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The Characterization of B Cell Populations in Patients with Rheumatoid Arthritis
Focused to B Lymphocytes Specific for Citrulline Containing Peptides

The objective of this study was to investigate the distribution of peripheral blood B cell
subpopulations and to analyze the presence of B lymphocytes specific for citrulline
containing proteins in peripheral blood and synovial tissue of patients with rheumatoid
arthritis (RA) compared with healthy controls and patients with other rheumatic
diseases.

The immunophenotyping was performed by polychromatic flow cytometry. Five
biotinylated citrulline containing peptides derived from natural proteins were used.
Single-cell RT-PCR was employed to analyze expressed Vy gene families.

A significant reduction in frequencies of circulating memory B cells was found, which
suggests a selective migration of these cells into inflamed tissue. B lymphocytes
specific for at least two of used peptides were detected in all of analyzed peripheral
blood and synovial tissue samples. The frequencies of CD19" B lymphocytes specific
for citrulline containing proteins were higher in synovial tissue compared to peripheral
blood, the increase was statistically significant for peptide P1 (filaggrin). The identical
immunoglobulin rearrangements were found in individual B cells isolated from synovial
tissue of a patient with RA.

In conclusion, these data indicate the presence of several B cell subsets specific for
different citrulline containing autoantigens in patients with RA and point to the role of
anti-CCP autoantibody producing cells in the development of the disease. The higher
frequencies of citrullinated peptide specific B lymphocytes in synovial tissue compared
to peripheral blood and their clonal relation in synovial tissue suggest the autoantigen

driven selection and activation of B cells ongoing directly in the inflamed joint.
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2. UVOD
Revmatoidni artritida (RA) patii mezi chronick4 autoimunitni onemocnéni. Zpisobuje

nevratnou destrukci chrupavky a nasledn& celého kloubu a zapfiCifiuje tim jeho
bolestivost, omezuje pohyblivost pacienta a miZe vést aZ k invalidit€. RA se stejn€ jako
vétdina ostatnich autoimunitnich onemocnéni vyskytuje vyrazné Castéji u Zen nez u
muzii, celkové postihuje aZ 1% populace. Prvni ptiznaky se objevuji nejcastéji ve Ctvrte
dekadg Zivota. Krom& zanétu kloubt je RA doprovéazena mimokloubnimi projevy, jako
je vaskulitida, serozitida nebo vznik revmatickych uzli. Béhem nemoci se stfidaji faze
remise a exacerbace, celkové se vak stav pacienta zhorS$uje a nemoc zkracuje Zivot az o
10 let.

Pfes dlouhotrvajici vyzkum neni stile zcela objasnéna etiopatogeneze nemoci.
Pravdépodobné se jedna o multifaktorialné podminéné onemocnéni, podil na vzniku ma
jak geneticka predispozice (n&které alely HLA genil, gend pro cytokiny a jejich
receptory), tak faktory vnéjsiho prosttedi (infekce, kouteni, stres).

Zcela znama neni ani imunologicka podstata nemoci. Plivodné se pfedpokladalo, Ze RA
je zprostfedkovana vyhradné CD4" T lymfocyty, ale postupné se od této hypotézy
upoustélo. Dnes se predpokladd, Ze se na patogenezi RA vyznamné podileji B
lymfocyty spole¢né s dal§imi slozkami vrozené a adaptivni imunity.

Hlavnai ulohou B lymfocyti v RA je produkce autoprotilatek detekovatelnych v séru
pacientii s RA. Vétina z nich ale neni specificka pouze pro RA a vyskytuje se také u
ostatnich autoimunitnich onemocnéni a zdravych jedinci. Aby mohla byt s jistotou
uréena diagnoéza, byly intenzivné hledany autoprotilatky, které by byly specifické
vyhradné pro RA. Takovymi autoprotilatkami jsou protilatky proti proteinim
obsahujicim citrulin, které maji jako marker ¢asné faze RA znaény prognosticky
potencial.

Moje diplomova prace byla zaméfena na analyzu B lymfocytl rozeznavajicich proteiny
obsahyjici citrulin. Tyto B lymfocyty jsou po diferenciaci v plazmatické buiiky
zodpovédné za vznik protilatek proti citrulinovanym proteinim. Cilem prace bylo
zjistit, zda je moZné B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin detekovat
pomoci syntetickych citrulinovanych peptidd, izolovat je a urcit, jaké imunoglobulinové
geny jsou u téchto B lymfocytd exprimovany. Abychom mohli 1épe poznat
imunologickou podstatu onemocnéni, zaméfili jsme se také na charakterizaci B

lymfocytarnich populaci pfitomnych v periferni krvi pacientd s RA. Vysledky prace by
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mohly vbudoucnu umozZnit syntézu antiidiotypovych protilaitek zaméfenych na
autoprotilatky pfitomné u konkrétniho pacienta. LéEbu by tak bylo moZné zahijit jiz
v ¢asném stadiu vyvoje, byla by mifena specificky a doSlo by k vyraznému zmirnéni

vedlejSich ucinkd.



3. LITERARNi PREHLED

3.1. Klinicky obraz

Jednim z hlavnich klinickych projevii revmatoidni artritidy (RA) je symetricky
chronicky zanét malych i velkych kloubd (ZVAIFLER, 1973). Jako prvni byvaji
postizeny malé klouby (zéaprstni, zapéstni a klouby prstii), pozdé€ji dochézi k poskozeni
také velkych kloubid (zejména ramenni, loketni, kolenni a kotnikové klouby). Pribéh
nemoci je tézko ptedvidatelny a projevy se mohou velmi li§it — od mirného priibéhu az
po vazné systémové onemocnéni, kdy je zanét kloubli doprovazen Cetnymi
mimokloubnimi projevy. Nejéastéji jde o vaskulitidu (zanét cév), serozitidu (zanét
sérézni blany) a vznik revmatickych uzli (pravdépodobné nasledek vaskulitidy male
cévy), které jsou tvofeny centralni nekrézou obklopenou proliferujicimi fibroblasty.
Mezi méné Casté komplikace patfi postizeni o¢i, plic, srdce, rtizné hematologické
abnormality, Feltyho syndrom (kombinace RA, splenomegalie a leukopenie), postizeni
jater, riznd neurologicka postiZeni nebo amyloidéza (ukladani amyloidu ve tkanich)
(PAVELKA et al., 2003). Dlouhodoba prognéza nemoci je nepfizniva — po 10 letech od
diagnézy vykazuje 50% pacientd vyznamné zhor$eni pohyblivosti, po 20 letech je jiz
80% pacientli znehybnéno (SCOTT et al., 1987). Celkové RA zkracuje Zivot aZ o 10 let
(VAN LEEUWEN et al., 1993). U ¢&asti pacientd s ¢asnou RA trvajici méné nez 4
mésice miiZze vzacné dojit ke spontanni remisi onemocnéni (RAZA et al., 2005).
Nejvyznamnéj§im projevem zéanétu kloubu je hyperplazie synovialni membrany, ve
krevni plazma se dostava do kloubni dutiny. Umoziiuje tak vznik zanétlivého infiltratu
tvofeného zejména makrofagy, aktivovanymi T lymfocyty, B lymfocyty, dendritickymi
a plazmatickymi butikami (FIRESTEIN a ZVAIFLER, 1990; FELDMANN et al., 1996;
THOMAS et al., 1999; DORNER a BURMESTER, 2003). Makrofagy tvoii v zanicené
synovii pies 80% z celkové bunééné populace (oproti 20-30% v normalni synovii), jsou
zde aktivovany a produkuji fadu prozanétlivych cytokind (IL-1, IL-6, TNF-c)
(CUTOLO et al., 1993). Vznik zanétlivého infiltratu spoleéné s nadmémou proliferaci
fibroblastli pfirozen¢ pfitomnych v synovidlni membrang piispivd k hypertrofii
synovidlni membrany, ktera je nadmémé prokrvena a otekla, na jejim povrchu se tvoii
klky a fibrinové ostriivky (PAVELKA et al., 2003). S postupem nemoci otok mizi a
klky atrofuji. Synovialni vystelka kloubu vyrazné proliferuje, je znaéné zvétsena a

zbytn€ld a tvofi prstovité vyb&zky (tzv. panus) proriistajici povrch chrupavky.
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Synovialni membrana hraje dileZitou roli ve vyzivé chrupavky. Pii zanétlivém procesu
je membréna znaén€ poskozena a chrupavka tak nemd byt z éeho vyZivovana.
Aktivované buiiky v panusu navic produkuji fadu degradacnich enzymd, které pfispivaji
k destrukci chrupavky a piilehlé kosti. Postupné zanét postihuje také kloubni pouzdra,
Slachy, vazy, labra a disky (PAVELKA et al., 2003) (Obr.1).

Zdravy kloub RA kloub

Proliferujici
synovidlni
membrdna
Synovidlni
membrdna

Infiltrujici
panus

Makrofig

Chrupavka Fibroblast

TaB
lymfocyty

Plazmaticka
burika

Chondrocyt
Kloubni
pouzdro

Dendritickd
burika

Obr.1 Srovnani kloubu postiZeného RA a zdravého kloubu

Uvnitt kloubu postizeného RA dochézi k tvorbé zanétlivé tkan€ zvané panus, ktera prorusta
chrupavku a od obvodu ji zaéina nahrazovat. Pozd€ji se panus rozsifuje také na ostatni ¢asti
kloubu. Zaroven dochazi k vazodilataci kapilar a venul synovialni membrany a krevni plazma
tak miiZe pronikat do kloubni dutiny, kde spolu s makrofagy, T a B lymfocyty a plazmatickymi
burtkami vytvaii zanétlivy infiltrat. Pozménény jsou také vazivové a dendritické buiiky kloubni
tkané .

Histologicky se v zanicené synovii vyskytuji tii radidlné usporadané vrstvy — centralni
(nekroticka), stfedni a vnéjsi. Centralni ¢ast vznika fibroidni degeneraci a nekrézou, je
pro ni charaktericky vyskyt IgM a IgG. Stfedni vrstva je tvofena palisddovym lemem
makrofagi, popiipadé mnohojadernymi buiikami, které obklopuji centralni zénu. Vnéjsi

vrstvu tvofi lymfocyty a plazmatické buiikky (PAVELKA et al., 2003).
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3.2. Etiopatogeneze arozvoj RA

Pfi¢ina vzniku revmatoidni artritidy neni doposud zndma, z mnoha studii je vSak
zfejmé, Ze se jedna o multifaktorialni onemocnéni podminéné polygenné s pfisp€vkem
faktorti vn&jsiho prosttedi (WANDSWORTH a BELL, 1992). Na genetické predispozici
se podileji zejména urcité alely HLA II genti (VENCOVSKY, 1996). Pro RA pacienty
kavkazské populace (obyvatelstvo evropského plivodu) jde pfedevSim o HLA-DRI1 a
HLA-DR4, pro nékteré jiné etnické skupiny také o dal$i antigeny. V kavkazské
populaci jsou asociovany alely DRB1*0101, DRB1*0404 a DRB1*0401, pficemz
(WEYAND et al., 1992; PAVELKA et al., 2003). DRB1 v nazvu oznacuje lokus alely;
* urluje, Ze se jedna o alelu; 04 oznacuje sérologickou specifitu; 01 je oznaceni alely na
zéklad® jeji aminokyselinové sekvence (RUZICKOVA a VENCOVSKY, 2001,
KOLESAR, 2004). Hlavni roli v patogenezi RA hraje tzv. sdileny (shared) epitop, ktery
se vyskytuje u vSech asociovanych alel. Jde o sekvenci 5 aminokyselin ve tfeti
hypervariabilni oblasti @B fetézce vazebného Zlabku pro peptid v pozici 70-74 (Gln-
Arg/Lys-Arg-Ala-Ala) (GREGERSEN et al., 1987; WEYAND et al., 1992) (tab.1). Pii
rozvoji onemocnéni se navic uplatiiuje tzv. efekt davky genu — tedy ¢im vice alel
odpovédnych za vznik revmatoidni artritidy jedinec ma, tim pravdépodobnéji RA
vyvine. Alely asociované s RA tvofi oproti neasociovanym alelam (napf. DR*0402,
DR*0403) relativné nestabilni DR-CLIP komplexy (komplex zabrafiujici navazani
vlastnich peptidi na MHC II molekulu), coz potencialné vede k prezentaci autoantigeni
a naslednému prolomeni autotolerance (PATIL et al.,, 2001). Pro ulohu HLA geni
sv&dci také pritomnost IgG4 autoprotilatek (zatimco izotypy IgG2 a IgG3 se vyskytuji
pouze velmi vzéacné€), kterd je charakteristicka pro produkci protilatek zavislou na T

lymfocytech (VOSSENAAR a VAN VENROOLJ, 2004A).

Pfi vzniku RA se vSak uplatiiuje také mnoho non-MHC gent. Byla vyvinuta hypotéza
tzv. dvousloZkového procesu, ktera tika, Ze alely uréitych genid predisponuji k rozvoji
autoimunitniho stavu obecné (napt. HLA II geny), zatimco na vzniku individualnich
forem RA i dalSich autoimunitnich onemocnéni se specificky podileji alely n&kterych
non-MHC genti (GLASS a GIANNINI, 1999). UvaZuji se zejména geny pro cytokiny a
jejich receptory (KLARESKOG et al., 2002), dile napf. promotor genu pro IL-10
(LARD et al.,, 2003), gen pro enzym peptidylarginin deiminazu 4 (peptidylarginin

deiminiza zplsobuje zaménu argininového zbytku v proteinu za citrulin) (SUZUKI et
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al., 2003), geny kodujici expresi molekul CD80 a CD86 (CORNELIS et al., 1998) nebo
promotor genu pro FCRL 3 (Fc receptor-like gen 3) (IKARI et al., 2006).

Alela Aminokyselinova sekvence (70-74) | Asociace s RA

HLA DRB1*0101 Gln-Arg-Arg-Ala-Ala +
[HLA DRB1*0401 Gln-Lys-Arg-Ala-Ala T
HLA DRB1*0402 Asp-Glu-Arg-Ala-Ala -
HLA DRB1*0403 GIn-Arg-Arg-Ala-Glu -
HLA DRB1*0404 Gln-Arg-Arg-Ala-Ala +
HLA DRB1*0405 Gln-Arg-Arg-Ala-Ala +
HLA DRB1*0408 GIn-Arg-Arg-Ala-Ala +
HLA -Dw16 Gln-Arg-Arg-Ala-Ala +
HLA DRB1*1001 Arg-Arg-Arg-Ala-Ala -
HLA DRB1*1402 GIn-Arg-Arg-Ala-Ala +

Tab. 1 Porovnani aminokyselinové sekvence u asociovanych a nékterych
neasociovanych alel

Pro v8echny alely asociované s RA je charakteristicka sekvence 5 aminokyselin ve
tteti hypervariabilni oblasti 3 fetézce vazebného zlabku pro peptid v pozici 70-74
(GIn-Arg/Lys-Arg-Ala-Ala), tzv. sdileny epitop. Alely DRB1*0101, DRB1*0401
a DRB1*0404 jsou charkteristické pro kavkazoidni populaci, alely DRB1*¥1402 a
HLA-Dw16 pro nékteré americké Indiany, alela DRB1*0405 pro japonskou

populaci. U neasociovanych alel jsou odlisné aminokyseliny ozanéeny ¢ervene.
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Obr. 2 Vzajemna spolupriace bunék pri vzniku a udrZovani zanétu u RA
K aktivaci T buné€k dochazi po navazani antigenu prezentovaného APC burikou na
prislusny T bunéény receptor (TCR). Aktivované T lymfocyty nasledné produkuji
prozanétlivé cytokiny, jako jsou interleukin 2 (IL-2), IL-17 a IFN-y. IL-2 je zodpovédny za

klonalni expanzi T lymfocytd. IL-17 se podili na aktivaci osteoklastil, coz ma za nasledek

rozpad kostni tkdn€é. IFN-y stimuluje makrofagy kprodukci velkého mnozstvi

prozanétlivych cytokint, jako je IL-1, IL-6 nebo TNF-« (Panayi, 2005). T lymfocyty po
aktivaci zacinaji rist a na svém povrchu exprimuji fadu molekul, jako je CD69, TNF-¢,
ligand pro RANK (RANKL) nebo ligand pro osteoprotegerin. Kazda z téchto molekul se
podili na aktivaci n€kterého typu bun¢k a podporuje tak rozvoj zanétu. CD69 napomaha
aktivovat makrofagy, TNF-« synovidlni fibroblasty a RANKL a ligand pro osteoprotegerin
hraji dalezitou roli v aktivaci osteoklasti (Panayi, 2005). Aktivované T lymfocyty mohou
navic aktivovat makrofagy pfimym mezibunéénym kontaktem. VSechny tyto déje vedou

spoleéné ke vzniku a udrZeni chronického zanétu (Panayi, 2005). Role CD8" T lymfocytt
pfirozvoji RA je stéle nejista.

-14 -




Dilezitym faktorem je pohlavi, u Zen se RA vyskytuje 2,5x cast€ji neZ u muZzi.
Konkordance u jednovaje¢nych dvojcat je 15-30%, coZ ukazuje na dileZitou ulohu
faktorti vngj$iho prostiedi (VENCOVSKY, 1996). Témito faktory miize byt naptiklad
sters, koufeni (zejména u RF pozitivnich pacientli navic zvySuje riziko vyskytu
revmatickych uzli) (NYHALL-WAHLIN et al, 2006), uZivani hormonalni
antikoncepce (GABRIEL, 2001) nebo infekce (ALBANI et al., 1995). O fad€ bakterii
nebo virli je znamo, Ze mohou vyvolat artritidu u zvitat (LORENZ et al., 2006). U lidi
se uvazuje o roli EBV, mykobakterii nebo retrovirti (napt. K10), Zadna z té€chto hypotéz

v§ak nebyla potvrzena (VENCOVSKY, 1996; EJTEHADI et al., 2006).

U geneticky predisponovanych jedincd spousti vnéj$i podnét kaskddu bunécnych a
molekulamich reakci, kterd vede ke vzniku RA (KOTZIN, 2005). Mezi po¢ate¢nim
impulsem a skute¢nym vznikem nemoci miZe byt viak az nékolik let (VOSSENAAR a
VAN VENROOIJ, 2004B). Jak je patrno z obr.2, zanétlivého procesu se ucastni mnoho
typt bunék, v€etné monocytd, makrofagli, B a T lymfocytl, endotelidlnich bunék a
fibroblastd. Na zéklad€¢ poslednich vyzkumi je stale vétsi dilezitost pfikladana B
burikdm. Hypotézy ptedpokladajici jejich znaény podil na rozvoji RA vychazeji
ptedevS§im z vysledki studii mySich transgennich modeld RA (SILVERMAN a
CARSON, 2003) a z velmi usp&sné 1é€by RA pomoci protilatky zvané Rituximab, ktera
se specificky vaze na B lymfocyty (EDWARDS et al., 2004).

Pro aktivaci B lymfocytl je velmi dilezita exprese kostimulaéni molekuly CD40, ktera
interaguje s molekulou CD40L (CD154) na povrchu aktivovanych CD4" T lymfocytd.
reakce pfi RA. B builky poskytuji kostimulaéni signaly nutné pro aktivaci a klonalni
expanzi CD4" T bunék (PANAYI, 2005) a stimuluji jejich migraci do zanicené tkan&
(TAKEMURA et al., 2001). Aktivované T lymfocyty stimuluji non-T efektorové buiiky
v€etné B lymfocytl k produkci prozanétlivych cytokind. DileZité jsou zejména TNF-«
a IL-1 (FONTENOT et al., 2003), ale také IL-6 a IL-10, které zpétnou vazbou pozitivné
stimuluji B buriky a zanétlivé procesy jsou tak opakované vyvolavany. Aktivita B bunék
je u pacientli s RA vyssi neZ u zdravych jedinci, stejné tak jako jejich mutaéni aktivita
v zanicené synovialni tkani (DORNER a BURMESTER, 2003). Navic cytokiny
produkované aktivovanymi B lymfocyty mohou ovlivnit funkci antigen prezentujicich
dendritickych bun¢k (DORNER a BURMESTER, 2003). B buitky dale produkuji
autoprotilatky a hraji dileZitou roli jako antigen prezentujici buiiky (APC).
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3.3. LétbaRA

wewr

kloubu dochéazi béhem prvnich dvou mésicli po nastupu onemocnéni a zmény jsou
nevratné (MACHOLD et al., 2002; ALETAHA et al., 2005). Souc¢asné metody 1é¢by
jsou schopné postup destrukce zastavit nebo alespoii vyrazné zpomalit (SMOLEN a
STEINER, 2003). S ohledem na stav pacienta a protilatky pfitomné v séru (typ, titry) a

jejich prognosticky vyznam je nutné volit pro kazdého jedince individualni 1é€bu.

3.3.1. Analgetika a nesteroidni antirevmatika

Analgetika a nesteroidni antirevmatika (NSA) se podavaji v aktivni fazi nemoci spolu
s jinymi 1éky a slouZi pouze jako symptomaticka lé¢ka, pti¢inu neodstratuji. Odpovéd’
na tyto 1éky je u kazdého pacienta odlisna, a proto bylo vyvinuto vice druhii NSA.
Nevyhodou jsou mozné neZadouci u¢inky (PAVELKA et al., 2003)

3.3.2. Chorobu modifikujici antirevmatické léky

Chorobu modifikujici antirevmatické léky (disease modifying antirheumatic drugs —
DMARDs) narozdil od NSA potlacuji piimo zanétlivou reakci a omezuji tak destrukci
kloubu (PANAYT et al., 2005). Patfi sem napiiklad cyklosporin A, antimalarika nebo
soli zlata, z nové&jSich pak methotrexat a sulfasalazin. Vyhodou modernéjsich DMARDs
je rychlejsi nastup ucinku. Typ DMARDs se uréuje podle prognostickych ukazateld, u
onemocnéni s nepfiznivou prognézu se vyuziva kombinace 2 typd 1ékd. VétSina

DMARD:s neni pacientem tolerovana vice jak dva roky (PAVELKA et al., 2003).

3.3.3. Synoviortéza
VyuZiva se zejména tzv. radiosynoviortézy, tedy podani radioizotopt (napf. yttrium) do
kloubni dutiny. Ugelem synoviortézy je razantni potladeni zén€tu a hyperplazie

synovie. Plivodni obavy z moZného poskozeni chromozomi pii radiosynoviortéze se

ukazaly jako neopodstatnéné (PAVELKA et al., 2003).

3.3.4. Kortikosteroidy

-----

Kortikosteroidy jsou rychle a intenzivné pisobici protizanétlivé léky a maji &asto
pfiznivy vliv také na mimokloubni projevy RA. Jejich uginek se vsak s postupem
onemocnéni ztraci. Nevyhodou jsou ¢asté vedlejsi u¢inky, zejména vznik osteoporézy
(VAN STAA et al., 2000). Kortikosteroidy Ize podavat rovnéZ intravendzng, tento

zplsob v3ak neni zcela bezpe¢ny a miize mit aZ fatalni disledky (selhani srdce, zavazné
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infekce), proto se pouZivd pouze pfi Zivot ohroZujicich stavech. Déle je moZné
nitrokloubni podani, které vede k ovlivnéni lokalniho zénétu kloubu a nékterych

mimokloubnich projevii (PAVELKA et al., 2003).

3.3.5. Biologicka lécha
3.3.5.1. Anti-TNFa

identifikovan TNFq, jehoZ inhibice vede ke sniZeni aktivity RA. Jako inhibitory se
vyuZivaji plné humanni anti-TNFa monoklondlni protilitka (D2E7), mysi
humanizovana anti-TNFa monoklonalni protilatka (CDP571), chimericka lidska/mysi
anti-TNFa monoklonalni protilatka zvana Infliximab, pln€¢ humanizovana monoklonalni
protilatka proti TNFa Adalimumab a rozpustny receptor pro TNFa zvany Entanarcept -
jde o fuzovany protein obsahujici 2 rekombinatni p75 TNFo receptor a Fc segment
lidského IgG1 (MORELAND et al., 1997).

3.3.5.2.  Rituximab

V soudasné dobé se v biologické 1é€bé vyuziva také novy 1ék Rituximab, ktery byl
pivodné vyvinut pro 1é¢bu B bunéénych malignit (CLL, NHL). V terapii RA se zacal
zkouset s objevenim ulohy B bun€k na rozvoji onemocnéni. Jedna se o chimerickou
lidskow/mysi monoklonélni protilatku specificky se vaZici na CD20" antigen B bungk,
komerén& zvanou MabThera®/Rituxan® (Roche Pharmaceuticals, Basilej, Svycarsko;
Genentech, South San Francisco, USA; IDEC Pharmaceuticals, San Diego, USA)
(OLIGINO a DALRYMPLE, 2003). Rituximab se sklada z lidskych konstantnich
domén téZzkého fetézce IgG, a konstatnich domén lehkého fetézce k a mySich
variabilnich domén (ROUZIERE et al, 2005). CD20 molekula je 32 kDa
neglykosylovany fosfoprotein, ktery je pfitomny na B butikach vSech vyvojovych stadii.
Na ostatnich typech bun¢k vcetné plazmatickych bun€k pifitomny neni (RILEY a
SLIWKOWSKI, 2000), vazba Rituximabu na B buiiky je proto vysoce specificka a
zplsobuje vyznamné sniZeni jejich poétu tak, Ze B lymfocyty nejsou dlouhodobé
(obvykle 6 — 9 mésici) detekovatelné v cirkulaci pacienta (EDWARDS et al., 2004;
GORMAN et al., 2003). Ke sniZeni poétu CD20" B bungk dochazi n&kolika zpiisoby,
z nichZ nejduilezitéjsi jsou tyto tfi:

1) Cytotoxicita zavisla na protilatkach (CLYNES et al., 2000), kdy je diky vazbé
CD20 na Fcy receptor lyza CD20" B bunék zprostiedkovana cytotoxickymi T (Tc)
lymfocyty, monocyty a makrofagy.
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2) Stimulace CD20" B lymfocytt k apoptéze (REFF et al., 1994).

3) Deplece B lymfocytd zprostiedkovana aktivaci komplementové kaskady a
naslednou tvorbou lytického pdru, ktera je zptisobena souc¢asnou vazbou Rituximabu na

CD20 molekulu a Cl1q (REFF et al., 1994).

Pravdépodobnym nasledkem vymizeni CD20" B lymfocytii z cirkulace je také vyrazné
a dlouhodobé sniZeni hladiny autoprotilatek, napi. RF (EDWARDS et al., 2004).
Rituximab se pouziva rovnéz v kombinaci snékterymi DMARDs (cyklofosfamid,
methotrexat) nebo kortikosteroidy (GORMAN et al., 2003; EDWARDS et al., 2004).
Pfi 1é€bé pomoci Rituximabu dochazi k vyznamnému zmiméni projevii nemoci, pii
1é¢bé€ v kombinaci s jinymi 1é¢ivy, zejména methotrexatem jsou vysledky jeste slibnéjsi
(EDWARDS et al., 2004). Léc¢ba Rituximabem je pacienty dobfe snaSena a rozvoj
imunitni reakce proti Rituximabu je vzacny (EDWARDS et al., 2004). Navic CD20
molekula neni pfitomna ani na B bun&nych prekurzorech, coZ umoziuje po skonceni

1é¢by obnovu B bung&k v kostni dfeni (ROUZIERE et al, 2005).

3.3.5.3.  Dalsi biologicka lécha

Kromé anti-TNFa a Rituximabu se zkouselo také podavani monoklonalnich protilatek
proti CD4, CD7, CDwS52, CD5, ICAM-1, IL-2R a IL-1, 1é¢ba vSak neméla Zadany
uc¢inek (ECKSCHLAGER et al., 1999) . Jako potencialni cil 1é¢by se jevi také BAFF (
B-cell activating factor), jehoZz mnoZstvi je nejen u RA, ale také u dalSich
autoimunitnich onemocnéni zprostfedkovanych B lymfocyty (systémovy lupus
erythematodes, primarni Sjogreniv syndrom), signifikatné zvyseno (WEINSTEIN et
al., 2004).

3.3.6. Nemedikamentozni lécba

Jako podpora uzivanych 1€kl se vyuZivd nemedikament6zni 1é¢ba. Ke zmirnéni
zénétlivych procesii vyznamnou mérou pfispiva klid — k lokalnimu zklidnéni se vyuziva
dlaha nebo ortéza, pro zmimnéni zatéZe u nosnych kloubii opémé pomicky (hole), ke
zklidnéni systémové zanétlivé odpovédi je vyuZivan klid na 1iZku. Pohyb a cviéeni sice
napomaha rozvoji zanétu, ale terapie musi byt vZdy doplnéna odbornou rehabilitaci.
Jako dalsi pomocné procedury se vyuZziva kryoterapie (1éba chladem), elektroterapie,
ultrazvukova terapie, magnetoterapie nebo terapie laserem. Krajnim fesenim je operace

(Castetnd nebo uplnd synovektomie), jde ale pouze o symptomatickou 1é¢bu. Jako
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posledni mozZnost miize byt pouZito také ozafeni lymfatickych uzlin nebo dokonce

transplantace kostni dfené¢ (PAVELKA et al., 2003)

3.4. B lymfocyty v RA

Uloha B lymfocytt v rozvoji RA nebyla dlouhou dobu pokladana za pfili§ podstatnou.
Kvili nemoZnosti korelace mnoZstvi autoprotilatek v periferni krvi a stavu pacienta,
byla RA povazovéana za onemocnéni, na jehoZ rozvoji se podileji prakticky vyhradn€é T
lymfocyty, konkrétné CD4" T lymfocyty. Také poéet T bun€k v synovialni tkani
postizené RA je vyrazné vyssi nez podet B bun€k a mnozZstvi prozénétlivych cytokind
produkovanych T lymfocyty je znaéné (WEINSTEIN et al., 2004). S postupujicim
vyzkumem bylo oviem prokazano, Ze samotné T lymfocyty nejsou pro rozvoj a udrZeni
RA dostacujici a Ze jejich aktivace v revmatoidni synovii je zavisla na pfitomnosti B
lymfocyti (TAKEMURA et al., 2001). Navic eliminace autoreaktivnich B lymfocyti,
naptiklad pomoci 1éku Rituximab, vede k vyraznému zlepSeni onemocnéni
(EDWARDS et al., 2004). B buiiky tak piestaly byt povazovany pouze za zdroj
protilatek a je jasné, Ze v patogenezi RA maji mnohem vice kriticky dileZitych roli

(WEINSTEIN et al., 2004).

Pro RA je nejdilezitéjsi ptitomnost B lymfocytd v zanicené synovii, kam jsou
chemotakticky pfitahovany zejména chemokiny CXCL9 a CXCL12, které se vazi na B
bunééné receptory CXCR3, resp. CXCR4 (ODENDAHL et al., 2004). Nejzietelngjsi B
bunécnou funkci je jiZ zminéna produkce autoprotilatek, at’ uz se jednd o aCCP, RF
nebo nékteré dalsi méné Casté autoprotilatky. Velmi diileZitou funkci plni B lymfocyty
také jako antigen prezentujici butiky (APC). B buné&ny receptor (BCR) se sklada
z povrchové vazaného imunoglobulinu a molekul Iga a IgB (CD79a, CD79b) (HOREJSI
a BARTUNKOVA, 2005). Povrchovy imunoglobulin (nej¢astéji IgD nebo IgM) je
schopny navazat také antigeny, které se v okoli vyskytuji pouze ve velmi omezeném
mnoZstvi. Tento antigen B buiika nasledné roz$tépi na antigenni peptid a pomoci HLA-
DR4 molekuly ho prezentuje T lymfocytim. B lymfocyty tak diky specifické vazbé
plisobi jako 100 — 1000x schopnéjsi aktivatory T bunék v porovnani s ostatnimi APC,
jako jsou makrofagy nebo dendritické buiiky (KOTZIN, 2005; PANAYT, 2005). Funkci
B lymfocytli je rovnéZz produkce cytokini (napf. TNF-o, TNF-B, LT-B), které jsou
nezbytné pro diferenciaci FDC v sekundarnich lymfoidnich organech, spravnou funkci
lymfoidnich organd a podporuji vznik germinalnich center vé&etné ektopickych

(ROUZIERE et al., 2005).
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3.4.1. Vznik autoreaktivnich B lymfocyti

Navozeni B buné&¢né autotolerance je proces ovliviiovany mnoha faktory, jako je
koncentrace antigenu v okoli, hormonalni prostiedi (Zeny jsou autoimunitnimi
chorobami postihovany vyrazné ¢astéji nez muZi) nebo exprese rozlicnych molekul,
které reguluji silu BCR vazby, funkénost signalizaénich drah a produkci cytokini. Mira
negativni selekce se proto miiZe v jednotlivych ptipadech velmi lisit a B buriky, které by
byly za normadlnich okolnosti eliminovany, mohou v uréitém prostiedi prezivat

(WEINSTEIN et al., 2004).

Ke zménam ve funkci B bun€k vsak dochazi nejen u RA, ale také u mnoha dalSich
autoimunitnich onemocnéni, jako je systémovy lupus erythematodes (SLE), primarmi
Sjogreniv syndrom (pSS), myastenia gravis nebo diabetes mellitus (ROUZIERE et al.,
2005). U v8ech nemoci, na jejichZ rozvoji se podileji autoreaktivni B buiiky, je vZdy
ptitomen defekt negativni selekce B bunék. Ten je zptlisoben bud’ vétsi schopnosti B
bunék prezit, zvySenou citlivosti k cytokinim poskytujicim pozitivni signaly nebo
zvySenou citlivosti ke kostimulaci pomoci T lymfocytl. Porucha se oviem nemusi tykat
pouze B bunék, ale také T bunék nebo dendritickych bunék, které jsou nachylnéjsi
k aktivaci a produkuji cytokiny umoziiyjici B burikam uniknout negativni selekci nebo

davaji B burikdm nespravny kostimulaéni signal (WEINSTEIN et al., 2004).

3.4.2. Ektopicka germindlni centra

V synovialni membrané kloubu postiZzeného revmatoidni artritidou se nachazeji utvary
strukturné, bunéfn€ a CasteCné také funkéné podobné germindlnim centrim (GC)
sekundarnich lymfoidnich organti, ve kterych dochazi k afinitni maturaci protilatek pii
sekundarni fazi protilatkové odpovédi (SCHRODER et al., 1996; KIM et al., 1999;
ITOH et al., 2000A; HOREJSI a BARTUNKOVA, 2005). Tyto ttvary se nazyvaji
ektopickd germinalni centra nebo také pseudogerminalni centra (SCHRODER et al.,
1996; KIM et al., 1999). Skladaji se zcentralni, tmavé zony obsahujici hlavné B
lymfocyty a svétlé zony, ktera centralni obklopuje a obsahuje zejména folikularni
dendritické buiiky (FDC). Prvnim krokem pro vznik ektopického germinalniho centra je
tvorba FDC sité stimulovana prozanétlivymi cytokiny TNF-« a lymfotoxinem-o (LT-c
TNF-B) produkovanymi B lymfocyty (obr.3). V pogatku onemocnéni jsou ektopicka GC
pomé€mé vzacnd a formuji se az se zménou morfologie synovialni tkané (KIM et
al.,1999).
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Obr. 3 Mechanismus vzniku ektopickych germinalnich center

B lymfocyty ptitomné v synovii plisobi jako antigen prezentujici buriky (APC) a poskytuji
stimulaéni signdly CD4" T buiikam, které nasledné stimuluji B lymfocyty k produkci
prozanétlivych cytkokinti. Ty podporuji vznik ektopickych germinédlnich center a zaroven
znovu stimuluji B lymfocyty a umoZiuji tak vznik kolob&éhu a udrZeni zanétlivého
procesu (KIM et al., 1999; SHIOKAWA et al., 2003)

Mala, vznikajici ektopicka GC obsahuji spiSe Ty lymfocyty a pouze velmi maly podil B
lymfocyti, zatimco velka centra obsahuji ptedevsim B lymfocyty (YANNI et al., 1992).
Kromé folikularmich dendritickych buné€k, B lymfocyti a Ty lymfocyti obsahuji
ektopicka GC také synovialni fibroblasty a makrofagy (SCHRODER et al., 1996; KIM
et al.,, 1999). B butiky vznikajici v centralni zné postupné migruji do svétlé zény a
soutéZi zde s folikularnimi dendritickymi butikami o antigen. Pokud dostanou podptrny
signal od pfitomnych T bunék, pfeZivaji a mohou se dale diferencovat v pamétové
nebo plazmatické burky, které produkuji vysoce afinni a vysoce specifické
autoprotilatky (KIM et al.,, 1999). Postupné s délkou nemoci dochazi k akumulaci
mutaci ve Vy genech B lymfocyti pfitomnych mezi folikularnimi dendritickymi
burikami (KIM et al., 1999).
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RozloZeni B lymfocytl pfitomnych v zanicené synovialni membrané a pfistup k antigen
prezentujicim buiikdm jsou u jednotlivych pacienti velmi rozdilné a maji za nasledek
riznou intenzitu onemocnéni. V zasad& existuji tféi moZnosti rozmisténi B lymfocytd

v revmatoidni synovii. B buriky mohou:

1) vytvafet sekundami folikularni struktury

2) vytvaret utvary podobné folikulim s nepravidelnou siti FDC
3) byt difizné rozptyleny po zanicené tkani

Tvorba folikuli ma za nasledek rozvoj RA se systémovymi projevy, zatimco difuzni
uspofadani ma za nasledek pouze velmi mirnou manifestaci choroby (KRENN et al,

2000).

V ektopickych germinalnich centrech dochazi k né€kolika zasadnim déjiim dudleZitym

v rozvoji RA:

A) Klonalni expanze a (auto)antigenem Fizend selekce

Klonalni expanze je diisledkem autoantigenem fizené imunitni odpovédi (SHIOKAWA
et al., 2003). Zucastiiyji se ji jak pamét'ové, tak aktivované B buriky, probiha in situ a
zapfticiniuje vznik B lymfocytli s omezenou variabilitou BCR, které mohou reagovat na
lokalni autoantigeny (ITOH et al., 2000A). Expandujici B lymfocyty jsou v synovialni
tkani pfitomné po celou dobu zanétu (ITOH et al., 1999; SHIOKAWA et al., 2003).
Autoantigenem fizena selekce zvySuje afinitu autoreaktivniho BCR a B lymfocyty ji

mohou podstoupit vicekrat (ITOH et al., 2000A),

B) Exprese rekombinaci aktivujicich genii Rag 1 a Rag 2 a revize receptoru

Proteiny produkované Ragl a Rag2 geny stimuluji pfeskupovani variabilnich oblasti
gend pro t&Zké fetézce imunoglobuling, tzv. revizi receptoru (SCHRODER et al., 1996;
KIM et al., 1999; ITOH et al., 2000A). Podstupuji ji buiiky, které nevazi antigen s
dostatecnou afinitou (ITOH et al., 2000A; WILSON et al., 2000) a revize receptoru je

tak jedna z moZnych cest ke vzniku autoimunity.

C) Diferenciace B bunék v plazmatické buriky

Poslednim a velmi podstatnym dé&jem, ke kterému v ektopickych GC dochazi je jiz
zminéna diferenciace B bun€k v plazmatické buiiky a nasledna produkce autoprotilatek

(ZVAIFLER et al., 1973; KIM et al., 1999). Plazmatické buiiky maji v synovialni tkani
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pomémé dlouhou Zivotnost (vice neZ jeden rok), a proto se u pacientli s RA akumuluji a
obklopuji zanétlivy infiltrat (ZVAIFLER et al., 1973; KIM et al., 1999; MOSER et al.,
2006). Velké mnozstvi plazmatickych bunék se vyskytuje zejména v synovialni
membrané pacientli s dlouhotrvajici synovitidou. Naproti tomu Zivotnost B bunék je

v synovialni tkani velmi omezena (KIM et al., 1999).

Soucasnym pisobenim vSech téchto mechanismid vznikd novy repertoar B bunék
s velmi vysokou afinitou k antigenu. Kazdy konkrétni pacient mé tak pouze omezeny
soubor imunitnich bunék, typicky pro kazdy jednotlivy kloub postizeny revmatoidni
artritidou. Majoritni zastoupeni maji pfedev§im Vyl a Vy3 genové rodiny obsahujici
somatické mutace zejména v CDR3 oblastech (VAN ESCH et al., 2003). Podobné¢ B
bunééné klony ale mohou byt pfitomny na odlisSnych oddélenych mistech (SHIOKAWA
et al., 2003).

V synovialni membrané kloubu postizeného RA dochazi k masivni klonalni expanzi
nejen B, ale také T lymfocytd (KIM et al, 1999), oba typy bun€k navic uzce
spolupracuji. Omezeny repertoar B a T bun€k u pacienti s RA souvisi s malym
mnoZstvim poskytovanych autoantigent, které jsou neustale burikam k dispozici. Pocet
autoreaktivnich bunék a jejich afinita tak s délkou trvani nemoci narista (ITOH et al.,
2000A, B).

Piestoze ektopicka GC jsou klasickym GC velmi podobna, vznikaji v prostiedi, které za
normalnich okolnosti diverzifikaci B bunék nepodporuje a nedavaji jim stejné typy a
mnozstvi diverzifikaénich signali jako GC. To vede krozdilim v zapojenych
mechanismech (somatické mutace, revize receptoru) a v jejich regulaci. Nulova selekce
vzniklych mutaci a pfestaveb miZe vést ke vzniku nefunkéniho BCR nebo také

k iniciaci autoimunity (ITOH et al., 2000A).

3.5. Autoprotilatky u RA

Jednou z charakteristik revmatoidni artritidy je pfitomnost autoprotilatek v cirkulaci,
které mohou pfimo pfispivat ke vzniku zanétu. Burky sekretujici protilatky se nachazeji
v kostni dfeni, sliznicich a chronicky zanicenych tkanich (ODENDAHL et al., 2004).
Pfestoze jak pacienti sRA, tak zdravi jedinci maji v periferni krvi mnoho
prekurzorovych B bungk, které by po aktivaci byly schopné produkovat autoprotilatky,
nejsou tyto buiiky pravdépodobné odpovédné za produkci autoprotilatek

detekovatelnych v séru (REPARON-SCHUIIT et al., 2001). Autoprotilatky, které maji
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majoritni podil na rozvoji RA, jsou produkovany pfimo v misté zanétu plazmatickymi
burikami p¥tomnymi v ektopickych germinalnich centrech (SCHRODER et al., 1996,
KIM et al., 1999). Hladiny imunoglobulind v synovii zanicené¢ho revmatického kloubu

mohou dosahnout stejné vyse jako ve sleziné (MASSON-BESSIERE et al., 2000).

3.5.1. Mechanismus tvorby autoprotildtek

Protilatky se skladaji ze ¢&tyf polypeptidi — dvou identickych téZkych a dvou
identickych lehkych fetézci. Existuji dva typy lehkych fetézci — k a A, mezi kterymi
nejsou zadné funkéni rozdily. TéZky fetézec je s druhym té€Zkym fetézcem a s lehkym
fetézcem spojen disulfidickymi mistky. Antigenni specifita dané protilatky je dana
zhruba 110 aminokyselinami na NH; terminalnich doménéch tézkych i lehkych fetézct,
které tvofi tzv. variabilni oblast. Konstantni oblasti t€Zkych fetézcl jsou rozdilné podle

izotypu imunoglobulinu, konstantni oblasti lehkych fetézci se navzajem nelisi

(SERREZE, 2001).

Geny pro imunoglobulinové fetézce se nachazi na chromozomu 14 (geny pro tézky
fetézec), 2 (geny pro lehky fetézec k) a 22 (geny pro lehky fetézec N). Existuje 7
genovych rodin variabilni oblasti t€Zkého fetézce nazyvanych Vy1-Vy7 a rozliSovanych
podle signalni sekvence. VSechny jsou minimalné z 80% homologické (WILSON et al.,
2000). Geny pro lehké 1 té€zké fetézce imunoglobulini obsahuji tfi CDR
(complementarity determining region) oblasti a ¢tyfi FR (framework region) oblasti.
CDRI1 a CDR2 jsou kédované pouze Vy geny, oblast kodujici CDR3 se sklada z 3°
konce Vy tseku, celého Dy usek, S'konce Jy tiseku a N nukleotidd, které jsou ndhodné
pfidavany na Vy-D a D-Jy spoje (SHIOKAWA et al., 2003). Pro klonalni analyzu B
lymfocyti je dilezita zejména CDR3 oblast téZkého fetézce (HCDR3), jednotlivé klony
vykazuji zna¢nou homologii aminokyselinovych sekvenci v CDR3 oblastech (RAATS
et al.,, 2003). Délka HCDR3 je velmi variabilni (5-35 tripleti), ale je charakteristicka a
prakticky neménna pro ¢leny jednotlivych klont, a proto miZe byt vyuZivana pro jejich
identifikaci. U zdravého jedince se rozsah délek HCDR3 oblasti rozprostird na
Gaussove kfivce s vrcholem na délce 15 tripletd, posun jakymkoliv smérem signalizuje
specifickou B buné¢nou klonalni expanzi. Také v ramci klond ovem dochézi k ur¢ité

diverzifikaci a jednotlivi élenové klonu mohou obsahovat rozdilné mutace (ITOH et al.,
2000A)
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Pii tvorbé autoprotilatek jsou vyuZivany mechanismy platné pro tvorbu protilatek
obecné — tj. pomoci mechanismu vybéru (selekce) a pfeskupovani imunoglobulinovych
segmentl (gene rearrangement) se vytvari molekula mRNA kodujici t€zky a nasledné
také lehky Ig fetézec. Pfeskupovani imunoglobulinovych segmentii probiha synchronné
na obou chromozomech (HOREJSI a BARTUNKOVA, 2005).

Prvnim krokem tvorby protilatek je D-J pteskupeni, pfi kterém dochazi k vyStépeni
oblasti mezi jednim z D segmentt a nékterym J segmentem. Nasleduje vystépeni oblasti
mezi vzniklym D-J usekem a n€kterym V segmentem tak, Ze nevyStépen zlistane pouze
jeden D segment. Pokud je jeden chromozom s takovouto piestavbou schopen
produkovat té€Zké fetézce, je preskupovani zastaveno také na druhém chromozomu a
burika tak produkuje pouze jeden typ t€Zkého fetézce. Tomuto procesu se fika alelicka
exkluze a jeho mechanismus neni dosud pfesné znam. Jako prvni se vytvéieji C,
fetézce, jejichZz geny jsou nejblize VDJ seskupeni. Burika, kterd je schopna tvofit pu-
fetézce, se nazyva pre-B lymfocyt ma na svém povrchu tzv. pre-BCR, ktery se sklada
z tézkého ftetézce a tzv. nahradniho lehkého fetézce tvoteného proteiny VpreB a A5
(HOREJSI a BARTUNKOVA, 2005). Na preskupovani genti se podileji zejména tii
enzymy — produkty genu Ragl a Rag2 a kindza Prkdc (protein kinase, DNA-activated,
catalytic polypeptide). RAG1 a RAG2 nejsou ptes znacnou podobnost funkci sekvenéné
ptibuzné (SERREZE, 2001).

Pfeskupovani lehkych fetézch probiha podobné jako u tézkych, rozdily jsou zavislé na
jednodussi struktufe (kromé absence D segmentu maji také mensi podet V a J useki).
Piestavba zaCind pieskupovanim lehkého ftetézce k a probiha soubéZné na obou
chromozomech, dokud neni fetézec schopny vytvaret s H fetézcem stabilni povrchovy
IgM. Také pii pteskupovani lehkych fetézcd se uplatiiuje alelicka exkluze. K zahajeni
pfestavby A fet€zl dochazi pouze v piipadé, Ze rearrangment k fetézcl neni UspéSny ani
na jednom z chromozomi. Tato pfestavba probiha obdobnym zpisobem a pokud opét
neni Uspé€Snd, buiika zanikne. Stejny osud &eka buiiku v piipadé, Ze neni schopna
vytvafet stabilni dimery H a L fetézcl, a neni tudiZ schopna vytvafet kompletni
povrchovy IgM (HOREJSI a BARTUNKOVA et al., 2005). U &loveka ma zhruba 60%
protilatek lehky fetézec k (KUPPERS et al., 1993), u autoprotilatek je viak vyrazng
vy88i podil imunoglobulinii obsahujicich A\ fetézec (RAATS et al., 2003). V pfipadé
Usp&3ného pokusu a nasledné expresi IgM se zpre B lymfocyti stiva nezraly B

lymfocyt (HOREJSI a BARTUNKOVA, 2005). V uréitych patologickych piipadech
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(napf. u autoimunitnich chorob) neni vybér Vy a VL geni neomezeny a parovani tedy

neni moZné povazovat za nahodné (VAN ESCH et al., 2003).

Nahodnost pfeskupeni mezi V a J segmenty a asociace samostatnych lehkych a téZkych
fetézcl ma za nasledek obrovskou rozmanitost vznikajicich B lymfocytd. Variabilita
miZe byt navic podpofena také tzv. spojovaci variabilitou, tedy tim, Ze pfeskupovani
neni vzdy pfesné a ¢asto dochazi k deleci nukleotidi z 3 'konce V segmentu, z 5 konce J
segmentu a u tézkych fetézcd také z obou koncii D segmentu. Navic jsou terminalni
transferazou (TdT) nahodné piidavany nukleotidy (tzv. N-sekvence) na spojeni
pteskupenych genovych segmentii. Variabilita rovnéZ naristd somatickymi mutacemi
jiz pteskupenych V segmenti po styku zralého B lymfocytu s antigenem
prezentovanym na povrchu folikularnich dendritickych bung¢k (HOREJSI a
BARTUNKOVA, 2005). URA je v8ak v disledku omezeného mnoZstvi poskytovaného
antigenu a antigenem fizené stimulace a selekce B lymfocytl v ektopickych GC
omezena exprese gend germinalni linie. Vy alely vyskytujici se u jednotlivych jedincti
jsou pravdépodovné diisledkem rozdilné genetické predispozice. V B lymfocytech
izolovanych ze synovialni tekutiny pacientli s RA pfevladaji zejména Vyl a Vi3, ale
také Vy4 imunoglobulinové rodiny (RAATS et al., 2003). Omezené mnoZstvi Vy a V.
genl a jejich znaénd homologie ma pravdépodobné dileZitou ulohu v rozpoznavani

proteinti obsahujicich citrulin (RAATS et al., 2003).

3.5.2. Typy autoprotildtek u RA

Nejcastéj§imi autoprotilatkami jsou revmatoidni faktory (RF) rozpoznavajici Fc ¢ast
IgG vlastniho organismu a autoprotilatky specifické pro proteiny obsahujici citrulin
(aCCP) (SCHELLEKENS et al., 2000; KOTZIN, 2005). Dale se pii RA mohou v séru
pacienta vyskytovat anti-RA33 HASSFELD et al., 1989), anti-kalpastatin (VAN
BOEKEL et al., 2002), antineutrofilni cytoplazmatické protilaitky (ANCA; VAN
BOEKEL et al.,, 2002), antifosfolipidové protilatky (VAN BOEKEL et al., 2002),
protilatky proti jadernym antigenim (ANA; TAN, 1986), proti kolagenu typu II (VAN
BOEKEL et al., 2002), antifibronektinové protilatky (VAN BOEKEL et al., 2002), anti-
GPI (SCHALLER et al., 2001), protilatky proti peptidylarginin deiminaze 4
(TAKIZAWA et al., 2005), anti-BiP (BLASS et al., 2001; BiP — heavy chain Binding
Protein) nebo anti-Sa protilaitky (MENARD et al, 2000). Krom& ti poslednd

jmenovanych nejsou ale tyto méné hojné autoprotilatky pfili§ specifické pro RA a
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vyskytuji se také u dalSich autoimunitnich onemocnéni, jako je napi. SLE

(VOSSENAAR a VAN VENROOIJ, 2004A).

Protilatky proti glukdza-6-fosfat izomeraze (anti-GPI protilatky) se vyskytuji u 64%
pacientii s RA a nejsou pfitomny v séru kontrol. Byly objeveny u mysich modeli RA,
kde mohou samy o sobé vyvolat rozvoj onemocnéni. Jejich ptitomnost u lidi vSak
patmé neni spojena s patologickymi procesy (VAN BOEKEL et al., 2002; KOTZIN,
2005).

Anti-BiP protilatky reaguji na N-acetylglukosamin karbohydratové skupiny BiP, ktera
ale neni na proteinu za normalnich okolnosti pfitomna (BLASS et al., 2001). Objevuje
se zde v ptipadé, Ze je burika stresovana (napf. zanét synovialni membrany) a zpisobuje
translokaci BiP proteinu z mista jeho vzniku (endoplazmatické retikulum) na povrch
buriky (BLASS et al., 2001). Anti-BiP protilatky vsak pravdépodobn& nemaji zadny
prognosticky potencial, ani se nevyskytuji v ¢asnych stadiich onemocnéni. Navic jejich
specifita pro RA nebyla nikdy pIné potvrzena (VOSSENAAR a VAN VENROOIJ,
2004A).

Anti-Sa protilatky jsou protilatky namifené proti citrulinovanému vimentinu
(VOSSENAAR et al., 2004A) a dnes se proto fadi mezi protilatky proti proteiniim
obsahujicim citrulin. Poprvé byly identifikovany v séru pacienta s RA jménem Savoy a
antigen byl podle n& nazvan Savoy antigen (Sa-antigen) (MAGALHAES et al., 2002;
VOSSENAAR et al.,, 2004A). Sa-antigen je 48-50 kDa velky protein, byl nalezen
v lidskych epitelidlnich burikach, v extraktech z lidské placenty nebo v kloubni synovii
postizené RA (DESPRES et al., 1994; MENARD et al., 2000) a jako citrulinovany
vimentin byl identifikovan teprve vroce 2004 Vossenaarem (VOSSENAAR et al.,
predpovédét erozivni vyvoj nemoci (MENARD et al., 2000) a maji pomérng vysokou
specifitu (GOLDBACH-MANSKY et al.,, 2000). Nevyhodou anti-Sa protilatek pro
diagnostiku RA je jejich nizka senzitivita (20-47%) (DESPRES et al, 1994;
GOLDBACH-MANSKY et al., 2000; EL-GABALAWY a WILKINS, 2004).

Nejnovéjsi studie ukazuji, Ze kromé& autoprotilatek a autoimunitnich bunék, které
organismu $kodi a podporuji zanétlivou reakci, existuji u revmatoidni artritidy a dalich
autoimunitnich onemocnéni také mechanismy negativné regulujici piisobeni

prozéanétlivych autoprotilatek. Jedna se zejména o autoimunitni B buriky, které
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produkuji neutralizujici autoprotilatky proti mnoha mediatorim zé&nétu, zejména

cytokinim (ZOHAR et al., 2006).

3.5.2.1.  Revmatoidni faktory

Revmatoidni faktory jsou antiimunoglobulinové autoprotilatky specificky reagujici s Fc
gasti vlastniho IgG v oblasti Cy2 a Cy3 domén. Jedna se o konformacni typ epitopu,
ktery je tvofen oddélenymi oblastmi, které se do své blizkosti dostanou az po sloZeni
proteinu do terciarni konformace (BONAGURA et al., 1993; ROUTSIAS et al., 2003).
RF jsou syntetizovany pfedev§im v tkani zaniceného kloubu, lymfatickych uzlech,
kostni dfeni, podkoZnich revmatickych uzlech a slezin€. Detekovatelné jsou zejména
v séru a kloubni tekuting, kam se dostavaji cirkulaci. RF nejsou asociované pouze s RA,
ale také s dal§imi autoimunitnimi chorobami. Nizké hladiny byly zjistény také u vSech
zdravych jedinci, u osob nad 60 let frekvence vyskytu RF vyrazn€ stoupa (HRNCIR,
1986). Dlouhotrvajici vyskyt RF byl zaznamenan rovnéZz u chronickych bakterialnich
onemocnéni jako je tuberkuldza, syfilis nebo lepra (MAGEED et al., 1994), ptechodné
dochazi k jejich vyskytu pfi virovych infekcich (chfipka, virova hepatitida, AIDS) a po
ockovani (SYMMONS a CHAKRAVARTY, 1993).

S 44

dale IgG RF, IgA RF a Igé RF (MERETEY et al., 1982). IgG RF mohou diky
schopnosti vazat IgG molekuly vytvaret obrovské imunokomplexy, které mohou
opakované aktivovat imunitni systém. Imunokomplexy obsahujici RF se vazi na Fc
receptory makrofagli v synovidlni membrané a stimuluji produkci prozanétlivych
cytokini, jako je TNFa (CHOY a PANAYI, 2001). Vyznamnou ulohu v rozvoji RA
maji pravdépodobné RF tvoiené v kloubni tkani, které zlstavaji v misté svého vzniku a
pfispivaji zde vySe uvedenymi mechanismy k rozvoji zanétu. RF jsou navic schopné

prodluzovat Zivotnost B bunék a zvysit tak svoji produkci (PANAYT, 2005).

wiwvrs

U pacientd s vysokymi hladinami RF je priibéh nemoci vétSinou zavazn&j§i a
mimokloubni projevy (zejména podkoZni revmatické uzly a nekrotizujici vaskulitida)
jsou Castejsi (WILLIAMS, 1992). To je zpisobeno zejména schopnosti IgM RF a IgG
RF aktivovat komplementovou kaskadu (TANIMOTO et al., 1975). Pro RA jsou z RF
vazbou na synovialni makrofagy pfispivat k neustalému vyvolavani nového zanétu a
vzniku chronického onemocnéni (VENCOVSKY, 1996). Jsou produkovany ve vétsich
mnozZstvich neZ IgM RF a v séru se vyskytuji ve vyssi koncentraci (KEMP et al., 1986).
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Patogenicita stejné jako velikost jednotlivych IgG RF molekul je rozdilnd a zavisi na
mnoha vlastnostech RF (zejména afinit¢) a na poméru IgG RF k normalnim IgG

(MANNIK, 1985).

ey ee

Budouci nastup nemoci predikuji zejména IgA RF (29% pacientii s RA je IgA RF
pozitivni vice jak 1,5 roku pfed nastupem onemocnéni) a vyznamnou piedpovédni
hodnotu ma také vyskyt vice izotypt RF v séru zaroveti (RANTAPAA-DAHLQVIST et
al., 2003).

3.5.2.2.  Autoprotilatky specifické pro proteiny obsahujici citrulin

Autoprotilatky proti proteinim obsahujicim citrulin jsou po RF druhymi nej¢astéj$imi
autoprotilatkami produkovanymi pfi RA a signalizuji horS$i prognézu onemocnéni.
Vyskytuji se zejména jako IgG izotyp, IgM a IgA se vyskytyji v mnohem menSim
rozsahu, IgD a IgE nebyly detekovany viibec. Jsou vysoce specifické pro RA, vyskytuji
se jiz v ¢asném stadiu nemoci a signalizuji jeho t€Z§i pribeh.

3.5.2.2.1. Objev protildtek proti proteinium obsahujicim citrulin

Jak jiz bylo uvedeno vyse, RF nejsou pro RA zcela specifické. Hledal se proto jiny
marker, ktery by byl vysoce specificky pro RA, detekovatelny jiZ v poc¢ate¢nich stadiich
onemocnéni a ktery by mél dobry prognosticky potencial. V roce 1964 byl objeven tzv.
antiperinuklearni faktor (APF) ktery je pro RA specificky (NIENHUIS a MANDEMA,
1964). Anti-perinuklearni protilatky jsou namifeny proti tzv. perinukledrnimu faktoru,
ktery je lokalizovan uvnitf keratohyalinovych télisek nékterych epitelidlnich bunék
(HOET et al., 1991), kde reaguji na filagrin (VENCOVSKY, 1996). V roce 1979 byly
objeveny dal§i protilatky - tzv. antikeratinové protilatky (AKA) - so néco nizsi
specifitou pro revmatoidni artritidu, ale stale pomémé vysoce specifické (YOUNG et
al.,, 1979). Antikeratinové protilatky reaguji proti zkeratinizovnym epiteliim stratum
corneum (zrohovaté€la vrstva) krysich jicnt a lidské epidermis (YOUNG et al., 1979;
MASSON-BESSIERE ET AL., 2000) a jsou pfitomny v séru jesté zdravych lidi, u
kterych se pozdéji vyvine RA (KURKI et al., 1992). Pozdégji se ukazalo, Ze nazev
antikeratinové protilatky nebyl zvolen pfili§ vhodné, protoZe latkou, na kterou AKA
reaguji neni keratin, ale stejn€ jako u APF filagrin.

Filagrin (filament aggregating protein) je protein, ktery propojuje keratinova filamenta,
chréani keratin pfed degradaci proteazami a zajist'uje tak rigiditu cytoskeletu (MANABE
et al. 1991; MACK et al.,, 1993). Je produkovan béhem pozdnich stadii epidermalni
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diferenciace u savcl. Je soudasti cytoplasmy povrchovych bunék savéi epidermis
(SIMON et al. 1995). Je syntetizovan ve formé velkého, mnohonasobné
fosforylovaného prekurzorového proteinu profilagrinu, ktery se sklada z 10-12
podjednotek (GAN et al., 1991). V posledni fazi diferenciace keratinocytti je profilagrin
proteolyticky §t€pen na filagrin, jednotlivé podjednotky jsou uvoliiovany a cely proces
je doprovazen defosforylaci a posttranslacni citrulinaci (MCKINLEY-GRANT et al,,
1989; GIRBAL-NEUHAUSER et al, 1999). Je pravdépodobné, Ze citrulinace
vyznamné pozméni strukturu proteinu, a tim umozZni pfistup protedzam, které
profilagrin roz$tépi na jednotlivé podjednotky (PEARTON et al., 2002). Lidsky
profilagrinovy genovy systém je vysoce polymorfni, vétSinou se jednd o
jednonukleotidové zamény, ale miiZze zahrnovat také zménu naboje (GAN et al., 1991).
Filagrin je zna¢né heterogenni protein vyznaéujici se sekvencni variabilitou mezi
podjednotkami (GAN et al., 1991), variabilni fosforylaci a citrulinaci (TARCSA et al.,
1996).

Citrulin neni jako nestandardni aminokyselina syntetizovan béhem translace, ale vznika
posttransla¢ni deiminaci argininu pomoci enzymu peptidylarginin deiminazy (PAD) za
piitomnosti Ca®* jontii (VOSSENAAR et al., 2003B) (Obr.4). Za normalnich okolnosti
je peptidylarginin deimindza pfitomna uvnitf bun€k v neaktivnim stavu a to diky nizké
koncentraci Ca®* iontd. K jeji aktivaci je nutna koncentrace Ca>* iontd cca 10° M,
uvnité  bundk je tato koncentrace aktivng udrfovana na 107 M, zatimco
v extracelularnim prostoru je 10° M (TAKAHARA et al., 1986; VOSSENAAR a VAN
VENROOIJ, 2004A). Béhem =zavére¢né diferenciace epidermalnich bunék Casto
dochazi k poruSeni integrity plazmatické membrany, &im? je umoZnén vstup Ca®" ionti
a cca 20% argininovych zbytkl filagrinu je pfeménéno na citrulin. Citrulinace
zplisobuje unfolding proteini, a tim zvySuje jejich nachylnost k degradaci
(VOSSENAAR et al., 2004B). Aktivace PAD je pravdépodobné ovliviiovana také
hormonélnég, usnadilovéna je zejména nékterymi slozkami estrogenu (VAN VENROOIJ
A PRUIJN, 2000).
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peptidylarginin peptidylcitrulin

Obr. 4 Deiminace peptidylargininu

Citrulin je nestandardni aminokyselina, neexistuje pro n¢j odpovidajici tRNA a nemize byt tedy
do proteinu zalenén béhem proteosyntézy. Vznika pii posttranslaénich upravach deiminaci
argininu pfitomného v proteinu. Deiminace peptidylargininu (nepfesné citrulinace) je
provadéna enzymem peptidylarginin deiminazou za ptitomnosti Ca®" ionti.

Vzhledem k tomu, Ze AKA ani APF nereaguji na filagrin, v némz byl citrulin nahrazen
jinou aminokyselinou, je jasné, Ze pravé citrulin je antigenni determinanta, na kterou
tyto protilatky reaguji (SCHELLEKENS et al., 1998). Hlavni epitop je lokalizovany na
aminokyselinové pozici 306 - 324 (ROUTSIAS et al., 2004). AKA ani APF ovSem
nereaguji na volny citrulin a rovnéZ v zanicené synovii jsou pfitomny spiSe proteiny
obsahujici citrulin neZ volny citrulin (SCHELLEKENS et al., 1998; BAETEN et al,,
2001).

Pro analyzu pomoci ELISA testu byly na filagrinu vytipovany antigenni determinanty
obsahujici citrulin a byl vyvinut synteticky cyklicky citrulinovany peptid
(SCHELLEKENS et al.,, 1998). Podle substratu vyuzivaného k jejich detekci byly
protilatky pojmenovany protilatky proti cycklickym citrulinovanym peptidim (anti-
CCP, aCCP). AKA, AFA, APF a aCCP jsou tedy shodné protilatky, jediny rozdil je
v substratu, ktery je vyuZivéan k jejich detekci (SEBBAG et al., 1995). Postupné byla
vytvofena cela fada syntetickych oligopeptidi obsahujicich 1-2 citruliny a lisicich se
délkou fetézce (13-18 aminokyselin) (SCHELLEKENS et al., 1998).

3.5.2.2.2. Specifita protildtek proti proteinium obsahujicim citrulin

Anti-CCP protilatky se &asto vyskytuji u RF negativnich pacienti (VENCOVSKY,
1996), zhruba 40% téchto pacienti je aCCP pozitivnich (VOSSENAAR a VAN
VENROOIJ, 2004A). Vyskytuji se jiz v ¢asnych stadiich onemocnéni a jejich specifita
pro revmatoidni artritidu byla prokazéna v mnoha studiich (SCHELLEKENS et al,,
2000; BIZZARO et al., 2001; BAS et al., 2002). Zatimco revmatoidni faktory IgM

-31-




izotypu (IgM RF) se podle pokust Vasishty (VASISHTA, 2002) vyskytuji také u 15%
zdravych jedincd a 50% osob s nemoci jinou nez RA, aCCP se vyskytuji pouze u 5%
osob s nemoci jinou neZ RA a u zdravych jedinci nevyskytuji vibec. Z dalsi studie
(PINHEIRO et al., 2003) vyplyva, Ze zatimco senzitivita je u IgM RF a aCCP zhruba
stejna (cca 80%), specifita je u aCCP vyrazné vyssi — 97% oproti 78% u IgM RF.
Procentualni zastoupeni aCCP pozitvnich jedincii mezi pacienty s RA je geograficky
zavislé (ZENG et al.,, 2002). Kromé¢ RA se aCCP vyskytuji nejcastéji u juvenilni
chronické artritidy (JCA) (LEE a SCHUR, 2003; VOSSENAAR, 2004A). Ze studie N.
Bizzarové (BIZZARO et al., 2001) je navic ziejmé, Ze zdravi jedinci, u kterych se
vyskytli vysoké titry aCCP, pozd€ji vyvinuli RA. Pravdépodobné se tedy jedna o RA v
¢asném stadiu vyvoje. Specifitu protilatek proti proteinim obsahujicim citrulin 1ze proto
pro RA povazovat za témétr absolutni a lze je vyuZivat k rozliSeni Casnych stadii
revmatoidni artritidy od nemoci, které jsou RA nékterymi ptiznaky podobné a u kterych
se rovnéZ vyskytuji RF (napf. SLE, hepatitida typu C) (VOSSENAAR a VAN
VENROOIJ, 2004A).

3.5.2.2.3. Protildtky proti proteinium obsahujicim citrulin jako marker vyvoje RA
Lze fici, Ze aCCP maji z doposud znamych protilatek nejvyssi schopnost piedpovidat
budouci nastup onemocnéni (RANTAPAA-DALHQVIST et al., 2003). Je moZné je u
25% pacienti detekovat vice jak 1,5 roku pfed rozvojem ptiznakid revmatoidni artritidy
(IgA RF 29%) a u 52% pacientti 1,5 roku nebo méné pied nastupem onemocnéni (IgA
RF 39%) (RANTAPAA-DAHLQVIST et al., 2003). Daji se proto vyuZivat jako asny
marker nemoci. Navic je znamo, Ze pfedznamenavaji hor§i pribéh onemocnéni,
zejména jeho erozivni charakter. P¥itomnost aCCP protilatek miZe pomoci identifikovat
pacienty, pro které je vzhledem k prognéze onemocnéni vhodna agresivni 1écba
(BIZZARO et al., 2001; BAS et al., 2002; Vasishta, 2002; PINHEIRO et al., 2003;
VENCOVSKY et al., 2003).

Bylo prokazéno, Ze kombinace IgM nebo IgA RF a aCCP ma vétsi diagnosticky a
prognosticky potencial nez sledovani pouze jednoho z obou markeri (RANTAPAA-
DALHQVIST et al.,, 2003; VOSSENAAR a VAN VENROIJ, 2004A). Stejné tak
sledovani pfitomnosti aCCP protilatek v kombinaci se sledovanim p¥itomnosti
asociovanych HLA-DR4 alel je pro uréeni vyvoje nemoci pfesn&j$i prognosticky tdaj
ve srovnani se sledovanim hladiny samotnych aCCP protilatek nebo HLA-DR4 genu
(BERGLIN et al., 2004).
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3.5.2.2.4. Uloha apoptozy v citrulinaci

Jak jiz bylo feceno, zaclenéni nestandardni aminokyseliny citrulinu do peptidového
fetézce — citrulinace — je jev, ktery provazi terminalni diferenciaci bunék a jejich
apoptozu, popi. nekrézu. V zanicené synovidlni membran€ je nerovnomeérné
metabolizovan kyslik, coz vede k hromadéni reaktivnich kyslikovych radikdli nebo
naopak ke vzniku oxidativniho stresu. Oba tyto jevy vedou k nadmémému odumirani
bunék (HITCHON A EL-GABALAWY, 2004). Také mnoho wvné&jsich faktort
podilejicich se na vzniku RA pfispiva k nariistu apoptézy nebo poruSe mechanismil
zajistyjicich odstraiiovani mrtvych bunék (VAN VENROOIJ A PRUIIN, 2000) a

nasledné k hromadéni usmrcenych bunék.

Béhem apoptézy je PAD poruSenou plazmatickou membranou uvoliiovana do
extracelularniho prostoru, dochazi k jeji aktivaci a nasledné citrulinaci extracelulamich
proteind. Podobné dochazi k citrulinaci také intracelularnich proteind - Ca®* ionty
pronikaji do buriky a aktivuji PAD enzym, ktery ztistal uvnité. Takto byla popséana
citrulinace histoni v granulocytech (NAKASHIMA et al, 2002) a vimentinu
v makrofazich (ASAGA et al., 1998). Déle aktivované makrofagy (vice nez 24h) jsou
velmi nachylné k bunééné smrti (RODENBURG et al., 2000A) a snadno tak dochazi
k aktivaci PAD a nasledné citrulinaci synovialnich proteinti, jako napf. vimentinu,
aggrekanu nebo o a 8 Fetézcd fibrinu (MASSON-BESSIERE et al., 2001; RAATS et
al., 2003).

3.5.2.2.5. Mechanismus prezentace citrulinovanych proteinu

Citrulinace miize zasadn€ zmeénit strukturu a funkci proteinu (VOSSENAAR a VAN
VENROOIJ, 2004A). Chemicky dochéazi k vyméné guanido skupiny za ureido skupinu,
a tim ke ztraté kladného naboje (VAN VENROOIJ A PRUIJN, 2000; VOSSENAAR et
al.,, 2003A). Pozménéné peptidy jsou vystavovany imunitnimu systému, ktery je diky
odli$nosti nemusi rozpoznat jako vlastni a miZe dojit k rozvoji imunitni odpovédi
(RODENBURG et al., 2000B). Pomoci mechanismu zvaného Sifeni epitopu (epitop
spreading) se miZe rozvinout polyklonalni autoprotilatkova odpovéd proti celému
proteinu nebo komplexu obsahujicimu citrulinovany protein. U aCCP pozitivnich
pacienti vytvofi lokalné produkované aCCP autoprotilatky imunokomplex
s citrulinovanymi proteiny. Tyto imunokomplexy nasledné aktivuji zanétlivé butiky a
stimuluji produkci prozanétlivych cytokind. Cytokiny zprostfedkuji zvySenou migraci

zénétlivych bun€k do synovie. Jejich piipadnd smrt zapfi¢ini daldi produkci

-33-



citrulinovanych proteinti. Anti-CCP protilatky tak pfispivaji k neustalému vyvolavani
nového zanétu a vzniku chronického onemocnéni (VOSSENAAR a VAN VENROOIJ,
2004).

Ke vzniku takovéto kaskady musi byt vSak jedinec patmé geneticky predisponovan
SCHELLEKENS et al.,, 1998). Pravdépodobna podstata citrulin-specifické imunitni
odpovédi spodiva ve schopnosti alely DRB1*0401, a pravdépodobné také dalSich
asociovanych alel, vazat proteiny obsahujici citrulin s afinitou az stonasobné vyssi nez
proteiny necitrulinované (HILL et al., 2003). U geneticky predisponovanych osob tak
miZe citrulinace vést k prezentaci citrulinovanych peptidi pomoci APC a nasledné
k aktivaci a proliferaci T bun€k a postupnému rozvoji autoimunitni choroby
(VOSSENAAR a VAN VENROOIJ, 2004). Korelace mezi HLA-DR4 a aCCP
pozitivitou u pacienti s RA je naprosto prokazatelnda (GOLDBACH-MANSKY et al.,,
2000).

3.6. Pritokova cytometrie

Priitokova cytometrie je metoda, pomoci které je mozné vysetfit najednou vice znaki na
velkém poctu bun€k - a to nejen kvalitativng, ale také kvantitativn€. Velkou vyhodou
oproti fluorescencni mikroskopii je moZnost zpracovani mnohonasobné vétsiho
mnozstvi dat a uchovani ziskanych vysledkt v elektronické formé, takze je mozné se

k nim vracet a opétovné je zpracovavat.

Pritokovy cytometr se sklada z fluidniho a optického systému a elektroniky. Fluidni
systém slouZi k uvedeni méfenych ¢astic do pohybu. Butiky pomoci nosné kapaliny
(izotonicky roztok) pfechézeji z jedné nadoby do druhé a jsou usmériovany do velmi
tenkého proudu, ktery prochazi pritokovou komirkou, ve které na buiiky dopada
svételny paprsek vysilany optickym systémem. Opticky systém se sklada ze zdroje
svétla, filtrd, dichroického zrcadla a detektorti svétla (ECKSCHLAGER et al., 1999).
Existuji tfi typy filtrti

- long pass: propousti pouze svétlo nad uréitou vinovou délkou a zbytek zachyti

- short pass: propousti pouze svétlo pod urcitou vinovou délkou a zbytek zachyti

- band pass: propousti pouze svétlo mezi urCitymi vinovymi délkami a

zbytekzachyti
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Soustavu filtri doplituje dichroické zrcadlo, které odrazi svétlo o urcité vinové délce a
zbytek propousti. Je umisténo na zacatku soustavy pted filtry. Poslednim ¢lankem
fetézu jsou detektory svétla, které méfi svétlo rozptylené burikami po dopadu svételného
paprsku v zavislosti na jejich morfologickym vlastnostech. Méten je tzv. forward scatter
(FSC; rozptyl svétla v malém uhlu), ktery vypovida o velikosti bunék a tzv. side scatter
(SSC; rozptyl svétla v 90° thlu), ktery vypovida o bunééné granularité¢. U buné€k, na
jejichZ povrchu je pomoci monoklonalni protilatky navazan fluorochrom, navic dochézi
k emitaci fluorescence o riznych vinovych délkach podle typu fluorochromu (tab.2).
Svétlené signély jsou pfevadény na elektrické impulzy pomoci fotodiody a zesileny
fotonasobi¢em. Zesileni je provadéno bud’ logaritmicky nebo linearné€. Logaritmické
zesileni umozZiuje veétsi §ifi rozsahu detekce fluorescence a ma vétsi citlivost u
fluorescnece s niZsi intenzitou. Linearni zesileni umozZiiuje detekovat mensi rozdily. Pti
méfeni pritokovym cytometrem je vZdy nutné udélat kompenzaci ptekryvajicich se
okrajovych Casti (cca 5 — 10 %) emisnich spekter fluorochromti (ECKSCHLAGER et
al., 1999).

Velkou vyhodou priitokového cytometru je moZnost tzv. gateovani, tj. oznaceni urdité
populace spliiujici konkrétni znaky a nasledné méfeni jinych znaki pouze u jedinci

spadajicich do této populace (Obr.5).

Mgéfeni mizZe byt bud’ jednoparametrové nebo dvouparametrové. U jednoparametrového
je na ose x zanesena intenzita fluorescence a na ose y pocet bun€k, u
dvouparametrového je na ose x intenzita fluorescence jednoho znaku, na ose y intenzita
fluorescence druhého znaku a pocet bunék je vyznaovan hustotou teéek. Tento graf se

nazyva dot plot (ECKSCHLAGER et al., 1999).

Specidlnim typem pritokového cytometru je tzv. sorter, ktery rozdéluje buiky na
zaklade jejich charakteristik. Rozdé€leni se dosahuje pomoci kmitani piezoelektrického
krystalu, ktery pfemeéiiuje silu, kterd na n& pulsobi, na elektrické impulzy, a tim
rozdéluje kapalinu nesouci buiiky do jednotlivych kapek, z nichz kazda obsahuje pouze

jedinou buriku.
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Tab. 2 Prehled emisnich vinovych délek vyzarovanych jednotlivymi
fluorochromy pouzivanymi v této diplomové praci (ECKSCHLAGER et
al., 1999; www.bdbiosciences.com/spectra;
www.invitrogen.co.jp/catalogue/molecular_probes/genomics/content34/index
.html)
EMISNi VLNOVA DELKA
FLUOROCHROM (nm)
fluoresceinizothyokyanat (FITC) 525
fykoerytrin (PE) 580
konjugat fykoerytrin-cyanin 5 (PE-CyS5) 670
konjugat fykoerytrin-cyanin 5.5 (PE-Cy5.5) 694
konjugat fykoerytrin-cyanin 7 (PE-Cy7) 767
allofykocyanin — cyanin 5.5 (APC-Cy5.5) 694
propidiumjodid 620
hoechst 34580 498

Burikam s ur€itymi vlastnostmi je pfidélovan naboj a ony jsou pak odpuzovany nebo
pritahovany elektrickymi deskami, a tak na zakladé zvolenych parametrii usmériiovany

do jednotlivych zkumavek nebo jamek desticky (ECKSCHLAGER et al., 1999).
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i Obr. 5 Priklady gateovani
| A) Populace zivych bunék
‘ Pomoci propidiumjodidu (PI), ktery pronikd pouze do mrtvych buné€k, jsou
! odliseny mrtvé buriky od Zivych.
B) Lymfocytarni gate
Na zékladé rozptylu svétla jsou buiikky odliSeny podle své velikosti a
‘ granularity na lymfocyty, monocyty a granulocyty. Tento gate byl vytvofen uz
pouze z populace Zivych bunék.
C) Populace CD19" pozitivnich bun&k
Na zakladé exprese povrchové molekuly CD19, zde oznacené kojugitem PE-
Cy7, jsou v populaci lymfocyti ohrani¢eny CD19" buriky.
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4. CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Analyzou bungk periferni krve a synovialni tkané€ pacientd s RA zjistit, zda je
mozné detekovat CD19" B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin a
stanovit jejich zastoupeni v obou zmifiovanych oblastech.

2. Charakterizovat pfitomné B lymfocytarni populace.

3. Izolovat B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin z periferni krve a
synovialni tkan€ pacientd s RA.

4. Pomoci single-cell RT-PCR analyzovat expresi gend pro tézké fetézce
imunoglobulini u CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin a

urcit, zda se jedna o ptestavby klonalniho pivodu.
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5. MATERIAL A METODY

Vzorky periferni krve a synovialni tkané€ byly za sterilnich podminek odebirany béhem
operace (synovektomie nebo tplna nahrada kloubu) pacientiim s RA diagnostikovanou
podle platnych kriterii (ARNETT, 1987), tkan byla uloZena do 40 — 50 ml sterilniho
média RPMI 1640 s glutaminem (Gibco, Paisley, Velka Britanie).

5.7. Priprava bunééné suspenze, zpracovani periferni krve, synovialni tkané a

synovialni tekutiny

5.7.1. Periferni krev

Alternativa I

1. Zméfili jsme objem krve a prelili ji do 50 ml zkumavky.

2. Do 45 ml jsme doplnili deionizovanou vodou a 20 sekund jemné michali.

3. Potom jsme dolili do 50 ml 9x PBS s 0,5M EDTA (Sigma, St. Louis, USA).

4. Vzorek jsme stoéili na centrifuze Jouan Ji (Trigon-plus, Cestlice, CR) pii 1000
ot./min. (RCF = 117,33 g) po dobu 10 minut p#i 10°C.

5. Supernatant jsme odsali pomoci vodni vyvévy a sediment je$té jednou promyli
deionizovanou vodou a PBS.

6. Vzorek jsme stocili na centrifuze (Trigon-plus) pfi 1000 ot./min. po dobu 10 min.
pfi 10°C.

7. Supernatant jsme odsali pomoci vodni vyvévy a sediment doplnili WSB pufrem na
ptuvodni objem.

8. Do zkumavek uréenych pro nastaveni pritokového cytometru jsme piepipetovali
100 pl vzorku, do zkumavek uréenych k analyze jsme rozdélili zbylé mnozstvi vzorku,
vZdy minimalné 100 pl.

Alternativa II

1. Zméfili jsme objem krve a pelili ji do 50 ml zkumavky.

2. Prfidali jsme stejné mnozstvi PBS.

3. Do druhé 50 ml zkumavky jsme nalili stejny objem lymphoprepu (Axis-Shields PoC
AS, Oslo, Norsko).

4. Zkumavku slymphoprepem jsme naklonili do $ikmé polohy a na povrch
lymphoprepu jsme opatrné pomoci Pasteurovy pipety nalili smés krve a PBS.

5. Vzorek jsme sto€ili na centrifuze (Trigon-plus) pfi 2200 ot./min. (RCF = 258,13
g)po dobu 40 min. pti 10°C.
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6. Prstenec obsahujici leukocyty, ktery se vytvofil na rozhrani dvou fézi, jsme pomoci
Pasteurovy pipety opatrné ptenesli do ¢isté 50 ml zkumavky.

7. Doplnili jsme 50 ml PBS.

8.  Vzorek jsme stodili na centrifuze Jouan Ji (Trigon-plus, Cestlice, CR) pti 1000
ot./min. (RCF = 117,33 g) po dobu 10 minut pii 10°C.

9.  Supernatant jsme slili a doplnili do 50ml WSB.

10. Vzorek jsme stotili na centrifuze Jouan Ji (Trigon-plus, Cestlice, CR) pti 1000
ot./min. po dobu 10 minut pfi 10°C.

11. Supernatant jsme slili a k sedimentu jsme pifidali 5 ml WSB.

12. 50 pl roztoku jsme ptenesli do mikrozkumavky a pfidali 50 pl barvy 0,25%
Trypan Blue Stain (Gibco) v 1xPBS.

13. Pod svételnym mikroskopem (Meopta, Pierov, CR) jsme spogitali butiky pomoci
poéitaci komuirky Fuchs-Rosenthal (Laboroptik, Friedrichsdorf, Némecko). Burky
jsme pocitali v jednom velkém ¢tverci a dosaZené Cislo jsme vynasobili 10*, Ziskali
jsme tak pocet bun€k na 1 ml.

14. Do zkumavek uréenych k nastaveni priitokového cytometru jsme dali 0,5x10°
bunék, do zkumavek uréenych k imunofenotypiza¢ni analyze jsme dali 1x10°, do
zkumavek ur¢enych k detekci B lymfocytd specifickych pro proteiny obsahujici citrulin
jsme dali 3x10° bungk.

5.7.2. Synovidlni tkar

1. Z odebrané tkané jsme odstranili tuk a tkan jsme na Petriho misce ntizkami
stiihali, dokud jsme neziskali hmotu kaSovité konzistence.

2. Na tkan jsme nalili 1 ml média RPMI 1640 (Gibco) obsahujictho 1 mg
hyaluronidazy (Roche, Manheim, Némecko) a nechali 5 min. pisobit.

3. Takto zpracovanou tkan jsme lZickou shrnuli z Petriho misky do zkumavky, do
které byla tkan odebrana. Pfidali jsme digeséni médium obsahujici 50 mg kolagenazy
D (Roche, f.c. 1 mg/ml), 100 ul gentamicinu (Krka, Praha, CR, f.c. 0,16 mg/ml) a 7,5
mg DNazy I (Sigma, f.c. 0,15 mg/ml) a doplnili jsme RPMI médium (Gibco) do 50 ml.
4.  Tkan jsme inkubovali pfes noc pfi 37 °C.

5. Médium s uvolnénymi butikami jsme pfes umélohmotné ¢ajové sitko slili do Cisté
50 ml zkumavky a doplnili do 50 ml WSB pufem.

6. Bunéfnou suspenzi jsme sto€ili na cenrifuze Jouan Ji (Trigon-plus) pti 1000

ot./min. (RCF =117, 33g) po dobu 10 min.

- 40 -



7.  Supernatant jsme odsali pomoci vodni vyvévy a sediment doplnili do 50 ml WSB
pufrem.

8.  Vzorek jsme stocili opét na cenrifuze Jouan Ji (Trigon-plus) pfi 1000 ot./min. po
dobu 10 min.

9.  Supernatant jsme odsali pomoci vodni vyvévy a k sedimentu piidali 5 ml WSB
pufru.

10. 50 pl roztoku jsme pienesli do mikrozkumavky a pfidali 50 pl barvy 0,25%
Trypan Blue Stain (Gibco) v 1xPBS.

11. Pod svételnym mikroskopem (Meopta, Pterov, CR) jsme spoéitali butiky pomoci
pocitaci komtrky Fuchs-Rosenthal (Laboroptik, Friedrichsdorf, Némecko). Bunky
jsme pocitali v jednom velkém c¢tverci a dosaZené Cislo jsme vynasobili 10* Ziskali
jsme tak pocet bun€k na 1 ml.

12. Do zkumavek uréenych k nastaveni pritokového cytometru jsme dali 0,5x10°
bun€ék, do zkumavek urCenych k detekci B lymfocyti specifickych pro proteiny
obsahujici citrulin jsme dali 3x10°. V ptipadé, Ze jsme B lymfocyty ze synovialni tkaii
izolovali k analyze exprese Vy genti, pfenesli jsme vSechny buriky, které jsme nepouZili

pro nastaveni pritokového cytometru do jedné zkumavky.

5.7.3. Synovidlni tekutina

1. Do zkumavky se synovialni tekutinou jsme pfidali 1mg hyalorunidazy a 30 min.
jsme inkubovali ve vodni 14zni pti teploté 37°C.

2. Zkumavku jsme vyjmuli z vodni 14zné a doplnili do 50ul PBS.

3. Dale jsme synovialni tekutinu zpracovavali jako vzorky periferni krve, kroky 1- 13.

4. Do zkumavek urenych k nastaveni pritokového cytometru jsme dali 0,5x10°
bun&k, do zkumavek ur&enych k imunofenotypizaéni analyze jsme dali 1x10°, do
zkumavek urenych k detekci B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici

citrulin jsme dali 3x10° bungk.

5.8. Znadeni buné¢né suspenze pro pritokovou cytometrii

1. Burky jsme znacili monoklonalnimi protilatkami (viz Seznam pouzitych chemikalii
a priistrojii) podle piiloZenych protokoli. Byly pouZivany my$i monoklonalni
protilatky proti lidskym antigenim charakterizujicim cilové buiky. Ukazka

protokolu je uvedena v tab.3.
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Tab.3

Periferni krev

& protilatky objem protilatek (ul)
1 — —
2 CD19 PE-Cy7 2
3 CD20 FITC 3
4 CD38 APC-Cy5.5 2
5 CD27 PE 3
6 CDS56 PE Cy5.5 3
7 CDA45 PE-Cy5 3
8 SA-PE 5
9 CD19 PE-Cy7/ SA-PE 2/5
10 CD19 PE-Cy7/ CD20 FITC/ CD27 PE 2/3/3
CD19 PE-Cy7/ CD20 FITC/ CD27 PE/ CD38 APC-Cy5.5/
' ’ / CD138 PE-Cy5.5 ’ 2/3/37273
12 CD19 PE-Cy7 / SA-PE / Prot. 1 P104-1bio P 2/5/10
13 CD19 PE-Cy7 / SA-PE / Prot. 3 P104-3bio A 2/5/10
14 CD19 PE-Cy7 / SA-PE / Prot. 0428b FF 2/5/10
Synovialni tkai /synovialni tekutina
15 CD45 PE-CyS / CD19 PE-Cy7/ CD20 FITC/ CD27 PE 3/2/3/3
CD45 PE-Cy5 / CD19 PE-Cy7/ CD20 FITC/ CD27 PE/ CD38 APC-
o ’ Cy5.5/CD138 PE-Cy5.5 37213737213
17 CD45 PE-CyS5 / CD19 PE-Cy7/ SA-PE / Peptid P1 3/2/5/10
18 CD45 PE-Cy5 / CD19 PE-Cy7 / SA-PE / Peptid P3 3/2/5/10
19 CD45 PE-CyS / CD19 PE-Cy7 / SA-PE / Peptid P0428 3/2/5/10

2. B lymfocyty specifické pro peptidy obsahujici citrulin byly detekovany pomoci

citrulinovanych peptidi (obr.6) konjugovanych s biotinem. Znacené peptidy byly podle

publikovanych sekvenci (SCHELLEKENS, 1998) syntetizovany ve Vyzkumném tstavu

biofarmacie a veterinarnich 1é¢iv Dr. Flégelovou.

Vazba B lymfocytu na biotinylovany peptid s citrulinem byla vizualizovana pomoci

konjugatu streptavidin — phycoerythrin (SA-PE, alternativné SA-PE Cy5, SA-PE Cy7),

ktery se na biotin vaze (obr.7)

Postup znadeni

3. K bunécné suspenzi jsme pridali protilatku a peptid a nechali 30 min. inkubovat ve

tmé pii 4 °C. PHidali jsme 4 ml WSB pufru, sto¢ili na centrifuze Jouan Ji (Trigon-plus)

pii 1000 ot./min. (RCF =117, 33g) po dobu 10 minut a supernatant slili.

4. Pridali jsme SA-PE (DakoCytomation, Glostrup, Dansko) a nechali 30 min.

inkubovat ve tmé pti 4 °C.
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P1 - filagrin SHQESTXGRS
P0428 — fibrin  ZNEEGFFSAXRPLDKK
P3 - aggrekan WLADXRSVRY

Obr. 6 Znacené syntetické peptidy obsahujici citrulin

K izolaci B lymfocytu specifickych pro peptidy obsahujici citrulin byly pouzivany peptidy
odvozené od proteinli pfirozené se vyskytujicich v lidském téle: P1 — peptid odvozeny od
filagrinu, P0428- peptid odvozeny od fibrinu a P3 — peptid odvozeny od aggrekanu a peptidy
biotl a biot2, jejichz sekvenci nezname. X symbolizuje citrulin.

P0428 - ZNEEGFFSAXRPLDKK

SA-PE

citrulin-specificky biotin
BCR

CD19" B buiika

CD19

Anti-CD19 PE-Cy7

Obr. 7 Schéma detekce B bunék specifickych pro peptidy obsahujici citrulin
Bitonem (Zluta hvézdicka) znaceny peptid obsahujici citrulin se pfes BCR véaze na
N lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin. Pro vizualizaci vazby byla
pouzZivama mySi monoklonalni protilatka CD19 PE-Cy7 a konjugat SA-PE, ktery
véze biotin.

5. Pfidali jsme 4 ml WSB pufru, sto¢ili na centrifuze (Trigon-plus) ptfi 1000
ot./min. po dobu 10 min. a supernatant slili.

6. Pridali jsme 100 pul WSB pufru.
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5.9. Detekce B bunék specifickych pro peptidy obsahujici citrulin

Detekce a sortovani bunék byly provadény pomoci priitokové cytometrie na pfistroji
LSR II (Becton and Dickinson, San Jose, USA) v Sektoru gnotobiologie a imunologie,
MBU AV CR Praha. K vylouéeni mrtvych bun&k byl pouZivan propidium jodid (1
pg/ml, Sigma).

5.10. RT-PCR na trovni jedné buiiky (single-cell RT-PCR)

Izolované B buiiky byly tfidény do mikrozkumavek nebo jamek desticky obsahujicich
50 ul lyza¢niho RT-PCR puftru (tab. 4).

Tab. 4
objem (ul / jamka) finalni koncentrace
H,O0 28,95 -
0,1 MDTT 2,5 5 mM
RNasin (40 U/ul) 0,5 20U
50 nM Spermidin 0,5 0,5 nM
10 ug / ul BSA 0,05 0,5 ug
800 ng/ ul Oligo dT 0,5 400 ng
10% Triton X 5,0 1%
5x RT PCR buffer 10,0 1x
10 mM dNTPs 1,0 0,2 mM
smés enzymu 1,0 -

Amplifikaéni reakce probihala v cykleru (Bio-Rad, Hercules, USA) podle schématu:
1.50°C 40 min.
2.4°C trvale

Syntéza prvniho fetézce cDNA z kazdé izolované butiky byla okamzité po vyt¥idéni

zahdjena pomoci oligo-dT primeru. (obr.8)
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CD19-PE-Cy7

B lymfocyt

lyza¢ni RT-PCR pufr

(dTdTdTd
AAA - mMRNA

>3
—]

cDNA syntéza

Obr.8 Schéma syntézy cDNA

Izolované B lymfocyty byly vizualizovany pomoci mySi monoklonalni
protilatky konjugované s PE-Cy7. Okamzit€ po vytfidéni do jamek destiCky
byla zahgjena syntéza prvniho cDNA fetézce pomoci oligo-dT primerd.

5.11. Amplifikace VgDyJy uspofadanych geni
K amplifikaci VyDyJy gent byla pouZivana nested-PCR.

5.11.1. Amplifikace externimi primery

Jako externi primery byly pouZivany primery pro konstantni oblast imunoglobulinu a
pro tzv. signalni (leader) sekvenci. (FOSTER, 1997; KUPPERS, 1993) a ptipravili jsme
nasledujici reakéni smés o celkovém objemu 75 ul na jamku (tab.5).

Externi PCR primery:

SVHI, 5’- CCA TGG ACT GGA CCT GGA -3’
SVH2, 5" - ATG GAC ACA CTT TGC TMC AC - 3’
SVH3, 5’- CCA TGG AGT TTG GGC TGA GC - 3’
SVH4, 5" - ATG AAA CACCTGTGG TTCTT - 3’
SVHS, 5" - ATG GGG TCA ACC GCC ATCCT -3’
SVH6, 5" - ATG TCT GTC TCC TTC CTC AT -3’
Mju, 5" - TCA GGA CTG ATG GGA AGC CC -3’
Ga, 5" - CAG GCC GCT GGT CAG AGC G -3
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Tab. 5

objem (pl / jamka) finalni koncentrace
H,O 52,98 -
25 mM MgCl, 8 2,5mM
100 uM SVH1 0,56 0,7 uM
100 uM SVH2 0,56 0,7 uM
100 uM SVH3 0,56 0,7 uM
100 uM SVH4 0,56 0,7 uM
100 uM SVHS 0,56 0,7 uM
100 uM SVH6 0,56 0,7 pM
100 uM C p/ Cy 0,56 0,7 pM
10 mM dNTPs 1,6 0,2 mM
10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeraza (SU/ ul) | 0,5 2,5 U/ jamka

Ptipravenou smés jsme rozpipetovali do jednotlivych jamek desticky a do kazdé ptidali
5 ul cDNA a kapi¢ku mineralniho oleje (Top-Bio, Praha, CR). Desti¢ku jsme dali do
cykleru (Bio-Rad), amplifikaéni reakce probihala podle nasledujiciho schématu:

1.95°C 7 min. 7. 34x kroky 4 — 6
2.50°C 1 min. 8.94°C 1 min.
3.72°C 1,5 min. 9.50°C 30 sec.
4.94°C 1 min. 10.72°C 7 min.
5.50°C 30 sec. 11.4°C trvale
6.72°C 1,5 min.

5.11.2. Amplifikace internimi primery

Jako interni primery byly pouZity primery specifické pro FRI oblasti a spolené J
sekvence (KUPPERS,1993) a pro amplifikaci jsme pfipravili nasledujici reakéni smés
(tab.6).
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Tab.6

objem (ul / jamka) | findlni koncentrace
H,O 54,98 -
25 mM MgCl, 8 2,5mM
10 mM dNTPs 1,6 0,2 mM
100 uM VH FRI 0,48 0,6 uM
100 uM iJH 6K 0,48 0,6 uM
100 uM 1JH2K 0,48 0,6 uM
100 uM 1JH1/3/4/5 0,48 0,6 uM
10x PCR pufr 8 1x
Taq polymeraza (5U/ul) 0,5 2,5 U/jamka
Interni PCR primery:

VHI1 FRI, 5- CCT CAG TGA AGG TYT CCT GCA AGG C -3’
VH2 FRI, 5°- GTC CTG CGC TGG TGA AACCCACASA -3’
VH3 FRI, 5" - GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG- 3’
VH4 FRI, 5’- GAC CCT GTC CCT CAC CTGCRC TGT C- 3’
VHS FRI, 5°- AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A - 37

VH6 FRI, 5°- CTC ACT CAC CTG TGC CAT CTC CGG - 3’

1JH1/3/4/5, 5'- CGA CGG TGA CCA GGG TBC CYT GGC C- 3’

iJH2, 5" - CGA CAG TGA CCA GGG TGC CAC GGC C -3’

iJH6, 5" - CGA CGG TGA CCG TGG TCC CTT GCC - 3’

Pfipravenou smés jsme rozpipetovali do jednotlivych jamek desticky a do kazdé ptidali

5 ul DNA z amplifikace pomoci externich primerti a kapku mineralniho oleje (Top-

Bio). Desticku jsme dali do cykleru (Bio-Rad), amplifikacni reakce probihala podle

nasledujiciho schématu:
1.95°C 7 min.
2.63°C 1 min.

3.72°C 1,5 min.
4.94°C 1 min.
5.63°C 30 sec.
6.72°C 1,5 min.

7.34x krok 4 - 6
8.94°C 1 min.
9.63°C 30 sec.
10. 72 °C 7 min.
11.4°C trvale
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5.12. Sledovani pfitomnosti PCR produktu

Pfitomnost PCR produktu jsme sledovali pomoci gelové agarézové elektroforézy. Byl
pouzivan 1,5 % agarézovy gel v 0,5x TBE barveny ethidium bromidem (f.c. 0,01 pg/ml,
Sigma). Navazenou agarézu (Top-Bio) jsme rozpustili v odpovidajicim mnoZstvi
0,5xTBE a nechali projit varem. Ptidali jsme ethidium bromid (Sigma) a nechali cca 35
min. chladnout pfi pokojové teploté. Mezitim jsme si pfipravili gelovy nosi¢ a zchladlou
smés do néj nalili. Poc¢kali jsme cca 30 min., aZ gel ztuhnul a s nosi¢em ho pfenesli do
elektroforetické vany (Bio-Rad). Dolili jsme 0,5x TBE tak, aby byl gel ponofen. Do
jamek jsme nanesli 20 pl PCR produktu a 5 ul SLB, do jedné jamky jsme aplikovali 4
pl velikostniho standardu DNA Molecular Weight Marker XIV (Roche) a 1 pl SLB
(Sigma, 0,1ul/ml). Déleni probihalo pfi napéti 70 V / 525 cm?2 po dobu cca 60 minut.
Identifikovali jsme pozitivni vzorky a gel vyfotografovali kamerou Kodak 1D Image
Analysis Software ( Kodak Digital Science, New Haven, USA).

5.13. Purifikace PCR produktu

Purifikace byla provedena pomoci QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN GmBH,
Hilden, Némecko)

1. Zbylé mnozstvi PCR produktu pozitivnich vzorkl z piedchozi kroku (60 pul) jsme
nechali rozdé€lit pomoci gelové agarézové elektorforézy v 1,5 % gelu v 0,5x TBE pfi
napéti 70 V / 525 cm® po dobu cca 3h. Gel byl obarven opét ethidium bromidem. Aby
se zamezilo kontaminaci, pipetovali jsme vzorky na gel ob jamku.

2. Kazdy pozitivni prouzek o poZadované velikosti (tj. 230-300 pb) jsme vytizli
pomoci skalpelu, dali do sterilni 1,5 ml zkumavky.

3. Ke gelu jsme pfidali 600 pl QG pufru a inkubovali pfi 50 °C 10 min. ve vodni 1azni.
Aby se gel snaze rozpustil, 3 — 4x jsme vzorky béhem inkubace vortexovali.

4. Vyndali jsme zkumavku z l4zng, p¥idali 200 ul isopropanolu (Penta, Chrudim, CR)
a diikladné vortexovali.

5. Polovinu obsahu jsme pielili do popsané zkumavky s kolonkami a stodili na
mikrocentrifuze (Eppendorf, Hamburg, Némecko) pti 13 000 ot./min. (RCF = 6231,87
g) po dobu 1 min.

6. Vyndali jsme filtr a obsah zkumavky vylili.

7. Zbytek obsahu zkumavky jsme prelili na kolonku a stoCili na mikrocentrifuze

(Eppendorf) pii 13 000 ot./min. po dobu 1 min.
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8. Vyndali jsme filtr a obsah zkumavky vylili.

9. Pfidali jsme 500 pl QG pufru a stodili na mikrocentrifuze (Eppendorf) pti 13 000
ot./min. po dobu 1 min.

10. Pfidali jsme 750 pl PE-WASH pufru s ethanolem a 5 min. pfi pokojové teploté
inkubovali.

11. Na mikrocentrifuze jsme sto¢ili vzorek pti 13 000 ot./min. po dobu 1 min.

12. Obsah zkumavky jsme vylili, filtr dali zpét a opakovali krok 10.

13. Pfendali jsme kolonky do specialnich zkumavek se Sroubovacim vickem, na stied
napipetovali 30 pul EB pufru a 1 min. inkubovali pfi pokojové teploté.

14. Na centrifuze (Trigon-plus) jsme stoéili vzorek pfi 14 000 ot./min. (RCF =
22996,57g) po dobu 1 min.

5.14. Sekvenovani PCR produkti

Pro sekvenaéni PCR jsme pouzivali Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems, Foster City, USA). Pfipravili jsme si nasledujici reakéni smés

(tab.7).
Tab. 7
Objem (pl / strip)
H,0 2ul
Big Dye pufr 2 ul
5’ primer (fedény v poméru 1 : 20) 1l

Pfipravenou smés jsme rozpipetovali do jednotlivych stripd a do kazdé piidali 5 pl
purifikovaného PCR produktu. Stripy (BD Biosciences, Le Pont De Claix, Francie)

jsme dali do cykleru, amplifikaéni reakce probihala podle nasledujiciho schématu:

1.96°C 10 sec.
2.45°C 5 sec.
3.60°C 4 min.
4.34 x kroky 1-3
5.4°C trvale
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5.15. Precipitace sekvenaéniho produktu ethanolem

1. Ptipravili jsme si nasledujici precipitaéni smés o celkovém objemu 350 pl (tab. 8).

Tab. 8

Objem (pl / vzorek)
H,0 90 ul
3 M NaAc (pH 5,2) 10 pl
100 % ethanol 250 pl

2. Sekvenac¢ni produkt jsme kratce stocili na mikrocentifuze (Eppendorf).

3. Precipitaéni smés jsme piepipetovali do 1,5 ml zkumavek a ptidali 10 pl
sekvenaéniho produktu.

4. Vzorek jsme sto€ili na centrifuze (Trigon-plus) pfi 14 000 ot./min. (RCF =
22996,57g) po dobu 20 min.

5. Supernatant jsme opatrné slili a k sedimentu ptidali 350 pl 70% ethanolu

6. Vzorek jsme stodili na centrifuze (Trigon-plus) pti 14 000 ot./min. po dobu 10 min.

7. Supernatant jsme slili.

8. Sediment jsme nechali v laminarnim boxu Foster Bio 48 (Chemos, Praha, CR )
vysusit.

9. Vzorek jsme stoc€ili na centrifuze (Trigon-plus) pti 14 000 ot./min. po dobu 10 min.
Vlastni sekvenovani produktti sekvena¢niho PCR bylo provadéno Ing. V. Kebrdlovou
na Biologickém ustavu 1. LF UK na sekvenatoru ABI377 (Applied Biosystems, Foster
City, USA).

5.16. Vyhodnocovani a analyza sekvenci uspoiradanych VyDyJy gent

Ziskana data jsme analyzovali pomoci databaze V-BASE Sequence Directory DNA Plot
(http//:www.genetikunikoeln.de/dnaplot) obsahujici tzv. germinalni Ig sekvence, tj.
nemutované zarodecné sekvence. Zjistili jsme, o kterou Ig rodinu a gen se jedna, dale
délku nasi sekvence (pocet nukleotidd) a pocet v ni obsaZenych mutaci. Vypocitali jsme
mutacni frekvenci podle vzorecku:

pocet mutaci

mf (%) = x 100

pocet nt




5.17. Statisticka analyza

Statistickd analyza dat ziskanych z pritokového cytometru byla provedena pomoci
GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego, USA). Pro analyzu rozdili mezi
jednotlivymi skupinami byl pouZit neparametricky Mann-Whitney U t-test, ktery lze

uzit v pfipadé€ negaussovského rozlozeni, pfipadn€ byla pouZivana korela¢ni analyza.
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6. SEZNAM POUZITYCH CHEMIKALII A PRISTROJU

6.18. Chemikalie a kity
Agardza

Azid sodny

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit

BSA

DNA Molecular Weight Marker XIV

DNaza I
dNTPs 10 mM
DTTO0,1 M

EB pufr

EDTA ( C14H14N208Na2 .2 HzO)
Ethidium bromid
Gentamicin

Hyaluronidaza

Izopropylalkohol

Kolagenaza

Lymphoprep

MgCl; 25mM
Mineralni PCR olej

NaAc 3M
PCR pufr 10x
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Top-Bio, Praha, CR
Sigma, St. Louis, USA
Applied Biosystems, Foster
City, USA

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko
Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko
QIAGEN GmBH, Hilden,
Némecko

Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
Krka, Praha, CR

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Penta, Chrudim, CR
Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko
Axis-Shields PoC AS, Oslo,
Norsko

Sigma, St. Louis, USA
Top-Bio, Praha,

Ceska republika

Sigma, St. Louis, USA
Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko



PCR H,0

PE — WASH pufr

Primery na nested PCR 100 uM

Propidiumjodid

Peptid 1 P104-1bio P — filagrin
Peptid 3 P104-3bio — aggrekan

Peptid 0428b FF - fibrin

Peptid biot1
Peptid biot2

QG pufr

QIAquick Gel Extraction Kit
RNasin 40 U/ pul

RPMI 1640 s L-Glutaminem
Britanie

SA - PE

SLB
Spermidin 50 nM

Taq polymeraza

Titan One Tube RT-PCR System

Tris base (C4H1 1NO3)
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Top-Bio, Praha,

Ceska republika

QIAGEN GmBH, Hilden,
Némecko

Sigma, St. Louis, USA
Sigma, St. Louis, USA
poskytnuté prof. W.J. van
Venrooijem (Radboud
University, Nijmegen,
Nizozemi)

poskytnuté prof G. Serrem
(Laboratory of Epidermis
Differntiation and
Rheumatoid Autoimmunity,
Toulose III University,

Francie)

QIAGEN GmBH, Hilden,
Némecko

QIAGEN GmBH, Hilden,
Némecko

Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Gibco, Paisley, Velka

DaKoCytomation, Glostrup,
Dénsko

Sigma, St. Louis, USA
Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko

Sigma, St. Louis, USA
Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko
Amersham, Cleveland, USA



Triton X 10% Roche Diagnostics GmBH,
Manhein, Némecko
Zelatina Sigma, St. Louis, USA
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6.19. Protilatky

Monoclonal Mouse Anti-Human CD19/FITC, klon HD37
Monoclonal Mouse Anti-Human CD20/FITC, klon B-Ly1
Monoclonal Mouse Anti-Human CD27/RPE , klon M-T271 > Dako
Monoclonal Mouse Anti-Human CD45/RPE-CyS5, klon T29/33 Cytomation,
Streptavidin/RPE Glostrup
Strepatvidin/RPE —Cy-5 Déansko

/
CD 3 biotin )

Human CD 19 RPE Conjugate, klon SJ25-C1
Human CD19 PE Cy7 Conjugate, klon SJ25-C1
Human CD 38 APC Cy5.5 Conjugate, klon HIT2
Human CD 38 FITC Conjugate, klon HIT2

Human CD 56 PE Cy5.5 Conjugate, klon MEM-188
Human CD 138 PE Cy5.5 Conjugate, klon 1D4
Strepatvidin/RPE —Cy-7

Human CD 14 biotin Conjugate, klon UCHM 1
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> Caltag,

Burlingame,

USA

Serotec, Oxford,

Velka Britanie



6.20. Roztoky

1,5% agarézovy gel s ethidium bromidem

agardza 6g fc. 1,5%
0,5x TBE 400 ml -
ethidium bromid | 0,04 ml | f.c. 0,01pug/ml
10x PBS
NaCl 80g fc.1,37M
KCl 2g f.c. 0,027 M
Na,HPO, . 12 H,0 29¢g f.c. 0,081 M
KH,PO4 2g f.c.0,015M
H,0 doplnit do 1000 ml -
9x PBS
90 ml 10x PBS + 10 ml H,O
1x PBS
10 ml 10x PBS + 90 ml H,O
5x TBE
Tris base 54¢g f.c. 450 mM
kyselina borita 275¢g f.c. 450 mM
0,5 M EDTA (pH 8) 20 ml f.c. 10 mM
H,0O doplnit do1000 ml -
WSB
Zelatina 4 ml f.c. 0,18%
azid sodny g fc. 0,1 %
1x PBS doplnit do 1000 ml -
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6.21. Pristroje a vybaveni

Automatické pipety
Francie

Centrifugy
Desticky

Elektroforetické vany

Kamera

Laminarni box Foster Bio 48
LSRII

Mikrocentrifuga

Némecko

Mikrozkumavky

Némecko

Mikroskop

PCR cykler

Pocéitaci komurka Fuchs-Rosenthal

Pritokovy sorter FACS Vantage SE

Rukavice

Sekvenator ABI377

Stripy

Spicky

Vodni lazen

Vortex

Zdroj elektrického napéti
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7. VYSLEDKY

7.1. Klinicka charakteristika sledovaného souboru

Celkem bylo sledovano 47 pacienti a 10 zdravych kontrol. Vzorky pro analyzu jsme
ziskali z periferni krve, synovialni tkané a synovialni tekutiny pacientti s RA, periferni
krve pacientd sjinym systémovym revmatickym onemocnénim a periferni krve
zdravych darct. Synovialni tkan byla odebirana pti operaci postizené¢ho kloubu a jeji
mnoZstvi se odvijelo od stadia onemocnéni a typu operovaného kloubu. Periferni krev
pacientd byla odebirana ptfed operaci pacienta s RA nebo béhem pravidelné 1ékaiské
kontroly. Periferni krev kontrol byla ziskana od dobrovolnych darcii. Bylo odebirdno
vzdy cca 7-15 ml krve. Synovialni tekutina byla odebirana béhem radiosynoviortézy, t].
podani radioizotopil (v naSem piipadé€ yttria) do kloubni dutiny za ucelem potlaceni
zanétu a hyperplazie synovie. Vzhledem k nepomémé snaz$§i dostupnosti vzorkd
periferni krve oproti vzorklim synovidlni tkdn€ a synovialni tekutiny, byla PK
analyzovana vyrazn€ Cast€ji. VSechny vzorky byly odebrany na zaklad€ informovaného

souhlasu.

Na pfitomnost B lymfocytd specifickych pro peptidy P1 — filagrin, P3 — aggrekan a
P0428 v periferni krvi bylo analyzovano celkem 18 pacienti s RA, z toho 17 Zen a 1
mu? a 1 pacientka s juvenilni revmatoidni artritidou (JCA). Na pfitomnost B lymfocytd
specifickych pro tyto peptidy v synovialni tkani bylo analyzovano celkem 15 pacientd
sRA (14 Zen a 1 muz) a 1 pacientka s JCA. U pacienta ¢. 8 byly analyzovany dva
vzorky synovialni tkan€ odebirané v rozestupu dvou meésicd. Déle byla analyzovana
synovidlni tekutina 1 pacientky s RA z obou kolen (oddélené€) a u tii pacienti byla
v synovialni tekuting sledovana ptitomnost B lymfocyti specifickych pro peptid P1.
Synovialni tkan pacienta ¢. 2 byla analyzovana peptidy P1, P3 a P0428 (2A) a po 18
mésicich peptidem biot2 (2B) synovialni tkai pacienta ¢. 8 byla analyzovana dvakrat
peptidy P1, P3 a P0428 v rozmezi dvou mésicti (8A, 8B).

Na piitomnost B lymfocytt specifickych pro peptidy biotl a biot2 v periferni krvi bylo
testovano celkem 16 pacientii s RA (11 Zen a 5 muzi). 9 pacientd s RA bylo zarovei
testovano na pfitomnost B lymfocytl specifickych pro peptid P1 v PK, tyto frekvence
jsou pro ptehlednost uvadény jak v tabulce 12 (frekvence B lymfocytii specifickych pro
peptidy biotl a biot2), tak vtabulce 15 (frekvence B lymfocyti specifickych pro
peptidy P1, P3 a P0428). Na ptitomnost B lymfocyti specifickych pro peptid biotl a

biot2 v synovialni tekutiné byly sledovani 3 pacienti (1 Zena a 2 muZi). Déale byla
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analyzovana periferni krev 4 pacientl s JCA (3 Zeny a 1 muz), 1 pacientky se smiSenym
onemocnénim pojivové tkané (MCTD) a 5 zdravych kontrol. VSichni pacienti s JCA a
MCTD byly zaroveti testovani na pfitomnost B lymfocyti specifickych pro peptid P1.
Imunofenotypizace B lymfocytd ptitomnych v periferni krvi byla provadéna celkem u
10 pacienti sRA (8 Zen a 2 muZi), imunofenotypizace B lymfocyti pifitomnych
v synovialni tekuting u 3 pacientd (1 Zena a 2 muzi). Dale byla analyzovana krev 7
pacienti s JCA (5 Zen a 2 muZi), 4 pacientt s ankylozujici spondylitidou (1 Zena a 3
muzi) a 1 pacientky se smiSenym onemocnénim pojivové tkané.

Informace o 1é€ebnych postupech, stavu onemocnéni a hladinach protilatek u pacientt
byly ziskany od oSetfujicich 1ékatti a z pfislu$nych laboratornich pracovist. Absence
klinickych udajti u ¢asti pacientli je zavinéna spolupraci s velkym mnoZstvim 1ékafi,
z nichZ ne vSichni byly ochotni udaje poskytovat. Vék pacienti s RA se pohyboval
v rozmezi 28 — 80 let (median 56 + 2,54; primér 54,8 + 13,46), vek pacientd s JCA (v
rozmezi 16-55 (median 23 + 3,86; prumér 27,1 £+ 11,59). U vétSiny pacientt, o kterych
jsme ziskali klinické udaje, bylo onemocnéni jiZz v pokroc€ilej§im stadiu - 8 pacientl
mélo stupeni onemocnéni III, 5 pacientil stupeti onemocnéni IV, pouze dva pacienti méli
stupefi onemocnéni II. Onemocnéni dosahovalo jak mimé (4 pacienti), tak stfedni (2
pacienti) a vysoké (5 pacientl) aktivity. Vétsina pacientli s RA, u nichz byla zji§tovana
pfitomnost revmatoidnich faktord (19/25), byly na tyto autoprotilatky pozitivni. Hladiny
aCCP stanovené v séru pacientli s RA se pohybovaly v rozmezi 0 — 1300 U/ml (median
250,30 + 85,59; primér 402,00 + 436,40), pacienti s JCA byly pro tyto protilatky
vétsinou negativni, pouze u 1 pacientky byla namétena hodnota 14,1 U/ml. Hladiny C-
reaktivniho proteinu (CRP) byly zji§tovany u 12 pacienti s RA a pohybovaly se
vrozmezi 1,8 — 123,4 mg/l (medidn 22,00 £ 9,95; primér 31,12 + 34,47), u 81%
pacientid tak byla hladina CRP zvySena nad normal (<5mg/l; PAVELKA et al., 2003).
Rychlost sedimentace ¢ervenych krvinek byla u pacientl s RA v rozpéti 6 — 75 mm/hod
(median 19,5 = 6,72; primér 29,9 £+ 23,3). Normalni hodnoty sedimentace jsou 2-5
mm/hod u muzi a 3-8 mm/hod u Zen (PAVELKA et al., 2003), u vSech pacientl
s vyjimkou pacienti ¢. 8B a ¢. 9, tak byly hodnoty sedimentace zvy$ené. Viechny udaje

charakterizujici onemocnéni jednotlivych pacientid jsou shrnuty do tab. 9.
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Tab. 9 Charakteristika pacientii
Vysvétlivky: aCCP — protilatky proti proteinim obsahujicim citrulin; CRP — C-reaktivni protein; M -
muZ; nd — nedefinovano; RF - revmatoidni faktory; Z — Zena

Lislo . stupefi aCCP aktivita CRP sedimentace
pacienta pohlavi | vk | diagnéza onemocnéni RF (U/ml) onemocnéni (mg/l) (mm/hod)
1 Z 61 RA 11 pozitivni 390 vysoka 42,4 33
2A Z 51 RA nd nd 0 nd 1,8 9
3 YA 76 RA 1 pozitivni 636 stfedni 1,9 17
4 VA 48 RA I pozitivni 97 vysoka 10 16
5 Z 53 RA A% pozitivni 1300 mima 49,1 58
6 Z nd RA nd negativni 1090 nd nd nd
7 Z 62 RA nd pozitivni 1200 nd 38,2 44
8A 7 80 RA 111 pozitivni 26 vysoka 243 60
8B I pozitivni 26 vysoka nd 8
9 V4 68 RA v pozitivni 163 mirna 6,6 6
10 Z 63 RA v nd 0 nd nd nd
11 Z nd RA v pozitivni 56 mirna 19,7 15
12 Z 61 RA II pozitivni 0 mima 51,4 22
13 Z 55 RA 1 pozitivni 372 vysoka nd 75
14 M 45 RA I pozitivni 0 stfedni nd 40
15 Z 49 RA nd negativni 0 nd nd 12,4
16 Z 61 RA 1A% negativni 981 nd nd nd
17 Z 46 RA nd nd nd nd nd nd
18 Z 38 RA II pozitivni 126,2 nd 4,6 18
19 zZ 20 JCA nd negativni nd nd 33 nd
20 Z 27 RA nd pozitivni 88,9 nd nd nd
21 z |4 RA nd negativni 404,7 nd nd nd
22 Z 59 RA nd negativni 604,9 nd nd nd
23 M 68 RA nd pozitivni 337,5 nd nd nd
24 Y4 75 RA nd negativni 111,2 nd nd nd
25 Z 41 RA nd pozitivni 1195 nd nd nd
26 Z 38 RA nd pozitivni 446,9 nd nd nd
27 M 66 RA nd nd nd nd nd nd
28 M 55 RA nd pozitivni nd nd nd nd
29 Z 61 RA nd nd nd nd nd nd
30 Z 57| RA nd nd nd nd nd nd
31 M 29 RA nd nd nd nd 1234 40
32 M nd RA nd nd nd nd nd nd
33 V4 58 RA nd nd nd nd nd nd
34 M 21 JCA nd negativni 0 nd nd nd
35 Z 23 | JCA nd negativni 0 nd nd nd
36 Z 55 JCA nd pozitivni 14,1 nd nd nd
37 Z 16 | JCA nd negativni 0 nd nd nd
38 Z 33 JCA nd negativni 0 nd 55,7 72
39 M 22 JCA nd negativni 0 nd 87,1 38
40 Z 29 JCA nd nd nd nd nd nd
41 Z 25| Ica nd negativni 0 nd 18 72
42 M 29 AS nd negativni 0 nd nd nd
43 M 26 AS nd negativni 0 nd nd nd
44 M 32 AS nd nd nd nd nd nd
45 Z 29 AS nd negativni 0 nd nd nd
46 Z nd | MCTD nd pozitivni 0 nd nd nd
47 M nd RA 11 pozitivni 800 nd nd nd
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tislo pacienta | DMARDs | biologicka 1é¢ba | steroidy (mg/den)
1 LEF ne 5
2A ne ne ne
3 AZA ne 2,5
MTX ne 10
5 AZA ne 10
7 MTX nd nd
8A MTX Entanercept 5
8B SAS ne nd
9 ne ne 5
11 LEF ne 5
12 MTX ne 5
13 ne Adalimumab 10
14 HQ ne 4
16 nd Abatacept nd
19 MTX nd nd
31 MTX ne nd
34 ne Infliximab nd
35 MTX ne nd
36 ne ne 5
38 MTX ne nd
39 ne Entanercept nd
41 MTX Entanercept nd

Tab. 10 Lé¢ba pacienti

Vysvétlivky: Entanercept je solubilni receptor TNF, Abatacept je monoklonalni protilatka
proti CTLA4, Adalimumab je pln¢ humanizovana monoklonalni protilatka proti TNF-o,
Infliximab je chimericka mysi/lidska monoklondlni protilatka proti TNF-o5 AZA -
azathioprin, DMARDs - chorobu modifikujici antirevmatické léky; HQ -
hydorchloroquine; LEF — leflunomid; MTX — metotrexat; nd — nedefinovano; SAS —
sulfasalazin; mnoZstvi steroidi je udavano jako ekvivalent prednizonu

Vétsina pacientti (15/22) byla lé¢ena pomoci chorobu modifikujicich antirevmatickych
1¢ki (DMARD:s), ztoho 9 pomoci metotrexatu, 2 pomoci leflunomidu, 2 pomoci
azathioprinu, 1 pacient byl 1é¢en sulfasalazinem a 1 hydrochloroquinem. 11 pacientd
podstoupilo 1é¢bu steroidy v davkach 2,5 — 10mg denné, u vSech se tedy jednalo o tzv.
1é€bu malymi davkami (PAVELKA et al., 2003). Souéasnou 1é¢bu pomoci DMARDs a
steroidli podstupovalo 8 pacientii. Biologickou 1é€bou bylo éEen 6 pacientt, a to bud’
Entanerceptem (3 pacienti), Abataceptem, Infliximabem nebo Adalimumabem. Jeden z
pacientli 1éCenych Entanerceptem byl zaroveri 1é€en metotrexatem a 5 mg steroidli na
den a jeden byl lécen zaroveni samotnym metotrexatem. Pacient 1é¢eny Adalimumabem
byl zaroven 1é€en 10 mg steroidi na den. Jeden pacient neuZival Zadnou lé¢bu, dva
pacienti uZivali pouze kortikosteroidy. Udaje o 16&b& jednotlivych pacientll jsou shruty

do tab. 10, jsou uvadény pouze pacienti, u kterych jsme znali zptisob 1é¢by.
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7.2. Imunohistochemicka analyza synovialnich tkani

Pfitomnost proteini obsahujicich citrulin v synovidlni tkani pacientd byla zjiStovana
pomoci imunohistologické analyzy. Protilatky specifické pro proteiny obsahujici
citrulin Biogenesis a FP95 vhodné pro vyuziti pfi imunohistologické analyze jsou téZko
dostupné, a proto byly analyzy laskavé provedeny laboratofi D. Baetena, ktera témito
protilatkami disponuje. Imunohistochemicka analyza synovidlnich tkéni byla provedena
u 11 ze sledovanych pacientd, u pacientky ¢. 8 byla analyza provedena u obou z

odebranych tkani (obr. 9).

Obr.9 Imunohistologicka analyza

Jako reprezentativni piiklad je uvadéna imunohistologicka analyza synovialnich tkani tfi
ze sledovanych pacientd s RA. Tkané byly obarveny protilatkami specifickymi pro
proteiny obsahujici citrulin A) Biogenesis, B) FP95. Sipky oznaduji mista s vyskytem
citrulinovanych proteint.

No. 18

Detekce proteintli obsahujicich citrulin byla provadéna u 9 pacientd, v jejichZ tkéni byla
nalezena vystelkova vrstva. Proteiny obsahujici citrulin byly detekovany ve 4 pfipadech
a vzdy byly idendifikovany obéma protilatkami (tab. 11). U pacienta ¢. 8 byly proteiny

obsahujici citrulin nalezeny pouze v jednom z ptipadi (8B).
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islo pacienta | pohlavi | stav onemocnéni | vystelkova vrstva | Biogenesis | FP95
1 Z 1 pfitomna negativni | negativni
2A Z nd pfitomna pozitivni | pozitivni
3 Z 111 nepfitomna nd nd
4 y/ 11 ptitomna negativni | negativni
5 Z v nepfitomna nd nd
8A Z I pfitomna negativni | negativni
8B Z I pfitomna pozitivni | pozitivni
9 Z v nepfitomna nd nd
11 Z v pfitomna negativni | negativni
12 V4 II pfitomna negativni | negativni
13 Z 11 pfitomna pozitivni | pozitivni
14 M I pfitomna pozitivni | pozitivni

Tab. 11 Imunohistologické vySetfeni pFitomnosti proteini obsahujicich citrulin
v synovialni tkani

Biogenesis a FP95 jsou protilatky specifické pro proteiny obsahujici citrulin, Biogenesis -
polyklonalni protilatka, FP95 - monoklonélni protilatka; M — muZ; nd — nedefinovano; Z -
Zena

7.3.  Detekce CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin
Vzorky byly testovany na piitomnost CD19" B lymfocytd specifickych pro proteiny

obsahujici citrulin pomoci metody popsané v kapitole Material a metodika. Specifita
této metody byla ovéfena pomoci inhibi¢niho testu s pouZzitim nebiotynylovanych
peptidi  obsahujicich citrulin shodnych s peptidy P1, P3, P0428, biotl a biot2.
Jednotlivymi nebiotinylovanymi peptidy byly lymfocyty oznadeny jesté pted inkubaci s
biotynylovanymi peptidy. Koncentrace nebiotinylovanych peptidi se postupné
zvySovala z 10ug na 50ug a 100pg.

Vysledkem testu byla vyznamna redukce frekvence CD19" B lymfocytl specifickych
pro jednotlivé peptidy obsahujici citrulin (obr.10) s vyjimkou peptidu biot2. Frekvence
B lymfocyti detekovanych pomoci peptidu biot2 kolisaly naprosto nezavisle na

mnoZstvi pouZitého nebiotinylovaného peptidu.
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Obr.10 Inhibice pomoci nebiotinylovaného peptidu obsahujiciho citrulin
Na prikladu peptidu P0428 je ukazano, Ze 2zvySovani hladiny
nebiotinylovanych peptidi obsahujicich citrulin ma za nasledek vyznamné
snizovani frekvence detekovanych CD19™ B lymfocytl specifickych pro
proteiny obsahujici citrulin v periferni krvi pacienta s RA. Cisla oznaduji
prislusné bunééné frekvence.

7.3.1. Detekce CD19" B lymfocytii specifickych pro peptidy P1, P3 a P0428

Frekvence CD19" B lymfocytl specifickych pro peptidy P1, P3 a P0428 v PK a ST
pacientli s RA se liSily podle typu pouzitého peptidu. Ve vétSin€ piipadi byly u
jednoho pacienta detekovany B lymfocyty specifické pro alespori dva z pouZitych
peptidi (tab. 12, tab. 13).
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a) u pacienti

islo pacienta pohlavi pacienta typ vzorku diagnéza P1 (%) P3 (%) P0428 (%)
1 Z PK RA 0,02 0,01 nd
2A Z PK RA 0,03 0,06 nd
3 Z PK RA 0,00 0,01 nd
4 Z PK RA 0,01 0,00 nd
5 z PK RA 0,02 0,04 nd
6 z PK RA 0,02 0,02 nd
7 Z PK RA 0,03 0,03 0,04
8B Z PK RA 0,01 0,03 0,01
9 Z PK RA 0,00 0,07 0,04
10 Z PK RA 0,00 0,00 0,00
11 z PK RA 0,00 0,01 0,01
12 Z PK RA 0,08 0,06 0,08
13 VA PK RA nd nd nd
14 M PK RA nd nd nd
15 z PK RA 0,2 0,25 0,42
16 Z PK RA 0,01 0,01 0,02
17 Z PK RA 0,02 0,02 0,03
18 Z PK RA 0,18 0,21 0,11
19 Z PK JCA 0,03 0,01 0,01
20 Z PK RA 0,055 nd nd
21 Z PK RA 0,0 nd nd
22 Z PK RA 0,00458 nd nd
23 M PK RA 0,0018 nd nd
24 Z PK RA 0,024 nd nd
25 Z PK RA 0,11 nd nd
26 Z PK RA 0,018 nd nd
30 Z PK RA 0,083 nd nd
33 Z PK RA 0,013 nd nd
34 M PK JCA 0,018 nd nd
35 Z PK JCA 0,011 nd nd
36 Z PK JCA 0,00805 nd nd
37 Z PK JCA 0,013 nd nd
46 Z PK MCTD 0,0049 nd nd
b) u zdravych kontrol
Gislo | P1(%) | P3(%) | P0428 (%)
Kl 0,003 0,001 0,002
K2 0,001 0,002 0,002
K3 0,003 0,002 0,002
K4 0,001 0,002 0,003

Tab. 12 Pritomnost B lymfocyti specifickych pro peptidy P1, P3 a
P0428 v periferni krvi
Vysvétlivky: JCA — juvenilni revmatoidni artritida; M-muz; MCTD-
smiSené onemocnéni pojivové tkan€; nd — nedefinovano; PK — periferni
krev: RA — revmatoidni artritida: Z - Zena
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islo pacienta | pohlavi pacienta | typ vzorku | diagnéza | P1(%) | P3 (%) | P0428 (%)
1 Z ST RA 0,19 0,11 nd
2A Z ST RA 0,07 0,08 nd
3 Z ST RA 0,06 0,06 nd
4 Z ST RA 0,03 0,06 nd
5 Z ST RA 0,03 0,06 nd
6 Z ST RA 0,00 0,00 nd
8A Z ST RA 0,02 0,01 0,02
8B Z ST RA 0,17 0,12 0,11
9 Z ST RA 0,14 0,33 0,24
10 Z ST RA 0,06 0,00 0,06
12 Z ST RA 0,04 0,05 0,19
13 Z ST RA 0,00 0,00 0,0
14 M ST RA 0,21 nd nd
15a 5 o A 0,09 0,19 0,55
15b 0,15 0,71 0,35
16 Z ST RA nd nd 0,00
17 Z ST RA nd 0,01 0,00
18 Z ST RA nd nd 0,00
19 Z ST JCA 0,00 0,00 0,00
27 M SF RA 0,049 nd nd
28 M SF RA 0,67 nd nd
29 Z SF RA 0,034 nd nd

Tab. 13 Pritomnost B lymfocyti specifickych pro peptidy P1, P3 a P0428

v synovialni tkani a synovialni tekutiné

Vysvétlivky: JCA — juvenilni revmatoidni artritida; M-muZ; nd — nedefinovino; RA —
revmatoidni artritida; SF — synovialni tekutina; ST — synoviélni tkaf; Z — Zena

U pacientky €.15 byla analyzovana oddélené SF z pravého a levého kolene, oba klouby
byly postizeny RA, pacientovi ¢.8 byla ST odebirana dvakrat v rozestupu dvou mésic.

V periferni krvi se frekvence CD19" B lymfocytt specifickych pro peptid P1 (filagrin)
se pohybovala v rozsahu 0,00 — 0,20 % (median 0,02 + 0,01; pramér 0,04 + 0,05), pro
peptid P3 (aggrekan) 0,00 — 0,25 % (median 0,02 + 0,02; prtimér 0,05 + 0,07), pro
peptid P0428 (fibrin) 0,00 — 0,42 % (median 0,03 + 0,03; 0,07 + 0,11). V synovialni
tkani a synovialni tekuting se frekvence CD19" B lymfocytt specifickych pro peptid P1
(filagrin) pohybovala v rozmezi 0,00 — 0,67 % (median 0,06 + 0,04; primér 0,11 +
0,15), pro peptid P3 (aggrekan) 0,00 — 0,71 (median 0,06 + 0,05; primér 0,12 + 1,18),
pro peptid P0428 (fibrin) 0,00 — 0,55% (median 0,06 + 0,05; primér 0,14 + 0,18) (tab.
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14). Frekvence CD19" B lymfocyti specifickych pro peptidy P1, P3 a P0428

v periferni krvi zdravych kontrol neptesahla v Zadném z piipadd 0,003%.

Tab. 14 Statistické vyhodnoceni frekvenci B lymfocyti pro
peptidy P1, P3 a P0428 v PK a ST a SF

a) u pacienti s RA

frekvence specifickych frekvence specifickych B
Protein B lymfocytii v PK (%) median lymfocyti v ST a SF (%) median
P1 (filagrin) 0,00 - 0,20 0,02 0,01 0,00 - 0,67 0,06 + 0,04
P3 (aggrekan) 0,00 -0,25 0,02 + 0,02 0,00 - 0,71 0,06 + 0,05
P0428 (fibrin) 0,00 - 0,42 0,03+ 0,03 0,00 - 0,55 0,06 + 0,05

b) u zdravych kontrol

frekvence specifickych
Protein B lymfocytid v PK (%) mediin
P1 (filagrin) 0,001-0,003 0,002 + 0,0006
P3 (aggrekan) 0,001 — 0,002 0,002 + 0,0003
P0428 (fibrin) 0,002 - 0,003 0,002 £ 0,0003

Frekvence CD19" B lymfocyti specifickych pro jednotlivé peptidy obsahujici citrulin
byly u pacientd s RA v synovidlni tkani a synoviélni tekutin€ vyssi oproti frekvencim
v periferni krvi. Pro peptid P1 (filagrin) a pokud byly hodnoceny vSechny peptidy
zaroven, bylo toto zvySeni statisticky vyznamné (p = 0,006, resp. p = 0,0451) (obr.11).
A) B)

e
Q2
®n

p=10.006

p=0.0451
0.75+ -

0.50+ 0.504

lymfocytii (%)

Z. 0.251 0.254

frekvence specifickych B
lymfocyti (%)
frekvence specifickych B

Obr.11 Srovnani frekvence CD19" B lymfocyti specifickych pro peptidy obsahujici
citrulin v periferni krvi a synovialnich kompartmentech

Z obrazku je patrna zvysena frekvence CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny
obsahujici citrulin v synovidlni tkani a synovidlni tekutiné oproti perifemni krvi u
pacienti s RA. Vodorovna ¢&ara oznaduje mediany. A) frekvence B lymfocytd
detekovanych pomoci peptidu P1, B) frekvence B lymfocytd detekovanych pomoci
peptida P1, P3 a P0428 dohromady.
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7.3.2. Detekce CD19" B lymfocytit specifickych pro peptidy biotl a biot2

V perifemi krvi se frekvence CD19" B lymfocyth specifickych pro peptid biotl
pohybovaly v rozmezi 0,00 — 0,07 % (median 0,02 + 0,01, primér 0,04 £ 0,04) (tab.15,
17). Peptid biot2 jsme vzhledem k vysledkim inhibi¢niho testu ozna€ili jako
nespecificky, a proto jsem jej nezafadila do statistik. Uvadim pouze naméfené
frekvence B lymfocyti. Pomoci peptidu biot2 byly v PK naméfeny vyrazné vyssi
frekvence, u pacienta ¢. 36 byla hodnota naméfend pomoci biot2 dokonce 260x vyssi
neZ hodnota naméfena pomoci biotl. Pfekvapivé byly u SF vZzdy naméfeny mirné€ vyssi
frekvence pomoci peptidu biot1 (tab. 16).

U zdravych kontrol dosahovala frekvence B lymfocytii specifickych pro peptid biotl
maximalné 0,03%, u pacientd s jinym revmatickym onemocnénim 0,06% (pacient
s JCA).

a) u pacienti

Lislo pacienta | pohlavi pacienta | Typ vzorku | Diagnéza biot1 biot2 P1
20 Z PK RA 0,01 0,041 | 0,055
21 Z PK RA 0,052 | 0,054 0,0
22 Z PK RA 0,034 | 0,083 | 0,00458
23 M PK RA 0,00261 | 0,22 [ 0,0018
24 Z PK RA 0,073 | 0,81 0,024
25 Z PK RA 0,035 | 2,24 0,11
26 z PK RA 0,01 0,7 0,018
30 Z PK RA 0,14 0,52 | 0,083
31 M PK RA 0,019 | 0,52 nd
32 M PK RA 0,14 0,64 nd
33 Z PK RA 0,027 [ 0,053 | 0,013
34 M PK JCA 0,00401 | nd 0,018
35 z PK ICA 0,013 | 022 | 0,003
36 Z PK JCA 0,002 | 0,52 | 0,006
37 Z PK JCA 0,059 | 027 | 0,013
46 z PK MCTD | 0,0037 | 04 | 0,0049

b) u zdravych kontrol

Lislo | bitol (%) | biot2 (%)
K5 0,00 0,80

K6 0,03 0,03

K7 0,00 0,003

K8 0,001 0,05

K9 0,00 0,05

Tab.15: Procentuilni zastoupeni CD19" bun&k B lymfocyti specifickych pro peptidy biot1
a biot2 v PK

Vysvétlivky: AS — ankylozujici spodylitida; JCA — juvenilni chronicka artritida; MCTD -
smiSené onemocnéni pojivové tkané; nd — nedefinovano; PK — periferni krev; RA — revmatoidni
artritida; SF — synovialni tekutina
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&islo pacienta | pohlavi pacienta | typ vzorku | diagnéza | biotl | biot2
2B Z ST RA nd | 0,01
27 M SF RA 0,12 0,1
28 M SF RA 1,02 | 0,59
29 Z SF RA 0,17 | 0,062

Tab.16: Procentualni zastoupeni B lymfocyti (CD19*
bunék) specifickych pro peptidy biotl a biot2 v ST a SF
M — muz; SF — synovialni tekutina;

ST — synovialni tkai; Z - Zena

a) u pacientu

frekvence specifickych frekvence specifickych
Protein B lymfocytii v PK (%) median B lymfocytii v SF (%) median
biot 1 0,00-0,14 0,03+ 0,01 0,12-1,02 0,17 £0,29

b) u kontrol

frekvence specifickych
B lymfocyti v PK (%) median
kontroly 0,00 - 0,035 0,0005 + 0,009
biot1 0,004 - 0,059 0,002 + 0,009
nemoci jiné nez RA
P1 0,00 -0,018 0,0045 + 0,00

Tab. 17 Statistické vyhodnoceni frekvenci B lymfocyti specifickych pro
peptid biotl u pacientii a kontrol

Nebyla nalezena Zadna korelace mezi hladinou aCCP v séru pacienta a frekvenci
CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin. U pacientf s nulovou
hladinou aCCP v séru jsme v nékterych piipadech nasli vysokou frekvenci CD19" B
lymfocytt specifickych pro proteiny obsahujici citrulin a naopak u nékterych pacientt
s vy88imi hladinami (>300 U/ml) nebyly detekovany Zadné CD19" B lymfocyty

specifické pro proteiny obsahujici citrulin.

7.4. Imunofenotypizace detekovanych CD19" B lymfocyti

Byly sledovana exprese povrchovych antigend u B lymfocyti pfitomnych v periferni
krvi  pacienti s RA v porovnani skontrolnimi skupinami. Buriky byly znaCeny
monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s fluorescenéni barvou podle vySe

uvedeného protokolu a analyzovany pomoci polychromatické pritokové cytometrie.
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Bylo sledovéano celkem 25 pacientli se systémovym revmatickym onemocnénim a 6
zdravych kontrol. Z toho PK byla analyzovana u 10 pacientd s RA (7 Zen a 3 muzi), 7
pacientd s JCA (5 Zen a 2 muzi), 4 pacientll s ankylozujici spondylitidou (1 Zena a 3
muZi), 1 pacientky se smiSenym onemocnénim pojivové tkané¢ (MCTD) a zdravych
kontrol. Dale byla provadé€na analyza vzorkd synovidlni tekutiny ziskanych od tii
pacientl s RA (1 Zena a 2 muzi). Vysledky ziskané porovnani se SF lze vSak diky
nizkému poc€tu pacienti povaZovat pouze za orientacni.

Jako marker zralych B bunék v periferni krvi 1 synovidlni tkani byl vyuzivan CD19
antigen, jako marker leukocyti byl v synovialni tekutiné vyuZivan antigen CD45.
Pomoci propidiumjodidu byly odliSeny Zivé buiiky od mrtvych (obr. 12 A) a nasledné
byl oznacen lymfocytarni gate (obr. 12 B). Bylo testovano procentudlni zastoupeni
jednotlivych bunéénych populaci v ramci lymfocytd (tab. 18, obr. 13 A-D), v ramci
CD19" B lymfocyti (tab. 20, obr. 14 A,B) a pfitomnost povrchovych antigeni CD38 a
CD138 (tab. 22, obr.14 A) vramci populace naivnich bungk (CD19"CD20°CD27),
pamétovych bungk (CD19"CD20°CD27") a plazmablasti (CD19"'CD20°CD27").

A) B)

ooee g,

T - —r—r ™
0o 4000 o 1000 g, 2o 4000

Obr.12 Oznadeni na dot plotu
A) Zivych bunék, B) lymfocytarniho gatu
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Tab. 18 Procentualni zastoupeni jednotlivych populaci v ramci lymfocytarniho

gatu

a) u pacienti

CD19°CD27" ’
&islo typ 1" (%) CD19°CD27" CD19°CD38" | CD19°CD138"
pacienta vzorku Diagnéza (%) (pamétové 3 (%) (%)
buitky) (plazmablasty)
20 PK RA 6,21 0,28 1,77 4,82 0,013
21 PK RA 3,26 0,05 0,77 2,57 0,11
22 PK RA 4,7 0,00549 0,94 3,65 0.071
23 PK RA 3,49 0,011 0,49 2,61 0.055
24 PK RA 12,9 0,01 1,76 10,1 0.17
25 PK RA 391 0,00767 0,35 2,92 0,19
26 PK RA 9,72 2,64 0,1 2,78 0,18
27 SF RA 1,28 0,3 0,0 0,75 0,98
28 SF RA 34 0,32 0,0 1,07 3,01
29 SF RA 2,17 0,82 0,00856 1,45 1,73
30 PK RA 3,61 0,52 0,025 2,63 0,00243
32 PK RA 0,8 0,45 0,014 0,57 0,16
33 PK RA 44 1,65 0,013 2,69 0,02
35 PK JCA 4,02 0,71 0,047 2,83 0,066
36 PK JCA 7,16 1,71 0,023 4,2 0,027
37 PK JCA 15,9 0,098 1,84 13,5 0,2
38 PK JCA 3,94 0,011 1,17 2,66 0,14
39 PK JCA 13,9 0,14 1,08 10,9 0,62
40 PK JCA 4,11 0,015 0,36 2,41 0,069
41 PK JCA 13,6 0,06 2,11 8,74 0,43
42 PK AS 4,11 0,0097 0,59 3,41 0,23
43 PK AS 6,05 0,015 0,97 5,18 0.095
44 PK AS 8,16 0,024 1,29 7,0 0,08
45 PK AS 6,9 0,0075 0,32 2,92 0,097
46 PK MCTD 5,75 0,00407 0,058 4,57 0,24
b) u zdravych darci
CD19°CD27° | CD19°CD27"# . . .
&islo kontroly | CD19" (%) (%) (%) CDIYCD3S™ | CDIYCD13S
(pamétové buiiky) | (plazmablasty) %) %)

K5 1,99 0,41 0,0034 1,57 0,013
K6 4,17 3,07 0,019 3,58 0,1
K7 5,38 3,52 0,049 3,73 0,12
K8 6,1 5,01 0,012 5,65 0,51
K9 3,54 0,96 0,01 3,32 0,038
K10 6,38 3,36 0,023 5,61 0,094
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Obr. 13 Procentualni zastoupeni B bunéénych populaci v ramci
lymfocytéi A) CDI19'B lymfocyty B) CD19°CD27" B lymfocyty,
v ramci této populace je mozné na zakladé exprese CD27 idendifikovat
dvé odlisné subpopulace bunék — CD27° a CD27"¢" — kdy
CD19'CD27"  pfedstavuji  populaci pamétovych bungk a
CD19°CD27"®"  populaci  prekurzord  plazmatickych  bunék
(plazmablasti) C) CD19°CD38" B lymfocyty, populace predstavuje
prekurzory plazmatickych bunék, D) CD19°CD138" B lymfocyty,
populace plazmablasti

Nasli jsme statisticky vyznamné sniZeni pamétovych B bunék fenotypu CD19°CD27"
(p = 0,0075) (obr. 15 A) a statisticky vyznamné zvySeni plazmablastli fenotypu
CD19"CD27"#" (p = 0,0312) (obr. 15 D) u pacienti s RA ve srovnani se zdravymi

kontrolami.

Frekvence Zadné ze sledovanych bunéfnych populaci u pacientdi s RA v ramci
lymfocytarniho gatu se signifikantné neliSila od frekvenci stejné bunécné populace
pacientli s JCA ani pacienti s AS. Statistické vyhodnoceni je uvedeno v tabulce €. 19.

Nasli jsme velmi vyrazné zvysené zastoupeni populace CD19°CD138" v synovialni

tekutin€ ve srovnani s frekvenci v periferni krvi.
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v ramci lymfocyti

Tab. 19 Statistické vyhodnoceni frekvenci jednotlivych bunéénych populaci

a) u pacientii s RA

frekvence (%) median pramér
CD19* 0,8-12,9 4,16+1,1 | 530+3,52
CD19°CD27" 0,005-2,64 | 0,17+0,28 | 0,56 + 0,89
CD19°CD27" | 0,01-1,77 0,42+0,22 | 0,62+ 0,68
CD19°CD38" 0,57- 10,1 2,74+0,80 | 3,53+2,54
CD19°CD138" | 0,002-0,19 | 0,09+0,02 | 0,10+ 0,07
b) u pacientii s JCA
frekvence (%) medién primér
CD19* 394-159 | 7,16+2,01 | 895+£5,33
CD19°CD27T" 0,01- 1,71 0,10+2,34 | 0,39+ 0,63
CD19°CD27"#* | 0,02-2,11 1,08+0,32 | 0,95+0,84
CD19°CD38* 2,41-13,50 | 420+1,72 | 6,46+ 4,54
CD19*CD138* 0,03-0,62 | 0,14+0,08 | 0,22+0,22
c) u pacientii s AS
rozmezi frekvence (%) median primér
CD19* 4,11-8,16 6,48+0,85 | 6,31+1,70
CD19*CD27* 0,007 - 0,02 0,010,003 | 0,01 0,007
CD19"CD27"¢ 0,32-1,29 0,78+0,21 | 0,79%0,43
CD19*CD38" 2,92-7,00 430+093 | 4,63£1,86
CD19*CD138* 0,08 -0,23 0,10£0,04 | 0,13£0,07
d) u zdravych darci
rozmezi frekvence (%) | median primér
CD19* 1,99 -6,38 4,78+0,69 | 4,59+ 1,68
CD19*CD2T* 0,41 -5,01 322+0,70 | 2,72£1,72
CD19*CD27"% 0,01 - 0,05 0,02+ 0,006 | 0,02+ 0,01
CD19*CD38* 1,57-5,65 3,66+0,63 | 391+1,54
CD19°CD138* 0,013-0,51 0,097 +£0,07 | 0,15+0,18
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Tab. 20 Procentualni zastoupeni jednotlivych populaci bunék v ramci

CD19" B lymfocytii

I) u pacienti

CD20°CD27T CD20°CD27" CD20'CD27" | CD38" CD138"
pacient | Typ vzorku | Diagnéza (%) (%) (%) (%)
(naivni buiiky) | (pamét’ové buiiky) | (plazmablasty)
20 PK RA 61,7 26,7 5,11 0,51
21 PK RA 74,0 23,7 0,82 747
22 PK RA 78,3 19,6 0,35 1,52
23 PK RA 86,5 12,7 0,44 1,96
24 PK RA 80,7 13,9 0,47 1,49
25 PK RA 89,3 10,1 0,28 8,43
26 PK RA 72,0 27,2 0,75 0,27
27 SF RA 75,0 22,1 0,0 66,2
28 SF RA 21,0 8,57 2,86 89,5
29 SF RA 64,2 35,0 0,79 67,8
30 PK RA 82,1 11,2 2,85 0,0084
32 PK RA 50,4 45,1 2,79 4,68
33 PK RA 65,7 334 0,49 0,14
35 PK JCA 82,4 16,3 1,18 0,27
36 PK JCA 78,4 21,4 0,11 0,035
37 PK JCA 88,2 11,5 0,21 1,54
38 PK JCA 69,1 29,7 0,13 4,11
39 PK JCA 91,0 8,58 0,16 4,9
40 PK JCA 91,1 8,53 0,29 1,79
41 PK JCA 83,9 15,7 0,26 3,41
42 PK AS 85,4 13,6 0,47 74
43 PK AS 80,8 18,7 0,37 3,65
44 PK AS 83,6 16,0 0,29 1,54
45 PK AS 94,0 4,47 0,48 2,717
46 PK MCTD 98,4 1,06 0,047 4,57
II) u zdravych darcu
CD20°CD27" | CD20°CD27" | CD20°CD27" | CD38* CD138*
&islo kontroly (%) (%) (%) (%)
(naivni) (pamétové) | (plazmablasty)

K5 77,4 19,2 3,51 0,33

K6 14,2 84,2 1,33 1,81

K7 18,9 78,5 2,25 1,66

K8 9,04 90,3 0,54 7,18

K9 61,1 37,7 1,11 0,86

K10 35,2 64,1 0,49 1,25
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Obr.14 Subpopulace bunék v ramci
LS - CD19"B lymfocytli A) na zikladé exprese
] gt CD20 a CD27 anigenti, Vv jednotlivych

populacich  uréenych expresi téchto
molekul byla sledovana exprese CD38 a
CD138 molekul B) na zéklad¢ exprese
CD38 a CD138 antigend
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Obr.15 Srovnani frekvenci B lymfocyti v PK u pacientii s RA (RA) a
zdravych kontrol (KO). A) pamétové CD19°CD27" B lymfocyty B) pamétové
CD20°CD27" buiiky v ramci CD19" B lymfocytii C) naivni CD20°CD27 buiiky
v ramci CD19" B lymfocytii, D) CD19°CD27™" plazmablasty

Byl zjistén statisticky vyznamny pokles procentudlniho zastoupeni pamétovych bunék
imunofenotypu CD20°CD27" v ramci populace CD19" B lymfocytii u pacienti s RA
oproti zdravym kontrolam (p = 0,011) (obr. 15 B) a naopak statisticky vyznamny narist
frekvenci naivnich bunék fenotypu CD20°CD27" vramci populace CD19" B
lymfocytl u pacientii s RA oproti zdravym kontrolam (p = 0,075) (obr. 15 C).

Pacienti s RA vykazovali signifikantni nariist frekvenci CD20°'CD27" plazmablastti
vramci CD19" B lymfocytd oproti pacientim s JCA (p = 0,0068) (obr.16). Nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil ve frekvencich CD19°CD38" a CD19'CD138"
plazmablastd v ramci lymfocytarni populace ani CD20'CD27° a CD38'CD138"
plazmablast v ramci populace CD19" B lymfocyti u pacienti s RA oproti zdravym
kontrolam. Statistické vyhodnoceni je shrnuto v tab. 20.

V synovidlni tekutin€ jsme nas$li zna¢né rozdilnosti v procentualnim zastoupeni B
lymfocytarnich populaci na zéklad¢ exprese CD20 a CD27 antigent. Frekvence
plazmablasti CD38"CD138" v ramci CD19" B lymfocytii byly v synovialni tekuting

vyrazné€ vy$$i nez v periferni krvi.
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Obr. 16 Srovnani frekvence CD20°CD27" plazmablasti v ramci
CD19" B lymfocytii u pacientii s RA a JCA
Vodorovné ¢ary predstavuji medidny

=0,0068
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< 5.0- .
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=
%)
>
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0.0 = =
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CD20°CD27" buiiky v ramci CD19" B
lymfocyti

Tab.21 Statistické vyhodnoceni jednotlivych bunéénych populaci
v ramci CD19" B lymfocytii

a) u pacientii s RA

b) u pacienti s JCA

¢) u pacientii s AS

frekvence (%) median primér
CD20"CD27 50,40 - 89,30 | 76,15+3,80 | 74,07 12,02
CD20°CD27" 10,10 -45,10 | 21,65+3,54 | 22,36+ 11,21
CD20CD27" 0,28 - 5,11 0,62 0,51 1,44 £ 1,62
CD38°CD138" | 0,008 - 8,43 1,50 + 1,00 2,65+ 3,12
frekvence (%) median primér
CD20°CD27 69,1 -91,1 69,10+2,97 | 83,44 +7,86
CD20°CD27" 8,53 -29,70 15,70 +2,88 | 15,96 7,62
CD20CD27" 0,11-1,18 0,21 £0,14 0,33+0,38
CD38°CD138" 0,04 -4,9 1,79+0,71 | 2,30+ 1,89
frekvence (%) median pramér
CD20*CD27 80,80 - 94,00 | 84,50+2,85 | 85,95+5,69
CD20°CD27" 4,47 - 18,70 14,80+ 3,10 | 13,19+£6,28
CD20°CD27" 0,29 - 0,48 0,42+0,045 | 0,40=0,09
CD38°CD138" 1,54 - 7,40 3,21+1,26 3,84£2,53
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d) u zdravych kontrol

frekvence (%) mediin primér
CD20°CD27 9,04 -77,4 27,05+ 11,31 | 35,97 +£27,71
CD20*CD27* 19,2 -90,3 71,30+ 11,54 | 62,33 £+ 28,26
CD20°CD27" 0,49 - 3,51 1,22 +£0,47 1,54 £1,16
CD38"CD138" 0,33-7,18 1,46 £ 1,02 2,18+2,50

Tab 22. Exprese povrchovych antigeni CD38 a CD138 v B
bunéénych populacich

a) naivni B buiiky (CD19°CD20°CD27)

I) u pacientu

Pacient | Typ veorkn | Dingnéza CD38'CD138 | CD38'CD138" CD38CD138*
(%) (%) (%)
20 PK RA 99,0 0,086 0,0
21 PK 90,7 5,64 0,035
22 PK RA 94,4 1,44 0,0
23 PK RA 87,3 2,21 0,085
24 PK RA 91,1 1,15 0,15
25 PK RA 85,2 8,51 0,098
26 PK RA 36,8 0,63 0,63
27 SF RA 9,8 64,7 21,6
28 SF RA 9,09 90,9 0,0
29 SF RA 15,1 65,2 14,7
30 PK RA 88,7 0,061 0,0
32 PK RA 86,4 321 0,0
33 PK RA 77,6 0,21 0,047
35 PK JCA 83,8 0,4 0,059
36 PK JCA 71,1 0,11 0,14
37 PK JCA 95,9 1,49 0,033
38 PK JCA 83,6 4,78 0,23
39 PK JCA 92 42 0,035
40 PK JCA 80,7 1,72 0,16
41 PK JCA 84,7 3,09 0,23
42 PK AS 95,4 4,04 0,0
43 PK AS 97,3 1,73 0,018
44 PK AS 94,3 3,4 0,1
45 PK AS 93,3 2,3 0,087
46 PK MCTD 91,1 4,53 0,024
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II) u zdravych darcu

CD38°CD138 N . CD38°CD138*
islo kontroly CD38°CD138" (%)
(%) (%)
KS 98.2 0,11 0,0
K6 90,2 522 0,65
K7 85,4 72 0,69
K8 79,9 15,6 0,62
K9 93,1 4,14 0,28
K10 91,7 5,49 0,19
A) B)
p=0042 p=0042
0.75+
100 .
- “ —_ ‘
- B
£ 757 —_— o 0.504
@ v I}
2 ]
g % . z
3 2 054
= 254 .
.
0 0.00
KO RA KO RA
CD38’CD138: v populaci CD38'CD138" v ramci populace
plazmatickych bunék naivnich bunék

Obr. 17 Srovnani frekvenci B lymfocyta v periferni krvi u pacientd s RA
(RA) a zdravych kontrol (KO) A) CD38°CDI38 bunék vramci populace
prekurzori palzmatickych bun&k, B) CD38'CDI138" bunék vramci populace

naivnich B lymfocyti. Vodorvné ¢ary oznacuji mediany.

U pacienti s RA bylo ve srovnani se zdravymi kontrolami nalezeno statisticky
vyznamné snizeni CD38°'CD138" v ramci populace naivnich bunék (p = 0,042) (Obr.
17B) a u pacienti s AS bylo ve srovnani se zdravymi darci nalezeno statisticky
vyznamné snizeni frekvence CD38'CD138  bun&k vramci populace naivnich B
lymfocytt (p = 0,0095).

V populaci naivnich B lymfocytl v synovialni tekutin€ jsme zaznamenali vyrazné€ niZsi
frekvence CD38'CD138 bunék a naopak vyrazné vydsi frekvence CD38'CD138"

bunék ( v obou ptipadech p = 0,007) ve srovnani s frekvencemi v periferni krvi.
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b) pamé&tové B buiiky (CD19°CD20°CD27")

I) u pacientii

CD38'CD138" | CD38'CD138"
Pacient | Typ vzorku | Diagnéza | CD38'CD138(%) %) %)
20 PK RA 88,4 0,5 0,2
21 PK RA 78,1 4,0 0,54
22 PK RA 86,3 0,99 0,0
23 PK RA 74,0 0,38 0,19
24 PK RA 82,1 3,84 0,98
25 PK RA 72,6 7,97 0,0
26 PK RA 17,5 0,086 0,15
27 SF RA 13,3 80,0 0,0
28 SF RA 0,0 88,9 11,1
29 SF RA 12,0 72,3 13,1
30 PK RA 63,2 0,15 0,15
32 PK RA 74,3 4,58 0,0
33 PK RA 40,5 0,0 0,0
35 PK JCA 348 0,13 0,084
36 PK JCA 20,7 0,0 0,094
37 PK JCA 82,4 1,93 0,12
38 PK JCA 78,5 2,59 0,43
39 PK JCA 53,7 12,5 3,54
40 PK JCA 43,4 2,59 1,72
41 PK JCA 47,1 5,08 2,84
42 PK AS 88,2 9,28 0,0
43 PK AS 90,6 4,62 0,61
44 PK AS 84,9 59 0,98
45 PK AS 75,1 6,99 0,91
46 PK MCTD 68,9 8,89 0,0
II) u zdravych darci
&islo kontroly CD38"CDI3E CD38'CD138" (%) CD3 CDI3E"

(%) (%)

K5 68,9 1,3 0,0

K6 83,8 4,58 0,58

K7 71,7 4,69 1,3

K8 78,2 15,6 0,43

K9 84,7 3,31 0,53

K10 87,2 3,89 0,36

U pacientli s JCA bylo ve srovnani se zdravymi darci nalezeno statisticky vyznamné
sniZeni frekvence CD38"CD138" bungk v ramci populace pamétovych B lymfocytd (p

= 0,035), u pacientti s RA toto sniZeni zaznamenano nebylo.
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Stejné jako u populace naivnich bunék jsme i u pamétovych B lymfocytl zaznamenali
v synovialni tekuting vyrazné niz$i frekvence CD38°CD138 bunék a vyrazng vyssi
frekvence CD38"CD138" bun&k (v obou ptipadech p = 0,007) ve srovnani s periferni
krvi.

¢) plazmablasty (CD19°CD20°CD27")

I) u pacientii

Pacient | Typ vzorku | Diagnéza | CD38'CD138 (%) CD3F'CDI3E™ | CDISCDIZ
(%) (%)
20 PK RA 97,9 2,08 0,0
21 PK RA 87,5 9,37 0,0
22 PK RA 66,7 0,0 0,0
23 PK RA 94,4 0,0 0,0
24 PK RA 86,7 1,33 0,0
25 PK RA 61,5 0,0 0,0
26 PK RA 73,8 3,12 1,25
27 SF RA 0,00" 0,00’ 0,00°
28 SF RA 0,0 100,0 0,0
29 SF RA 0,0 83,3 16,7
30 PK RA 70,2 0,58 0,0
32 PK RA 67,7 9,68 0,0
33 PK RA 40,6 0,0 0,0
35 PK JCA 84,8 1,75 0,58
36 PK JCA 50,0 0 4,55
37 PK JCA 96,6 0,0 0,0
38 PK JCA 50,0 0,0 0,0
39 PK JCA 80,0 0,0 0,0
40 PK JCA 91,7 0,0 0,0
41 PK JCA 86,7 5,0 0,0
42 PK AS 81,8 9,09 4,55
43 PK AS 73,1 15,4 3,85
44 PK AS 92,9 0,0 0,0
45 PK AS 68,6 17,1 0,0
46 PK MCTD 50,0 0,0 0,0

* U pacienta &. 27 bylo detekovano 0% CD19°CD20°CD27" B bunék
II) u zdravych kontrol

islo kontroly CD38"CDI3E CD38'CD138" (%) CD3FCD13"

(o) (%)
K5 98,20 0,00 0,00
Ké 90,70 2,33 0,00
K7 92,30 0,96 0,00
K8 89,70 2,56 0,00
K9 92,30 2,94 0,00
K10 86,70 0,00 0,00
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U pacienti s RA bylo ve srovnani se zdravymi kontrolami nalezeno signifikantni
snizeni CD38"CD138" bun&k v ramci populace plazmablasti (p = 0,042) (obr. 17A).

U plazmablastii, bylo zastoupeni CD38 CD138" populace témé&f vzdy 0%, pokud bylo
procentudlni zastoupeni vyssi, jednalo se vZdy o 1 nebo v jednom ptipad€ (pacient €.
26) 2 burnky.

V synovialni tekutiné jsme jako majoritni populaci nalezli populaci CD38°CD138"
bun€k, a to nejen vramci plazmablasti, ale rovnéZ naivnich a pamétovych B
lymfocytl, zatimco v periferni krvi byla u vSech sledovanych skupin a populaci
majoritni populace CD38"CD138".

Statistické vyhodnoceni exprese CD38 a CD138 antigeni vramci jednotlivych B
bunéénych populaci je shrnuto do tab. 23, 24 a 25.

Tab. 23 Statistické vyhodnoceni exprese CD38 a CD138 molekul v ramci

populace naivnich bunék

a) u pacienti s RA

frekvence (%) median prumér
CD38°CD138" 36,8 — 99,00 88,00+ 5,51 | 83,72+17,44
CD38°CD138" 0,06 — 8,51 1,30+ 0,88 2,32+£2,78
CD38°CD138" 0,00 - 0,63 0,04 + 0,06 0,10+0,19
b) u pacienti s JCA
frekvence (%) median primér
CD38'CD13§" 71,10 - 95,90 83,30+ 3,01 | 84,54+7,97
CD38'CD138" 0,11-4,78 1,72+0,69 | 2,26+1,82
CD38CD138" 0,03 -0,23 0,14+0,03 | 0,13+0,09
¢) u pacienti s AS
frekvence (%) median priumér
CD38°CD138" 93,30-97,30 94,85+0,86 | 95,08 1,71
CD38°CD138" 1,73 - 4,04 2,85+0,52 2,87+ 1,05
CD38CD138" 0,00 -0,1 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02
d) u zdravych kontrol
frekvence (%) median primér
CD38°CD138 | 79,90-98,20 | 90,95+2,60 | 89,75+ 6,37
CD38°CD138" 0,11-12,80 5,36+1,70 5,83+4,16
CD38CD138" 0,00 - 0,69 0,45+0,12 0,41 +£0,29

-82-




populace pamét'ovych bunék

Tab. 24 Statistické vyhodnoceni exprese CD38 a CD138 molekul v rameci

a) u pacientii s RA

b) u pacienti s JCA

) u pacienti s AS

d) u zdravych kontrol

frekvence (%) median primér
CD38°CD138 17,5-88,4 | 74,15+7,05 | 67,70+22,3
CD38CD138" 0,00 -7,97 0,75+0,86 | 2,25+2,71
CD38CD138" 0,00 -0,98 0,15+0,10 | 0,22£0,31
frekvence (%) median pramér
CD38°CD138 20,7 - 8,45 47,10+ 8,45 | 51,51+£22,36
CD38°CD138™ | 0,00-12,5 2,59+1,63 | 3,55+4,31
CD38'CD138" 0,08 - 3,54 0,43 £0,55 1,26 £1,45
frekvence (%) median primér
CD38°CD138 | 75,10-90,60 | 86,55+3,41 | 84,70 + 6,81
CD38°CD138" 4,62-9,28 6,45+0,99 | 6,70+ 1,98
CD38°CD138" 0,00 - 0,98 0,76 +0,22 | 0,63+0,45
frekvence (%) median primér
CD38°CD138 | 68,90-87,20 | 81,00+3,05 | 79,08 + 7,47
CD38°CD138" 1,30 - 15,60 424+2,07 | 556+5,07
CD38CD138" 0,00-1,30 0,48+0,17 | 0,540,443

populace plazmablasti

Tab. 25 Statistické vyhodnoceni exprese CD38 a CD138 molekul v ramci

a) u pacienti s RA

frekvence (%) median prumér
CD38°CD138 | 40,60-97,90 | 72,00+548 | 74,70 +17,34
CD38°CD138" 0,00 — 9,68 0,96 + 1,20 2,62 + 3,79
CD38°CD138" 0,00 - 1,25 0,00+0,13 0,13 £0,40
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b) u pacientii s JCA

¢) u pacienti s AS

d) u zdravych kontrol

U

frekvence (%) median pramér
CD38°CD138" 50,00 — 96,6 84,8+7,27 | 77,11 £19,24
CD38°CD138" 0,00 - 5,00 0,00 0,72 0,96 = 1,90
CD38CD138" 0,00 - 4,55 0,00 £ 0,64 0,73+ 1,70
frekvence (%) median pramér
CD38°CD138 | 68,60-92,90 | 77,45+5,35 | 79,10+ 10,71
CD38°CD138" | 0,00-17,10 12,25+3,87 | 10,40+7,74
CD38CD138" 0,00 - 4,55 1,93+1,22 2,10+£2,44
frekvence (%) median primér
CD38'CD138" 86,7 - 98,2 91,5£1,56 | 91,65+3,82
CD38°CD138" 0,00 - 3,31 1,65+0,57 | 1,53x1,41
CD38CD138* 0,00 -0,00 0,00+0,00 | 0,00+0,00

pacienti sRA bylo nalezeno signifikantn€ veétSi procentualni zastoupeni
CD38°CD138 bunék v ramci naivnich B lymfocyti vzhledem k frekvenci stejnych
bunék v ramci pamét'ovych B lymfocyti (p = 0,0115) (obr. 18A). Dale byla u pacientt
s RA nalezena korelace mezi procentualnim zastoupenim CD38°CD138" v ramci

naivnich a v ramci pamét'ovych B lymfocytd (p = 0,0007) (obr.18B).

p=0,0115
~ 10.0-
100~ . ) p=0,0007 .
- — . S x —
N " : £ 2 7.5
< 45 . : z 3
4 T s ‘o -
=~ . g = 504
> g
g 50 $5
= E .
g . ‘ ER8 254,
% g :
& 259 . @) L .
0.0 T T T "
0 0.0 25 5.0 75 10.0
naivni pamétiové

frekvence pamétovych CD38*CD138"

CD38*CD138" buriky bun&k (%)

Obr.18 Srovnani frekvenci bunék exprimujicih CD38 a CD138
antigen v naivnich a pamét’ovych B lymfocytech
A) CD38°CD138" buriky, B) CD38"CD138" buriky
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7.5.  Sledovani exprese Vy genii u CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny

obsahujici citrulin izolovanych ze synovialni membrany

Exprese Vy; genti byla sledovéana v jednotlivych CD19" B lymfocytech specifickych pro
proteiny obsahujici citrulin izolovanych pomoci pritokového cytometru z periferni krve
nebo synovialni tkané pacienta ¢. 47 a pacienta ¢ 8B.

Pacient ¢. 47

Byly analyzovany 3 Vy ptestavby z 15 buné€k izolovanych z periferni krve a 5 Vy
piestaveb z 15 buné€k z periferni krve.

Nebyly zjistény Zadné vyznamné rozdily v expresi Vy geni v periferni krvi a synovialni
tkani. Byly nalezena exprese rodin Vy4 (gen Vy4-39) a V5 (gen Vy5-51 ) aJy4, Jub a
Ju3 rodiny (tab. 26).

U sekvenci 47.1 — 47.3 byla nalezena naprosto shodna CDR3 oblast, ukazujici na
klonalni plvod téchto tii sekvenci (obr. 19,20A). Homologie ve Vy oblasti mezi témito
sekvencemi dosahovala 92,59 - 97,72%, vSechny tfi sekvence obsahovaly 26 shodnych
mutaci a rozdilnost vyplyvala pfedevS§im z delece jednoho resp. dvou tripleti u
sekvence 47.2 resp. 47.3. VSechny tfi sekvence méli shodné V-D a D-J spoje. V CDR
oblastech se v naprosté vétSin€ piipadlii vyskytovaly zdménové mutace (zm) a pouze
jedna ticha mutace (tm) v CDR2 oblasti (pomér zm/tm = 5), v FR oblastech bylo
tichych mutaci detekovano vice, pomér zm/tm byl u sekvence 47.1 2,4, u sekvence 47.2
2 au sekvence 47.3 1,67. Pokud se vyskytovaly dvé mutace na triplet, pocitala se pouze
jedna zdménova mutace, delece tripletu nebyly poéitany.

Klonalné ptibuzné jsou pravdépodobné také sekvence 47.4 a 47.5, u kterych se v CDR3
oblasti vyskytuje pouze jednonukleotidova variabilita. Ve Vy oblasti 47.4 sekvence
viak byly nalezeny 3 stopkodony. V CDR oblastech sekvenci 47.4 a 47.5 nebyly
narozdil od FR oblasti zaznamenany zadné tiché mutace, v sekvencich 47.6-47.8, které
pravdépodobné neprosly klonalni expanzi nebyl nalezen rozdil mezi zm/tm pomérem
v CDR a FR oblastech (obr. 20B)

V8echny sekvence byly pomémé vyrazné mutovany, primé€rny pocet mutaci na Vy
oblast byla 19,75, primé€ma mutaéni frekvence 9,09% a celkova mutacni frekvence
9,08% (158 mutaci/1740 nukleotidi).
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Obr. 19 Diverzifikace Vy4-39 Vy genu v synovialni tkani
Qacienta ¢.47

Cisla nad Sipkami oznacuji pocet mutaci mezi jednotlivymi
sekvencemi

T T T T e | [ e |

sekvence | pivod | Vygen gel:l izotyp obl:s d n:: \?: freknvence oblasti p CDR Pv e
(bp) oblasti (*%) (bp) oblasti oblasti

47.1 ST Vyud-39 Jud IgG 222 27 12,16 33 6 2,4
47.2 ST Vu4-39 Jud IgG 213 26 12,20 33 6 2
47.3 PK Vié-39 Jud IgM 210 25 11,90 33 1,67
474 ST VuS-51 Jub 1gG 213 16 7,51 51 25 3.5
47.5 ST Vy5-51 Ju6 IgG 216 12 5,56 51 >4 2
47.6 ST VuS-51 Jud 1gG 219 13 5,94 51 1,5 1
47.8 PK VuS-51 Jud IgG 222 21 9,46 39 2 8
47.7 PK VuS-51 Ju3 IgM 225 18 8,00 45 8 7

Tab. 26 Vyhodnoceni sekvenci izolovanych se synovialni tkané pacienta ¢.47

Vysvétlivky: CDR — complementarity determining region; FR — framework region;
PK — periferni krev; ST — synovialni tkan; zm/tm pomér — pomér zaménovych a

tichych mutaci
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Obr. 20 Sekvence imunoglobulinovych geni izolovanych ze synovialni
tkané pacienta &. 47

Jsou vyznaleny exprimované Vy, Jy popf. Dy germindlni geny,
aminokyselinové pozice a odchylky v analyzovanych sekvencich. Tiché mutace
jsou oznaeny malym pismenem, ¢ervené jsou oznaceny mutace na stopkodony.
Delece jsou znaéeny jako xxx. U sekvenci, kde nejsou uvedeny D segmenty, se
diky rozsahlym mutacim nepodatilo ur¢it, o ktery gen se jedna. V, D a J
segmenty jsou v sekvenci germinalniho genu oddé€leny kolmou carou. A)
sekvence 47.1 - 47.3. B) sekvence 47.4 —47.8

A)
CDR1
26 27 28 29 30 31 31a 31b 32 33 34 35 36
VH4-39 GGT GGC TCC ATC AGC AGT AGT AGT TAC TAC TGG GGC TGG
47.1 - -A- --- - -A- -AC -CA GAC - --- --- - -
47.2 -A- --- --- -A- -AC -CA GAC - - --- - -
47.3 --g -A- G-A -AC XXX XXX --- - -—- - -
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
VH4-39 ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG
47.1 --- --- - - - - - -t - --- - --- -C-
47.2 - - XXX --- - -—- - -t - - - --- -C-
473 --- --- --- - --- - --- -t - --- --- - -C-
CDR2
50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63
VH4-39 AGT ATC TAT TAT AGT GGG AGC ACC TAC TAC AAC CCG TCC CTC
47.1 - --- - -c - - -C- T-- - --- - - - -
47.2 —c -C- T--
47.3 --- --- - --C --- --- -C- T-- - --- - - - -
64 65 66 67 68 69 70 )| 72 73 74 75 76 77
VH4-39 AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCC GTA GAC ACG TCC AAG AAC CAG
47.1 - - - --- T-- - - - - --- C-- - -G- -
47.2 - - - --- TGG --- - --C - --- C-- - -G- -
47.3 - - - --- T-- --- - - - --- C-- - -G- -
78 79 80 81 82 82a 82b 82c 83 84 85 86 87 88
VH4-39 TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCA GAC ACG GCt
47.1 --- - --- --- G-- -AT - --- --- - --- -t - --C
47.2 - --- --- --- G-- -AT - - --- - - -t - -C
47.3 - - --- - G-- -AT - - --- - -t - -c
CDR3
89 90 91 92 93 94 95
VH4-39/Jy4 GTG TAT TAC TGT GCG AGA -AC  TAC
47.1 CAT - -T- - - -8 GCA GGA CTT GTG ACA TCT - CT-
47.2 CAT --- -T- - - --g - - --- - - - - CT-
47.3 CAT --- -T- --- - -8 - --- --- - --- - --- CT-
Ju4 TTT GAC TAC TGG GGC CAA GGA ACC CTG GTC ACC GTC
47.1 --- - - - --- -G --C - -
47.2 .- - - - - - -- - --- - - -
473 -
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CDR1
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
VH5-51 GGT TCT GGA TAC AGC TTT ACC AGC TAC TGG ATC GGC TGG
47.4 --- --A C-G C-- --- -T- --- --- --- -—- -
47.5 --- - G-- A-- --- -T- --- - - - -
47.6 --- -t -A- A-- -—- GA- C-T --- --- -—- -
47.8 --- --- -T- --- C-- --- G-- A-- --- --- -C- -
47.7 --- --- --- - --- - -TT -T- --- --- -G -C- -
37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49
VH5-51 GTG CGC CAG ATG CCC GGG AAA GGC CTG GAG TGG ATG GGG
47.4 --- -CT T-- -A- --a --- -—- --- - --- --- --- --
47.5 - -—- --- -A- --- --- --- --- --- - - - -
47.6 --- - - - --- -- - --- - - - - --
47.8 - - -- - -- -- - --- --- -—- - -—- ---
47.7 --- -—- --- -—- --- -—- --- --- --a - - ---
CDR2
50 S1 52 S2a 53 54 §5 56 57 58 59 60 61
VH5-51 ATC ATC TAT CCT GGT GAC TCT GAT ACC AGA TAC AGC CCG
47.4 --- - G-- --- CA- --- --- --- --- -C- --A --- --
47.5 - - G-- --- CC- --- - - - -C- --- --- -A-
47.6 -- - -—- -C- --- --- --- --- --- --- -t -
47.8 - -t -T- --a --- --- - --- - -A- - -t ---
47.7 G-- -C- C-- - -T- --- - -t --- -A- --- --- ---
62 63 64 65 66 67 68 69 70 7 72 73 74
VH5-51 TCC TTC CAA GGC CAG GTC ACC ATC TCA GCC GAC AAG TCC
47.4 - -—- - - --- --- - - --- - - - ---
47.5 - - - - --- --- --- - - - -—- - ---
47.6 - -t - --- --- --- --- - - - --- - ---
47.8 - --- -G- --- -GA --- --- - -t T-- -—- - ---
47.7 - - --- --- -C --- - - - -T- -—- C-- ---
75 76 77 78 79 80 81 82 82a 82b 82¢ 83 84
VH5-51 ATC AGC ACC GCC TAC CTG CAG TGG AGC AGC CTG AAG Gcc
47.4 --- -t -—- -—- --- - - - - --- - --- ---
47.5 - -t - XXX - --C - - -— - - C-- -—-
47.6 -- -t --- --- --- --- - - - - - -- --a
47.8 - GC- --- --- --- - - - - G-- - G-- -
47.7 -G- -A- --- --- --- --- --- --- - -—- - C-- ---
85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95
VH5-51/D6-6 TCG GAC ACC GCC ATG TAT TAC TGT GCG AGA CA- | GAG TAT
47.4 - - - - -- --- --- - --- - GCC CGT -
47.5 - --- - - --- --- --- - --- --- GCC CGT -
47.6 --- -- --- -—- -A --- --- - - - GGT GGG GGA
47.8 - --- - - G-A --- --- --- - - CAT CGG GGG
47.7 - --- --- - --- - --- - - - GGG GGT GTC
CDR3
D6-6/Jy6 AGC AGC TCG TCC | -AT TAC TAC TAC TAC TAC GGT ATG GAC
47.4 --- -A- - - G-- GGT C-- - -T - --C --- ---
47.5 - -A- - - G-- GGT C-- - -T - --C --- ---
Jud -AC TAC TTT GAC
47.6 TCT TGT AAC GGT GAT AGT TGT TAC TCC TTA GGC C-- -
47.8 TTT AGC AGC GGC CAA TAC TAC TTIT GAC TCG XXX XXX XXX
Ju3 --T GAT GCT TTT GAC
47.7 GAT ATT TCG ACT GGT TAT TAT GAT GCC TTA -A- A-C XXX
Ju6 GTC TGG GGC CAA
47.4 --A
47.5 - --- --- ---
Jud TAC TGG GGC CAG GGA ACA CTG
47.6 - -C- A--
47.8 XXX - - - --C --C -
Ju3 ATC TGG GGC CAA
47.7 XXX - - -
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Pacient ¢. 8B
U pacienta ¢. 8B bylo z 96 bunék izolovanych pomoci peptidu P1 analyzovano 14

prestaveb Vi gentli. Ve vSech pfipadech byla amplifikovana pouze Vy oblast.

sekvence | pivod | Vygen | izotyp | délka (bp) pocet mutaéni zm/tm pomér zm/tm pomér
mutaci frekvence (%) v CDR oblasti v FR oblasti

8B.1 ST Vu7-04.1 IgM 129 8 6,20 >2 22
8B.2 ST Vu7-04.1 IgM 129 8 6,20 >2 22
8B.3 ST Vu7-04.1 IgM 132 10 7,58 >2 >3
8B.4 ST Vy7-04.1 IgM 126 9 7,14 >2 >3
8B.5 ST Vy7-04.1 IgM 133 11 8,27 >3 3

8B.6 ST Vu7-04.1 IgM 133 12 9,02 >4 3

8B.7 ST Vy7-04.1 IgM 132 12 9,09 >4 3

8B.8 ST Vy7-04.1 IgM 134 13 9,70 >4 1,5
8B.9 ST Vu7-04.1 IgM 129 13 10,08 >4 1,5
8B.10 ST Vu7-04.1 IgM 116 14 12,07 S 3
8B.11 ST Vu7-04.1 IgM 120 14 11,66 S 3
8B.12 ST Vi7-04.1 IgM 134 18 13,43 6 1,5
8B.13 ST Vy7-04.1 IgM 125 21 16,80 6 >7
8B.14 ST Vi4-55 IgM 228 0 - - -

Tab. 27 Vyhodnoceni sekvenci izolovanych se synovialni tkané pacienta ¢.8B
Vysvétlivky: CDR — complementarity determining region; FR — framework region;
ST — synovialni tkan; zm/tm pomér — pomér zaménovych a tichych mutaci

Piekvapivé byla zjisténa exprese zejména Vy7 rodiny, pouze u jedné buriky jsme zjistili
expresi Vy4 rodiny. V7 geny byly detekovany pomoci Vyl primerti. U V7 rodiny se
jednalo o Vy gen Vi7-04.1, u Vy4 se rodiny o Vy4-55 gen. Sekvence Vy7-04.1 byly
pomémé vyrazné mutovany, mutacni frekvence byla primé€mé 9,79%, zaménové
mutace se vyskytovaly vyrazné Castéji neZ tiché mutace, a to jak v FR oblastech, tak
v CDR oblastech. V4 gen mutovan nebyl (tab. 27). Ve vSech pfipadech se jednalo o
mRNA IgM izotypu.
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A)

Obr.21 Diverzifikace B bunék

v synovialni tkani pacienta 8B.

A) Genealogicky strom
diverzifikace Vy7-04.1 Vy genu.
Cisla u jednotlivych $ipek oznaduji
pocet mutaci B) Kodony odliSujici
se od sekvence Vy7-04.1. V prvnim
fadku je uveden germinalni gen,
nad nim aminokyselinové pozice a
polohy CDR1 a CDR2 oblasti.

B)

CDRI1 CDR2
26 28 29 30 31 33 38 41 51 53 58 64 65 66 67
Vu7-04.1 GGA ACC TTC ACT AGC GCT CGA CCT ATC AAC ACG ACA GGA CGG TTT

8B.1 - - - - — C- TC- GIC CG
8B.2 C- TC- GIC CG
8B.3 cG - C- TC- GTC CG
8B.4 - A e C- TC- GTC CG
8B.5 -t - C- e - e C- TC- GIC CG
8B.6 —t - - - G e - T C- TC- GIC CG
8B.7 -t o R — - T C- TC- GIC CG
8B.8 -t T - - T C- TC- GIC CG
8B.9 -t -~  C - € - - T C- TC- GIC CG
8B.10 <  -C- €< -~ T- T- -a C- TC- GIC CG
8B.11 -  C- —  C e T-  T- -a C- TC- GIC CG
8B.12 -t -GT - < - G- € e  T= T -a C- TC- GIC CG
8B.13 -GT -CA CTC -C- G € e T T -a C- TC- GIC CG

U v8ech bun€k exprimujicich V7 byla nalezena shodna mutantni sekvence na konci
CDR2 oblasti. Jednalo se o zaménové mutace v pozicich 64 a 65 (CCA TCA, misto
ACA GGA), kdy misto threoninu v pozici 64 byl syntetizovan prolin a misto glycinu
v pozici 65 byl syntetizovan serin (obr.21).
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8. DISKUZE

8.6. Detekce B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin

8.6.1. Inhibicéni test

V ptipadé peptidi P1, P3, P0428 a biotl vysledkem inhibi¢niho testu sniZeni poCtu
detekovanych CD19" B lymfocytl specifickych pro proteiny obsahujici citrulin, které
bylo zplsobeno zablokovanim vazebného mista v ptislusném BCR nebiotinylovanym
peptidem. V dusledku toho se nemohl na BCR navazat odpovidajici biotinylovany
peptid, a proto nemohl byt B lymfocyt priitokovou cytometrii detekovan. Testem tak
bylo potvrzeno, Ze nedochazi k nespecifickému navazani téchto biotinylovanych
peptidi obsahujicich citrulin a Ze uvedené peptidy lze pouzivat k pfimé detekci B

lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin.

U peptidu biot2 vsak bylo vysledkem inhibi¢niho testu kolisani frekvenci detekovanych
B lymfocyti naprosto nezavislé na mnoZstvi pfidavaného nebiotinylovaného peptidu
biot2. To ukazuje na nespecifiénost vazby peptidu biot2, ktera by mohla byt zplisobena
naptiklad pfitomnosti velkého mnoZstvi kladné nabitého argininu. Na nespecifi¢nost
vazby ukazuji také vyrazné vyssi frekvence B lymfocyti detekovanych peptidem biot2
(minimum 0,04; maximum 2,24) oproti vSem ostatnim pouZivanym peptidim a vysoké
frekvence B lymfocyti detekovanych timto peptidem u zdravych darct (az 0,8 %).
Vzhledem k vySe uvedenému nebyla data ziskand pouZitim peptidu biot2 dale

vyhodnocovana.

8.6.2. Detekce B lymfocyti pomoci peptidu P1, P3, P0428 a biotl

Mnozstvi CD19" B lymfocytii specifickych pro proteiny obsahujici citrulin jak
v periferni krvi, tak synovialni tkani je velmi nizké a jejich detekce je tedy velmi
obtizna. Ke studiu B lymfocytt sekretujicich protilatky je tradiéné pouzivano nékolik
metod. Mezi takové patii napt. hybridomova technika (RAY et al., 1996); technika
,»antibody phage display* zaloZena na vneseni cDNA kddujici studovanou protilatku do
fagemidu nebo fagového vektoru a detekci protilatek exprimovanych na povrchu
pomoci ELISA metody (RAATS et al.,2003) nebo ELISpot (UMEMURA et al., 2006).
Jejich nevyhodou je vy$8i naro¢nost metody a nemozZnost zaroveii studovat povrchové
znaky detekovanych B lymfocytii. Nevyhodou hybridomové techniky je navic niZ§i

schopnost B bunék tvofit v pozdgjsich diferenciaénich stadiich hybridomy zpiisobilé
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produkovat protilatky, coZz miZe mit za nésledek arteficialni vysledky (RAY et al.,
1996). Nami pouZivand metoda detekce pomoci prutokové cytometrie je v porovnani
s vySe uvedenymi metodami ¢asoveé pomerné malo naro¢na a schopna analyzovat piimo
specifické B buiiky bez ohledu na jejich schopnost tvofit hybridomy nebo produkovat
imunoglobuliny. UmozZiluje zarovenn analyzu dalSich znakd, jako jsou znaky
pamétovych buné€k nebo cytokinové receptory a vyrazné neovliviiuje vlastnosti
studovanych buné€k. Navic je moZné v izolovanych antigen-specifickych B lymfocytech
analyzovat expresi Ig mRNA a pfifadit ji ke konkrétnimu definovanému B lymfocytu.
Podobny postup byl pouzit napi. Odendahlem (ODENDAHL et al., 2005) pfi studiu B
lymfocytl specifickych pro C fragment tetanového toxinu, Hansenem (HANSEN et al.,
2002; 2004) pii studiu bunéénych populaci u Sjégrenova syndromu, Babusikovou
(BABUSIKOVA et al., 2005) p#i studiu B bun&né akutni lymfoblastické leukémie (B-
ALL) nebo Reparon-Schuijtovou (REPARON-SCHUIT et al.,, 1998) pii studiu B
bun€k produkujicich revmatoidni faktory.

8.6.3. Lymfocytdarni gate

Provadéli jsme analyzu bunéénych populaci v ramei lymfocyti. Existuji tHi moZnosti
oznaCeni této populace - lymfocytarni gate, velky lymfocytdmi gate a lymfo-
monocytarni gate. Pfi oznaceni €isté lymfocytarniho gatu nejsou detekovany aktivované
a blastické buriky, tj. bunky, pro které je charakteristicky vy$§i FSC. Proto jsme se
rozhodli vyuZzivat velky lymfocytarni gate, ktery zahrnuje aktivované a blastické buriky,

ale vynechava monocyty a jevi se tak pro nami provadénou analyzu jako nejvhodné;jsi.

| monocyty

aktivované a blastické
lymfocyty

[T lymfocyty

T4y Hr—r—1—r—r—r—7rTrrT
0 1000 %m 4000

Obr. 22 Oznaceni populace lymfocyti na dot plotu
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8.6.4. Frekvence B lymfocytu specifickych pro proteiny obsahujici citrulin

U pacientii s RA byly CD19" B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin
detekovany jak v PK, tak v ST a vét§inou rozeznavaly alespoti dva z pouzitych peptidd.
Procentualni zastoupeni CD19" B lymfocytii specifickych pro rizné proteiny u jednoho
pacienta vzajemné nekorelovalo. To je pravdépodobné diisledkem rozdilnosti
protilatkové odpovédi u jednotlivych pacienti v zavislosti na tom, ktery konkrétni
peptid obsahujici citrulin pisobil jako antigen stimulujici B lymfocyty (VOSSENAAR
a VAN VENROOIJ, 2004A). V synovialni tkani pravdépodobné€ neni pfitomen pouze
jeden peptid obsahujici citrulin, ale zfejmé cela fada riiznych citrulinovanych proteint
(napf. fibrin, aggrekan, vimentin) (SIMON et al., 1995; SCHELLEKENS et al., 1998).
Vysledkem je vznik rozsahlého repertoaru B bunék specifickych pro proteiny obsahujici
citrulin, které produkuji rizné aCCP. Procentualni zastoupeni B lymfocytd v ramci
detekované populace tak zavisi na tom, zda jako antigen pusobi v synovialni tkani
pacienta protein podobny nadmi pouZivanym peptidim, vjakém mnoZstvi se zde
vyskytuje, jak je B lymfocytim dostupny a také zda se zde vyskytuji dalsi proteiny

obsahujici citrulin.

U vétsiny pacientii byly v ST zji§tény vyssi frekvence CD19" B bunék specifickych pro
proteiny obsahujici citrulin oproti PK. Pro peptid P1 a pokud byly vyhodnocovany
vSechny peptidy spoleéné, bylo toto zvySeni statisticky vyznamné (p = 0,006, resp. p =
0,0174). Tento fakt mizZe byt zpisoben jednak antigenem fizenou stimulaci pfimo
v zaniceném kloub¢& pacienta s RA a jednak migraci plazmablastd do zanicené tkané,
kam jsou pravdépodobné piitahovany riznymi chemokiny (napt. CXCL9, CXCL13) na
zakladé exprese receptort, jako je CXCR3, bez ohledu na svoji antigenni specifitu
(HARINGMAN et al., 2004; MOSER et al., 2005; ODENDAHL et al., 2005). Mnoho
cytokini pisobicich jako atraktanty plazmablasti zéaroveni podporuje pfeZivani
plazmatickych bun€k a umozZiuje tak obrovské nahromadéni plazmatickych bunék
v synovialni tkani (MOSER et al., 2005).

U 3 pacientt (€. 17, €. 18 a €. 19) byly frekvence B lymfocytl specifickych pro proteiny
obsahujici citrulin vy$$i v PK neZ ST. Revmatoidni artritida téméf vzdy postihuje vétsi
pocet kloubi, a je tedy mozné, Ze frekvence B lymfocyti specifickych pro citrulinované
proteiny nameéfené v PK, korespondovaly s frekvencemi specifickych B lymfocytd
vznikajicich v jiném, neZ ndmi sledovaném kloubu. V PK mohly byt také detekovany

buniky pravé migrujici z jinych imunokompartmenti (slezina, lymfatické uzliny, kostni
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dien). Zaroveii je mozné, Ze v ST téchto pacientd se vyskytuji predevSim jiZ
diferencované plazmatické buiiky, které nasi detekci unikaji (neexprimuji CD19 antigen
ani BCR). Navic u pacienta ¢. 18 byla pfitomnost B lymfocyti specifickych pro
proteiny obsahujici citrulin testovana pouze peptidem P0428 a je tedy moZné, Ze

hladiny B lymfocytt specifickych pro peptidy P1 a P3 byly vyssi.

U zdravych déarci byla frekvence CD19" B lymfocyth specifickych pro proteiny
obsahujici citrulin v PK maximalné 0,03%, jednalo se navic o znatné€ vyboclujici
hodnotu, vSechny ostatni naméfené frekvence se u zdravych kontrol pohybovaly
v rozmezi 0,00 — 0,003 %. Tato hodnota ptedstavuje pravdépodobné inaktivni formy B
bun&k, které sice jsou potencidlné schopné produkovat aCCP, ale tyto protilatky
neprodukuji, pravdépodobné v disledku nizké koncentrace citrulinovanych proteind u
zdravého jedince. Teprve po prekroceni urcitého mnozstvi proteind obsahujicich citrulin
dochazi k aktivaci a expanzi specifickych B lymfocyti (REPARON-SCHUIT et al.,
2001). Malé mnozstvi B lymfocytl specifickych pro proteiny obsahujici citrulin se
muize vyskytovat u kazdého, tedy i zdravého, jedince jako dusledek fyziologické
citrulinace kozniho proteinu filagrinu v pozdnich stadiich diferenciace. V souladu
s na§imi vysledky je i studie Reparon-Schuijtové (REPARON-SCHULUT et al., 2001),
kterd detekovala v krvi pacientli s RA i zdravych osob ur€ité frekvence B lymfocytd,
které po aktivaci produkovaly aCCP protilatky. U pacientd s RA dochazi k masivni
prezentaci citrulin obsahujicich antigenti, v disledku c¢ehoZz dochazi k aktivaci
specifickych B lymfocytli a nasledné produkci autoprotilatek. Je tedy mozZné, Ze B
buniky v periferni krvi nejsou zodpovédné za produkci aCCP detekovatelnych v séru
(RUZICKOVA et al., 2005).

U pacientil s jinym autoimunitnim onemocnénim (JCA, MCTD) dosahovala frekvence
detekovanych B lymfocytd maximalné¢ 0,06% (u pacienta sJCA). JCA byla
identifikovana jako nemoc, u které se nejéast&ji ze vSech revmatickych onemocnéni
krom&€ RA, vyskytuji aCCP protilatky (LEE a SCHUR, 2003). Je v8ak mozZné, Ze
minimalné ¢ast aCCP pozitivnich JCA jsou Spatné diagnostikované RA s nastupem
v détstvi (VOSSENAAR a VAN VENROOIJ, 2004).

Zjisténé frekvence CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin
vPK a ST nevykazovaly Zadnou korelaci s hladinou aCCP v séru pacientd. Nami

detekované burky jsou pfedev§im prekurzory plazmatickych bunék (viz vyse), navic

protilatky maji daleko del3i Zivotnost nez CD19'B lymfocyty a hladina aCCP v séru
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odrazi produkci plazmatickymi bufikami v celém organismu. Je mozné, Ze aCCP
protilatky detekované v séru pacienta, byly produkovany B lymfocyty pfitomnymi
v jiném, neZ nami sledovaném kloubu, popiipadé¢ B lymfocyty pfitomnymi v kostni
dfeni. Cast plazmatickych bunék zp&tné osidluje kostni dfef, kde se stavaji tzv. dlouho

ey %

Zijicimi plazmatickymi buitkami (Zivotnost aZ nékolik let) (SLIFKA et al., 1998;
vranych stadiich RA, je velmi pravdépodobné, Ze cCast plazmatickych bunék
produkujicich tyto autoprotilatky se béhem rozvoje onemocnéni v kostni dfeni usadila.
PiestoZe bylo prokazéano, Ze aCCP se podileji na destrukci kloubu, jejich hladina v séru,
ani hladina jakychkoliv jinych protilatek, nekoreluje se zavaznosti RA (WEINSTEIN et
al., 2004). Podobné u priméarniho Sjégrenova syndromu byla nalezena u pacientli sérova
hypergamaglobulinemie, pfestoZe frekvence ani absolutni pocty cirkulujicich
plazmatickych buné€k nejsou ve srovnani se zdravymi kontrolami zvySené (HANSEN et

al., 2002).

Nenasli jsme korelace mezi frekvencemi B lymfocytti specifickych pro proteiny
obsahujici citrulin a Zddnym z klinickych udaji vyuZivanymi jako ukazatele aktivity

nebo zavaznosti onemocnéni (hladina aCCP, hladina CRP, sedimentace).

Velky vliv na frekvenci B lymfocyti ma také podavana 1é¢ba, zejména pokud je
pacient lé¢en biologickou lécbou namifenou proti CD20 molekule, kterd ma velmi
podobny vyskyt jako molekula CD19, poptipadé jinou biologickou 1é¢bou. U pacienta
¢. 13, ktery byl lé¢en Adalimumabem (monoklonalni protilatka proti TNF¢), nebyly v
synovialni tkani detekovany B lymfocyty specifické pro Zadny z nami pouzivanych
peptidii obsahujicich citrulin. Navic u pacienta €. 8, kterému byly v rozmezi dvou
mésici odebirany dva vzorky synovialni tkané a ktery byl pfi prvnim odbéru 1éCen
Entanerceptem (solubilni TNFR), ale pfi druhém jiz pouze DMARDs, jsme
zaznamenali znaény narist frekvenci B lymfocyt detekovanych v8emi tfemi pouZitymi
peptidy (P1, P3, P0428) v synovialni tkani odebirané pozdé&ji. Nejvyssi hodnoty, které
jsme nasli v PK pomoci peptidi P1, P3 a P0428 a v ST a SF pomoci peptidii P3 a P0428
byly zaznamenany u jednoho pacienta (¢. 15). BohuZel, u tohoto pacienta neznime

zpisob 1écby.

Pomoci imunohistologické analyzy byla prokazana ptitomnost proteinii obsahujicich
citrulin v synoviélni tkani. Proteiny byly nalezeny ve 4 z 9 testovanych tkanich a vzdy

byly detekovany ob&ma pouZitymi protilatkami (Biogenesis a FP95). U pacienta &. 8,
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byla providdéna analyza dvou odebranych tkani. Zatimco u vzorku 8A proteiny
obsahujici citrulin nebyly nalezeny, u vzorku 8B tyto proteiny detekovany byly. Patrné
se jedna o tzv. vzorkovaci chybu (sampling error), tj. byla analyzovéna jina Cast
synovialni tkané, nez v které byly proteiny pfitomny. Vzhledem k tomu, Ze v obou
ptipadech mél pacient stejnou hladinu aCCP protilatek, neni pravdépodobné, Ze by se
proteiny obsahujici citrulin objevily aZ v pozdé&ji odebiraném vzorku synovialni tkané.
Je velice pravdépodobné, Ze stejnou pficinu, tedy vzorkovaci chybu, maji i ostatni

negativni nalezy.

Zavérem lze fici, Ze pozorované frekvence B lymfocyti specifickych pro proteiny
obsahujici citrulin v perifeni krvi odpovidaji ocekavanym frekvencim antigenné
specifickym B lymfocytim (1:10 000; NEWMAN et al., 2003).

8.7. Imunofenotypizace B lymfocyti

Analyzovali jsme vzorky periferni krve 10 pacientl s RA, jako kontrolni skupiny jsme
pouzili vzorky periferni krve pacientd s JCA (7 pacienti), pacientd s AS (4 pacienti) a
zdravé kontroly (6 osob). Dale jsme sledovali vzorky synovialni tekutiny od tii pacienti
s RA. Jedna se o velmi maly, a tudiZ nereprezentativni, soubor, srovnani s frekvencemi
B lymfocytd v periferni krvi je vSak velmi zajimavé a Casteéné nahrazuje vzorky

synovialni tkang, kterou jsme pro jeji nedostatek nemohli vyuZit.

8.7.1. Sledované povrchové antigeny

U pacienti jsme sledovali frekvenci naivnich, pamétovych a plazmatickych bunék v
periferni krvi pomoci povrchovych antigeni CD19, CD20, CD27, CD38, CD45 a
CD138.

B lymfocyty jsou molekularmé charakterizované zejména piitomnosti CD19 a CD20
molekul na povrchu. Ob& molekuly se vyskytuji u vSech vyvojovych stadii B bunék
s vyjimkou velmi ¢asnych vyvojovych stadii a plazmatickych bunék a kromé B bunék
se nevyskytuji na Zadnych jinych bunéénych typech (MARINOV, 2003). CDI19
molekula se v8ak na povrchu vyvijejici se buiiky objevuje dfive a zaroveti jeji exprese je
utlumovana v pozdé&jsich diferenciaénich stadii (CIUDAD et al., 1998; KLEIN et al.,

1998; www.ncbi.nlm.nih.gov/prow).

Plazmatické buriky jsou charakterizovany vyskytem CD38 molekuly. Buriky, které maji

na svém povrchu jak CD38, tak CD19 molekulu, jsou povaZzovany za prekurzory

- 96 -



plazmatickych bunék, tzv. plazmablasty (RUZICKOVA et al., 2005). CD38 molekula
se vyskytuje také na kmenovych a prekurzorovych burikach

(www.ncbi.nlm.nih.gov/prow).

CD27 molekula patii do rodiny TNF receptord a vyskytuje se na T a B lymfocytech.
Pamét'ové B lymfocyty jsou charakterizovany soucasnou ptitomnosti CD19 a CD27
molekul, CD19"°*/CD27"&" buiiky jsou povaZovany za plazmablasty a neexprimuj

CD20 molekulu (CD19°CD20°CD27") (KLEIN et al., 1998). Pocet pamétovych B

lymfocytt roste s v€kem.

CD45 je panleukocytarni antigen (HOREJSI a BARTUNKOVA, 2005), ktery jsme

vyuzivali k odliSeni leukocytli od ostatnich bun€k v synovialni tkani.

CD138 antigen je charakteristicky zejména pro plazmatické buiiky (HOREJSI a
BARTUNKOVA, 2005) a pro kmenové a prekurzorové buiiky. Vzhledem k tomu, Ze
molekula CD138 se vyskytuje pouze na malém procentu leukocytd, vyuZzivali jsme u
kontrol pro nastaveni priitokového cytometru molekulu CD56 konjugovanou se stejnou
fluorescenéni barvou jako CD138 (PE-CyS5.5). CD56 je pfitomna zejména NK buiikach
a aktivovanych T buiikach (HOREJSI a BARTUNKOVA, 2005).

8.7.2. Signifikantné sniZené frekvence pamét’ovych B lymfocyti a signifikantné

zvySené frekvence naivnich B lymfocyti u pacientii s RA

Nasli jsme statisticky vyznamné sniZené zastoupeni populace pamétovych buné€k
fenotypu CD19°CD27" a CD19°CD20°CD27" (p = 0,0075 a p = 0,011) u pacientt
s RA v porovnéni se zdravymi kontrolami. Toto sniZeni je pravdépodobné zptlisobeno
migraci pamétovych B lymfocyti do zaniceného kloubu, kde vstupuji do
pseudogerminalni reakce a jsou diferencovany v plazmatické buriky. V zaniceném
kloubu je nadmémé mnozZstvi antigenu, které je navic neustale dopliiovano a
obnovovano a pamét'ové buiky jsou tak nepfetrZité usmériiovany do mista zanétu.
Pokles je natolik vyrazny, Ze se odrazi nejen v B lymfocytarni populaci, ale také v celé

populaci lymfocytd.

Podobné sniZeni frekvenci pamétovych bunék v PK bylo popsano u primarniho
Sjégrenova syndromu (HANSEN et al., 2002). Primarni Sjdgreniiv syndrom (pSS) je
chronické autoimunitni onemocnéni, které je charakterizovano zejména zanétem
exokrinnich Zlaz. Zanét u pSS je zimunologického hlediska prakticky totoZny se

zénétem kloubli u RA (PAVELKA et al., 2003). Naopak u SLE byla zjisténa vyznamné
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zvysena frekvence pamét'ovych B lymfocytd, které zde pfedstavuji majoritni populaci B
bunék (ODENDAHL et al., 2000). SLE je typicky B lymfocytarni onemocnéni, které je
charakterizovano produkci velkého mnoZstvi autoprotilaitek proti dsDNA a
ribonukleoproteintim a ¢etnymi systémovymi projevy (neni tedy organove specifické a
imunocyty jsou rozloZeny v celém organismu mnohem rovnomémeéji neZ u RA nebo

pSS) (ODENDAHL et al., 2000; PAVELKA et al., 2003).

Zvysena frekvence naivnich B lymfocytd v perifermi krvi pacienti sRA je
pravdépodobné disledek sniZeni procentualniho zastoupeni populace pamétovych B
lymfocytd. Tomu nasvédCuje i fakt, Ze u kontrol, u nichZ jsme zaznamenali velké
rozmezi ve frekvenci naivnich B lymfocyti (9,04 — 77,40 %), se u jedinct, u kterych
jsme detekovali vysokou frekvenci pfitomnym naivnich bun€k, vyskytovaly vzdy
umémé niz§i frekvence pamétovych B lymfocytd a naopak (rozmezi frekvenci
pamétovych B lymfocytd: 19,2 — 90,3 %). Frekvence plazmatickych bunék byly
vyrazné€ homogenngjsi (0,49 — 3,51%) a nebyly pfimo ani neptimo umémé frekvencim
detekovanych naivnich ani pamétovych B lymfocyti. RovnéZz sniZeni frekvence
pamétovych bunék v PK u pSS bylo provézeno zvySenim frekvence naivnich bun¢k a
zvySeni frekvence pamét'ovych buné€k SLE je disledek sniZeni poctu naivnich bun€k
(ODENDAHL et al.,, 2000; HANSEN et al.,, 2002). Zvysena frekvence CD27° B
lymfocyti byla pozorovana také u HIV pozitivnich pacientd, zejména u nelécenych,
(CHONG et al., 2004) a u systémové sklerodermie (SATO et al., 2004). Systémova
sklerodermie (SSc) je B lymfocytarni onemocnéni, na jehoZ vzniku se podileji zejména
aktivované pamétové B lymfocyty. Frekvence pamétovych B lymfocytd, stejné jako
plazmablastii, je v8ak u SSc v disledku zvySené nachylnosti k apoptdtze sniZena.
Nadméma produkce naivnich B lymfocyti miZe byt vysvétlena jako snaha
kompenzovat sniZeny poget CD27" a CD27"#" bungk (SATO et al., 2004). Stejné tak
CD27" B lymfocyty u nelééenych HIV-1 pozitivnich pacienti jsou sice v disledku
infekce nachylnéjsi k apoptoze, ale zaroveii se musi rychleji obnovovat (CHONG et al.,
2004). Podobny divod by mohla mit také zvySena frekvence naivnich B lymfocyti u
pacientli s RA. V diisledku neustalé migrace B lymfocytd do zaniceného kloubu a
nasledné diferenciace v plazmatické buiiky, pravdépodobné musi imunitni systém

nepfetrzité vytvaret nové B lymfocyty.

Teoreticky je mozZné, Ze ¢ast populace naivnich bunék, o kterou je frekvence u pacientl

s RA navysena, jsou pamétové B lymfocyty fenotypu CD19'CD27". Takovéto buiiky
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byly detekovany Hansenem jak u pacientd s pSS (10,3%; 17,1%) (HANSEN et al.,
2002; 2004), tak v mensi mife u zdravych jedinci (4,5%) (HANSEN et al., 2004). Je
v8ak mozZné, Ze tyto buriky pfedstavuji populaci pravé diferencujici z naivnich buné€k

v pamétové B lymfocyty, nebot’ jejich VyDylJy oblasti byly vyrazné€ mutovany.

Nase vysledky jsou v protikladu se studii Bohnhorstové (BOHNHORST et al., 2001),
kde byly nalezeny naopak vyssi frekvence CD19°CD27" B lymfocyti v periferni krvi
oproti zdravym kontrolam (priimémé 40,8% CD27" bunék v ramci CD19" B lymfocyti
u pacientd s RA a 31,3 % u zdravych kontrol). V této studii vSak nebyli odliSovany
pamétové CD27* B lymfocyty a CD27"" plazmatické buiiky.

Rozmezi frekvenci jak naivnich (50,4 - 89,3 %), tak pamétovych B lymfocyti (10,1 —
45,1 %) bylo u pacientd s RA vyrazné€ mensi nez u zdravych kontrol a nejvyssi hodnota
naméfend u pamétovych B lymfocytd nedosahovala nejniz§i hodnoty naméfené u
naivnich B lymfocyti. Velké rozpéti frekvenci pamétovych a naivnich B lymfocytii u
kontrol a naopak malé u pacientd s RA ukazuje, Ze nizké frekvence pamét'ovych B
lymfocytli a vysoké frekvence naivnich B lymfocytd v krvi pacientii s RA nejsou sice

pro onemocnéni specifické, ale jsou pro néj charakteristické.

8.7.3. Signifikantné vySené frekvence plazmablastii fenotypu CD19°CD2 7'

pacientii s RA

Naili jsme statisticky vyznamné zvySeni frekvenci CD19"CD27"¢" plazmablasti u
pacienti s RA oproti zdravym kontrolam (p = 0,0312). Toto zvySeni by mohlo byt
zplisobené zna¢n€ zvysSenou tvorbou plazmatickych bunék v zaniceném kloubu
v disledku ptitomnosti nadmémého mnozZstvi antigenu. Je pravdépodobné, Ze cast
téchto B lymfocytti je specificka pro proteiny obsahujici citrulin a dalsi antigeny typické
pro RA a Ze stejné jako u B lymfocytd specifickych pro proteiny obsahujici citrulin, se
plazmatické buniky vyskytuji ve vétsim poctu v synovidlni tkani oproti periferni krvi.
V disledku malého mnoZstvi synovidlni tkané, jsme vSak imunofenotypizaci B
lymfocytti provadéli pouze u bunék ptitomnych v periferni krvi a u vzorkd synovialnich
tekutin ziskanych od ti pacientl. V synovialni tekutiné v8ak bylo nalezeno velmi malé

mnozstvi CD19*CD27"&" B lymfocytd (max. 0,00856 % v ramci lymfocyti).

Zaroven bylo zjiSté€no statisticky vyznamné zvySeni frekvenci plazmablasti CD20
CD27" vramci populace CD19" B lymfocytd u pacientd s RA oproti pacientim
s juvenilni chronickou artritidou (JCA) (p = 0,0068). Pro JCA je ve srovnani s RA
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vyrazn& méné charakteristickd produkce autoprotilatek, vétSinou se jednd o RF
negativni onemocnéni, i kdyZ u &asti pacientd se autoprotilatky vyskytuji. To je

pravdépodobné také diivodem niZ8ich frekvenci plazmatickych bunék u JCA.

Nebylo vsak nalezeno zvyseni frekvence CD20°CD27" plazmablastd vramci B
lymfocyti u pacienti sRA ve srovnani skontrolami ani zvySeni frekvence
CD19"CD27"&" u pacientii s RA oproti pacientim s JCA. Je tedy moZné, Ze detekované
zvySeni frekvenci plazmatickych bun€k je pouze disledek zmén ve frekvencich
pamétovych a naivnich bun€k. Navic nebylo zaznamenano zvySeni frekvenci
CD19'CD38"a CD19°CD138" bungk vramci lymfocytd, ani CD38°CD138" bungk
vramci B lymfocyti. Naproti tomu byla vyrazné zvySena frekvence plazmatickych
bun&k fenotypu CD19"CD38"CD138" v synoviélni tekutin proti periferni krvi. Je tedy
velice pravdépodobné, Ze nezménéné frekvence plazmablasti v PK jsou dusledek

stejnomérné migrace plazmablastii do a z synovialni tkan€.

8.7.4. SniZeni frekvence CD38 CD138" bunék v populaci naivnich B lymfocyti a
CD38'CD138 bunék v populaci plazmablastii u pacientii s RA

Frekvence naivnich B lymfocytl fenotypu CD19°CD20"CD27 byla u pacientii s RA ve
srovnani se zdravymi kontrolami signifikantn€ zvySena. Na zéklad€é exprese molekul
CD38 a CD138 byly naivni B lymfocyty rozdéleny na 4 populace (CD38'CD138,
CD38°CD138", CD38'CD138" a CD38'CD138"). Jako dominantni byla v periferni krvi
u pacienti sRA, JCA, AS a MCTD a zdravych kontrol zjiSténa populace
CD38'CD138.” CD38 je molekula charakteristicka zejména pro plazmatické buiiky a
plazmablasty, ale také pro kmenové, prekurzorové a aktivované buiky. CD138
molekula je exprimovéana na podobnych typech bunék jako CD38, nevyskytuje se vSak
na aktivovanych buiikach (BILLARD et al., 2000; www.ncbi.nlm.nih.gov/prow).

Nalezli jsme statisticky vyznamné sniZeni frekvence CD38'CD138" bunék v ramci
populace naivnich B lymfocytti u pacientli s RA vzhledem ke zdravym kontrolam (p =
0,042). Mimé sniZeni bylo pozorovano rovnéz u JCA a u AS a také u pacientky
s MCTD jsme detekovali vyrazng niz$i frekvenci CD38CD138" bunék v ramci

populace naivnich B lymfocytd v porovnani se zdravymi kontrolami.

Takovéto sniZeni je pravdépodobné disledkem zvySené diferenciace naivnich B
lymfocytli v plazmatické buriky pii revmatoidni artritidé v disledku vyssi aktivity

imunitniho systému. Vet$i ¢ast populace naivnich B bunék, neZ je obvyklé u populace
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zdravych jedincl, uZ patmé diferencovala v plazmablasty a exprimuje proto CD38

antigen.

Zaroven byla zaznamenéna vyznamna redukce CD38"CD138" bun&k v ramci populace
plazmablastii (p = 0,042). CD38"CD138" je fenotyp typicky pro aktivované B lymfocyty
(BILLARD et al, 2000) a sniZeni frekvence by tak znamenalo sniZeni aktivity
plazmablastii u RA nebo migraci aktivovanych B lymfocyti do ST. Podobné snizeni
bylo zaznamenano také u pacientil s JCA, AS a u pacientky s MCTD. Je v8ak mozZné, Ze
se jednd pouze o fale$né sniZeni, zplisobené malym poctem bun€k v populaci
plazmatickych bunék fenotypu CD19"CD20°CD27" u nékterych pacientdi a kontrol
(napf. v periferni krvi pacienta ¢. 38 pouze 2 buiiky, v synovialni tekutin€ pacienta ¢. 27
0 bungk). Populace CD38'CD138" vsak méla v ramci plazmatickych bundk i ptes

detekované sniZeni frekvence u vSech skupin majoritni zastoupeni.

8.7.5. ZvySeni frekvence CD38"'CD138 bunék u naivnich B lymfocytii ve srovndni a
s pamét’'ovymi a korelace frekvenci CD38"CD138" mezi naivnimi a pamét’ovymi

burikami u RA

Zjistili jsme statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci CD38'CD138" bunék v ramci
populace naivnich B bun€k ve srovnani s frekvenci stejnych buné€k v ramci populace
plazmablastti (p = 0,0115). Toto zjisténi bylo ve shodé s nalezenym sniZenim frekvenci
CD38'CD138" vramci naivnich bundk u pacienti s RA ve srovnani se zdravymi
kontrolami, pravdépodobné se jedna o vzajemné souvisejici skute¢nosti. Podobny rozdil
byl nalezen také u vSech ostatnich sledovanych skupin, u pacientti s JCA a u zdravych
kontrol v8ak nebylo statisticky vyznamné. Jedna se tedy pravdépodobné o obecny jev,

ktery neni charakteristicky pro revmatoidni artritidu.

Zéaroveti jsme zjistili korelaci mezi frekvencemi CD38"CD138" bunék v ramci populace
naivnich a pamét'ovych bunék u pacienti s RA (p = 0,0007). Podobna korelace nebyla
nalezena u Zadné jiné sledované skupiny. Pravdépodobné se jedna o disledek nadmérné
diferenciace B lymfocytd v plazmatické bunky, charakterizovany expresi CD38

antigenu.
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8.7.6. Srovndni zastoupeni jednotlivych bunécnych populaci v periferni krvi a

synovidlni tekutiné

Imunofenotypickou analyzu bun&k pfitomnych v synovialni tekutiné jsme provadéli
pouze u 3 pacientli, v nékterych pfipadech vSak byly rozdily v zastoupeni buné¢nych
populaci mezi PK a SF natolik markantni, Ze je nelze povaZovat za ndhodné. VSeobecné

se frekvence exprese antigend u jednotlivych pacientd velmi liily.

Zjistili jsme velmi vyrazné zvyseni frekvence CD38'CD138" v ramci populace CD19*
B lymfocytli v synovialni tekutiné ve srovnani s periferni krvi. Zatimco v periferni krvi
frekvence B lymfocyt exprimujicich tyto antigeny v Zadném z piipadi nedosahla 9%,
v synovialni tekutin€ je exprimovala naprostd vétSina B lymfocyti. V ramci
lymfocytarniho gatu bylo zaznamenano zvy3eni frekvence CD19°CD138" bungk, toto
zvySeni vSak nebylo tak vyrazné, jako v ramci B lymfocytl. Zjisténé zvyseni frekvence
pravdépodobné odrazi diferenciaci B lymfocytd pfimo v zaniceném kloubu a odrazi se
proto zejména v populaci B lymfocyti. V synovidlni tekutiné zdravych osob se

vyskytuje pouze velmi malé mnozstvi lymfocytd (PAVELKA et al., 2003).

Zatimco v periferni krvi byla u naivnich B lymfocytd, pamétovych B lymfocytd i
plazmablastii dominantni populace CD38"CD138", v synovialni tekutiné to byla ve
viech ptipadech CD38'CD138" populace. Toto zji§téni je v souladu s pfedchozim a
pravdépodobné také odrazi diferenciaci B lymfocyti v plazmatické buiiky piimo

v zaniceném kloubu.

8.8. Sledovani exprese Vy genii u CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny

obsahujici citrulin izolovanych ze synovialni tkané

Anti-CCP autoprotilatky jsou protilatky charakteristické pro RA a patfi k hlavnim
mediatorim destrukce kloubu. B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin
se sice mohou u zdravych osob vyskytovat, vZidy v8ak ve velmi nizkych frekvencich.
Jedna se tedy o populaci charakteristickou pro pacienty srevmatoidni artritidou.
Z t&chto divodd jsme sledovali expresi Vy geni pravé u CDI19" B lymfocytl
specifickych pro proteiny obsahujici citrulin pomoci RT-PCR na urovni jedné buriky.

Jednotlivé izolované B buriky byly pritokovym cytometrem t¥idény do jamek desticky
obsahujicich lyza¢ni RT-PCR pufr a ihned poté byla zapocata single-cell RT-PCR. Do
naSi analyzy jsou tak zahrnuty pouze Zivé butiky sjiZz dokonenym procesem

pfeskupovani gentl, u kterych jsme schopni analyzovat izotypové specifické mRNA.
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Buiiky jsme izolovali ze synovialni tkané a periferni krve pacienta ¢. 47 a synovialni
tkané pacienta ¢. 8B. Mezi ob&ma pacienty jsme nasli znaéné rozdily v exprimovanych
genech. Zatimco u pacienta ¢ 47 byla zjisténa exprese Vy4 a ViS5 rodin
imunoglobulinovych gent, u pacienta 8B se jednalo zejména o geny malo hojné Vy7
rodiny, pouze u jedné buiiky byla exprimovan gen Vy4 rodiny. U zdravého ¢lovéka
pfevazuji Vy3 a Vyu4 imunoglobulinové geny, u RA byly doposud detekovany
ptedev§im Vyl, Vi3 a Vy4 genové rodiny (KIM et al., 1999; VAN ESCH et al., 2003;
RAATS et al., 2003), vétsinou vSak byla provadéna analyza B lymfocyti bez ohledu na
jejich antigenni specifitu (SCHRODER et al., 1996; KIM et al., 1999). Pokud byla
pouzita metoda ,,antibody phage display* zaloZena na detekci aCCP protilatek byla V7
rodina detekovana také (RAATS et al., 2003). Je tedy teoreticky mozné, Ze V7 rodina
se charakteristicky vyskytuje u B lymfocyti produkujicich aCCP. Navic je velmi
pravdépodobné, Ze ¢ast genld detekovanych jako Vyl rodina, patfila do Vy7 rodiny,
ktera byla objevena pomémé nedavno a jejiz geny lze detekovat pomoci primeri pro

Vul rodinu. RovnéZ my jsme V7 gen amplifikovali pomoci primeri pro Vyl.

U znaéné ¢asti izolovanych bun€k, nebyla po amplifikaci nalezena Zadna
imunoglobulinova piestavba. Pravdépodobné se jedna o diisledek piitomnosti
rozsahlych mutaci, které zabranily nasednuti nami pouZivanych primerti specifickych
pro nemutované Vy segmenty (podobné SCHRODER et al., 1996; HANSEN et al.,
2002; 2004), poptipadé nebyla mRNA dostateéné deproteinovana nebo byly izolovany
mrtvé buiiky. Nasi detekci unikaji také ptipadné ptestavby Ig mRNA jiného izotypu nez
IgM a IgG.

8.8.1. Pacient é. 47

Z osmi analyzovanych pfestaveb Vy gent byl u tfi nalezen Vy4-39 gen (2 buiiky z ST -
prestavby 47.1 a 47.2; 1 burika z PK — pfestavba 47.3) a u péti byl zjistén Vy5-51 gen (3
z ST — ptestavby 47.4-47.6, 2 z PK — 47.7, 47.8). Piestavby 47.3 a 47.7 byly izotypu
IgM, ostatni pfestavby byly izotypu IgG. Priimémé bylo nalezeno 19,75 mutaci/Vy
oblast, podobn€¢ Schréderova nalezla v buiikach revmatoidni synovie primémé 18

mutaci/Vy segment (SCHRODER et al., 1996).

U piestaveb 47.1, 47.2 a 47.3 byla nalezena naprosto shodnd CDR3 oblast (délka 11
aminokyselin). U zdravého jedince je délka CDR3 oblasti rozloZena po Gaussové kfivce

svrcholem na délce 15 nukleotidd, zména gaussovského uspofadani jakymkoliv
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smérem sv&d¢i pro klonalni expanzi B lymfocytd (ITOH et al., 2000A). CDR3 oblast se
sklada ze 3 'konce V segmentu, celého D segmentu a 5’konce J segmentu a obsahuje tak
2 spoje, vzniklé pii pfestavbé Ig gent, které jsou charakteristické zna¢nou variabilitou
podpofenou ndhodnym vkladanim nukleotidi enzymem terminalni transferdzou. Zna¢éné
mutovan byva také D segment, a to Casto v takové mife, Ze nelze urcit, ze kterého
germinalniho genu vznikl. To, Ze se CDR3 oblasti téchto tii sekvenci neli§i ani
v jediném nukleotidu, je naprosto jasnym dikazem, Ze maji spole¢ny klonalni ptivod.
Bylo dokazano, Ze diky patologickému prostfedi v revmatoidni synovialni tkani, mohou
B lymfocyty proliferovat bez hromadéni novych somatickych mutaci (SCHRODER et
al., 1996). Dal$im diikkazem pro klonélni pivod téchto bunék je vyrazné€ vys§i pomér
zm/tm v CDR oblastech ve srovnani s FR oblastmi. Je zajimavé, Ze jedna z bun¢k (47.3)
byla izolovana v periferni krvi. V periferni krvi se B lymfocyty prakticky nemohou
setkat s citrulinem, ktery v naSem pfipade plsobi jako antigen a je proto velmi
pravdépodobné, Ze se jedna o buriku, kterd vymigrovala ze synovialni tkané. Tato burika
méla jako jedina ptestavbu izotypu IgM, tedy piestavbu charakteristickou pro naivni B

lymfocyty, které se jesté nesetkaly s antigenem.

Ze zbylych péti bunék, exprimujicich gen Vy5-51, byly klonalné ptibuzné patrmé jen
47.4 a 47.5, které se liSily 7 zaménovymi mutacemi (z toho 3 mély za nésledek vznik
stopkodonti v sekvenci 47.4), 2 tichymi mutacemi a deleci jednoho tripletu v sekvenci
47.5. Exprimovaly D gen D6-6 a J gen Jy6b, jejich CDR3 oblast méla stejnou délku a
li§ila se pouze jednou zdménovou mutaci v poslednim tripletu. Byl nalezen vyrazné
vyS$8i pomér zm/tm v CDR oblastech ve srovnani s FR oblastmi, coZz svéd¢i pro
antigenem fizenou selekci, jejimz disledkem je klonalni expanze (SHIOKAWA et al.,
2003). Ostatni sekvence nevykazovaly znamky klonalniho ptivodu (odlisné Jy geny,
rozdilné délky CDR3 oblasti) a poméry zm/tm v FR a CDR oblastech se vyraznéji
neliSily. Sekvence 47.7 v8ak exprimovala pomémé vzacnou a u zdravych osob se piili$
nevyskytujici rodinu Ig gend Jy3. Je v8ak mozné, Ze klonalni potomci, popi. ptedchiidci
izolovanych bun€k se vyskytovaly vjiné &asti ST, kterd nebyla pacientovi b&hem
operace odebrana, nebo Ze byly Ig geny obsahovaly takové mnozZstvi mutaci, které

zabranilo nasednuti primerti.

Je zajimavé, Ze obé€ sekvence izotypu IgM byly vyizolovany z PK. Pravdépodobné se
jedna bud’ o buriky, které vymigrovaly do PK ihned po izotypovém piesmyku ze
synovialni tkané a stale jesté obsahuji IgM transkripty (HANSEN et al., 2004) nebo o
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buiiky, které po stimulaci antigenem v synovialni tkani podstoupily proces
hypermutace, ale ne izotypovy piesmyk a ihned poté vymigrovaly do PK. Zde
pravdépodobné dusledkem velmi malého mnoZstvi citrulinovanych proteinti v PK
nejsou aktivovany antigenem a nedochazi proto k dalsi diferenciaci. Tento fakt mlze
také potvrzovat domnénku, ze B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin
pfitomné v periferni krvi jsou v neodpovidavém stavu a autoprotilatky neprodukuji

(REPARON-SCHUUT et al., 2001).

8.8.2. Pacient ¢. 8B

V DNA z kazdé buiiky nesouci Vi7-04.1 piestavbu byly nalezeny podobné mutace. Pro
vSechny ¢&leny Vy7 rodiny byla charakteristickd mutovana frekvence na konci CDR2
oblasti. Jednalo se o tfi SNP, které mély za nasledek zaménu dvou aminokyselin. Tato
sekvence se nevyskytuje v Zadném z V7 gent a jedna se proto o diisledek somatické
mutace. Fakt, Ze se stejna sekvence vyskytovala u vSech izolovanych V7 B lymfocyti,
svéd¢i pro existenci klondlni expanze v zaniceném kloubu. BohuZel nebyla
amplifikovana CDR3, aby existenci klondlni expanze potvrdila nebo vyvratila. Jak
v CDR, tak v FR oblastech dochazelo pfedev§im k zdménovym mutacim. Vy4 gen
nebyl mutovan, coZ naznacuje, Ze jde o bunku, kterd do ST pifimigrovala teprve

nedavno.

8.8.3. Mutacni frekvence

Mutaéni frekvence u pacienta ¢. 8B (Vy7-04.1 pfestavby) dosahovala primémé 9,79%
(8 - 21 mutaci/Vy segment; celkova mutacni frekvence 163 mutaci/1672 nukleotidi
9,75%), u pacienta ¢. 47 9,09% (12 - 27 mutaci/Vy segment; celkova mutaéni frekvence
158 mutaci/1740 nukleotidli 9,08%). U B lymfocyti z GC v mandlich zdravych osob se
vyskytuje vyrazné méné mutaci (1 - 12 mutaci/Vy segment; PASCUAL et al., 1994),
coZ ukazuje na neobvyklou hypermutaci u B lymfocyti pfitomnych v revmatoidni
synovii. Obdobn& u pSS (8,6%) a SLE (6,1%), dosahuji CD19°CD27" B lymfocyty
vysSich hodnot muta¢ni frekvence (HANSEN et al., 2002; 2004).

VSechny ndmi izolované buriky s vyjimkou jedné buriky izolované ze synovialni tkané
pacienta ¢. 8B, obsahovaly ve Vy genech somatické mutace. Jejich pfitomnost je
charakteristickd pro pamét'ové B lymfocyty. Vzhledem k tomu, Ze naprosta vétSina B
bun€k miZe byt zafazena mezi naivni resp. pamétové jak podle exprese CD27, tak

podle pfitomnosti somatickych mutaci v genech pro imunoglobuliny (HANSEN et al.,
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2002; 2004), potvrzuje vySe uvedené domnénku, Ze sniZeni frekvence pamét'ovych B

lymfocytl v periferni krvi je disledek jejich migrace do zanicené synovialni tkané.
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9. SOUHRN
S pouzitim pritokové cytometrie jsme prokazali, Ze v periferni krvi, synovialni tkani a

synovialni tekutin€, 1ze pomoci syntetickych peptidi obsahujicich citrulin detekovat B
lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin. V synovialni tkani jsme naSli
vyznamné vys§i frekvence téchto B lymfocytd. B lymfocyty pfitomné v synovidlni tkani
exprimovaly pouze omezené mnozstvi Ig Vy gent, které byly zna¢né mutovany.
Jednotlivé buriky vykazovaly znamky klonalni ptibuznosti. Tato dve zji§téni svéd¢i pro
pfitomnost autoantigenem (citrulinem) fizené selekce a aktivace B lymfocytd v zanicené
synovialni tkani. Zaroven tak byla podpofena domnénka, Ze v synovialni tkani dochazi
k oligoklonalni expanzi CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici
citrulin.

Zjistili jsme, Ze periferni krev a synovialni tkai obsahuji B lymfocyty specifické pro
vice proteini obsahujicich citrulin, coZ odrazi pfitomnost vice typl citrulinovanych
proteinti, které piisobi jako autoantigen.

Nasli jsme vyznamné pozménéné frekvence B bunéénych populaci v periferni krvi
pacientl s RA. Zaznamenali jsme statisticky vyznamné sniZeni frekvenci CD19°CD27"
a CD19°CD20°CD27" pamétovych B lymfocytl a statisticky vyznamné zvyieni
frekvence naivnich CD19°CD20°CD27 B lymfocytl v periferni krvi pacientl s RA ve
srovnani se zdravymi darci. Tato skutenost patrné odrazi migraci pamét'ovych bunék
do zaniceného kloubu, kde vstupuji do pseudogerminalni reakce a dochazi k jejich

diferenciaci v plazmatické buiiky a zvy$enou tvorbu novych B lymfocytd.

Cilem prace bylo pfispét k objasnéni ulohy B lymfocytli v rozvoji revmatoidni artritidy,
zaméfili jsme se zejména na B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici citrulin. Na
zakladé vyse uvadénych vysledkid bylo prokazano, Ze B lymfocyty hraji v rozvoji a
udrZeni zanétu u revmatoidni artritidy velmi ddleZitou roli a Ze B lymfocyty specifické
pro proteiny obsahujici citrulin jsou jednim z hlavnich mediatord destrukce kloubu pfi
RA. Patologicky mechanismus diferenciace B lymfocytli a genové ptestavby vsak bude

muset byt dale zkouman.
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12. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABI
aCCP
AFA
AKA

DMARDs
dNTP
DTT
EBV
EDTA

Applied Biosystems Instruments

protilatky proti proteinim obsahujicim citrulin
antifilagrinové protilatky

antikeratinové protilatky

antigen prezentujici burika

allofykocyanin

antiperinuklearni faktor

azathioprin

B bunééna akutni lymfoblasticka leukémie

B bunéény receptor

heavy chain binding protein

bovinni serovy albumin

B buné¢ny stimulacni faktor

cyklicky citrulinovany peptid

cluster of differentiation

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
complementarity determaning region

class II — associated invariant chain peptide
chronické lymfoidni leukémie

C-reaktivni protein

colony stimulating factor (faktor stimulujici faktor)
cytotoxic T-lymphocyte antigen

CXC chemokinovy ligand

CXC chemokinovy receptor

cyanin

»diversity* usek genového komplexu kddujiciho tézky fetézec
imunoglobulinu

disease modifying antirheumatic drugs
deoxynukleotidtrifosfat

1,4-dithiothreitol

virus Eppstein-Barrové

kyselina ethylendiamintetraoctova
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EGF epitelialni ristovy faktor

FACS Fluorescence-activated cell sorter

fc. finalni koncentrace

FCRL Fc receptor-like gen

FDC folikularni dendriticka buiika

FITC fluoresceinizothyokyanat

FR framework region

FSC forward scatter

GC germinalni centrum

G-CSF granulocytarni faktor stimulujici kolonie

GM-CSF faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagi

GPI gluk6za-6-fosfat izomeraza

HCDR complementarity determining region téZkého fetézce

HLA lidsky leukocytarni antigen

HQ Hydrochloroquin

H fetézec téZky (heavy) fetézec imunoglobulinu

Ig imunoglobulin

IL interleukin

JCA juvenilni chronicka artritida

Ju usek ,joining‘ usek genového komplexu kddujiciho tézky fetézec
imunoglobulinu

LEF lwflunomid

LF UK Lékatska fakulta Univerzity Karlovy

LT lymfotoxin

L fetézec lehky (light) fetézec imunoglobulinu

MCGF ristovy faktor mastocytd

mf mutacni frekvence

MBP myelin basic protein

MBU AV CR Mikrobiologicky Ustav Akademie véd Ceské republiky

MCTD smiSené onemocnéni pojivové tkané (mixed connective tissue disease)

MHC hlavni histokompatibilni komplex

mRNA messengerova ribonukleova kyselina

MTX methotrexat

NaAc acetat sodny
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nt
PAD
PADI
PBS
PE

PI
PK
Prkdc

pSS

RA

Rag
RANK
RANKL
RANTES
RT-PCR
Sa-antigen
SA-PE
SAS

SE

SDS

SF

SLB
SLE
SNP
SSc

SSC

ST
TACE
TBE
TdT
TCR

tm

non-Hodgkiniv lymfom
nukleotid

peptidylarginin deiminaza

gen pro peptidylarginin deiminazu
phosphate buffered saline
fykoerytrin

propidiumjodid

periferni krev

protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide
primérni Sjogrentiv syndrom

revmatoidni artritida

rekombinaci aktivujici gen

receptor activator of nuclear factor-kappaB
ligand pro RANK

redulated on activation — normal T-cell expressed and secreted
reverzng trasnkriptazova PCR
Savoy antigen

konjugat streptavidin — fykoerythrin
sulfasalazin

stfedni chyba

sodium dodecyl sulfat

synovialni tekutina

Sigma loading buffer

systémovy lupus erythematodes
jednonukleotidovy polymorfismus
systémova sklerodermie

side scatter

synovialni tkan

TNF-o converting enzyme
tris-boratovy pufr s EDTA
terminalni transferaza

T bunécny receptor

ticha mutace
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TNF tumor necrosis factor

TNFR receptor pro tumor necrosis factor

Vy usek ,variability“tsek genového komplexu kodujiciho té€zky fetézec
imunoglobulinu

WSB wash and staining buffer

zZm zaménova mutace
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