku, srdce a je dilezitym reguldtorem morfogeneze plicnich
dychacich cest. Podili se na expresi EBF1 a Pax5 a patrné¢ reguluje expresi RAG
rekombinaz, které se uplatiiuji behem V(D)J rekombinacnich procesi (Katoh., 2005).

TF NF«B se podili na stimulaci B lymfocytli, prostfednictvim signalizace vedené ptes
pre-BCR BCR. Ddéle se podili na imunitni reakcich, ristu, diferenciaci a apoptoze B
lymfocyta. Je soucasti rodiny NFkB/Rel fungujici jako regulaéni TF, jejiz aktivita je dana v
zavislosti na podjednotkovém sloZeni (funguji jako dimery), lokalizaci na Grovni buiky a
interakci s inhibitorovymi proteiny IkB (Saijo et al., 2003; Kaisho et al., 2001). NFxB
signalni dréhu je moZzné aktivovat pomoci dvou drah — klasické a alternativni. Ob¢ dvé tyto
drahy jsou dillezité pro aktivaci proliferace naivnich B lymfocytl na zakladé signalizace

vedené ptfes BCR, CD40 nebo ptes TLR4, TLRY (Ramakrishnan et al., 2004).
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TF Bel-6, OBF-1, Oct-1, Oct-2 a IRF8 se podileji na vzniku germinalniho centra. Bcl-6
funguje jako protoonkogen transkripéni represor. Reguluje aktivaci molekul CD69, STAT1
a CD81 a dale se podili na inhibici diferenciace do pamétovych B-lymfocyti a
plazmatickych bun¢k(Kuo et al,, 2007). Porucha Bcl-6 vede k neschopnosti formace GC
behem T-dependentni imunitni odpovédi (Fukuda et al., 1997). OBF-1, Oct-1 a Oct-2 jsou
TF, které se vdzou na promotor variabilni oblasti imunoglobulinu, ktery obsahuje
specifickou oktamerovou oblast (5' ATGCAAAT 3') lokalizovanou na 5' konci od TATA-
box (Strubin et al., 1995). OBF-1 je specificky transkripcni koaktivator, ktery se vaze na
POU-doménu Oct-1 a Oct-2. OBF-1 ma dilezitou ulohu v rekombinaci gent lehkého
tetézce (Casellas et al., 2002). Oct-2 je dulezitym TF pro B bunécnou proliferaci po
stimulaci LPS antigeny a vyvoj CD5+ B bunék (Corcoran a Karvelas,1994).

IRF8 patii do rodiny IRF (interferon regulatory factors). IRF8 ma DNA-vazebou
doménu a s ostatnimi TF vytvafi heterodimery (Lee et al., 2006). IRF8 je duilezity pro vyvoj
folikularnich a B bun¢k margindlni zéony v germindlnim centru (Klein et al., 2006). IRF8
reguluje expresi Bcl-6, Aicda (aktivaci-indukovanou cytidin deamindzu) a Mdm2, ktery
reguluje protein p53 (Zhou et al., 2009). Bcl6 blokuje expresi p53 a PDCD2 gen
programované bunécné smrti (Baron et al., 2002).

Stat5S je transkripcni faktor, ktery reguluje izotypovy piesmyk genli pro konstantni
fetézec imunoglobulinu za pomoci interleukinu IL-5. STATS lze rozd¢lit na dva subtypy —
STAT5a a STATSDb, v obou piipadech je exprimovan v centrocytech v CG, kde se podili na
izotypovém piesmyku u IgM na IgG1 (Horikawa et al., 2001).

TF BAFF funguje jako negativni regulator AP1/ATF transkripni rodiny, také je
zapojen do regulace AID a stejné€ jako STATS do procesu izotypového piesmyku (Ise et al.,
2011).

Pro pfeziti a proliferaci pamétovych B bunék je dilezitd negativni regulace TF Bcl-6
(Kuo et al., 2007). STATS a IRF4 ptimo potlacuje funkci Bcl-6 a umoziuje déleni a
diferenciaci pamétovych B bunék (Scheeren et al, 2000). Pamétové B lymfocyty lze
rozdelit na CD27+ a FcRLA4+ (Fc receptor like) nebo FcRL-, protoze kazd4 skupina je
regulovana jinymi TF. FcRL4 je inhibitor, ¢len rodiny transmembranovych proteinti
s imunomodulacnim mechanismem. Jeho intracelularni doména obsahuje tyrozinovy
receptor. FcRL4 negativné reguluje BCR signalizaci (Ehrhardt et al., 2003). FcRL4+ B

buiiky lze nalézt v kostni dfeni, slezin€, periferni krvi, intestinalni tkani a tonzilach, kde jsou
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regulovany pomoci TF Pax5, PU.1 a RUNX-2 TF. RUNX-2 TF je predevsim hlavnim
regulatorem osteogeneze (Komori et al., 2005). U FcRL- pamétovych B lymfocytd se
uplatiuji TF PAXS, PU.1 a RUNX-1, ktery redukuje pocet lymfocytli a podili se na
negativni regulaci lymfopoézy (Ehrhardt et al., 2005).

Pro vyvoj plazmatickych bunék jsou podstatné TF Blimp-1, IRF-4 a XBP-1 (Turner et al.,
1994). Blimp-1 (B-lymphocyte-induced maturation protein) piimo negativné reguluje
transkripci Bel-6 a vSechny TF, které jsou zapojeny do BCR signalizace (Vasanwala et al.,

2002). Pro vyvoj plazmatickych bunék je dualezita negativni regulace Bcl6 a Pax5 TF.

3.3.2 ANTIGENNE SPECIFICKE RECEPTORY

Antigenné specifickymi receptory jednotlivych kloni B lymfocytli jsou povrchové
imunoglobuliny (B-cell receptor, BCR). BCR rozeznava antigen v nativni form¢ na rozdil

od TCR u T lymfocytt, kde se vétsinou rozeznavaji jen komplexy MHC proteind.

3.3.2.1 IMUNOGLOBULINY

Skupina funkéné i strukturné ptibuznych proteind, které hraji klicovou roli v imunitnim
systétmu. Mezi imunoglobuliny fadime protilatky, specifické receptory T lymfocytti a B
lymfocytl, molekuly HLA, adhesni molekuly areceptory pro riistové faktory. Jsou
exprimovany predev§im na leukocytech, ale nékteré nachazime i u jinych bunék (napt. HLA
I. tfidy na vSech jadernych buikéach). Vyskytuji se jako volné molekuly nebo jsou
zabudovany do bunéné membrany (Brody et al., 1967). Specificky se vaze na antigen.
Vznikld vazba ma charakter nekovalentnich interakci. V pribé&hu specifické imunitni
odpovédi humoralniho typu jsou tyto latky tvotreny B lymfocyty a plasmatickymi buiikami,
jez zB lymfocytl vramci termindlni diferenciace vznikaji. Imunoglobuliny najdeme
u obratlovcd v krevnim séru, télnich tekutinach a také na povrchu B lymfocytt. Protilatky
mayji kratké biologické polocasy od 2 do 23 dni. Hraji zasadni roli v obran¢ organismu.

Existuje jich 5 zakladnich typl, do kterych se rozdéluji podle svého té€Zzkého fetézce.
Zakladni stavba - dva lehké fetézce a dva t€zké fetézce spojené disulfidickymi (S-S) mistky
je v8ak u vSech typi stejna. Tézké tetézce mohou byt typu alfa (a), delta (6), epsilon (g),
gamma (y) nebo mi (p). Lehké fetézce mohou byt dvou typt - kappa (k) a lambda (A). Podle
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tézkého fetézce tedy rozliSujeme IgA, IgD, IgE, IgG a IgM. Kazda molekula

imunoglobulinu mé oba t€zké i oba lehké fetézce vzdy stejné (Tarte et al., 2003).

3.3.2.2 STRUKTURA IMUNOGLOBULINU

Imunoglobuliny jsou glykoproteiny, které se skladaji z vice fetézcti — ze dvou té€zkych (H)
a dvou lehkych fetézci (L) (obr.7). Pfiblizna molekulova hmotnost lehkého (L) fetézce je
25kDa a u t&7kého fetézce (H) 50-75 kDa. uRetézce jsou navzajem spojeny disulfidickymi
(cystinovymi) mustky, a tim vytvafi strukturu pismene Y, kterd zajiStuje schopnost
protilatek vézat se na antigeny (Abbas, 2009).Tézkého tetézce se skladaji ze Ctyf ( u
nékterych 1 1 z péti tfid) strukturné podobnych domén. Kazda z téchto domén je tvoiena
sekvenci 110-120 aminokyselin (obr.7) (Furukawa et al., 1999). Jednotlivé domény jsou
spojeny spojovacimi useky polypeptidového fetézce. Lehky fetézec se sklada z dvou
imunoglobulinovych domén.

N-koncové casti (NH2) tézkych a lehkych fetézci imunoglobulinii obsahuji variabilni
usek (VH a VL oblast), ktery je dllezity pro samotnou interakcei s antigenem (Abbas, 2009).
Zbylé domény jsou konstantni a oznacuji se Cp u lehkého fetézce a Cyl, Cy2, Cy3, popft.
Cu4.

Molekulu imunoglobulinu mizeme za vhodnych podminek proteolyticky rozstépit na
fragmenty, za pouZiti enzymu papainu lze tak ziskat dva zcela identické fragmenty tvz. Fab

fragmenty (ty obsahuji jedno vazebné misto pro antigen) a Fc fragment.

wvazekné o warekbne
micto wvariabilni oblast rmisto

proantigen 8 téikeho fetézce pro antigen

variabilni
oblzst
lehkeho
fetézoe

konstantni oblast
lehkéhe Fetézoe

konstantni oblast
téikého fetéroe

Obrazek 7 Struktura imunoglobulinu. Dva lehké a dva tézké Fetézce spojené disulfidickymi mistky. Jednotlivé Fetézce tvori konstantni oblast

s neménnym aminokyselinovym sloZenim a oblast variabilni, v niZ se jednotlivé protilatky raznych klona B-lymfocyta li§i ( Ho¥ejsi et al., 2013).
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3.3.2.3 RECEPTOR B LMYFOCYTU (BCR)

BCR je dulezity receptor na povrchu B lymfocyti. Jednd se o komplex tii proteint.
Prvnim je imunoglobulin, dalsi dva proteiny jsou nekovalentné navdzany a oznacuji se
jako Iga (n€kdy také mb-1 nebo CD79a) a Igf (B29 ¢i také CD79b). Imunoglobulinova cast
receptoru ma stejné vlastnosti, jako protilatky v krvi. Kazdy BCR ma tedy specifické

vazebné vlastnosti, které jsou zptisobené predevsim V(D)J rekombinaci prislusnych gent.

Membranové vazana forma imunoglobulinu se nazyva B bunécny receptor (BCR) a je
specifickym receptorem pro antigeny (Venkitaraman et al., 1991). Receptor B lymfocyt je
komplex slozeny z dvou tézkych a dvou lehkych fetézci a dvou transmembranovych
signaliza¢nich molekul CD79a a CD798 (Iga a IgP) (Sanchez et al., 1993). BCR signalizace
dokaze v buiice indukovat pozitivni 1 negativni odpovéd’ (Healy et al., 1997). Pii infekci
nebo imunizaci vysila receptor s navazanym antigenem signaly k proliferaci a diferenciaci
lymfocytu v plazmatickou bunku pomoci vyplaveni velkého mnozstvi Ca2+ kationtd a
aktivaci NF-xB, N-FAT, ERK a JNK. Naopak po navdzani télu vlastniho antigenu se
vyplavi jen malé mnoZstvi Ca2+ kationtil, coz vede k aktivaci N-FAT a ERK, ne vSak k
aktivaci NF-kB a JNK. Funkéni BCR je nepostradatelny pro dalsi vyvoj a diferenciaci B
lymfocyth (Loder et al., 1999). Bylo zjisténo, ze signalizace z BCR je nutna k pteziti zralé
B. B buiika bez exprimovanych BCR nebo s inaktivovanymi BCR sméfuje k apoptdze.

Pochopeni BCR signalizace bylo dilezitym krokem k lé¢bé nékterych B bunéénych
malignit. Podstatny terapeuticky zlom nastal, kdyZ v roce 1975 Georges Kohler a César
Milstein vynalezli vyrobu syntetickych protilatek. Velké uplatnéni nalezl rituximab,
chimerickd monoklonalni protilatka proti proteinu CD20, ktery je exprimovan na povrSich B
bunek (Anderson et al., 1984).

Dnes se vmediciné vyuziva inhibitori BCR signalizace k 1é¢bé nejrizngjsich B
bunéénych malignit (chronicka lymfaticky leukémie, folikularni lymfom, diftzni

velkobunéény B lymfom, Burkittv lymfom, MALT lymfom, Hodkintv lymfom ...).
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3.3.3 POVRCHOVE B BUNECNE MARKERY

Vsechna vyvojova stadia a jednotlivé populace B lymfocyti lze charakterizovat na
zékladé ptitomnosti riiznych membranové vazanych molekul, které oznacujeme jako CD-
markery (tzv. cluster of differentiation). CD je oznaceni pro skupinu molekul na bunkach,
které maji na povrchu stejnou antigenni determinantu (epitop). Tyto epitopy (a tim 1 celé
bunky) Ize identifikovat stejnou monoklonalni protilatkou.

Nézvoslovi CD bylo poprvé navrzeno na konferenci /st International Workshop and
Conference on Human Leukocyte Differentiation Antigens (HLDA) roku 1982, ktera se
konala v Pafizi. Tento systém byl uréen pro klasifikaci mnoha monoklondlnich
protilatek vyrdbénych mnoha laboratofemi po celém svété proti riznym povrchovym
molekulam (antigentim) na leukocytech. Pozdé&ji se systém rozsitil na dalsi typy bunck a
nyni rozliSujeme vice nez 250 CD skupin a podskupin (St7iz et al., 2015).

V naSem panelu pro pritokovou cytometrii vyuzivame sedm monoklondlnich protilatek
proti jednotlivym povrchovym molekulam, jednd se o monoklonalni protilatky proti
povrchovym molekuldm CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a IgM nespada pod CD-
klasifikaci). Povrchovych molekul jednotlivych B lymfocytarnich subpopulaci je znacné
vice (napt. CD22, CD23, CD40, CD72). Nize je uvedena charakteristika pouze aktudlné
vyuzivanych povrchovych molekul (Vikova et al., 2010).

3.3.3.1 CD19

B lymfocytarni antigen CD19, také znamy jako CD19 (Cluster of Differentiation 19), je
protein slozeny z 240 aminokyselin, ktery je u lidi kédovan genem CD19. Jednd se o
glykoprotein o hmotnosti 95 kDa, nesouci dvé extracelularni Ig-like domény. Predstavuje
jednu z prvnich molekul produkovanych B lymfocytarni linii, jejiz exprese zacina jiz od
casného vyvoje, ovSem diferenciaci do plazmatické butiky se jeji exprese postupné ztraci
(Zhou et al., 1995).

Pisobi predevsim jako koreceptor B bunék ve spojeni s CD21 a CD81. CD19 molekula

vytvaii komplex s CD21 molekulou, ktera je schopna reagovat s BCR, na n¢jz je navazan
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antigen, obsahujici napf. C3d slozku komplementu. Dochazi tak k zesileni aktivace
prostfednictvim komplexu BCR-CD19/CD21 (Carter, Barrington, 2004).
S timto CD19-komplexem interaguje mnoho proteinkinaz (PK), napt. Src (Lyn, Fyn), Ras,
Abl, Btk, adaptérové molekuly (Vav, Grb2) a PI3K (van Zelm et al., 2006).

Mutace v CD19 jsou spojeny s vaznymi imunodeficienénimi syndromy charakterizované
snizenou produkeci protilatek.
Vzhledem k tomu, ze CD19 je charakteristickym znakem B lymfocyti, je tento protein

pouzivan pro diagnostiku B bunécnych malignit (Maloney et al., 1997).

3.3.3.2 CD20

Molekula CD20 je neglykosylovany povrchovy fosfoprotein o hmotnosti 33 — 37 kDa, je
exprimovan na povrchu vSech B bunék zacinajici v fazi pro-B (CD45R +, CD117 +) a jeho
koncentrace se zvySuje aZ do dospélosti. U lidi CD20 je kdédovan MS4A1 genem. Protein
nemd zadny piirodni ligand a jeho funkci je umoznit optimalni B bunéfnou imunitni
odpovéd’, konkrétné proti T-nezéavislych antigent (Tedder et al., 1988).

Imunohistochemické vysetfeni mohou byt pouzity k urceni pritomnosti CD20 na bunky v
histologickych fezech tkani. Vzhledem k tomu, Ze je CD20 pfitomen na buiikach vétSiny B
bunéénych nadorti, mize byt velmi uZitecné pii diagnostice stavi, jako B bunécnych
lymfom a leukemii.

Proti molekule CD20 byla vyvinuta chimérni protilatka, anti-CD20, nazvana rituximab.
Kromé rituximabu se vyuZzivaji dal$i monoklonalni protilatky (obinutuzumab, Ibritumomab
tiuxetan, a tositumomab), které jsou vSechny aktivné vyuzivany v 1écbé B bunécnych
lymfomi a leukemii. Princip u€inku spociva v redukci B lymfocytarni populace na zakladé
navazani protilatky na molekulu CD20 a naslednou cytotoxickou reakci mediovanouFc ¢asti

anti-CD20 protilatky (Franke et al., 2011).

3.3.3.3CD21

Komplementovany receptor (CR2), také zndmy jako komplementovany C3d receptor a

receptor CD21, je protein, ktery je u ¢lovéka kodovand genem CR2. Jde o membranovy
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glykoprotein, slouzici jako multifunkéni receptor exprimovany na B lymfocytech a FDC a
také na perifernich a thymickych T lymfocytech. CR2 / CD21 gen vyrabi dva typy receptoru
komplementu (CR1, cca 200 kDa, CR2, asi 145 kDa) pomoci alternativniho sestfihu mRNA
(Asokan et al, 2013).

CR2 je zapojena do systému komplementu. Vaze se na iC3b (neaktivni derivat C3b),
C3dg, nebo C3d. B buiiky maji receptory CR2 na jejich povrchu, Exprese CR2 se poprvé
objevuje u zralych B lymfocytli na Grovni tranzientnich B lymfocyti nasledné hladina

exprese vzrusta az do stadia plazmatickych bun€k, kde ustava (Fearon et al., 2000).

3.3.3.4 CD24

CD24 také znamy jako HSA (heat stable antigen CD24) je protein, ktery je u lidi kodovan
genem CD24.

Molekula CD24 je molekula bunééné adheze, je to glykosylfosfatidylinositolovy (GPI)
membranove vazany protein s molekulovou hmotnosti 30 — 70 kDa (Hennieker et al., 2001).
Zrala molekula je slozena pouze z 27 — 30 aminokyselin. Molekula CD24 je exprimovana
na mnoha typech bun¢k — neuronélni bunky, epitel renadlnich tubulti, keratinocyty, neutrofily
a B lymfocyty a slouzi jako adhezivni molekula pro P-selektin a déle se podili na pfenosu
signald, ovliviiujici aktivacni signaly, které B lymfocyt ziskava ptes jiné receptory (digner
etal.,, 1997, Kay et al., 1991).

Molekula CD24 je exprimovana na povrchu B lymfocytl jiz od ¢asnych vyvojovych
stadii a zOstava také na klidovych zralych B lymfocytech (zahrnujicich vétSinu cirkulujicich
B lymfocytl, B lymfocytll margindlni zony). Jeji exprese je vyrazné snizena v GC a vytraci
se, jakmile dojde k aktivaci B lymfocytl do dalSich vyvojovych stadii (napt. plazmatickych
bunek) (Klein et al., 1998, Jung et al., 2000).

3.3.3.5 CD27

Molekula CD27 je glykosylovany transmembranovy protein o hmotnosti 55 kDa

existujici jako homodimer, tyto dvé dimerni molekuly mohou byt vazany pomoci
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disulfidickych mustkii. U CD27 bylo prokazano, Ze interaguji s SIVA1, TRAF2 a TRAF3.
CD27 je ¢lenem TNF superrodiny gend (zzv.tumor necrosis factor), kterd zahrnuje typy
TNFR I a Il, (CD120a a -b ) , nervovy rastovy faktor, receptor ( NGFR ) ,CD30 (spojené s
Hodgkinova lymfomu ) , FasyApo — 1 ( CD95 ), CD40 , 4-1BB a OX40 . Tyto receptory
jsou znamy tim, ze hraji velmi vyznamnou tlohu p#i humoralni imunitni odpovédi, ristu,
diferenciaci bun¢k nebo programované bunécné smrti (Borst et al., 2005).

CD27 lidsky gen detekujeme na chromozomu 12p13. V soucasné dob¢ je predmétem
z4jmu imunologie jako kostimula¢ni imunitni kontrolni bod molekuly (Camerini et al.,
1991, Gravestein et al., 1993). Tento receptor je nutny pro vyrobu a dlouhodobé udrzovani
T bunécéné imunity. Véaze se na ligandu CD70 a hraje klicovou roli v regulaci aktivace B
bun¢k a syntézy imunoglobulint, také kromé kostimulaénich signala pro T 1 B buiiky a dale
také hraje roli v indukci apoptdzy.

CD27 signalizace zvysuje produkci T bunék riistového faktoru IL- 2 . CD27 signalizace
bud’ vede ke zlepSeni funkce T bunck nebo dysfunkci T bunék , pravdépodobné v zavislosti
na mnoZzstvi , trvani a naasovani exprese ligandu CD70. V disledku toho je exprese CD70
piisné¢ regulovana (Claus et al., 2012). Soucasné vyzkumy lidskych autoimunitnich
onemocnéni na zvifecich modelech naznacuji, ze drdhy CD27-CD70 pfispivaji k
patofyziologii autoimunity. U zdravych jedincti dochazi k omezeni exprese CD70,
konstitutivni exprese CD70 byla dokumentovana u rakoviny a chronickych virovych
onemocnéni. U nékterych lidskych nadorti , jako jsou rakovina mozku, karcinomy renélnich
bun¢k a nékterych druhii lymfomt, bylo prokazano, ze exprimuji CD70 . Exprese CD70 na
nadorové bunky se zdd byt negativnim prognostickym faktorem. Ptestoze fada zdsadnich
otazek stale zlistdva oteviend , soucasna zjiSténi naznacuji, Ze zaméfeni na komponenty této
drahy by mohly poskytnout uZitecné a nové terapeutické moznosti 1écby. Experimentalné
bylo blokddou CD27 - CD70 drdhy prokazano zlepSeni projevli nemoci u zvifecich modeli

(mysi kolagen indukované artritidy a experimentalni kolitidy)(Han et al., 2016) .
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Obrazek 8 CD27 signalizace. Pro zanétlivé prostiedi sekundarnich lymfatickych organi, CD27 signalizace podporuje tvorbu
efektorovych T-bunék (Riether et al., 2012).

Molekula CD27 neni exprimovana na naivnich B lymfocytech, ale objevuje se na B
lymfocytech, které prosly GC (germindlnim centrem). Jednd se o zakladni marker pro
pamétové B lymfocyty. B lymfocyty v GC slabé exprimuji molekulu CD27, s diferenciaci
do stadia plazmatickych bunék (po indukci IL-10) se mira exprese zvySuje. Spolu s
molekulou CD38 (viz. nize) je mozné pouZzit vysokou expresi molekuly CD27 jako marker
k identifikaci plazmatickych bun¢k (Klein et al., 1998, Jung et al., 2000).

Po stimulaci in vitro, B bunky exprimujici CD27 (CD27, ale ne (-)) vylucuji velké
mnozstvi jak IgM a IgG. Byly pozorovany tfi funkéné rtizné podskupiny B bunék, které
predstavuji riizné faze diferenciace: CD27 (-), IgD (+) B buiiky nevylucuji znatelné Ig;
CD27 (+) IgD (+) B buiiky vylucuji vyluéné IgM; CD27 (+) IgD (-) B buiiky produkuji IgG.
CD27 byl identifikovan jako marker pro pamétové B bunky (Agematsu et al., 1999)

CD27 + jsou vyrazné vétsi a bohatsi na cytoplazmu, nez CD27" B bunky. Kromé toho,
CD27 + B bunky produkuji IgM, IgA a IgG SAC + IL-2, a IgE IL-4, CD27 tyto
imunoglobulinové tfidy neprodukuji. Na zaklad¢ téchto zjisténi jsou CD27 + B buiky

oznacovany jako pamét'ové a CD27 B buiiky jako naivni.

3.3.3.6 CD38

CD38 (cluster of differentiation 38), je glykoprotein o molekulové hmotnosti 45 kDa,

ktera tvofi dimer nebo multimer. Nachazi se na povrchu mnoha imunitnich bunék (bilych
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krvinek), véetné¢ CD4 +, CD8 +, B lymfocyti a NK buné¢k. CD38 také funguje v bunétné
adhezi, prenosu signalu a signalizaci vapniku. U lidi, je protein CD38 kdédovan genem
CD38, ktery se nachéazi na chromozomu 4 (4lessio et al., 1990).

Ztrata funkce CD38 je spojena se snizenou imunitni odpovedi, metabolickymi poruchami
a modifikaci chovani (pravdépodobné souvisi s autismem). Molekula CD38 byla ptivodné
objevena u T lymfocyt, ale téz je exprimovana u B lymfocytd. U B lymfocyti je
exprimovana béhem jejich ¢asné diferenciace, u nékterych bunék v GC a pak v piipadé
plazmatickych bun¢k nebo tzv. plazmablastii. Signalizace pfes CD38 u B lymfocytarnich
prekurzori vede k inhibici proliferace a tyto bunky hynou apoptotickou smrti. Pokud
dochazi k signalizaci ptes CD38 u CD38+ B lymfocytl v GC, dochéazi naopak k zabranéni
apoptoézy (Medina et al., 2002; Shubinsky a Schlesinger, 1997).

3.3.3.7 IgM

Protilatky tridy IgM tvoti 10 % vSech protilatek v séru, pfi¢emz jejich koncentrace
je 1-1,5 g/l. Monomer IgM je integralni souc¢asti membrany B lymfocyti (BCR). IgM maji
kratky polocas, na rozdil od IgG prezivaji v plasmé jen kratkou dobu po zlikvidovani

antigenu.

Molekula IgM se muize vyskytovat ve dvou formach — sekretovand a membranove
vazand. Membranova molekula IgM je stejné jako sekretovana molekula IgM slozena ze
dvou tézkych a ze dvou lehkych fetézcli. Membranové vazana molekula IgM se lii pouze

tim, Ze v transmembranové ¢asti ma usek 20 hydrofobnich aminokyselin.

Celek protilatek IgM tvofi pentamer, jednotlivé podjednotky jsou spojeny do kruhu
cystinovymi miustky a jednim J fetézcem. Diky této struktufe nepronikaji do tkani, ziistavaji
v cévnim fecisti. Teoreticky se timto uspofadanim vytvoii 10 vazebnych mist pro antigen,
prakticky je pouZitelnych pét, ostatni jsou prostorové blokovana. Podjednotky maji
obdobnou strukturu jako IgE protilatky, jejich t&zky fetézec je tvotren 1 variabilni a 4

konstantnimi imunoglobulinovymi doménami (Horejsi et al., 2013).
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3.3.3.8 OSTATNI TRIDY IMUNOGLOBULINU

Existuje pét tiid (izotypi) protilatek - IgM, IgD, IgG (dale délenych na IgG1- IgG4), IgA
(se subtypy IgAl a IgA2) a IgE, které se lisi strukturou, mistem vyskytu, maji riizné
fyzikalné-chemické vlastnosti a funkcéni aktivitu (obr.9). Kazdy izotyp je geneticky
podminén separatnim genem pro piisluSnou konstantni oblast tézkého tetézce
imunoglobulinu. Genové oblasti kodujici konstantni ¢asti jednotlivych izotypli jsou
sefazeny za sebou na useku 14. chromozomu a to v potadi Cu, Co, Cy3, Cyl, Cal, Cy2,

Cy4, Ce a Ca2 (Cook et al., 1994). T&7ké Fetézce se nazyvaji ., 5, v, € a o. Retézec y ma

jesté Styfi odlisné subtypy (y1- y4). Retézec a méa pouze dva subtypy (al a o2) (Male,
2006).

Obrazek 9. 1zotypy imunoglobulinii. Janeway, 2005 (modifikovano).

3.4 VYBRANE PATOLOGICKE STAVY

3.4.1 AUTOIMUNITNI ONEMOCNENI

Pfi autoimunitnich onemocnénich dochazi k defektu autotoleranc¢nich fyziologickych
mechanizmil imunitniho systému béhem rozeznavani vlastnich bun¢k a tkéni. Porucha mtize
vzniknout na centralni rovni v thymu anebo v kostni dfeni. Pti¢iny vzniku téchto nemoci
nejsou vétsinou zcela jasné. Urcitou roli zde miiZze hrat geneticka predispozice. Kromé toho
je tu také n&jaky vyvolavajici faktor, ktery patologickou reakcei spusti. VEtSinou je neznamy,

Casto se ovSem podeziiva néjakd banalni vir6za (zejména infekce hornich cest dychacich).
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Infekce je imunitnim systémem potlacena, ale blize neuréitym zpiisobem ho vyprovokuje

k napadeni n¢kterych bunék naseho téla (Sinha et al., 1990).

Autoimunitni onemocnéni Ize rozdé¢lit dle pribéhu a vyskytu onemocnéni na systémova a
organové specificka. Systémova autoimunitni onemocnéni (napi. Revmatoidni artritida,
Sjogrentiv syndrom, Reiteriv syndrom, systémovy lupus erythematosus) se projevuji
patologickou imunitni reakci proti strukturdm jadernych, bunéénych a organové
nespecifickych antigent (Lyons et al., 2005).

Na poskozeni tkani u organové specifickych autoimunitnich chorob (napf.
autoimunitni hemolytickd  anémie (proti erytrocytlim), trombocytopenie (proti  krevnim
destickam), agranulocytdza (proti granulocytiim), diabetes mellitus 1. typu (proti B buitkdm
Langerhansovych ostriivkil), chronicka gastritis typu A (proti parietdlnim bunikdm Zaludec¢ni
sliznice a vnitinimu faktoru), Goodpasteurtiv syndrom Hashimotova tyroiditida) se podili
autoprotilatky nebo autoreaktivni T lymfocyty poskozujicich ur€ity organ (slinivku, Stitnou
7lazu). Rada onemocnéni ma zcela odlisny pribéh choroby a ¢asto je nelze jednoznadng

zatadit do nékteré kategorie (Macak et al., 2012).

3.4.2 ANKYLOZUJICi SPONDYLITIDA

Ankylozujici spondylitida (AS) zndma také jako (Bechtérevova nemoc pojmenovana
podle ruského neurologa Vladimira Bechtéreva), je chronické zanéctlivé onemocnéni
postihujici sakroiliakalni klouby a intervertebralni klouby patefe s pfilehlymi mékkymi
tkanémi a v n€kterych piipadech i periferni klouby. Jednd se o progredujici onemocnéni,
v jehoz dusledku dochazi k postupné fuzi patefe. onemocnéni je asociovano s pfitomnosti
HLA B27 (vice nez 90%), Casty je familiarni vyskyt (Macak et al.,2012).

Bechtérevova nemoc je klasicka autoimunitni nemoc a jeji vznik je v principu podobny
cukrovce 1. typu, roztrousené sklerdze, myasthenii gravis, lupénce a mnoha dalSim.
Podstatou je problém, Ze imunitni systém zacne Spatné reagovat proti nékterym strukturam
ktery se zkombinuje s néjakou bandlni virovou infekei. U nékterych jedincii dojde k tomu,
ze se po této UspeSné zvladnuté infekci nd§ imunitni systém ,,pienastavi® a napadne nase

vlastni télo. U projevii daného autoimunitniho onemocnéni pak jde o to, jaky konkrétni
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organ nebo tkan je napadena. U Bechtérevovy choroby jsou cilem pro na$ imunitni systém
vazy podél obratll, které zabezpecuji stabilitu a pohyblivost patefe. Kromé toho byvaji
postizeny klouby mezi jednotlivymi obratli a pak také skloubeni mezi kosti kfizovou a
zbytkem panve.

Od prvnich ptiznakli nemoci (obvykle pacienty nefesenych) do diagnézy uplyne 8,5- 11,4
let (Jiménez-Balderas a Mintz, 1993). Presna pfi¢ina AS neni stdle jasnd, avSak znama
asociace mezi vyskytem nemoci a pfitomnosti antigenu HLA-B27. Asi 90 % pacienti s AS
je pozitivni na HLA-B27 a u osob s timto antigenem je pravdépodobnost onemocnéni az
300krat vyssi oproti osobam, které jsou HLA- B27 negativni (Feldtkeller et al., 2003).
Dlouhotrvajici zanét postupné vede k drazdéni a poskozeni vySe uvedenych vazii a kloubi.
Dlouhodobé drazdéni vede k postupnému uklddani vépniku, vazy zkostnati a pevné
ztuhnou. Pohyblivost patete zacne klesat.

U mensi ¢asti pacientd s Bechtérevovou chorobou se mohou vyskytnout i jina autoimunitni

onemocnéni jako napiiklad Crohnova nemoc (Lukas et al., 2007).

3.4.3 REVMATOIDNI ARTRITIDA

Revmatoidni artritida (odborné arthritis rheumatica) je systémové zanétlivé autoimunitni
onemocnéni, pifi kterém dochdzi k proliferaci kloubni synovie, jez destruuje kloubni
chrupavku a kost pod chrupavkou. Kromé kloubi mohou byt postiZeny i jiné organy, napf.
ktze, cévy, svaly, srdce). Vyskyt onemocnéni je pomérné Casty, postihuje asi 1 % populace,
Casto se projevuje jiz v mladém véku od 20-40 rokti. Na vzniku a rozvoji onemocnéni se
podileji imunopatogenni mechanizmy (Arnett et al., 1988; Wiles et al., 1999).

Zacatek mize byt plizivy nebo akutni. V pocatku byva postizen jeden kloub nebo 1 vice
kloubil soucasn¢. Patogeneze onemocnéni neni zcela objasnéna. Zda se, Ze zanét postihuje
geneticky predisponované jedince a probih4 na imunitnim podkladé. Zatim ne z cela jasnych
pri¢in, dochazi k aktivaci pomocnych T lymfocyti (CD4+). Pomocné T lymfocyty tvori
cytokiny, aktivuji makrofagy a B bunky. Ty pak produkuji protilatky proti vlastnim tkanim.
Kloubni synovie je vyrazné zdufeld, vaskularizovanad, infiltrovana lymfocyty a makrofagy.
Na ireverzibilnim posSkozeni tkan¢ v misté kloubniho spojeni kosti se podili hlavné
makrofagy, které produkuji prozanétlivé cytokiny napt. 1L-6, IL-1, TNFa (Buchan et al.,
1988; Hirano et al.,1988). Chrupavka je tak izolovanid od vyzivujici kloubni tekutiny a
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dochazi k pomalému zanikani chondrocytli. Postupné pak dochazi k erozi nekrotické
chrupavky a nasledné pak i kostni tkdn¢ (Macdk et al., 2012).
Podobn¢ jako u jinych autoimunitnich nemoci je prevence prakticky nemozna. Nezname

vyvolavajici moment, a proto nelze zatim zabranit vzniku choroby.

Diagnostika: Existuji pfesna diagnosticka kritéria. Reknéme jednoduse, Ze se hodnoti
pritomnost vyse zminénych (a nékterych dalSich) klinickych projevii. Z krevnich nabéra
zjistujeme zvysené CRP, které¢ poukazuje na pritomnost zanétlivého procesu v téle. V krvi
se nachazi i n¢které autoprolitdky, mezi né patii revmatoidni faktor a pro diagnézu jesté

cenngj$i anticitrulinové protilatky (anti-CCP).

Lécba: K 1écbé revmatoidni artritidy se pouziva celd fada skupin 1€kt tlumicich imunitu,
které mimo jiné potlacuji i zanétlivy proces pfi revmatoidni artritidé. Klasickym lékem
jsou kortikoidy, které vSak maji celou fadu vedlejSich G¢inkd. Novym zplsobem terapie
je tzv. biologickd 1écba, kdy se podavaji Iéky tlumici imunitni systém jen tam, kde je to
potfeba. Krom¢ nich vSak mame k dispozici také postupy rehabilitace, fyzikéalni 1écby,

revmatochirurgie a protetiky. (Macdk et al., 2012).

3.4.4 KOLOREKTALNI KARCINOM

Kolorektalni karcinom (CRC) je maligni nadorové onemocnéni, které zaujima tieti pticku
mezi celosvétové nejéastéji se vyskytujicimi malignitami. V CR incidence CRC rok od roku
stoupad. Vedle vysoké a neustdle stoupajici incidence mda toto onemocnéni i
vysokou mortalitu zpisobenou zejména prevladajici diagnostikou onemocnéni az v
pokrocilych stadiich, kdy jsou lécebné postupy omezené (Siegel et al., 2011). Pocet
nemocnych, ktetfi v disledku tohoto onemocnéni zemfou stale presahuje Sokujici hranici
50%.

Vyskyt kolorektalniho karcinomu je geograficky odlisny, nejvice jsou postizeny populace
v prumyslovych zemich euroamerické oblasti, v Autrdlii a dale pak na Novém Z¢landu.

Cvwr

africe a Indii. Jako hlavni pfi¢ina téchto rozdilti jsou povazovéany stravovaci navyky.
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Naprostou vétSinu nadord tlustého stfeva tvoii adenokarcinomy, coz jsou nadory
vznikajici z zlaznatych bunék stfevni sliznice. V tlustém stfevu se mohou vzacné vyskytovat
1 jiné zhoubné nadory, napt.lymfom nebo karcinoid. Tyto nadory se 1é¢i jinym zpisobem

nez adenokarcinomy, Casto maji také jiné priznaky (Macdak et al., 2012).

Klinicky obraz CRC zavisi na jeho lokalizaci v tlustém stfevé a zptisobu ristu, mize byt
tedy velmi riiznorody. Nejvyraznéj§im projevem je obturace stieva, pokud nadorova masa
vyplni celé stfevni lumen — klinicky pak pacient piichazi sileem. Casnéj$imi a ne tak
klinicky vyraznymi projevy obturace stfeva mohou byt nadmérna plynatost, zména
defekacniho stereotypu, kolikovité bolesti. Ne ziidka se ale stava, Ze je nador objeven az pfi
vétSich komplikacich. Dal§im klinicky vyraznym projevem je krvéaceni z nadoru do GIT,
bud’ mikroskopické nebo makroskopické. Mikroskopického krvaceni si pacient ani nemusi
vS§imnout, proto vyuzivame jako screeningové vySetfenitest okultniho krvaceni do
stolice (TOKS), ktery zjisti i malé mnozstvi krve ve stolici. Pokud je krvaceni masivngjsi
nebo probihd dlouhodobé, mlze mit pacient ptiznaky anémie. Specifickym ptiznakem KR-

CA vyskytujici se v oblasti kone¢niku jsou tenesmy (nuceni na stolici) (Lukds et al., 2007).
Diagnostika:
Pro odhaleni kolorektalniho karcinomu se vyuzivda modernich technologii jako

je CT, MRI a PET CT, kolonoskopie, ale i drobné fyziologické zmény, kterych si miizeme

vS§imnou sami:

= viditelna Cerstva krev ve stolici

= anemizace — pomérn¢ Casty jev, vznika disledkem chronického krvaceni nevelkého
rozsahu z nadoru, typické predev§im pro nadory céka a pravé poloviny kolon, kde ma
stfevo vEtsi prisvit, a proto ma nador dostatek Casu pro svij riist neZ za¢ne zptisobovat
potize typu poruchy pasaze

= zmény frekvence vyprazdilovani — mize se jednat jak o obstipaci (zacpa), tak prijmy

= hubnuti —nespecificky ptiznak, ale ¢asty u fady onkologickych onemocnéni (nejen GIT)

= celkova slabost (Schreiber et al.,1997).

Koloskopie
Koloskopie neboli kolonoskopie je metoda vySetieni tlustého stfeva, ptipadné tenkého

stieva, endoskopem (opticky pfistroj k vySetiovani télnich dutin a dutych organti). Provadi
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se pfi podezieni na zanétlivé a nddorové onemocnéni tlustého stteva a hemoroidy. Lékar
muze timto zpisobem diagnostikovat jakékoli zndmky zanétu, polypy, nebo nadory, ale i
odebirat vzorky tkani pro histologické vysetfeni nebo provadét mensi 1éCebné zakroky
(Lukas et al., 1999).

Dvojkontrastni irrigografie

Jedna se o RTG vySetfeni bficha s dvojitym kontrastem (baryova suspenze a vzduch),
provadi se ve chvilich, kdy z divodu obturace lumen nebo Spatnych anatomickych pomért
neni mozné provést kolonoskopii. Nevyhodou oproti kolonoskopii je zejména fakt, Ze nelze

odebrat bioptické vzorky ani odstranit ptipadné polypy (Lukds et al.,1999).

CT

Pocitatova tomografie (Computed Tomography, CT) je zobrazovaci metoda, kterd
umoziuje za pouZiti rentgenového zafeni zobrazit celé télo v sérii fezl. Vysledny obraz
vznikd matematickou rekonstrukci z tady rentgenovych projekci ziskanych postupné
z raznych uhli. Tomografie zobrazuje mekké tkan€, napt. slezinu, pankreas, ledviny, mozek,
svalstvo. CT lze zjistit jen takové patologické procesy, které se pii prostém vySeteni nebo
po podani kontrastni latky li§i svou denzitou od okoli (Petterson et al., 1995).

MRI

Magneticka rezonance dominuje u karcinomu rekta. Zde je nezbytné dilezité zjistit miru
infiltrace organti malé panve (mocovy méchyf, ureter, vagina, ale i os sacrum), udélat

staging a rozhodnout o typu resekce (Lukds et al., 1999).

3.4.5 IDIOPATICKE STREVNI ZANETY

Jedna se o chronickd, pfi dneSnich lécebnych postupech i celoZivotni zanétliva stfevni
onemocnéni, kterd zacinaji v détstvi a b&hem dospivani. Etiologie onemocnéni je
stale nejasnd a podili se na ni cela fada faktorti. Predpoklada se, Zze onemocnéni ma
geneticky podklad a jeho vznik je ovlivnén vlivy zevniho prostiedi, které spousti
mechanizmus zanétu. Ze zevnich vlivh se podili zejména stravovaci navyky,
antibiotické 1écby, koufeni a hormonalni antikoncepce, zvySujici se hygienické navyky a
mezi hlavni pfi¢inu se popisuje porucha komunikace mezi imunitnim systémem a

mikrobidlnim obsahem stteva (Lukas et al., 1999).
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Mezi idiopatické stfevni zanéty je fazena ulcerdzni kolitida, Crohnova nemoc a neurcita
kolitida, to znamena zanétlivd onemocnéni travici trubice, jichz pfi¢ina neni zatim zcela
jasna, na rozdil od zanétt specifickych, kde je ptficina znama (Mamula et al., 2013). 1 kdyz
zatim neumime definitivné tyto stievni choroby vylécit, u znacného mnozstvi pacientl je
soucasnd a noveé zavadéna lécba velmi G€inna a drtiva vétSina z nich zije ,,normalni zivot*
bez vétsich omezeni. VSechna tato onemocnénd maji urcité spolecné rysy, ale rozliSujeme je
podle hloubky postizeni stfevni sliznice a vyskytem a rozsahem postizeni (Macak a kol.,

2012).

3.4.5.1 CROHNOVA NEMOC

Crohnova nemoc (ileitis terminalis), jedna se o chronicky nespecificky zanét, ktery se
muze vyskytovat v celé travici trubici od dutiny Gstni az po anus, ale nejCastéji byva
postizena oblast tenkého stieva (termindlni ileum) a zaCatek tlustého stteva (cékum). Pro
Crohnovu chorobu je typické to, Ze postihuje celou tloustku stfevni stény, kde zanétlivé
zmény jsou segmentarni (postihujici urcity segment) nebo plurisegmentarni (postihuje vice
segmentil) a nasledné se mohou tvofit stendzy stieva, abscesy a pistéle (Lukds a kol., 1999).
Vzhledem k tomu, ze zanét prochazi celou stievni sténou a po 1écbé ma sklon k jizveni,
dochazi Casto k zuzeni prusvitu stfeva a nasledné moznosti vzniku stfevni neprichodnosti
nebo ke spojeni stfevnich kli¢ek, ¢imZ vznikaji sristy mezi jednotlivymi stitevnimi Gseky.

Onemocnéni se vyskytuje Castéji v primysloveé vyspélych zemich severni polokoule, v
CR se objevuje v poétu 20 novych nemocnych na 100 000 obyvatel za rok. Nemoc se
objevuje ve vétsi mife u mladych lidi ve v€ku mezi 20 az 30 lety (25-30 % pacientd je

diagnostikovano pied 20. rokem Zivota) (Loftus et al., 1998).
Crohnova nemoc je klasifikovana podle anatomické lokalizace na:

e ileitida,jejunoileitida

e ileokolitida

e kolitida

e anorektalni onemocnéni

e postizeni ordlni a ezofagogastroduodenalni

e postizeni apendixu
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Ptestoze pfi¢ina Crohnovy nemoci neni pfesné znama, vSeobecné je povazovana za
nemoc autoimunniho charakteru. Nachylnost k onemocnéni je dana geneticky a jako
spoustécim faktorem u citlivych osob mohou byt riizné faktory napft. infekéni a nésledné
imunologické. Mnozi pacienti maji pfiznaky fadu let ped stanovenim diagnozy. CN je Casto
doprovazena dalSimi komplikujicimi chorobami: artritida, osteopordza, Bechtérevova
nemoc, konjunktivitida (zanét spojivek), anémie, cirhoza, cholelitidza a dalsi (Maratka et
al., 1990).

Nemoci, kterd méa velmi podobné piiznaky jako Crohnova nemoc, je ulcerdzni kolitida.
Stanovit, o kterou z téchto nemoci se jedna, je pomérné slozité, ale velmi dulezité vzhledem

k odliSnému zplsobu lé¢by kazdé z nich (Kohout et al., 2006).

3.4.5.2 ULCEROZNI KOLITIDA

Ulcerozni kolitida (proctocolitis idiopathica), je charakterizovana hemoragicko-hnisavym
az ulcer6znim zanétem sliznice koneCniku, ptilehlé nebo celé¢ casti tracniku (colon-
proctocolitis), jen malokdy byva zanétem poskozena i konecnd cast tenkého stieva
(terminalni ileum). Existence této nemoci je znama od pocatku dvacéatého stoleti, ale jeji
pfi¢ina neni zatim zndma. Predpokladd se, Ze na jeho vzniku se spolupodileji vlivy
genetické 1 prostiedi(Lukds et al., 1999).

Muze se objevovat v kterékoliv vékové kategorii, ale nejcastéji se vykytuje béhem 15-
25. roku Zivota a postihuje 1,5 x Cast&ji Zeny nez muze. Na rozdil od Crohnovy choroby
nedochdzi k postizeni hlubSich vrstev stény, ale zasazena je v tomto piipad¢é pouze sliznice
stfeva. Pfi t€Zkém pribéhu onemocnéni mize dojit ke zkraceni stfeva (jizvenim) a poruse
jeho funkce. Onemocnéni probiha nejCastéji jako tzv. lehky tvar s postizenim konec¢niku a
esovité klicky, stfedné tézky tvar s postizenim asi poloviny tlustého stfeva a tézky tvar
(pankolitida) s postiZzenim celého tlustého stieva (Maratka et al., 1990).

Pribéh onemocnéni je chronicky, kdy se stiidaji obdobi aktivniho zanétu s riizné
dlouhym obdobimi klidu. Klinické obtize, mohou byt u kazdého pacienta rozdilné, ale u
ulcerdzni kolitidy narozdil od Crohnovy nemoci jsou velmi stereotypni. Mezi prvotnimi

znamkami onemocnéni a stanovenim spravné diagndzy uplyne vice jak jeden rok. Hlavnim

59



problémem je pravdépodobné velké mnozstvi ptiznakil, které onemocnéni doprovazeji a
také velmi zalezi na tom, zda se vyskytuji akutni pfiznaky zadnétu nebo chronické stfevni a
mimostievni pfiznaky. To je hlavni divod delSiho stanoveni diagnézy, nehledé na to, ze
nemoc neni tak casta a prakticti lékafi se s ni setkdvaji jen malo kdy. U UC byva
nejcastéjSim projevem hlavné prijmem, ktery je témeét vzdy doprovazen ptimeési krve ve
stolici. Priijjem sice patii mezi Cast¢jSi pfiznaky onemocnéni, ale v nékterych piipadech u
starSich lidi trpici ulcer6zni kolitidou se vyskytuje naopak stolice, ktera byva tvarovana,
nebo Castéji tuzsi az zacpovita. Nemocné trapi nevolnost, bolestivé nuceni na stolici,

krvaceni z kone¢niku a prajmy (Schmélmerlich et al., 1998).

3.4.6 APLASTICKA ANEMIE

Aplasticka anémie (AA) neboli diefiovy utlum je oznaceni pro anémii charakterizovanou
nedostateCnou tvorbou krevnich bunck, kterd vede k ubytku vSech krevnich elementi
(pancytopenie) — od Cervenych krvinek (anemie), bilych krvinek (leukopenie) az po krevni
desticky (trombocytopenie). Prvi ptipad AA byl popsan slavnym némeckym lékaiem a
védcem Paulem Ehrlichem v roce 1888. Ve 20. letech 20. stoleti byla popsana jedna vrozena
forma aplastické anemie, tak zvana Fanconiho anemie (Macdk et al., 2012).

AA je raritnim onemocnénim, které se objevi u 2 az 6 obyvatel z miliénu rocné. Nejvyssi
incidence nemoci je v zemich vychodni Asie. V Evropé a Izraeli se incidence pohybuje
kolem 2 ptipadi na milion obyvatel a rok. Nejvice ptipadt v Evropé se objevi ve véku 15-
24 (30) let a dale u lidi nad 60 let.

Termin aplastickd znamend, Ze navic tyto typy bunék nejsou schopny dale maturovat.
Pricinou AA je porucha kmenové bunky, kterd je prekurzorem pro vSechny tfi druhy
krvinek a ktera vinou poskozeni zanikne (Desmond et al., 2014). Incidence AA v CR je
kolem 0,2/100 000 za 1 rok. Aplastické anémie mohou byt vrozené nebo ziskané.

V kostni dfeni se piestdvaji tvofit krevni bunky. Mizi bunky “zarode¢né”, “kmenové”.
Napftiklad tvorbou protilatek proti témto buitkdm. Nemocni trpi tnavou, kterd je zplisobena
chudokrevnosti. Mohou mit krvacivé projevy (znosu, kozni krvéaceni, modfiny), které
zpusobuje snizeny pocet krevnich desticek, nebo mohou trpét infekcemi (i velmi tézkymi,
jako naptiklad zapaly plic), jeZ jsou dany nedostatkem bilych krvinek (Locasciulli et al.,
2007).
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Nemoc lze podle miry nedostatku krevnich bun¢k délit na mirnou, tézkou a velmi tézkou.
Tézky stupen aplastické anémie je popsan jako: pokles bunécnosti diené pod 30 % pii
soucasném chybéni fibrozy; pritomnosti alesponi kritérii cytopenie v obvodové krvi; pocet
retikulocyti<0,1% (Cetneutrofilnich segmenti <0,5%10A9/1, pocet trombocyti<20x10A9/1).
Nemoc je l1écena pomoci imunospuprese (cyklosporin A, kortikosteroidy, antithymocytarni
globulin) nebo alogenni transplantace (Locasciulli et al, 2007).

V dobach, kdy se AA nelécila, umiralo 80 % nemocnych s velmi téZkou formou choroby
do 1 roku od zjisténi diagnozy. Pticinami smrti bylo krvaceni nebo infekce. Jde tedy o

nemoc velice vaznou (Locasciulli et al., 2007).

3.5 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pritokova cytometrie (flow citometry), je ndro¢nd, piesto rychle se rozvijejici, ptistrojova
metoda vyuzivana jak v klinické praxi, tak ve vyzkumnych laboratofich pro analyzu bun¢k
v suspenzi uz fadu let (Adan et al., 2016). Prvni prutokovy sorter sestrojil Mack Fulwyler
roku 1965, tento pfistroj pracoval na principu elektrostatického vychyleni elektricky
nabitych c¢astic, tento systém vyvinul Richard Sweet pro elektrostatickou inkoustovou
tiskdrnu (Dolezal et al., 2007). Bunéénd suspenze se oznacuje nejcastéji pomoci
monoklondlnich protildtek (mAb) s navazanou fluorescencni molekulou (fluorochromem).
Tato suspenze je v prutokovém cytometru usmérnéna tak, aby v laminarné proudici tekutiné
byly za sebou unéaseny jednotlivé buitkky. Méteni fyzikdlnich a chemickych vlastnosti bun¢k
je umoznéno prichodem laserového paprsku (Shapiro et al., 2003).

Je-li bunécnd suspenze oznacena monoklonalni protilatkou, ktera reaguje s povrchovymi
receptory bunck, muzeme identifikovat napt. pocet T a B lymfocyti, NK bunck apod.
Molekuly mAb se specificky vaZou na antigeny na povrchu nebo uvnitt vySetfovanych
bun¢k. Takto oznacend suspenze bunck se vlozi do pritokového citometru (obr. 10), kde je
ptetlakem stiikana skrz maly otvor (Bartiinkova et al., 2011). Na monoklonalni protilatku je
navazan fluorochrom, ktery je excitovan prochazejicim laserovym paprskem a zaroven
dochazi k emisi svétla, coz se projevi jako posun fluorescence a na monitoru pfistroje tak
muizeme rozlisit pozitivni bunéénou populaci. Urceni jednotlivych bunéénych populaci ndm

umoziuje tzv. CD Kklasifikace. CD tvofi skupinu protilatek, rozpoznavajici specificky
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epitopy daného antigenu na bunééném povrchu. Vyhodou je , zZe je mozné analyzu vlastnosti
na urovni bunky provadét ve vzorku o velkém poctu bunék béhem velmi kratkého casového

useku (Macey et al., 2007).

Obrazek 10. Princip pritokovécytometrie—schéma.zdroj: http://flow.csc.mrc.ac.uk/?page_id=302

3.5.1 FLUIDIKA

Fluidika je jednou z nejzakladnéjSich casti prutokového cytometru. Poté, co je vzorek
nasan do pritokového cytometru, jsou ¢astice nahodné rozptyleny v prostoru. Pro analyzu je
nezbytné, aby se buniky nachazely ve formé suspenze (je totiz nutné, aby Castice prochazely
systémem jedna za druhou a aby prochézely konstantni rychlosti) (Shapiro et al., 2003).
Dale je nutné zajistit, aby proudéni bylo laminarni a nikoliv turbulentni. Jestli je proudéni
lamindrni nebo turbulentni, je mozné stanovit podle Reynoldsova cisla R.. Kritickou
hodnotou Reynoldsova cisla (Re)je hranice mezi lamindrnim a turbulentnim proudénim.
Tato hodnota je pfimo timérna priméru trubice d, hustoté tekutiny p a stfedni rychlosti

proudu v a nepfimo umeérna viskozité tekutiny n (Robinson et al., 1997).
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3.5.2 OPTIKA

Jakmile probéhne hydrodynamické fokusace, jsou jednotlivé Céstice vystaveny jednomu,
popt. nékolika paprskiim laserového svétla. Priitokové cytometry byvaji dvoulaserové nebo
tiilaserové. Nejcastéji pouzivanym laserem je argonovy laser, ktery je chlazeny vzduchem.
Emituje zafeni s vinovou délkou 488 nm (modra oblast spektra), helium-neonovy laser s
vlnovou délkou 633 nm (Cervena oblast spektra) a fialovy laser s vinovou délkou 407 nm

nebo UV laser s vinovou délkou 350 nm (Adan et al., 2016).

Detektory zaznamenavaji:

= pfimy rozptyl (forward scatter, FSC)
= bocni rozptyl (side scatter, SSC)

» fluorescenci

V pripadé bo¢niho rozptylu (SSC) a fluorescence je intenzita signalu nizka, a proto je
nutné zesilit signal fotonasobi¢em. U piimého rozptylu (FSC) je intenzita dostatecna, proto
neni nutno ji nijak zesilovat. Intenzita paprskit FSC je pfimo umérnd velikosti builky,
intenzita paprski SSC odrazi vnitini komplexitu bun¢k a je imérné granularité bunky (Adan
et al., 2016). Granulocyty a apoptotické¢ bunky maji vyssi hodnoty SSC, které¢ jsou ziejmée
zpisobené granulaci nebo fragmentaci jadra. Intenzitou paprski FSC je mozné rozlisit Zivé
a mrtvé bunky, podle SSC granuldzni a agranulozni buniky. Kombinace parametriit FSC a
SSC jsou charakteristické pro kazdy typ bunky a mize jim byt rozliSena kazda bunka v
ramci heterogenniho vzorku, jakym je napt. vzorek krve (lymfocyty, granulocyty,

monocyty, atd.).

Fluorescencni méfeni je mozné provadét za ruznych vilnovych délek a k tomu ma
priatokovy cytometr nékolik kanaldi, kterymi zachycuje emitované svétlo. Z toho divodu
jsou soucasti pratokového cytometru optické filtry, které zabezpecCuji specificitu detekce
tim, Ze jsou nepropustné pro nékteré vinové délky, zatimco propousti vinové délky potiebné

pro méteni (Shapiro et al., 2003).

Sbérnou optiku tvoii soustava filtrli, zrcadel a Coc¢ek. Filtry a zrcadla nam rozd¢€luji
emitované fotony podle vinové délky na ptislusné detektory (fotony jsou rozdéleny do tzv.
kanalt). U fitrG se pouZzivaji long pass filtry, short pass filtry, pasmové filtry a dichroické
filtry (Adan et al., 2016).
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Short pass filtry (SP) propousteji vSechny vinové délky nizsi nez specificka vlnova délka

(napt. 600SP propusti vSechny kratsi vinové délky nez je A=600 nm).

Long pass filtry (LP) propoustéji vSechny vinové délky vyssi nez konkrétni vinova délka

(napt. 600LP propusti vSechny delsi vinové délky nez A=600 nm).

Pasmové filtry propoustéji specifické rozmezi vinovych délek (Macey et al., 2007).

3.5.3 ZPRACOVANI SIGNALU

Po dopadu fotonti svétla na fotosnimac¢ dojde ke generovani malého proudu (nékolik
mikroampéril). ProtoZze je tento proud velmi maly, je diky linearnich ¢i logaritmickych
fotonasobicl zesilovan. Tento signal je jiz natolik silny a je graficky zndzornén.

Meg¢ieni z jednotlivych detektorti je oznaceno jako parametr (piedni rozptyl, nebo
fluorescencni méteni). Informace z kazdého parametru se oznacuji jako tzv. udalosti
(events), které jsou vztazeny k poctu bunck zobrazujici uréity marker (Schapiro et al.,

2003).

3.5.4 ANALYZA A GRAFICKE ZNAZORNENI

Veskeré parametry jsou zaznamenavany do pocitace formou matice (/istmode data).
Jakmile jsou data uloZena v pocitaci, miizeme je zacit analyzovat. Nejjednodussi zobrazeni
je formou histogramu, ktery ndm umoZiuje ziskat informace o tom, jaky pocet bunék
vykazuje pozitivitu pro dany marker. Pro vSechny buiiky i pro libovolnou subpopulaci,
mizeme zjistit zadkladni statistickd data, jako je cetnost, modus, intenzitu fluorescence
vcetné jejiho medidnu, odchylku nebo geometricky pramér.

Pro vyjadieni vzéjemnych vztahli mezi dvéma parametry, pouzijeme tzv. dvourozmérné
grafy. NejbéZnéji se pouzivaji tzv. bodové (dot plot) grafy, kde jsou buiiky zndzornény jako
teCky. V ptipad¢, Ze se vice bun€k prekryva na jednom misté, vidime stale jednu tecku a na

grafu se to neprojevi (Batunkova et al., 2011).
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Obrazek 9 Zobrazeni naméienych dat pritokovém citometru). A)Histogram (Rahman., 2006), B)Dot plot graf
(nepublikovana data).
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4 METODY A MATERIALY

4.1 ZPRACOVANI PERIFERNI KRVE

Periferni krev byla odebrana do odbérovych (9 ml) zkumavek s K3EDTA pacientim s
riznymi autoimunitnimi chorobami (revmatoidni artritida, Crohnova choroba, ankylozujici
spondylitida), nddorovymi onemocnénimi (kolorektalni karcinom, karcinom pankreatu
a zaludku), hematologickymi onemocnénimi (aplastickd anemie, myelodysplasticky

syndrom, mnohotny myelom) a zdravym jedinctim, ktefi slouzi jako zdravé kontroly.
4.1.1 PRIPRAVA BUNECNE SUSPENZE

Mezi prvni krok patii vyizolovat tzv. PMBC (peripherall blood mononuclear cell-
mononukklearni bunky z periferni krve). Zplisob jejich izolace je zavisly na dobé&, kterd
ub¢hla od odbéru vzorkl periferni krve. To jakym zptisobem budou buiky izolovany, zalezi
na tom, zda vzorek periferni krve byl odebran v den zpracovani a nebo den ptfedem. Pro
vzorek, ktery byl odebran den piedem, byla izolace PBMC provadéna pomoci klasického
ficollu ve zkumavce pomoci hustotni gradientové centifugace. Pokud byl vzorek odebran
v ten samy den, ve ktery se bude zpracovavat, pouzijeme rychlejsi variantu B (#zv. SepMate

-StemCell Technologies, Vancouver, Kanada).
Varianta A

1. Vzorek periferni krve fedime pomoci PBS v poméru 1:1 v 50ml zkumavkach (TPP
AG, Trasandingen, Svycarsko) a pomoci pipety dobie promichdme.

2. Do dalsi 50ml zkumavky pomoci Pasteurovy pipety napipetujeme 15ml Ficollu.

3. Pomoci Pasteurovy pipety pomalu vrstvime (ze Sikma) zfedénou periferni krev na
povrch Ficollu.

4. Vzorek nasledné centrifugujeme podle niZe uvedenych parametri:
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Otacky/min | G Cas Teplota Akcelerace | Decelerace
°C)

1600 400 30min 15 0 0

5. Po centrifugaci prstenec PBMC odsajeme pomoci Pasteurovy pipety a pieneseme do
nové 50ml zkumavky.
6. Suspenzi bunék v 50ml zkumavce doplnime do 40 ml 1x PBS a centrifugujeme

podle nize uvedenych parametrt:

3

Otacky/min | G Cas Teplota Akcelerace | Decelerace
(°C)
1200 277 10min 15 7 7

7. Po centrifugaci supernatant (nad buiikami) vylijeme do vylevky a resuspendujeme za
pomoci tifepacky. Nasledné¢ doplnime pomoci PBS k 20ml rysce a centrifugujeme

podle niZze uvedenych parametrii:

Otacky/min | G Cas Teplota Akcelerace | Decelerace
°O
1200 277 10min 15 7 7
Varianta B

1. Periferni krev jsme pfelili do 50 ml zkumavky (TPP AG, Trasandingen, Svycarsko)
a zfedili v poméru 1:1 pomoci 1x PBS.
2. Do 50 ml SepMate zkumavky s membranou (StemCell Technologies) jsme pomoci
Pasteurovy pipety napipetovali roztok Ficollu aZ po okraj zkumavky.
3. Pomoci pipety opatrné¢ vrstvime 30 ml suspenze periferni krve zfedéné v 1x PBS
(viz. bod 1) na povrch membrany.

4. Déle postupujeme jako v bod¢ 5. Varianta A.
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Cetrifugujeme dle parametri:

3

Otacky/min | G Cas Teplota Akcelerace | Decelerace
O
1200 277 10min 15 7 7

Po centrifugaci supernatant slijeme do vylevky a k sedimentu PBMC jsme pfidame
20 ml 1x PBS.

Vzorek opét stocime:

Otacky/min | G Cas Teplota Akcelerace | Decelerace
(°C)
1200 277 10min 15 7 7

Supernatant vylijeme a resuspendujeme pomoci tiepacky nebo pipety.
Resuspendovanou paletu fedime pomoci WSB dle miry zdkalu a to v rozmezi 2-

10ml (Poldk., 2014).

4.1.2 TEST VIABILITY A URCENI MNOZSTVI BUNEK

e

. Ze vzorku PBMC ve WSB jsme odpipetovali 50 pl suspenze do 0,5 ml zkumavky

Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Némecko) nasledné¢ jsme piidali jsme 5 pl
trypanoveé modii Trypan Blue stain 0,4 % (Invitrogen, Carlsbad, USA).
Jako wviabilni se hodnotili bunky, které nebyly modré (neporusend bunécnéd

membrana nedovoli prinik trypanové modii do cytoplazmy).

. Koncentraci PBMC v 1 ml jsme zjiStovali ve Fuchs-Rosenthalové komfirce

(LaborOptik, Lancing, UK) a pomoci svételného mikroskopu pii 400 ndsobném

zvetSeni (Optica Microscopes Italy, Ponteranica, Italie).

. Koncentraci bunék jsme zjistili podle vzorce:

celkové mnozstvi PBMC x 4)/100 = pocet bunék x106/ ml.

Vytézek jsme urcili podle vzorce: koncentrace bunék/ml x celkovy objem suspenze.
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4.1.3 ZNACENI BUNEK PRO MERENI NA PRUTOKOVEM CYTOMETRU

1. Do kazdé jamky na mikrotitraéni destice jsme napipetovali 0,5x10°
bun¢k/ml. Kazdou jamku s PBMC jsme ptevrstvili 100 ul WSB.

2. Desticku jsme nésledné stocili na centrifuze pti 277 g (5 min), pfi teploté 15
°C. Akceleraci a deceleraci jsme nastavili na hodnotu 7. Supernatant jsme
pak slili do odpadu.

3. Buiky jsme nasledné oznacili pomoci monoklonélnich protilatek v roztoku
WSB podle naSich protokolii na ledu.

4. PBMC s monoklonalnimi protilatkami jsme inkubovali a v temnu, po dobu
25 minut v lednici pti 4°C.

5. Po inkubaci jsme suspenzi 2x promyli 100 pl roztoku WSB a stocili na
centrifuze pii 277 g (10min) pii 15°C. Akcelerace a dekcelerace byla
nastavena na hodnotu 7.

6. Po centrifugaci jsme supernatant vylili do odpadu. Mikrotitra¢ni desticku
jsme polozili na filtra¢ni papir (odsajeme piebytecnou tekutinu). Dbame na
to, aby nedoslo ke kontaminaci jamek riznymi monoklonédlnimi protilatkami.

7. Pomoci multikandlové pipety jsme piidali do kazdé jamky 200ul WSB.
Mikrotitra¢ni desticku jsme zabalili do alobalu, oznacili a takto pfipravenou
ji nechali v chladu a temnu do druhého dne, kdy bylo provedeno méteni.

8. 10 min pfed kazdym méfenim musime pfidat do urcitych jamek barvivo
Hoechst 333258, ten pipetujeme do vSech FMO kontrol a monokontroly pro
Hoechst.
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Tab. 2: Objemy monoklondlnich protilitek pouZivanych pro znaceni jednotlivych B-bunécch subpopulaci v nasem protokolu,

véetné pouzitych klonii monoklonalnich protilatek.

Fluorochrom PerCP | Alexa | PE
Cy5.5 | F700 | Cy7
mAb ‘ ‘ CD20 | CD38 | CD19
Klon mAb 2H7 HIT2 | SJ25C1
Objem (pl) 2.3 23 [23

Objemy monoklondlnich protilatek (viz Tab.2) pouzivanych v naSem protokolu byly
stanoveny titracné. V nasem ptipad¢ se jedna o 20x fedéné protilatky. Jamky v mikrotitra¢ni
desticce slouzici ke stanoveni vSech sledovanych B bunéénych subpopulaci vzdy
obsahovaly vSechny monoklonalni protilatky.

Soucasti naseho protokolu byly tzv. monokontroly pro kazdou fluorescencné znacenou
protilatku, které¢ slouzily jako kompenzacni kontroly a FMO (fluorescence minus one)

kontroly, které slouzily ke spravnému vymezeni (gate) dané B-bunécné subpopulace.

4.2 MERENI NA PRUTOKOVEM CYTOMETRU

Me¢teni vzorkli pacienti a kontrol bylo provedeno ve Stiredisku Cytometrie a
Mikroskopie v Mikrobiologickém tustavu Akademie véd Ceské republiky na pritokovém
cytometru LSR II (Becton & Dickinson, Franklin Lake, USA). Data z prutokového
cytometru byla ziskdna programem Diva v 5.0.1 (Becton & Dickinson, Franklin Lake,

USA).

4.3 VYHODNOCENI DAT NA PRUTOKOVEM CYTOMERU

Zastoupeni a distribuce jednotlivych B bunéénych subpopulaci vzorkli pacienti a
kontrol bylo provedeno pomoci analyza¢niho programu Kaluza Analysis verze 1.3
(Beckman-Coulter, Fulerton, USA) na zakladé nasi strategie vymezeni (gate) jednotlivych

subpopulaci.
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V kazdém vzorku periferni krve kontroly a pacienta bylo nasbirdno v lymfomonocytarnim
gate 5x10° bungk, které byly nasledn& dale hodnoceny. Pozitivné a negativné znadené B-
lymfocytarni subpopulace byly stanoveny pomoci dot plot analyzy, na zaklad¢ nastaveni
celého systému pomoci izotypovych kontrol (mysi IgGl izotyp s piisluSnym

fluorochromem) (Polak., 2014).
4.3.1 STATISTICKA ANALYZA DAT

Data z prutokového cytometru jsou po naméteni uvadéna v procentech a absolutnich
hodnotach, pro dal§i naSi praci s jednotlivymi skupinami a naméfenymi daty jsou
prezentovany jako median + standardni chyba (SE, standard error). Nékteré klinické
parametry jsou vyjadieny jako primér + standardni odchylka (SD, standard deviation).

Ke statistickému zpracovani dat bylo pouzito softwaru GrapPad Prism 3 a 6 (GrapPad
Software, Inc., La Jolla, USA), jako statisticky vyznamné byly povazovany hodnoty p<0,05.
V piipadé¢ malych souborti jsme vyhodnocovali statistickd data pomoci Kolmogorov-

Smirnov testu.

4.3.2 SLEDOVANE B BUNECNE SUBPOPULACE A STRATEGIE VYMEZENi{
(GATE)

V prvnich krocich naSi strategie vymezeni (gate) jednotlivych populaci B lymfocyth
pouzivame jednotnou strategii. Tato strategie zahrnuje vymezeni v téchto krocich:
7ivé bunky (live) — singlety (singlets) — lymfocyty/monocyty (lymfomono) — GCDIOH

IO (CD 19+, vyjimka je u NMBC subpopulaci).

Jednotlivé sledované B bunééné subpopulace byly definovany takto:

1) Zakladni rozdéleni subpopulaci B lymfocyti na naivni, pamétové B lymfocyty a
plazmatické buriky — na zakladé exprese CD19, CD20 a CD27 molekul (dle Klein et al.,
1998),

2) u téchto populaci byla sledovéana koexprese znakiit CD21, CD24 a CD38 také IgD, IgM,
IgG a IgA.
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Vybér viech Zivych bun€k na zikladé

FSC-A parametru a markeru viability

Hoechst 33258-A.

[Ungated]
FSC-A / Hoechst 33258-A

FSC-A/ SSC-A

[D] FSC-A / FSC-H

T T T T
400 600 800 1000
FSC-A

[A] PE-Cy7-A / SSC-A | Vybér singleti na zikladé FSC-A a [B] PE-Cy7-A / PE-A

| FSC-H.

FSC-A a SSC-A

T — ———
o, 7 S

Vybér CD19+ lymfocyti, na zakladé 1

T
10'

[ A
Gate Number %Tgtal %Gated exprese povrchového markeru PE-Cy7-

All 44 636 15,7208 0070000 I AaSSC-A.
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Obrazek 12 Zakladni rozdéleni B lymfocyti na naivni, pamét'ové B a plazmatické buiiky (podle CD19, CD20, CD27, dle Klein et
al., 1998

4.4 POUZITY MATERIAL A CHEMIKALIE

4.4.1 POUZITE CHEMIKALIE

Lymphoprep (hustota: 1,007 £ 0,001 g/ml pti 20 °C) - Axis-ShealdsPoC, Oslo, Norsko
Chlorid sodny (NaCl) - Lachema, Neratovice, CR

Chlorid draselny (KCI) - Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dodekahydrat hydrogenfospore¢nanu sodného - Penta, Chrudim, CR

Dihydrogen fosforecnan draselny (KH,PO,) - Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Deionizovana H20 (ddH,0) vlastni vyroba, systém Millipore, Billerica, USA

Hoechst 33258 Hoechst A - Frankfurt nad Mohanem, Némecko

Azid sodny (NaN3) Sigma - Aldrich, St. Louis, USA

Gelatine Sigma - Aldrich, St. Louis, USA

Trypanova modf Trypan Blue stain 0,4% - Invitrogen, Carlsbad, USA
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4.4.2 POUZITE MONOKLONALNI PROTILATKY

Tab. 3: Jména pouzitych monoklonalnich protilatek, klon a katologové ¢islo.

Mouse anti-human CD19 SJ25C1 557835
(PE-Cy7)
Mouse anti-human CD20 2H7 45020942

(PerCP-Cy5.5)

Mouse anti-human CD21 HBS 1721942
(APC)

Mouse anti-human CD24 (PE) eBioSN3 12024742
Mouse anti-human CD27 (APC- M-T271 560222
H7)

Mouse anti-human CD38 (Alexa HIT?2 560676
Fluor 700)

Mouse anti-human IgM (BV655) MHN-88 314525
Mouse anti-human IgG (BV605) G18-145 563246
Mouse anti-human IgD (BV510) 1A6-2 563034
Mouse anti-human IgA (FITC) M24A 130093071

4.4.3 SEZNAM ROZTOKU A JEJICH PRIPRAVA

10XPBS

Tab. 4: Piiprava roztoku PBS

Pouzita chemikalie NavaZené mnoZstvi/objem  Vysledna koncentrace
NacCl 80¢g 0,37mM

KCl 2g 0,027mM

Na,HPO, . 12 H,0 29¢g 0,081mM

KH,PO, 2g 0,015mM

ddH,O Doplnit do 1000 ml -

1x PBS

10 ml 10x PBS + 90 ml ddH,0; pH 7,2-7,4
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Wash and Staining Buffer (WSB)

Tab. 5: Pfiprava roztoku WSB

Pouzita chemikalie NavazZené mnoZstvi/objem
Zelatina 4 ml

Azid sodny 1g

1x PBS Doplnit do 1000 ml

Vysledna koncentrace
0,004%

0,1%

4.4.4 SEZNAM POUZITYCH PRISTROJU

Automatické pipety - Gilson, Middleton, USA

Centrifuga Alegra X-22R Centrifuge - Beckman-Coulter, Fulerton, USA

Digitalni vaha Sartorius - AG, Gottingem, Némecko

Pratokovy cytometr LSR II - Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA
Software Diva v 5.0.1 - Becton&Dickinson, Franklin Lakes, USA
Software GrapPad Prism 6 - GrapPad Software, Inc., La Jolla, USA

Software Kaluza Analysis 1.3 - Beckman-Coulter, Fulerton, USA

Vortex V-1 plus - Biosan, Riga, Litva

Vyrobnik ledu Bar line B 21 - AS/WS Frimont, Milano, Italie

4.4.5 SEZNAM POUZITEHO MATERIALU

Latexové rukavice Sempercare - Sempermed, Northamptonshire, VB

Mikrozkumavky - Eppendorf, Hamburg, Némecko

Mikrotitracni desti¢ky (96 jamek) - TPP AG, Trasadingen, Svycarsko

Pasteurova pipeta - Biologix Reaserch Company, Lenexa, USA

Spi¢ky k pipetam - Gilson, Middleton, USA
Zkumavky 50 ml - TPP AG, Trasadingen, Svycarsko

Zkumavky SepMate - StemCell Technologies, Vancouver, Kanada
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5 VYSLEDKY

V diplomové praci jsou vzhledem k rozsahu analyzy pomoci 11-ti barevného panelu
prezentovany pouze nejvice signifikantni vysledky a to na souboru pacient s CD a UC,
které byl detekovany vesmés u populace s imunofenotypem charakterizovanym piitomnosti
marker CD27+. Analyza dalSich vzorkl pacientli v soucasné dob¢ stile probiha a bude
dokoncena v fadu 1-2 mésict.

Jak je vidét z obr. 13, zakladni hodnotici schéma vychéazelo vzdy z vymezeni zivych bunék,
singlettl (vylouceni mrtvych a slepenych, pfipadné¢ agregovanych bunék a debri). Po té byly

ohranigen “lymfomono gate” a subopulace jsou poté vymezeny vzdy z CD19" B lymfocyti.

Smér vymezeni CD19+ B lymfocyti

[Ungated)

-& ! Hoechse 30258-4 [lve] FSC-A 0 FSC-H singlets] FSC-A 0 SSE-A
e ¥

[iymphomana] PE-Cyl-b ¢ 5504

Hoechst 33258-A
FSC-H

PE-CyT-A
Gate  Number KGated
Al 152026 100,00
COM%s 23992 13,49

CD19+ B lymfocyty

Obrizek 13. Schéma pouZivané strategie k vymezeni CD19" B lymfocyth

Celkem bylo analyzovéno 23 subpopulaci na zéklad¢ exprese znaki CD19, CD20, CD21,
CD24, CD27, CD38, IgM, IgD, IgG a IgA, analyzovany byly pouze Zivé tj. Hoechst 33258
negativni a hodnoceny byly pouze populace nesouci CD27 znak (tj. CD27").

Vsechny studované B bunécné populace byly analyzovany celkem na 40 vzorcich periferni

krve, z toho 14 kontrol, 7 pacientii s CD a 5 s UC. Jak je patrné z tabulky 9, u 6 z nich jsme
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meéli moznost ndmi studované imunofenotypy stanovit také 2 hodiny po intravendzni

aplikaci Infliximabu a u jednoho po 14 dnech od podani l1¢ku.

Tab. 6: Soubor kontrol (KO), pacienti s CD a UC.

Celkem N=40 Vzorky pacient s CD (n=26)
KO TO T1 T2 uC
14 6 5 5 5

TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, T2 = odbér 14 dni po
aplikaci IFX, IFX = Infliximab

Tabulka 6 shrnuje klinické parametry sledovanych pacientli, prevazuji muzi, pacienti jsou
spiSe mladsi a nikdo z nich nebyl v minulosti 1é¢en anti-TNF prepardtem, jednalo se o

pacienty tzv. naivni, u nichz doslo postupné k exacerbaci choroby.

Tab. 7: Soubor pacientii s CD a UC.

Biolécba
v
Demografie Onemocnéni minulosti
Trvani
) nemoci | Perianalni | Operace
Cislo Vek Pohlavi Dg. [roky] postizeni stfevni Ano/ne
1 58 M CD 1 ano ne ne
2 29 M CD nd nd nd nd
3 31 F CD 1 ne ne ne
4 42 M CD nd nd nd nd
5 36 F CD 15 ano ano ne
6 31 F UC 1 ne ne ne
7 19 M uc 0 ne ne ne
8 nd nd ucC nd nd nd nd
9 nd nd ucC nd nd nd nd
10 nd nd ucC nd nd nd nd
11 19 M CD 0 ne ne ne

CD - Crohnova nemoc, UC — ulcer6zni kolitida, M — muz, F — zZena, nd - nedefinovano

Jak bylo vySe zminéno, v tomto project jsme se zamétili pouze na B lymfocyty pamétové.
Jak je vidét z tab. 8 a obr. 14, frekvence CD19"CD27" B lymfocytii byla u pacientf s aktivni

formou CD zvySena oproti kontrolam (median 20,06% vs. 11,75%) a zajimavé zjisténi je, Ze
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2 hodiny po podani Infliximabu doslo k poklesu frekvence téchto B lymfocytl na 9,84%, tj.
dokonce pod hladinu pozorovanou u kontrol. Pacienti s UC méli frekvenci téchto bunck

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

Tab. 8: Frekvence CD19"CD27" B lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC.

CD19+CD27+ KO CD TO CDTI UC
12,91 15,68 16,74 30,23
9,19 24,43 17,81 15,75
32,65 29,30 3,90 25,26
36,38 4,69 4,12 17,32
2,40 2,07 9,84 18,60
5,51 35,86
10,58
8,68
100,00
9,40
49,00
34,33
13,56
1,90
1,90- 3,90- 15,75-
rozsah 100,00 2,07-35,86 17,81 30,23
3,90- 15,75-
95% CI 5,51-36,38 | 2,07-35,86 17,81 30,23
median 11,75 20,06 9,84 18,60
SD 26,47 13,58 6,65 6,11

CD - Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenéni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX =

Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %.




Obrazek 14.Frekvence CD19°CD27" B lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD27+ B lymfocyty

1001 L]
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9
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)
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CD - Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenéni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX =
Infliximab .

Jak je vidét z tab. 9 a obr. 15, frekvence CD19"CD20°CD27" B lymfocyti byla u pacientti s
aktivni formou CD opét zvySena oproti kontroldm (median 17,61% vs. 11,75%) a zajimavé
zjisténi je, ze 2 hodiny po podani Infliximabu doslo opét k poklesu frekvence téchto B
lymfocytl na 12,50%, tj. dokonce pod hladinu pozorovanou u kontrol. Avsak v ptipad¢ této
B bunécné populace pacienti s UC méli frekvenci téchto buné€k podobnou kontroldm

(median 10,89%).

Tab. 9: Frekvence CD19*CD20°CD27" B lymfocyti u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+ KO CDTO CDTI1 uC

11,50 13,75 14,34 28,49
11,77 22,79 19,54 10,89
33,41 21,46 3,90 22,93
34,42 2,12 2,17 9,87
2,23 1,01 12,50 10,68
4,56 36,27

11,00

8,65
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100,00

8,65

45,61

35,68

9,43

0,14
0,14- 1,01- 2,17- 9,87-
rozsah 100,00 36,27 19,54 28,49
1,01- 2,17- 9,87-
95% CI 4,56-35,68 36,27 19,54 28,49
median 11,25 17,61 12,50 10,89
SD 26,50 13,48 7,30 8,58

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX =

Infliximab, frekvence jsou uvedeny v % .

Obrizek 15.Frekvence CD19°CD20°CD27" B lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+ B lymfocyty
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CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, TO = odbér krve pfed aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX =

Infliximab .
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Jak je vidét z tab. 10 a obr. 16, frekvence CD19"'CD20'CD27IgM" B lymfocyti byla u
pacientil s aktivni formou CD opét zvySena oproti kontroldm (median 88,60% vs. 66,82%) a
zajimavé zjisténi je, ze 2 hodiny po podani Infliximabu doslo opét k poklesu frekvence
téchto B lymfocytl na 77,71%, tj. dokonce pod hladinu pozorovanou u kontrol. AvSak v
pfipadé této B bunécné populace pacienti s UC méli frekvenci téchto bun¢k podobnou

kontroldm (median 69,59%).

Tab 10. Frekvence CD19°CD20"CD27 IgM" B lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+IgM+ KO CD TO CDTI1 uC
59,13 88,01 77,71 79,83
72,26 89,18 92,53 66,76
32,08 43,59 66,67 69,52
28,29 69,78 73,33 47,51
86,12 100,00 91,32 73,06
44,63 91,62

71,56

75,22

100,00

73,24

62,08

78,25

49,68

25,00
25,00- 66,67- 47,51-
rozsah 100,00 43,59-10,00 92,53 79,83
43,59- 66,67- 47,51-
95% CI 32,08-78,25 100,00 92,53 79,83
median 66,82 88,60 77,71 69,52
SD 22,60 20,56 11,31 12,11

CD - Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX =

Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %.
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Obr 16. Frekvence CD19°CD20'CD27'IgM"* B lymfocyth u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+IgM+ B lymfocyty
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CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, TO = odbér krve pfed aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX =
Infliximab.

Jak je vidét z tab. 11 a obr. 17, frekvence CD19°CD20'CD27 IgM" B lymfocytii byla u
pacientll s aktivni formou CD tentokrat statisitcky vyznamné sniZena oproti kontroldm
(medidn 11,10% vs. 39,40%; p=0,0243) a zajimavé zjiSténi je, ze 2 hodiny po podani
Infliximabu doslo dokonce ke zvySeni frekvence téchto B lymfocytt na 22,29%. V piipadé
této B bunécné populace pacienti s UC méli frekvenci téchto bunék mirn¢ redukovanou

oproti kontroldm (median 12,22%).

Tab 11. Frekvence CD19°CD20"CD27'IgM B lymfocyti u kontrol a pacienti s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+IgM- KO CD TO CDTI1 uC

40,87 11,70 22,29 20,21
27,74 10,50 7,47 32,46
67,92 56,41 33,33 30,48
71,71 30,22 26,67 52,49
13,88 0,00 9,28 27,68
55,37 8,21

28,44
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24,42

100,00

27,69

37,93

21,75

49,89

75,00

rozsah

13,88-100,0

0,00-56,41

7,47-33,33

20,2-52,49

95% CI

24,42-71,71

00,00-56,41

7,47-33,33

20,21-52,49

median

39,40

11,10

22,29

30,48

SD

25,05

20,62

11,17

12,02

p=0,0243

CD - Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenéni
interval, p — hladina vyznamnosti, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po

aplikaci IFX, IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %.

Obr 17. Frekvence CD19°CD20"CD27 IgM’ B lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+IgM-B lymfocyty
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CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni

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

aplikaci IFX.

Jak je vidét z tab. 12 a obr. 18, frekvence CD19"CD20'CD27'CD38" B lymfocytii byla u
pacientll s aktivni formou CD take zde sniZena oproti kontrolam (medidn 14,16% vs.
22,86%) a zajimavé zjisténi je, Ze 2 hodiny po podani Infliximabu doSlo dokonce ke zvySeni

frekvence téchto B lymfocytl na 20,83%. V ptipadé¢ této B bunécéné populace pacienti s UC
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m¢éli frekvenci téchto bun¢k redukovanou, dokonce pod hladinou pozorovanou u pacientd s

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

Tab 12. Frekvence CD19°CD20"CD27'CD38" B lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+CD38+ KO CD TO CDTI1 uC
23,65 15,50 39,63 5,54
6,09 7,21 11,00 7,95
44,27 12,82 33,33 3,70
29,47 22,67 20,83 9,79
22,06 0,00 9,58 64,21
25,62 16,09
4,40
15,60
100,00
9,61
10,65
0,22
48,06
100,00
0,00-
rozsah 0,22-100,00 | 22,67 | 9,58-39,63 | 3,7-64,21
0,00-
95% CI 0,22-100,00 | 22,67 | 9,58-39,63 | 3,7-64,21
median 22,86 14,16 20,83 7,95
SD 32,27 7,87 13,34 25,80

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, TO = odbér krve pfed aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX =

Infliximab, frekvence jsou uvedeny v % .
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Obr 18. Frekvence CD19°CD20"CD27'CD38" B lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+CD38+ B lymfocyty
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CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX =
Infliximab.

Jak je vidét z tab. 13 a obr. 19, frekvence CD19'CD20'CD27'CD24 CD21" B lymfocytt
byla u pacientl s aktivni formou CD take zde sniZena oproti kontrolam (median 6,81% vs.
18,22%) a zajimavé zjiSténi je, Ze 2 hodiny po podéani Infliximabu doSlo dokonce ke zvySeni
frekvence téchto B lymfocytii na 15%. V ptipadé této B bunétné populace pacienti s UC

meéli frekvenci téchto bunék redukovanou na troven kontrol (median 16,18%).

Tab 13. Frekvence CD19°CD20"CD27'CD24 CD21" B lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+CD24-CD21+ KO CD TO CDTI UC
3,27 1,17 2,48 6,57
3,72 1,10 1,38 16,18
8,91 28,21 100,00 18,24

27,11 12,44 15,00 27,13
6,05 0,00 33,53 1,48
23,97 68,48

14,85

23,40

100,00

12,81

21,58

36,43
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33,15
00,00- 0,00- 1,38- 1,48-
rozsah 100,00 68,48 100,00 27,13
0,00- 1,38- 1,48-
95% CI 3,72-33,15 68,48 100,00 27,13
median 18,22 6,81 15,00 16,18
SD 25,08 26,74 40,97 10,09

CD - Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenéni
interval, TO = odbér krve pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX =

Infliximab.

Obr 19. Frekvence CD19°CD20"CD27°CD24 CD21" B lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+CD24-CD21+ B lymfocyty
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CD - Crohnova nemoc, UC — ulcer6zni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve pied
aplikaci [FX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, [FX = Infliximab.

Tab 14. Frekvence CD19°CD20"CD27'IgD’IgM" B lymfocytii u kontrol a pacientii s CD a UC.

CD19+CD20+CD27+IgD-1gM- KO CD TO CDTI ucC
38,65 10,23 20,12 19,15
13,96 8,62 6,39 31,30
0,33 55,13 33,33 1,11
50,49 28,89 23,33 51,69
13,88 0,00 7,78 4,43
44,63 7,88
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24,74

20,85

100,00

25,31

28,85

14,39

41,68

75,00

rozsah

0,33-
100,00

0,00-
55,13

6,39-
33,33

1,11-51,69

95% CI

13,96-
50,49

0,00-
55,13

6,39-
33,33

1,11-51,69

median

27,08

9,43

20,12

19,15

SD

26,56

20,35

11,26

20,74

CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenéni
interval , KO — kontrola, TO = odbér krve pied aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX,

IFX = Infliximab, frekvence jsou uvedeny v %.

Obr 20. Frekvence CD19°CD20'CD27'IgD IgM™ B lymfocytii u kontrol a pacienti s CD a UC.
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CD — Crohnova nemoc, UC — ulcerdzni kolitida, KO — kontrola, 95% CI — 95% confidenc¢ni
interval, CD — Crohnova nemoc, UC — ulcer6zni kolitida, KO — kontrola, TO = odbér krve

pted aplikaci IFX, T1 = 2 hodiny po aplikaci IFX, IFX = Infliximab.
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Jak je vidét z tab. 14 a obr. 20, frekvence CD19'CD20'CD27 IgDIgM™ B lymfocytli byla u
pacientii s aktivni formou CD take zde snizena oproti kontroldm (medidn 9,43% vs.
27,08%) a zajimavé zjisténi je, ze 2 hodiny po podani Infliximabu doslo dokonce ke zvySeni
frekvence téchto B lymfocytii na 22,12%. V ptipadé této B bunécné populace pacienti s UC

méli frekvenci téchto bunck redukovanou pod uroven kontrol (median 19,15%).
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6 DISKUSE

Prace byla zaméfena na studium dosud velmi mélo probadané CD27" frakce perifernich
CD19" B lymfocyti. Jak je vidét na obr. 14-16, vychozi CD19°CD27" populace
pamétovych B lymfocytd stejné jako obé& jeji subpopulace CD19°CD20°CD27" a
CD19°CD20°CD27 IgM" (tzv. klasické pamétové B lymfocyty ve smyslu definice dle
Kleina, Klein et al. 1998) byly detekovany vzdy ve zvySenych frekvencich oproti
kontrolam. To je pln¢ v souladu s tim, Ze pacienti ¢ CD byli vSichni neléceni a u vSech se
jednalo o klinicky potvrzené aktivni stddium nemoci.

Jeden z velmi zajimavych ndlezl I1ze objevid pfi bliz§im hodnoceni vysledki, kdy je vidét,
ze pii pouziti pouze dvou znakd, tj.CD19 a CD27, také pacienti s UC maji frekvenci téchto
B bunék zvysenou oproti kontrolam (obr.14). AvSak ptidani aktivaéniho znaku CD20 vede
k odliSeni pacientd s CD od UC, kdy pacienti s UC se svym profilem neodlisuji od kontrol a
frekvence B bunécné subpopulace je prakticky stejnd jako u kontrol (obr.15).
Pokud je vSak do imunofenotypizace ptidan jest¢ dal$i marker, v tomto ptipadé IgM, pak
rozliSeni pacientti s CD a UC jej jesté vice patrné (obr. 16). To mize znamenat, Ze jednak
bude mozné vyuzit pritokovou cytometrii k diferencidlni diagnostice CD a UC a UC
ptedstavuje jiny typ IBD pravdépodobné s jinym mechanismem patogeneze a jedna se tedy
skute¢né o jinou klinickou jednotku také na bazi bunééné. DalSim vystupem je skutecnost,
7e je tfeba pouzivat vice markerl k postizeni rozdilii, které ve vychozi ,,makropoulaci®
prosté zjistit nelze.

U vsech tiech populaci u pacientii s CD doslo 2 hod. po intravenézni aplikaci Infliximabu
k poklesu jejich frekvenci v periferni krvi, coz znamend, Ze nasi metodu lze pouzit
k monitorovani odpovédi na podany 1ék. Nejzajimavéjsi je tento nalez z hlediska
farmakokinetiky, nebot’ reakce v tomto piipad€ vlastné systémova, se odehrava v tadu
hodin. Zde by bylo vhodné doplnit data o analyzu periferni krve v dalSich casovych
intervalech (po 4, 6 a 8 hod. od podani 1éku), coz vSak nardzi na etické problémy a neochotu

pacientl zustat del$i dobu ve zdravotnickém zatizeni.

U dalgich analyzovanych CD27" B bunéénych subpopulaci, CD19"CD20"CD27 CD38",
CD19"CD20°CD27'CD24°CD21" a CD19°CD20°CD27 IgDIgM" byly jejich frekvence
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v periferni krvi deprivovany ve srovndni s redukované (obr. 17-20). U populace
CD19°CD20°CD27 IgM B bunék tato redukce byla dokonce statisticky vyznamna.

Po podani anti-TNF preparatu se frekvence vSech cCtyfech subpopulaci zvysila, coz
piedstavuje naprosto odliSnou reakci od popsané pro vyse uvedené pamétové B lymfocyty.
Vzhledem k tomu, Ze pro lidské CD27" B lymfocyty neexistuji zadna data, je obtizné uvést
n¢jaké vysvétleni. Jednim by mohl byt fakt, Ze kombinace znakli umoznila detekovat
neznamé subsety CD27" B lymfocytl, které navzdory piitomnosti molekuly CD27 mohou
stat v maturacné-diferenciacnim diagramu jinde nez klasické efektorova/aktivovana stadia a
mohly by dokonce pfedstavovat také stddia méné zrald. Pak by mohly mit urcity
kompenzacni vyznam, kdy by dopliiovaly vyCerpany imunitni systém diky persistentnimu
zénétu v tenkém stieveé, kdy periferni B lymfocyty bud’ odcestovaly z periferie do mista
zanétu, nebo byly diky nému deprivovany (a proto se vyskytuji v nizkych frekvencich),
pfipadné tyto procesy by mohly probihat soucasn¢€. Po podani anti-TNF preparatu je pak
bud’ migrace inhibovana nebo deprivace pierusena (anebo oboji) a frekvence téchto B bunck
se opét zvySuje. Otazkou zistava, jakou funkci plni a jak je to sjejich aktivacné-
diferenciatnim stavem. Také pro tento typ bunck platilo, Ze pacienti s UC vykazovaly

expresni vzor podobny kontrolam.

Tato nase tvrzeni bude jesté¢ nutné potvrdit, do probihajicich analyz budou zahrnuti jesté
dalsi pacienti s CD a UC (a pacienti s dalSimi imunopatologiemi) a bude tfeba se také
zabyvat kombinacemi s dalSimi znaky v rdmci naSeho 11-ti barevného panelu. S jistotou
vSak muiZzeme fici, ze CD27" B bun&tna subpopulace piedstavuje velmi heterogenni

bunécné prostiedi.

B lymfocyty hraji roli v riiznych (imuno)patologiich prostfednitvetvim kombinace
mechanismi na protilatkdch dependentnich a independentnich, tyto procesy zahrnuji napf.
prezentaci antigen, regulaci T lymfocytl, podil na genezi lymfoidnich organti a produkci
cytokini (Manjarrez-Orduno et al. 2009). Tato funkéni diversita je u lidi velmi malo
prozkouméana a patogenni nebo protektivni pusobeni B lymfocytd je pak vysledkem
nerovnovazného piisobeni urcitého subsetu B bunék.

Navic, rozliSeni funkénich nebo maturacné aktivacnich stadii B bun€k je v podstaté vétSinou

omezeno na IgD, CD27, CD38 a CD24 a nasledné definovani hlavnich obecné piijimanych
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populace transientnich, naivnich, pamétovych a plazmablastickych stadii (Wei et al. 2011).
To vede k tomu, Ze nejsme schopni v ramci konvencnich subset differencovat Cetné
populace s jinymi funkénimi vlastnostmi. V tomto kontextu je velkym pfinosem, protoze
kombinace vice nez péti znakii povede k jemnéjSimu rozliSeni jinak v podstaté
“neviditelnych” nizkofrekventnich subsetli (s frekvencemi v faddu po jednu desetinu
procenta a nize).

V soucasné dobé je pouzivano rozdéleni perifernich CD19" B lymfocytd na zakladé
kombinace znakt IgD/CD27 (Klein et al 1998, Kaminsky et al. 2012). Z 1gD- frakce jsou
pak vymezovany plazmablasty jako CD27 "'CD38", transientni CD27 CD38"" B buiiky z
frakce CD271IgD" a z CD27" frakce pamétové B lymfocyty (Sims et al. 2005, Palanichamy
et al. 2009, Klein et al. 1998, Klein et al. 1997, Weller et al. 2004, Dogan et al.2009).
Dal$im subsetem B lymfocytl, ktery svym zplsobem piedstavuje recentni “top téma”, jsou
regulacni B lymfocyty - tzv. Breg lymfocyty. Také zde se kromé obecné pfijimaného Breg-
specifického markeru cytokinu IL-10 setkdvame s riznymi subtypy bunéénymi populaci:
naivni IgD'CD27, transientni CD24“CD38", B10 CD24"CD27‘, Blorc CDIIb,
CD1d"CD5" (Iwata et al. 2011, Griffin et al. 2008, Bosma et al. 2012).

V soucasné dobé je velmi malo ne-li tém&F zadna, kter by se zabyvala CD19"CD20°CD27"
B lymfocyty a CD27" populace pamé&tovych bunék je vlastné neprostudovana. Situace je
jesté komplikovéna tim, zZe u mysi ,,pool” pamétovych B lymfocyti neni definovan
pfitomnosti této molekuly a jedna se o ryze lidsky specifiku. U mySi v podstaté neexistuji
markery specifické pro pamét'ové B buiiky a pouze existuji studie indikujicze mysi CD38"v
a CD38"¢" imunofenotypu jsou specifické pro izotypové prepnuté B buiiky germinalnich
center a B buniky pamétového typu (Agematsu et al. 1998, Klein et al. 1998, Tangye et al.
1998). Naopak u lidi je 30-50% vsech CD19" B bunék periferni krve CD27 pozitivni (Klein
et al 1998). Jedna zrecentnich studii pfinesla experimentalni dikaz, Ze pacienti
s kolorektalnimi nadory maji v periferni krvi dokonce vyssi frekvence CD27+IgD- B
lymfocyti nez zdravy jedinci, coz autofi vysvétluji imunitni odpovédi specificky
namifenoiu proti nddoru (Jahrsdorfer et al. 2014).

Z mnoha téchto studii pfi jejich studio vyplyva, ze ptfida-li se nebo vynecha néktery z
markeru, znamena to, Ze je provadéna analyza UpIné odliSné subpopulace s diferentnimi
biologickymi vlastnostmi a funkcemi na jedné starn€ a na druhé strané se opakované

potvrzuje, ze CD19" B lymfocyty piedstavuji vniting velmi heterogenni bunééné prostiedi.
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Polychromaticka pratokova cytometrie pouzitim napi. az dvaceti markerti v jednom a témze
vzorku umozni podchytit pfitomnost/absenci raritnich bunecnych populaci a néslednou
multidimenzionalni analyzou ziskanych dat bude mozné podchytit nejen jemné zmény v
zastoupeni €1 frekvencich, ale take vzdjemné souvislosti a propojeni mezi nimi za

fyziologického stavu a za patologickych podminek.
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7 ZAVER

Tato prace byla zaméfena na detailni charakterizaci CD27" B bunéénych subpopulaci
definovanych na zaklad¢ pouziti 11 povrchovych markeri a polychromatické pratokové
cytometrie v souboru zdravych jedinci a pacientii s aktivni nelécenou Crohnovou chorobou
a ulcerativni kolitidou. Klasicky definované populace pamétovych B lymfocyti jako jsou
CD19°CD27", CD19'CD20°CD27" a CD19'CD20'CD27'IgM" byly u pacientd s CD

pfitomné vzdy ve zvySenych frekvencich oproti kontrolam, coz odpovida aktivnimu

nelécenému stadiu choroby.

Nejzajimavéjsim nalezem je snizeni ferkvenci téchto subpopulaci 2 hodiny po podani anti-
TNF preparatu, coz znamend, ze Ize odpovéd na l1écbu monitorovat a navic je to pfimy

dikaz aktiviti a ucinnosti anti-TNF 1écby.

Kromé toho pacienti s ulcerdzni kolitidou vykazovaly vzdy imunofenotyp sledovanych B

bunécnych populaci odlisny od obrazu ptitomného u Crohnovy choroby.

Tato prace byla koncipovana jako pilotni studie a zpracovani dat od dalSich pcienti

s Crohnovou chorobou a dal$ich imunopatologii véetn€ korelacnich analyz déale pokracuji.

Je planovana ptiprava publikace v impaktovaném Casopise a prezentace na zahrani¢nim

kongresu.
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