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Abstrakt

B lymfocyty periferni krve u lidi pfedstavuji heterogenni bunécné prostredi, které
v imunitnim systému vykazuje mnoho vyznamnych funkci. V sou¢asné dobé narustaji dikazy
o tom, Ze se B bunécné subpopulace podileji na patogenezi mnoha rliznych chorob. Avsak
existuje velmi malo nebo témér zadné poznatky o tom, jak jsou jednotliva diferenciacni stadia
B lymfocytl do patologickych procesd zapojena, a jaka je jejich distribuce a zastoupeni za

fyziologického stavu a za patologickych podminek.

Existuje dlvodny predpoklad, Ze podobné jako je tomu u dendritickych bunék, NK/NKT
bunék a T lymfocytl, také B lymfocytarni populace budou obsahovat malé aZ raritni
subpopulace, u nichz se predpokladaji relativni frekvence ¢etnosti v rozmezi 0,01% - 0,1 %eo.

Primdarnim cilem bylo na zakladé komparativni studie napfi¢ rlznymi druhy obratlovcl
postihnout rozsah fylogenetické a ontogenetické heterogenity populace perifernich B
lymfocytl a lymfopoetickych organ.

Dalsim cilem prace bylo na souboru 183 jedinctll, z toho 50 kontrol a 133 pacientu
s rliznymi (imuno)patologiemi nebo nadorovymi onemocnénimi pouzit polychromatickou
pratokovou cytometrii se zamérem vytypovat vhodnou strategii vymezeni a kombinaci
povrchovych znak(, jejichz prostfednictvim by bylo lze detekovat a prokazat konkrétni
minoritni/raritni subpopulace.

Celkem bylo pozorovano vice nez 40 novych, dosud nikde nepublikovanych raritnich
subpopulaci, z nichz nékteré ziejmé predstavuji ontogeneticky ranéjsi stadia odpovidajici
centralnimu vyvoji. Tyto populace pripominaji spiSe persistujici B lymfocyty z obdobi
intrauterinniho vyvoje jedince. NejzajimavéjS$im ndlezem je existence B bunéénych
subpopulaci, které nenesou na svém povrchu Zadny z imunoglobulinovych izotypl nebo jsou
CD20CD27-dvojité negativni. Obé by mohly s nejvétsi pravdépodobnosti predstavovat
progenitorova stadia, ktera pronikla do periferni krve.

Prace predstavuje pilotni studii s navaznosti na postgradualni studium, kdy je
planovana detailnéjsi analyza jednak vzhledem ke klinickému obrazu a jednak
k morfologickym a molekularné biologickym vlastnostem objevenych raritnich subpopulaci

Klicova slova:

B lymfocyt, periferni lymfopoéza a ontogeneze, priitokova cytometrie, imunofenotyp, evoluce
adaptivni imunitni odpovédi



Abstract

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

There is a reasonable assumption that, as with dendritic cells, NK / NKT cells and T
lymphocytes, also B cell populations will contain minor and/or rare subpopulations reaching
relative frequencies in the range of 0.01% to 0, 1 %eo.

The primary aim of this thesis was to investigate the extent of phylogenetic and
ontogenetic heterogeneity of the peripheral B cell population and lymphopoietic tissues on
the basis of a comparative study across different vertebrate species.

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

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

The most interesting finding is the existence of B cell subpopulations that do not carry
any of the immunoglobulin isotypes on their surface or are CD20CD27-double negative. Both
of them might, most likely, represent progenitor stages that penetrated into peripheral blood.

The current thesis presents a pilot study, which will be followed by a post-graduate
thesis focused on more detailed analysis including the clinical picture, the morphological and
molecular biological properties of observed rare subpopulations.

Keywords:

B lymphocyte, peripheral lymphopoiesis and ontogenesis, flow cytometry,
immunophenotype, evolution of adaptive immunity
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2 Seznam zkratek

zkratka
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AA4
ADPR
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AHR
AID
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CLP
CMP
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CSR
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CXCR3
CXCR4

CXCRS

D

anglicky

aplastic anemia

fetal stem cell antigen AA4
adenosine diphosphate ribose
antigene

aryl hydrocarbon rceptor
Activation-induced cytidine deaminase
affinity maturation

acute myeloid leukemia
antigen presenting cell
ankylosing spondylitis

B cell activating factor

Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index

B-cell adaptor for phosphatidylinositol-
3-OH-kinase

B-cell chronic lymphocytic
leukemia/lymphoma 11B protein
B-cell lymphoma 6 protein
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cell adhesion molecule

C-C chemkoine receptor type 9
cluster of differentiation
cytidine deaminase
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common lymphoid progenitor
common myeloid progenitor
colorectal carcinome
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common variable immunodeficiency
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spole¢ny myeloidni progenitor
kolorektalni karcinom

izotypovy piesmyk

bézna variabilni imunodeficience

chemokinovy receptor typu 3; téz CD182,
CD183

chemokinovy receptor typu 4; téz CD184

chemokinovy receptor typu 5; téz CD185,
téz BLR1 (receptor Burkittova lymfomu)

genovy segment urcujici diversitu



zkratka
DC

DN
DNA
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inflammatory bowel disease
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immunoglobulin

heavy chain of immunoglobulin
light chain of immunoglobulin
trout immunoglobulin
zebrafish immunoglobulin
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immature B lymphocyte
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Jun-amino-terminal kinase
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lamina propria lymphocytes
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hematopoieticky transkripéni faktor PU.1
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rekombinazu aktivujici gen 2
rekombinaéni signalni sekvence



zkratka
SHM
slgA
SIgAD
SLE
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SSC
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TdT
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TNF-a
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promyavci roztok



3 Cile prace

Praci zamétenych na detekci raritnich populaci perifernich B lymfocytt u ¢lovéka je
doposud velmi mélo. Avsak béhem pfipravy resersni casti této diplomové prace se ukazalo, ze
v lidském organismu je pfitomna celd fada B bunécnych subpopulaci, které jsou
z ontogenetického hlediska pravdépodobné v ran€jsi vyvojovych stadiich, tj. na urovni

embryonalnich nebo fetalnich progenitort.

Tim byl urCen prvni a zakladni cil provést komparativni analyzu literarnich udajt
o mechanismech adaptbvni B lymfocytarni odpovéedi nejen pro ¢loveéka ale v rdmci obratloveil

také pro jiné druhy.
V ramci této diplomové prace jsem se dale zaméfila na nasledujici dil¢i cile:

1. Vyvoj strategie vymezeni bran na datech ziskanych prostfednictvim
polychromatické pritokové cytometrie  za pouziti osmi a posléze
jedendctibarevného panelu s cilem zjistit, zda se takové populace viibec
v periferni krvi vyskytuji a zda je lze detekovat.

2. Vytypovat sledovani takové kombinace povrchovych CD znaki, ktera by
umoznila detekovat jednotliva stadia kontinualniho vyvoje subpopulaci
periferni B lymfopoézy od T1 B bunék po termindlni stddia plazmatickych
bunék.

3. Vytvofit postup analyzy namétenych dat, ktery bude co nejvice objektivni a
nebude zavisly na konkrétnim hodnotiteli.

4. Sledovat distribuci minoritnich populaci na souboru zdravych kontrol a
pacientl s vybranymi imunopatologiemi, s podchycenim
diagnosticky/klinicky zajimavych subsett.

5. Vytvofeni databdze zahrnujici kompletni data pro kazdého probanda

udrzovani.



4 Adaptivni imunitni systém

Adaptivni (specifickd) imunita je evolucné¢ mladsi soucasti imunitniho systému.
Adaptivni imunita se opird o bunééné mechanismy zprostfedkované zejména T lymfocyty a
latkové (humoralni) mechanismy indukované B lymfocyty. Jejimi typickymi vlastnostmi jsou
vazba na nespecifickou (vrozenou) imunitu, pomaly nastup odpovédi v porovnani s imunitou
vrozenou, vysoka antigenni specificita, imunologickd pamét’ a od ni odvozeny odlisny prabéh
imunitni reakce organismu pii opakovaném setkani se stejnym antigenem. Adaptivni imunitu

1ze vnimat jako funk¢ni, evoluéni a ontogenetickou néstavbu pfirozené (vrozené) imunity.
4.1 Evoluce adaptivni imunity

Vznik prvotnich pamétovych imunitnich systémt miizeme na zaklad¢ fylogenetického
studia starobylych taxont, jakymi jsou houbovci (Porifera), krouzkovci (Annelida) a ¢lenovci
(Arthropoda), datovat do obdobi kambria (540 miliont let). Nejedna se jest¢ o komplexni
imunitni systémy, ale zastupci téchto rodii si vyvinuli mechanismy, které jsou projevem
omezené imunitni paméti, a zaroven je lze povazovat za prekurzory adaptivniho imunitniho

systému (Netea, Quintin et al. 2011, Boehm 2012).

Tento intermediarni systém, ve kterém nelze imunitni odpovéd definovat jako
vrozenou, ale ani jako adaptivni, je t€Z nazyvan trénovand imunita (Netea, Quintin et al. 2011).
Trénovanou imunitu mizeme definovat jako typ imunity, ktery je charakterizovany omezenou
paméti, rozmanitou expresi receptoru pro antigen a rozvojem lymfoidnich organti s tvorbou
specializovanych imunokompetentnich bun¢k (Boehm 2011, Netea, Quintin et al. 2011, Boehm
2012, Boehm, Hess et al. 2012). Prototypické buiky vrozené imunity jako NK buiky ¢i
makrofagy vykazuji znaky imunitni paméti (Netea, Quintin et al. 2011), a lze dovozovat, Ze
jakozto nositelé evolu¢né pokrocilych funkci, budou diillezitym voditkem k nalezeni spole¢ného

predka specializovanych bun¢k adaptivni imunitni odpovédi.

Muller, Blumbach et al. (1999) se vénovali studiu houbovcii, jmenovité pak druhtim
Geodia cydonium a Suberites domuncula, u kterych popsali nékteré ,,sav¢i” prvky vrozené i
adaptivni imunity, a to na molekularni i bunééné tirovni. U houbovce Geodia cydonium popisuji
dva druhy polymorfnich Ig-podobnych (Ig-like) receptorti, které jsou sdruzeny do variabilnich
sad imunoglobulint, u druhu Suberites domuncula popisuji imunitné podminénou reakci na

alogenni S§té€p zprostfedkovanou zvySenou expresi od lymfocytd odvozeného cytokinu



typického pro savce (Muller, Blumbach et al. 1999). Dale popisuji reakci S. domuncula na
lipopolysacharid (LPS), ktery se vaze na buné¢nou povrchovou molekulu CD14. Po vystaveni
organismu pusobeni LPS dochazi k fosforylaci MAP kinadz p38 a JNK, podobné jako je tomu u
savcu (Muller, Blumbach et al. 1999).

Pravé adaptivni imunita stricto sensu se objevuje u prvnich obratlovei, jejichz prvni
zastupci se na Zemi objevili v ranych obdobich paleozoika (Boehm 2012, Boehm, McCurley et
al. 2012). Adaptivni imunita piedstavuje vysoce individualizovany systém, pro ktery je typicky
rozvoj imunitni paméti zprosttedkovany mechanismy somatické rekombinace genovych
segmentil genu pro imunoglobulin, afinitni maturace a klonalni expanze specializovanych
imunitnich bunék — B lymfocytt (Bonilla a Oettgen 2010, Boehm, McCurley et al. 2012, Parra,
Takizawa et al. 2013). Zaroven si ale ponechdva nékteré starobylé znaky, jako je schopnost
fagocytdzy a mikrobicidni aktivita. Obé tyto vlastnosti byly neddvno popsany u populace
mysich B-1 B lymfocytt (Parra, Rieger et al. 2012). Tyto poznatky svéd¢i o vzajemné evolucni,

funk¢ni a vyvojové piibuznosti vrozené a ziskané imunity (Parra, Rieger et al. 2012)

V soucasnosti jsou charakterizovany a rozliSovany dva existujici strategické systémy
adaptivni imunity, variable lymphocyte receptor system (dale jen VLR systém) a B-cell/T-cell
receptor system (déle jen BCR/TCR systém). Je velmi pravdépodobné, Ze za rozvojem téchto
dvou odlisnych systém stoji pfechod obratlovcil z vodniho prostiedi na sous. Dikazy o tomto
vyvoji poskytuje studium obojzivelnikil, zejména Zaby druhu Xenopus tropicalis. Xenopus je
vynikajici model pro studium vzniku adaptivni imunity v podobé v jakeé ji zndme u modernich
Celistnatct. KliCovym znakem je, Ze obojzivelnici jsou nejstarsi zivo¢iSnou tfidou, u které na
imunoglobulinech detekujeme izotypovy pfesmyk, avSak za soucasné absence zarodecnych
center nutnych pro T dependentni imunitni odpovéd’ (Robert a Ohta 2009). U obojzivelnikl
zaroven dochazi k ,,pfeprogramovani imunitniho syst¢ému béhem morfogeneze, tedy pii
piechodu ze stadia na vodni prostfedi vazané larvy a dospélce (Du Pasquier 1992, Du Pasquier,

Robert et al. 2000).

ey

Evoluéné stars$i VLR systém, ktery byl popsan u zijicich zastupct nadtfidy
bezeelistnatcii (Agnatha), je zalozeny na expresi variabilniho receptoru na povrchu T a B
lymfocytim podobnych bunék (Boehm, McCurley et al. 2012). Tento variabilni receptor je
sloZen z jednotek LRR (z angl. leucine rich repeats) proteinii (Boehm, McCurley et al. 2012).
Hlavnim diversifikanim mechanismem je genovd konverze zprostfedkovand cytidin

deaminazou (CDA, v originalnim textu uvadéno jako cytosin deaminaza) (Parra, Takizawa et

7



al. 2013). Na =zakladé¢ studii zijicich druht sliznatek (Myxiniformes) a mihuli
(Cephalaspidomorphi) byly popsany tii strukturni a funkcni varianty VLR receptoru — VLRA,
VLRB a VLRC receptor (Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm,
McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013). Predpoklada se, Zze populace VLRA+ a
VLRC+ bunék jsou podobné klasickym T lymfocytim. Spolu s IL-17 a IL-8R exprimuji i
ortologni transkripty typické pro T lymfocyty jako jsou GATA2/3, c-rel, AHR, BCLI11b,
CCR9, NOTCH-1, CD45 (Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm,
McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013). Oproti tomu populace VLRB+ bunék
vykazuje znaky svédcici o funkéni podobnosti s B lymfocyty (spolu s IL-17R, IL-8 exprimuji
ortologni transkripty spojené s aktivaci a diferenciaci B lymfocytd jako jsou CXCR4, TLR2,
TLR7, TLR10, Syk, BCAP) (Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al. 2011, Boehm,
McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013).

dépodobné podobné;jsi T-
Vyvoj podobné T lymfocytim podobné B lymfocytim e e

lymfocytim
jsou funkéné podobné af T- ) v, L, L. ) jsou funkéné podobné y6 T-
L . jsou soucdstivrozené imunity? T -

lymfocytlm CelistnatcG? lymfocytlm Celistnatc?
podileji se na funkéni interakci podileji se na funkéni interakci
VLRA/VLRB? VLRA/VLRB?

proliferace po stimul.aci fytohemaglutininem po imunizaci bakteriemi/lidskymi )
nebo antigenem erytrocyty

. X nediferencuji do VLRA secernujicich dlferencupﬂa transforrr’\uu >€ d?
diferenciace bundk plasmocytim podobnych bunék ?
produujicich VLRB protilatky

sekrece nesecernuji VLRA do plasmy secernuji VLRB do plazmy ?

receptor VLRA VLRB: analog receptoru BCR VLRC: strukturné podobnéjsi VLRA
na povrchu lymfocytu jako na povrchu lymfocytu jako >
transmembranovy receptor transmembranovy receptor )

exprese IL-17, IL-8R IL-17R, IL-8 ?
exprese ortolognich transkriptd exprimuje ortologni transkripty spojené s 5
typicky exprimovanych T-lymfocyty  aktivaci a diferenciaci B-lymfocytl )
O L AT EH CXCR4, TLR2, TLR7, TLR10, Syk, BCAP ?

CCR9,Notch-1, CD45
thymoidni tkan na vrcholovém konci
Zabernich filament, zfejmé funkcné transkripce genu v leukocytech

rozdélena do histologickcyh perifernikrve a hematopoietické

vyvoj tyflosolis a/nebo ledvina (exprese CDA2
yvol mikroenvironment( (CDA1 na vnéjsi ¥ / (exp ) tkani ledviny a stfeva/povrchy klze a
strané thymoidu; VLRA hojnéjsi, stfeva
vnifni ¢ast thymoidu) )

Tabulka 1 Porovnani vlastnosti hlavnich subpopulaci VLR lymfocyti (podle Kasamatsu, Sutoh et al. 2010, Bajoghli, Guo et al.
2011, Boehm, McCurley et al. 2012, Parra, Takizawa et al. 2013)

Evolu¢né mladsi BCR/TCR systém se objevuje u Celistnatcii (Gnathostomata). Tento
systétm je zalozen na piitomnosti BCR nebo TCR na povrchu lymfocyti. Na zakladé
pritomnosti tohoto receptoru Ize rozlisit dvé hlavni populace lymfocyti adaptivni imunity — B

lymfocyty, které exprimuji BCR a T lymfocyty, které ve své membran¢ nesou TCR. Mezi



typické diversifika¢ni mechanismy, kterymi B lymfocyty prochdzeji, patii genova konverze —
V(D)J rekombinace, somatickd hypermutace a izotypovy presmyk (Parra, Takizawa et al.
2013). V(D)J rekombinace je jedinecny proces, kterym prochazeji B a T lymfocyty béhem
svého ontogenetického vyvoje. Béhem V(D)J rekombinace dochézi k preskupeni a selekci V (z
angl. variable), D (z angl. diversity) a J (z angl. joining) genovych segmentii, a zmnozeni

repertoaru produkovanych antigennich receptorii (Hofejsi, Barttnikova et al. 2013).

Somatickd hypermutace je pochod, béhem kter¢ho jsou B lymfocyty schopny
vnaSenim nukleotidovych substituci mutovat gen kodujici tvorbu protilatek. Somaticka
hypermutace zvySuje variabilitu produkovanych protilatek a umociiuje tak schopnost B
lymfocyti 1épe reagovat na antigenni stimuly, zvySuje se jejich specifita a afinita (Hotejsi,
Bartlinkova et al. 2013). Izotypovy ptfesmyk je biologicky proces, béhem kterého dochazi ke
zméné typu protildtky produkované B lymfocytem. Jedna se o zménu v konstantni oblasti
tézkého fetézce, variabilni oblast se neméni. Diky tomu je zachovana specifita protilatky vaci

danému antigenu, méni se ale jeji efektorové funkce (Honjo, Muramatsu et al. 2004).

Lze ptedpokladat, ze spole¢ny piedek Celistnatcti a bezcelistnatci mél na povrchu
svych imunokompetentnich bunék primordialni verzi BCR/TCR/VLR receptoru. Poté, co se
objevila cytidin deamindza (CDA), doslo k celogenomové duplikaci a nasledné oddélenému
vyvoji imunitnich systémi obou skupin obratlovcti (Boehm 2011, Boehm 2012, Boehm, Hess

et al. 2012).

Klicovym momentem pro rozvoj BCR/TCR adaptivni imunity byl vznik pro
lymfocyty specifickych rekombinaz. Tyto enzymy, které jsou produktem genti z genové rodiny
RAGI a RAG2 (rekombinazu aktivujici gen, z angl. recombinase-activating gene), jsou
zodpovédné za pribéh rekombinace a prestavbu imunoglobulinu B lymfocyti a receptoru T
lymfocytl béhem V(D)J rekombinace (Cooper a Alder 2006, Boehm 2012). Piivod genu pro
RAG mizeme na ziklad¢ sekvencni homologie hledat v superrodin€ ,,cut and paste® DNA
transpozont Transib (Kapitonov a Jurka 2003). Piedpoklada se, ze v pribéhu evoluce doslo
k opakovanym invazim téchto transpozonti do genomu obratlovci (Litman, Cannon et al. 2005,
Cooper a Alder 2006, Kapitonov a Koonin 2015). Pficemz plati, Ze RAG1 a RAG 2 byly v
soucasnosti popsany pouze u ¢elistnatcil, coz zaroven svéd¢i o pravdépodobném maximalnim

evolucnim staii téchto rekombindz kolem 500 miliont let (Kapitonov a Koonin 2015).



V poradi druha celogenomova duplikace, ke které doSlo po oddé€leni ¢tyinozct
(Tetrapoda) od kostnatych ryb (Osteichthyes) pted asi 400 miliony let, vedla k rozvoji
adaptivniho imunitniho systému do podoby, v jaké ho zndme dnes (Pancer a Cooper 2006,
Robert a Ohta 2009). Hlavni mechanismy adaptivni imunity ziistaly nezménény, vyznamné se
ale méni imunologicky a imunofenotypovy profil jednotlivych taxont, a to v zavislosti na jejich

ekologii.
4.2 Vznik a vyvoj B lymfocyti u recentnich obratlovci

Poznatky o podobé adaptivniho imunitniho systému jednotlivych skupin zivocicht
mohou pfispét k pochopeni jejich evoluce a vzajemné ptibuznosti. Mezidruhové komparativni
studie jsou nenahraditelnym zdrojem informaci o fyziologickém prubéhu imunitnich reaket,
mohou byt ilustrativnim/modelovym ptikladem pro monitorovani nastupu a vyvoje vybranych
imunitnich onemocnéni. Adaptivni imunitni systém vsech obratlovct je zaloZen na schopnosti
lymfocytl zah4jit po kontaktu s neznamym antigenem rychlou proliferaci (Page, Wittamer et
al. 2013). Funkéni repertoar dil¢ich subpopulaci B lymfocytli je vSak bohatsi a bude
predstavovat otisk jejich fylogenetického vyvoje. Vedle produkce ptirozenych, adaptivnich i
autoprotilatek, jsou B lymfocyty vyznamnymi antigen prezentujicimi bunikami (LeBien a
Tedder 2008). Pro interakci s T lymfocyty je nutné, aby byl antigen napted internalizovan
pomoci BCR (LeBien a Tedder 2008). B lymfocyty jsou nezbytné pro spravny vyvoj tkdniovych
struktur jako jsou Peyerovy platy nebo folikuldrni dendritické buiiky sekundarnich
lymfatickych orgédnii, po objeveni subpopulaci regula¢nich B lymfocyti se potvrdila jejich
uloha v imunitni regulaci (LeBien a Tedder 2008). Imunomodula¢ni cytokiny se aktivné G¢astni
reakci v rejekcei transplantitu a nddorové imunité. Mezi specifické schopnosti patii jejich
fagocytarni a mikrobicidni aktivita, o které se predpokladalo, Ze je zachovdna pouze u B
lymfocytl fylogeneticky starych skupin organismd, jako jsou ryby a plazi (Parra, Takizawa et
al. 2013), vroce 2016 byla popsana fagocytarni aktivita u bunééné linie Raji B lymfocyti
Clovéka (Zhu, Zhang et al. 2016).

4.2.1 Lymfatické organy
Nezbytnym piedpokladem pro rozvoj humoralni slozky adaptivni imunity je
pritomnost lymfatickych tkani v téle organismu. Lymfatickd tkan, ktera v téle mize vytvaret

specializované orgény, je nezbytnym mistem pro vznik, ontogenezi a regulaci vyvoje Ba T

lymfocytl (Boehm a Bleul 2007). Lymfopoéza je evolucné konzervovany vyvojovy proces
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(Butler 1998). V ramci hierarchie jednotlivych tkanovych struktur miizeme rozliSit mista a
organy tzv. primarni (centralni) lymfopoézy jako je brzlik ¢i kostni diei, mista a orgény tzv.
sekundarni (periferni) lymfopoézy, kam se tadi naptiklad slezina a lymfatické uzliny a mista
lymfopoézy terciarni. Porovnanim poznatkii o lymfopoéze T a B lymfocytii dojdeme ke zjisténi,
ze primarni diferenciace T lymfocytli je mezidruhové konstantni a odehrava se vylucné
v brzliku. Oproti tomu lymfopoéza a diferenciace B lymfocytii vcetné jejich lokalizace
v lymfatickych organech nejsou tak jednozna¢né. Vyvoj a zrani B lymfocyti mize u
jednotlivych druht probihat ve zcela odlisnych tkanich a orgédnech (Boehm a Bleul 2007),
dokonce muize v ramci ontogeneze dojit k vyznamnym zméndm B lymfopoézy i v rdmci
jednoho druhu. Z vyse uvedeného lze usuzovat, ze T lymfocyty se v adaptivni imunité objevily

evolucné diive, a Ze nejstar§im mistem lymfopoézy byl brzlik (Boehm a Bleul 2007).

4.2.1.1 Primarni lymfatické organy

Primérni lymfatickd tkan organizovand do specializovanych organa (brzlik, kostni
dren, fetdlni jatra) je mistem, kde dochazi ke vzniku a pocate¢nimu vyvoji B a T lymfocyti
z pluripotentniho prekurzoru, hematopoetické kmenové bunky (HSC, z angl. hematopoietic
stem cell). Lymfocyty opoustéji oblasti priméarni lymfopoézy jako naivni buriky, které na svém
povrchu exprimuji rizné sady adheznich molekul a chemokinovych receptorit umoziujicich

migraci lymfocyti do sekundéarnich lymfatickych organti (Boehm a Bleul 2007, Paul 2008)

4.2.1.1.1 Brzlik

V pribéhu evoluce obratlovcd se primarni lymfatické organy objevily diive nez
organy sekundarni (Boehm a Bleul 2007). Tuto skutecnost podporuje i fakt, Ze brzlik je jako

jediny primarni lymfaticky organ pfitomen u vSech Zijicich druht Celistnatych obratlovct, viz

Obrazek 2 na strané 24.

Evolu¢né nejstar§imi zijicimi zastupci Celistnatcti na Zemi jsou paryby. Z primarnich
lymfatickych orgént, které byly u recentnich celistnatcii popsany, je u nich pfitomen pouze
brzlik s jasné rozlisitelnou korovou a diefiovou oblasti, podobn¢ jako je tomu savci. Kostnaté
ryby vykazuji druhové vyssi variabilitu co se ty¢e morfologie a mikroanatomické struktury
brzliku, ptfesto je u vSech studovanych druhl pfitomen jako misto primarni lymfopoézy T
lymfocytt (Parra, Takizawa et al. 2013). B lymfopoéza primarné probihd v predledviné (v lat.
pronephros; u cClovéka zachovana pouze rudimentarné, spole¢ny vyvod jednotlivych

segmentarnich kanalki pretrvava v podobé Wolfova vyvodu), ktera si udrzuje spojeni s pravou
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télni dutinou, coelomem (Jelinek, Dostal et al. 2002, Paul 2008). U vSech vysSich taxonu je
brzlik primarnim lymfopoetickym orgédnem, avsak k lymfopoéze B lymfocytii v ném dochazi
jen v omezené mife. Odhaduje se, Ze populace B lymfocytl tvoii méné nez 1 % vsech v brzliku

pritomnych lymfocytt (Hashimoto, Montecino-Rodriguez et al. 2002).

Bez zajimavosti neni ani skute¢nost, ze primarnim mistem lymfopoézy u kruhoustych
jsou zabry. Pokud se zaméfime na embryondlni ptivod brzliku, bude ndm mozna evoluc¢ni

souvislost mezi obéma skupinami zretelné;si.

Embryonalni farynx je mistem, ve kterém se u nizS§ich obratlovcl vyvijeji zabry
(Jelinek, Dostal et al. 2002). Behem 4. — 5. tydne embryonalniho vyvoje ¢lovéka dochazi
k zalozeni faryngedlnich (Zabernich) obloukt (Jelinek, Dostal et al. 2002). Tyto oblouky jsou
tvofeny mezenchymovym stromatem a od sebe jsou vzajemné oddéleny faryngealni Stérbinou
(Jelinek, Dostal et al. 2002). Z vnéjsi strany jsou oblouky a §térbiny kryty ektodermem, z vnitini
strany se proti nim vyklenuje endodermem vystlana sténa jicnu, a vznika tak morfologicka
jednotka faryngedlni (zaberni) vychlipky. Endoderm ptednich vybézkii obou stran 3.
faryngealni vychlipky tvofi zdkladni tkdn pro diferenciaci stromatu brzliku, do kterého
postupné vcestovavaji kmenové hematopoetické bunky, které jsou nasledovany bunkami
z krevnich ostrivkl ve sténé Zloutkového vacku a nasledné i1 buitkami z jaterni hematogenni
tkané¢ a kostni dfené (Jelinek, Dostal et al. 2002, Vacek 2006). Lymfatické uzliny se zakladaji

difuzné az ve 2. mésici embryonalniho vyvoje (Vacek 2006).

4.2.1.2 Kostni dfen

Kostni dfen je hlavnim mistem krvetvorby a B lymfopoézy u vSech vyssich obratlovcil,
funkei kostni dfené u nizsich obratlovell plni stavebné podobné specializované organy. Prvni
fosilni zdznam o pfitomnosti kostni dfené€ v dutin€ dlouhych kosti pochazi od vyhynulého druhu
tetrapoda Eusthenopteron, ktery Zil pted asi 380 miliony let (Sanchez, Tafforeau et al. 2014).
Podivame-li se na evolu¢né starsi taxony, zjistime, Ze paryby, jejichZ t€lo postrada kostni tkan,
jsou vybaveny specifickymi organy primarni lymfopoézy — epigonalnim a Leydigovym
organem (Smith, Sim et al. 2014), které plni hematopoetickou a lymfopoetickou funkci.
Epigonalni organ, ktery je asociovan s gonadami, svou stavbou a funkei pfipomina kostni dfen,
je mistem krvetvorby i lymfopoézy, soucasné slouzi jako rezervoar sekrecnich B lymfocyta,
obsahuje relativné vysoké mnozstvi plazmatickych B lymfocyt (Smith, Sim et al. 2014), avSak
oproti klasické kostni dfeni neobsahuje adipocyty (Bircan-Yildirim, Cek et al. 2011). U
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nekterych druhti paryb se v blizkosti jicnu vyskytuje Leydigv organ, retikularni pletivo bohaté
cervenych krvinek, erytropoézy (Bircan-Yildirim, Cek et al. 2011). Leukocyty v Leydigoveé
organu jsou v mén¢ maturovanych stadiich nez leukocyty v periferni krvi, proto lze
predpokladat, ze Leydigliv organ je nezbytnym mistem pro vyvoj myeloidni linie bun¢k

(Bircan-Yildirim, Cek et al. 2011)..

Jak bylo uvedeno diive, u kostnatych ryb plni B lymfopoetickou funkci kostni diené
ptedledvina, jejiz histologickd stavba se vyznamné podobd strukturdm ledviny u vysSich
obratlovct (Du Pasquier 1992). Kromé¢ piedledviny jsou popsany druhoveé specifické tkanové
ekvivalenty kostni dfené. Do této skupiny patii predev§im meningedlni tkan bichirti, nebo
je situace u zastupcl obojzivelnikil, u nichz se schopnost tvorby B lymfocyti 1i$i nejen
mezidruhové, ale i ontogeneticky — jednotlivé organy plni odlisné funkce v larvalnim a
dospélém stadiu. Pfesto si u vétSiny druhti predledvina larev udrzuje svou funkci
hematopoetického organu (Du Pasquier 1992). Tuto hematopoetickou aktivitu od ni po
metamorfoze larvy v dospélce piejima kostni dieit (Du Pasquier 1992). Hlavnim priméarnim
lymfopoetickym orgdnem vétSiny obojzivelnikll jsou v larvalnim obdobi jatra (Du Pasquier
1992). Po metamorféze v dospélce jejich funkci nahrazuje kostni dieil a slezina. Nicméné
existuji vyznamné druhové odliSnosti, naptiklad u zéastupct druhidt Rana pipensis jsou
v larvalnim obdobi hlavnim lymfopoetickym orgédnem predledvina a prvoledvina (v lat.
mesonefros), u dospé€lého jedince tohoto druhu je to vyhradné kostni dfent (Du Pasquier 1992,

Du Pasquier, Robert et al. 2000).

Ptestoze jsou plazi ptimymi predky jak ptaki, tak savci, a u jednotlivych zkoumanych
druhti se kostni dien jiz stabilné a konstantné vyskytuje jako hematopoeticky organ, tak o
mechanismech B lymfopoézy a piivodu imunoglobulinil u plazii nevime téméf nic (Paul 2008).
Vznik a vyvoj T lymfocyti probihd v brzliku, ktery je dobfe rozdéleny na korovou a dfefiovou
oblast, avSak specializovany lymfopoeticky orgén, ktery by byl primarnim mistem vzniku B
lymfocytl, nebyl zatim popsan (Campbell 2015). Parra et al. (2012) jako misto primarni B

lymfopoézy uvadéji fetalni jatra.

Oproti tomu ptaci jsou vybaveni specializovanym organem, ve kterém probihd vznik
a vyvoj B lymfocytt. Timto organem je Fabriciova bursa, kterou jako samostatny organ popsal

jiz vroce 1621 Fabricius ab Aquapendente (Ribatti, Crivellato et al. 2006). Na rozlusténi
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podstaty své funkce tento organ cCekal pies 350 let. Fabriciova bursa se nachdzi v terminalni
Casti stfeva ptakl a je hlavnim mistem B lymfopoézy (Ribatti, Crivellato et al. 2006). Objevuje
se v blizkosti kloaky béhem 5. dne od oplodnéni, postupné hypertrofuje a vytvari asi 8 000 —
12 000 folikula tvofenych septem oddélenou dieni a kiirou, aby béhem 4. tydne od oplodnéni
doslo k jeji involuci (Ribatti, Crivellato et al. 2006, Paul 2008). Za tuto kratkou dobu dojde
k osidleni folikulii jen velmi malym mnozstvim B lymfocyti, které diferencuji a po 3 tydnech

od oplodnéni zacinaji osidlovat sekundarni lymfatické organy (Paul 2008).

Z pohledu moznych cest primarniho vyvoje B lymfocyt u savcii miizeme rozlisit dve
hlavni skupiny. Prvni skupinu ptedstavuji zivo¢ichové, u nichz dochazi k neustalému vyvoji,
diferenciaci a nahrazovani B lymfocytt z tkdn¢€ kostni diené€, tzv. BM savci (z angl. bone
marrow mammals). Do této skupiny patii vedle Clovéka a ostatnich primata také klasicky
modelovy organismus v imunologii — mys (Parra, Takizawa et al. 2013). Druhou skupinu tvofi
tzv. GALT savci (z angl. gut associated lymphoid tissue mammals), pro néz je typické, ze
primarni B lymfopoéza je koncentrovana do specializovanych organi umisténych v okoli
stteva. Mezi GALT savce se fadi kopytnici, zajicoviti, Selmy nebo kytovci (Paul 2008, Parra,
Takizawa et al. 2013). Fetalni jatra jako misto primarni B lymfopoézy jsou typickd pro BM
savce, u GALT savcu je pritomnost fetalnich jater druhové specificka (ovce, kralik) (Parra,
Takizawa et al. 2013). Mezi specializované organy primarni B lymfopoézy u GALT savci patii
iledlni Peyerovy plaky (ovce, tur, kin, kralik, vlk), slepé sttevo (kralik) ¢i sacculus rotundus
(kralik) (Paul 2008, Parra, Takizawa et al. 2013). Napt. Peyerovy plaky nebo slepé stfevo jsou
pritomny také u BM savci, u nichZ slouZi jako misto maturace B lymfocytt, ale jejich mozna

funkce a role v primarni B lymfopoéze neni pln€¢ objasnéna.

4.2.1.3 Sekundarni lymfatické organy

Mezi sekundarni (periferni) lymfatické organy fadime slezinu, lymfatické uzliny a
slizniéni (muko6zni) lymfatickou tkan. Sekundarni lymfatické organy hraji klicovou roli
v rozvoji adaptivni imunity, nebot’ jsou mistem kontaktu imunokompetentnich buné¢k
s antigeny. Ve tkani sekundarnich lymfatickych organii dochdzi ke stimulaci, aktivaci a
terminalni diferenciaci B lymfocyt do kone¢nych efektorovych stadii a k tvorbé protilatkového

repertoaru organismu.

Slezina se jako hlavni sekundéarni lymfaticky organ objevuje u chrupavcitych ryb a

paryb. Podobn¢ jako u vSech ostatnich obratlovcl s vyjimkou mihuli a sliznatek, které slezinu
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nemaji, je slezina chrupavcitych ryb bohaté prostoupena cévami a rozdélena na Cervenou a
dobte definovanou bilou pulpu slozenou z hutnych shluka riiznych typti lymfocyti. Podobné
jako u vSech studenokrevnych organismli nema slezina chrupavé€itych ryb vytvofenu ani
marginalni zoénu, ani germinalni centra (Rumfelt, McKinney et al. 2002, Paul 2008, Parra,
Takizawa et al. 2013). Slezina je podobné¢ jako u ostatnich obratlovct hlavnim mistem antigenni
stimulace. Peyerovy plaky a lymfatické uzliny nebyly u chrupavcitych ryb popsany, avsak
druhové specifickd lymfopoeticka aktivita byla zaznamendna ve tkanich mozku, oka a ve

slizni¢ni tkani stiteva (GALT) nékterych zraloka (Rumfelt, McKinney et al. 2002).

Kostnaté ryby sleduji tento model, avSak v hematopoetické tkani diené sleziny a
ledviny u nich byly popsany shluky pfedevS§im makrofagt, v jejichz okoli dochazi v obdobi
aktivace imunitniho systému ke kumulaci lymfocyt (Agius a Roberts 2003, Paul 2008). Tyto
elipsovité shluky byly povazovany za primitivni zdrode¢na centra, ale jejich funkce neni
s funkci zarode¢nych center teplokrevnych obratloveti homologni (Paul 2008). Kromé téchto
elipsovitych shlukd, tzv. elipsoidd, je ¢ervena pulpa sleziny kostnatych ryb bohaté prostoupena
tzv. melanomakrofdgovymi centry (Agius a Roberts 2003). Jednd se o akumulace
pigmentovych bun€k, makrofagh a lymfocyti, které lze nalézt také ve tkani pronefrosu, u
obojzivelnika a plazt také v jatrech (Parra, Takizawa et al. 2013). Mezi imunitné¢ vyznamné
funkce melanomakrofagovych center patfi schopnost prezentovat zachycené antigeny
lymfocytim, tvorba depositli resistentnich intracelularnich bakterii a indukce imunitni

odpovédi (Agius a Roberts 2003).

U obojzivelniki dochézi k rozsifeni repertodru sekundarnich lymfatickych orgéand.
Kromé sleziny s rozliSitelnou €ervenou a bilou pulpou jsou obojZivelnici vybaveni difuzni
slizni¢ni imunitou, bez zjevnych zndmek organizace do vyssich celkd, a soustavou drobnych
lymfomyeloidnich uzlikd. Lymfopoetickd aktivita je u obojzivelnikli soustiedéna také do
oblasti ledvin, jater, Zaber a mesenteria (Du Pasquier, Robert et al. 2000, Paul 2008, Parra,
Takizawa et al. 2013, Colombo, Scalvenzi et al. 2015). Stavba a struktura sekundarnich
lymfatickych orgénii obojzivelnikli je druhové velmi variabilni, dynamicky se proméiuje
béhem ontogeneze, nepochybny je také vliv sezonality a geografické distribuce druhu (Du
Pasquier, Robert et al. 2000, Paul 2008, Parra, Takizawa et al. 2013, Colombo, Scalvenzi et al.
2015).

Plazi maji dobfe vyvinutou slezinu s jasné definovanou cervenou a bilou pulpou,

piesto marginalni zoéna, periarteriolarni (PALS, z angl. periarteriolar lymphatic sheath) a
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perielipsoidalni (PELS, z angl. periellipsoid lymphatic sheath) pochva stale nejsou u vSech
druhti zfeteln€ vytvoreny (Campbell 2015, Neely a Flajnik 2016). Pokud se u n¢kterého z druhti
PELS vyskytuje, je ve svém centru tvofen Ig+ B lymfocyty, pficemz na periferii PELS je
vysoké zastoupeni Ig- lymfocytt, ziejmé T lymfocyti (Neely a Flajnik 2016). Sliznicni
imunitni systém je difuzni, lokalizovany ve tkani travici trubice, dychacich a vyluCovacich cest,
nevytvari se specializované utvary typu Peyerovych plaki, neni pfitomny ani organ analogicky

Fabriciové burse ptakii (Du Pasquier 1992).

Ptaci jsou prvni taxonomickou skupinou, u které jsou zastoupeny vSechny typy
sekundarnich lymfatickych orgéni — slezina, lymfatické uzliny (nejsou pfitomny u kura
domaciho) a slizni¢ni imunitni systém, jez ve tkani stfeva vytvaii Peyerovy plaky (Parra,
Takizawa et al. 2013). Slezina nema tak pokrocilou vnitini histologickou stavbu jako maji savci,
svou mikroarchitekturou se podoba slezin€ plazi — je v ni jasné rozliSitelna oblast Cervené a bilé
pulpy, vytvofena marginalni zéna, T-dependentni periarteriolarni pochva a na B lymfocyty
bohata perielipsoidalni pochva, poprvé lze v histologickych preparatech detekovat zdrodecna

centra (Paul 2008, Neely a Flajnik 2016).

U savct rozliSujeme tii funkéni typy sleziny podle typu krevni cirkulace (oteviena,
uzaviend, smiSend) (Udroiu 2007). U zastupcl druha z fadu ptakoftitnich ¢i hmyzozravych je
zastoupen primitivni typ sleziny s uzavienym krevnim ob¢hem (Udroiu 2007). U fylogeneticky
mladsich taxonii doslo k vytvofeni sleziny s otevienym krevnim ob€hem (tak je tomu naptiklad
u vacnatcil), a vrcholnou fazi vyvoje sleziny ptfedstavuji dva specializované typy sleziny:
slezina slouzici jako zasobnik krve, bez ptitomnosti krevnich splavl, s vyrazné vyvinutym
trabekularnim systémem a pomérné vyS$im zastoupenim ¢ervené diené vici dieni bilé (Selmy,
sudokopytnici, lichokopytnici), a slezina, kterd plni obrannou funkci, s velmi Spatné€ vyvinutym
trabekularnim systémem, s potlacenou schopnosti uchovavani vétsiho objemu krve, bohaté
veétvenym systémem cévnich splavli a vyznamné prevysujicim podilem bilé pulpy vici Cervené

(opice Starého svéta, ¢lovek) (Udroiu 2007).

Kromé variability v morfologii a histologické mikroarchitektute sleziny je vysoka
variabilita i u dalSich organti sekundéarni lymfopoézy. Iledlni Peyerovy plaky jsou povazovany
za primarni lymfaticky organ u tzv. GALT savci, zatim jejich funkce u tzv. BM savci je
nejasna, predpoklada se, ze by mohly byt mistem, ve kterém dochazi k sekundarni maturaci B
lymfocytl ve spolupraci s M buiikami (specializované epitelové antigen prezentujici buiiky ve

sliznici tenkého stieva). U zajicovitych je popsana vyznamna participace bunék slepého stieva,
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omenta a specializované cCasti stfeva v oblasti ileocekalni chlopné, sacculus rotundus, na

diferenciaci B lymfocytarnich populaci (Udroiu 2007, Parra, Takizawa et al. 2013).

4.2.2 Klicové znaky humoralni adaptivni imunity

Jednim z defini¢nich znakd adaptivni imunity je schopnost specializovanych
imunokompetentnich buné¢k — B lymfocyti, produkovat Siroké spektrum protilatek,
imunoglobulin. Dalsim kli¢ovym znakem je schopnost B lymfocytl projit izotypovym
presmykem (CSR, z angl. class switch recombination). Fylogeneticky nejstarsi skupinou, u
které byl CSR popsan, jsou obojzivelnici. Tteti klicovou roli hraje schopnost organismu
vytvaret v lymfatickych tkanich zarodecna centra, ve kterych B lymfocyty prochazeji sérii
zracich procesii — klonalni expanzi, somatickou hypermutaci, afinitni maturaci. Zarodec¢na

centra jsou fylogeneticky relativné mladou strukturou, poprvé jsou detekovana u zastupcti ze

tiidy ptaku.
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imunoglobulin-

ovych fetézct rozliSit dvé hlavni rodiny: klastrovou (V, D, J segmenty jsou uspotadany do
klastrl), a translokonovou. Klastrové organizované geny pro imunoglobuliny maji paryby (jak
pro te€zky, tak pro lehky fetézec) a kostnati (lehky fetézec). U vSech ostatnich taxoni jsou
imunoglobuliny kodovany vylu¢né translokonové organizovanymi geny (Pettinello a Dooley

2014).
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Z recentng zijicich druhti ndm pohled do nejstarSiho obdobi vzniku a vyvoje protilatek
poskytuji paryby, jejichz prvni zastupci se na Zemi objevili pred asi 500 miliony let. Paryby
jsou vybaveny tfemi zakladnimi typy tézkych fetézcl pro imunoglobuliny IgM, IgW a IgNAR,
a 4 typy lehkych fetézcl — «, A, 6, o-cart (cart z angl. cartilaginous, chrupavcité ryby, téz
oznacovan jako o-2) (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014). V literatuie jsou
dokumentovany i dalsi typy imunoglobulinti jako IgNARC, IgX, IgR, IgD, jedna se ale vzdy o
druhové varianty IgW, coz je ortolog savc¢iho IgD (Li, Dooley et al. 2012, Smith, Crouch et al.
2012, Pettinello a Dooley 2014).

L4

IgM je nejhojnéjsim imunoglobulinem u paryb, tvofi asi polovinu vSech protilatek
v séru. Vyskytuje se ve dvou stechiometrickych formach, pentamerni (pIgM) a monomerni
(mIgM), které od sebe nejsou vzajemné odvozeny (Pettinello a Dooley 2014). Pfedpoklada se,
ze nejsou dusledkem pfesmyku, ale produktem odlisné populace B lymfocyti (Hofmann, Greter
et al. 2010); mIgM je vyhradnim membranovym IgM exprimovanym na povrchu B lymfocytl
(Parra, Takizawa et al. 2013). IgW, ktery je ortologem sav¢iho IgD, miize vytvaret dvé
membranové a az sedm sekrecnim forem (Pettinello a Dooley 2014). Ptestoze o jeho roli
v imunitnim systému paryb nemame mnoho poznatkt (Parra, Takizawa et al. 2013), na zaklad¢
jeho vysoké transkripce ve tkani organid primarni a sekundarni lymfopoézy (Leydigtiv organ,
epigonalni organ, zabry, brzlik) 1ze usuzovat, ze se miiZe jednat o protein podilejici se na rozvoji
slizni¢ni imunity (Pettinello a Dooley 2014). Koexprese IgM a IgW na povrchu jednoho B
lymfocytu nebyla dokumentovana (Parra, Takizawa et al. 2013). U paryb se vyvinul i zcela
unikatni imunoglobulin IgNAR (NAR — z angl. New Antigen Receptor) (Pettinello a Dooley
2014). Homodimerni IgNAR neobsahuje lehky fetézec IgL, ale je tvofen dvéma tézkymi fetézci
IgH, které jsou vzajemné& propojeny disulfidickymi mistky (Hofmann, Greter et al. 2010, Parra,
Takizawa et al. 2013). Je mozZné, Ze se jedna o funk¢ni analog savciho IgG (Pettinello a Dooley
2014). U klastrové kodovanych imunoglobulini nemtize dochazet k izotypovému piesmyku,
piesto byl podobny mechanismus u paryb popsan (Rumfelt, McKinney et al. 2002, Smith,
Crouch et al. 2012, Pettinello a Dooley 2014). I pfes vysokou rozmanitost imunoglobulinovych
tfid je latkova odpovéd’ paryb ve srovnani s ostatnimi obratlovci pomalejsi (Parra, Takizawa et

al. 2013).

U kostnatych ryb byly popsany tfi typy translokonové kddovanych tézkych fetézct pro
imunoglobuliny IgM, IgD a IgT/Z (T — z angl. trout, pstruh; Z - z angl. zebra fish, danio), a,
podobné jako u paryb, 4 typy klastrové kodovanych lehkych fetézcti k, A, o, o-cart (Du Pasquier
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1992, Anderson, Pant et al. 2004, Litman, Cannon et al. 2005, Rombout, Huttenhuis et al. 2005,
Hofmann, Greter et al. 2010, Chen a Cerutti 2011, Uribe, Folch et al. 2011, Parra, Takizawa et
al. 2013, Pettinello a Dooley 2014). IgM, ktery je nejhojnéjSim imunoglobulinem v séru, je
hlavnim hra¢em v rozvoji systémové, ale i slizni¢ni imunity v oblasti stfeva a kiize (Parra,
Rieger et al. 2012); sIgD je secernovan jako monomer, a podobné jako je tomu u savcl, mize
byt na povrchu B lymfocytu koexprimovan spoleéné s IgM (Parra, Takizawa et al. 2013,
Pettinello a Dooley 2014). V periferni krvi ryb, jmenovité u sumecka teckovaného (Ictalurus
punctatus), byly identifikovany populace malych agranularnich IgM+IgD+ B lymfocytt,
vétSich IgM-IgD+ B lymfocytl s plasmablastovou morfologii (Edholm, Bengten et al. 2010) a
u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss) IgM+IgD- B lymfocyty které reguluji povrchovou
expresi IgD po antigenni selekci (Pettinello a Dooley 2014). Druhové specifické IgT /IgZ jsou
protilatky, jejich funkce neni pln€ pochopena, ale bylo prokazano, Ze se v organismu chovaji
jako protilatky slizni¢ni imunity — ve sliznici stfeva se ptichytavaji na povrch bakterii (Zhang,
Salinas et al. 2010). Soucasn¢ byl popsan i vyskyt IgT/Z+ B lymfocyta v kizi nékterych druhti
ryb, coz potvrzuje jejich moznou roli v rozvoji slizni¢ni imunity (Zhang, Salinas et al. 2010,
Salinas, Zhang et al. 2011). Funkéné se IgT/Z podoba savéimu IgA, avsak k jejich vyvoji doslo

zfejmé nezavisle konvergentni evoluci (Zhang, Salinas et al. 2010).

Obojzivelnici, u nichZ jsou imunoglobuliny koédovany pouze translokonové
usporddanymi segmenty, jsou prvni taxonomickou skupinou, u které¢ standardné¢ dochézi
k izotypovému presmyku (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo,
Scalvenzi et al. 2015). K vyznamné proméné humoralni imunity dochézi béhem metamorfozy,
kdy larvalni stadium obojzivelniki ma latkovou imunitu potlacenou a hlavni imunitni odpovéd’
je zajiSténa mechanismy vrozené imunity, po piechodu do dospélého stadia vyvoje se vyznam

latkové imunitni odpovédi posiluje.

Repertodr, ktery tvoii zéklad pro tvorbu protilatek u obojzivelnikl, sestavd z péti
variant t€Zkého fetézce pro imunoglobuliny IgM, IgY, IgX, IgD a IgF a tfi forem pro tvorbu
fetézce lehkého — k, A a o (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo,
Scalvenzi et al. 2015). Podobné jako u vSech ostatnich obratlovct je nejcasté;si protilatkou IgM,
u obojzivelniki hexamerni (Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Colombo,
Scalvenzi et al. 2015). Pied deseti lety byl u drapatky (Xenopus tropicalis) objeven IgD, jehoz
funkce je zatim nejasna, ale tento imunoglobulin se velmi €asto vyskytuje na maturovanych

IgM+ B lymfocytech, a s ohledem na strukturu genu pro IgD a jeho pozici v genomu, kdy gen
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pro IgD naléha na 3 konci piimo na gen kodujici IgM, se zifejme jedna o homolog sav¢iho IgD
(Pettinello a Dooley 2014). U zéastupct ocasatych obojzivelnikli byla popsana dlouha forma
IgD, ktery se velmi podoba IgD u ptaki a plazi, tento dlouhy IgD by mohl byt dokladem

spolecného ptivodu IgD u savci a plazi (Estevez, Garet et al. 2016)

Spolu s IgD byl u drapatek popsan druhové specificky IgF, ktery neni analogem
zadného sav¢iho imunologinu, ale béhem experimentii se prokéazalo, Ze nejvyssi koncentrace
IgF 1 IgD je dokumentovana ve slezin¢€ téchto zab (Colombo, Scalvenzi et al. 2015). Dalsi
druhové specifické analogy IgD produkované zejména béhem larvalniho stadia jsou s postupem
poznani popisovany i u dalSich druhi — IgP u Pleurodeles Waltl. V roce 1985 byl v séru u
drapatky popsan novy polymer, ktery byl slozen z nékolika podjednotek vzajemné propojenych
disulfidickymi mustky. Tento multimerni polymer byl oznacen jako IgX, a bude ziejmé
ortologem savciho slizniéniho IgA (Hsu, Flajnik et al. 1985). Tento ptfedpoklad vychazi
z pozorovani bunéénych kultur odvozenych z bun¢k sleziny a stfevni mukézy, ve kterych

dochazi vzdy k sekreci IgX (Hsu, Flajnik et al. 1985).

Prestoze B lymfocyty obojzivelnikii neprodukuji IgG, podobné jako B lymfocyty
ptakd a plazi secernuji analogni formu této protilaitky — monomerni, pravdépodobné T-
dependentni IgY (Du Pasquier, Robert et al. 2000, Parra, Takizawa et al. 2013, Pettinello a
Dooley 2014, Colombo, Scalvenzi et al. 2015). IgY se ve vysokych koncentracich nachazi ve
tkani stfeva, coZ by mohlo svéd¢it o jeho vyznamu ve slizni¢ni imunité (Colombo, Scalvenzi et
al. 2015). Estévez, Garet et al. (2016) popsali u Nanorana parkeri dva typy IgY, o némz se jiz
drive pfedpokladalo, Ze by mohl byt spoleénym fylogenetickym predkem IgG a IgE (Pettinello
a Dooley 2014). Soucasné byla u obojzivelnikil popsana velice slaba afinitni maturace a AID
mediovand somatickd hypermutace, av§ak zatim pouze u Zab druhu Xenopus tropicalis (Parra,

Takizawa et al. 2013, Pettinello a Dooley 2014, Estévez, Garet et al. 2016).

U plazt byly popsany ¢tyfi hlavni tfidy tézkych fetézeh IgM, IgD, IgY a IgA (IgA-
like) spolu se dvéma typy lehkych fetézcii k a A. IgM je hlavnim typem protilatky v séru a
soucasn¢ je dosud jedinym povrchovym imunoglobulinem popsanym u plazl, s nejvyssi
koncentraci namétenou v periferni krvi a slezin€ (Pettinello a Dooley 2014). U recentnich druhti
plazii byly popsany dva typy IgD, IgD a IgD2, pficemZ druhy jmenovany ziejmé vznikl
¢aste¢nou duplikaci genu pro IgD (Pettinello a Dooley 2014). Pfitomnost IgD2 byla prokazana
zatim pouze u nékterych druhti gekoni, Zelv a krokodyla (Parra, Rieger et al. 2012), u gekona

byla jeho nejvyssi koncentrace zaznamenana v jatrech, kloace a sliznici stieva, coz by svédcilo
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o mozné funkci IgD2 jako slizni¢niho imunoglobulinu. (Pettinello a Dooley 2014). Exprese IgD
na povrchu B lymfocytii nebyla u plazi zatim popsana (Parra, Takizawa et al. 2013). Plazi B
lymfocyty tvofi sekre¢ni IgY, dosud byly popsany tii formy IgYA, IgYB a IgYC), o jehoz
funkci neni znamo témeét nic, zajimavé je, ze jej matka pfedava embryu prostiednictvim
zloutkového vacku (Parra, Takizawa et al. 2013), pfi¢emZ podobny mechanismus pfechodu

protilatek byl popsan u ryb pro IgM a u paryb pro IgNAR.

Pti studiich protilatkové odpovédi ptaka byly popsany tfi skupiny imunoglobulinti
IgM, IgA aIgY (IgG) homolognich k savéim typlim. IgY je v literatute zahrnovan do skupiny
IgG, kter¢ je i funkéné podobny, ale blizsi sekvenacni studie ukazaly, ze strukturné se jedna o
fylogeneticky samostatnou, savéimu IgG a IgE strukturné podobnou molekulu (Mashoof,
Criscitiello et al. 2016, Parra, Rieger et al. 2012). Analogicky jako u ostatnich skupin obratlovcl
je hlavnim imunoglobulinem primarni odpovédi v séru IgM, jehoz hladiny se pfechodné zvySuji
v obdobi bezprosttedné nasledujicim vystaveni organismu antigenu. Hlavnim izotypem
zachycenym v ramci sekundarni odpovédi je IgY, ktery je tvofen doménami V1 a C1 — C4.
Monomerni forma IgY byla popsana u kura doméciho, u kachnovitych jsou zndmy dva typy
IgY. IgY podobny kurovitym, a zkraceny IgY (tézZ oznacovany jako IgY(AFc)), ktery je
sestaven z domény V, C1 a C2. Tento zkraceny IgY byl popsan pouze u vodnich ptaki fadu
vrubozubych (Anseriformes), a podobna forma IgY byla zdokumentovéna u nékterych typt
zelv (Magor et al. In Davison, Kaspers et al. 2011). Nejhojnéjsi protilatkou v ostatnich télnich
tekutinach, predevsim ve zluci, je IgA. Ptaci I[gA mlze mit podobu trimeru nebo tetrameru, a
je tak vétsi nez dimerni IgA savcl (Magor et al. In Davison, Kaspers et al. 2011). Az do nedavné
doby se ptedpokladalo, Ze ptaci nejsou vybaveni IgD. Han, Yuan et al. v roce 2016 publikovali
préci vénovanou sekvencni analyze genomu pStrosa dvouprstého (Struthio camelus), u n€jz byl
popsan funk¢ni gen 9, ktery kdduje tézky fetézec membranového IgD slozeného ze sedmi Cy
domén. Zaroven prokazali, Ze gen & chybi pouze u nékterych druhii ptdkd, paradoxné u

zastupct nejlépe probadanych skupin (Galliformes, Anseriformes).

Vzhledem k ptfitomnosti pouze jednoho lehkého fetézce Igh je u ptdkd vyznamné
omezena variabilita protilaitek produkovanych vramci VDJ rekombinace. Rozsifeni
protilatkového repertodru probihd pomoci mechanismu somatické genové konverze

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

U vétSiny savcl se tvofi imunoglobuliny péti tiid: IgM, IgD, IgA, IgG a IgE. Vyjimku
tvoti kralik doméci, u né€jz nebyl dosud objeven IgD, zato disponuje baterii 13 podtiid IgA
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(Schneiderman, Hanly et al. 1989), a vacnatci. Odchylky v distribuci jednotlivych
imunoglobulinovych typt se li§i mezi BM a GALT savci v zavislosti na preferencnim vyuziti
lehkych fetézcl « a A, pricemz plati, ze GALT savci hojnéji vyuzivaji fetézec A, u mysi, clovéka
a prasete pievazuje vyuziti fetézce k. Hlavni imunoglobulinovou tfidu pfedstavuje IgM, ktery
je zastoupen u vSech savcil jako protilatka primérni imunitni odpovédi. Mlize nabyvat formu

pentameru nebo hexameru. Mezdiruhové rozdily nejsou markantni.

Imunoglobulin D byl objeven relativné pozdé¢ — popsan byl v roce 1965 u mysi a
¢loveka, kratce na to 1 u dalSich primati (Rowe a Fahey 1965, Rowe a Fahey 1965), jeho
mezidruhova diverzita je vysokd (Rogers, Richardson et al. 2006). IgD na naivnich B
lymfocytech funguje jako antigenni receptor, na maturovanych B lymfocytech je koexprimovan
spolu s IgM, coz je zpusobeno alternativnim sestfihem exont fetézce ¢ a p (Parra, Takizawa et
al. 2013). Krom¢é¢ membranové formy je zastoupen i v séru, ovSem ve velmi nizkych
koncentracich. Po kontaktu s antigenem se preferencné exprimuje fetézec p, zatimco
transkripce o je potlacena (Parra, Takizawa et al. 2013). Evolu¢né se jedna zfejmé o velmi
starou molekulu (byl popsan u zéstupci ryb) (Rogers, Richardson et al. 2006). Jeho funkéni
vlastnosti nejsou pln€ pochopeny, zda se vsak, Ze vstupuje do procesu afinitni maturace (u IgD
deficientnich mysi probihd AM pomaleji) (Rogers, Richardson et al. 2006), zaroven byla
popsana jeho role ve slizni¢ni imunité, kdy byla zaznamenana schopnost IgD vézat se na
bakterie a jejich produkty a vyvolani prozanétlivé odpovédi prostiednictvim komunikace

s bazofily a zirnymi bunikami (Parra, Takizawa et al. 2013).

V séru savci je nejhojnéji zastoupen IgG, mald monomerni molekula, kterd velmi
dobfe prostupuje do extravaskularniho prostoru a z imunoglobulini mé nejdel$i polocas
rozpadu. Z fylogenetickych studii 1ze dovodit, ze IgG je pfibuzny IgY. Jeho variabilita u
jednotlivych prozkoumanych druhti je rozsédhld. Miize nabyvat mnoha aloforem, a tak u ¢lovéka
¢1 mysi je zastoupen Ctyfmi hlavnimi podttidami G1 — G4, ale naptiklad u koni bylo popsano
sedm podtiid G1 — G7, pticemz jejich efektorové funkce nejsou shodné (Butler 1997, Parra,
Takizawa et al. 2013). Mezi hlavni efektorové funkce patii schopnost aktivace klasické cesty
komplementu, neutralizace toxint, vstupuje do rozvoje hypersenzitivnich reakci. Jeho velikost
mu umoziuje snadny pohyb mezi tkdnémi, proto je jedinym imunoglobulinem, ktery mize
prostupovat placentou a prechazet z té¢la matky do téla plodu — popsano kromé ¢lovéka u mysi,
kocky a psa (Butler 1997). Soucasné je IgG protilatkou, kterd je nejhojnéji zastoupena

v pasivnim transferu protilatek z matky na potomka - v kolostru velkych savct jako jsou kon¢,
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kravy ¢i prasata je IgG dominantni protilatkou, na rozdil od Clov€ka ¢i mysi, u kterych

v kolostru prevlada IgA (Butler 1997, Parra, Takizawa et al. 2013).

Hlavni protilatkou sav¢i sliznicni imunity je IgA (Woof a Kerr 2004). Zaroven se
nachdzi v relativné vysokych koncentracich v séru riiznych druh savcl, pficemz jeho
efektorové funkce jsou druhové odlisné (Woof a Kerr 2004). Jednotlivé druhy maji rozdilné
zastoupeni podtiid, zatimco u vétSiny savct je pfitomna pouze jedna podiida IgA, u Clovéka a
jemu podobnych velkych lidoopii s vyjimkou orangutana jsou to dvé podtiidy IgAl a IgA2, a
u kralika bylo popséano podtiid 13 (Schneiderman, Hanly et al. 1989). IgA se vyskytuje ve formé
monomeru nebo dimeru, pficemz je zajimave, ze u vétSiny savcl je sérova forma IgA dimerni,
pouze u ¢loveka je monomerni (Woof a Kerr 2004). Soc¢asti sekre¢niho IgA (sIgA) je u vSech
savéich druhii na dimerni IgA kovalentné napojend sekrecni komponenta. Hlavni role sIgA je
Takizawa et al. 2013). Vyznamnou roli mé pasivni transfer IgA z matky na potomka u primati
a hlodavci, u nichz je IgA hlavni protilatkou zastoupenou v kolostru. Piestoze u velkych savcii

jako je prase a ki je hlavni protilatkou v kolostru IgG, v mléce dominuje IgA (Butler 1997).

Poslednim typem protilatky, ktery se nachazi vylu¢né u savcet, je IgE, ktery byl popsan
na konci 60. let 20. stol (Johansson 2011, Johansson 2016). Strukturné se jednd o protilatku
podobnou plazimu a pta¢imu IgY (Mashoof, Criscitiello et al. 2016), jejiz hlavni funkce spociva
v aktivaci bazofili a Zirnych bun€k (véze se na FceRI) (Parra, Takizawa et al. 2013). Podle
nékterych teorii je primarni protilatkou v odpovédi proti parazitarnim infekcim organismu
(Johansson 2011, Parra, Takizawa et al. 2013). Mezi IgY a IgE existuje 1 urcitd funkcni
podobnost, nebot’ IgY muze podobné jako IgE vyvolat anafylaktickou reakci organismu
(Ballantyne 2008, Noli, Foster et al. 2013). Vzhledem k tomu, ze IgE je schopny detekovat a
reagovat na pfitomnost minimalniho mnozstvi antigenniho proteinu, lze podtrhnout jeho roli
jako sentinelu, ktery spusti prvotni imunitni alarm vedouci k nastupu imunitni odpovédi
zprostiedkované dalSimi protilatky a specializovanymi buiikami (Johansson 2011). I's ohledem
na to, ze masivni imunitni odpovéd’ zprostiedkovana IgE miize vést az k destrukci organismu
(napf. vyvolanim anafylaktického Soku), jevi se jako mozna teorie, Ze k funkénimu oddéleni
IgE od IgY a IgG doslo z protektivnich divodi (Mashoof, Criscitiello et al. 2016, Parra,
Takizawa et al. 2013, Johansson 2016).
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Obradzek 2 Prehled fylogeneze sloZek adaptivniho imunitniho systému u obratlovci. GALT — strevni slizni¢ni imunitni systém;
AID — aktivaci indukovand cytidin deamindza; RAG — rekombinaci aktivujici gen; LRR — na leucin bohaté repetice; TCR — T
bunécny receptor; MHC — hlavni histokompatibilni komplex; VLR — variabilni lymfocytovy receptor; CSR — izotypovy presmyk;
GC—zdrodecné centrum; PALS — periarterioldrni pochva; PELS — perielipsoiddlni pochva; A-L — A-Like Ig. Pro vytvoreni prehledu
byly pouZity ndsledujici prdace Agius a Roberts (2003), Boehm a Bleul (2007),Paul (2008), Hofman, Greter et al. (2010) Parra,
Rieger et al. (2012),Parra, Takizawa et al. (2013), Pettinello a Dooley (2014). Obrdzky v ramci licence Creative Commons

ziskany pomoci sluzby Bing.
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4.3 Ontogeneze B lymfocyti u ¢lovéka

B lymfocyty se objevuji béhem ranych fazi embryonalniho vyvoje a jejich tvorba se
udrzuje v prabéhu celého zivota jedince. Proces lymfopoézy lze rozdélit z ontogenetického
hlediska na embryonalni lymfopoézu, fetalni lymfopoézu a postnatalni lymfopoézu. Casna
lymfopoéza je multifokdlni, primarnim mistem embryonalniho vyvoje B lymfocyti je
zloutkovy vacek, odkud se lymfopoéza postupné piesouva do jinych organt. Béhem fetalniho
vyvoje se primarnim lymfoidnim orgédnem stavaji fetalni jatra, (pre-B lymfocyty jsou pfitomny
od 7. az 8. gestacniho tydne), fetdlni omentum (pre-B lymfocyty pospany kolem 10. gestacniho
tydne), od 20. tydne se prekurzory B lymfocytti a nezralé lymfocyty objevuji ve slezing,
paraaortalnich uzlinach, ledving, plicich a kostni dfeni (LeBien 2000, LeBien a Tedder 2008,
Naradikian, Scholz et al. 2014). Ve druhé poloviné gestace se lymfopoeticka aktivita jater a

sleziny utlumuje, a hlavnim lymfoidnim orgdnem se stava kostni dren.

Vyvoj vlastnich B lymfocytl lze rozdélit do dvou vzijemné navazujicich fazi.
Primarni obdobi vyvoje, které je nezadvislé na pfitomnosti antigenu, béhem né¢hoz dochazi
k tvorbé nezralého (naivniho) B lymfocytu. Podle anatomické lokalizace v primarnich
lymfoidnich organech — fetalnich jatrech ¢i v kostni dieni — se toto obdobi téz nazyva centralni.
V momenté, kdy naivni B lymfocyt opousti kostni dien a dostdva se do sekundarnich
lymfatickych organii, zejména sleziny, ve kterych se po kontaktu s antigenem dokoncuje proces

maturace a diferenciace B lymfocytu, hovofime o perifernim vyvoji B lymfocyti.

4.3.1 Centralni vyvoj

Podle klasického modelu lymfopoézy, v némz se pracuje s konceptem striktné
oddéleného vyvoje myeloidni a lymfoidni line buné€k, jsou populace B lymfocytl
prostfednictvim spoleéného lymfoidniho predka (CLP, z angl. common lymphoid progenitor)
odvozeny od hematopoetickych kmenovych bunék (HSC, z angl. hematopoietic stem cell), viz
Obréazek 3 na strané¢ 26. Podle tohoto modelu davda CLP krom¢ B lymfocytl vzniknout i
ostatnim elementiim imunitniho systému — T lymfocytiim, NK buiikdm a dendritickym bunkdm

(LeBien 2000, Adolfsson, Mansson et al. 2005).
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Obrdzek 3 Obecné prijimany model centrdlni lymfopoézy (Adolfsson, Mansson et al. 2005), upraveno; vysvetlivky: HSC:
hematopoietic stem cell, hematopoetickd kmenovd bunka; HSC-LT: long term hematopoietic stem cell, dlouhodobd
hematopoietickd kmenova burika; HSC-ST short term hematopoietic stem cell - krdtkodobd hematopoietickd kmenovad burika;
MPP: myeloid pluripotent progenitor - pluripotentni progenitor myeloidni linie; CMP: common myeloid progenitor — spolecny
myeloidni progenitor; MEP: megakaryocyte—erythroid progenitor cell, progenitorovd buriky megakaryocyti a erytrocytd;,
GMP: granulocyte-macrophage progenitor, progenitorovd burika granulocyti a makrofdgl; CLP: common lymphoid
progenitor, spolecny lymfoidni progenitor; T: T lymfocyt; B: B lymfocyt; Pro-B: Progenitorovy B lymfocyt; Pre-B: prekurzorovy
B lymfocyt; IM-B: nematurovany B lymfocyt

S postupujicim poznanim se podafilo prokazat, ze B lymfocytarni populace u clovéka,
podobné jako u mysi, neni homogenni. Funkéné i ontogeneticky lze odlisit dvé samostatné linie
B lymfocytt, B1 (asi 5 % vsech B lymfocytli) a B2 lymfocyty. Tyto populace lymfocytl ziejmée
vznikaji z odliSnych progenitorti a jejich tvorba probiha ve vinach (Montecino-Rodriguez a
Dorshkind 2012). Ptestoze prvni informace o tom, ze vedle linie konven¢nich lymfocyti
(oznacovanych B2) existuje i CD5+ subpopulace B lymfocytl (oznacovanych jako B1), byly
publikovany v roce 1980 (Wang, Good et al. 1980), na potvrzeni jejich pfitomnosti u ¢lovéka

se ¢ekalo vice nez 30 let.

Prvni diikazy publikovali Griffin, Holodick et al. (2011), ktefi ve vzorcich izolovanych
z pupecnikové krve novorozenci a z periferni krve dospélych popsali zcela samostatnou

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

4.3.1.1 B1 a B2 lymfocyty

Pokud bychom stru¢né charakterizovali B1 B lymfocyty, pak se jedna o minoritni
populaci CD5+/- bun¢k, které vznikaji v kostni dfeni a osidluji peritonealni a pleuralni dutinu
vyvijejiciho se plodu. V zavislosti na mife exprese molekuly CDS5 se rozliSuji dvé subpopulace
— Bla (CD5+) a B1b (CD5-) populace. Jejich tvorba z kostni dfené je zfejme zachovana i
postnatalné (Hardy, Li et al. 2000, Carsetti, Rosado et al. 2004, Hardy 2006, Tung, Mrazek et
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al. 2006, Baumgarth 2011, Yoshimoto, Montecino-Rodriguez et al. 2011, Montecino-
Rodriguez a Dorshkind 2012, Parra, Rieger et al. 2012). Predpoklada se, Ze hlavnim zdrojem
postnatalni tvorby B1 lymfocytl je jejich sebeobnova ve vhodném prostiedi sleziny. Bl
lymfocyty se zfejmé nepodileji na vzniku imunitni paméti, nedavaji vzniknout pameétovym

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

Béhem somatické hypermutace se u nich objevuje minimalni mnozstvi nukleotidovych
substituci. Hlavnim produkovanym izotypem s vysokou mirou spontanni produkce je piirozeny
(polyreaktivni) IgM. B1 lymfocyty jsou nezavislé na T-bunééné pomoci (Hardy 2006, Tung,
Mrazek et al. 2006). Antigenni receptory B1 lymfocytii jsou schopny rozeznéavat sacharidy,
lipidy a lipoproteiny, pfedpoklada se jejich podil na adaptivnich reakcich. Mezi vyznamné
vlastnosti B1 lymfocytt patii schopnost fagocytézy a mikrobicidni aktivita (Parra, Rieger et al.
2012). Sledované subpopulace B1 lymfocytl byly schopné efektivné prezentovat antigeny
pochazejici z fagocytovanych bakteridlnich ¢astic CD4- T lymfocytim. Tyto vrozené
schopnosti B1 lymfocyt svéd¢i o jejich funkeni, vyvojové a evolu¢ni blizkosti s makrofagy
(Parra, Rieger et al. 2012), a zaroveil dokladaji skutecnost, ze hranice mezi vrozenou a adaptivni
imunitou neni ostrd, ale predstavuje plynuly pfechod (Kvell, Cooper et al. 2007). B1 B
lymfocyty jsou schopné spontanni sekrece IgM, prochdzeji minimdlnim mnozstvim
somatickych hypermutaci a maji velice omezeny repertodr protilatek, ktery smetuje proti velice

uzkému spektru antigenti (Griffin, Holodick et al. 2011).

Oproti tomu konven¢ni B2 lymfocyty, které ptedstavuji hlavni zdrojovou populaci B
lymfocytl, jsou ve vyssi mite produkovany az postnataln€. Vznikaji novotvorbou z prekurzori
odvozenych od HSC v kostni dfeni, pficemZz k jejich dozravani dochazi v periferii,
v sekundérnich lymfatickych organech, jakymi jsou napf. slezina a lymfatické uzliny. Na rozdil
od B1 lymfocyt je spontanni tvorba protilatek velmi omezend, dominantnim izotypem je IgG.
Pro B2 lymfocyty je typicka variabilita V regionu a rozsahlé N-regiony ve VDI spojich genu

pro imunoglobulin.

4.3.1.2 Vyvojova stadia B lymfocytu v primarnich lymfatickych organech

Nomenklatura jednotlivych vyvojovych stupnit béhem centradlniho vyvoje neni
jednotna, a u jednotlivych autorii praci se 1i8i. V dalSim textu jsou pouzity terminy zakladnich
vyvojovych obdobi, tedy progenitorovy B lymfocyt (Pro-B lymfocyt), prekurzorovy B
lymfocyt (Pre-B lymfocyt) a nezraly B lymfocyt. Klicovymi dé&ji, které probihaji na centralni
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urovni vyvoje B lymfocytu, patti V(D)J rekombinace a tvorba funkéniho B bunécného

receptoru (BCR, B-cell receptor).

4.3.1.2.1 V(D)J rekombinace

Imunoglobuliny vSech tfid jsou slozeny ze dvou typi fetézcii. Lehkého fetézce Igl a
tézkého fetézce IgH. Tézky fetézec imunoglobulinu je kddovan komplexem geni, které se
nachdzeji v lokusu na dlouhém raménku chromozomu 14. V tomto lokusu miizeme rozlisit
pocetné oblasti, které¢ koduji V-tsek (variabilni usek, z angl. variable segment), D-usek (z angl.
diversity segment) a J-usek (spojovaci, z angl. joining segment) a C- usek (konstatni oblast,
z angl. constant region) tézkého tetézce (stavba lehkého fetézce je podobnd, chybi jim vsak D-

usek) (Janeway 2001, Hoftejsi, Bartiiikova et al. 2013).

V(D)J rekombinace je mechanismus, pii kterém dochazi k ndhodnému preskupeni
genovych segmentli a vytvoreni funkénich gend kodujicich proteiny nezbytych pro spravné
fungovani imunitniho systému. Na podkladé V(D)J rekombinace vznikad rozsdhlé mnozstvi
jedine¢nych molekul, které realizuji imunitni odpovéd’ proti alogennim i1 autogennim

antigenim (Janeway 2001, Hoftejsi, Bartlinkova et al. 2013).

V pribéhu V(D)J rekombinace dochézi k vysttizeni rozsadhlych, nadbyte¢nych V, D a
J usekt tak, aby ve finalni fazi pro spravnou funkci genu zlstal zachovan vzdy od kazdého
prave jeden. Rekombinace subgenovych usekii V, D a J je fizend mnoha enzymy, klicovymi
hraci jsou enzymy RAGI a RAG2 rozpoznavajici tzv. RSS oblast (rekombinacni signalni

sekvence, z angl. recombination

Zérodeéni konfigurace

deoxynukleotidyltransferaza _rﬂ-]-( - -
(TdT). RSS sekvence naléhaji  °"**™"™

signaling sequence) a terminalni

na genové useky, které se _]' -

mohou rekombinovat. Jsou

V - DJ rekombinace

tvofeny evolu¢né

konzervativnimi, na AT

bohatymi heptamery a rscoce || “

nonamery (Janeway 2001,
Hofej §i, Bartiiikovd et al Obrdzek 4 Schematické zndzornéni VDJ rekombinace podle Janeway (2001)

2013).
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V priitbéhu rekombinace dojde na obou chromozomech za ucasti enzymového
komplexu RAGI a RAG2 krozstépeni vldkna DNA v misté tzv. spaceru oblasti RSS,
k vytvoteni signalu a vystfizeni oblasti DNA lezici mezi spojovanymi RSS oblastmi. Vytvofeni
funk¢éniho VDIJ produktu na jednom chromozomu vede k alelické exkluzi, tedy zastaveni VDJ
rekombinace, na druhém homolognim chromozomu, viz Obrazek 4, na strané 28 (Janeway

2001, Hoftejsi, Bartinkova et al. 2013).

4.3.1.2.2 B bunécny receptor (BCR)

B bunéény receptor (BCR, z angl. B-cell tEZkY fetézec

r/hky fetéz

CD798

receptor), ktery najdeme na povrchu B lymfocytu, je

tvofen komplexem transmembranovych proteint. Tento

transmembranovy komplex je slozen ze dvou oddild,

vlastniho membranového imunoglobulinu a cD79

asociovanych signaliza¢nich molekul. Prvni oddil BCR

I
8
tvofi v membrané vazany imunoglobulin, jehoz = a

izotypova tfida zalezi na stupni maturace B lymfocytu. | CD79a

Funkéné se nelisi od sekrecnich protilatek, odlisné je

jeho struktura — na rozdil od sekre¢nich imunoglobulini
obsahuje kromé& dvou H fetézcli a dvou L fetdzct takg OPrazek s schémastavby BCR
integralni membranovou doménu. Druhy oddil BCR tvofi molekula CD79, heterodimer dvou

transmembranovych proteint CD79a a CD79b, viz Obrazek 5.

4.3.1.3 Progenitorové B lymfocyty

V obecné pfijimaném modelu lymfopoézy (viz Obrazek 3 na strané¢ 26) jsou
progenitory B lymfocyt odvozeny od CLP (z angl. common lymphoid progenitor). Na zaklad¢
exprese povrchovych molekul mizeme v tomto obdobi rozlisit dvé populace B lymfocyti.
Béhem obdobi prekurzoru progenitoru B lymfocytu (dale jen Pre-Pro-B lymfocyt) jesté nedoslo
k iniciaci somatické rekombinace téZkého fetézce imunoglobulinu. Pre-Pro-B lymfocyt na
svém membrané nese skupinu typickych selektivnich povrchovych znaki, exprimuje molekulu
CD34, CDI10 (membranovou metaloendopeptidazu), CD43 (sialoforin), CD90 (povrchovy
glykoprotein THY-1) a Ly6d (lokus D). Zatim u n¢&j nelze detekovat typickou molekulu CD19,
CD20 ani CD25. Jsou jiz pfitomny hlavni transkripéni faktory E2A (transkripéni faktor 3) a
EBF (early B cell factor 1), cytokiny c-KIT (kit oncogene), a IL-7R (interleukin 7 receptor)
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(LifeMap 2016). Mezi dalsi proteiny, které jsou pfitomny, ale nejsou selektivnim
indentifikacnim znakem, patti CD135 (FMS-like tyrosin kindza3), Gfil (growth factor
independent 1), Ikzf1 (IKAROS family zinc finger 1), PU.1 (spleen focus forming virus proviral
integration oncogene) a mnohé¢ dalsi (LifeMap 2016).

Pre-Pro B lymfocyty davaji vzniknout ¢asnému progenitoru B lymfocytu (Casny Pro-
B lymfocyt). V obdobi ¢asného Pro-B lymfocytu je zahajena somatickd rekombinace IgH
preskupenim Dy — Ju segmenti, na niz plynule navazuje obdobi pozdniho Pro-B lymfocytu
charakterizované spojenim Vy a pfeskupeného DuJu. Na povrchu Pro-B lymfocytl se objevuje
typicka molekula CD19, ktera vSak jesté neni selekénim znakem. Témi naopak jsou molekuly
CD34, (D43, CD93, CDI10 (membranovd metaloendopeptidaza), B220 (protein
tyrosinfosfatdza) a intracelularni TdT (DNA nukleotidylexotransferaza) (LifeMap 2016).
Exprimuji se chemokiny a transkripéni faktory jako u Pre-Pro-B lymfocytu, na scénu vSak
vstupuji geny pro enzymy RAGI a RAG2, bez nichz by nebylo lze zahdjit somatickou

rekombinaci.

4.3.1.4 Prekurzorové B lymfocyty

Pozdni Pro-B lymfocyt, ktery proSel tspéSnou piestavbou IgH, musi projit prvnim
kontrolnim bodem. Béhem prichodu prvnim kontrolnim bodem jsou odfiltrovany pouze ty
bunky, u kterych doSlo k vytvofeni funkéniho VDJ produktu, ostatni jsou nasmérovany
k apoptoze (Melchers 2015). Pro-B lymfocyt s funkénim tézkym fetézcem se stava
prekurzorovym B lymfocytem (Pre-B lymfocytem). Ten na svém povrchu exprimuje tzv. Pre-
BCR (z angl. pre-B-cell receptor), slozeny z t€Zkého fetézce, ndhradniho lehkého fetézce a
molekul CD79a a CD79b. Nahradni lehky fetézec (z angl. surrogate light chain) je tvofen
proteiny kodovanymi geny VpreB a A5 (Melchers, Karasuyama et al. 1993). Pre-B lymfocyty
béhem svého vyvoje prochazeji dvéma vyvojovymi fazemi, obdobim velkého Pre-B lymfocytu
a obdobim malého Pre-B lymfocytu. Velké Pre-B lymfocyty jsou ranéjSim stupném a jsou
charakterizovany ptitomnosti povrchového pre-BCR a opakovanou proliferaci. Selekénimi

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

Poté, co u velkého Pre-B lymfocytu dojde k reaktivaci genu pro RAG1 a RAG2, dojde
k zah4jeni rekombinace lehkého fetézce imunoglobulinu (Igl) a bunka se stadva malym Pre-B
lymfocytem. Béhem tohoto ptfechodu projde buiika druhym kontrolnim bodem, kdy je testovana

funkénost Pre-BCR a z dalSiho vyvoje jsou odstranény vSechny velké Pre-B lymfocyty
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s autoreaktivnim Pre-BCR (Melchers, Karasuyama et al. 1993, Tsuneto, Kajikhina et al. 2014,
Melchers 2015).

Maly Pre-B lymfocyt je neproliferativni vyvojové stadium charakterizované
pfeskupenim Vi — JL segmentl lehkého fetézce imunoglobulinu (Melchers 2015). Tato
rekombinace probihd pouze jednokrokové, nebot’ lehky fetézec postrada D-tsek. Po Gspésné
VL JL rekombinaci, béhem niz je vytvofen funkéni Vi JL produkt, a alelické exkluzi na
homolognim chromozomu, dojde k zahdjeni syntézy Ilehkého fetézce. Tento je
v endoplazmatickém retikulu spojen s tézkym fetézcem p za vytvotfeni membranového IgM
(Janeway 2001, Hoftejsi, Bartliiikova et al. 2013). Maly Pro B-lymfocyt se dostava do tfetiho

kontrolniho bodu, ve kterém je testovana funkc¢nost lehkého fetézce a autoreaktivita BCR.

Autoreaktivni buniky mohou projit opravnym procesem v ramci tzv. sekundérni
editace a vytvofit potencialné neautoreakitvni BCR (Luning Prak, Monestier et al. 2011). Pokud
tento opravny mechanismus selze, jsou podobné jako buiiky s nefunkénim IgL autoreaktivni
Pre-B lymfocyty nasmérovany k apoptoze (Melchers, Karasuyama et al. 1993, Melchers 2015).
Malé Pre-B lymfocyty nesou na své membrané selekéni molekuly CD19, CD10, CD43 a B220
(LifeMap 2016). Pre-B lymfocyty s funkénim BCR se stdvaji nezralymi lymfocyty a jsou
pfipraveny opustit kostni dfent a migrovat do sekundarnich lymfatickych tkani, kde po kontaktu

s antigenem dojde k jejich terminalni diferenciaci.

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

ch1 chi lgMxk
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NE NE h2 o
wo fe fre gy %
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Obrdzek 6 Prehled déji probihajicich béhem centrdlniho vyvoje B lymfocytu, prevzato z Hewit (2012), doplnéno podle
Melchers (2015); ch1 — homologni chromozom 1, ch2 — homologni chromozom 2, AG — antigen. KB — kontrolni bod
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Dé&je probihajici béhem centralni faze vyvoje B lymfocytu souhrnné znazoriuje

Obrazek 6, na strané 31.

4.3.2 Periferni vyvoj

Periferni lymfopoéza je obdobim, kdy nematurovana stadia B lymfocyti opoustéji
primarni lymfaticky organ, kostni dref, a migruji smérem k sekundarnim orgédntim, kde se
finalizuje jejich diferenciace. V ramci periferni lymfopoézy mizeme rozlisit téi hlavni vyvojové
faze. Prvni rané obdobi, kdy se B lymfocyt nachazi v naivnim nematurovanam stadiu (stadium
tranzientntho B lymfocytu), intermedidrni, kdy hovofime o naivnich maturovanych
lymfocytech (B lymfocyty margindlni zény, folikuldrni lymfocyty a B1 B lymfocyty), a
termindlni stadium, kdy B lymfocyt po aktivaci antigenem ziskava efektorové funkce a

dokoncuje proces své difereneciace (pamétové B lymfocyty, plazmatické buiiky).

4.3.2.1 Nematurované B lymfocyty
4.3.2.1.1 Tranzientni B lymfocyty

Tranzientni lymfocyty predstavuji spojovaci €ldnek mezi centrdlnim vyvojem B
lymfocyti v kostni dfeni a perifernim vyvojem v sekundarnich lymfatickych organech.
Zakladni defini¢ni vlastnosti tranzientnich lymfocyti je migrace z primarniho lymfatického
organu do mist sekundarni lymfopoézy. Ukazuje se, Ze se jedna o vysoce heterogenni skupinu
migrujicich buné€k s vyznamnymi fenotypovymi a funkénimi odliSnostmi (Chung, Silverman et
al. 2003). Z celkového objemu IgM+ B lymfocyti, které se denné€ vytvofi v kostni dfeni, projde
kontrolnim bodem pfi vystupu z kostni dfen€ do periferie asi jen 10 %, a asi jen jedna tfetina
téchto bun¢k dozraje do maturovanych B lymfocyt (Chung, Silverman et al. 2003). Ostatni
buiiky jsou v disledku napt. poruchy signalizace BCR nebo vysoké miry autoreaktivity
nasmérovany k apoptoze. Prechod do maturovanych vyvojovych stadii byva oznacovan jako

kontrolni bod negativni selekce (Palanichamy, Barnard et al. 2009, Melchers 2015).

Tranzientni bunky se u ¢lov€ka vyskytuji v kostni dieni, periferni krvi a ve sleziné
(Palanichamy, Barnard et al. 2009). Loder, Mutschler et al. (1999) rozlisili na my$im modelu
v zavislosti na expresi povrchovych znakll IgM, IgD, CD21 a CD23 dvé samostatné
subpopulace tranzientnich lymfocytl: tranzientni B lymfocyty typ 1 (dédle jen T1)
s imunofenotypem IgM™ & gD*CD21'°¥CD23° , tranzientni B lymfocyty typ 2 (dale jen T2)
s imunofenotypem IgMMeMgDhie"CD21MECD23 ™, pricemz vyhazeli z predpokladu, ze T1 B

lymfocyty jsou vyvojoveé ran€j$im predchiidcem T2 B lymfocyta (dolozitelné na miie exprese
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molekul IgD). Studie na Clovéku piinesly poznatky o vysoké mife exprese povrchovych
molekul CD24, CD38 a CD10 u tranzientnich B lymfocytt (Palanichamy, Barnard et al. 2009).
Podobné¢ jako u mysiho modelu lze u ¢loveka rozlisit populace T1 a T2 lymfocytd. Allman,
Lindsley et al. (2001) se zaméfili na piitomnost vyvojového identifikacniho znaku AA4 a
variabilni miru exprese molekuly IgM a CD23 a definovali tfi populace tranzientnich
lymfocytii, T1 B lymfocyty AA4"CD23 IgMMe" T2 lymfocyty AA4"CD23*IgM™e" a T3
lymfocyty AA4"CD23"IgM"¥. Populace T3 B lymfocytd viak vykazovala vysokou miru
anergie a jejich objev a vymezeni jako samostatné populace tranzientnich bunék se nesetkal

s kladnym pfijetim.

Palanichamy, Barnard et al. (2009) se zam¢fili na populaci CD19+IgD+CD27-
lymfocytli a miru exprese molekuly CD38 a CD24. Jejich studie byla opfena o data ziskana
z analyzy periferni krve pacienti po depleci CD20+ populace monoklondlni protilatkou
rituximabem. Ve sledovaném vzorku rozlisili pti postupné obnové B lymfocytarnich populaci
tfi populace tranzientnich B lymfocyti, které jsou ve vzajemném vyvojovém kontinuu s tim, zZe
pfechod mezi populacemi je v gradientu T1 — T2 — T3. Tyto populace 1ze od naivnich
maturovanych odliSit na zéklad¢ vysoké exprese molekuly IgM a nizké exprese molekuly CD2,
s tim, Ze dochazi k upregulaci znakt typickych pro maturovana stadia a postupné ztraté molekul
typickych pro nematurovand stadia B bunécné lymfopoézy (Palanichamy, Barnard et al. 2009).
Zaroven se liSila jejich anatomicka lokalizace. T3 lymfocyty byly v ramci jejich studie

rozpoznany mimo periferni krve také ve slezin¢ a pupecnikové krvi.

4.3.2.2 Maturované B lymfocyty

V periferni krvi 1ze rozlisit tii velké populace naivnich zralych lymfocytt: B lymfocyty
marginalni zony (MZ B lymfocyty, z angl. marginal zone B cells), folikularni lymfocyty (FM
B lymfocyty, z angl. follicular B cells) a Bl B lymfocyty a dvé populace maturovanych
lymfocytt, které prosly aktivaci: pamét'ové B lymfocyty (z angl. memory B cells) a plazmatické
buiiky (z angl. plasma cells). Zcela novou populaci B lymfocytl predstavuji regulacni B

lymfocyty (B-Reg, Breg, z angl. regulatory B cells).
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4.3.2.3 Folikularni B lymfocyty

Folikularni B lymfocyty ptedstavuji nejvétsi populaci cirkulujicich maturovanych
bunck (Allman a Pillai 2008, Pillai a Cariappa 2009). RozliSuji se dvé €asoprostorové oddélené
oblasti, ve kterych dochazi k usazovani folikularnich B lymfocytii. Primarnim mistem pro jejich
usazeni, tzv. homing, jsou folikuly (noduly, uzliky) v sekundarnich lymfatickych organech
(Pillai a Cariappa 2009). Druhou oblasti, ve které se usazuji folikularnich lymfocyty migrujici
z lymfatickych organi, je kostni dfeii (Allman a Pillai 2008).
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Obradzek 7 Schematicky rez slezinou a osidleni jednotlivymi typy lymfocyti podle Pillai a Cariappa (2009)
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Zilni splav

Stroma folikulu tvoii bila dien sleziny, ktera je slozena z trojrozmérné sit¢ vzajemné
propletenych retikularnich vldken, do jejichz ok se zachytavaji nejen B lymfocyty, ale také T
lymfocyty (oboje vcetné aktivovanych stadii), efektorové buiky, dendritické bunky a
makrofagy. Vlastni télo folikulu je obklopeno marginalni zénou, rozhrani bilé a ¢ervené diené
lymfatického orgdnu, kterd predstavuje kontaktni misto mezi antigeny a lymfocyty. Bohat¢
vaskularizovana lymfaticka tkan marginédlni zony pfedstavuje kontaktni misto mezi periferni
krvi a lymfatickym orgdnem. Je mistem, ve kterém dochazi k penetraci lymfocytii z krevniho
fecisté do lymfatického uzliku a zaroven je mistem, ve kterém dochéazi ke kontaktu lymfocytt
s antigeny. Z vn¢j$i strany na margindlni zonu naléha periarterioldrni lymfatickd pochva

(PALS, z angl. periarteriolar lymphoid sheath), ktera obsahuje vysoké mnozstvi T lymfocytt.
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Histologicky je PALS bilou dieni, ktera provazi a obklopuje endotelové bunky centralnich

arteriol, mikrostavba sleziny viz Obrazek 7, str. 34.

FO B lymfocyty lze od ostatnich maturovanych naivnich B lymfocyti odlisit na
zaklad¢ pfitomnosti typickych povrchovych znakl. FO B lymfocyty ve vysoké mife exprimuji
molekulu CD23, IgM a IgD (Cariappa, Boboila et al. 2007). Na svém povrchu nesou
monoreaktivni BCR (Cerutti, Cols et al. 2013).
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Obrazek 8 Schéma periferniho vyvoje B lymfocyti v lymfatickych orgdnech podle Cariappa, Boboila et al. (2007),
rozsireno podle (Neil, Summers et al. 1992, Lin, Gu et al. 2009, Veneri, Ortolani et al. 2009, Perez-Andres, Paiva et al.
2010)

Nematurované B lymfocyty ve sleziné prochdzeji nejméné dvéma tranzientnimi stadii
a davaji vzniknout dlouho Zijicim IgM"IgD" folikularnim buiitkim typu II (dale jen FO II)
(Pillai a Cariappa 2009). Tyto buniky déavaji vzniknout tfem populacim bunék — folikularnim
bunikam typu I (déle jen FO I), prekurzortim bunék marginalni zény (dale jen MZ P) a bunkdm
marginalni zony (dale jen MZ) (Pillai a Cariappa 2009). Molekuldrni podstata signalizace
vedouci k diferenciaci folikularnich lymfocytl neni dosud plné pochopena. Zd4 se, Ze proces
pfechodu z nematurovanych vyvojovych stadii smérem ke zralym naivnim B lymfocytim je
mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii, je intenzita signalu zprostfedkovana prostiednictvim
BCR a pfitomnost antigenu. Signalizace pomoci BCR ani pfitomnost BTK (Brutonova tyrosin

kinaza, z angl. Bruton’s thyrosine kinase) nejsou nezbytné pii vzniku FO II lymfocytd, ale bez
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této signalizace by nedoslo ke vzniku FO I lymfocytti. V zéavislosti na intenzité signalizace se

méni i imunofenotypovy profil jednotlivych stadii (Pillai a Cariappa 2009).

FO B lymfocyty, k jejichz aktivaci odchéazi ve folikulu, jsou T dependentni. Bez
kostimulaéniho signdlu zprostiedkovaného CD40L na Try a za Giasti IL-21 a BCL-6 nemohou
vzniknout zarodecna centra, ve kterych dochazi po probéhnuti afinitni maturace a izotypového

presmyku k diferenciaci FO bunék do pamétovych B lymfocyti a dlouho Zijicich
plazmatickych bunék (Allman a Pillai 2008).

V piipad¢ ¢asné T dependentni odpoveédi mohou FO lymfocyty, které neprochézeji

zarodeénym centrem, dat vzniknou nemigrujicim, kratce zijicim plazmatickym buiikdm

(Minges Wols 2001, Allman a Pillai 2008, Oracki, Walker et al. 2010),

Asi jedna tfetina IgM+ nematurovanych B lymfocytl ziistava v kostni dfeni, kde jsou
za pomoci dendritickych buné¢k kostni diené produkujicich BAFF (faktor aktivujici B lymfocyt,
z angl. B cell activating factor) uhnizdéné v nikach kolem krevnich splavi (Pillai a Cariappa
2009, Pillai a Cariappa 2009). Odlisnosti paralelniho vyvoje B lymfocytli v kostni dieni je, ze
na rozdil od vyvoje v lymfatickych organech zde nedochéazi ke vzniku MZ P ani MZ (Cariappa,
Boboila et al. 2007, Pillai a Cariappa 2009). Molekuldrni mechanismy indukujici vznik MZ P
a MZ bunék nejsou plné pochopeny, piedpoklada se, Ze mikroprostiedi sekundarnich
lymfatickych organii poskytujici bohaty repertoar ligandii je nutny pro diferenciaci bunck MZ
(Allman a Pillai 2008, Pillai a Cariappa 2009). Podobné oteviena je 1 otdzka, zda kostni dren
muze byt souasné¢ mistem primarni i sekundarni lymfopoézy (Cariappa, Boboila et al. 2007,

Pillai a Cariappa 2009, Pillai a Cariappa 2009).

4.3.2.3.1 B lymfocyty margindini zény

B lymfocyty marginalni zony (dale jen MZ B) ptedstavuji skupinu stiedné velkych
necirkulujicich naivnich maturovanych B lymfocyti skulatym jadrem, strategicky
lokalizovanych na rozmezi bil¢ diené a vaskularniho systému sleziny, ktery se oznacuje jako
marginalni zéna. Marginalni zéna obsahuje kromé MZ B lymfocyti dendritické buiiky a Siroké
spektrum makrofagli (Martin a Kearney 2002). MZ B lymfocyty v sob€ poji rysy bun¢k vrozené
a adaptivni imunity. MZ B lymfocyty jsou nejen diky své anatomické lokalizaci schopné
reagovat na antigenni stimulaci rychlym zapojenim vrozenych mechanismi, a pieklenout tak

obdobi nez organismus na kontakt s antigenem zareaguje produkci vysoce afinitnich protilatek.
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Mezi tyto mechanismy patii rychlad aktivace T independentni (ale i T dependentni)
odpovédi na krvi pfenosné patogeny, a produkce IgM s nizkou afinitou, ale Sirokou specifitou
(Cerutti, Cols et al. 2013). Jako jedina subpopulace B lymfocytii jsou pfi proliferaci zavislé na
vrozené signalizaci prostiednictvim NOTCH2 (z angl. neurogenic locus notch homolog
protein 2) (Martin a Kearney 2002, Cerutti, Cols et al. 2013). Mezi dalsi znaky odkazujici na
jejich intermedidrni povahu patii i skute¢nost, ze na svém povrchu nesou polyreaktivni BCR a
podobn¢ jako elementy vrozené imunity vykazuji vysokou expresi TLR (Cerutti, Cols et al.
2013). Progresivnim znakem je jejich schopnost piestavby BCR pomoci somatické
hypermutace, a podobné jako folikularni buitky mohou byt prekurzorem pro vznik pamét'ovych
B lymfocytt a plazmatickych bunék, pficemz asi 85 % MZ B lymfocyti v lidské slezing proslo

somatickou mutaci (Zouali a Richard 2011).

MZ B lymfocyty na svém povrchu nesou molekuly typické pro B lymfocyty, CD19 a
CD20, dale ve vysoké miie exprimuji molekuly CD21, CD35, CD1, CD9 a IgM (Martin a
Kearney 2001, Martin a Kearney 2002, Zouali a Richard 2011), od ostatnich naivnich
maturovanych lymfocytl je odliSuje absence nebo velice nizkéa exprese molekul IgD, CD23 a
CDS5 (Pillai a Cariappa 2009, Pillai a Cariappa 2009, Zouali a Richard 2011). Praveé nizka mira
exprese negativniho regulatoru B lymfocyt, molekuly CD23 ziejmé stoji v pozadi velmi
rychlého nastupu produkce protilatek B lymfocyty MZ v porovnéni s FO B lymfocyty (Zouali
a Richard 2011).

4.3.2.4 Pamétové B lymfocyty

Pamétové B lymfocyty predstavuji asi 30 — 60 % vSech B lymfocytd (Di Sabatino,
Carsetti et al. 2004). Jsou nositeli imunologické paméti, v pfipadé¢ opakované¢ho kontaktu
s antigenem zahdji obranu organismu tvorbou kvalitativné a kvantitativné u¢innéjSich protilatek
nez v ptipad¢ primoinfekce. Mezi jejich kliCové vlastnosti patii dlouhovekost a silnd imunitni
odpovéd’ (vyuzivané ve vakcinaci), ke kterym se pfipojuje zachovani urc¢ité miry kmenovosti
(zachovani schopnosti progenitoru), zavislost na jinych typech bun€k (pomocné T lymfocyty,
dendritické buiiky) a schopnost rediversifikace opakovanym vstupem do cyklu diferenciace
v zarodecnych centrech (Kurosaki, Kometani et al. 2015). Imunofenotypovéa variabilita
pamétovych lymfocytl je i s ohledem na mozné cesty jejich diferenciace vysoka (viz Obrazek
9 na strané 38), pfesto na svém povrchu nesou typicky znak — B2 lymfocyty ve vysoké mife
exprimuji molekulu CD27 (Klein, Rajewsky et al. 1998). Podle piitomnosti IgM na povrchu
pamét'ového B lymfocytu se rozlisuje populace [gM+ pamét'ovych B lymfocytt, které neprosly
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izotypovym presmykem a predstavuji asi 20 az 50 % celkového poctu pamét'ovych bunck a
IgG+, IgA+ ¢i IgE+ populace neexprimujici IgM ani IgD, které prosly izotypovym pfesmykem
(D1 Sabatino, Carsetti et al. 2004).

Zavislé na
zdrodeéném centru

Nezavislé na
zarodecném centru

Bla pamétové
lymfocyty

B1b pamétové
lymfocyty

Obrdzek 9 Heterogenita populaci pamétovych B lymfocytu v zavislosti na zptsobu diferenciace

V periferni krvi 1ze rozlisit dvé zakladni populace pamétovych lymfocytl. Na T
lymfocytech zavislé B lymfocyty odvozené od konvencnich B2 lymfocytl a na T lymfocytech
nezavislé lymfocyty odvozené od noveé popsanych B1 lymfocytd. Na T lymfocytech zavislé B
lymfocyty tvoii dvé velké subpopulace, které se odliSuji podle toho, zda béhem vyvoje prosly
zarodeCnymi centry (germindlni centra, GC, z angl. germinal centers) sekundarnich
lymfatickych organti (Berkowska, Driessen et al. 2011, Kurosaki, Kometani et al. 2015).
Zarodecna centra jsou mikroanatomické oblasti sekundarnich lymfatickych organi, ve kterych
je vyznamné zvysen pocet dé€licich se bunck. V histologickych fezech GC lze rozlisit tmavou
z6nu zarodecnych center, ve které dochazi k somatické hypermutaci a klonalni expanzi B
lymfocytt, a svétlou zonu, v niz dochézi k finalizaci afinitni maturace pomoci klondlni selekce
a nasledné k izotypovému piesmyku genti pro IgH (Klein a Dalla-Favera 2008, Berkowska,
Driessen et al. 2011), podrobnéjsi piehled déjti na trovni zarodecného centra viz Obrazek 10,

na stran€ 43.

V zévislosti na intenzité¢ kontaktu s pomocnymi T lymfocyty ve folikulech se cesty B
lymfocytl rozdéluji. B lymfocyty s nizsi afinitou, které byly stimulovany CD4+ T lymfocyty

po velmi kratkou dobu, a tedy obdrzely signal s nizkym prahem, se nedostanou do zarodecnych
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center, a diferencuji do pamét'ovych lymfocyti mimo zarodecna centra (Sanz, Wei et al. 2008,
Nescakova a Bystricky 2011, Kurosaki, Kometani et al. 2015). Pro indukci diferenciace B
lymfocytti do pamétovych bunék bez nutnosti vstupu do zarode¢ného centra je dostacujici
signalizace prostfednictvim CD40 receptoru B lymfocytu a jeho ligandem CD40L (CD154) na
T lymfocytu. Pokud se B lymfocyt vyviji touto cestou, nedojde u néj k somatické hypermutaci,
ani k izotypovému piesmyku, a takovy pamétovy B lymfocyt si do vysokého diferencia¢niho
stupné€ udrzuje vlastnosti svého prekurzoru (Sanz, Wei et al. 2008, Nescakova a Bystricky 2011,

Kurosaki, Kometani et al. 2015).

Zakladni imunofenotypovy profil pamétovych B lymfocytd, které neprosly
zarodeCnymi centry, je IgM+IgD+CD27+ (Klein, Rajewsky et al. 1998). Berkowska, Driessen
et al. (2011) popisuji populaci CD27-IgA+ pamétovych bunck, které neprosly zarode€nymi
centry. Predpokladaji, Ze se jednd pamétové B lymfocyty, které vznikly béhem T-
independentnich reakci v gastrointestindlnim traktu nebo o ptirozené efektorové bunky, které
vznikly v marginalni zoné sleziny béhem systémové odpoveédi (Berkowska, Driessen et al.

2011).

Oproti tomu u B lymfocytd, intenzivné stimulovanych pomocnymi T lymfocyty po
delsi dobu, dochéazi kromé signalizace prostfednictvim molekuly CD 40, také k silnému vlivu
IL-21. IL-21 upreguluje expresi BCL-6 (B cell lymphoma 6) (Kurosaki, Kometani et al. 2015).
BCL-6 je sekven¢né specificky transkripéni faktor, ktery se fyziologicky uplatiiuje pfi
diferenciaci naivnich pomocnych T lymfocytl do folikularnich T lymfocytt (Tru). Ve vyvoji
B lymfocyti moduluje STAT-dependentni odpovédi pomoci IL-4, a je klicovym faktorem pro
vznik a vyvoj zdrodecnych center (LeBien a Tedder 2008, Kuijpers, Bende et al. 2010, Perez-
Andres, Paiva et al. 2010, Kurosaki, Kometani et al. 2015).

Zakladni imunofenotyp pamétovych B lymfocytl, které prosly zarodecnymi centry,
je IgM-IgD-CD27+ (Klein, Rajewsky et al. 1998). Berkowska, Driessen et al. (2011) popisuji
CD27+1gG+, CD27+IgA+ a CD27+IgM+ populace pamétovych B lymfocyti, které prosly
zarodeénymi centry. Dokladaji, ze CD27+IgM+ pamétové lymfocyty se funkéné podobaji
primarnim B buiikdm, které vstoupily do zarode¢nych center, zatimco populace CD27+IgA+ a
CD27+IgD+ pamétovych B lymfocytl vykazuji vysokou miru proliferace a intenzivni
somatickou hypermutaci. Toto by mohlo svéd¢it o tom, ze CD27+IgA+a CD27+IgD+ populace
pamétovych lymfocytl prosly slozité€jSimi procesy diferenciace a maturace v zarode¢nych

centrech (Berkowska, Driessen et al. 2011).
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Ve vzorcich periferni krve lze vystopovat individualné variabilni imunofenotypovy
profil pamétovych B lymfocytl. V zavislosti na imunologické zkuSenosti organismu, zptsobu
vzniku a rozvoje riznych onemocnéni, 1ze identifikovat specifické odchylky od fyziologického
stavu. Napftiklad u pacientd s nespecifickymi zanéty stiev dochazi ke snizeni poctu cirkulujicich
IgM+ pamétovych lymfocytt (Di Sabatino, Carsetti et al. 2004). Wang, Jiang et al. (2016) se
zaméfili na pacienty s ulcerativni kolitidou, u nichz byly zaznamendny vyznamné snizené pocty
CD19+CD27+1gD-IgG+ pamétovych B lymfocyti a zvySené pocty CDI19+CD20-
plazmablastii, o nichz ptedpokladaji, ze by mohli hrat roli v patogenezi tohoto onemocnéni. U
pacientll s revmatoidni artritidou také dochézi k naruseni fyziologickych hladin pamétovych B
lymfocytt. Vétsina studii popisuje snizeni poctu CD27+IgD+/- B lymfocytt (Bugatti, Vitolo et
al. 2014). Na druhou stranu u pacientt s aktivnim onemocnénim byly popsany vyssi frekvence
CD27+1gD-CD95+CD21- a CD27-IgD-CD95+CD21 populaci nez u zdravych kontrol
(Adlowitz, Barnard et al. 2015). Sledovani riiznych imunofenotypové odliSnych subpopulaci
pamétovych B lymfocyti by mohlo slouzit jako velmi pfesny identifikacni a monitorovaci

nastroj pfi sledovani vyvoje onemocnéni u pacientli s autoimunitnimi onemocnénimi.

4.3.2.5 Plazmatické buniky

Plazmatické buiiky predstavuji kone¢nou fazi diferenciace B lymfocytu. Jejich hlavni
ulohou v adaptivni imunitni odpovédi po kontaktu s antigenem je tvorba vysoce specifickych
rozpustnych protilatek. Jednd se o prevazné sedentarni bunky uhnizdéné v bohaté
vaskularizovanych tkanich (lymfatické uzliny, slezina, kostni dfen), které nemigruji a za
fyziologického stavu jejich frekvence dosahuje 1 % (Calame 2001, Oracki, Walker et al. 2010,
Pieper, Grimbacher et al. 2013, Wang, Jiang et al. 2016). Dorner a Lipsky (2004) popisuji
zvySenou frekvenci plazmatickych bunek u déti a dospélych s aktivni formou SLE. Plazmatické
buiky vznikaji zmalé frakce bun€k schopnych tvorby rozpustnych protilatek,
tzv. plazmablastli (Casnych plazmatickych buné€k, early plasma cell), které si zachovaly
schopnost proliferace a migrace obéhovym syst¢émem az do mista kone¢ného uhnizdéni

(zapojeni tzv. homing receptoru).

Plazmatické bunky, které dale nediferencuji, exprimuji jen malé mnoZstvi
povrchovych molekul. Na svém povrchu nenesou pro B lymfocyty typické povrchové znaky
CD19 a CD20, za to ve vysoké mife exprimuji molekuly CD27, CD38 a CD138 (Rawstron
2001).

40



Konvenéni plazmatické bunky vznikaji v sekundarnich lymfatickych organech, ve
kterych na zakladé signalizace prostfednictvim povrchovych molekul nastoupi cestu

cey

intrafolikularniho vyvoje, davajiciho vzniknout dlouho Zijicim plazmatickym bunikam (z angl.
long-lived plasma cells), nebo extrafolikularniho vyvoje, béhem néhoz vznikaji kratce zijici
plazmatické buniky (z angl. short-lived plasma cells) (Calame 2001, Minges Wols 2001). Rozdil
v jednotlivych cestach je nastolen odliSnou intenzitou signalu ptichdzejiciho prostiednictvim
CD40/CDA40L, rychlosti nastupu imunitni odpovédi a reakcemi na urovni zarodecného centra.
Predpoklada se, ze plazmatické bunky vznikaji z B lymfocytl marginalni zony, z folikularnich

maturovanych B lymfocytl 1 z pamétovych B lymfocyt (Oracki, Walker et al. 2010).

ey

Kratce Zzijici plazmatické buiiky vznikaji velmi Casné béhem priméarni imunitni
odpovédi. Jejich typickou vlastnosti je kratka Zivotnost (v fadu dni, nejvyssi poCty se objevuji
asi tyden po imunizaci) a velmi nizké afinita k antigenu (Minges Wols 2001). Kratce Zijici
plazmatické buniky, které se nachéazeji v Cervené dfeni sleziny, kostni dfeni a lymfatickych
uzlinach, tvofi rozpustné protilatky tfidy IgM a IgG (Calame 2001, Minges Wols 2001). Tyto
buiiky velmi rychle reaguji na prvotni kontakt organismu s antigenem a zajistuji rychlou
odpovéd. Predpoklada se, Ze béhem sekundarni odpovédi na opakovany kontakt s antigenem
se kratce zijici bunky tvofti také z B lymfocytl marginalni zony, které béhem prvotniho kontaktu
s antigenem proSly reakcemi v germinalnim centru, v dusledku ¢ehoz maji vyssi afinitu

k antigenu (Minges Wols 2001, Oracki, Walker et al. 2010).

cey

Dlouho Zijici plazmatické bunky vznikaji primarné z bunék germinalniho centra,
sekundarné pak z pamétovych B lymfocytl. Jejich zakladni vlastnosti je sedentarizace, velké
pocty dlouho Zijicich plazmatickych bunék se nachazeji v kostni dfeni, MALT ¢i v mlécné
zlaze. Nesou vysoce afinitni protilatky, jedna se o buiky, jejichz IgH proslo izotypovym
presmykem (Minges Wols 2001, Oracki, Walker et al. 2010). Dlouho zijici plazmatické buiiky
neexprimuji MHC-II a nemohou tedy fungovat jako APC. Na vyvoj plazmatickych bunék

vyznamn¢ pusobi cytokinové mikroprostiedi.

4.3.2.6 Regula¢ni B lymfocyty

B lymfocyty mohou do imunitni odpovédi vstupovat i jinymi mechanismy neZz
produkci protilatek. Jiz od 70. let 20. stoleti byly u B lymfocytli pozorovany modula¢ni a
inhibi¢ni schopnosti. Teprve v neddvné dobé¢ se podafilo prokazat, ze B lymfocyty jsou schopné

produkovat IL-10. Tento cytokin se zapojuje do inhibice polarizace Th1l 1 Th2 lymfocyti,
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prezentace antigenu a tvorby prozanétlivych cytokinii bunikami myeloidni linie (Gray a Gray
2010). Skupina B lymfocyti schopnych negativni regulace imunitni odpovédi byla oznacena
jako regulac¢ni B lymfocyty (Breg, z angl. regulatory B cells). Pivod, vyvoj a funkce téchto B
lymfocytl nejsou zatim pochopeny, stejné jako nebyl vymezen konkrétni imunofenotyp, na
jehoz zaklad¢ by je bylo mozno definovat jako samostatnou populaci. Pfestoze se jedna o
minoritni populaci bun€k, v periferni krvi zdravého c¢lovéka koluje asi jen 0,5 % I1-10+ B
lymfocytt., jejich biologické uloha v regulaci tolerance bude dramatickd (Mclntosh 2015) (ve
slezin€ se jedna o 1 — 3 % B lymfocytt (Tedder 2015)).

Spole¢nou vlastnosti Breg lymfocytt je pfitomnost povrchové molekuly IL-10, ktera
se podili na inhibici tvorby prozanétlivych cytokind IL-2, IL-3, IFN-y and TNF-a (MclIntosh
2015). Ukazuje se, ze u ¢loveka jsou produkee IL-10 schopné nékteré populace CD38+CD24+
B lymfocytt, ale také vybrané skupiny CD27+ pamétovych B bunék (Gray a Gray 2010). Breg
lymfocyty jsou nékdy na zaklad¢ své funkcni vlastnosti oznaCovany jako B10 lymfocyty
(Tedder 2015). Otazka indukce sekrece IL-10 se tak dostava do popiedi zajmu. Ukazuje se, ze
mezi ligandy se stimulaénimi G€inky patfi zejména molekuly z rodiny Toll-like receptort

(TLR), yjmenovité TLR2 a TLR4, ptipadn¢ kombinace BCR a TLR9 (Gray a Gray 2010).

Pti pokusech s depleci B lymfocytli pomoci monoklonalnich protilatek proti molekule
CD20 se prokazalo, Ze u nékterych autoimunitnich zanétlivych onemocnéni (RA, SLE) doslo
k vyraznému zhorSeni stavu pacienta, coz miize souviset stim, Ze byly depletovany i B

lymfocyty s regulaénimi funkcemi (Mclntosh 2015, Lykken, DiLillo et al. 2014).
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5 Populace B lymfocyta v periferni krvi

B lymfocyty periferni krve ptedstavuji makropopulaci imunokompetentnich bunék,
jejichz hlavni efektorova funkce spociva v produkci protilatek. Tento pohled vSak plné
nepostihuje $ifi funkéniho repertoaru B lymfocytl. Komparativni studie ukazuji, Ze kromé
schopnosti produkovat protilatky, mohou zastdvat roli plnohodnotnych APC, produkuji
mikrobicidni latky, secernuji Siroké spektrum cytokinti a chemokind, hraji vyznamnou roli
v regulaci imunitni odpovédi, dokonce mohou fagocytovat (popsano u ryb, plazi a mysi, noveé

i u Clovéka). Samotné spektrum regulacnich a efektorovych vlastnosti naznacuje, Ze prosty
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Obrdzek 11 Schematické zndzornéni a zdkladni charakteristika hlavnich B lymfocytdrnich populaci identifikovanych v periferni
krvi. Zdkladni vyvojové schéma vcetné frekvencniho zastoupeni jednotlivych subpopulaci, které je v levé cdsti zndzornéno
Cervenymi Sipkami, je prevzato z publikace Kleina et al. (1998). Toto schéma bylo doplnéno a rozsifeno o tdaje podle Weie et
al. (2015) a Kaminskeho et al. (2012). Cervend teckovand &dra u CD5+ B lymfocytl naznacuje jejich mozny pivod v kostni
dreni, ackoli soucasné studie naznacuji, Ze se jednd o populaci bunék odvozené z tzv. B1 lymfocytd, jejichZ primdrni lymfopoéza
zf'ejmé probihd v télni dutiné, a je dokonce mozné, Ze jsou odvozeny od jiného progenitoru neZz od hematopoetické kmenové
buriky. Cerchované &dry naznacuji mozné vzdjemné odvozeni jednotlivych populaci. Soucasné je vidét, Ze napfiklad populace
unswitched B lymfocyti nemusi projit zarodecnym centrem (naznaceno Sedou prerusovanou ¢drou), aby u ni doslo k somatické
hypermutaci, podobné DN populace prochdzi béhem svého vyvoje mensim poctem somatickych hypermutci, coZ téz svedci o
mozném odlisném vyvojovém pivodu cdsti téchto bunék, uvaZuje se o tom, Ze jsou odvozeny od efektorovych transientnich
bunék. Ve schématu nejsou zndzornény Breg B lymfocyty, jejichZ lymfopoeticky pivod a imunofenotyp nejsou zcela jasné.
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pohled na B lymfocyty jako producenty protilatek je velmi limitujici. Soucasné se ukazuje, ze
prosté¢ déleni B lymfocytli na naivni a maturované, ptipadné naivni a pamétové je zcela

nedostacujici.

Studie zaméfené na imunofenotypovou charakterizaci hlavnich B lymfocytarnich
populaci vychazeji ze sledovani exprese znakiit CD19, CD27, CD38 a IgD. Takto nastaveny
Ctytbarevny panel umozni rozlisit hlavni populace B lymfocyti. Prvotni rozd€leni vychazi
z klasifikace CD19+ B lymfocytt podle Kleina et al. (1998) na zéklad¢ exprese znaku CD27 a
IgD. Z tohoto pohledu mizeme v periferni krvi rozliSit buniky naivni (CD19+CD27-1gD+),
buiky pamét'ové (CD19+CD27+1gD+/-) a buniky plazmatické (CD19+CD27++IgD-). V ramci
populace pamétovych lymfocyti mizeme po pridani znak IgM a IgD rozliSit populaci tzv.
non-switched memory B cells (NSM, téZ uvadeéno jako ,,unswitched®), tedy populaci, kterd
neprosla izotypovym piesmykem (CD27+IgM+1gD+), tzv. IgM only B cells (1gM only), buiiky,
které ziejme predstavuji vyvojovy mezistupein B lymfocyt prodélavajicich izotypovy presmyk
(IgM+IgD-CD27+), tzv. switched memory B cells (SM), lymfocyty, které prosly izotypovym
pfesmykem (CD27+IgD-IgA/G+), a tzv. double negative B cells (DN), které jsou ziejmé

bunkami tkdfiové imunity.

Vzajemné vztahy mezi jednotlivymi subpopulacemi CD27+IgD+ B lymfocytl nejsou
pln€ pochopeny. Za pomoci sekvenovani a klondlni analyzy se podatilo popsat rozdily
v intenzité somatickych hypermutaci probihajicich ve skupiné NSM a SM. U NSM lymfocyti
je frekvence somatickych hypermutaci nizsi nez u SM, coz by mohlo svédc¢it o tom, Ze tyto dvé
populace nejsou klonalné ptibuzné (Kaminski, Wei et al. 2012). Soucasné jsou NSM lymfocyty
vybaveny funkcemi, které je vyznamné od SM bunék odlisuji: jsou schopny projit somatickou
hypermutaci bez nutnosti vstupu do zarode¢nych center, jsou podobné Bl a regulatornim

lymfocytim, vykazuji prvky antimikrobidlni aktivity (Kaminski, Wei et al. 2012).

Heterogenita populace plazmatickych bun€k odrdzi zpisob, jakym vznikly.
V soucasné dob¢ se rozliSuji tii zakladni cesty, kterymi je naplnén osud B lymfocytu stat se
plazmatickou bunikou. V prvé fad¢ se rozliSuji z B1 populace vzniknuvsi plazmatické bunky a
plazmatické bunky odvozené od konvencnich B2 lymfocyti. Podle miry exprese CD5+
molekuly u prekurzoru B1 plazmatické buriky se rozliSuji Bla a B1b plazmatické bunky. Tyto
populace bun¢k nebyly dosud podrobné popsany a otazky tykajici se jejich vyvoje a funkce

zustavaji nezodpovézeny (Tarlinton 2006).
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Pouze z tohoto letmého ndhledu na heterogenitu populace CD27+IgD+ bunck lze
dovozovat, ze wvnitini funkéni a biologickd heterogenita makropopulace perifernich B
lymfocytli odrazejici se v jejich imunofenotypovém profilu je mnohem vyssi nez se dosud
predpokladalo. S rozvojem polychromatické pratokové cytometrie za soucasného sledovani
vice povrchovych znaki, bude mozné identifikovat dil¢i mini az mikropupulace B lymfocyti.
Tyto poznatky pomohou k objasnéni a pochopeni jejich protektivni nebo patogenni role
v rozvoji autoimunitnich onemocnéni, ziskanych imunodeficienci ¢i v jejich malignim zvratu.
Podrobn¢jsi shrnuti hlavnich B lymfocytarnich populaci v periferni krvi viz. Obrazek 11 na

stran¢ 44.
5.1 Raritni populace B lymfocyti

Populace, které se ve vzorku vyskytuji s frekvenci 1/1000, tzn. 1 %o, a mensi, se
v prutokové cytometrii oznacuji jako raritni (z latinského rarus — ojedinély, zvlastni, fidky,
vzacny) (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007, Rawstron 2011, Lykken,
Candando et al. 2015). Bylo prokazano, ze raritni populace bun€k jsou dulezitym
diagnostickym ukazatelem v fad€ patologickych stavili, ptikladem mohou byt cirkulujici
nadorové bunky v periferni krvi, endotelialni buiiky v krvi, antigen specifické T lymfocyty
nebo fetdlni bunky v maternadlnim obéhu, slibné vypadaji i pokusy s monitorovanim osudu
bunék v téle ptijemce pii pouziti bunécnych terapii (Donnenberg a Donnenberg 2007). Nékteré
populace B lymfocyth se ve vzorcich periferni krve sledovanych osob vyskytuji za
fyziologického stavu organismu v minimélnim pocetnim zastoupeni, pfikladem mohou byt
protilatky produkujici B lymfocyty v periferni krvi zdravych jedincii (Kaminski, Wei et al.
2012). Na pfechodnou dobu miiZe dojit ke zmnoZeni téchto bunék v dobg, ktera bezprostiedné
navazuje na moment vystaveni organismu infekénimu antigenu (onemocnéni, vakcinace)
(Kaminski, Wei et al. 2012). Deplece nékterych populaci (zejména CD20+ B lymfocytll) miize
u vybranych autoimunitnich onemocnéni vést k celkovému potlaceni projevii onemocnénti, ale
divody, pro¢ se tak d€je, nejsou znamé. Vyzkum téchto minoritné zastoupenych az raritnich B
lymfocytarnich populaci pfinese dalsi cenné dilky informace do mozaiky poznani a pochopeni

funk¢nich vlastnosti a patogeneze autoimunitnich onemocnéni.

5.1.1 Priklady raritnich lymfocytarnich populaci identifikovanych v periferni krvi

Prikladem relativné madlo probadanych a v periferni krvi vzacné zastoupenych

lymfocytarnich subpopulaci bun¢k, mohu byt relativné neddvno popsané buniky, jako jsou NKB
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lymfocyty, z angl. natural-killer-like B cells, (Wang, Xia et al. 2016), fagocytujici B lymfocyty
(L1, Barreda et al. 2006), ILC lymfocyty, z angl. innate lymphoid cells (Wang, Xia et al. 2016),
thymické B lymfocyty (Fend, Nachbaur et al. 1991, Sanz, Wei et al. 2008, Perera a Huang
2015) ¢iyd T lymfocyty (Holtmeier a Kabelitz 2005, Kreslavsky, Gleimer et al. 2010). Ve vSech
piipadech se jedna o lymfocyty, které nelze viadit pod klasickd ontogeneticka ani fylogeneticka
diferenciacni schémata, typické pro né je, ze vykazuji smés znakd obou typli imunity, vrozené

1 adaptivni.

NKB jsou piikladem bunégk, které nejsou ani B lymfocyty, ani NK bunkami. V jejich
vlastnostech se kombinuji znaky obou skupin. Wang, Xia et al. v roce 2016 publikovali praci,
ve které blize specifikuji ptivod téchto bun¢k na mysim modelu. Prokazali, ze NKB lymfocyty
diferencuji z pro-B lymfocytl v kostni dfeni. V ramci studie se jim podafilo potvdit existenci
dvou subpopulaci téchto lymfocytli — NKB lymfocyt s imunofenotypem Lin-CD19+NK1.1+ a
NKBP lymfocyty (prekurzory NKB) s imunofenotypem Lin-CD122+CD19+NKI.1+.
Soucasné popsali jejich vyskyt v lymfatickych organech, kdy hlavnim mistem vyskytu NKB
byla slezina a lymfatické uzliny v oblasti mesenteria. Misto nélezu je pln¢ v souladu s hlavni
efektorovou funkci NKB. Ty jsou silnymi producenty IL-18 a IL-12, jejichz sekrece vede
k rychlému vymyceni mikrobidlnich infekci a aktivaci NK bunék a ILC lymfocytt, (Wang, Xia
et al. 2016).

Ptestoze je brzlik povazovan za hlavni misto vyvoje a selekce T lymfocytt, soucasné
poznatky ukazuji, Ze asi 1 % lymfocytt brzliku predstavuji B lymfocyty s vysoce aktivovanym
fenotypem (Perera a Huang 2015). Thymické B lymfocyty se u ¢lovéka vyskytuji v oblasti
brzliku, ve které dochéazi ke vzajemnému kontaktu mezi korovou a dieiovou zoénou (Fend,
Nachbaur et al. 1991, Sanz, Wei et al. 2008, Perera a Huang 2015). Zd4 se, Ze se jedna o zcela
osobitou subpopulaci bunék, kterd necirkuluje v periferni krvi a embryologicky neni odvozena
od lymfoidnich progenitort sidlicich v kostni dfeni. Tento poznatek je odvozen ze studii rané
tedy jeSt¢ pred tim, nez se objevi embryonalni kostni dfen (Sanz, Wei et al. 2008).
Predpokladala se jejich role v negativni selekci, Yamano, Nedjic et al. (2015) publikovali studii,
ve které¢ postupuji roli thymickych B lymfocyti jako buné€k schopnych prezentovat

autoantigeny potiebné pro indukci centralni T bun&cné tolerance.

ILC jsou subpopulaci bun€k vrozené imunity odvozené ze spolecného lymfoidniho

progenitoru (CLP). Jako populace byly objeveny a popsany v roce 2012 (Spits a Cupedo 2012,
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Walker, Barlow et al. 2013). Typické pro né je, ze nejsou vybaveny RAG, a proto nejsou
vybaveny BCR/TCR. Soucasné¢ jsou to bunky, které nenesou markery typické pro jiné
myeloidni buiiky (Walker, Barlow et al. 2013), a ptedstavuji tak zcela unikatni populaci

lymfoidnich bun€k odlisnou jak od B a T lymfocyti, tak od klasickych bunék vrozené imunity.

Podobna situace plati pro ptipad fagocytujicich B lymfocytt, které byly objeveny u
kostnatych ryb a zab v roce 2006 (Li, Barreda et al. 2006); studovanymi druhy byli pstruh
duhovy (Oncorhynchus mykiss) a drapatka (Xenopus laevis). Postupné se podafilo prokazat
existenci fagocytujicich B lymfocyti 1 u plazii a mysi (Sunyer 2012, Parra, Takizawa et al.
2013), vroce 2016 byla publikovana prace, které poprvé prokazuje fagocytarni aktivitu B
lymfocytt u ¢loveéka na lidské bunécné lini Raji (Zhu, Zhang et al. 2016). Bunééna linie Raji
byla odvozena od B lymfocytl jedenéctiletého nigerijského pacienta trpiciho Burkittovym
lymphomem (Pulvertaft 1964) a vyuziva se mmj. ve vyzkumu hematopoiézy. Zhue et al. (2016)
prokazali schopnost B lymfocytii odvozenych z linie Raji aktivné fagocytovat Mycobacterium
tuberculosis, a soucasné, ze fagocytované Mycobacterium tuberculosis ovliviiuje imunitni
funkce B lymfocyti, pfedevsim tim, ze stimuluje sekreci IgM a upreguluje expresi molekul
CD80 a CD86. Z evolu¢niho hlediska tak lze usuzovat na spole¢ny ptivod B lymfocytl a
makrofagul, soucasné jsou fagocytujici B lymfocyty dalsim dikazem o vzajemné provazanosti

vrozené a adaptivni imunity.

5.1.2 Identifikace raritnich populaci B lymfocytl v periferni krvi

Abychom mohli pomoci imunofenotypizace identifikovat raritni populace B
lymfocytl, potfebujeme znat normalni distribuci hlavnich populaci za fyziologického stavu (viz
strana 44, Obrazek 11). B lymfocytarni profil ¢lov€ka neni v pribéhu Zivota konstantni. Obecné
muzeme fici, ze B lymfopoéza je ovlivnéna celou fadou faktort, je zavisla na véku (Ghia,
Melchers et al. 2000, Palanichamy, Barnard et al. 2009, Morbach, Eichhorn et al. 2010,
Adlowitz, Barnard et al. 2015), etnické piislusnosti, pohlavi a hormonalnim profilu (Kincade,
Medina et al. 1994, Medina a Kincade 1994, Smithson, Beamer et al. 1994, Barrat, Lesourd et
al. 1999, Parrish, Baez et al. 2009, Wilhelmson, Stubelius et al. 2015), vyzivé a mikrobiomu
(Round a Mazmanian 2009, Wesemann, Shrestha et al. 2014, Granato, Chen et al. 2015), mife

aktivace imunitniho systému a dokonce na sezonalité (Demas a Nelson 2012).

Dilezitym milnikem pro poznani raritnich populaci bylo rutinni rozSifeni

polychromatické priatokové cytometrie do analyzy PBMC ze vzorkl periferni krve. Tento
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posun byl umoznén diky vyvoji jak pfistrojového vybaveni, tak rozsifeni nabidky dostupnych
fluorochromii. V soucasné dobé se klinicky standardné pouzivané osmibarevné panely jevi jako
nedostate¢né, a v biomedicinském vyzkumu se jiz bézné vyuzivaji polychromatické panely
kombinujici sledovani 17 1 vice povrchovych znaki na jedné bunce (Kaminski, Wei et al. 2012,
Rundberg Nilsson, Bryder et al. 2013, Suponitskaia, Aleksankin et al. 2015, Wei, Jenks et al.
2015).

Multiparametrické panely jsou naro¢né na piipravu, musi byt pfisné¢ optimalizovany,
aby nedochézelo k arteficidlnimu ovlivnéni dat. Vyzkum raritnich populaci je tak limitovan

nékolika vyznamnymi faktory.

V prvni fadé¢ se jedna o vlastni odbér a piipravu vzorku, kdy kli¢ovym omezenim je
limitace velikosti/objemu zkoumaného vzorku - vlastni frekvenci zdjmovych populaci ve
vzorku (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007). V ramci
multiparametricych analyz musi byt kladeny vysoké naroky na jednotlivé kroky, které jsou
nutné v rdmci manipulace se vzorkem: odbérem za striktné jednotnych podminek pocinaje
(zejména s ohledem na kvalitu pouzitého odbérového materidlu, teplotu skladovani, piepravni
podminky) a o¢kovanim monoklondlnimi protildtkami konce, ve vSech fazich se musi dbat
pfedevsim na srovnatelné teplotni a casové podminky (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg

a Donnenberg 2007).

Druhou skupinu omezujicich faktor predstavuje pomér signal/Sum pouzité metody

(SNR, z angl. signal/noise ratio) (Carey, McCoy et al. 2007, Donnenberg a Donnenberg 2007).

Tteti skupinu pfedstavuje otdzka reprodukovatelnosti experimentu, nasledovana
otazkou softwarového zpracovani ziskanych dat (vybér vhodného softwarového tfeSeni pro
vyhodnoceni naméfenych dat) a statistického vyhodnoceni (Donnenberg a Donnenberg 2007).
Nepominutelnou souc¢ésti objektivniho postupu je pribézna kontrola vSech krokti od odbéru
pies zpracovani az k vyhodnoceni vzorku. Samostatnou kapitolou je pak interpretace ziskanych

vysledki a jejich zatazeni do kontextu soucasného poznani.

Zakladem uspésné analyzy raritnich populaci je optimalni navrh experimentu, ktery
v ptipad¢ této diplomové prace vychazi ze znaCeni PBMC jedenacti fluorochromy: Sesti
znaCenymi v ramci klasifikace CD molekul jako CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a
¢tyfmi pro imunoglobuliny IgM, IgD, IgA a IgG. Poznatky o takto definovanych populacich B
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lymfocytl jsou limitované, pii reSerSi publikovanych praci 1ze vytvofit tabulku s o¢ekédvanym

fenotypovym profilem, kterou bychom méli pfi analyzach v rdmci naseho panelu doplnit.

Populace B lymfocytt Imunofenotyp
naivni CD19+ CD20+ CD27-
klidové CD19+ CD27- CD21+ CD24% CD38% lgM+ gD+
aktivované CD19+ CD27- CD21- CD24- CD38- IgM+ gD+
anergické CD19+ CD27- CD24- CD38- lgMt 1gD+
pamétové CD19+ CD20+ CD27+ CD38-
unswitched CD159+ CD27+ lgM+ gD+
IgM only CD19+ CD27+ 1gM+ 1gD-
Switched - klidové CD19+ CD27+ CD21+ 1gD- 1gG+ IgA+
Switched - aktivované CD19+ CD27+ CD21- 1gD- 1gG+ IgA+
Double Negative CD19+ CD27- lgM+ 1gD- 1gG+ IgA+
plazmatické CD19+ CD20- CD27+
pre-plazmablasty CD19+ CD20- CD27% CD38++ 1gD-
plazamblasty CD19+ CD20- | CD27++ CD38++ 1gD-
plazmocyty CD19+ CD27++ CD38++ 1gD-
T1 (tranzientnil) CD19+ CD20+ CD27- | CD21llow | CD23low | CD24+ | CD38++ | IgM++ | IgDlow
T2 (tranzientni2) CD19+ CD20+ CD27- CD21++ | CD23++ | CD24++ | CD38++ |gM++ 1gD++
T3 (tranzientni3) CD19+ CD20+ CD27- CD24+ CD38+ IgM+ gD+
FM (folikularni maturované) | CD19+ CD20+ CD21+ CD23+ CD24+ CD38+ IgM+ gD+
FO | (folikulrni 1) CD19+ CD20+ CD27- CD21+ CD24+ | CD38low | IgM+
FO Il (folikularnill) CD19+ CD20+ CD27- CD21+ CD24++ | CD38low | IgM++
M7 (marginalnizdény) CD19+ CD20+ CD21++ | CD23- IgM++ gD+
Breg 1 CD19+ CD21+ CD24+ | CD38++
Breg 2 CD19+ CD27+ CD21+ CD24+
Breg 3 CD19+ CD27+ CD21+ gD+
legenda negativni ‘ neg/poz ‘ nizkd pozitivni vysokd

Tabulka 2 Prehled zndmych imunofenotypovych profilii B lymfocytdrnich populaci v periferni krvi se zohlednénim vsech
sledovanych povrchovych znakd, které jsou studovdny v panelu pouZitém pro potreby této diplomové prdce; navic znak
CD23. Fialové pole, oznacené jako variabilni, oznacuje v ramci jedné populace vZdy expresi bud’'IgM, nebo IgG nebo IgA
(podle Klein, Rajewsky et al. 1998, Litzman, Vlkovd et al. 2007, Sanz, Wei et al. 2008, Palanichamy, Barnard et al. 2009,
Vlkova, Fronkova et al. 2010, Kaminski, Wei et al. 2012, Yang, Rui et al. 2013, Benitez, Weldon et al. 2014, Wei, Jenks et al.

2015)
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6 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie (angl. flow cytometry) je moderni, rychld a ptesnd laboratorni
metoda, ktera je zalozena na vyuziti laseru ¢i impedance pro méteni a analyzu vlastnosti ¢astic
(ptedevsim bun€k) v suspenzi. Své misto ma v zédkladnim 1 aplikovaném vyzkumu, v klinické
praxi, tkanovém a proteinovém inzenyrstvi. Pritokova cytometrie umoziuje
multiparametrickou analyzu a simultinni méfeni vice vybranych fyzikalnich a chemickych
vlastnosti ¢astic pfi jejich pruchodu laserovym paprskem. Rychlost méteni se pohybuje v fadu
desetitisici ¢astic za sekundu. V B-bunétné biologii se vyuziva pro identifikaci riznych
bunéénych typl uvnitf smiSené¢ populace, a nasledné pro detailni analyzu jednotlivych

subpopulaci.

Pratokovy cytometr sestava ze tii zakladnich okruht: fluidniho systému (fluidiky),
optického systému (optiky) a elektronického systému (elektroniky) s vypocetni stanici

(workstation).

Fluidika zajist'uje transport bunék

ze suspenze. Vzorek je nasat do pritokové Hnac! kapalina
komory (pratokové komirky, tzv. flow
Vzorek PBMC
cell), ve které dochazi k hydrodynamické
fokusaci ¢astic nosnou kapalinou (hnaci
kapalinou, tzv. sheat fluid) do proudnice. tryska "/ Hydrodynamicka fokusace
—

Takto ,ustalené* Castice prochazeji za

konstantni rychlosti jednotlivymi @

@

laserovymi  paprsky, které detekuji

fluorescenci a rozptyl zateni. Castice, které

-

proSly vSemi paprsky, putuji do odpadni

OO

nadoby, v pfipadé  specializované¢ho
zafizeni s tiidicem (angl. cell SOVtel’) do obrézek 12 Zjednodusené schéma principu pritokové cytometrie

tiidici jednotky.

Optiku tvofi soustava zdroji excitacniho zatreni (lasery) a sbérné optické drahy se
systémem cocek, filtrii a zrcadel. Pomoci filtri 1ze nastavit specificitu zachycovanych vinovych
délek, pomoci zrcadel se reguluje thel odrazu paprsku excitaéniho zéfeni. Funkci tohoto

systému je zachyceni Casticemi emitovanych fluorescencnich signalti. Tyto fluorescencni
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signaly jsou pfeneseny na optoelektronicky detektor (fotosnimac), ktery se nachazi na rozhrani
optického a elektronickému systému priatokového cytometru. Soucasné s fluorescencnimi
signaly se zaznamenavaji i dva zakladni parametry rozptylové — rozptyl v pfimém sméru a

rozptyl v bo¢nim smeéru.

Rozptyl v pfimém sméru ma obvykle odchylku do 20° od sméru laserového paprsku a
je sbiran kanalem piedniho rozptylu (angl. forward scatter channel, FSC). Velikost rozptylu

v FSC je pfimo umérna velikosti bunék a 1ze pomoci néj odlisit buiiky zivé a necistoty.

m Rozptyl v bo¢nim sméru je méfen

v thlu 90° od paprsku excitacniho zafeni a je
sbirdn kanalem boc¢niho rozptylu (angl. side

scatter channel, SSC). Rozptyl v SSC odrazi

/ L vnitini  komplexitu  bun¢k, poskytuje

Obrdzek 13 Schematické zndzornéni zachyceni rozptylovych informace o J€J ich granulante C1 fragmentac1

parametrd

j&dra. Kombinaci parametri FSC a SSC
ziskdme hodnoty typické pro jednotlivé typy bunck (pf. vysoké hodnoty SSC u bunck

v apoptoze).

Elektronika je komplexni systém, ktery umoziuje pievod optickych signalti v podobé
fluorescence a rozptylu na signaly elektronické. Pti dopadu fotonti na fotosnima¢ dojde ke
generovani proudu v faddu mA a amplifikaci signalu pomoci fotonasobict a fotodiod. Takto
zesileny signal je digitalizovan a v grafické a numerické podobé vizualizovan pomoci vypocetni
stanice. Vystupem méfeni jsou jednoparametrové a dvouparametrové grafy s piehledy poct

bunék nesoucich sledovany znak v procentech.

Vramci analyzy dat miZeme na cilové populaci sledovat zadkladni statistické
ukazatele, jakymi jsou modus, median, Cetnost, intenzita fluorescence, standardni deviace

apod., a ziskané data nasledné podrobit multiparametrickému rozboru.
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7 Sledované povrchové znaky

Analyza povrchovych znaka (CD, z angl. cluster of differentiation) bunék patii mezi
protokoly, které slouzi k identifikaci a vyzkumu membranové vazanych molekul. Analyza CD
je zakladni technikou imunofenotypizace. Molekuly pfitomné na povrchu bunck plni rizné
fyziologické funkce. Nejvétsi skupinu predstavuji molekuly signalizacni kaskady (receptory,
ligandy apod.). Jejich role vSak miize spocivat 1 v zajisténi bunéné adheze (CAM, z angl. cell

adhesion molecules), ristu, proliferace ¢i diferenciace (riistové faktory, z angl. growth factors).

Pritomnost povrchovych znakl se u jednotlivych populaci bunck 1isi. Sledovani
pfitomnosti povrchovych znakl za pouziti fluorescencnich monoklonalnich protilatek je
dalezitym postupem pii tiidéni a imunofenotypizaci studovanych populaci. Kombinaci
vhodnych povrchovych znakii miZzeme odlisit, popsat a definovat velmi specifické populace

bunék ve sledované tkani.

V ndmi pouzitém B bunééném panelu pro analyzu pomoci pritokové cytometrie
sledujeme az deset povrchovych znakl, jednd se o molekuly standardné klasifikované
v systému CD nomenklatury CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a ¢tyfi imunoglobuliny
IgM, IgD, IgA a IgG. Jedna se nejdilezitéjsi molekuly asociované s diferenciaci B lymfocyti.

Pomoci kombinované strategie vymezeni jsme schopni identifikovat rizna vyvojova stadia B

Sledované znaky

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

:TE. @ velky pre-B lymfocyt low

& 2 |maly pre-B lymfocyyt mid

= ]

8 2 |nezraly lymfocyt -high
tranzientnil moina
tranzientni 2 nezjisténo

tranzientni 3

folikuldrni 1

naivni

folikuldrni 2
marginalni zony
GC

GC pamétové
non-GC pamé tové

kratce Zijici plazmatické

dlouhoiijici plazmatické

Subpopulace B lymfocyti podle stupné diferenciace

maturovang

Tabulka 3 Imunofenotypovad charakteristika B lymfocytdrnich subpopulaci s ohledem na stuperi diferenciace a sledované
povrchové znaky
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lymfocyt v periferni krvi. Nastup a vyhasinani exprese sledovanych povrchovych znakt

béhem jejich vyvoje ilustruje Tabulka 3, na strané 53.
7.1 CD19 (antigen pro B lymfocyty CD19)

Molekula CD19 (téz oznacovana jako B4, CVID3) je povrchovy antigen vyskytujici
se v membrané vSech zdravych 1 malignich B lymfocytli, a na folikuldrnich dendritickych
buiikach (Zhou, Ord et al. 1991, Kozmik, Wang et al. 1992). Strukturn¢ se jednd se o
glykoprotein o hmotnosti 95kDa, se dvéma Ig-like doménami, ktery je slozeny z 240

aminokyselin (Lin, Gu et al. 2009).

Objevuje se v ranych fazich centralniho vyvoje B lymfocytl v kostni dfeni, pfitomny
je u Pro-B lymfocytu. Béhem diferenciace se mira exprese CD19 postupné snizuje (Zhou, Ord
et al. 1991). Primarné se jedna o koreceptor. Molekula CD19 vytvati komplex s BCR a podili
se na Ag-nezavislé nebo Ag-indukované aktivaci B lymfocytd (van Zelm, Reisli et al. 2006).
Vytvoteni tohoto komplexu vede ke snizeni prahu nutného pro aktivaci B lymfocytu (van Zelm,
Reisli et al. 2006). Zaroven umi vytvotit komplex i s jinymi molekulami — CD21 (Fearon a

Carroll 2000) nebo CD81 (Carroll 1998).

Evolu¢né se jedna o velmi konzervativni molekulu, CD19 je pfitomna na lymfoytech
u vSech prostudovanych savci. U ¢lovéka je tento protein kodovan genem CD19, mutace v ném
vedou k rozvoji hypoagammaglobulinemie (defektni odpovéd’ maturovanych B lymfocytl na

antigenni stimulaci) (Zhou, Ord et al. 1991, van Zelm, Reisli et al. 2006).
7.2 CD20 (antigen pro B lymfocyty CD20)

Molekula CD20 je povrchovy antigen vyskytujici se v membrané vSech zdravych i
malignich B lymfocyti. Strukturné se jedna aktivovany glykosylovany fosfoprotein o

hmotnosti 33 — 37 kDa.

Objevuje se v ranych fazich centralniho vyvoje B lymfocytl v kostni dfeni, pfitomny
je u pozdniho Pro-B lymfocytu, nenajdeme ho u plazmatickych bun&k. Béhem diferenciace se
mira exprese CD20 zvysuje. Pfedpoklada se, ze jeho funkce spociva v optimalizaci B bunécéné
odpovédi na T-independentni antigenni stimulaci. Pro molekulu CD20 zatim nebyl popsan
pfirozeny ligand, ale in vitro studie s CD20 monoklonalnimi protilatkami (mAbs, z angl.

monoclonal antibody) prokdzaly, ze vstupuje do regulace B bunééné aktivace a proliferace
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(Kuijpers, Bende et al. 2010). CD20 je souc¢asti multimericky organizovaného povrchového
bunécného komplexu, ktery reguluje transport Ca2+ pies cytoplazmatickou membranu, a mohl
by tedy fungovat jako kandl pro pfenos vapenatych iontd (Bubien, Zhou et al. 1993, Kuijpers,
Bende et al. 2010, Kneissl, Zhou et al. 2013).

U clovéka je tento protein kodovan genem MS4A1 (rodina membrane — spanning 44

gentl) (Kuijpers, Bende et al. 2010).

Proti molekule CD20 byla vyvinuta chimerni protiladtka rituximab (anti-CD20,
dostupna pod obchodnimi ndzvy Rituxan, MabThera, Zytux). Pfi nasazeni rituximabu dojde k
depleci CD20+ populace B lymfocytl, proto se vyuziva pti 1écbé onemocnéni, pro které je
typické patologické zmnozeni poctu, zvySend reaktivita nebo dysfunkce B lymfocyti. Mezi
hlavni terapeutické cilové skupiny tak patii pacienti s riznymi typy rakoviny bilych krvinek
(leukemie, lymfomy — pfedev§im Non-Hodgekiniv lymfom), autoimunitnich onemocnéni
(systétmovy lupus erythematoides, revmatoidni artritida, autoimunitni pankreatitida) a pfi
organovych transplantacich (Kuijpers, Bende et al. 2010). Nasazeni rituximabu selhava u
pacienti s mnohocetnym myelomem, u kterych byly popsany dvé odlisné subpopulace
CD19+CD20+ B lymfocytti a subpopulace CD20+CD138+ plazmatickych bunék (Pilarski,
Baigorri et al. 2008).

7.3 CD21 (receptor komplementu typu 2)

Molekula CD21 (téZ oznaCovana jako CR2, receptor komplementu C3d, receptor
Epstein-Barrové EBV-R) je povrchovy antigen vyskytujici se na povrchu B lymfocytu,
folikularnich dendritickych bunék a T lymfocytl, které jsou soucasti komplementového
systému. Strukturné se jedna o glykosylovany integralni membranovy protein typu 1 o

hmotnosti 145 kDa.

Ontogeneticky se objevuje u B lymfocytd, které prosly Pre-B fazi vyvoje, vysoka mira
exprese se udrzuje u B lymfocytl periferni krve a ztraci se béhem terminélni diferenciace B
lymfocytu do plazmatické buitky. CD21 je exprimovan na maturovanych B lymfocytech, na B
lymfocytech marginélni zony, na folikularnich dendritickych buiikach, na nékterych bunikach

epitelu a v malé mife na nékterych subpopulacich T lymfocytt.
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Hlavni funkei molekuly CD21, ktera je receptorem pro C3d, C3dg a iC3b fragment
komplementu (Sarrias, Franchini et al. 2001), je vytvoieni komplexu s CD19 a CD81. Komplex
CD19/CD21/CD81 amplifikuje transdukci signalu prostfednictvim membranového
imunoglobulinu (mlg), indukuje bunécnou agregaci a doplnuje fosfatidylinositol-3- kinazu
(PI3-kinaza, (Matsumoto, Martin et al. 1993). Komplex CD19/CD21/CD&8]1, je sestaven za tfi
nezavislych, do riznych proteinovych rodin patticich podjednotek. Mezi jeho vyznamné funkce
patii zvySeni prahu citlivosti B lymfocytu na koncentraci Ag, tzn., Ze umoziuje rozeznani Ag,
ktery je pfitomen ve velmi nizkych koncentracich (Matsumoto, Martin et al. 1993), uvazuje se
o jeho schopnosti rozeznavat cizi DNA béhem imunitni odpovédi (Asokan, Banda et al. 2013).
CD21 je zaroven receptorem pro virus Epstein-Barrové (Weis, Fearon et al. 1986, Cooper,

Moore et al. 1988, Prodinger 1999).

U ¢loveka je protein CD21 kédovan genem CR2. Polymorfismy v tomto genu jsou
asociovany s nachylnosti k rozvoji nékterych autoimunitnich onemocnéni. U pacientii
se snizenou hladinou nebo tplnou absenci CD21 se rozviji SLE (Asokan, Banda et al. 2013),

popséna je asociace s rozvojem RA (Suponitskaia, Aleksanin et al. 2015).
7.4 CD24 (transduktor signalu CD24)

Molekula CD24 (téz oznaCovana jako HSA, zangl. heat stable antigen nebo
nectadorin) je membranoveé vazany antigen, ktery je exprimovdn na povrchu zralych
granulocyti a B lymfocytd (Hough, Rosten et al. 1994). Kromé hematopoetickych bunék se
exprimuje 1 na bunkdch nervové tkang, slezing, epitelech, keratinocytech a riznych typech
rakovinnych bunék (Fang, Zheng et al. 2010). Strukturné se jedna o sialoglykoprotein, ktery je
pfi izolaci z B lymfocytl sloZen pouze z 27 — 30 aminokyselin s hmotnosti 30 — 70 kDa. Mira
glykosylace CD24 je zavisla na bunéném typu a je vysoce variabilni (Fang, Zheng et al. 2010).

K bunéénému povrchu je ukotven pomoci glykosilfosfatidylinositolu (GPI kotva).

Mira jeho exprese v prubehu ontogenetického vyvoje B lymfocytu kolisa. Objevuje se
v nejranéjSich fazich vyvoje u pro-B lymfocytli a vysokou miru jeho exprese udrzuji i
neaktivované maturované B lymfocyty v periferni krvi a plastové zon¢ lymfatické uzliny. Po
aktivaci B lymfocytu mira exprese CD24 prudce kles4, u B lymfocyti zarode¢nych center,
v nichz dochazi k terminalni diferenciaci B lymfocyti do plazmatickych bunék, je exprese
CD24 velmi nizkd (Suzuki, Kiyokawa et al. 2001). Velmi vysokou miru exprese CD24 maji
regulacni B lymfocyty (Bregs) (Yang, Rui et al. 2013), které byly jako supresorova subpopulace
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B lymfocytl poprvé popsany v roce 2006 (Mizoguchi a Bhan 2006). Fang, Zheng et al. (2010)
obecné popisuji ontogeneticky profil CD24 ve vSech bunécnych typech: CD24 se ve vysoké
mife exprimuje vranych fazich bunééného vyvoje a u metabolicky aktivnich bunék,
k vyznamnému snizeni exprese dochadzi u terminalné diferencovanych bunék, z ¢ehoz vyplyva,
ze CD24 je funkcné zapojena do Ag-dependentni proliferace B lymfocytl a zaroven brani jejich

vyvoji do Ig-produkujicich bunék.

Funkce molekuly CD24 nejsou pln€ pochopeny. CD24 je molekulou bunécné adheze,
portfolio jejich funkci je vSak daleko $ir§i. Na aktivovanych B lymfocytech plni funkci T-
bunécného kostimulatoru pro klonalni expanzi T-lymfocyt (Fang, Zheng et al. 2010). Suzuki,
Kiyokawa et al. (2001) popisuji CD24 jako jednu z molekul, kterd se zapojuje do indukce
apoptézy B lymfocyta.

U cloveéka je kodovana genem CD24. Polymorfismy genu CD24 jsou asociovany
s rizikem a progresi autoimunitnich onemocnéni jako jsou roztrousena sklerdza, RA nebo SLE

(Fang, Zheng et al. 2010).
7.5 CD27 (antigen aktivace T lymfocyti)

Molekula CD27 (oznafovana téz jako S152, TNFRSF7 nebo Tp55) je povrchovy
receptor, ktery patii do rodiny TNF-receptort (TNFR, z angl. tumor necrosis factor receptor).
CD27 se vyskytuje na povrchu asi 75 % T lymfocytii (Camerini, Walz et al. 1991), na vétSing
B lymfocytd, na NK bunkach (Akiba, Nakano et al. 1998, Klein, Rajewsky et al. 1998) a také
exprimuje na buiikach rendlnich tubulti (Nakatsuji 2003). Strukturné se jedna o dimerni
membranovy glykoprotein, ktery je sloZzeny ze dvou podjednotek — molekuly o hmotnosti 55
kDa a molekuly o hmotnosti 32 kDa (Borst, Sluyser et al. 1989, Camerini, Walz et al. 1991).
Obe¢ dve podjednotky jsou strukturné homologni a exprimuji epitopy rozpoznavané anti-CD27
protilatkami. Ztejm¢ nemaji spole¢ny prekurzor vysSiho stupnég, ale 55 kDa molekula je

pravdépodobné prekurzorem pro vznik 32 kDa molekuly (Borst, Sluyser et al. 1989).

V ramci ontogeneze 1ze pomoci CD27 molekuly odlisit subpopulace B lymfocyti,
které proSly zarode¢nymi centry lymfatickych tkani. Molekula CD27 neexprimuje na naivnich

B lymfocytech, je zakladnim diskrimina¢nim znakem pamét'ovych B lymfocytl. Mira exprese

v

center, nejvysSich hodnot exprese dosahuji buiikky plazmatické. Pfi imunofenotypizaci je
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vzajemna pritomnost CD27 a CD38 molekuly na povrchu B lymfocytu pouzivéna jako

identifika¢ni znak plazmatickych bun¢k (Klein, Rajewsky et al. 1998).

Mezi hlavni funkce molekuly CD27 patii zajiSténi interakce mezi T a B lymfocyty;
CD27 reguluje aktivaci B lymfocytd a syntézu protilatek (Borst, Sluyser et al. 1989, Klein,
Rajewsky et al. 1998). Signalizace prostfednictvim molekuly CD27 a jejiho ligandu CD70
chrani B lymfocyty pfed indukci apoptozy prostiednictvim IL-10. Pfitomnost IL-10 vede
k nasmérovani vyvoje CD27+ B lymfocyti smérem k plazmatickym bunkam (Agematsu,
Nagumo et al. 1998). Studuje se role CD27 jako kostimula¢ni molekuly imunitniho kontrolniho
bodu (immune checkpoint), ¢ehoz se vyuziva pti vyvoji anti-CD27 monoklonalnich protilatek

(Vitale, He et al. 2012).

Proti molekule CD27 byla vyvinuta monoklonalni protilatka CDX-1127 (varlilumab).
V preklinickych studiich se prokazalo, ze varlilumab indukuje silnou protinadorova odpovéd’ —
byl popsan jeho pozitivni terapeuticky ucinek pii 1é€bé CD27+ tumord (T a B bunéénych
lymfomu) (Vitale, He et al. 2012).

U cloveka je koédovan genem CD27. Polymorfismy tohoto genu v asociaci
s polymorfismem v genu pro jeho ligandu CD70, zvySuji riziko né€kterych malignich
onemocnéni, popsdna je zvySena incidence rakoviny prsu u ¢inské populace (Xu, Li et al. 2012),
defekty v genu vedou k rozvoji lymfoproliferativniho syndromu 2, autozomalné recesivniho
imunodeficitu, ktery se projevuje hypoagammaglubilnemii, nefunk¢éni T-dependentni B
lymfocytarni odpovédi a perzistujici symptomatickou EBV virémii (van Montfrans,

Hoepelman et al. 2012).
7.6 CD38 (hydrolaza cyklické ADP ribozy)

Molekula CD38 (oznacovéna téz jako ADPRC 1, T10) je povrchova molekula, ktera
se nachazi na membrané vétSiny imunitnich bun¢k véetné B lymfocyt, T lymfocyti a NK
bunck. Strukturné se jedna o glykoprotein o hmotnosti 45 kDa, jehoz transmembranova doména

plni funkci ektoenzymu (Hamblin 2003).

V pribéhu ontogenetického vyvoje B lymfocytu se exprimuje v ¢asnych vyvojovych
stadiich. Objevuje se u Pre-B lymfocytl v kostni dieni, béhem maturace se jeho exprese sniZuje.

Signalizace prostfednictvim CD38 chrani B lymfocyty GC pted apoptdézou. Pamétové B
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lymfocyty tento epitop neexprimuji, avSak u plazmatickych bun¢k je jednim z mala pfitomnych

antigent (Hamblin 2003).

Molekula CD38 plni funkci ektoenzymu katalyzujiciho konverzi NAD+
(nikotinadenindinukleotidu) na nikotinamid, adenosindifosfat ribozu (ADPR) a cyklickou
ADPR (Hamblin 2003), induktoru pro bunécnou aktivaci a indukuje mobilizaci zasob Ca2+
z cytoplazmy (Funaro, Morra et al. 1997). Vyuziva se jako prognosticky identifika¢ni znak B-
chronické lymfocytické leukémie (B-CLL), mnohocetného myelomu (negativni identifikacni
znak) a akutni myeloidni leukémie (AML, pozitivni identifika¢ni znak) (Deaglio, Mehta et al.
2001). Deaglio, Capobianco et al. (2003) sledovali roli CD38 v signalizaci prostfednictvim
BCR. Prestoze naméfené hodnoty byly na hranici prahu detekce, up-regulaci IL-2 se jim
podafilo signal in vitro zesilit, coz by mohlo znamenat, ze populace sledovanych plazmatickych
buné¢k neni homogenni, a v zavislosti na mife exprese CD38 se déli do specializovanych
subpopulaci. Navrhuji moznou funkci CD38 v povrchovém receptoru CD19/CD81 (Deaglio,
Mehta et al. 2001, Deaglio, Capobianco et al. 2003, Hamblin 2003).

Molekula CD38 je kédovana CD38 genem. Defekty v tomto genu jsou asociovany
s rozvojem B-prolymfocytické leukémie, vzacného hematologického onemocnéni podobného
B-CLL, ¢i s plika syndromem, bolestivym zanétlivym onemocnénim fasy synovialniho pouzdra

kloubu (plica synovialis) (Deaglio, Mehta et al. 2001).

7.7 1IgM (imunoglobulin M)

Imunoglobulin M je povrchova protilatka, kterd se nachdzi na povrchu B lymfocyta.
Strukturné se jedna o glykoprotein sloZeny z monomerti do pentameru (vyjimecné hexameru)
(Hofejsi, Bartiikova et al. 2013). B lymfocyty tvofi dvé formy IgM: v membrané fixovany
IgM (mIgM) a sekretovany IgM (sIgM). Ob¢ dvé formy IgM se od sebe 1i8i vnitini strukturou

tézkého tetézce (n) a funkei.

Membranové vazany IgM o hmotnosti 900 kDa je ukotveny do bunééné membrany
pomoci kotvy tvofené 20 hydrofobnimi aminokyselinami. mIgM plni funkci monomerniho
receptoru, ktery spousti diferenciaci B lymfocyti do pokroc€ilych vyvojovych stupni (Kehry,
Ewald et al. 1980). Spolu s transmembranovymi molekulami CD79a (Iga) a CD793 (IgB)
asociovanymi pomoci Src-PTK (proteintyrosinkindza z rodiny Src) za tvorby povrchového

komplexu — BCR (Hoftej$i, Bartiiiikova et al. 2013). Aktivovany BCR je soucasti signalizacnich
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kaskad vedoucich ke zménam transkripce gend, bunécné proliferaci, diferenciaci a sekreci
velkého mnozstvi rozpustnych imunoglobulint, je silnym aktivatorem komplementu (Kehry,
Ewald et al. 1980, Hoftejsi, Bartiinkova et al. 2013). Sekre¢ni IgM ma strukturu pentameru a

zapojuje se do humoralni imunitni odpovédi jako efektor (Kehry, Ewald et al. 1980).

Ontogeneticky se IgM objevuje ve vyvojovém stadiu Pre-B lymfocytu (Hotejsi,
Bartiinkova et al. 2013). V této dob¢ je ukoncena rekombinace lehkého i tézkého fetézce a

formuje se BCR.

Poruchy tvorby IgM jsou spojeny s mutacemi rtuznych gent. Poruchy vedouci
k nadprodukci IgM a omezeni syntézy protilatek ostatnich typu jsou fazeny do skupiny hyper-
typ 1 je projevem mutace na genu CD40LG, autosomalné¢ recesivni typ 2 ma mutovany gen
AICDA (aktivaci indukovana cytidin deaminaza; B lymfocyty nemohou rekombinovat), stejné
jako typ 4 (utlumeni izotypového ptresmyku), typ 3, ktery je projevem mutace na genu CD40
(blokuje izotypovy pfesmyk), a typ 5, ktery je mutaci genu UNG (uracil-DNA-glykosylaza)
(Lougaris, Badolato et al. 2005). Opaénym pitipadem je nedostatecna produkce IgM, ktera se
muze projevit jako dysagammaglobulinémie nebo hypoagammaglobulinémie s riznou etiologii

(Knight, Mayer et al. 20006).
7.8 IgD (imunoglobulin D)

Imunoglobulin D je protilatka, kterd vyskytuje v membranach asi 1 % maturovanych
B lymfocytt. Poprvé byl popsan u pacientd s mnohocetnym myelomem v roce 1965 (Rowe a
Fahey 1965, Rowe a Fahey 1965). Podobné jako IgM mé dv¢ formy — membranovou mlgD a
sekre¢ni sIgD. Obé formy jsou antigenné podobné, 1isi se v citlivosti na proteolyzu plazminem
(Vladutiu 2000). mIgD je obvykle exprimovan na bunééné membrané spolu s IgM. Sekrecni
forma IgD je monomerni protilatka o hmotnosti 185 kDa, kterd se v malém mnoZstvi vyskytuje

v krevnim séru (Chen a Cerutti 2011).

Ontogeneticky se IgD objevuje ve chvili, kdy zrajici B lymfocyt opousti kostni dienl a
zacina cirkulovat v periferni krvi. Zraly B lymfocyt koexprimuje IgD a IgM (Chen a Cerutti
2010, Chen a Cerutti 2011). Omezené mnozstvi plazmatickych bunék v lymfatické tkdni v malé
mife exprimuje IgD (Vladutiu 2000).
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Funkce IgD je zatim nejasnd. Hlavni role IgD ziejmé spociva ve spusténi aktiva¢niho
signalu k maturaci B lymfocytu (Chen a Cerutti 2011). UvaZzuje se i o jeho mozném zapojeni
do tolerogennich a apoptotickych signali (Chen a Cerutti 2011). Studuje se jeho role
v autozanétlivych procesech, napt. syndromu periodické horecky (PFAPA, z angl. Periodic
Fever, Aphthous Stomatitis, Pharyngitis, Cervical Adenitis), pro kterou je charakteristické
patologické zvySeni produkce IgD (Chen a Cerutti 2010).

7.9 IgA (imunoglobulin A)

Imunoglobulin A je nejhojnéji se vyskytujici protilatkou v lidském téle (Fagarasan a
Honjo 2003). IgA je glykosylovany protein o hmotnosti 160 kDa. U ¢lovéka se vyskytuje ve
dvou formach, jako slizni¢ni IgA (monomer) a jako sekre¢ni IgA (dimer) (Singh, Chang et al.
2014). Monomerni IgA tvoii asi 5 — 15 % sérovych imunoglobulinti, dimerni IgA se vyskytuje

v sekretech vazanych na slizni¢ni povrch (Fagarasan a Honjo 2003).

Ontogeneticky se IgA objevuje na pamétovych B lymfocytech, které prosly
izotypovym piesmykem (Shi, Agematsu et al. 2003). Nejvyssi koncentrace [gA+ lymfocytt se
vyskytuji v mistech pisobnosti, nejéastéji pod lamina propria mucosae, kde nasledné maturuji
do plazmatickych bunck secernujicich dimerni IgA. V periferni krvi se IgA+ B lymfocyty
vyskytuji velmi mélo, pfedstavuji asi 1,2 % PBMC (Mayumi, Kuritani et al. 1983). Ke zvySeni
poctu IgA spontanné secernujicich B lymfocytd v periferni krvi dochazi po té, co probéhne

slizni¢ni (nikoli systémovd) imunizace (Yarchoan, Barrow et al. 1985).

Hlavni funkce IgA spociva v neutralizaci infek¢nich agens na slizni¢nich povrSich.
IgA je velmi slabym opsoninem a aktivatorem komplementu. Vysoka koncentrace IgA ve
sliznici je disledkem interakce mezi plazmatickymi buiitkami a epitelovymi bunikami, které
exprimuji plgR (polymerni Ig receptor) (Snoeck, Peters et al. 2006). V krvi IgA interaguje
s CD89 (FcaRlI), ktery je exprimovan na efektorovych buiikdch imunitniho systému (Snoeck,
Peters et al. 2006). Prostfednictvim této interakce dochéazi ke spusténi zanétlivé reakce a

odstranéni antigenu (Snoeck, Peters et al. 2006).

Nejcastéji se vyskytujicim, geneticky podminénym onemocnénim, u kterého dochazi
k poruse syntézy IgA, je selektivni IgA deficience (SIgAD, z angl. selective IgA deficiency). U
této nemoci dochazi ke snizeni produkce IgA pod detekovatelnou mez, ale produkce IgM a IgG

zustava v norme¢. Nemoc se miize projevit ¢astymi infekcemi dychacich cest a traviciho traktu
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(Hammarstrom, Vorechovsky et al. 2000), ale nebyly zachyceny statisticky vyznamné
abnormality ve skladbé B lymfocytarnich subpopulaci (Litzman, Vlkova et al. 2007). U
pacientli byla prokazana vyssi nachylnost k rozvoji autoimunitnich onemocnéni (RA, SLE),

alergii a astmatu (Hammarstrom, Vorechovsky et al. 2000).
7.10 IgG (Imunoglobulin G)

Imunoglobulin G je nej¢astéjsi protilatkou v lidském séru (75 %). Strukturné se jedna
o velkou molekulu, proteinovy komplex slozeny ze ¢ty peptidovych fetézcti o hmotnosti 150
kDa. Tento komplex ve tvaru pismene Y tvori dva identické tézké (H) a dva identické lehké (L)
fetézce, které jsou vzajemné propojeny pomoci disulfidickych mustkd. IgG méa dvé totozna
antigen vazajici mista (Morbach, Eichhorn et al. 2010). U ¢lovéka se vyskytuje ve 4 podtiidach,
IgG1 az IgG4. Tvoten je pamétovymi a plazmatickymi B lymfocyty. Prochazi placentou a je
hlavnim imunoglobulinem v imunitni odpovédi novorozenci (Berkowska, Driessen et al.

2011).

Ontogeneticky se IgG objevuje na pamétovych a plazmatickych lymfocytech
(Morbach, Eichhorn et al. 2010). Berkowska, Driessen et al. (2011) popisuji dvé moznosti
vzniku IgG+ B lymfocytl v oblasti zarode¢nych center. RozliSuji primarni populaci CD27-
IgG+ B lymfocytl, kterd vznikd béhem primarni odpovédi v zarodecnych centrech, zatimco
druha, zralejsi subpopulace CD27+IgG+ B bun¢k vznik4 béhem naslednych odpovédi bunék
zarode¢nych center. CD27+IgG+ lymfocyty mohou vyvojové smérovat k CD38+IgG+ nebo
CD38-1gGlow subpopulacim (Morbach, Eichhorn et al. 2010).

IgG je neutralizacni protilatka, kterd opsonizuje a zapojuje se do protivirové imunity.
Je to hlavni protilatka humoralni odpovédi, ktera aktivuje komplement vazbou na Fcy receptor
na povrchu makrofagti, neutrofili a NK bun¢k. Vysledkem je opsonizace s naslednou
fagocytdzu mikroorganismu. IgG umi prochézet mezi placentou a fetdlnim ob&hem, soucasné
je IgG klicovou protilatkou v poporodni imunité novorozence. IgG ma dlouhy polocas rozpadu,
proto se miZe v téle udrZzovat po velmi dlouhou dobu od kontaktu s antigenem, je tedy vhodnym

cilem pro pasivni imunizaci (Morbach, Eichhorn et al. 2010).
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8 Charakteristika vybranych patologickych stavi studovanych
v ramci souboru

Do nami sledovaného souboru byli zafazeni jedinci bez diagnostikovaného
onemocnéni (tzv. zdravé kontroly) a pacienti, u nichz byla diagnostikovana choroba spadajici
do jedné ze Ctyr sledovanych skupin patologickych stavil. Prvni skupinu piedstavuji choroby
pohybového aparatu (revmatoidni artritida, ankylozujici spondylitida), druhou nespecifické
sttevni zanéty (ulcerativni kolitida a Crohnova nemoc) a tfeti onkologickd onemocnéni
(kolorektalni karcinom, karcinom pankreatu, rakovina zaludku). Ctvrta skupina sledovanych
chorob zahrnuje onemocnéni krve a krvetvorby, kam spadaji aplastickd anemie a

myelodysplasticky syndorm.

Konkrétni demograficky piehled a statistické ukazatele tykajici se sledované populace

pacientil jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti prace.
8.1 Choroby pohybového aparatu

8.1.1 Revmatoidni artritida

Revmatoidni artritida (arthritis rheumatica, dale jen RA) je chronické zéanétlivé
kloubni onemocnéni s mimotadn¢ variabilnim klinickym obrazem. Predilek¢né jsou postizeny
drobné¢ klouby ruky, zapésti, nohy a hlezna, s postupem choroby se mohou rozvinout zmény i
na velkych kloubech (rameno, koleno, ky¢le) nebo pateti. Klouby postizené RA nesou typické

znaky zanétu, objevuji se deformity a kontraktury flexorti (Pavelka a Rovensky 2003).

Odhaduje se, Ze onemocnéni postihuje az 1 % dospélé populace v primyslové
rozvinutych zemich, pfi¢emz zeny jsou postiZzeny az tikrat ¢astéji nez muzi (Scott, Wolfe et al.
2010). Prevalence se s vékem zvySuje, pfiCemZ nejvyssi je u Zen starSich 65 let, coz by mohlo
sveédcit o vyrazném vlivu hormont na rozvoj a pritbéh choroby (Alamanos a Drosos 2005, Scott,

Wolfe et al. 2010).

RA je povaZovana za multifaktoridlni onemocnéni, na jejimz rozvoji se podili
vzajemna interakce genetickych predispozic a environmentalnich faktorti, jako je koufeni,
stravovaci a dietarni ndvyky, socioekonomické postaveni, prodéland infekéni onemocnéni a

uzivani hormonalnich preparati (Alamanos a Drosos 2005).
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Mezi diagnosticka kritéria RA patii ranni ztuhlost, bolestivost, palpacni citlivost a
otok. Klouby byvaji postizeny symetricky, onemocnéni se projevuje polyartikuldrné (Pavelka
a Rovensky 2003). Kromé¢ skeletu postihuje RA 1 jiné organy, muze zasdhnout kuzi
(revmatoidni uzly), ledviny (amyloidoza), srdce (perikarditida, endokarditida), cévy
(ateroskleroza), plice (fibroza), nervy (periferni neuropatie), nebo oko (episkleritida,
keratokonjunktivitida) (Feldmann, Brennan et al. 1996, Silverman a Carson 2003, Berek 2005,
Groot 2007, Manjarrez-Orduno, Quach et al. 2009, Scott, Wolfe et al. 2010, Wei, Jenks et al.
2015).

Patoanatomické zmény se vprvni fazi projevuji na synovii, chrupavce a
v periartikularnim prostoru. Typickymi znaky RA jsou hypertrofie a vaskularizace synovialni
tkanég s infiltraci zanétlivych bunék, destrukce kloubni chrupavky (manifestaci je tzv. pannus,
zanétliva granulomatézni tkan z kloubni synovie, prorustajici do kloubni chrupavky) a

osteoporoza (Feldmann, Brennan et al. 1996, Groot 2007, Scott, Wolfe et al. 2010).

V séru pacientli Ize krom¢ proteinti akutni faze identifikovat dvé hlavni skupiny
autoprotilatek - revmatoidni faktor (RF) a autoprotilatky proti citrulinovanym proteintiim
(ACPA) (Feldmann, Brennan et al. 1996, Scott, Wolfe et al. 2010). RF je autoprotilatka cilena
proti Fc-fragmentu pozménéného imunoglobulinu tfidy IgG. Nalezen miZe byt ve vSech
imunoglobulinovych t¥idach (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE) (Hrd4 a Sterzl 2003). ACPA jsou
autoprotilatky, které jsou namifeny proti citrulinovanym peptidiim a bilkovinam. Slouzi jako
citlivy a specificky sérologicky znak pti diagnostice RA (Szekanecz, Soos et al. 2008). Do
rodiny téchto protilatek patii antiperinuklearni faktor (APF) a antikeratinové protilatky (AKA)
(Szekanecz, Soos et al. 2008). Citrulinace je posttranslaéni modifikace argininu deaminaci,
ktera fyziologicky probiha pfi apoptoze, zanétu a keratinizaci (Szekanecz, Soos et al. 2008),
zvySené miry citrulinovanych proteintt byly popsdny a prokdzany v synovii pacienti s RA

(Szekanecz, Soos et al. 2008).

8.1.1.1 Identifikované populace B lymfocyti v periferni krvi u pacientt s revmatoidni
artritidou

Publikované informace o skladbé B lymfocytarnich populac ve vzorcich pacientti s RA
jsou velmi rozttisténé. Popsany jsou skupiny pacientl se zvysenym poctem pamét'ovych bunék
s imunofenotypem IgD-CD27+, a to za soucasného poklesu naivnich bun¢k (Fekete, Soos et al.
2007, Wei, Jenks et al. 2015), na druhou stranu existuji studie, které sledovaly snizeny pocet
IgD-CD27+ pamétovych bunck u pacientli v dob¢ vysoce aktivni nemoci (Sellam, Rouanet et
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al. 2011, Wei, Jenks et al. 2015). Zda se, ze k depleci B lymfocytarni populace IgD+CD27+
dochazi jiz pred propuknutim nebo od Casnych stadii manifestace choroby, a tato deplece tedy
neni pouze disledkem nasazené terapie nebo chronického autoimunitniho onemocnéni (Wei,
Jenks et al. 2015). Zmény v profilu B lymfocytarnich populaci u pacienti s RA vykazuji nizsi
variabilitu neZ u jinych autoimunitnich onemocnéni, a zda se, Ze k deregulaci B lymfocytarniho
vyvoje dochdzi v misté zanétu, nikoli na periferii (Wei, Jenks et al. 2015). B lymfocyty u RA
maji snizenou expresi CXCRS (chemokinovy receptor exprimovany maturovanymi B
lymfocyty, ktery slouzi k navedeni B lymfocyti do sekundarni lymfatické tkan¢€), a zvySenou
expresi CXCR3 (transmembranovy prozanétlivy receptor aktivovany chemokiny z rodiny
CXC) (Lacotte, Brun et al. 2009, Wei, Jenks et al. 2015). Zanétliva synovie pacientli s RA je
infiltrovana vysokym pocétem CD38+ B lymfocytid, z nichz ¢ast je CD27+, coz nasvédCuje

tomu, Ze se jedna o buiniky pamétové (Wei, Jenks et al. 2015).

Ve studii Milana Poldka (2014) byla u pacienti s RA podchycena statisticky
nevyznamn¢ zvySend frekvence CDI19+CD20+CD27+ pamétovych B lymfocyth
(17,53 £ 1,78 %). Zajimavé vysledky poskytl rozbor populace FO B lymfocytt, kdy u pacienti
s RA doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni frekvence FO I a FO Il v porovnani se zdravymi
kontrolami; zdrava kontrola: FOI: FOII — 25,58+4,62% : 32,66+3,52% a RA FOI : FOII - 12,93
13,19%: 42,47%3,29%; p<0,0001.

8.1.2 Ankylozujici spondylitida

Ankylozujici spondylitida, téZ Bechtérevova nemoc (spondylitis ankylosans seu
morbus Bechterevi, dale jen AS) je chronické, progredujici, zanétlivé onemocnéni pohybového
aparatu ze skupiny spondyloartropatii. Primarné¢ postihuje kloubni spojeni patefe
(sakroiliakélni, intervertebralni, kostovertebralni) vcetné pfiléhajicich mékkych tkani
(meziobratlové plotynky a vazy), v t€¢zSich ptipadech mize postihnout i kofenové a periferni
klouby. Zanétlivé procesy vedou k postupné osifikaci meékkych tkani az k ankyloze kloubnich

spojeni.

Prevalence AS v celosvétové populaci je odhadovana na 0,1 — 1,4 % v zavislosti na
etnicité (nejvice piipadd je v Turecku, Recku, Italii, nejméné pak v Japonsku a Ciné (Dean,
Jones et al. 2014), pficemZ muzi jsou postizeni az tfikrat Castéji nez Zeny (Dakwar, Reddy et al.

2008, Lin, Gu et al. 2009, Niu, Zhang et al. 2013, Dean, Jones et al. 2014).
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Mezi klinicky vyznamné diagnostické znaky patii v prubeéhu dne se stupiujici
bolestivost zad, s maximem v noc¢nich a rannich hodinach, kterd je zpisobend zanétlivymi
procesy v kloubnich spojenich axidlniho skeletu. Postupné se ptidava sniZzeni hybnosti patete,
bolest kycli, ramen a objevuje se asymetrickd periferni artritida, daktylitida a entesitida
(Dakwar, Reddy et al. 2008). Typicka je pro AS predilekce zanétu v kiizokycelnim kloubu
s postupnou progresi do vysSich etdzi patete. Mezi Casté extraartikuldrni komorbidity patii
chronicka unava, nespavost, postizeny mohou byt o¢i (typicka je fotofobie a iridocyklitida),
plice (fibroza, snizeni vitalni kapacity pod vlivem postupujici osifikace mékkych tkani),
gastrointestinalni trakt (asymptomaticky probihajici zanét stiev), objevit se mohou otoky
velkych kloubti (van der Linden a van der Heijde 1998, Dakwar, Reddy et al. 2008, Dean, Jones
et al. 2014).

8.1.2.1 Identifikované populace B lymfocyti v periferni krvi u pacientu s ankylozujici

spondylitidou

Poznatky o fenotypu a funkci B lymfocytarnich populaci u AS jsou velmi limitované,
vétSinou se odvozuji od studii vénovanych RA, systémovému lupusu (SLE), ptipadné
roztrouSené skleroze (RS). Lin Qu a kolektiv (2009) popsali signifikantné vyssi zastoupeni
CD27highCD19+ B lymfocyti v periferni krvi pacientd s AS. Oproti tomu Niu a kolektiv
(2013) zjistili, Ze frekvence CD27+ B lymfocytl v porovnani se zdravymi kontrolami byla
niz8i. Zaroven u pacientli s AS zaznamenali vyznamné vyssi frekvence CD86+ a CD27-CD95+
B lymfocyti (p<0,001). Sledovali korelace vybranych B lymfocytarnich populaci s testem
aktivity AS BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index), u kterého
zaznamenali pozitivni korelaci s CD38+ a CD95+ B lymfocyty a negativni korelaci u populace
CD38- a CD86+ B lymfocyti (Niu, Zhang et al. 2013). Jako terapeuticky zajimavé
identifikovali dvé klicové populace CD27-CD95+CD19+ a CD86+CD19+ B lymfocytl (Niu,
Zhang et al. 2013).

8.2 Nespecifické zanéty streva

Nespecifické zanéty stieva (téz idiopatické, IBD, z angl. inflammatory bowel disease)
jsou heterogenni skupinou chronickych zanétlivych onemocnéni traviciho traktu s nezndmou
patogenezi a etiologii. Typicky se ozna¢enim nespecificky zanét stiev rozumi Crohnova nemoc

(K50 podle ICD10) ¢i ulcerdzni kolitida (K51 podle ICD10), v 5 — 15 % ptipadt se nepodaii
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diferencidlni diagnostikou blize specifikovat typ postizeni traviciho traktu a hovoii se o

neurcitych kolitidach (K52 podle ICD10) (Lukas 2011).

Ptestoze o jejich existenci védéli jiz 1ékari doby fimské, jako neinfekéni prijmovité
onemocnéni je popisuje kolem roku 300 n. 1. Aretacus (De Dombal 1968), klicové objevy
vedouci k jejich definici jako specifické diagndzy byly u€inény na pielomu 19. a 20. stoleti.
Ulcerativni kolitida byla jako samostatna nosologickd jednotka definovana v roce 1875

anglickymi 1ékati Wilksem a Moxonem (De Dombal 1968).

Popis klinickych projevli Crohnovy choroby byl pfednesen az o vice nez padesat let
pozdéji, dne 13. kvétna 1932 na setkani odbornikd v oblasti gastroenterologie v New Orleans
(Crohn, Ginzburg et al. 1932). Od druhé poloviny 20. stoleti nartsta zdjem o nalezeni pficin

vedoucich k rozvoji téchto onemocnéni.

PtestoZze mechanismus rozvoje nespecifickych zanétl stfev neni plné pochopen, 1ze
fici, ze se jednd o multifaktorialni onemocnéni, na jejichZ rozvoji se podili interakce mezi
genetickou predispozici (napi. polymorfismus genu NOD2/CARDIS5), narusenou c¢innosti
imunitniho systému jedince (napt. zvysena aktivita CD4 T lymfocyti ve sliznici MALT) a
spoustéci ze zevniho a vnitiniho prostiedi (napt. koufeni, dieta, mikrobiom). V soucasnosti
poc¢ty nemocnych vyznamné narlstaji, i proto lze nespecifické zanéty stfeva oznacit za

civiliza¢ni chorobu (Lukas 2011).

8.2.1.1 Identifikované populace B lymfocyta v periferni krvi u pacienti s

nespecifickymi zanéty stirev

Vétsina praci zamétenych na studium B lymfocytli u pacientti s nespecifickymi zanéty
sttev se soustiedi na identifikaci odliSnosti ve frekvenénim zastoupeni jednotlivych
lymfocytarnich populaci ve sliznici chorobou postizeného stieva. Takovy postup vyzaduje
invazivni zakrok v podobé biopsie postizené tkané€. Z pohledu klinické praxe se jedna o rutinni,
byt relativné naro¢ny a nakladny postup. Moznost vyuziti relativné malého mnozstvi vzorku
periferni krve pro diferencidlni diagnostiku se tak jevi z hlediska mozZné aplikace jako velice
perspektivni. Jednim z cili moZného vyuZiti ndmi navrzeného 11-barevného panelu je prave i
moznost jeho vyuziti pfi diferencidlni diagnostice nespecifickych zanétt stfev. Nase hypotéza
vychézi z predpokladu, ze se dvé nejcastéjsi choroby, které jsou pod timto souhrnnym terminem
zahrnovany, tedy Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida, 1i§i svym mechanismem patogeneze,

a to 1 na bunécné trovni. A pokud je tato presumpce platnd, musi byt rozdily postizitelné také
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ve vzorcich periferni krve. Bude tedy nutné zodpovédét otazku, jestli se tyto choroby daji

rozlisit podle obrazu, ktery poskytne zastoupeni B lymfocytl v periferni krvi.

8.2.2 Crohnova nemoc

Crohnova nemoc (colitis regionalis, dale jen KRO) je autoimunitni onemocnéni

postihujici gastrointestinalni trakt. Jedna se o chronicky zanét neinfek¢éniho piivodu, ktery miize

postihnout kteroukoli ¢ast traviciho traktu od jicnu po konecnik.

Prevalence  Crohnovy [znak ulcerézni kolitida Crohnova nemoc
. B klinika
ChOI’Oby S€ VIUZIly'Ch oblastech horecka pomérné Casté Casté
w oy Sy « bfisnibolest variabilni Casté
svéta liSi.  Nejvys§i  polty [— — P
prdjem velmi Casté pomérné Casté
pacienti’l jSOll zaznamenévény krvlacenllzkonecmku velmvl caft:a i E)omlerne Casté
ztrata vahy pomérné Casté Casté
v Kanadé severni EVI‘Opé a zndmky malnutrice pomérné Casté Casté
b
periandlni choroby nejsou pomérné Casté
Australii (3’2 %o/I'Ok), nejniiéj abdominalni hmota nejsou Casté
poruchy rdstu obcas Casté
pak v Africe a Asii (Cosnes, mistopostizeni
colon vyhradné 2/3 pacientt
Gower—Rousseau et al. 2011, [oom nikdy 2/3 pacientt
jejunum nikdy vzacné
Molodecky, Soon et al. 2012). [ , —
Zaludek nikdy vzacné
Nemoc se objevuje u lidi duodenum nikdy vzacne
hltan nikdy vzacné
mladého  dospélého  ve&ku, strevnikomplikace
stendzy nevise Casté
typicky mezi 20. — 30. rokem [pitéle nejsou pomérné Casté
. . . . . megacolon toxicum nevise neni
ZlVOta, as1 tretina paCIGHtu J€ |perforace nevise malo Casté
. . , . . rakovina asté pomérné Casté
diagnostikovana pted dosazenim A O, T
20 let véku Patogeneze je zatim drobiva tkan velmi Casté pomérné Casté
’ aftdznia linearnivredy (fisury) |nejsou Casté
neznémé, pfedpoklada se, Je se dlazdicovity vzhled nejsou Casté
pseudopolypy Casté pomérné Casté
jedné 0 autoimunitni onemocnéni |poskozenikoneéniku velmi &asté pomérné Casté

s podilem genetické, imunitni a

Tabulka 4 Porovnadni zdkladnich rozdili mezi Crohnovou nemoci a

ulcerdzni kolitidou (prevzato z Podolsky 2002)
environmentalni slozky. Mezi rizikové faktory vnéjsiho prostiedi patii predevSim na tuky a

sacharidy bohata strava, koufeni, pouzivani hormondlnich preparata ¢i stres, jeZ l1ze obecné

oznacit jako ,,zapadni styl zivota“.

Poznatky o genetickych pfiCinach lze Cerpat ze studii, které potvrzuji vyssi vyskyt
KRO mezi sourozenci. V roce 2001 byla identifikovdna prvni mutace v genu NOD?2, ktera byla

asociovana s rozvojem Crohnovy nemoci (Hugot, Chamaillard et al. 2001, Philpott, Sorbara et
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al. 2014). Postupné bylo popsano né¢kolik desitek dalSich genti (napf. IL23R,IRGM,
ATGI16L1), které riziko rozvoje KRO zvysuji (Philpott, Sorbara et al. 2014).

KRO je kontinualni, progresivni zanétlivé onemocnéni, které se projevuje
dlouhotrvajicimi prijmy, zvracenim, bolestmi bficha, inavou a krvi ve stolici. Zanét postihuje
celou stfevni sténu ve vSech vrstvach (je transmuralni), pficemz postizeni mize byt segmentarni
nebo plurisegmentarni, tj. stfidaji se useky nepostizené s postizenymi. Zaroven se oblasti
postizeni muzou kombinovat a jejich lokalizace proménovat v zavislosti na vzplanuti nebo
vyhasnuti zan€tu. V postizeném misté stfevni stény se nad lymfatickymi folikuly tvofi aftosni
viedy ¢i polypy. KRO je charakterizovana tvorbou hnisavych lozisek (abscestl), neptirozenych
propojeni mezi organy, cévami, kuzi, u KRO typicky kanalkovita propojeni mezi klickami
stteva nebo propojeni s mo¢ovym méchyiem (pistéle) a zazenim prasvitu dutého orgdnu — napf.
stteva, jicnu, Zaludku zjizvenim vznikajicim pii hojeni zdnétem postizené tkan¢ (stendzy). Tyto

procesy mohou vést az k celkovému pieruseni prichodnosti (obstrukci) stieva.

8.2.2.1 Identifikované populace B lymfocytu v periferni krvi u pacienti s Crohnovou
nemoci

Role B lymfocytarnich subpopulaci v patogenezi Crohnovy nemoci neni znama.
Podatilo se prokazat, ze pocet CD19+ a CD5+ B lymfocyti je u pacienti s KRO vyznamné
niz8i nez u zdravych kontrol (Neil, Summers et al. 1992). Yacyshyn a Pilarski (1993) popsali
CD19+CD45RO subpopulaci B lymfocytl, jako typickou pro pacienty s KRO. Snizeny pocet
B lymfocytt cirkulujicich v periferni krvi byl nasledné potvrzen i nékolika dal§imi studiemi.
Zajimavy vysledek pfinesla prace Li a kolektivu (2015), ktefi se zaméfili na CD19+ B
lymfocyty. Potvrdili, Ze celkovy pocet CD19+ B lymfocytl v periferni krvi je u pacienti s KRO
niz8i nez u zdravych kontrol. Zaroven popsali snizenou expresi CD40 (receptor pro CD40L T
lymfocytl) u pacienti s KRO, snizeny pomér CD5+ (subpopulace B lymfocytt, ktera moduluje
vrozené a autoimunitni reakce, podili se na prezentaci antigenu a indukci tolerance) a
IgM+I1gD+CD27+ (subpopulace pamétovych buncék pied izotypovym piesmykem, pre-

switched memory cells) u pacientl s aktivnim nespecifikovanym zanétem stiev.

Zajimava je z tohoto pohledu sniZend exprese znaku CD40 v periferni krvi, protoZze u
pacienti s KRO a UC je exprese CD40+ bunék ve stievni tkdni vyznamné zvysend, s tim, ze
jejich nejvyssi koncentrace jsou v germindlnich centrech lymfoidnich folikulti (Liu, Colpaert et
al. 1999, Li, Vermeire et al. 2015). Provedenym dvojitym barvenim bylo prokazano, ze vétSinou

CDA40+ bungk v tkani stieva pacientli s KRO jsou B lymfocyty (CD20+CD40+) (Liu, Colpaert
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et al. 1999). Tento stav by mohl byt dokladem urcité funkcni alterace CD40+ B lymfocyti

v periferni krvi u pacientt s nespecifickym zanétem stfev (Li, Vermeire et al. 2015).

8.2.3 Ulcerdzni kolitida

Ulcer6zni kolitida (colitis ulcerosa, dale jen UC) je intermitentné probihajici viedovité

onemocnéni traviciho traktu, které postihuje vylucné tlusté stfevo a konec¢nik.

Prevalence UC se v riiznych oblastech svéta lisi, udava se v rozsahu od 0,76 %o do
2,46 %o za rok s tim, Ze nejvyssi vyskyt je dokumentovan v severni Evrop¢ a severni Americe,
nejnizsi riziko rozvoje UC maji Asiaté (Danese a Fiocchi 2011). Choroba se manifestuje mezi
20. az 40. rokem Zivota a Castéji postihuje zeny nez muze. Vyjimkou neni ani rozvoj nemoci

v détském veéku.

Mezi hlavni klinické pfiznaky UC patii prijjem s ptimési krve a hlenu. Nastup choroby
je postupny, se stiidanimi obdobi remise onemocnéni a naslednymi relapsy. Proto se u UC
rozliSuje stadium aktivni nemoci, kdy je zanétem postizena sliznice (pars mucosa) kone¢niku
odkud se choroba §ifi do dalSich oblasti tlustého stieva (Danese a Fiocchi 2011). Na rozdil od
KRO nedochdzi k transmuralnimu poSkozeni stfevni stény, zanétlivou tkan sliznice lze na
histologickém preparatu odlisit podle ostré hranice, ktera ji déli od tkan¢ zdravé. K hlavnim
ptiznakim se mohou pfidruzit i bolesti bficha, horecka, hubnuti nebo unava. Pii t€Zkém

prabéhu UC mize dojit ke zjizveni, kraceni nebo Gplné ztraté funkce stieva.

Pti¢iny vzniku UC nejsou plné pochopeny a popsany. Piedpoklada se, Ze se jedna o
multifaktoridlni autoimunitni onemocnéni, na jehoZ rozvoji se podili faktory genetické,
imunologické 1 environmentalni. Mezi rizikové Cinitele patii stres, koufeni, dieta s vysokym
obsahem sacharidii a tuki. S ohledem na rozsifeni 1ze UC povaZovat za civiliza¢ni onemocnéni
spojené se zapadnim Zivotnim stylem a vysokym socioekonomickym statusem pacienti
(Podolsky 2002, Cosnes, Gower—Rousseau et al. 2011, Danese a Fiocchi 2011). Genetické
pozadi UC je velmi podobné KRO. Piesto byly v jejich genetickém profilu nalezeny urcité
odli$nosti. Anderson et al. (2011) provedli metaanalyzu 6 GWAS studii zaméfenych na
nespecifické zancty stfev a popsali 47 lokust, které jsou asociovany s rozvojem
nespecifikovanych zanéti stiev, pficemz 19 z nich bylo prokdzano pouze u pacientti s UC,

nikoli s KRO.
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8.2.3.1 Identifikované populace B lymfocytu v periferni krvi u pacienti s ulcerézni
kolitidou

Podobné jako u KRO je role B lymfocytarnich subpopulaci u pacienti s UC neznama.
V obecnych rysech se imunofenotypovy profil B subpopulaci v periferni krvi podoba profilu
pacienti s KRO. U obou nemoci byl v periferni krvi popsan zvySeny pocet casnych
nematurovanych plazmatickych buné¢k (CD19+CD20-CD138+CD49-) oproti jejich poctu u
zdravych kontrol. Tento zvySeny pocet koreluje s aktivaci choroby, pfesto mezi obéma
nemocemi existuje vyznamny rozdil (Hosomi, Oshitani et al. 2011). U pacientti s UC je up-
regulovana exprese CXCR3 na nematurovanych plazmatickych bunikach v periferni krvi.
CXCR3 je chemokinovy receptor, mezi jehoz funkce patii aktivace integrinti a chemotakticka
migrace. Tento jev nebyl pozorovan u pacienti s KRO. Pro UC je typicka infiltrace
nematurovanych plazmatickych bun¢k do mista probihajiciho zanétu, a pravé CXCR3 se ziejmé
podili na odliSném mechanismu usazovani B lymfocytl v zdnétem poSkozené tkani (Hosomi,
Oshitani et al. 2011). Tyto zavéry lze podlozit i pozorovanimi in situ. Jinno, Ohtani et al. (2006)
u pacienti s UC popsali Ki67+CD19+CD20- subpopulaci malych B lymfocytt v LPL (z angl.
lamina propria [ymphocytes), nachézejicich se v histologickém fezu ve vysoké koncentraci u
baze viedu. Ki-67 je bunécnym identifikacnim znakem proliferace, a je v bunice pfitomny
béhem vSech aktivnich fazi bunééného cyklu (G1, S, G2 a M). Z této subpopulace je vyznamny
pocet CD138+. To svédEi o tom, Ze se jedna o linii nematurovanych plazmatickych bunék, coz
je v kontrastu s nalezem a distribuci LPL u pacienti s KRO, u kterych jsou plazmatické buniky

CD19- a Ki67low (Jinno, Ohtani et al. 2006).

Vysledky ziskané ze studia B lymfocytarnich populaci v rdmci naseho B bunécného
panelu ukazuji, ze pfi studiu CD19+CD27+ populace pamétovych B lymfocytii postacuje
pfidani aktivaniho markeru CD20 a IgM a najdeme signifikantni rozdil ve frekven¢nim
zastoupeni populace CD19+CD27+CD20+IgM- B lymfocytli u pacientd s nespecifickym
zanétem stfev. U pacientil s Crohnovou chorobou je frekvence jejich vyskytu sniZena, oproti

tomu frekvence této populace u pacientt s ulcer6zni kolitidou je zvySena (Sucha 2016).

8.3 Nadorova onemocnéni

8.3.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom, né¢kdy oznacovany jako rakovina tlustého stifeva a konecniku,

(déle jen CRC), je zhoubnym nadorovym onemocnénim traviciho traktu, které postihuje
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predevSim sliznici tlustého stfeva, tratniku a kone¢niku. Jednd se o velmi heterogenni
onemocnéni, na jehoz rozvoji se podili vzajemna interakce genetickych, epigenetickych a
environmentalnich faktorti (Binefa, Rodriguez-Moranta et al. 2014). CRC je civiliza¢nim
onemocnénim, v celosvétovém méfitku je jeho incidence zavislda na mife ekonomické
vyspélosti zemé. Piiznaky a symptomy zahrnuji krev ve stolici, zmény v motilité stieva, abytek

vahy a vyznamnou Gnavnost.

V Ceské republice je CRC nejéastdji diagnostikovanym zhoubnym nadorem traviciho
ustroji. Informace o Udajich a postaveni CRC v celosvétovém méfitku se v jednotlivych
zdrojich nepatrné lisi, piesto 1ze sumarizovat, ze CRC je tfetim nejCastéjsim typem rakoviny u
muzi (predni piicky zaujimaji rakovina plic a prostaty) a po rakovin¢ prsu druhym nejcastéj$im

typem rakoviny u Zen (Binefa, Rodriguez-Moranta et al. 2014).

Ve vice nez 80 % je vyskyt CRC sporadicky (Kala 2008). Mezi hlavni exogenni
rizikové Cinitele pifi vzniku a rozvoji CRC patii ,,zapadni® Zivotni styl, na tuky a cukry bohata
dieta, nedostatecna pohybova aktivita, koufeni a konzumace alkoholu (Eaden, Abrams et al.
2001, Kala 2008, Chan a Giovannucci 2010, Watson a Collins 2011, Binefa, Rodriguez-
Moranta et al. 2014). ZvySené riziko rozvoje CRC maji pacienti s cukrovkou, obezitou.
Vyznamné zvysSené riziko rozvoje CRC hrozi pacientiim, ktefi jsou diagnostikovani s KRO
nebo UC (Eaden, Abrams et al. 2001). NejvyznamnéjS$imi endogennimi €initeli jsou pohlavi a
vék. CRC je castéji diagnostikovan u muzi a riziko rozvoje onemocnéni vyznamné stoupd u
lidi nad 50 let. Asi jen u 20 % diagnostikovanych ptipadit CRC Ize prokazat dédicnou zatéz
(Kala 2008).

Klinicky obraz CRC je heterogenni, zavisi na velikosti mechanické piekazky ve sttevé
a jeji lokalizaci. Nejc€astéjSimi ptiznaky je zména defekacniho vzorce pacienta, plynatost,
kolikovité bolesti, ptipadné neprichodnost stiev (ileus), nechutenstvi, ubytek hmotnosti a
celkovy diskomfort. Pfipojit se miize krvaceni do traviciho traktu, které je prikazné
makroskopicky nebo mikroskopicky, a miiZe se téZ projevovat anémii pacienta. Komplikaci se
muZe stat v piipadé perforace nddoru akutni peritonitida. Pfidruzenym symptomem rakoviny
kone¢niku jsou pocity neuplného ¢i nedostatecného vyprazdnéni pii defekaci (tenesmus)

(Klener a Karlova 2011).
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8.3.2 Identifikované populace B lymfocytu v periferni krvi u pacient(

s kolorektalnim karcinomem

U onkologickych pacientti dochdzi velmi bézné k aktivaci B lymfocytl, coz muze
znacit, ze B lymfocyty hraji diilezitou roli v nddorové imunité (Nelson 2010). U pacienti s CRC
se objevuji terciarni lymfoidni struktury (angl. tertiary lymphoid structures, TLS), které krome
CD4+CD8+ T lymfocytd a DC obsahuji subpopulace CD20+ B lymfocytl, které jsou
oznacovany jako TIL-B (CD20+ tumor infiltrating B cells). Barbera-Guillem, Nelson et al.
(2000) prokazali, ze u pacientil s pokrocilou formou CRC je v periferni krvi, v porovnani se
zdravymi kontrolami, mensi mnozstvi cirkulujicich CD19+ B lymfocytl. Zaroven pozorovali,
ze u této populace CD19+ B lymfocyti dochézi k hyperexpresi molekuly CD21, tj. Ze
v periferni krvi téchto pacientti cirkuluje signifikantn¢ vet$i mnozstvi CD19+CD21++ B
lymfocytt. Procento IgD-CD27+ pamétovych bunék v periferni krvi pacienti s CRC je az
dvojnéasobné vyssi, nez je tomu u zdravych kontrol, coz by mohlo znamenat, Ze CRC ovliviiuje
B lymfocytarni homeostazu (Shimabukuro-Vornhagen, Schlosser et al. 2014). Sou¢asné bylo
zjisténo, ze periferni krev pacientii s CRC obsahuje vyssi procento aktivovanych B lymfocyt
(CD19+CD20+CD86+), vyssi pocet CD19+CD20—CD38high plazmatickych bunék (tato
populace méla soucasné velice silnou expresi CD27) a zvySeny pocet CD24highCD27+

regulacnich B lymfocytli (Shimabukuro-Vornhagen, Schlosser et al. 2014).

8.3.3 Nadorova onemocnéni slinivky brisni

Nadorova onemocnéni slinivky bfiSni zahrnuji heterogenni skupinu onemocnéni, ktera
se svou povahou fadi mezi nejzhoubngjSi procesy v oblasti travici soustavy. Nadorova
onemocnéni slinivky bfiSni jsou vysoce maligni, benigni formy jsou vzacné (Leffler 2002).
Morfologicky je 90 % nadorti slinivky bfiSni tvofeno karcinomem, 3 — 5 % ptedstavuji
neuroendokrinni naddory a 5 — 7 % pfedstavuji nehomogenni cystické naddory (Leffler 2002).
Existuje n€kolik histologickych typl karcinomu slinivky bfisni. Duktalni adenokarcinom, ktery
je nalézan v 95 % pftipadi, je nejzhoubné€jsim typem, zbylych 5 % diagnostikovaych ptipada
ptredstavuji cystické adenokarcinomy, acinarni karcinom a intraduktalni papilarné mucindzni
karcinom (Leffler 2005). Nemoc ma velmi nespecifickou symptomatologii, kam se fadi
unavnost, zvySena depresivita, hubnuti, nechutenstvi ¢i bolesti v zddech. I proto dochazi
k podchyceni choroby v pozdnich stadiich a prognoéza dalSiho vyvoje je velmi Spatna (PeSkova

a Svab 2003, Hlavsa, Man et al. 2008).
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Incidence nadort slinivky biisni se v Ceské republice pohybuje kolem 15 az 20
ptipadd na 100 000 obyvatel za rok, a ma vzestupnou tendenci. Karcinomem jsou c¢asté&ji
postiZzeni muzi nez zeny (v poméru 1 : 1,5), a riziko rozvoje karcinomu vzriistd s vékem (Leftler

2002, Peskova a Svab 2003).

Mezi exogenni etiologické faktory patfi koufeni, vysokokalorickd dieta s pfevahou
zivoc¢iSnych tuki a bilkovin, nadvaha, zvazuje se vliv zvySené konzumace alkoholu a kavy,
pracovniho prostiedi v chemickych provozech (Leffler 2002, Peskova a Svab 2003, Leffler
2005). Mezi vyznamné endogenni Cinitele a zaroven identifikacni znaky rozvoje karcinomu
slinivky bfisni patii predevsim vek. Incidence choroby se strmé zvySuje u osob nad 30 let.
Dalsimi jsou nékterda onemocnéni, jako je chronicky zanét slinivky a cukrovka. U chronické
pankreatitidy se zvySeni rizika rozvoje karcinomu zvySuje az 16x, studuje se geneticka
predispozice v ptipad€ zvySeného familidrniho vyskytu nddorovych onemocnéni slinivky bfisni
(hereditarni pankreatitida), ale i vyskyt dalSich hereditarnich syndromii jako je Lynchiv
syndrom & BRCAII (Peskova a Svab 2003).

8.3.4 Identifikované populace B lymfocytu v periferni krvi u pacientt s

nadorovym onemocnénim slinivky bfisni

V soucasné dobé bylo publikovano nékolik studii zaméfenych na B lymfocytarni
populace a jejich funkci u pacientil s duktalnim andenokarcinomem pankreatu. Gunderson,
Kaneda et al. (2016) dosli k zavéru, Ze B lymfocyty spolu s FcRy-aktivovanymi myeloidnimi
bunikami a n€kterymi makrofagy hraji kli€ovou roli v regulaci funkénich vlastnosti CD8+T
lymfocytl. Jako hlavni regulatory nadorové suprese identifikuji BTK a PI3Ky. Ve své studii
prokazali (Gunderson, Kaneda et al. 2016), ze jak u lidi, tak u mys$i dochazi ve slezin€ k aktivaci

tumor-rezidentnich CD20+, CD11b+ a FcyRI/III+ bun€k (v porovnani s periferni krvi).

Pylayeva-Gupta, Das et al. (2016) zjistili, Zze vyznamnou roli v rozvoji neoplazii
pankreatu hraji B lymfocyty s fenotypem CD19+CD1dhiCD5+, a to prostfednictvim sekrece
cytokinu IL-35, ktery se zapojuje do tumorigeneze.
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9 Material a metody
9.1

9.1.1 Chemikalie

Chemikalie, roztoky a monoklonalni protilatky

Systematicky nazev/nazev

Vzorec/oznaceni

Vyrobce

Azid sodny

NaN;

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Deionizovana H,O ddH,O vlastni vyroba, systém
Millipore,Billerica, USA
Dihydrogen fosforecnan draselny KH>PO4 Sigma-Aldrich, St. Louis,

USA

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat

Na,HPO,.12H,0

Penta, Chrudim, CR

Hoechstovo barvivo Hoechst 33258 Hoechst A, Frankfurt nad
Mohanem, Némecko

Chlorid draselny KCl Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Chlorid sodny NaCl Lachema, Neratovice, CR

Lymphoprep ( p: 1,007 = 0,001 g/ml pti 20

OC)

Axis-ShealdsPoC, Oslo,
Norsko

Trypanové modf, Trypan Blue stain 0,4%

C34H28N6O14S4

Invitrogen, Carlsbad, USA

Zelatina

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

9.1.2 Monoklonalni protilatky

Monoklonalni protilatka

Oznadeni

Klon

Vyrobce

Mouse anti-human CD19

PE-Cy7

SJ25C1

BD Pharmingen, San Jose, USA

Izotypova kontrola mysi IgG1

pro vSechny fluorochromy

Dako, Glostrup, Dansko

negativni

Mouse anti-human CD20 PerCP- 2H7 eBioscience, San Jose, USA
Cy5.5

Mouse anti-human CD21 APC HB5 eBioscience, San Jose, USA

Mouse anti-human CD24 PE SN3 A5- eBioscience, San Jose, USA

2H10

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

Mouse anti-human CD38 Alexa Fluor | HIT2 BD Bioscience, San Jose, USA
700

Mouse anti-human IgM FITC SA-DA4 eBioscience, San Jose, USA

IgA BV655 M24A BioLegend, San Diego, USA

IgDh BV510 1A6-2 BioLegend, San Diego, USA

IgG BV605 G18-145 BioLegend, San Diego, USA
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9.1.3 Roztoky

9.1.3.1 Pufrovany fyziologicky roztok

Pufrovany fyziologicky roztok (angl. Phosphate Buffered Saline, dale jen PBS) se
pouziva pro stabilizaci pH v neutrdlni az lehce zésadité oblasti (pH 6 — 8,5). Pro potieby
experimentu jsme vyuzili PBS ve dvou koncentracich: 10 x PBS a 1 x PBS. V prvni fazi jsme

pripravili 10x PBS.

Navazili a smichali jsme 80 g NaCl, 2 g KCI, 29 g Na,HPO4.12.H>0 a 2 g KH,POa.
Doplnili do objemu 1000 ml ddH>O a za stalého michani rozpustili. Pomoci HCI jsme upravili
pHna 7,2 — 7,4. Ve druhém kroku jsme pfipravili 1x PBS natedénim jiz ptipravené¢ho 10x PBS

destilovanou vodou, a opét zkontrolovali pH. Piehled viz Tabulka 5.

10x PBS 1x PBS

Chemikalie Navazka Chemikalie Objem
NaCl 80 ¢g 10 x PBS 10 ml
KCl 2g ddH,O 90 ml
Na>HPO,4.12H,0 29¢g

KH>PO4 2¢g

ddH,O Doplnit do 1000 ml

Tabulka 5 SloZeni potrebnych roztok( PBS

9.1.3.2 Promyvaci roztok

Promyvaci roztok (angl. Wash/Staining Buffer, dale jen WSB) slouzi jako fedidlo
protilatek a pufr pfi promyvani bunék, které budou znaceny imunofluorescenénimi barvivy.
Obsahuje zelatinu, ktera sniZzuje nespecifickou vazbu protilatek a fluorochromii na cilové
buiiky, a metabolicky inhibitor NaNjs, ktery brani difuznimu pohybu integralnich proteint na

urovni bunééné membrany (tzv. ,, patching and capping ).

Navazili jsme 1 g NaN3 a dobie jej rozpustili v malém mnozstvi ddH>0. V tomto

roztoku jsme rozpustili 4 ml Zelatiny a za stdlého michani doplnili ddH20 do objemu 1000 ml.

WSB

Chemikalie Navazka/objem
Zelatina 4 ml

NaNj3 lg

1x PBS Doplnit do 1000 ml

Tabulka 6 SloZeni roztoku WSB
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9.1.3.3 Pouzité pristrojové vybaveni

Pouzito bylo piistrojové vybaveni BTU AV CR, v. v. i., Stiediska Cytometrie a
Mikroskopie MBU AV CR, v. v. i. a Laboratote molekularni antropologie Katedry antropologie

a genetiky ¢lovéka PiF UK v Praze.

Pristroj

Vyrobce

Automatické pipety

Gilson, Middleton, USA

Carl Zeiss Primovert inverzni mikroskop s
AxioCam ERc 5 s kamerou

Carl Zeiss, AG, Oberkochen, Némecko

Centrifuga Alegra X-22R Centrifuge

Beckman-Coulter, Fulerton, USA

Digitalni vaha

Sartorius AG, Gottingen, Némecko

pH metr inoLab p720

WTW, Weilheim, Némecko

Pratokovy cytometr LSRII

Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA

Vortex V-1 plus

Biosan, Riga, Litva

Vyrobnik ledu Bar line B 21 AS/WS

Frimont, Milano, Italie

Tabulka 7 Seznam pristrojového vybaveni

9.1.3.4 Software

Pro pofizeni, analyzu a zpracovani dat byly kromé standardnich programt baliku MS

Office 365 PRO pouzity programy Diva v 5.0.1, GraphPadPrism 6 a Kalusa Analysis 1.5a.

Program Vyrobce

Divav 5.0.1 Becton & Dickinson, Franklin Lakes, USA
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA
Kalusa Analysis 1.5a Beckman-Coulter, Fulerton, USA

Tabulka 8 Seznam pouZitého softwaru

9.1.3.5 Ostatni spotiebni material

Popis

Vyrobce

Latexové rukavice Sempercare

Sempermed, Northhamptonshire, VB

Mikrotitracni desticky (96 jamek)

TPP AG, Trasadingen, Svycarsko

Eppendorfovy mikrozkumavky

Eppendorf, Hamburg, Némecko

Spicky k pipetam

Gilson, Middleton, USA

Pasteurovy pipety

Biologix Research Company, Lenexa, USA

Zkumavky se Sroubovacim uzaveérem (50 ml)

TPP AG, Trasadingen, Svycarsko

Zkumavky SepMate™

StemCell Technologies, Vancouver, Kanada

Tabulka 9 Seznam pouZitého spotiebniho materidlu
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9.2 Vzorky periferni krve

Vzorky periferni krve kontrol a pacienti byly ziskdny ve spolupraci s MUDr.
Michaelou Schneiderovou z 1. Chirurgické kliniky — bti$ni, hrudni a urazova chirurgie 1. LF a
VFN v Praze (CRC a GC), s primatkou MUDr. Marii Sedla¢kovou z Revmatologického a
rehabilitacniho oddéleni Thomayerovy nemocnice v Praze (CP, RA a AS); s MUDr. Annou
JonaSovou z 1. Interni kliniky — hematologie 1. LF UK a VFN v Praze (MDS/AA a AA) a
MUDr. Janem Lakotou z Ustavu experimentélnej onkoldgie SAV v Bratislavé (MM). Vechny
vzorky periferni krve byly ziskdny na zaklad¢ pfedem udéleného informovaného souhlasu a

v souladu s etickym kodexem ptislusné instituce.

9.2.1 Odbér periferni krve

Vzorky periferni krve pacientll i kontrol byly odebrany do 9 ml zkumavky s Ks3EDTA
v odbérovych ordinacich spolupracujicich pracovist’. Po pfenosu do laboratofe ke zpracovani,

byly tyto vzorky oznaCeny ¢islem podle potadi, ve kterém byly piijaty.

9.2.2 lzolace perifernich mononuklearnich bunék (PBMC)

V zévislosti na dob¢, ktera ubéhla od odbéru do zpracovani, byly pouzZity dva
standardizované protokoly. Protokol A, podle kterého se postupovalo v ptipadé, Ze vzorky byly
zpracovavany v den odbéru. Protokol B, ktery byl pouZit v ptipadé, Ze vzorky krve byly
zpracovany az nasledujictho dne. V tomto piipadé byly vzorky pifes noc uchovavany

pii pokojové teploté.

9.2.2.1 Protokol A

Zakladni charakteristikou postupu podle Protokolu A je pouziti zkumavek SepMate™
(StemCell Technoloies, Vancouver, Kanada). Cely postup probiha za pokojové teploty, a je

casoveé meén¢€ narocny.

1. Pomoci Pasteurovy pipety jsme do 50 ml zkumavky SepMate™ nanesli 15 ml
hustotniho gradientového média Lymphoprep™ tak, aby byl prostor separacni komory
zcela vyplnén.

2. Vzorek periferni krve jsme ptelili do sterilni 50 ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem

a ziedili v poméru 1:1 1x PBS a pomoci Pasteurovy pipety jemn¢ promichali.
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Na membranu zkumavky SepMate™ jsme pomoci Pasteurovy pipety opatrné nanesli
30 ml suspenze buné¢k periferni krve a 1x PBS ziskané v kroku 2.

Vzorek ve zkumavce SepMate™ jsme umistili do centrifugy a nechali stoCit pfi

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

Po centrifugaci jsme vznikly supernatant (tekutou ¢ast) vylili. Vzniklou peletu (pevnou
¢ast) jsme resuspendovali v nové kapalné fazi pomoci 20 ml 1x PBS za pouziti nové 50
ml sterilni zkumavky se Sroubovacim uzdvérem.

Takto ziskanou bunéénou suspenzi jsme stocili na centrifuze podle kroku 4.

Po centrifugaci jsme supernatant vylili. Vzniklou peletu jsme resuspendovali pomoci

Pasteurovy pipety v nové kapalné f4zi pomoci 2 — 10 ml WSB, podle miry zékalu.

9.2.2.2 Protokol B

Ptipravili jsme si 50ml sterilni zkumavku se Sroubovacim uzdvérem, do které jsme
ptipravili 50ml média Lymphoprep™.

Vzorek periferni krve jsme ptelili do sterilni 50 ml zkumavky se Sroubovacim uzavérem
a zfedili v poméru 1:1 1x PBS a pomoci Pasteurovy pipety jemné promichali.

Pomoci Pasteurovy pipety jsme pomalu navrstvili vzorek ziskany v kroku 2 na povrch
média ve zkumavce pfipravené v kroku 1.

Takto pfipraveny vzorek jsme stocili na centrifuze pfi nastaveni:

~

Otacky/min.

G

Cas

Teplota (°C)

Akcelerace

Decelerace

1600

400

40

15

0

0

5. Po provedeni centrifugace jsme za pomoci Pasteurovy pipety odebrali prstenec PBMC

a prenesli jej do nové sterilni 50ml zkumavky (viz Obréazek 14, na strané 80).




A . B

40 ml
Plazma,
trombocyty —
1x PBS
PBMC

Erytrocyty v v PBMC

Obradzek 14 Schéma rozvrstveni a odbéru PBMC ze vzorku po prvni centrifugaci (A) a jeho
priprava pro centrifugaci v kroku 5 podle protokolu (B)

6. Bunécnou suspenzi z kroku 5 jsme doplnili pomoci 1x PBS na objem 40 ml a nechali

centrifugovat pii nastaveni:

Otacky/min. G Cas Teplota (°C) | Akcelerace | Decelerace

1200 277 10 15 7 7

7. Po centrifugaci jsme vznikly supernatant vylili. Vzniklou peletu jsme resuspendovali
v nové kapalné fazi pomoci 20 ml 1x PBS za pouziti nové 50 ml sterilni zkumavky se
Sroubovacim uzavérem.

8. Takto ziskanou buné¢nou suspenzi jsme stocili na centrifuze podle kroku 6.

9. Po centrifugaci jsme supernatant vylili. Vzniklou peletu jsme resuspendovali pomoci

Pasteurovy pipety v nové kapalné fazi pomoci 2 — 10 ml WSB, podle miry zakalu.

9.2.3 Zjisténi mnozstvi PBMC a metoda stanoveni Zivotnosti bunék

Abychom mohli vzorek Uspé$né analyzovat na pritokovém cytometru, potiebovali
jsme zjistit mnozstvi PBMC na 1 ml vzorku. Pro stanoveni monokontrol a FMO kontrol musi
vzorek uréeny ke znaceni fluorochromy obsahovat alespot 500 000 zivych PBMC, vlastni

vzorky (tzv. mixy) pak musi obsahovat alespoii 1 000 000 zivych PBMC.

Ke stanoveni Zivotnosti a pocitani bunc¢k jsme pouzili kolorimetrickou metodu za
pouziti trypanové modfi. Tato metoda je zaloZena na propustnosti bunéénych membran, kdy

zivé bunky jsou schopny barvivo vyloucit. PoruSend membrédna mrtvych bun¢k umoziiuje
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prostoupeni barviva do cytoplazmy, a proto se mrtva buiika zbarvi modie. Zivotnost a pocet
bun¢k jsme hodnotili mikroskopicky za pouziti Fuchs-Rosenthalovy komtrky a svételného

mikroskopu (zvétSeni 400x)

9.2.3.1 Postup

1. Do Eppendorfovy zkumavky jsme pipetou odebrali 50 pl suspenze PBMC ve WSB.

2. Do této suspenze jsme ptidali 5 pl trypanové modii a dikladné promichali za pomoci
pipety.

3. Ptipravenou Fuchs-Rosenthalovu komiirku jsme naplnili obarvenou suspenzi ziskanou
v kroku 2.

4. Pod svételnym mikroskopem jsme pfi nastaveni zvétSeni na 400x pocitali vSechny zivé
buiiky ve 4 velkych ¢tvercich Fuchs-Rosenthalovy komurky.

5. Pro ziskani poctu (koncentrace) bunék v 1 ml suspenze jsme pouzili nasledujici vzorec:
(pocet zivych bunék x 4)/100.

6. Pro potieby pipetovani na mikrotitraéni desticku jsme potiebovali zjistit, jaky objem
suspenze budeme pipetovat do jedné jamky. Zde jsme pouzili vzorec: 500 / po¢et PBMC
v 1 ml pro stanoveni objemu monokontrol a FMO kontrol. Pro potfeby tzv. mixu jsme

postupovali podle vzorce: (500 / poc¢et PBMC) x 2.

9.2.4 Priprava protilatek

Pro potieby experimentu byla potieba pfipravit si protilditky a WSB ve spravném
poméru a fedéni v zavislosti na tom, k jakému ucelu byly pouzity a kolik vzorkli bylo
analyzovéno. V naSem protokolu se pouZivaji nasledujici oznaCeni: monokontroly, FMO
kontroly a MIXy. Monokontroly obsahuji vZdy jen jednu monoklonalni protilatku ve WSB.
Slouzi pro nastaveni cytometru a pro vytvofeni kompenzaci potiebnych pro analyzu. FMO
kontroly (z angl. fluorescence minus one controls) obsahuji vS§echny monoklonalni protilatky
ve WSB s vyjimkou té, pro kterou slouzi jako minus kontrola. FMO kontroly jsou nutné pro
vymezeni negativnich a pozitivnich subpopulaci bun¢k, a tedy k vymezeni jednotlivych B
bunéénych subpopulaci. MIX obsahuje vSechny monoklonalni protilatky ve WSB a slouzi pro

vlastni méfeni konkrétniho vzorku.
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9.2.4.1 Postup

1. Pfipravili jsme si a ¢iseln¢ oznacili Eppendorfovy zkumavky pro monokontroly, FMO
kontroly a MIXy.

2. Do takto piipravenych zkumavek jsme pipetovali WSB v mnoZstvi potiebném pro dany
experiment (viz Tabulka 10, strana 82, sloupec V WSB).

3. Do Eppendorfovych zkumavek jsme pipetovali monoklondlni protilatky v mnozstvi

potfebném pro dany experiment (viz Tabulka 10, strana 82, sloupec V MoAB na test).

Monokontroly fedéni |pocet vzorka s \:1:1::':? R
(ul) = (ul)  |MoAb (ul)
CD19-Pe-CyT7 20 1 46 2 43,7
IgM-BV655 20 1 16 2 43,7
CD24-PE 20 1 46 2 43,7
CD20-PerCP-Cy5.5 20 1 16 2 43,7
CD27-APC HT 20 1 16 2 43,7
CD21-APC 20 1 46 2 43,7
CD38- Al. Fluor 700 20 1 16 2 43,7
IgD-BV510 20 1 46 2 43,7
IgG-BV605 20 1 46 2 43,7
IgA-FITC 20 1 46 2 43,7
e e ‘fu:ﬂ :i,:) R R e
FMO kontroly () () () MoAb (uf)
-CD19-Pe-Cy7 20 1 46 25,3 2,3
CD24.PE 20 B 161 88,55 8,1
-CD20-PerCP-Cy5.5 20 B 161 88,55 8,1
-CD27-APC HT 20 B 161 88,55 8,1
-CD21-APC 20 6 161 88,55 8,1
CD38- Al Fluor 700] 20 B 161 88,55 8,1
1gD-BV510 20 B 161 88,55 8,1
1gG-BV605 20 6 161 88,55 8,1
AgAFITC 20 B 161 88,55 8,1
1gM-BV655 20 1 46 25,3 2,3
| MiX | 20 | 6 | 161 8 805 | 81

Tabulka 10 Tabulka pro vypocet fedéni mAb

9.2.5 Znadeni bunék pro méreni na priitokovém cytometru

Vlastni znaceni bunék v mikrotitracni desti¢ce pro méfeni na pritokovém cytometru
probihalo podle dvou standardizovanych protokold. Protokol A (osmibarevny panel) byl
pouzivan pro vzorky ziskané a analyzované do konce roku 2014. Tento panel zahrnoval analyzu
nasledujicich znakti — CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38 a IgM. Od ledna 2015 byl
implementovan Protokol B (jedenactibarevny panel), ktery vznikl rozsifenim plvodniho

osmibarevného panelu o dalsi tfi monoklonalni protilatky: IgD, IgA a IgG. Rozvrzeni
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experimentu podle jedenactibarevného panelu bylo pfipraveno v zavislosti na poctu vzorki,

podle schématu, které zndzoriiuje Obrazek 15 na strané 83 (osmibarevny panel a simile,

Obrazek 16 na strané¢ 83). Veskeré manipulace s buitkami a protilatkami v mikrotitraéni

N

desticce byly provadény na tajici ledové tristi.
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Obrdzek 15 Schéma rozvrZeni experimentu pro jedendctibarevny protokol a znaceni v mikrotitracni desti¢ce
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Obrdzek 16 Schéma rozvrZeni experimentu pro osmibarevny protokol a znaceni v mikrotitracni desticce
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9.2.5.1 Postup znaceni a promyvani vzorku v mikrotritracni desticce

1.

10.
11.

12.

9.2.6

Do mikrotitra¢ni desti¢ky jsme podle schématu experimentu pipetou nanesli vypocitané
mnoZzstvi suspenze PBMC ve WSB.

Na kazdy vzorek jsme nanesli 100 ul WSB a centrifugovali pii nastaveni:

~

Otacky/min. G Cas Teplota (°C) | Akcelerace Decelerace

1200 177 10 15 7 7

Odstranili jsme supernatant tak, ze jsme desticku rychlym pohybem pieklopili nad
vylevkou a pteklopenou ji nechali chvili vyschnout na filtraénim papiru. Timto
postupem jsme se zbavili prebyte¢né tekutiny.

Desticka byla pfipravena ke znac¢eni monoklondlnimi protilatkami.

Do kazd¢ jamky mikrotitracni desticky jsme za pomoci pipety nanesli 20 pl nafedénych
protilatek podle toho, zda se jednalo o monokontrolu, FMO kontrolu nebo MIX.

Po naneseni se nechaly monoklonalnimi protilatkami oznacené vzorky v mikrotitracni
desti¢ce inkubovat 25 — 30 minut na tajici ledové tfisti za absence svétla (v temnu
v lednici).

Po inkubaci jsme do kazdé jamky ptidali 100 pl WSB a mikrotitracni desticku se vzorky
stocili na centrifuze pfi stejném nastaveni jako v kroku 2.

Opakovali jsme postup uvedeny v kroku 3 s tim, ze jsme dusledné dbali na to, aby
nedoslo ke kontaminaci jednotlivych jamek sousednimi protilatkami.

Do kazdé jamky jsme nanesli 100 ul WSB a mikrotitra¢ni desti¢ku stocili na centrifuze
pii stejném nataveni jako v kroku 2.

Odstranili jsme supernatant podle kroku 3 a zopakovali jsme postup podle kroku 9.

Po odstranéni supernatantu podle kroku 3 jsme do kazdé jamky pipetou nanesli 200 pl
WSB, desticku zabalili do alobalové folie.

Desticka byla pfipravena k méfeni na pritokovém cytometru. V pfipadé€, Ze jsme
nemohli provést méfeni na pritokovém cytometru v den ptipravy desticky, uchovali

jsme ji v lednici nejpozdéji do druhého dne.

Méreni na pritokovém cytometru

Meéfeni vSech wvzorkli probihalo ve Stfedisku Cytometrie a Mikroskopie

(Mikrobiologicky tistav AV CR, v. v. i.) na pfistroji LSR II za pouziti softwaru Diva v 5.0.1

(Becton & Dickinson, Franklin Lake, USA). Méfeni byla provadéna za asistence RNDr. Jana

Svobody, PhD. Vzdy 10 minut pied zahdjenim kazdého méfeni na pratokovém cytometru bylo
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do jednotlivych jamek pro vsechny FMO kontroly a do jamky pro monokontrolu Hoechst

pfidano vitalni barvivo Hoechst 33258.
9.3 Vyhodnoceni dat

Vyhodnoceni ziskanych dat bylo provedeno za pouziti programu Kaluza Analysis
vl.5a. na zaklad¢ stanovené strategie vymezeni (tzv. gate strategy). Pouzité strategie vymezeni
vychazeji z praci Warnatze (CD21-CD38-; (Warnatz, Denz et al. 2002)), Kleina (CD27-CD20-
; CD27-CD20+; CD27+CD20+; CD27+CD20-; (Klein, Rajewsky et al. 1998)), Benitezové
(CD27-; (Benitez, Weldon et al. 2014)), Vlkové (CD21+CD38+; (Vlkova, Fronkova et al.
2010)), Berkowské (CD19+)(Berkowska, Driessen et al. 2011) a Poldka (CD21/CD20 (Polak
2016, nepublikovano)). Protokol pro zpracovani vzorkl programem Kaluza Analysis v1.5a byl
vytvofen Mgr. Milanem Polakem ve spolupraci s Helenou Havelkovou a RNDr. Sarkou

Ruzickovou, PhD.

Vsechny vzorky byly analyzovany pomoci dvojrozmérnych bodovych diagramt (tzv.
dot plot diagramil). Dvojrozmérné bodové diagramy umoznuji vizualizaci bunécnych populaci,
nebot’ znazoriuji vSechny ¢astice ve vzorku, u kterych byla vybrana hodnota (napt. FSC) vyssi
neZ stanoveny prah (tzv. threshold). V momenté, kdy bunika prochdzi svazkem laserového
paprsku, dochazi k odrazu a sbéru informace prostiednictvim optickych detektorii. Zplsob,
mira a intenzita této deviace u kazdé buinky je zaznamenan, digitalizovan a nasledné
vizualizovan pomoci dot plot grafil, ve kterych jsou buiiky znazornény jako tecky. Na zaklad¢

téchto informaci mizeme velmi piesné oddelit jednotlivé bunécné populace.

Vlastni analyza vystupu z vicebarevné pritokové cytometrie spociva na postupném
logickém vydé€lovani jednotlivych subpopulaci ze zietézenych a vzdjemné provéazanych
dvojrozmérnych bodovych grafti v zavislosti na sledovaném znaku. Takto se dafi vyd¢lit a

popsat subpopulace bun¢k se slozitym expresnim profilem.

85



10 Vysledky

Pro potieby této diplomové prace bylo do analyzy zahrnuto celkem 183 vzorkti PBMC
odebranych 137 jedinctim v rozmezi od 11. inora 2014 do 26. ¢ervna 2015. Opakovany odbér
probéhl u 17 dlouhodobé sledovanych pacientli, s Crohnovou chorobou nebo ulcerdzni
kolitidou, ktefi prochdzeji biologickou lé¢bou (anti-TNF biosimilarika), a u 8 zdravych jedinct
(dale jen ,kontrol®). Pfehled poctli vzorkd pro jednotlivé diagnézy v absolutnich cislech

znazoriiuje graf a Tabulka 11 na strané 86.

V prostiedi programu Kaluza Analysis 1.5a byly vyhodnoceny vSechny pacientské
vzorky, nicméné pro potieby statistického vykaznictvi nebyly pouzity vysledky ziskané od
pacientli po nasazeni lé¢by (zahrnuty byly pouze odbéry v TO) — vzhledem k tomu, Ze u nich
dochdzi k rychlym zménam v profilu. Sledovani téchto zmén je podstatou souvisejicih projektt

zamétenych na monitorovani kinetiky bunééné odpovédi na indikovanou 1é¢bu.
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Skupinap 2|8 2 E 2 L2 EZLI99988SI3S|EE [E§S5SS 83
zeny 32 115 0 2 4 2 4 1 1 11 3 1 1 1 0 112 1 11 1 1 2 1 29 98
muzi 13 126 1 2 9 4 5 1 3 11 4 2 1 0 1 1 115 2 13| 1 0 2 0 21 85
celkem 45 2(41 1 413 6 9 2 4 27 3 2 1 1 1 227 324/ 2 1 4 1 50 183
Tabulka 11 Prehled skupin vzorku pacientt a kontrol se zohlednénim pohlavi; cervené — Zeny, modre - muzi
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10.1 Databaze pacienti a kontrol

Pro potfeby diplomové prace byla vytvotrena piehledova databaze pacientl a kontrol,
ktera byla z pracovniho prostfedi MS Excel ptevedena do formulafového forméatu v prostiedi
MS Access. V této databazi jsou u jednotlivych vzorkii vedeny nasledujici zaznamy: cislo
vzorku, datum pfijeti vzorku laboratoii, jméno a pfijmeni pacienta/kontroly, rok narozeni,
diagnoza, informace o podstoupené 1€cbé (v ptipade, Ze pacient podstupuje biologickou 1écbu,
uvadi se udaj, zda se jedna o odbér v Case 0 nebo 2 hodiny po infuzi, ptipadné opakované podani
po 14 dnech biologické 1écby apod.) a ptipadné dal$i medikaci, zda je k dispozici sérum ¢i
plazma, informaci o tom, na jakém typu pritokového cytometru byl vzorek méfen, nebo zda se
buiiky sortuji pro potfeby molekuldrné biologické analyzy, soucasné¢ je propojena se soubory
.fcs pro kazdy sledovany vzorek. Paralelné byla sbirdana klinickéd data, ktera nebyla pro tuto
diplomovou praci vyuzita, ale predpokladame jejich zpracovani v navazujicim disertacnim

projektu.

10.1.1.1 Sledované B-lymfocytarni subpopulace a strategie vymezeni

Protokol vymezeni jednotlivych subpopulaci B-lymfocytl zahrnuje tfi zékladni kroky.
V prvni fazi se vymezi vSechny Zivé bunky (/ive; FSC-A/Hoechst), ve druhé fazi se ze vSech
zivych bun€k vymezi singlety (singlets; FSC-A/ FSC-H), ve tieti fazi se ze vSech Zivych
singleti vymezi lymfocyty a monocyty (lymphomono, FSC-A/SSC-A) a v posledni fazi se
zacilime na vymezeni CD19+ lymfocyti ze skupiny vSech Zivych lymfocytarnich singleti

(CD19+/SSC-A).

10.1.1.2 Definice sledovanych subpopulaci

Pii stanoveni strategie vymezeni hraje klicovou tlohu rozdéleni B lymfocytarnich
subpopulaci do zékladnich diferenciacnich typt, proto jsme se v prvni fazi vyhodnoceni FACS
dat zamé&fili na vymezeni populaci naivnich (CD19°CD20°CD27), pamétovych
(CD19°CD20*CD27") a plazmatickych (CD19"CD20°CD27") bunék. K tomuto tcelu slouzi
strategie vymezeni podle Kleina et al. (1998), viz Obrazek 19 na strané 90 a Obrazek 20 na

strané 91.

Ve druhé fazi jsme rozdélili populaci CD19" lymfocytl na CD21°VCD38°*CD27-
IgM'CD24"" podle Warnatz, Denz et al. (2002), viz Obrazek 22 na stran& 93, a Vlkova,
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Fronkova et al. (2010), viz Obrazek 23 na stran¢ 94. Tato populace B lymfocytl je oznacena

jako CD21°"CD38" lymfocyty.

Ve tretim kroku jsme se zaméiili na definici folikularnich lymfocyti I
(IgM"CD19"CD21"CD24"CD27-CD38°") a folikularnich lymfocyth 11
(IgM™CD19°CD21"CD24"CD27"CD38"°¥ podle Vlkova, Fronkova et al. (2010), viz Obrazek

23 na stran¢ 94.

Ctvrta faze vyhodnoceni byla zaméfena na nepamétové lymfocyty, kde byly vyuzity

dva protokoly. Pomoci prvniho protokolu doslo k vymezeni B lymfocytii na nezralé tranzientni

lymfocyty T1 (IgM"CD19"CD21°"CD24"CD27") a T2
(IgM"CD19"CD21"¢CD24MCD27 ), zralé folikularni B lymfocyty
(IgM*CD19"CD21™CD24™CD27") a lymfocyty marginalni z6ny

(IgM"CD19"CD21""CD24¢"CD27") podle Benitez, Weldon et al. (2014), viz Obrazek 21 na
stran€ 92. V rdmci druhého protokolu jsme pozornost zaméfili na tranzientni a extratranzientni
lymfocyty podle Berkowska, Driessen et al. (2011), viz Obrazek 24 na strané 95 a Obrazek 25

na strané 96.
Logiku provézani pouZitych protokolt zndzorniuje Obrazek 18 na strané 89.

Tento slozit¢ vypadajici analyzaéné-vyhodnocovaci postup zalozeny vychazejici
z kombinace klasickych strategii vymezeni byl vytvoten pro potieby této diplomové prace. Jeho
vyhodou je, Ze nam umoziuje postihnout skutecné vsechna stadia B lymfocytarni diferenciace
v periferni krvi u lidi, a dokonce ndm umoziuje identifikaci pravdépodobné jesté ranngjSich
stadii nez jsou transientni T1 B lymfocyty. K jeho sestaveni bylo pouzito v prvni tadé
vyhodnoceni dle Kleina (1998), které umoznilo identifikaci CD19+CD20-CD27- DN B
lymfocytt, pficemz tato populace se po doplnéni znak jako je CD24 a CD21 jest€ dale rozpada

na raritni populace, viz dale v textu.

Navic jsme zjistili, Ze schéma stanoveni bran vymezeni podle Benitezové (2014) nam
pfi pouziti tzv. zpétné brany vymezeni (back gate) spolehlivé ukazuje, zda identifikovany
subset predstavuje vyzralé B lymfocyty nebo jejich ranéjsi stadia (jesté pred T1 B lymfocyty),
ktera se pak vyskytuji mimo oblast T1, T2, FM a MZ bunégk. Tento pfedpoklad jsme opakované

ov¢tili 1 pomoci schématu dle Kleina, kdy se pamétové a plazmatické buiiky po pouziti zpétné
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brany vymezeni objevovaly v oblasti FM nebo MZ, zatimco naivni B lymfocyty spadaly do T2

a T1 oblasti, viz Obrazek 17 na stran¢ 89.

CD27+CD20-
plazmatické butiky CD19+ gated

cp27

CD27+CD20+
b pamétové
B lymfocyty

yd

/ CcD20

€D27-CD20- DN B lymfocyty

cD24

Obrdzek 17 Schematické zndzornéni logiky sestaveni strategie vymezeni bran mezi klasickym schématem dle Kleina (1998) a

Benitézovou (2014)

Jak se ukazalo, pravé CD20-CD27- DN B bunécna populace je velmi zajimava a bude

ji vénovana detailnéjsi pozornost, protoZze ziejmé vykazuje znaky specificity pro urcity typ

nemoci, anebo by mohla slouZit jako indikator patologického stavu.
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Folikul&rni
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Obrdzek 18 Vlyhodnoceni ziskanych dat, vizualizace propojeni pouZitych protokold.
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Obrdzek 19 Zakladni rozdéleni populaci na naivni, pamétové a plazmatické, podle Klein et al. 1998 (vzorek ¢. 195)
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Vnitini heterogenita subpopulaci naivnich, pamétovych a plazmatickych
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Obrdzek 20 Strategie vymezeni a heterogenita subpopulaci naivnich, pamétovych a plazmatickych bunék na zdkladé exprese
molekuly CD21, CD24, CD38 a IgM. Vnéjsi ohraniceni vZdy odkazuje na zdrojovou mnoZinu bunék, ze kterych je vybér provadén.
Tabulky pod obrdzky uvadeji zdkladni statistické ukazatele pro jednotlivé typy vymezenych populaci (absolutni pocet a
procentudini zastoupeni) (vzorek 195).
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Obrdzek 21 Rozdéleni populace CD19+ podle miry exprese molekul IgM, CD20, CD24, CD21, CD38 a CD27 a strategie vymezeni
nepameétovych B lymfocytu podle Benitézové et al. (2014). Vnejsi ohraniceni vZdy odkazuje na zdrojovou mnoZinu bunék, ze
kterych je vybér provddeén. Tabulky pod obrdzky uvadéji zakladni statistické ukazatele pro jednotlivé typy vymezenych populaci
(absolutni pocet a procentudlini zastoupeni) (vzorek 195).
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Warnatz et al. 2002
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Obradzek 22 Strategie vymezeni CD21lowCD38low lymfocyti podle Warnatze et al. (2002) a Vikové et al. (2010). Vnéjsi
ohraniceni vzdy odkazuje na zdrojovou mnoZinu bunék, ze kterych je vybér provdadén. Tabulky pod obrdzky uvadéji zakladni
statistické ukazatele pro jednotlivé typy vymezenych populaci (absolutni pocet a procentudlini zastoupeni) (vzorek 195).
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Vlkova et al. 2011 (FOI/FOII)
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Obrdzek 23 Strategie vymezeni subpopulaci folikuldrnich lymfocyti I a folikuldrnich lymfocytd Il podle Vikova et al. (2010).
Vnéjsi ohraniceni vZdy odkazuje na zdrojovou mnoZinu bunék, ze kterych je vybér provdadén. Tabulky pod obrdzky uvddéji
zakladni statistické ukazatele pro jednotlivé typy vymezenych populaci (absolutni pocet a procentudlini zastoupeni) (vzorek

195).
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Berkowska et al. 2011 (CD19+), verze |
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Obrazek 24 Strategie vymezeni tranzientnich a extratranzientnich B lymfocytu podle Berkowska et al. (2011), verze 1. Vnéjsi
ohraniceni vZdy odkazuje na zdrojovou mnozinu bunék, ze kterych je vybér provadén. Tabulky pod obrdzky uvddéji zakladni
statistické ukazatele pro jednotlivé typy vymezenych populaci (absolutni pocet a procentudlini zastoupeni) (vzorek 195).
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Obrdzek 25 Strategie vymezeni tranzientnich a extratranzientnich B lymfocytu podle Berkowska et al. (2011), verze 2. Vnéjsi
ohraniceni vZdy odkazuje na zdrojovou mnozinu bunék, ze kterych je vybér provadén. Tabulky pod obrdzky uvddéji zakladni
statistické ukazatele pro jednotlivé typy vymezenych populaci (absolutni pocet a procentudlini zastoupeni) (vzorek 195).
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10.2 Distribuce CD19+ perifernich lymfocytarnich subpopulaci ve
vySetifovaném souboru: CD19+, naivni, maturované, plazmatické a dvojité

negativni (CD20-CD27-)
10.2.1 Distribuce CD19+ B populace a jejich subpopulaci u souboru kontrol

Pfi statistickém hodnoceni byly u souboru zdravych kontrol popsany frekvence
CD19+ lymfocytl v rozmezi 0,41 % - 16,99 % s medianem 5,17 %, smérodatnou odchylkou
4,121 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,461. V ramci CD19+ B subpopulace byly naivni B
lymfocyty (CD19+CD20+CD27-) zastoupeny v v rozmezi 53,7 % - 97,170 % s medianem
79,37 %, smérodatnou odchylkou 12,766 % a hladinou spolehlivosti (95%) 4,527. Pamétové B
lymfocyty (CD19+CD20+CD27+) se vyskytovaly s frekvenci 0,14% - 45,61%, % s medidnem
13,07 %, smérodatnou odchylkou 12,779 % a hladinou spolehlivosti (95%) 4,531. Populace
plazmatickych bun¢k (CD19+CD20-CD27+) nabyvala hodnot frekvence v intervalu 0,1 % -
12,64 %, pticemz jeji median byl 1,53 %, smérodatna odchylka 3,065 % pii hlading
spolehlivosti (95%) 1,087 (Tabulka 12 na stran€ 97), (grafické znazornéni Obrazek 26 na stran¢
101). Z pohledu této diplomové prace je nejzajimavéjsi populace CD19+CD20-CD27-DN
lymfocytl, ktera nabyvala frekvenci v rozsahu 0,03% - 18,73%, s medidnem 0,410%,
smérodatnou odchylkou 3,671 % pii hlading spolehlivosti (95%) 1,302.

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

Tabulka 12 Popisnd statistika hlavnich populaci u skupiny zdravych kontrol
10.2.2 Distribuce CD19+ B populace a jejich subpopulaci u souboru pacientt

s revmatoidni artritidou

V ramci statistického hodnoceni byly u souboru pacientii s revmatoidni artritidou

popsany frekvence CD19+ lymfocytd v rozsahu 0,54 % - 12,49 % s medidnem 5,17 %,
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smérodatnou odchylkou 3,278 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,417. V rdmci CD19+ B
subpopulace byly naivni B lymfocyty zastoupeny v intervalu 40,52% - 94,280 % s medianem
77,530 %, smérodatnou odchylkou 14,795 % a hladinou spolehlivosti (95%) 6,398. Pamétové
B lymfocyty se vyskytovaly s frekvenci 4,910% - 56,99%, s medianem 18,160 %, smérodatnou
odchylkou 13,302 % a hladinou spolehlivosti (95%) 5,752. Populace plazmatickych bunék
meéla hodnoty frekvence v intervalu 0,08 % - 13,110 %, pfiC¢emz jeji median byl 0,82 %,
smérodatnd odchylka 3,61 % pfti hladin€ spolehlivosti (95%) 1,561. Populace CD20CD27DN
lymfocytl nabyvala frekvenci v rozsahu 0,09% - 3,290% , s medianem 0,490%, smérodatnou
odchylkou 0,792 % a hladin¢ spolehlivosti (95%) 0,342 (Tabulka 13 na strané 98), (grafické

znazornéni Obrazek 26 na stran¢ 101).

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

Tabulka 13 Popisnd statistika hlavnich populaci u skupiny pacientt s revmatoidni artritidou
10.2.3 Distribuce CD19+ B populace a jejich subpopulaci u souboru pacient(

s kolorektalnim karcinomem

Béhem statistického hodnoceni byly u souboru pacientl s kolorektalnim karcinomem
popsany frekvence CD19+ lymfocytli v rozmezi 2,15 % - 13,11 % s medianem 6,3 %,
smérodatnou odchylkou 3,039 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,562. V rdmci CD19+ B
subpopulace byly naivni B lymfocyty zastoupeny v intervalu 30,36% - 81,64 % s medianem
23,64 %, smerodatnou odchylkou 15,449 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,943. Pamét'ové B
lymfocyty se objevovaly s frekvenci 5,7% - 53,41%, s medianem 23,64 %, smérodatnou
odchylkou 12,273 a hladinou spolehlivosti (95%) 6,310. Populace plazmatickych bunék
dosahovala hodnot frekvence v intervalu 0,55 % - 26,78 %, pficemz jeji median byl 5,45 %,
smérodatna odchylka 6,918 % pfti hladin€ spolehlivosti (95%) 3,557. Populace CD20CD27DN
lymfocytl vykazovala frekvenci v rozsahu 0,24% - 21,07% , s medianem 4,55%, smérodatnou
odchylkou 7,16 %, pti hladiné spolehlivosti (95%) 3,681 (Tabulka 14 na stran¢ 99), (grafické

znazornéni Obrazek 26 na strané 101).
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CD20- CD27- memory naive plasma CD19+
Str. hodnota 7,389 22,854 62,671 7,579 6,904
Chyba stf. hodnoty 1,737 2977 3,747 1,678 0,737
[Median 4,550 23,640 65,300 5,450 6,300
Smeér. odchylka 7,160 12,273 15,449 6,918 3,039
Rozdil max-min 20,830 47,710 51,280 26,320 10,960,
Minimum 0,240 5,700 30,360 0,550 2,150
Maximum 21,070 53,410 81,640 26,870 13,110
Pocet 17,000 17,000 17,000 17,000 17,000
Hladina spolehlivosti {95,0%) 3,681 6,310 7,943 3,557 1,562

Tabulka 14 Popisnd statistika hlavnich populaci u skupiny pacientt s kolorektdlnim karcinomem
10.2.4 Distribuce CD19+ B populace a jejich subpopulaci u souboru pacient(

s ulcerdzni kolitidou

CD20-CD27-  memory naive plasma CD19+
10,150 16,572 68,536 4,736 6,
6,836 3,837 6,469 1,191 1,22:'
3,770 10,850 72,530 4,690 5,160
15,287 8,579 14,465 2,664 4,101
35,450 18,620 36,700 5,460 9,870
1,920 9,870 44,150 1,990 1,310
37,370 28,490 80,850 7,450 11,180
5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Hiadina spolehlivosti {95,0%) 18,981 10,652 17,961 3,307 5,092

Tabulka 15 Popisnd statistika hlavnich populaci u pacientd s ulcerdzni kolitidou

Vramci statistického hodnoceni byly u souboru pacientli sulcerdézni kolitidou
popsany frekvence CD19+ lymfocytd v rozmezi 1,31 % - 11,18 % s medidnem 5,16 %,
smérodatnou odchylkou 4,101 % a hladinou spolehlivosti (95%) 5,092. V ramci CD19+ B
subpopulace byly naivni B lymfocyty zastoupeny v rozmezi 44,15% - 80,85 % s medianem
10,89 %, smérodatnou odchylkou 14,165 % a hladinou spolehlivosti (95%) 17,961. Pamétové
B lymfocyty se vyskytovaly s frekvenci 9,87% - 28,49%, s medidnem 10,89 %, smérodatnou
odchylkou 8,579 % a hladinou spolehlivosti (95%) 10,652. Populace plazmatickych bunék
dosahovala hodnot frekvence v intervalu 1,99 % - 7,45 %, pti¢emz jeji median byl 4,69 %,
smérodatnd odchylka 2,664 % pii hladin€ spolehlivosti (95%) 3,307. Populace CD20CD27DN
lymfocytli nabyvala frekvenci v rozsahu 1,92% - 37,37% , s medianem 3,77%, smérodatnou
odchylkou 15,287 % na hladin¢ spolehlivosti (95%) 18,981 (Tabulka 15 na stran¢ 97), (grafické

znazornéni Obrazek 26 na strané 101).
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10.2.5 Distribuce CD19+ B populace a jejich subpopulaci u souboru pacientt

s Crohnovou chorobou

Béhem statistického hodnoceni byly u souboru pacienti s Crohnovou chorobou
popsény frekvence CD19+ lymfocytd v rozmezi 1,52 % - 9,77 % s medidnem 7,82 %,
smérodatnou odchylkou 2,772 % a hladinou spolehlivosti (95%) 1,863. V ramci CD19+ B
subpopulace byly naivni B lymfocyty pfitomny v rozmezi 62,46% - 96,1 % s medidnem 81,63
%, smérodatnou odchylkou 2,137 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,245. Pamétové B
lymfocyty se vyskytovaly s frekvenci 1,01% - 36,27%, s medianem 13,75 %, smérodatnou
odchylkou 11,01 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,397. Populace plazmatickych bunék
dosahovala hodnot frekvence v intervalu 0 % - 7,29 %, pfi¢emZ jeji medidn byl 1,87 %,
smérodatna odchylka 2,137 % pii hladin€ spolehlivosti (95%) 1,436. Populace CD20CD27DN
lymfocytl vykazovala frekvenci v rozsahu 0% - 27,09%, s medianem 0,97%, smérodatnou
odchylkou 7,903 % pfi hladiné spolehlivosti (95%) 5,309 (Tabulka 16 na stran¢ 100), (grafické

znazornéni Obrazek 26 na strané 101).

CD20- CD27- memory naive plasma CcD19%+

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

Tabulka 16 Popisnd statistika hlavnich populaci u skupiny pacientt s Crohnovou chorobou
10.2.6 Distribuce CD19+ B populace a jejich subpopulaci u souboru pacient(

s karcinomem pankreatu

V pribéhu statistického hodnoceni byly u souboru pacientti s karcinomem pankreatu
popsany frekvence CD19+ lymfocytl v rozmezi 1,43 % - 11,26 % s medidnem 4,29 %,
smérodatnou odchylkou 3,81 % a hladinou spolehlivosti (95%) 4,731. V ramci CD19+ B
subpopulace byly naivni B lymfocyty zastoupeny v rozmezi 61,97% - 74,46 % s medianem
67,86 %, smérodatnou odchylkou 5,08 % a hladinou spolehlivosti (95%) 7,201. Pamétové B
lymfocyty se vyskytovaly s frekvenci 15,93% - 26,99%, s medidnem 18,32 %, smérodatnou
odchylkou 4,501 %a hladinou spolehlivosti (95%) 5,589. Populace plazmatickych bunék
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dosahovala hodnot frekvence v intervalu 3,99 % - 22,33 %, pticemz jeji median byl 9,38 %,
smérodatnd odchylka 7,081 % na hladin¢ spolehlivosti (95%) 8,792. Populace CD20CD27DN
lymfocytl dosahovala frekvenci v rozsahu 0,2% - 2,3% , s medidnem 1,26%, smérodatnou
odchylkou 0,841 %pfi hladin€ spolehlivosti (95%) 1,044 (Tabulka 17 na stran€ 101), (grafické

znazornéni Obrazek 26 na stran¢ 101).

£D20- CD27- memory naive plasma CD1%+

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

Tabulka 17 Popisnd statistika hlavnich populaci u pacientt s karcinomem pankreatu

Porovnani skladby CD19+ populace u kontrol a pacientl

CD20- CD27 memor naive [ plasma
¥ ¥

80

3+ (frekvence

70

v CD1S

60

zastoupeni populace subpopulace

kontrola CRC KRO uC RA AR MDS/AA AS CAP CAR

Obrdzek 26 Grafické zndzornéni a srovndni zastoupeni hlavnich populaci CD19+ B lymfocyti v perifrni krvi kontrol a u
pacient( s patologickymi stavy. CRC — kolorektdlIni karcinom; KRO — Crohnova choroba; UC — ulcerdzni kolitida; RA —
Revmatoidni artritida; AA — aplastickd anemie; MDS/AA — myelodysplasticky syndrom; CAP — karcinom pankreatu; CAR —
karcinom konecniku
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10.3 Statisticka analyza distribuci frekvenci hlavnich CD19+ perifernich

lymfocytarnich populaci

Statisticka analyza distribuci frekvenci CD19+ perifernich B lymfocytarnich populaci
byla provedena neparametrickym testem podle Mann-Whitneyové za vyuziti programu
GraphPad Prism6. Porovnavany byly distribuce u souboru kontrol a pacientd s jednotlivymi
patologiemi, a to v¢etné téch, které byly zastopeny malym poctem vzorkt. V grafech jsou vzdy
oznaceny signifikantni rozdily pro hladiny pravdépodobnosti p < 0,05. Jako nejzajimavéjsi se
jevi v literatuie dosud nepopsané populace CD19+CD20-CD27- DN B lymfocytl v periferni
krvi (viz Obrazek 28 na stran¢ 103), kterd se po ptidani znaki CD24 a CD21 déle rozpadé na

minoritni populace (jsou popsany v nasledujici kapitole).
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Obrdzek 27 Frekvence CD19+ B lymfocytii v periferni krvi (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-carcinom pankreatu, CAR-kolorektdIni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova
nemoc, MDS/AA - prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC
- ulcerdzni kolitiday).
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Obrdzek 28 Frekvence CD19+CD20-CD27- DN B lymfocytii v periferni krvi (Fazeno abecedné, AA-aplastickd
anémie, AS — ankylozujici spondylitida, CAP-carcinom pankreatu, CAR-kolorektdIni karcinom, KO-kontroly,
CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA -prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-
revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 29 Frekvence CD19+CD20+CD27- naivnich B lymfocytii v periferni krvi (fazeno abecedné,
AA-aplastickd anémie, AS — ankylozujici spondylitida, CAP-carcinom pankreatu, CAR-kolorektadlni
karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA -prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s
aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 31 Frekvence CD19+CD20+CD27+ pamétovych B lymfocytii v periferni krvi (Fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie,
AS — ankylozujici spondylitida, CAP-carcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc,
MDS/AA -pfekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 30 Frekvence CD19+CD20-CD27+ plazmatickych bunék v periferni krvi (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-carcinom pankreatu, CAR-kolorektdlIni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA -
prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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10.4 Distribuce CD20-CD27-DN lymfocytarnich subpopulaci ve

sledovaném souboru
10.4.1 CD20-CD27- DN populace CD19+ lymfocytu

Pti statistické analyze CD19+ B
[CD19+] PerCP-Cy5-5-A f APC-AlexaThl-A

. o . , 10°
lymfocyt rozdélenych do hlavnich populaci
podle Kleina, se ndm s pravidelnosti podafilo
. i ., B - 'Dl_plasma memory
zachycovat bunky, které se ve velmi nizkych &
[T
[
frekvencich vyskytovaly v segmentu CD20- % 107
CD27- (Obrazek 26, na stran¢ 101). Pro j
[a ™
s . =1
zachyceni a popis CD20-27-DN populace "
jsme  pouzili  kombinovanou  strategii : '
CD20-CD27- (DN) " naive
vymezeni bran podle Kleina a Benitezové, 12 g 10 100
ktera byla doplnéna nasimi vlastnimi branami, PerCP-Cy5-5-A
Gate Number %Gated
zachycujici bunky, které vramci téchto — All 1810 100,00
CD20-CD27- (DN) 46 2,54
standardnich schémat neslo zachytit, ale které memory 569 31,44
, naive 1095 60,50
se  prokazateln¢ v danych segmentech  plasma 99 5,47

prav1delne VySkytovaly ve velmi ankyCh Obrdzek 32 CD19+CD20-CD27- B lymfocyty v klasickém
frekvencich (Obrazek 33 na strané 106). Timto rozdéleni podle Kleina
zpusobem jsme zachytili 13 zcela individualnich CD20-CD27-DN B lymfocyti subpopulaci,

jejichz imunofenotypovou charakteristiku shrnuje Tabulka 18 na strané 105.

| CD19 CD20 CD27 CD21 CD24 IgM
CD24- CD21- DN CD1%+ CD20- CD27- CD21- CD24a- Ight+
CD24- CD21low DN CD19+ CD20- CD27- CD21llow CD24- Ight+
CD24-CD21int DN CD1%+ CD20- CD27- CD21int CD24- Ight+
CD24hi CD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- CD24++ IgMt
CD24intCD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- CD24a+ Ight+
CD24intCD21low CD1%+ CD20- CD27- CD21low CD24+ Ighvt+
CD24low CD21int DN CD19+ CD20- CD27- CD2lint CD24low IgM+
CD24low CD21low CD1%+ CD20- CD27- CD2llow CD24low Igh+
CD24lowCD21- DN CD19+ CD20- CD27- CD21- CD24low lgM+
FM DN CD1%+ CD20- CD27- CD21+ CD2a+ g+
MZ DN CD19+ CD20- CD27- CD21++ CD24hi IgM+
T1DN CD1%+ CD20- CD27- CD21+ CD2a+ Ight+
T2DN CD19+ CD20- CD27- CD21+ CD24++  Igvi+

Tabulka 18 Imunofenotypy CD20-CD27- subpopulace CD19+ B lymfocytt
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o o e [1gM+CD19+ B] PE-A / APC-A

2 O Tight o
CD24-CO2Tint DN Tigh - —
1074
€OM4lowCD2tint DN Tigh T2 DN Tigh 107
FM DN T
< <
g {CD24-CD21owDNTigM  Crj24lowCD21low DN TighCD24intCD21low DN Tight T1DN Tight 10"y
< % T
<
1P 10°4
CD24-CD21- DNTIgh | CD24lowCD21- DN TIRMCD24intCD21- DN Tigh|  CD24hiCD21- DN Tig T T T
;i o = 10° 10° 10 1
107 10 10
PE-A PE-A
Gate Number %Gated
All 46 100,00 Gate Number %Gated
CD24-CD21- DN Tigh 12 26,09 All 853 100,00
CD24-CD21int DN Tigh 1 2,17
CD24-CD21low DN Tigh 0 2174 FM 392 45,96
CD24hiCD21- DN Tig 12,17 MZ 18 2,11
CD24intCD21- DN TigM 0 0,00
CD24intCD21low DN Tight 743 T 14 1,64
(CD24lowCD21- DN Tigh 0 0,00 T2 309 236.23
CD24lowCD21int DN Tight 1 43 !
CD24lowCD21low DN TigM 4 8,70
FM DN TigM 0 0,00
MZ DN Tigh 0 0,00
T1 DN Tigh 7 15,22
T2 DN Tight 6 13,04

Obrdzek 33 CD19+CD20-CD27-DN B lymfocyty v modifikované strategii vymezeni bran podle Benitézové
(vlevo) a origindlni brana vymezeni dle Benitézové (vpravo), ktera umoznuje rozlisit vyvojové faze
tranzientnich B lymfocytd (T1 a T2), folikuldrnich maturovanych B lymfocytd (FM) a lymfocyt( marginalni zény
(MZ).

Vzhledem k poctu zjiStenych CD20-CD27-DN populaci a rozsahovym limitim
diplomové prace neuvadim popisnou statistiku jednotlivych CD27-CD20-DN populaci

v textové Casti, ukazatele jednotlivych populaci shrnuje Tabulka 19 na str. 107.

Zajimavé jsou z tohoto pohledu predevsim skupiny pacientli s nespecifikovanymi
zanéty stfev a kolorektalnim karcinomem, u kterych lze jiZ na této urovni postihnout rozdily
v distribuci frekvenci pfedevsim u populaci CD24-CD21int DN, CD24hiCD21- DN, CD24-
CD21llow DN, CD24lowCD2lint DN. Z prvnich analyz se zd4, ze existuji rozdily
v imunofenotypové skladbé B lymfocytarnich populaci mezi Crohnovou chorobou a ulcer6zni
kolitidou. Soucasné nase primarni vysledky ukazuji, ze na této tirovni se imunofenotypovy
profil u pacientil s ulcer6zni kolitidou blizi profilu u pacientii s kolorektalnim karcinomem. U
pacientl s revmatoidni artritidou v porovnani s kontrolami je postihnutelnd zména v distribuci
pfedev§im populace CD24lowCD21lowDN. Grafické znazornéni vcetné popisnych
statistickych ukazatel shrnuje pro soubor kontrol a pacienti s CRC Obrazek 34 na strané 108,

pro UC a KRO Obréazek 35 na strané 109 a pro RA a CAP Obrazek 36 na strané 110.
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CD24-CD21- DN Tight CD24hicD21- DN TigM
Stf. hodnota 60,842 59,778 62,776 44,494 55188 53,062 Stf. hodnota 5436 0,769 0,671 2,565 2,000 1,506]
Chyba stf. hodnoty 11,400 6707 6020 5562 9,873 5,031 Chyba sti. hodnoty 5366 0,769 0,284 1,105 2,000 0,783
Medidn 64,330 60,660 58,670 39,645 55100 56,250 Median 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
smér. odchylka 25490 21,210 24,822 26,089 22,076 28,302 smér. odchylka 11,999 2,432 1,172 5182 4472 4499
Rozdil max-min 61,850 76,720 75,000 89,130 51,300 100,000 Rozdil max-min 26,900 7,690 4,050 18,920 10,000  21,590|
Minimum 20,780 21,110 25000 0,000 27,270 0,000 Minimum 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Maximum 82,630 97,830 100,000 89,130 78,570 100,000 Maximum 26,900 7,690 4,050 18,920 10,000  21,590|
Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000 Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000
Hladinaspolehlivosti(95,0%) 31,651 15173 12,762 11,567 27,410 10,248 Hladina spolehlivosti {95,0%) 14,899 1,740 0,603 2,298 5553 1,595
uc KRO CRC RA CPAN Imnm uc KRO CRC RA CPAN  kontrola
CD24-CD21int DN TigM CD24intCD21- DN Tigh
Sti. hodnota 4948 4,529 1,449 2,778 3,004 2,248 Stf. hodnota 3,282 10,374 1,159 3,163 0,666 0,754
Chyba stf. hodnoty 2,851 1,856 0,668 1040 1,316 0,706 Chyba sti. hodnoty 1,811 5,007 0,620 1,779 0,666 0,309
Medidn 3,210 1,105 0,000 0610 3,330 0,000 Median 1,750 0,490 0,000 0,000 0,000 0,000
smér. odchylka 6,376 5868 2,756 4,879 2,542 4,053 smér. odchylka 4,050 15,832 2,557 8342 1,489 1,774
Rozdil max-min 15460 16,670 10,420 20,000 6250 18,270 Rozdil max-min 9,880 39,330 10,170 36,360 3,330 7,690]
Minimum 0,570 0000 0000 0000 0000 0,000 Minimum 0,560 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Maximum 16,030 16670 10,420 20,000 6250 18,270 Maximum 10,440 39,330 10,170 36,360 3,330 7,690]
Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000 Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000
Hladina spolehlivosti (35,0%) 7,917 4198 1417 2,163 3,653 1,437 Hladina spolehlivosti (95,0%) 5029 11,326 1,315 3,699 1,849 0,629
uc KRO CRC RA CPAN _ kontrola uc KRO CRC RA CPAN  kontrola
€D24-CD21low DN TigM €D24intCD21low DN Tigh
Isti. hodnota 14,336 9,887 18,432 21,144 28,832 25823 Stf. hodnota 0,714 0,899 0,576 1,99 0,666 0,964
Chybastf. hodnoty 3,942 3,420 4,343 4059 9,880 3,855 Chybassti. hodnoty 0,353 0,899 0,243 0,668 0,666 0,635
Medidn 15,410 6420 14,290 19,830 15,050 21,950 Median 0,570 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
lsmér. odchylka 2,328 10,816 17,930 19,037 22,092 22,147 smér. odchylka 0,790 2,843 1416 3,133 1,489 3,647
Rozdil max-min 24,620 27,780 52,080 66,670 56,970 76,740 Rozdil max-min 1,830 8,990 5560 10,000 3,330 20,000]
Minimum 0,530 0000 0000 0000 6670 0,000 Minimum 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000
Maximum 25,150 27,780 52,080 66,670 63,640 76,740 Maximum 1,830 8,990 5560 10,000 3,330 20,000]
pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000 Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000
|Hladina spolehlivosti (95,0%) 10,961 7,737 9,218 8,441 27,431 7,853 Hladina spolehlivosti {95,0%) 0,980 2,034 0,728 1,389 1,849 1,293
uc KRO CRC RA CPAN  kontrola uc KRO CRC RA CPAN  kontrola
CD24lowCD21- DN TigM FM DN TigM
StF. hodnota 0148 0376 4,072 6938 2,620 0,789 5tf. hodnota 0718 0436 0037  08% 0000 2,673
(Chyba stf. hodnoty 0148 0284 1578 2,804 L7300  0,33§ (Chyba stf. hodnoty 0718 0,38 0037 0460 0000 1,624
Median 0,000 0,000 2,380 1175 0,680 0,000 Medidn 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
lsmér. odchylka 0331 0,899 6505 13,153 3,868 1,929 lsmér. odchylka 1,605 1,226 0,153 2,158 0,000 9,330
Rozdil max-min 0,740 2,780 25000 45450 9,090 7,650 Rozdil max-min 3,590 3,900 0,630 9,090 0,000 50,000
Minimum 0000 0000 0000 0000 0000 0,000 Minimum 0,000 0000 0000 0000 0000 0,000
Maximum 0,740 2,780 25000 45450 9,090 7,690 Maximum 3,590 3,900 0,630 9,090 0,000 50,000
Potet 5000 10,000 17000 22,000 5000 33,000 Potet 5000 10,000 17000 22,000 5000 33,000
Hiadina spolehlivosti {95,0%) 0411 0,643 3,345 5832 4,803 0,684 Hladina spolehlivosti {95,0%) 1,993 0,877 0079 0957 0,000 3,308
uc KRO CRC RA CPAN _ kontrola uc KRO CRC RA CPAN _ kontrola
CD24lowCD21int DN Tight MZ DN Tigh
StF. hodnota 0624 3577 0132 0655 0000 0,463 StF. hodnota 0,780 0,023 0000 0000 0000 0,144
(Chyba sti. hodnoty 0300 2,202 0112 0352 0000 0,380 (Chyba stf. hodnaty 0,780 0,023 0000 0000 0000 0,128
Median 0460 0,000 0000 0000 0000 0,000 Medidn 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
lsmér. odchylka 0671 6962 0,463 1652 0000 2,183 lsmér. adchylka 1,744 0073 0000 0000 0000 0,734
Rozdil max-min 1,750 20,000 1,500 6900 0,000 12,500 Rozdil max-min 3,900 0,230 0,000 0000 0,000 4,200
Minimum 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000 Minimum 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Maximum 1,750 20,000 1,500 6900 0,000 12,500 Maximum 3,900 0,230 0,000 0000 0,000 4,200
Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5,000 33,000 Pocet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000
Hiadina spolehlivosti (95,0%) 0834 4981 023 0732 0000 0,774 Hiadina spolehlivosti (35,0%) 2,166 0052 0000 0000 0,000 0,260
uc KRO CRC RA CPAN _ kontrola uc KRO CRC RA CPAN  kontrola
CD24lowCD21low DN Tigh T1 DN Tigh
lstf. hodnata 0652 1,000 4852 8351 0272 1,556 [stf. hodnota 0106 0214 2,265 1,125 3,334 0,812
(Chyba sti. hodnoty 0458 1,000 1,990 3,052 0272 0,709 (Chyba stf. hodnoty 0106 0,143 1517 0,585 333 0,377
Median 0000 0000 0,430 1,880 0,000 0,000 Medidn 0000 0000 0000 0000 0000 0,000
[smér. odchylka 1,024 3,162 8205 14316 0608 4,072 lsmér. odchylka 0237 0453 6,254 2,742 7,455 2,164
Rozdil max-min 2,340 10,000 28,810 60,000 1360 20,000 Rozdil max-min 0530 1160 25000 10,810 16,670 10,000
Minimum 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000 Minimum 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Maximum 2,340 10,000 28,810 60,000 1360 20,000 Maximum 0530 1160 25000 10,810 16,670 10,000
Pocet 5000 10,000 17000 22,000 5000 33,000 Potet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000
Hiadina spolehlivosti (35,0%) 1272 2,262 4219 6,347 0,755 1,444 Hiadina spolehlivosti (35,0%) 0,294 0,324 3,216 1,216 9,257 0,767
uc KRO CRC RA CPAN  kontrola uc KRO CRC RA CPAN _ kontrola
2 DN TigM
Istf. hodnota 3,360 0,284 1,899 3,503 0,666 5,567
Chyba stf. hodnoty 3,221 0,200 149 1681 0666 2,799
Medidn 0,280 0000 0000 0000 0000 0,000
Ismér. odchylka 7201 0,634 6166 7,885 1,439 16,074
Rozdil max-min 16,240 1,860 25000 31,080 3,330 66,67
Minimum 0,000 0,000 0000 0000 0000 0,000
Maximum 16,240 1,860 25000 31,080 3,330 66,67
Potet 5000 10,000 17,000 22,000 5000 33,000
Hladina spolehlivosti {35,0%) 8,942 0453 3,170 3,49 1,849 5,700
uc KRO CRC RA CPAN _ kontrola

Tabulka 19 Porovndni popisnych statistckych ukazatel( pro jednotlivé CD20-CD27-DN populace 19+B lymfocyti u kontrol a
vybranych patologickych stavi (s ohledem na pocty vzorki v souborech nebyly skupiny patologickych stavd, kde pocet
vzorki n<5 do porovnadni zarazeny)

UC — ulcerdzni kolitida; KRO — Crohnova choroba; CRC — kolorektalni karcinom; RA — revmatoidni artritida; CPAN —

karcinom pankreatu
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Obrdzek 34 Grafické a tabeldrni porovndni ukazatelli popisné statistiky pro distribuci jednotlivych CD20-CD27- DN populaci u
kontrol a pacientd s kolorektdlnim karcinomem
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Obradzek 35 Grafické a tabeldrni porovndni ukazatelt popisné statistiky pro distribuci jednotlivych CD20-CD27- DN populaci u
pacientu s ulcerdzni kolitidou a Crohnovou chorobou
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Obrdzek 36 Grafické a tabeldrni porovndni ukazatelli popisné statistiky pro distribuci jednotlivych CD20-CD27- DN populaci u
pacientu s karcinomem pankreatu (CAP) a revmatoidni artritidou
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10.5 Statisticka analyza distribuci frekvenci CD19+CD20-CD27-

perifernich lymfocytarnich subpopulaci

Za vyuziti neparametrického testu podle Mann-Whitneyové byla provedena statisticka
analyza distribuci frekvenci CD19+CD20-CD27- perifernich B lymfocytarnich subpopulaci.
Ke zpracovani ziskanych dat byl vyuzit program GraphPad Prism6. Pro potieby statistické

analyzy byly testovany populace s nasledujicimi imunofenotypy:
CD19+CD20-CD27-CD24-CD21- (Obrazek 37 na strané 112)
CD19+CD20-CD27-CD24-CD21int (Obrazek 38 na strané 112)
CD19+CD20-CD27-CD24-CD21low (Obrazek 39 na stran¢ 113)
CD19+CD20-CD27-CD24highCD21- (Obrazek 40 na strané 113)
CD19+CD20-CD27-CD24intCD21- (Obrazek 41 na stran¢ 114)
CD19+CD20-CD27-CD24intCD21low (Obrazek 42 na stran¢ 114)
CD19+CD20-CD27-CD24lowCD21- (Obrazek 43 na stran¢ 115)
CD19+CD20-CD27-CD24lowCD21int (Obrazek 44 na strané 115)
CD19+CD20-CD27-CD24lowCD21low (Obrazek 45 na stran€ 116).

U jednotlivych zjisténych subpopulaci byly porovnavany distribuce zjisténé u souboru
kontrol a u pacienti s jednotlivymi patologiemi, a to vcetné téch, které byly zastoupeny malym
poctem vzorkd. V grafech jsou vzdy oznaCeny signifikantni rozdily pro hladiny
pravdépodobnosti p <0,05. Ackoli rozdily ve frekvencich mezi jednotlivymi studovanymi

skupinami jsou patrné, neobjevili jsme zadné signifikantni rozdily.
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Obrdzek 37 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24-CD21- DN B lymfocytii (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MIDS/AA
— prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 38 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24-CD21int DN B lymfocyti (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 39 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24-CD21low DN B lymfocytu (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MIDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerozni kolitida).
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Obrdzek 40 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24highCD21- DN B lymfocyti (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 41 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24intCD21- DN B lymfocyti (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdini karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MIDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 42 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24intCD21low- DN B lymfocytu (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerozni kolitida).
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Obrdzek 43 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24lowCD21- DN B lymfocyti (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MIDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida).
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Obrdzek 44 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24lowCD21int DN B lymfocytii (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdini karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerdzni kolitida)
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Obrdzek 45 Frekvence CD19+CD20-CD27-CD24lowCD21low DN B lymfocytii (fazeno abecedné, AA-aplastickd anémie, AS —
ankylozujici spondylitida, CAP-karcinom pankreatu, CAR-kolorektdlni karcinom, KO-kontroly, CRO-Crohnova nemoc, MDS/AA
-prekryvajici se myelodysplasticky syndrom s aplastickou anémii, RA-revmatoidni artritida, UC -ulcerozni kolitida).
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10.6 Skladba CD19+ perifernich populaci lymfocyti v zavislosti na pohlavi

Autoimunitni

Skladba CD19+ populace v zavislosti na pohlavi ., .
onemocnéni  se  Casto
% L [ vyskytuji  u  jednoho
< z pohlavi s vyssi incidenci
il (Baumgart a Carding 2007,
Perez-Andres, Paiva et al.

2010, Molodecky, Soon et

Frekvence (%)

al. 2012), zajimalo nas

’ proto, zda jsou u CD19+

" perifernich lymfocyti
o ﬁ postihnutelné rozdily
i v jejich distribuci jiz na

0
F M
 Primeér z CD20- CD27 2,335789474 1,081428571
Primér z memory 21,24736842 13,32357143 , . .
Priimér 2 naive 7428105263 £3,01926571 Do sledované skupiny jsme
Primér z plasma 2,544210526 2,590714286

Pohiavi zatadili 14 zdravych muzt

urovni hlavnich populaci.

Obrdzek 46 Skladba CD19+ perifernich lymfocytdrnich populaci v zdvislosti na a 18 zdravych zen, ktef
pohlavi vdobé odbéru nehlasili

zadné obtize (vyloucili
jsme napiiklad probandy, kteti uvedli, Ze v neddvné dobé prodé€lali velmi mirné€ probihajici

infekci). Ukazalo se, Ze vliv pohlavi na skladbu téchto populaci nelze vyloucit.

Podobné pii zaméfeni se na zdjmovou CD20-CD27- DN populaci se ukazalo, ze lze
zaznamenat odchylky v jejich primérném zastoupeni piedev§im u populace CD24-CD21int
DN, CD24hiCD21- DN, CD24intCD21- DN, CD24lowCD21low a u T2 DN, viz Obrazek 47
nastran¢ 118. Byt’ jsme si védomi omezeni pouZiti tohoto parametru, predev§im u takto nizkého
poctu probandd, v pfistich experimentech bychom radi doplnili databazi vzorkl tak, abychom

mohli zjistit, zda je vazba pohlavi na distribuci jednotlivych subpopulaci statisticky vyznamna.
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Skladba CD20-CD27- DN populace v zavislosti na pohlavi
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Obrazek 47 Srovndni skladby populaci CD20-CD27- DN v zavislosti na pohlavi

10.7 Dalsi raritni subpopulace zjiSténé v periferni krvi

S ohledem na to, Ze jsme pouZili velmi komplexni manudlni postup strategie vymezeni
bran, podatilo se nam vytypovat pies 20 dalSich velmi raritnich populact, které se vyskytovaly
jak u kontrol, tak u pacient. Z tohoto pohledu se jako velmi zajimava skupina jevi non-memory
B lymfocyty  podle definice Benitézové (2014), tedy nezralé T1
(IgM+CD19+CD211owCD24highCD27-) a T2 (IgM+CD19+CD21highCD24intCD27-)
tranzientni lymfocyty, zralé folikuldrni B lymfocyty (IgM+CD19+CD21intCD24intCD27-) a
lymfocyty marginélni zony (IgM+CD19+CD21highCD24highCD27-), ale také tranzientni a
extratranzientni lymfocyty definované podle definice Berkowské (2011) a folikularni
lymfocyty I (IgM+CD19+CD21+CD24+CD27-CD38low) a folikularni lymfocyty II
(IgM++CD19+CD21+CD24+CD27-CD38low), které se po ptidani markert CD38, IgG, IgD
a IgA rozpadaji do mikropopulaci s frekvenci nizsi nez 0,001 %, tyto byly leckdy zastoupeny
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jednou jedinou bunkou. Vzhledem k extrémni vzacnosti téchto populaci jsme se rozhodli je do
diplomové prace neuvadet, naopak se na né pokusime zaméftit v navazujicich experimentech
realizovanych na vzorcich periferni krve odebrané zdravym osobam v mnozstvi alespoil 60 ml

tak, abychom je ptipadn¢ zachytli ve vysSich relativnich ¢etnostech.

Soucasné jsme pii stanovovani FMO kontrol u pacienti s karcinomem pankreatu
zachytili zcela unikatni, 100 % se opakujici velmi malou a denzni subpopulaci, ktera pii
zpétném vymezeni spadala do populace CD19+ lymfocytt. Také tuto populaci jsme zatim blize

necharakterizovali.

Podrobné analyzy vySe zminénych populaci budou taktéz predmétem navazujiciho

diserta¢niho projektu.
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11 Diskuze

Téma prace pifimo navazuje na predchozi vyzkumnou ¢innost tymu a zejména na
poznatky, které byly ziskany v ramci spolecného grantového projektu Dr. Ruzickové a Dr.
Vlkové zaméieného na studium B lymfocytarnich populaci za fyziologického stavu u zdravych
jedinct a u pacientl s CVID (z angl. common variable immunodeficiency, bézna variabilni
imunodeficience). Data byla publikovana v Journal of Immunology v roce 2010 (Vlkova et al.
2010), kdy byl pouzit Sestibarevny B bunécény panel (CD27, CD38, IgM, CD21, CD24 a CD19),
pomoci kterého se poprvé podaiilo prokazat existenci FO I (IgM™CD27"¢CD38™CD24™) a
FO 1I (IgMMehCD27"eCD38"CD24pos) B lymfocytii u ¢lovéka. Tato prace byla dalsim
kaminkem mozaiky potvrzujicim hypotézu, ze klasicky ptijimané makropopulace B lymfocyta
v periferni krvi ¢lovéka nejsou homogenni (hlavni populace B lymfocytii viz Obrazek 48 na str.
120), a ze pii rozsifeni panelu sledovanych znaki bude mozné poodkryt tajemstvi této
heterogenity a popsat mensi bunécné populace, které mohou hrat svou roli, at’ pozitivni nebo

negativni, v patogenezi celého spektra chorob.

Populace B lymfocytl Imunofenotyp

naivni CD19+ CD20+ CD27-

pamétové CD19+ [CD20+ |CD27+

plazmatické CD19+ CD20- CD27+

T1 (tranzientni 1) CD19+ CD21llow [CD23low |CD24high IgMhigh |lgDlow
T2 (tranzientni 2) CD19+ CD21high |CD23high [CD24high IgMhigh |lgDhigh
FM (folikuldrni maturované) |CD19+ CD21+ |[CD23+ |CD24+ |CD38+ IgM+ IgD+
FO | (folikularnil) CD19+ CD27- CD21+ CD24+ CD38low |lgM+

FO Il (folikularnil) CD19+ CD27- CD21+ CD24++ [CD38low |lgM++

MZ (marginalni zony) CD19+ CD21high [CD23- IgMhigh |lgD+

Obradzek 48 Hlavni populace B lymfocytd, zijednoduseno - Klein et al. (1998) a Vikovd et al. (2010)

Strategie pouZita pii realizaci jedenactibarevného B bunééného panelu pro potieby
tohoto diplomového projektu se inspiruje protokolem vytvofenym Kalinou (2009) a
aplikovanym Vlkovou (2010) a dale rozpracovanym Mgr. Pokdkem (Polak 2014), ale doslo
k vyznamné modifikaci spocivajici v roz$ifeni poctu sledovanych povrchovych znakl o
molekuly, které hraji vyraznou roli pii diferenciaci B lymfocytti v ramci lymfopoézy, konkrétné
o molekuly IgD, IgA, IgG a CD20. Soucasné¢ jsme piehodnotili skladbu a odecet
kompenzacnich a individudlnich kontrol, vyznamné upravena byla strategie vymezeni, ktera
vychazi z praci Kleina et al. (1998), Warnatze et al. (2002), Berkowské et al. (2011) a
Benitézové et al. (2014) (nepamétové B lymfocyty, tzv. non-memory B cells). Tento piistup
nam umoznil identifikovat ve sledovanych vzorcich periferni krve i mini- az mikropopulace B

lymfocytt, které jsme podfadili pod termin ,,raritni*.
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Jak bylo nastinéno v tivodni reSersi, vyzkum raritnich populaci je provazen nékterymi
specifickymi problémy: je dilezité pifisn¢ dbat na zachovani srovnatelnych odbérovych
podminek, analyzy (a tedy i ziskana data) jsou omezeny velikosti vzorku, ovlivnény pomérem
signalu/Sumu pouzité metody, reprodukovatelnost experimentu, softwarové zpracovani dat,

statistické vyhodnoceni nastaveni kontrolnich mechanismiti a interpretace ziskanych vysledku.

11.1 Limitace velikosti vzorku

Velikost vzorku v piipad¢ raritnich populaci je jednim z jejich defini¢nich znakd, a
tim vétsi vzorek je potieba zanalyzovat. Zdanlivé nejjednodussi zpisob, tedy zvySeni
odebiraného mnozstvi periferni krve, narazi na etickd omezeni. Nelze aplikovat pfistup, pfi
kterém by zvySeni vytéznosti vzorku znamenalo neimérnou zatéz subjektu. Proto je potieba
zvolit takovy postup, ktery povede k maximalizaci zisku informace za standardnich odbérovych
podminek, v naSem piipadé odbér 7 ml periferni krve do zkumavek EDTA a nasledna izolace

0,5 milionu PBMC vyuzitych pro méfeni na pritokovém cytometru.

Prvnim zplsobem zvySeni vytéZnosti vzorku je vyuziti pratokové cytometrie
s tfidicem bunck za pouziti vzorku, ktery proSel imunomagnetickou separaci, druhou cestu
predstavuje koncentrace vzorku modifikaci rychlosti toku bunék pii priichodu optickou ¢asti
prutokového cytometru a tfeti nastaveni prahové hodnoty fluorescence (Donnenberg a

Donnenberg 2007).

11.1.1 Limitace pouzitou separacni metodou

Standardné byla pouZzita imunomagneticka separace (IMS, z angl. immunomagnetic
separation), coz je metoda, pomoci které¢ se vyttidi bunky na zaklad¢ ptitomnosti urcitych
povrchovych identifika¢nich znakli. Metoda vychéazi z vazby bun¢k na magnetické Castice,
které jsou potazeny specifickymi selekénimi molekulami. Po navazani lze vzniklé komplexy
buiika-magnetickd Castice z heterogenni suspenze separovat pomoci vn¢jSitho magnetického
pole. Pouziti magnetické selekce jako predkroku pro pritokovou cytometrii vede ke zvySeni
koncentrace zajmovych bunék v analyzovaném vzorku (Paulik 2005, Bartiinkova, Paulik et al.

2011).

Omezeni této metody vyplyvaji z jeji podstaty, béhem separace bunék miize dojit

k odfiltrovani bun€k, které nesou néktery ze zajmovych povrchovych znaki, a ziskana data tak
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nemuseji odpovidat skutecnosti (Donnenberg a Donnenberg 2007). Pravé vysoké riziko
moznosti ztraty celych skupin bunék a zkresleni ziskanych dat bylo diivodem, pro¢ jsme tento

postup pro rutinni analyzu nakonec nezvolili.

11.1.2 Modifikace rychlosti toku bunék

Ovlivnéni koncentrace vzorku pomoci modifikace rychlosti toku bun¢k vychazi
z odlisnych tlakovych vlastnosti hnaci kapaliny a vzorku. Pokud je tlak vzorku vyssi nez tlak
hnaci kapaliny, dojde k rozsiteni jeho proudového paprsku. Zaporem tohoto postupu je, Ze se
zvySuje mira koincidence, nebot’ ve stejnou dobu se mohou do prostoru snimaciho prostoru
dostat dvé bunky, vznikaji tzv. dublety (tzv. doublets). S tim je nutno pocitat béhem
vyhodnocovani vzorku, a pomoci specifické brany vymezeni je z analyzy odstranit

(Donnenberg a Donnenberg 2007).

Jako optimalni se jevi postup, kdy dojde ke koncentraci vzorku tésné pod mez
maximalni detek¢éni rychlosti pfistroje. Vzhledem k technické néro¢nosti tohoto postupu,
zvySené moznosti ztraty bunék ze zajmovych populaci, které by se mohly snadno dostat do
dubletu a obtizné realizaci na pfistroji, ktery je komeréné¢ vyuzivan Sirokou védeckou vefejnosti,

jsme tento postup ani nezvazovali.

11.1.3 Nastaveni fluorescen¢niho prahu

Posledni cestou, kterou Ize zvysit vytéZnost vzorku, je nastaveni fluorescen¢niho prahu
detekce. Fluorescenénim prahem rozumime nejniz$i intenzitu signalu emitovanou fluoreskujici
¢astici, kterou lze odliSit od pozadi (Wood a Hoffman 1998). Tento postup je ovlivnén hladinou
Sumu pozadi (angl. background noise) a efektivitou konverze signalu prechazejiciho
z molekuly fluorochromu na fotoelektron (Wood a Hoffman 1998). Pro pouziti tohoto postupu

je vhodné znacit vzorek svitivymi (jasnymi) protilatkami (Donnenberg a Donnenberg 2007).

Tento ptistup jsme zvolili pro potfeby naSich analyz. V ramci pouzitého 11-barevného
panelu jsme vyuZili protilatky vazané na brilantni violet’ z produkce spolecnosti BD Horizon

jako jsou BV510 (IgD), BV605 (IgG) nebo BV655(IgM).
11.2 Pomér signal/Sum

Pomér signdl/Sum se pouziva pro srovnani hladiny zéjmového, uzitecného signalu

s hladinou Sumu pozadi. Jako Sum oznacujeme vSechny signaly, které mohou byt zaménény se
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signalem emitovanym fluorochromy na povrchu zivych bunék. Sum mtzeme rozdélit do dvou

kategorii, na elektronicky Sum a biologicky Sum.

Elektronicky Sum vznikd ndhodnym kolisanim elektronického signalu, piipadné jeho
samovolnou novotvorbou. Elektronicky Sum lze jen obtizné odstranit, je to Sum, ktery je
inherentni, vznika pfimo ve vodi¢ich a polovodi¢ich pouzitych ve vlastnim zafizeni a jeho

soucastkach (Vobecky a Zahlava 2005).

Druhou kategorii predstavuje Sum biologicky. Pod pojem biologicky Sum spadaji napf.
signaly apoptotickych nebo mrtvych bun¢k, autofluorescence nékterych povrchovych molekul,
signaly vyplyvajici z nespecifické vazby fluorochromu, které imituji nebo narusuji uzite¢ny
signdl produkovany zdjmovymi bunikami (Donnenberg a Donnenberg 2007). Tyto ruSivé
signaly — Sum — by mohly byt zdrojem zaneseni arteficidlnich informaci, proto je potieba je
pred vlastni analyzou vzorku odfiltrovat, pfipadné zajistit jednotnou hodnotu Sumu pro

negativni a pozitivni populace tak, aby bylo Ize zajistit homogenni ptivod sledovaného signalu.

V mnohobarevné priutokové cytometrii se riziko vzniku nezadouciho biologického
Sumu zvySuje. Aby se pii vyhodnocovani zamezilo faleSn¢ pozitivnim vysledkiim, vyuziva se
pfi barveni bun€k nastaveni né€kolika druht kontrol (Shapiro 2005, Roth 2015). V prvni fadé€ se
vyuZivaji izotypové kontroly, které slouZi jako kontrola nespecifické vazby protilatky a také
jako identifikacni znak negativnich populaci ve vzorku (Shapiro 2005, Roth 2015). Pro
nastaveni kompenzace vzorku jsou nezbytné monoklonalni kontroly (angl. single stained
controls, jednobarevné kontroly, monokontroly). Po nabarveni vzorku jednim fluorochromem
ziskame vzorek s buikami, které budou pro dany znak pozitivni, a ostatni, nenabarvené, které
znaci negativni populaci (Shapiro 2005, Roth 2015). V mnohobarevné cytometrii jsou nezbytné
tzv. FMO kontroly (angl. fluorescence minus one controls). FMO kontrola obsahuje vSechny
fluorochromy pouzité v panelu vzdy s vyjimkou prave jednoho, ktery je jako negativni kontrola
meéten. FMO kontrola slouzi k uréeni hranic bran vymezeni ve zvolené strategii, a miiZe pomoci
s odstranénim nékterych chyb vzniklych v disledku nespravné kompenzace vzorku (Shapiro

2005, Roth 2015).

Tento doporuceny postup jsme aplikovali 1 v pfipad€ naseho laboratorniho protokolu,
kdy jsme vramci barveni vzorkli jednotlivymi fluorochromy oznacili pozitivni populace
pomoci monoklonalnich kontrol a negativni populace pomoci FMO kontrol. Vysledna méteni

jsme provadéli na tzv. mixech, tedy na vzorcich oznacenych vSemi fluorochromy. Stanoveni
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hranic bran vymezeni v jednotlivych protokolech pak probihalo na zaklad¢ odectu hranic FMO

kontrol.

Ptiprava monoklonalnich protilatek a nasledné znaCeni bun€k je néarocné na
koncentraci i ¢as. Abychom se pfi téZzeni dat vyhnuli moznosti zaneseni/vytvoteni arteficidlnich
populaci, byly vSechny kroky jak odbéru, zpracovani vzorku, tak vyhodnocovacich protokold
piisn¢ kontrolovany. Veskeré zpracovani vzorkii provadély dvé osoby soucasné, s tim, ze jedna
osoba manipulaci se vzorkem provad¢la, a druha osoba tuto ¢innost dozorovala. V pravidelnych
intervalech se pak ob& osoby pii téchto ¢innostech stfidaly. Timto postupem jsme se snaZzili

omezit moznost zaneseni chyby z nespravné manipulace se samotnym vzorkem.

Analyza vzorku probihala vzdy na stejném pfistroji, tedy na pritokovém cytometru
BD LSR 11, ktery je k dispozici v Centru pro Cytometrii a Mikroskopii MBU AVCR v. v. i., pfi
stejném nastaveni vSech technickych parametrd. Vlastni analyza probihala vzdy za asistence
RNDr. Jana Svobody, PhD. Divodem tohoto postupu bylo zachovani maximalni objektivizace

dat, ktera jsou sbirdana v delSich casovych tsecich.
11.3 Volba softwarového reSeni pro analyzu dat

Vzhledem k tomu, Ze naSe vyzkumna prace je zamétena na analyzu diferenciacnich
stavil velmi malych populaci B lymfocytt, je kladen vysoky narok na softwarové rozhrani, které
bude pfi analyzach pouZito. Proto bylo potieba zvolit program, ktery by spliioval vysoké naroky
na moznost vizualizace analyzovanych dat, rychlost, individualizaci protokolu, a pfedevSim

vypocetni kapacitu pro zpracovani mnoha milioni udalosti v realném case.

Po peclivém uvazeni vSech alternativ dostupnych na trhu a také téch, které jsou
v portfoliu programového vybaveni Ptirodovédecké fakulty UK pftistupného pro studenty
magisterskych oborli, byl pro analyzu vzorkl periferni krve zvolen program Kaluza 1.5a
(Beckman and Coulter), ktery umoziuje zpracovani multiparametrickych dat s objemem az 10
milionti udalosti na datovou slozku. Mezi nepochybné ptednosti tohoto programu patii i to, ze
vedle fady standardnich analytickych néstrojit ve 2D prostiedi, jako jsou histogramy, dot plot
grafy ¢i konturové grafy apod., umoZiuje téZ 3D analyzu v podobé tzv. radarovych grafi, tzv.
radar plot, s moznosti vymezeni bran ve 3D vizualizaci, ¢i shlukovani analyzovanych populaci
na zéklad¢ strategie vymezeni do souvztaznych rodokmenti s moznosti zkombinovani dat z az

28 dvourozmérnych grafti v podobé tzv. pedigree plot. Pro potfeby imunofenotypové
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charakterizace cilovych populaci se jednalo o nejvhodnéjsi feseni, nebot’ takovéto srovnani dat
umoznuje orientaci ve vzajemnych vtazich mezi jednotlivymi vymezenymi populacemi az do
hloubky 8 rovin. Pro technickou a interpreta¢ni naroc¢nost 3D analyzy dat nebyla tato pro
potieby této diplomové prace vyuzita, pocitdme s jejim rutinnim pouzitim v navazujicim

disertacnim projektu.

Program Kaluza 1.5a splnil nase o¢ekavani, ptesto pro budouci prace na souboru dat
ziskanych z 11 — barevného panelu v ramci analyzy B lymfocyt zvazujeme 1 moznost vyuziti
dalSich, pfedevS§im opensource programu. Jmenovité se jedna o programy Flowing Software ¢i
Cytobank, které umoziuji vysokorychlostni analyzu dat v redlném case a tvorbu tzv. heat map
¢i fosforylacni analyzu (Sahraneshin Samani, Moore et al. 2014), coz jsou ndstroje, které
v programu Kaluza 1.5a nejsou zatim dostupné. Uvazujeme 1 o vyuziti automatického
softwarového vyhodnoceni cytometrickych dat za pomoci opensource programu FLOCK

(FLOw Clustering without K) (Qian Y et al., 2010).

Predpokladame, ze piehledna, Ccitelnd a ndzornd vizualizace komplexnich
biologickych dat potizena v prostfedi programu Kaluza 1.5a doplnéna o soubor tzv. heat map
nam umozni vytvofit jednoduse interpretovatelné protokoly, které by mohly byt vyuzitelné
v klinické praxi jako pomocny nastroj v diagnostice cilovych onemocnéni. Tyto protokoly

budou jednim z vystupl disertacni prace, kterd navazuje na tento diplomovy projekt.
11.4 Vyhodnoceni naméienych dat — vstupni a vystupni kontrola

Vyznamnym rizikem pii vyhodnocovani takto rozsdhlého souboru dat jsou 1 osoby,
které analyzu provadéji. Vzhledem k rozsahu souboru, mnozstvi analyzovanych dat a riziku
zaneseni interindividudlni chyby jsme v ramci tymu jednotlivé prace na tzv ,,raw data®, tedy
datech v podobé¢, ve které jsou jako .fcs soubory ziskdny z pratokového cytometru, a kroky
souvisejici s vyhodnocovacimi protokoly, rozdélili. Mgr. Andrea Grigelova byla zodpovédna
za kompenzaci veSkerych dat a odecet FMO kontrol, kontrolu vystupu dat z kompenzaci
provadél Mgr. Milan Poldk, stanoveni hranic bran ve zvolenych strategiich vymezeni u
jednotlivych vzorki ve vSech definovanych protokolech realizovala Mgr. Andrea Grigelova
spolu s Mgr. Renatou Suchou podle unifikovaného postupu, pted vlastni finalizaci a
statistickym vyhodnocenim dat byl cely postup a kone¢ny vystup opét kontrolovan Mgr.

Milanem Polakem.
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Vlastni analyza naméfenych dat pted zahajenim vymezovéani populaci prosla
kontrolou na stabilitu méteni, kdy se porovnal parametr ¢asu s analyzou bo¢niho rozptylu. Po
tomto mezikroku jsme se zaméfili to, abychom data tzv. vycistili. V prvni fazi jsme se zamé&fili
pouze na zivé bunky a ze vzorku odstranili veskeré mrtvé buniky a debris za pouziti parametru
barviva Hoechst 33258 a parametru FSC-A, nésledné odstranili vSechny dublety pomoci
parametra FSC-H a FSC-A. Teprve ztakto vyciSténych dat jsme vymezili populaci
lymfomonocytarnich bun¢k (lymfomono), ktera slouzila jako vychozi populace pro dalsi
rozbor. Jako vnitini kontrola jednotlivych krokli v rdmci protokolu byla ve vSech piipadech
pouzita strategie tzv. backgating control, tedy zpétného vymezeni bran, pomoci které¢ jsme
mohli ovéftit alokaci jednotlivych bunék do spravné imunofenotypové rodiny (pouzity protokol
je znazornén na strankach 89 — 96). Timto zptisobem jsme se snazili zabranit umélému vneseni
arteficidlnich populaci a ziskat ,fair data®, ktera by za pouziti stejného protokolu byla

verifikovatelna nezavislym métenim tieti osobou.
11.5 Pouzity panel protilatek

V nami pouzitém B bun&Eném panelu sledujeme expresi az deseti povrchovych znaki,
soucasn¢ (CD19, CD20, CD21, CD24, CD27, CD38, IgM, IgD, IgA a IgG). Jedna se
vyvoje, a tento panel se pro ucely nasi analyzy jevi jako vhodny. Vzhledem k tomu, Ze do
periferni krve mohou z orgdnt primarni lymfopoézy proniknut i ranéj$i vyvojova stadia B
lymfocytl, a soucasné¢ s nariistajicim objemem informaci a postupem poznéni o heterogentié
lidskych B lymfocytarnich populaci, pfedev§im o B-1b lymfocytech, zvaZzujeme rozsifeni B
lymfocytarniho panelu o sledovani znakii CD5 a CD10. CDS5 bychom radi ptidali, nebot’ se
ukazuje, ze CD5+ B lymfocyty umi na antigen reagovat bez pomoci T lymfocyti, podileji se
reakénich mechanismech vrozené imunity a jsou velmi Casto asociovany s autoimunitnimi
chorobami. Soucasné se jedna o B lymfocyty, které vznikaji ve fetalnich jatrech b&hem rané
ontogeneze, ke své sebeobnové nepotiebuji kostni dien a v dospélosti je jejich koncentrace
vysokd ptedevSim v peritonedlni a pleurdlni dutiné¢ (Herzenberg, Kantor et al. 1992, Neil,
Summers et al. 1992, Hardy, Li et al. 2000, Hardy 2006, Esplin, Welner et al. 2009). Povrchovy
znak CD10 se béhem diferenciace objevuje nejprve na Pro-B lymfocytech a ztraci se v prubchu
maturace. Jeho exprese se opakovan¢ zvysuje pii prichodu B lymfocytu zarode¢nym centrem,
a dozravani bunck, které jej exprimuji, je tak antigenné dependentnim procesem. CD10+ B

lymfocyty jsou potom burikami, které v rdmci své maturace musely projit germinalnim centrem
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(Rossi, Yokota et al. 2003, Palanichamy, Barnard et al. 2009, Suponitskaia, Aleksankin et al.
2015).

Jako zajimavé se tak jevi nejen schéma jejich ontogenetického, ale také
fylogenetického ptivodu. S ohledem na tkanovy ptivod progenitorovych bunék, by se mohlo
jednat o B lymfocyty, které prosly odliSnou evolu¢ni historii nez konvencni B lymfocyty.
Teoreticky lze predpokladat, ze v lidském téle budou existovat mista primitivni lymfopoézy,
ktera si zachovala svou evolucné konzervativni lokalizaci — mohlo by se to tykat shluka
imunokompetentnich bunék v oblasti GALT, pfedevsim pozani B lymfocytarnich populaci ve
tkani Peyerovych plakli nebo apendixu by mohly vnést vice svétla do pochopeni patogeneze
onemocnéni (Butler 1998, Eaden, Abrams et al. 2001, Weill, Weller et al. 2004, Lanning, Rhee
et al. 2005, Danese a Fiocchi 2011, Gibbons a Spencer 2011, Molodecky, Soon et al. 2012).

11.6 Interpretace ziskanych vysledki

Celkem bylo nalezeno pfes 40 minoritnich nebo raritnich subpopulaci lidskych

perifernich B lymfocytl, z nichz Zadna nebyla doposud popsana.

Nejvétsi problém v interpretaci naSich vysledkd neni dan pouze skuteCnosti, Ze se
jednd o data zcela nova a unikatni, ale také tim, Ze v podstaté neexistuje spolehlivy zvifeci

model, ktery by piedstavoval alespon analogickou situaci jako u lidi.

Klasické mys$i modely nejsou pro nase ucely pouzitelné viibec, protoze zpusob
vymezeni a analyzy vzdy zahrnuje pouziti povrchového znaku CD27 jako spolehlivého
markeru pamétovych B lymfocytl tzn. téch, které prosly reakci v germinalnim centru a jsou
tedy antigenn¢ zkuSené. U mysi takovy povrchovy znak nebyl popsan. Podobna situace plati
pro povrchovy znak CD38, jehoz exprese a regulace je u mysi a lidi odlisna, zaroveii je rozdilna
1 jeho ontogenetickd manifestace na povrchu bun¢k (Asquith, Miller et al. 2009, Gibbons a

Spencer 2011, Breban, Araujo et al. 2014, Goyal, Rana et al. 2014).

Podobna omezeni plati i pro studium imunitnich pochodi u dalSich rutinné
vyuzivanych modelovych organismu jako jsou prasata (véetné gnotobiologickych
bezmikrobnich kment nebo linii), krysy, kralici, psi nebo kutata (Zhou, Ord et al. 1991, Butler
1998, Lories 2006, Asquith, Miller et al. 2009, Bircan-Yildirim, Cek et al. 2011, Gibbons a
Spencer 2011, Breban, Araujo et al. 2014, Goyal, Rana et al. 2014). Ani u zastupct nizsich ¢i
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vysSich primati se nelze spoléhat na fylogenetickou a evoluc¢ni piibuznost imunitnich systému

(Messaoudi, Estep et al. 2011.

Kromé¢ toho kazdy lidsky jedinec (stejné jako zvifeci) je béhem svého Zivota jiz od
jeho nejrangjSich fazi kolonizovan riznymi bakteriemi a viry, a vysledné spektrum individualné
specifické skladby mikobiomu nutné interaguje s celym imunitnim systémem, tedy i
s ruznorodym spekterem B bunécnych subpopulaci existujicich v celém organismu (Butler

1998, Gibbons a Spencer 2011).

Zaroven se potvrzuje, Ze bez pouziti rutinizovanych standardnich postupi se
cytometrickd data mezi jednotlivymi laboratofemi li§i, zejména proto, Ze kazda pouzivé jiny
cytometricky panel s jinou kombinaci povrchovych markerti a jinou strategii vymezeni bran, a

tim 1 ur€eni vychozi populace.

Prvni studie, kterd se alespoii podle demonstrovanych dat vénovala vyznamné
podobnosti B lymfocytarnich populaci mezi ¢lovékem a zvifecim modelem, je recentni prace

Changa et al. z roku 2017.

V této praci se podatilo pomoci kombinace znaki CD3, CD20, CD21, CD27, IgM a
IgG nalézt shodné nebo velmi podobné B lymfocytarni populace u zdravych jedinci druhu
makaka Macaca rhesus (t¢z M. mulatta) a u zdravych lidskych kontrol. V této studii bylo
potvrzeno, Ze prob&hla nebo rekurentni infekce makaka virem opiciho imunodeficitu (angl.
simian immunodeficiency virus — SIV, analog lidského HIV) zna¢n€ méni zastoupeni n€kterych

minoritnich B bunéénych subpopulaci.

Nejzajimavéjsi vysledky jsme ziskali u patologii sttevniho traktu, pfedevsim u skupiny
pacientl s nespecifickych zdnétem stiev v podobé Crohnovy choroby a ulcerdzni kolitidy a u
onkologickych pacientii s karcinomem pankreatu a kolorektalnim karcinomem. Pacienti
s kolorektalnim karcinomem m¢éli statisticky vyznamné snizené nebo zvySené frekvence v
pfipadé CD19+ B lymfocytarni makropopulace, CD19+CD20-CD27- DN B lymfocytd,
CD19+CD20+CD27- naivnich, CD19+CD20+CD27+ pamétovych B lymfocytd a
CD19+CD20-CD27+ plazmatickych bun¢k oproti kontroldm nebo Crohnové chorobé,

respektive.

Pokud porovname frekvence vysSe uvedenych B lymfocytarnich populaci mezi

skupinou pacientti s Crohnovou chorobou a ulcerézni kolitidou, je patrny opacny trend (v
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ptipadé¢ CD19+CD20-CD27- DN B lymfocyti a CD19+CD20-CD27+ plazmatickych bunck

statisticky vyznamny).

Tento jev byl pozorovatelny 1 v pfipad€, kdy jsme pomoci znakti CD21 a CD24
rozdélili populaci CD19+CD20-CD27- DN B lymfocyti na subsety jesté¢ jemnéji. Rovnéz
v tomto pfipad¢ je imunofenotypovy vzor u pacientd s Crohnovou chorobou opacny nez u
pacientt s ulcerdzni kolitidou. To je v dobrém konsensu s klinickym pozorovanim, nebot
z 1ékarské praxe je znamo, ze Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida pfestavuji nejen klinicky,
ale také histologicky odlisné nosologické jednotky. Pokud se naSe pozorovani heterogenity B
lymfocytarnich populaci potvrdi i na rozsahlej$im souboru pacientil, budeme chtit tyto vylu¢né
imunofenotypy ovéfit a podlozit analyzou molekuldrni exprese na irovni mRNA a vyvinout

cytometricky nastroj diferencialni diagnostiky.

Dale se nam potvrdilo, Ze subpopulace B bun¢k vykazuji jednoznaéné zmény ve
frekvencich v modu zévislém na véku, kdy jsme ve frekvencich u populace pamétovych
CD19+CD27+ B lymfocytl, ale i cilové populace CD19+CD20-CD27- DN B lymfocytl
sledovali trend jejich mirného poklesu v souvislosti se zvySujicim se stafim jedince. Oproti
tomu mirny nariist jsme v souvislosti se starnutim zaznamenali u populace naivnich
CD19+CD27- B lymfocytii. Frekvence populace plazmatickych B lymfocytl byla napfi¢
vékovymi kategoriemi konstantni. Vzhledem k tomu, Ze nami sledovany vzorek zdravych
jedincti je velmi omezeny (n = 33, pii vylouceni opakovanych odbérii u stejného jedince),
nemohli jsme data podrobit spolehlivé statistické analyze, nicméné nase pozorovani jsou ve
shod¢ s publikovanymi udaji o imunosenescenci B lymfocytarnich populaci u ¢lovéka (Signer,
Montecino-Rodriguez et al. 2007, Colonna-Romano, Bulati et al. 2008, Weiskopf, Weinberger
et al. 2009, Nescakova a Bystricky 2011).

Podobné sledovani rozdilt mezi frekvencemi naivnich, pamétovych, plazmatickych a
CD20-CD27- B lymfocytt, ale také mezi frekvencemi nami nové definovanych subpopulaci,
v zavislosti na pohlavi ukazuje, Ze hormonalni profil jedince, mize jejich skladbu ovliviiovat.
Vliv pohlavi na skladbu B lymfocytarnich populaci a rozvoj SLE sledovali Fan, Dong et al.
(2014), kteti potvrdili, Ze na tirovni genové exprese B lymfocyti existuji pohlavim podminéné
rozdily, a Ze tyto rozdily mohou byt vdzany na ptitomnost estrogend v téle (Fan, Dong et al.
2014). Domnivame se tak, ze i v naSem piipadé¢ mize byt odlisné skladba CD20-CD27- DN
subpopulaci u muzt a zen podminéna prave snizenou/zvysenou produkci estrogenti a receptorti

pro n¢j, souc¢asn¢ nemuzeme vyloucit vliv dalSich vnitinich faktori, jako je faze ovula¢niho
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cyklu, vliv hormonalni aktivity tukové tkan€ u jedincl s nadvahou az obesitou, ptipadné vliv
vngjSich faktord, jakymi jsou napiiklad endokrinni disruptory v zivotnim prostiedi a strave.
Vsechny tyto presumpce budeme muset zohlednit v ramci sbéru populaénich dat pro potieby

nasich dalSich pozorovani.

Kromé korelace naSich pozorovéani s klinickymi daty vychdzejicimi z rutinné
vysetiovanych biochemickych markert zjisténych ze vzorka periferni krve v rdmci odbéru
vzorku, bychom radi vypracovali podrobnéjsi formularfovy dotaznik rozsifeny o anamnestické
udaje tykajici se informaci o prob&hlych akutnich i chronickych infekcich (horni dychaci cesty,
travici a urogenitdlni trakt, EBV a CMV), prodélanych operacnich vykonech (napf.
apendektomie, adenotomie ) apod. Zaroven bychom radi zahrnuli i informace o antropometrii

sledovaného jedince a zmapovani zivotniho stylu, v€etné stravovacich navyk.
11.7 Zdroje heterogenity B lymfocytarnich populaci v periferni krvi

Imunitni systém je tvotfen Sirokou paletou bunécnych typt, ptiCemz hlavni populace
adaptivniho imunitniho systému ptedstavuji T lymfocyty a B lymfocyty. Klasické systematické
déleni bun€k organismu do riznych bunécnych typl vychazi z jejich morfologické a
fenotypové charakteristiky, tedy zjejich strukturnich vlastnosti (Achim a Arendt 2014).
Vsechny bunééné typy v téle mnohobunécnych organismui vznikaji diferenciaci zygoty, jedné
jediné bunky s kompletni sadou chromozomtl. To znamend, ze vSechny bunécné typy
v zivociSném téle maji piivod v jedné matetské butice. Pokud se zamétime na evolu¢ni vznik
jednotlivych linii imunokompetentnich bun€k, miiZeme se opirat o biogeneticky zakon Ernsta
Haeckla, tedy Ze ontogeneze je zkracenou fylogenezi, a vyuZit poznatky o ontogenetickém
vyvoji strukturniho a molekuldrniho aparatu leukocytii pro pochopeni jejich evoluéniho pozadi
(Lovtrup 1978)? Nebo mlzeme za jedno z vychodisek povazovat tieti zdkon von Baera, tedy
Ze 7ivoCiSna embrya jsou si v ranych fazich velmi podobna a postupné béhem svého vyvoje
hromadi zmény (Lovtrup 1978, Kalinka a Tomancak 2012)? Miizeme na pochopeni pfi¢in a
momentil rozriznéni jednotlivych imunokompetentnich bunécnych typl aplikovat poznatky
komparativni biologie? Je otazkou, do jaké miry lze na evoluci jednotlivych bunéénych typt
uplatnit poznatky tykajici se Henigovy fylogenetické speciace. Je mozné, Ze jednotlivé bunécné
typy evolu¢né diferencovaly procesem anageneze, podobné jako zivociSné druhy? Nebo
muzeme na diferenciaci jednotlivych bunécnych typti nahlizet jako na proces kladogeneze, tedy

jako na proces, kdy dochazi k oddéleni jednotlivych vyvojovych linii, které se po odstépeni od
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matefského organismu vyvijeji zcela samostatné. Jakou mérou se na heterogenit¢ B
lymfocytarnich populaci podileji genetické faktory podminéné fylogenezi a evoluci? A do jaké

miry se projevuji faktory ontogenetické?

Skladba B lymfocytarnich populaci na ontogenetické urovni organismu je bez
pochyby ovlivnéna faktory jako jsou genetické ptredpoklady, stravovaci, pracovni navyky
jedince, etnicka prfisluSnost, pohlavi, vék v€etné imunosenescence organismu, sesonalita a vliv
biorytmu, skladba mikrobiomu, individualni klinicka anamnéza a farmakoterapie vcetné
prodélané vakcinace. Je vSak otaznikem, jaky podil na této vysoké heterogenité nesou faktory
evolucni a fylogenetické (napf. prechod zivych organismu z vodniho prostfedi na sous,
klimatické vykyvy, promény rozmnozovaci strategie, zmény ekologické niky a druhové
skladby, transformace vzorcli potravniho chovani atd.), byt jejich stopy si v téle nese kazdy

organismus.
11.8 Alternativni pohled na B bunécnou adaptivni imunitu

S postupem poznani se nazor na postaveni B lymfocytd v dichotomickém déleni
imunitniho systému na vrozeny a adaptivni méni - B lymfocyty maji klicovou roli jak

v procesech vrozené, tak adaptivni imunity (Zouggari, Ait-Oufella et al. 2013).

Porovnejme si proto obecné ptijimané vlastnosti imunitnich bun¢k vrozené a adaptivni
imunity. U vrozené imunity, jejiz elementy neprochazeji vyvojem podobnym somatické
hypermutaci ¢i genové konverzi, je obecné piijimana skutecnost, Ze jeji buniky jsou vybaveny
arsenalem funkénich molekul (cytokiny, interleukiny, TLR, PRR atd.) umoZnujicich okamzity
nastup imunitni odpovédi. Vzhledem k jejich konzervativnimu programu je rychlost jejich
adaptace na dynamicky se ménici podminky okolniho prostedi velmi pomald, a zmény v jejich
profilu budou pozorovatelné v dlouhém evoluénim méfitku na Grovni druhu. Oproti tomu
bunikky humoralni slozky adaptivni imunity, které jsou obecné povazovany za evolucné
pokrocilejsi, se od bunck vrozené imunity odliSuji svou schopnosti s vysokou specifitou
reagovat na ménici se prostiedi jak vnitini, tak vnéj$i. Tato pruznost imunitni odpovédi ma sviij
podklad v molekuldrnich mechanismech jako jsou somatickd hypermutace nebo izotypovy
pfesmyk, které reflektuji na imunologickou zkuSenost ziskanou béhem ontogeneze konkrétniho
jedince. Na rozdil od bun¢k vrozené imunity umi buinky adaptivni imunity generovat

%¢

»imunologickou pamét™, a pii opakovaném setkdni se stejnym antigenem reagovat na dalsi

ohrozeni G€inngji a rychleji. Oproti buitkdm vrozené imunity predstavuji pro organismus vyssi
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nebezpeci, protoze se schopnosti somatické mutace stoupa riziko vzniku autoreaktivnich bunék,
které by mohly ohrozit zivotaschopnost jedince cestou naruSeni vitalnich tkani, organt,
potazmo funkci. V jejich vnitini slozitosti se odrazi fylogeneticky nartstajici komplexita

spektra protilatek produkovanych B lymfocyty jednotlivych taxont.

V ramci studia B lymfocytl nartistd mnozstvi poznatkii o tom, Ze si jejich vybrané
subsety zachovaly zcela starobylé funkce, jako je schopnost fagocytdzy nebo cytocidni a
mikrobicidni aktivita, které dosud byly pfipisovany vyhradné slozZkam vrozené imunity. Je to
dalsim dokladem vzijemné podminénosti, zavislosti a nutné kooperace obou v teorii
definovanych systému, které realné¢ nejsou oddéleny, naopak jsou vzajemné provazany
signalizaCnimi drahami, bez nichz by ob¢ slozky nemohly pln¢ fungovat. S ohledem na
publikované informace v oblasti adaptivni (anticipatorni) imunitni odpovédi u zastupcti nizsich
taxonll 1ze dovozovat, Ze adaptivni mechanismy a adaptivni imunitni odpovéd’ organismu per
se je starSi nez nastup specializovanych subsetii imunocytii a cely koncept je tfeba revidovat

(Slavik, Hutchcroft et al. 1999, Litmann et al. 2005, Para, Takizawa et al. 2013).

Zavérem tohoto oddilu lze shrnout, Ze k vyvoji adaptivni a pfirozené imunitni
odpovédi dochazelo sou€asné a ve vzdjemné kooperaci, nikoli konsekutivné. Z tohoto pohledu
lze na B lymfocyty nahlizet jako na subset bunék, které si zachovaly své evolu¢né
konzervované vlastnosti, avSak vlivem (nejen) celogenomovych duplikaci u nich doslo
k posileni ,,adaptivnich funkci® na tkor funkci ,,vrozenych®, byt’ jejich piivodni univerzalni

povaha zustala v genetickém kddu ponechana.

Lze ptepokladat, Ze s postupem prohlubovani pozniani o genetickém pozadi a
funkénich biologickych vlastnostech jednotlivych minoritnich populaci (nejen) B lymfocytt
v organismu dojdeme k poznéni, Ze funkéni (efektorové, regulacni) vlastnosti jednotlivych
subsetl predstavuji kontinudlni spektrum dokladajici posun a specializaci nékterych populaci
»vrozené* imunity smérem k imunité ,,adaptivni®, a to v zavislosti na naristu komplexity
organismu a environmentalnich vyzvach, kterym v pribéhu makroevoluce 1 mikroevoluce

musel dany druh celit.
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12 Shrnuti

Cilem této prace byl vyvoj a rozpracovani metody polychromatické pratokové
cytometrie pro ucely detekce raritnich populaci B lymfocyt v lidské periferni krvi — v osmi

barevném a posléze 11-ti barevném schématu (vcetné viability).

Soucasti studie bylo vytypovani kombinace povrchovych CD znaki tak, aby bylo
mozno sledovat vyvojova (aktiva¢né/diferenciacni) stadia od migrujicich T1 bun¢k z kostni
dfené az po terminalné diferencované plazmatické bunky. Dale bylo nutné vyvinout analyzacni
postup, ktery by byl co nejvice objektivni a co nejméné zavisly na osobé konkrétniho

hodnotitele naméfenych dat.

Hlavni zdmérem bylo zjistit, zda se raritni B bunééné populace v periferni krvi viibec
vyskytuji a zda je mozné je detekovat, a zda je jejich vyskyt podobny nebo rozdilny ve skupiné

zdravych kontrol a pacientl s riznymi (imuno)patologiemi.

Byl vytypovan panel obsahujici nésledujici znaky CD19, CD20, CD21, CD24, CD27,
CD38, IgM; pozdéji doplnény o zbyvajici imunoglobulinové izotypy IgD, IgG a IgA. Vyhodou
totohoto panelu je, Ze jako tzv. zlaty standard a zaroven vnitini kontrolu miizeme pouzit

stanoveni naivnich, pamétovych a plazmatickych bunék dle Kleina.

Ptitomnost raritnich populaci B lymfocytl v periferni krvi s frekvencemi pod 0,01%
az 1%o byla opakované potvrzena u souboru zdravych kontrol i1 pacientli s imunopatologiemi
nebo nadorovymi onemocnénimi. Rovnéz byly nalezeny rozdily ve frekvencich téchto populaci
v periferni krvi mezi kontrolami a pacienty, dokonce v pifipadé¢ karcinomu pankreatu byla

nalezena zcela unikétni populace, kterd nebyla detekovéana u zddné testované skupiny osob.

Celkem jsme detekovali pies 40 B bunécnych raritnich subpopulaci, vesmés dosud
nepopsanych a nepublikovanych. Podle imunofenotypového vzoru se Ize domnivat, ze n¢které

z téchto nove objevenych subtypti jsou z hlediska ontogeneze na trovni fetdlnich bunék.

Vramci reSerSni faze diplomové prace a mezidruhové komparativni analyzy
mechanismiit B bunééné adaptivni imunity jsem doSla k zavéru, Ze u obratlovell existuji
ontogeneticky a fylogeneticky konzervativni tkanové struktury a bunécné typy podrzujici si
embryondlni a fetalni charakteristiky. Béhem experimentalni prace jsem skutecné v periferni

krvi objevila netypickd B bunécna stadia, kterd napf. nenesou zadné povrchové
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imunoglobuliny, nebo CD19+ B lymfocyty, které postradaji expresi aktivacné/diferenciacnich
molekul CD20 a CD27. Praveé tyto builky by mohly odpovidat embryondlné-fetalnim

progenitorim neznamého ptivodu, biologické a lokalizace.

Vysledky prace jsou podkladem pro navazujici disertacni praci, v niz jednak budou
data dale analyzovana a korelovana s klinickymi parametry a jejimz cilem je vytvofit

jednoduché individualizované grafické schéma imunofenotypu konkrétniho jedince.
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