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UVOD

Imunitni systém udrZuje zdravi organismu. Chrani jej pfed vlastnimi i cizimi
Skodlivymi vlivy, jako jsou patogenni mikroorganismy a jejich toxiny a nebo mutované
bunky vlastniho organismu. Imunitni systém ma také schopnost autotolerance.
Rozpoznéva vlastni zdravou tkan a zabranuje jejimu poskozeni.

Je-1i funkce imunitniho systému oslabena, dochazi k CastéjSimu vyskytu riznych
infekci a zhorSeni prib&hu onemocnéni. Stav sniZzené imunitni odpovédi na antigenni
podnéty se nazyva imunodeficience. Je zapfi¢inéna selhanim jedné nebo vice slozek
imunitniho systému. Podle vzniku se imunodeficience dé€li na primarni (vrozené) a
sekundarni (ziskané).

Z primarnich imunodeficienci se nej€astéji vyskytuje poruchy tvorby protilatek.
Mezi né patfi béznd variabilni imunodeficience (CVID). Je to heterogenni skupina
onemocnéni s neznamou pii¢inou. Manifestuje se zvySenou nachylnost k bakteridlnim
onemocnénim. Mize dochézet 1 k projevu autoimunitnich onemocnéni.

U pacientti s CVID jsou pozorovany zmény v zastoupeni B-lymfocyti. Pomoci
prutokové cytometrie lze pomérné snadno stanovit rozlozeni jednotlivych subpopulaci
B-lymfocyti. To pomaha klasifikovat onemocnéni u daného pacienta a Iépe

determinovat jeho prib¢h.
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TEORETICKA CAST
1 PROTILATKY

Protilatky jsou bilkoviny tvofené a sekretovany plazmatickymi buiikami, které
se diferencuji z B-lymfocytli po setkani s antigenem. Jako sou¢dst humoralni imunity
plni dillezitou funkei pii obran¢ organismu (4).

Protilatky se zejména uplatiiuji v pfi boji proti obalenym mikroorganismim,
mezi které se fadi Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Neisseria meningitidis nebo Haemophilus influenzae. Obal
téchto bakterii je tvofen vrstvou z polysacharidu, kterd je chrani pred pohlcenim
fagocytujici bunikou. Tato jejich ochrana muze byt piekonana opsonizaci protilatkami

proti polysacharidiim nebo pomoci vazby C-reaktivniho proteinu (14).

1.1 Struktura protilatek

Protilatky jsou bilkoviny tfidy imunoglobulini. Nesto¢ené molekuly
imunoglobulinii maji tvar pfipominajici pismeno Y. Jsou tvofeny ze dvou identickych
delsich tézkych (H) fetézch a dvou identickych kratSich lehkych (L) fetézcu. Tézké
fetézce jsou vzajemné spojeny disulfidickymi mustky a ke kazdému z nich je pfipojen
jeden lehky fetézec cystinovym mustkem. Tvofi tak jednotnou molekulu. Konkrétni
typy fetézcl jsou oznaCovany feckymi pismeny. Lehké fetézce maji dvé strukturni
varianty Kk a A. T¢Zké fetézce maji pét variant a, p, v, 0 a €. Podle jejich oznaceni je
pojmenovano pét izotypovych tfid imunoglobulintl, které jsou znadzornény na obrazku 1.

Jednotlivé fetézce mohou byt rozdéleny na podobné jednotky nazyvané domény.
H fetézec je sloZen ze Ctyf nebo péti domén a L fetézec ze dvou. Domény vSech fetézcil
na N-koncich jsou variabilni. To znamend, Ze se od sebe mohou lisit imunoglobuliny
tvotfené riznymi klony B-lymfocytl. Ostatni domény jsou konstantni. Oba L i H fetézce
jsou smérovany konci s aminoskupinou k vrcholu rozvétvené ¢asti molekuly a tvoii zde
vazebné misto pro antigen. Protilatky se dokéazi vazat na antigen pomoci nekovalentnich
vazeb. Stabilita komplexu antigen-protilatka je podminéna kompatibilitou vazebného
mista protilatky a antigenu, tzv. epitopu. Sila interakce mezi epitopem a protilatkou se
nazyva afinita. Pro rozeznavani mnozstvi rtiznych antigenti maji protilatky velkou

variabilitu ve vazebné oblasti. (1; 2; 4).
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1.2 Tridy protilatek

IgA se vyskytuje ve formé slizni¢ni a sérové. Je hojné secernovan na povrchu
sliznic, kde se podili na ochrané proti mikroorganismim. IgA jim brani ve vniknuti do
organismu. Pfedstavuje hlavni imunoglobulin v tekutinach vylucovanych sliznicemi,
jako jsou sliny, hlen, pot, mléko a dalSi. Slizni¢ni forma se sklada ze sekrecni
komponenty a dvou monomerl spojenych J-fetézcem. Tato forma také brani virim
v infikovani hostitelské bunky. Sérové IgA jsou v podobé monomeru, dimeru nebo
trimeru. Vazbou na receptory fagocytli pusobi jako opsonin. IgA ma dve podtiidy IgAl
syntetizovany slizni¢nimi plazmocyty a I[gA2 produkovany v kostni dfeni.

IgM je prvni protilatkou tvofenou pii imunitni odpovédi. Jeji monomerni forma
je zaclenéna do membrany B-lymfocyt, kde tvoii specificky B bunéény receptor (BCR,
B-cell receptor). Sekretovany IgM je ve formé pentameru. Jeho podjednotky jsou
spojeny do kruhu cystinovymi mistky a jednim J fet¢zcem. Kvuli velikosti své
molekuly je povazovan za makroglobulin. Plsobi pfi neutralizaci virt a i¢inné aktivuje
dréhu komplementu.

IgG je nejhojnéji zastoupenym sérovym izotypem. Ma ctyti podtiidy IgGl,
IgG2, IgG3 a IgG4, které se vzajemné lisi svou schopnosti aktivovat komplement a
vazat se na receptor fagocytl. Podili se pfi neutralizaci virti a toxinli, pii opsonizaci,
aktivaci klasické cesty komplementu a je typicky pro sekundarni imunitni odpovéd’. Ma
monomerni strukturu a jako jedina protilatka prechazi ptes placentu. IgG matky chrani
dité ptiblizn€ az do tii mésict po porodu.

IgE se uplatiiuje pii obrané proti mnohobunécnym parazitim na sliznicich.
V séru se nachazi pouze ve velmi malém mnozstvi (0,3 mg/l). IgE je povazovan za
hlavni pfi¢inu vzniku alergickych reakci ¢asné precitlivélosti. Vazbou na receptory na
povrchu bazofili a zirnych bunék aktivuji uvolnéni mediatori zanétlivé reakce
histaminu, serotoninu a dalSich.

IgD je volné v séru pouze v nizké koncentraci (0,1 g/l). Nachdzi se hlavné na

povrchu B-lymfocyti jako BCR (1; 2; 3).
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Obrazek 1: Charakteristické rysy struktur jednotlivych izotypu protilatek (1)
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1.3 Mechanismy piisobeni protilatek

Zakladnimi reakcemi protilatek v organismu jsou neutralizace, opsonizace a
aktivace komplementu. Neutralizace znamend, Ze protilatka blokuje patogeny a brani
jim ve Skodlivém ptlisobeni. Protilatky se navazi na aktivni mista toxind, vird nebo
jinych mikroorganismi. Znemoziuji tak jejich toxické ptsobeni, adhezi k buiikam nebo
proniknuti do nich. Pod pojmem opsonizace se rozumi d¢j, kdy protilatky navdzané na
mikroorganismy ¢i antigenni castice zlepSuji nebo dokonce viibec umozZiluji jejich
fagocytozu a aktivuji destrukéni mechanismy fagocytd, jako je napiiklad oxidacni
vzplanuti. Protilatky svoji vazbou na antigen mohou také aktivovat klasickou cestu
komplementu. To vede k chemotaxi fagocytil, k rozvoji zanétlivé reakce a v posledni
fad€ az k usmrceni mikroorganismu osmotickou lyzou zplisobenou membranolytickym

komplexem komplementu (1; 5).
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1.4 Monoklonalni protilatky

Monoklonélni protilatky (MAb; monoclonal antibody) jsou protilatky jednoho
1zotypu a specifity. Maji tedy stejnou konstantni 1 variabilni ¢ast. Jsou produkovany
plazmatickymi buiikami odvozenymi od jednoho B-lymfocytu, proto se nazyvaji
monoklonélni. Pro vyuZiti téchto protilatek k diagnostickym a lé€ebnym ucelim se
vyrab&ji laboratorné v tkédnovych kulturach. Své uplatnéni nachazeji v sérologii, pii
uréovani bakteridlnich 1 virovych infekci a nebo pii stanoveni leukocytarnich
povrchovych znaka (15).

Pro terapeutické ucely se pouzivaji jako imunosupresiva u pacientd po
transplantaci i pfi 1écbé autoimunitnich chorob. Dulezitou tlohu maji i1 v terapii
zhoubnych nadorti. Omezenim pro dlouhodobé pouzivani monoklonalnich protilatek pfi
lécebném pouziti je jejich xenogenni piivod. Mohou se tedy pouzivat pouze do doby,
nez si organismus vytvoii protilatky proti cizorodym epitopiim na MAb. Metodami
molekularni biologie 1ze MAb humanizovat nahrazenim cizorodé ¢asti na Grovni DNA.

MAD se vyrdb¢ji v tzv. hybridomu. Vyroba za¢ind imunizaci mys$i ptisluSnym
antigenem. Po dostatecné stimulaci jsou z mysi sleziny odebrany B-lymfocyty, které
jsou nasledné inkubovany s nddorovymi buitkami vychéazejicimi z plazmatickych bunék.
B-lymfocyty s plazmocyty fuzuji a vznikd hybridom. Takto vznikl¢ builky maji
vlastnosti od nadorovych bunék neomezené se délit a vytvaret imunoglobuliny a od
izolovanych B-lymfocyti maji geneticky kod pro strukturu variabilni = Césti
produkovaného imunoglobulinu. VSechny klony tohoto hybridomu poté vytvaieji

protilatky o jedné specifité (16).
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2 B-LYMFOCYTY

Hlavni funkci B-lymfocytii v imunitnim systému je tvorba protilatek. Jsou tedy
podstatnou soucasti humoralni specifické imunity. Své oznaceni ziskaly od Fabriciovy
burzy ptaki. Objeveny byly az pozdé€ji jako buiky, které produkuji proteiny
imunoglobuliny. Na svém povrchu B-lymfocyty nesou membranovy imunoglobulin,
ktery je soucasti receptoru pro specifické rozpoznani antigenti. Tento receptor je také
oznacovan jako B buné¢ny receptor (BCR) (9).

B-lymfocyty jsou malé buiiky s jednim jadrem a nizkym objemem cytoplazmy.
V lidském organismu je piitomno pfiblizng 2 x 10" lymfocytli a z toho 5-12% tvoii
B-lymfocyty. Odhaduje se, Ze je mozné nalézt az 10" rliznym protilatkovych specifit
(13).

2.1 Vyvoj

Progenitorové bunky pro vyvoj B-lymfocytarni linie se v embryondlnim obdobi
nalézaji nejprve ve Zloutkovém vaku, pozdéji ve fetdlnich jatrech a postupné se
presouvaji do kostni dfené, ktera je primarnim lymfoidnim organem (4).

Vyvoj zacind hematopoetickou kmenovou buiikou. Ta se diferencuje do
multipotentni progenitorové buiiky, kterd se déale diferencuje na progenitory pro
myeloidni a lymfoidni vyvojové linie. B-lymfocyty se dale vyviji zlymfoidniho
progenitoru a postupné dozravaji v kostni dfeni pies pro-B-lymfocyty a pre-
B-lymfocyty az po nezraly B-lymfocyt. Tato Cast vyvoje se oznacuje jako centralni
vyvoj. Béhem maturace B-lymfocyti dochézi k vyvoji specifického BCR receptoru,
ktery je schopen svoji variabilni ¢asti reagovat se Sirokou Skalou antigent.

Pii vyvoji B-lymfocyti dochdzi k preskupovani genti kodujicich variabilni cast
imunoglobulind a vzniku specifickych bunécnych receptorti. Sekvence gent se sklada
z usekll V (variabilita), D (diversita) a J (joining). Konstantni ¢ast imunoglobulinu je
koédovéana usekem C.

Rekombinaci gend zac¢ind jiz u ¢asného stadia B-lymfocyty. U pro-B-lymfocytt
probiha uprava genii kodujicich variabilni ¢ast t€zkého tetézce ve dvou krocich. Jako
prvni jsou vystépeny Useky mezi D a J segmenty. Poté jsou odstranény Gseky mezi V a
v pfedchozim kroku vzniklym DJ segmentem. Upravy probihaji ziroveih na obou

alelach. Podati-1i se na jedné z nich vytvorit VDJ usek, jehoz expresi vznika funkéni
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tézky ftetézec, je rekombinace zastavena i na druhé alele alelickou exkluzi, ktera
zabranuje vytvoieni dvou riiznych tézkych fetézcii. Vysledkem tohoto déje je funkcni
tézky tetézec p, nebot’ Cu segment je umistén nejblize k VDJ segmentu. B-lymfocyt, u
kterého doslo k uspésnému preskupeni genii pro tézky (H) fetézec, se nazyva pre-
B-lymfocyt.

Na povrchu bunky pre-B-lymfocytu se objevuje tzv. Pre-B-receptor (Pre-BCR)
slozeny z tézkého fetézce p, ndhradniho lehkého fetézce a signalniho heterodimeru
Iga/IgP. Pre-BCR dava signal pro aktivaci preskupovani genti pro lehky (L) fetézec.
Geny kodujici lehké fetézce k a A se skladaji pouze za segmentti V a J. Rekombinace
probiha obdobnym procesem jako pii Gpravé kodu pro tézky fetézec. Nejprve dochdzi
k vystépovani tsekii a opétovnému spojovani u segmentli pro x fetézec. Opét probiha
uprava geni na obou chromozomech zaroveni, dokud nevznikne lehky fetézec
kompatibilni s t¢zkym fetézcem p, se kterym vytvoii kompletni imunoglobulin IgM. Je-
li pfeskupovani netspésné, pokracuje se upravou geni pro fetézec A. Nevznikne-li ani
poté lehky fetézec schopny vazat se na tézky fetézec p, pre-B-lymfocyt zanika
apoptozou. V opacném piipadé se z pre-B-lymfocytu stdva nezraly B-lymfocyt, ktery
prochazi testovanim na autorektivitu a opousti kostni dien. Dalsi vyvoj B-lymfocytt

poté probihd v sekundarnich lymfatickych organech (1; 6).

2.2 Eliminace autoreaktivnich B-lymfocytii

Procesy vedouci ke vzniku specifickych BCR jsou ndhodné, a proto mohou byt
vytvofeny i builky s receptory reagujicimi s antigeny vlastniho organismu a produkujici
autoreaktivni protilatky. Na trovni nezralych B-lymfocyti je vétSina téchto bunck
eliminovana. Béhem vyvoje B-lymfocytl v kostni dfeni jsou usmrceny B-lymfocyty, na
jejichz BCR se s vysokou afinitou navaze antigen. Tato buiika dostane silny negativni
signal vedouci k apoptické smrti. Je to ucinny mechanismus, jelikoz se v kostni dieni
vyskytuji predevsim autoantigeny. Dals$i mechanismus branici ve Skodlivém ptisobeni
autoreaktivnich B-lymfocytli je neaplna aktivace druhym signdlem pomocného

T-lymfocytu (1; 6).
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3 PROTILATKOVA ODPOVED

Imunitni reakce, pii kterych dochazi k rozpoznani antigenu a aktivaci
B-lymfocytl ptes antigenné specificky receptor B bun¢k vedouci k tvorbé protilatek, se
oznacuji jako protilatkovd imunitni odpoveéd’. Mechanismus, jakym prob&hne pieména
aktivovaného B-lymfocytu v efektorovou plazmatickou bunku, je zavisly na typu
antigenu. Antigen také ovliviuje, jaké protilatky budou produkovéany. Podle potteby
spoluprdce pomocnych T-lymfocyth (Tn) pii vyvolani reakce se antigeny déli na

T-indipendentni (TI) a T-dependentni (TD).

3.1 T-independentni odpovéd’

TI antigeny jsou ptrevazné polysacharidy spoustéjici diferenciaci B-lymfocytii na
plazmocyty a uvolfiovani protilatek i1 bez spoluprace s Ty lymfocyty. Protilatky
syntetizované na zdklad¢ tohoto typu rekce jsou pfevazné nizkoafinni protilatky tfidy
IgM. Na zédkladé¢ rGzného zplsobu aktivace B-lymfocytu a odliSné biochemické
struktury 1ze T-nezavislé antigeny rozdélit do dvou podtiid TI-1 a TI-2.

Do prvni skupiny TI-1 se fadi bunéné mitogeny, ze kterych je vyznamny
zejména bakteridlni lipopolysacharid (LPS) tvofici bunécnou sténu gramnegativnich
bakterii, ale patfi sem 1 rostlinné lektiny. Tyto antigeny ptlsobi jako polyklonalni
mitogeny B-lymfocytii. Pii velké koncentraci se antigen LPS vaze na receptory
B-lymfocytlh pro LPS a zplsobuje. Je tak zplsobena nespecifickd aktivace velkého
mnozstvi B-lymfocytl a produkce protilatek bez jasn€ uréené specifity.

Pro druhou skupinu TI-2 jsou typické antigeny s polymerickou strukturou.
Skladaji se z mnoha opakujicich se stejnych podjednotek. Zastupci TI-2 jsou napiiklad
polymerni proteiny jako flagellin tvofici biCiky nékterych bakterii a také velmi
medicinsky vyznamné mikrobidlni povrchové polysacharidy, které tvoii obal
opouzdifenych bakterii. Diky polymerni struktufe maji tyto antigeny velmi dlouhou
molekulu, coz umoznuje reakci jednoho antigenu zaroven s velkym mnozstvim BCR a
zaroven tyto receptory shlukuji. U zralych B-lymfocyti je takto vyvolan dostatecné
silny signal pro bunécné déleni a diferenciaci na plazmatické builky. Tento proces vSak

neni na T-lymfocytech zcela nezavisly. B-lymfocyty stimulované TI-2 antigeny jsou
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zavislé na nékterych cytokinech jako jsou IL-2, IL-3 a IFN-y. Na nezralé B-lymfocyty

pusobi vazba s TI-2 opa¢né, misto stimulace jsou uvedeny do stavu utlumu (1; 5; 14).

3.2 T-dependentni odpovéd’

TD antigeny jsou piedevsim proteiny a glykoproteiny a maji na svém povrchu
zpravidla pouze jedeno vazebné misto. K vyvoldni protilaitkové odpovedi témito
antigeny je tfeba piimé ucasti pomocnych T-lymfocyti, protoze k aktivaci B-lymfocytt
TD antigeny je zapotiebi alespont dvou riznych signali. Rekce probiha ve dvou fazich
primarni a sekundarni. Pfechod mezi jednotlivymi fazemi je bud’ jasné ohrani¢en, nebo
na sebe bezprostfedné navazuji. Vysledkem na T-lymfocytech zavislé reakce je vznik

pamétovych bunék a vysokoafinnich protilatek.

3.2.1 Primarni faze

V primarni fazi se imunitni systém poprvé setkava s urCitym antigenem. Tento
antigen nejprve stimuluje B-lymfocyt vazbou na BCR. Ddle je také pohlcen antigen
prezentujicimi builkkami, které prezentuji peptidové fragmenty antigenu na svém
povrchu v komplexu MHC 1I. tfidy prekurzorim Ty bunék. Tak vzniknou T2
lymfocyty schopné rozpoznat B-lymfocyty stimulované timto antigenem. Poté dochazi
k interakci mezi kostimula¢nim receptorem B-lymfocytu CD40 a jeho ligandem CD40L
umisténym na povrchu aktivovaného Tu2 lymfocytu. B-lymfocyt soucasné pfijima
signaly zprostiedkované cytokiny. Toto vSe vede k diferenciaci na plazmatické buiiky,
sekreci protilatek a pfemény c¢asti B bunék na pamétové bunky, které se ucastni
sekundérni faze odpovédi.

Protilatky tvotfené v této prvni fazi reakce maji nizkou afinitu a jsou tiidy IgM.
Spolu s antigeny tvofi imunokomplexy, které jsou zachycovany vna povrchu
folikularnich dendritickych bun¢k (FDC) v primarnich lymfoidnich folikulech. FDC
bunky takto prezentuji antigeny B-lymfocytim.
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3.2.2 Sekundarni faze

Po rozpoznani antigenu B-lymfocytem na povrchu FDC a ziskani pomocnych
signalii od Tu2 je zahajena sekundarni faze odpovédi. Pfi ni dochazi k déleni a
proliferaci aktivovanych B-lymfocyti, ale také k intenzivnim mutacim V segmentti pro
tézké 1 lehké fetézce imunoglobulinli. Vznikaji tak B buniky liSici se svymi vazebnymi
misty pro antigen. Buiiky nesouci BCR s nizkou afinitou k prezentovanému antigenu
prohravaji v soutéZzi o vazbu somezenym mnoZstvim antigenu a bez dostatecné
stimulace hynou. Diky intenzivni proliferaci a masivnimu thynu B-lymfocytd vznika
sekundarni lymfoidni folikul, v jehoz germindlnim centru (GC) tyto déje probihaji.
Tento proces nazyvajici se germinalni reakce vyustuje v afinitni maturaci tvofenych
protilatek. Vysledné protilatky ve srovnani s protilatkami pied maturaci maji afinitu
pfiblizné o 4-6 fadh vyssi.

Kromé zmény variabilni ¢asti imunoglobulinii somatickou mutaci a néslednou
selekce vysokoafinich bunék dochdzi také ke zméné izotypu produkovanych protilatek

tzv. izotypovym piresmykem (1; 5).

3.2.3 Izotypovy presmyk

Po aktivaci B-lymfocytu antigenem dochdzi ke zméné tfidy tvofenych protilatek.
Vystépenim usekt gent pro H fetézec kddujicich konstantni ¢ast. Poté je exprimovan
segment nachéazejici se nejblize k VDJ segmentu. Vystfizeni probiha na zakladé
rozeznani specifické sekvence umisténé u jednotlivych usekit C segmentu. Pouze mezi
Cp a Co takova sekvence chybi. Zda vznikne p nebo & fetézec zalezi na délce
transktibované Casti C segmentu a nasledny sestfih. Na povrchu bunky se tedy mohou
zarovenn vyskytovat IgM i IgD. Podobnym mechanismem je i u ostatnich typt

imunoglobulint regulovan vznik volného ¢i membranového Ig. (1)
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4 SUBPOPULACE B-LYMFOCYTU

4.1 Tranzientni B-lymfocyty

Nezralé lymfocyty po opusténi kostni dfené putuji do sekundarnich lymfatickych
organti predevsim sleziny, kde probiha jejich dalsi vyvoj. Na zdkladé této migrace
neboli tranzitu ziskaly své jméno. RozliSuji se dvé populace tranzientnich bunck T1
(CD21'CD23CD24°CD38'IgM'IgD’) a T2 (CD2°'CD23°CD24'CD38'1gM’IgD") T1
lymfocyty se nachédzeji v kostni dfeni, periferni krvi a sleziné. Na svém povrchu
exprimuji BCR s vysokou afinitou k vlastnim autoantigenim rozpusténym v krvi. T1
siln¢ interagujici s témito antigeny hynou antigen-indukovanou apoptdézou v rdmci
negativni selekce. Zhruba 40% tranzientnich bunék je takto eliminovano. T1 lymfocyty,
které pteziji vstupuji do primarniho folikulu sekundarnich lymfatickych organt a stavaji
se znich T2 lymfocyty. Zde jsou T2 vystaveny antigenim vazanym na povrchu
folikularnich dendritickych bunék. Probiha diferenciace a pozitivni selekce bunék, které

reaguji s témito antigeny s dostateCnou afinitou a stavaji se tak zralymi lymfocyty

marginalni zény a naivnimi folikuldrnimi lymfocyty (6 — 8).

4.2 Naivni B-lymfocyty

Naivni folikularni B-lymfocyty (CD271gD") tvoii populaci bun¢k nachazejicich
se ve fulikulech sekundarnich lymfatickych organl. Jsou aktivovdny zejména
T-dependentnimi antigeny a po kostimulaci Ty lymfocyty dochdzi k jejich dozravani
v germindlnich centrech, kde prochdzeji somatickou hypermutaci, izotypovym
pfesmykem a afinitni maturaci. Nakonec se diferencuji v pamétové buiky nebo

plazmablasty a plazmatické buiiky, které vytvareji vysokoafinni protilatky (6 — 8).

4.3 Lymfocyty marginalni zony

Marginalni zona je oblast sleziny mezi bilou a cervenou pulpou. Vytvaii
propojeni mezi krevni cirkulaci a imunitnim systémem. B-lymfocyty vyskytujici se
v této oblasti maji tedy pfistup k antigenim nachézejicich se v krvi. Jsou to naptiklad
bakterie a viry, jejichz povrchové struktury se fedi do T-indipendentnich antigent. Po

aktivaci lymfocytt marginalni zony (CD27 1gD") dochazi k rychlé sekreci nizkoafinich
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IgM protilatek. Lymfocyty marginalni zony jsou mimo jiné také schopny pfenéset razné
velké antigeny a imunokomplexy do folikula a ptfedat je FDC v germindlnim centru a
opét se vratit do margindlni zény. Pfispivaji tak ke stimulaci T-dependentni imunitni

odpovedi (6; 7; 8).

4.4 Pamétové B-lymfocyty lymfocyty

Buiiky imunologické paméti zajistuji zvySeni G€innosti imunitni odpoveédi pfi
opakovaném setkani sur€itym antigenem. Pamétové B-lymfocyty jsou dlouhoZijici
buniky majici na svém povrchu rozdilné znaky, které odrazeji zptisob jejich vzniku. Déje
v GC indukované T-dependentnimi antigeny davaji vzniknout izotypové piepnutym
pamétovym buitkdm (CD27IgMTIgD’). Reakcemi proti T-indipendentnim antigenim
vznikaji izotypove nepiepnuté pamét'ové buiky (CD27 IgMTgD") (6; 8).

4.5 Plazmablasty

Do stadia plazmablastt (CD24'CD38") diferencuji pamétové bunky po
reaktivaci antigenem. Poté jich vétSina migruje bud’ do mista zanétu nebo do kostni
dené. V misté zanétu diferencuji do plazmatickych bunék, jejichz vétSina po dokonceni

imunitni reakce zanikaji apoptézou. DlouhozZijici plazmatické buiikky mohou ptezivat

hlavné v kostni dieni ale i1 v sekundarnich lymfatickych organech vice jak 90 dni (8).

4.6 CD21lowCD38low

CD21lowCD38low B-lymfocyty jsou utlumené anergizované buiiky imunitniho
systému, které zlstavaji v periferni krvi. Maji zhorSenou schopnost aktivace. Z divodu
snizené¢ exprese chemokinovych receptort, dulezitych pro vstup do sekundéarnich
lymfatickych organt,

nemohou vstupovat do folikull a germinalnich center. Zastoupeni této populace

lymfocytl byva zvyseno u osob s CVID nebo autoimunitnimi chorobami (8).
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5 POVRCHOVE MARKERY B-LYMFOCYTU

Buiiky maji na svém povrchu specifické znaky, které jsou charakteristické pro
dané subpopulace lymfocytid. Tyto znaky vypovidaji o dané buiice, do jaké patii
bunécné linie, mife diferenciace a nebo jeji aktivaci. Pro oznacovani znakl byl
dohodnut jednotny mezindrodni systém, tzv. CD klasifikace. Jméno znaku je sloZzeno za
zkratky CD (cluster of differentiation) a ¢isla, které jednoznacné urcuje ptislusny znak
na membrané buiky (16).

Povrchové markery jsou pestrou skupinou molekul, umoziujicich ptenos signalii
pfes bun¢énou membranu. Nasledné uvedené znaky charakterizuji jednotlivé

subpopulace B-lymfocyti a 1ze je podle nich stanovovat.
5.1 CD19

Jedna z prvnich molekul exprimovanych B-lymfocyty se oznacuje jako CD19.
Jedna se o glykoprotein o molekulové hmotnosti 95kDa nesouci dvé Ig-like domény. Na
povrchu B-lymfocytu se vyskytuje od ¢asného vyvoje a postupné mizi diferenciaci do
plazmatické buiiky. Molekula CD19 vytvaii komplex s BCR a CD21 a spolu s nimi se
podili na aktivaci B-lymfocytu (6; 9; 10).
5.2 CD24

Je membranové véazany glykosylfosfatidylinositolovy protein o molekulové
hmotnosti 20-70kDa. Tento znak je exprimovan na hematopoetickych bunikdch a na
fad¢ dalSich bun¢k raznych tkani jako napiiklad na neuronech, epitelovych bunikach, ale
i rakovinnych bunkéch. Plni funkci adhezivni molekuly pro P-selektiny. Ovliviiuje
aktivacni signaly piijimané B-lymfocyty pfes jiné receptory a podili se na kostimulaci.
Vysoky vyskyt tohoto znaku se nachéazi u progenitoru a zralych klidovych B-lymfocytii
(6; 9; 10).

5.3 CD27

Tento znak je glykosylovanym transmembranovym proteinem o molekulové
hmotnosti 55kDa. Radi se do skupiny receptorti pro TNF (tumor necrosis factor). Signal
piijimany timto receptorem spousti konecnou diferenciaci B-lymfocytl na plazmatické
buniky. Slab&é se vyskytuje na buiikach, které prosly GC a spolu s diferenciaci do

plazmatickych buné¢k se jeho exprese zvysuje. SlouZzi jako zakladni marker pro ur€ovani
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pamétovych bunck. Také se vyskytuje na povrchu vétSiny perifernich T-lymfocytd (6;
9; 10).
5.4 CD38

Ptedstavuje transmembranovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 45kDa.
Tato molekula byla objevena nejdiive na povrchu T-lymfocyti. U B-lymfocyti se
vyskytuje u ¢asnych vyvojovych stadii, u n¢kterych bun¢k v germinalnim centru a poté
hlavné u plazmatickych bunék a plazmablasti. Signalizace pies CD38 inhibuje
proliferace u prekurzort B-lymfocytl a nasledné vede k jejich apoptické smrti. Naopak
u B-lymfocyt v GC signal pies CD38 apoptoze zabranuje (6; 9; 10).
5.5 CD45

Molekula CD45 je transmembranovy glykoprotein exprimovany vSemi
hematopoetickymi buiikami obsahujicimi jadro. Na povrchu bunék imunitniho systému
se tento protein vyskytuje v osmi izoformach. Mira exprese u B-lymfocyti zavisi na
jejich stupni diferenciace. U T- a B-lymfocyta je CD45 potiebny ke spravnému pienosu
signalu do bunky po stimulaci n€kterych povrchovych receptori (10; 11).

5.6 IgM

Jako volna forma se tento imunoglobulin vyskytuje v krvi ve form¢ pentameru a
je ptirozenou protildtkou s nizkou afinitou. Ve formé monomeru je soucasti BCR
komplexu na povrchu B-lymfocytt. Signalizaci komplexu se aktivuje B-lymfocyty, u
kterého dochdzi ke zméné transkripce nékterych gent a diferenciaci na plazmatické
bunky (6; 9).

5.7 IgD

Tento imunoglobulin se vyskytuje pievazné na povrchu B-lymfocyti. Podobné

jako IgM je soucasti BCR (1; 9).
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6 Bézna variabilni imunodeficience

Je jednou z nejbeéznéjSich primarnich protilatkovych imunodeficienci. Jedna se o
skupinu heterogennich onemocnéni s poruchou diferenciace B-lymfocyti na
plazmatické buniky a projevuje se snizenim volnych IgG, IgA a u nékterych nemocnych
1 IgM v plazmé (12).

Prvni pifipady CVID byly popisovany od roku 1953. Nemocni trpéli
opakovanymi infekcemi. Ridznorodost ve vysledcich laboratornich vySetfeni vedla
k riznym domnénkdm o vzniku tohoto onemocnéni. V soucasnosti se povazuje za
onemocnéni vznikajici u jedinct s genetickou predispozici s viceCetnou poruchou
pfirozené i ziskané imunity. Odchylky v laboratornich nalezech jsou vysvétlovany

kumulaci odli$nych poruch (13).

6.1 Klinické projevy

K manifestaci klinickych pfiznaki miZze u nemocnych s CVID nastat
v kterémkoli veéku. Vyskyt je sporadicky. VétSina diagnéz je vSak u dospélych.
Primérny vék stanoveni diagnézy je ve v€ku 29 let u muzii a 33 let u Zen. U déti se
pfiznaky objevuji az po druhém roce zivota. Nemocni Casto trpi opakovanymi a
zédvaznymi infekcemi dychacich cest jako jsou sinusitidy, bronchopneumonie, otitidy a
dalsi. Nejcastéjsimi ptivodci infekei jsou pneumokoky, hemofilus a mykoplazmata. U
témeét 40% nemocnych se vyskytuji bakteridlni a parazitarni enteritidy a u 50%
nemocnych se projevuji autoimunitni choroby. Ne¢kdy byvaji ptfiznaky CVID
nenapadné.

Vcasna diagnoza a spravna 1écba ma vliv na kvalitu zivota nemocnych. Urceni
diagnozy je vSak pouze pravdépodobnostni. Urcuje se na zdklad€ vylouceni vSech
ostatnich stavili projevujicich se protilatkovym deficientem.

Stanoveni diagndzy onemocnéni CVID miiZze byt od prvnich ptiznakl opoZdéno
az o 2-2,5 roku u déti a u dospélych az o 5-8 let. Opozdéni je dano variabilitou piiznaki
a nebo subklinickym pribéhem onemocnéni. Pokud je stanovena diagnoza opozdéné je
tieba provést funkéni a rentgenové vysetfeni plic a dychacich cest, protoze béhem
Casového zpozdéni mize dojit k nezvratnym zménadm na dychacich cestdch a plicnim

parenchymu.
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U nékterych pacientii s CVID dochazi k manifestaci autoimunitnich chorob.
K rozvoji autoimunity dochéazi v dasledku pietrvavajici antigenni stimulace imunitniho
systému, jelikoz organismus s nedostatkem protildtek neni schopen uc¢inn¢ eliminovat
mikroorganismy. Uvadi se, Ze systémové nebo organové specifické autoimunitni
onemocnéni se vyskytuje u 10 az 23% pacientd s CVID. Autoimunitni choroby
doprovazejici CVID byvaji nejCastéji idiopatickd trombocytopenicka purpura a
autoimunitni hemolyticka anémie. Muzeme se také setkat s projevy autoimunitni

cytopenie a revmatoidni artritidy (13).

6.2 Diagnostika

Postup pro stanoveni diagnézy imunodeficienci se sklad4 z provéteni rodinné a
osobni anamnézy, klinického obrazu a pfislusnych laboratornich testi. Pfi stanoveni
diagnézy CVID se postupuje per exclusionem, je tedy tieba vyloucit ostatni onemocnéni
s projevem snizené hladiny protilatek v krvi.

Rodinna anamnéza se uplatiiuje predev§im u primarnich imunodeficienci, které
vznikaji na zdklad¢ vrozenych vad. Zjistuji se ptipady opakovanych infekci, tmrti,
autoimunitnich onemocnéni &i alergii v roding a provadi se genetické vySetfeni. Rada
primarnich imunodeficienci je vazana na chromozom X. CVID se vsak vyskytuje
s autosomalné recesivni dédicnosti. V osobni anamnéze se sleduje vyvoj jiz od narozeni.
Sleduji se reakce po ockovani, kde je kladen diiraz hlavné na rekce na zivé vakciny.

Klinické projevy imunodeficienci byvaji velmi riznorodé. Zakladnim rysem
jsou opakované infekce, které se poté lisi podle typu imunodeficience a stavu
konkrétniho pacienta. U humordlnich imunodeficienci pfevazuji zdvazné a opakované
infekce hornich a dolnich cest dychacich bakteridlni povahy. Klinicky obraz mtize byt
pozménén také komplikacemi v podobé€ autoimunitnich onemocnéni.

Laboratorni vySetfeni se u humoralnich imunodeficienci zaméfuji na stanoveni
hladiny volnych imunoglobulinti. Orienta¢né Ize provést vySetteni pomoci elektroforézy
séra. Déle se stanovuji hodnoty u jednotlivych izotypt IgG, IgA a IgM. Také se testuje
schopnost tvorby protilatek po stimulaci specifickym antigenem. Dal$im dulezitym
vySetfenim je stanoveni poc¢tu lymfocytli, poptipadé¢ jejich subpopulaci. U onemocnéni
CVID mize byt celkovy pocet B-lymfocytl snizen nebo dosahovat normalni hodnoty.

VétSinou se poté liSi od zdravého jedince v zastoupeni nékterych subpopulaci
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B-lymfocytt, které se stanovuji pomoci specifického panelu na pritokovém cytometru
(13; 15).

V posledni dobé byly nalezeny nékteré genetické zmény, které maji vliv na
vznik CVID. Jsou to napfiklad mutace kostimula¢ni molekuly ICOS exprimované
aktivovanymi T-lymfocyty, molekuly CD19 nebo receptort z rodiny TNF, na které se
vaze ligand BAFF (B-cell activating factor). Popsané¢ molekuly jsou nezbytné pfi
rozpoznani antigenu B-lymfocytem a spusténi diferenciace B-lymfocytu s pomoci
T-lymfocytu. Genetické poruchy téchto molekul se dédi autosomélné recesivné a
mohou byt odhaleny genetickym vysetfenim pomoci metod molekuldrné biologickych

metod (7; 12; 14).

6.3 Lécba

Onemocnéni CVID neni lé¢eno piimo jako takové. Je vSak snaha o zmirnéni
jeho projevil, zejména omezenim opakujicich se zanétd a zabranéni ireverzibilniho
poskozeni organli. Za timto ucelem jsou pouZivany intravenozni gamaglobuliny
(INVG), které zvysuji hladinu sérovych IgG, a 1écba antibiotiky (ATB).

Gamaglobulinové preparaty jsou vyradbény z poolu plazem od tisice zdravych
darct, coz zarucuje Siroké spektrum specificit protilatek. Mnohonasobnou kontrolou a
pasterizaci je zaruCovana vysokd bezpecnost téchto preparati. Polocas podavani INVG
je 18 az 32 dntli. Po podéani dochdzi k rychlému poklesu sérové hladiny IgG, z divodu
jejich presunu do extravaskuldrni tekutiny. Rovnovahy mezi jejich koncentraci v intra- a
extravaskularni tekuting je dosazeno do dvou dni po podani preparatu. Z tohoto diivodu
se doporucuje na pocatku lécby podavat INVG pravidelné v kratSich intervalech,

naptiklad tydennich. Lépe se tak dosdhne vyrovnané hladiny sérovych imunoglobulinti

(13).

6.4 Systémy klasifikace pacientii s béZnou variabilni imunodeficienci

Ve snaze o zatazeni CVID pacientii s podobnymi klinickymi piiznaky do skupin
vzniklo hned nékolik klasifikaénich schémat, které se opiraji o vySetfeni

B-lymfocytarnich povrchovych markert.
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6.4.1 Freiburska Klasifikace

Tuto klasifikaci vytvoftil ve Freiburku v roce 2002 Warnatz a kol. Je zaloZena na
sledovani subpopulaci nesoucich povrchové znaky CD19, CD27, CD21, IgM a IgD.
Podle zastoupeni populaci izotypové piepnutych pamétovych B-lymfocyti (SWMB)
déli pacienty do tii skupin. Do skupiny I patii pacienti se SWMB < 0,4% vsSech
B-lymfocytti. Tato skupina se dale déli podle poctu CD21low B-lymfocyti na Ia pro
CD21llow > 20% a Ib CD21low < 20%. Do skupiny II se fadi pacienti se SWMB >
0,4% vSech B-lymfocytl. Skupinu III tvofi pacienti s celkovym zastoupenim

B-lymfocytt < 1% vsSech perifernich lymfocytt.

6.4.2 Parizska klasifikace

Tato klasifikace d€li pacienty na zaklad¢€ poctii bun¢k exprimujicich povrchové
znaky CD27 a IgD do tii skupin MB0O, MB1 a MB2. Skupinu MBO tvofi pacienti se
snizenym poctem B-lymfocytli marginalni zony (CD27+1gD+) a SWMB (CD27+IgD-).
Do MBI skupiny patii pacienti se snizenym poctem pouze SWMB a MB2 obsahuje

pacienty, ktefi maji obé skupiny sledovanych bunék srovnatelné se zdravou populaci.

6.4.3 Klasifikace EUROclass

Nejnové;jsi klasifikace vznikla v roce 2008 a zahrnuje kritéria obou pfedchozich
klasifikaci. Nejprve déli pacienty s CVID na dvé skupiny B™ (< 1% CD19" bunék) a B
(> 1% CD19" bungk) podle celkového poctu B-lymfocyti. Dle poctu izotypove
prepnutych pamétovych B-lymfocytd (CD271gMTgD") se skupina B™ dale déli na
smB (< 2% SWMB z B-lymfocyti) a smB*(> 2% SWMB z B-lymfocytt). Skupina
smB~ se muze rozdélit také podle zastoupeni tranzientnich B-lymfocyti na
smB Tr" (> 9% tranzientnich bun&k) a smBTr"™™ (<9% tranzientnich bunék). Obg
skupiny smB™~ a smB* se jesté zvlast' ¢&leni dle znaku CD21"". Vznikaji skupiny
smB'CD21"° a smB'CD21" pfi piitomnosti > 10% CD21"" B-lymfocytli a skupiny
smB'CD21™™a smB CD21"™ pti < 10% CD21low B-lymfocytech ( 3; 14).
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7 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pritokova cytometrie je metoda analyzujici vlastnosti bunék nebo jinych ¢astic,
které prochazi paprskem svétla v azkém proudu kapaliny. DneSni cytometry se
vyznacuji vysokou rychlosti a pfesnosti méfeni. Bézné cytometry dokazi métit 5 000
bun¢k za sekundu. Metoda své uplatnéni nalezla u fady klinickych a biologickych oborti
v diagnostice i ve vyzkumu. V klinické praxi je pouzivana nejcastéji k polychromatické
imunofenotypizaci leukocyti periferni krve, ali 1 bunck izolovanych z jinych télnich
tekutin. Cytometr se sklada ze tii zdkladnich navzajem propojenych systémi: fluidiky,

optiky a elektroniky viz. obrazek 2 (15; 17; 20).

7.1 Priibéh méfeni prutokovym cytometrem

M¢feni zacind po nasati suspenze bunck vzorku do cytometru, které je pro
pfesné méfeni tieba piivadét k svételnému paprsku jednu po druhé. To zajist'uje fluidni
systém, ktery ze suspenze vzorku vytvofi jednu linii sefazenych buné¢k. Aby toho bylo
dosazeno, vyuziva se laminarné proudici nosné kapaliny, ktera obklopuje proud vzorku.
Nosna kapalina unasi castice vzorku a udrzuje je uprostied proudu. Tento proces se
nazyva hydrodynamické fokusace. Tlak vzorku a nosné kapaliny je odli$ny. Pro zvySeni
rychlosti pritoku vzorku se nastavuje vyssi tlak vzorku. To zplsobi rozsifeni
centralniho toku a mozné odchyleni bunék od stfedové linie pratoku. Pfi métfeni pak
muze dochazet k mirnym neptesnostem.

Kazda castice méfen¢ho vzorku poté prochdzi jednim nebo vice laserovymi
paprsky. U soucasnych cytometri se vyuziva modrého (488 nm), ¢erveného (635 nm) a
fialového (405 nm) laseru. Vlastnosti ozafené buiiky jsou ziskany diky rozptylu svétla
nebo fluorescenci. Cytometr mé dva rizné detektory pro zachyceni rozptyleného svétla.
Jeden je umistén v piimé linii zdroje svétla, tzv. Forward-scatter (FSC) a druhy
Side-scatter (SSC) detekuje paprsky rozptylené¢ho svétla ptiblizn¢ v tthlu 90° od pfimé
linie. Informace ziskané pomoci FSC vypovidaji o povrchu a velikosti buiiky, zatimco
SSC poskytuje informace o granularnim obsahu burnky.

Buiiky, na které byly pfedem navazany latky se schopnosti fluorescence, emituji

po ozateni detekénim paprskem svétlo o urcité vlnové délce. Pii pouziti vice
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fluorochromtii zaroven je emitované svétlo vicespektralni. Pro detekci je toto svétlo
rozdé€leno fadou filtrli a zrcadel na jednotlivé detektory. Fotony dopadajici na detektory,
coz jsou polovodiCové fotodiody ¢i fotondsobiCe, jsou zaznamendny v podobé
elektrickych impulzii. Takto zaznamenané signdly jsou poté pievedeny na ciselna
digitalni data, ktera jsou vyhodnocovéana a zobrazovana v pocitaci nejcastéji v podobe

jedno ¢i vice parametrovych grafi (17 - 20).

Obrazek 2: Schéma systému priitokového cytometru (18)
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PRAKTICKA CAST
8 METODIKA

Praktickd C¢éast obsahuje popis zpracovani vzorkl, jejich pfipravu pomoci
diagnostického kitu Duraclone® a kroky vedouci k ziskani pozadovanych dat pomoci
pratokového cytometru. Dale jsou zde shrnuty vysledky a jejich statistické
vyhodnoceni.

Cilem mé prace je porovnat zastoupeni jednotlivych subpopulaci B-lymfocytt u
pacientt s CVID a gzjistit, zda se li§i jejich rozlozeni mezi dospélymi a détmi.
Identifikace jednotlivych subpopulaci je provedena analyzou na priitokovém cytometru

po piedchozim oznaceni povrchovych znakt typickych pro dané subpopulace.
Vyzkumné otazky:

Je rozdil v procentudlnim zastoupeni jednotlivych subpopulaci B-lymfocyti u

déti a dospélych vyznamny?
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9 POSTUP ZPRACOVANI VZORKU

Vzorky byly ziskany od pacientdi Ustavu imunologie a alergologie Fakultni
nemocnice Plzen. U té€chto pacientli byla jiz dfive diagnostikovdna béZna variabilni
imunodeficience. Vzorky pouzité k testovani byly nabrany vramci kontroly stavu
pacientt.

Pro stanoveni subpopulaci B-lymfocytii byla pouzita periferni krev odebrana do
antikoagula¢niho c¢inidla heparinu. Nejprve bylo 500ul plné krve promyto a
resuspendovano PBS pufrem. Ze vzorku tak byly odstranény volné IgM a IgD. Poté
jsme nepipetovali 100ul plné krve do zkumavky s vysuSenymi protilatkami
Duraclone®.

Zkumavka obsahuje vysuSené monoklondlni protilatky proti osmi povrchovym
antigenim vyskytujicich se na povrchu B-lymfocytl. Jsou to nasledujici protilatky
s navazanymi fluorescen¢nimi barvivy: anti-IgD znaceny fluoresceinem (FITC), anti-
CD21 s Phycoerytrinem (PE), anti-CD19 obarveny Phycoerytrin — Texas Red (ECD),
anti-CD27 s Phycoerythrin — Cyanine 7 (PC7), anti-CD24 s Allophycocyanin (APC),
anti-CD38 s navyzanym Allophycocyanin — Alexa Fluor 750 (APC-A750), anti-IgM
s Pacific Blue, anti-CD45 obarveny Krome Orange. Tabulka 1 shrnuje pouzité
protilatky s navazanymi fluorochromy a jejich maxima excitatniho a emisniho spektra

fluorescence (21).

Tabulka 1: Pouzité fluorochromy pro jednotlivé znaky a jejich charakteristické
vinové délky

Znak IgD CD21 CDI9 CD27 CD24 CD38 IgM CD45
Fluorochrom FITC PE ECD PC7 APC APC- Pacific Krome
A750 Blue Orange
Excitace [nm] 488 488 488 488 633 633 405 405
Emise [nm] 523 575 613 767 650 720 455 528

Promyté krev s pfidanym mixem protilatek se promicha na vortexu a inkubuje se
15 minut bez pfistupu svétla pii laboratorni teploté. Po této dobé€ je do smési pfidano

lyzaéni Cinidlo (Optilyse C, BeckmannCoulter, USA) a nechd se inkubovat dalSich
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15 minut na temném misté. Lyzacni roztok napomaha k rozpadu tedy lyze cervenych
krvinek. V dal$im kroku je vzorek promyty pomoci PBS. Tento postup odstrani zbytky
nenavazanych protilatek a casti zlyzovanych krvinek. Nakonec je vzorek resuspendovan
ve 400ul nosného roztoku (BeckmannCoulter, USA). Takto pfipravend suspenze
leukocytli s ozna¢enymi povrchovymi markery byla analyzovana na deseti kandlovém
pratokovém cytometru Navios firmy Beckman Coulter. Ziskand data byla poté
zobrazena v programu Kaluza a pro ziskani informaci o pozadovanych populacich byly

pouzita gatovaci strategie na obrazcich 1-5.

Obrazek 3: Populace lymfocytii vybrana podle pritomnosti znaku CD45 a kolmého
rozptylu
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Obrazek 4: Populace B-lymfocytii vybrana ze vsech lymfocytu, které byly oznaceny

v predeslém obrazku, podle exprese znaku CD19
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Obrazek 5: Rozdeleni B-lymfocytii podle exprese znakic CD27 a IgD na ctyri
nasledujici subpopulace. USWb - izotypove neprepnuté pamétové B-lymfocyty
(CD27-1gD-), SWb - izotypové prepnuté pamétové B-lymfocyty (CD27+IgD-), naivni
B-lymfocyty (CD27-1gD+) a B-lymfocyty marginalni zony (CD27+1gD+)
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Obrazek 6: Populace B-lymfocytii CD21lowCD38low (CD21-CD38-)
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Obrazek 7: Populace plazmablastii (CD24-CD38+) a tranzientnich B-Ilymfocytu
(CD24+CD38+) vybrané z B-lymfocytii podle exprese znakit CD24 a CD38
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10 VYSLEDKY

Meéfeni bylo uskute¢néno na vzorcich od 37 pacientli s diagnostikovanou CVID.
Z toho bylo 29 dospélych pacientll ve v€kovém rozmezi od 15 do79 let a 8 déti ve véku
od 0 do 7 let. Informace o procentudlnim zastoupeni jednotlivych subpopulaci byly
zpracovany programem MATLAB a jsou uvedeny v nasledujicich grafech 1-8.
V kazdém grafu jsou vzdy vedle sebe zobrazena naméfena data dané populace bun¢k u
déti a u dospélych. Cervena linie oznaduje hodnotu medianu a derné linie na okrajich
grafu jsou maxima a minima souboru dat.

Z namétfené¢ho procentudlniho zastoupeni bunék u kazdé subpopulace byly
vypocteny mediany u déti a u dospélych a byla porovnéna jejich rozdilnost (tabulka 2).
Statisticka vyznamnost rozdilu v zastoupeni jednotlivych subpopulaci u déti a dospélych
byla uréena Wilcoxonovym neparametrickym testem. Tyto vypoCty byly také

provedeny v programu MATLAB.

Tabulka 2: Mediany stanovenych subpopulaci B-lymfocytii

Median [%] Déti Dospély Rozdil
B-lymfocyty 11,97 6,72 5,25
CD21lowCD38low 1,455 3,53 2,075
Naivni B-lym. 84,96 81,74 3,22
Tranzientni B-lym. 14,955 7,65 7,305
Marginalni zony 5,845 10,6 4,755
Plazmablasty 2,14 0,3 1,84
USWMB 2,05 3,04 0,99
SWMB 6,43 3,7 2,73
Vysvetlivky:  USWMB -  izotypové  neprepnuté  pamétové  B-lymfocyty,

SWMB-izotypove prepnuté B-lymfocyty
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Graf 1: Procentualni zastoupeni populace B-lymfocytii (CDI19+). Rozdil medianii deti
a dospélych je 5,25% (p < 0,01).
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Graf 2:

Procentualni

zastoupeni

populace

CD21lowCD38low  B-lymfocytii

(CD19+,CD21-,CD38-). Rozdil medianii deti a dospélych je 2,075 (p < 0,05).
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Graf  3: Procentudlni  zastoupeni  populace naivnich B-lymfocytit

(CD19+,CD27-1gD+). Rozdil medianii déti a dospélych je 3,22 (p = 0,3660).
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Graf 4: Procentudlni zastoupeni populace tranzientnich B-lymfocytu (CDI9+,
CD24+,CD38++). Rozdil medianii déti a dospélych je 7,305% (p < 0,05).
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Graf 5: Procentualni zastoupeni populace B-lymfocytu marginalni zony
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Graf 6: Procentudlni zastoupeni populace plazmablasti (CDI19+,CD24—,CD38+).
Rozdil medianii déti a dospélych je 1,84% (p < 0,001).
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Graf 7: Procentudlni zastoupeni populace izotypové nepiepnutych pamétovych
B-lymfocytii (CD19+,IgD+,CD27-). Rozdil medianui déti a dospélych je 0,99%
(p = 0,3468).
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Graf 8: Procentudalni zastoupeni populace

izotypové prepnutych pamétovych

B-lymfocytii (CDI19+,IgD-,CD27+). Rozdil medianii déti a dospélych je 2,73%

(p = 0,3282).
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11 DISKUZE

Imunofenotypizace subpopulaci B-lymfocyti pomoci pritokové cytometrie je
stale vice pouzivand metoda ke klasifikaci pacienti s CVID do skupin vytvotfenych
podle klinickych projevil a prognézy onemocnéni. Systémy klasifikace byly vytvoreny
pfevazné vyhodnocenim dat naméfenych ze vzorkti dospélych pacientd. V détském
veéku jsou vsak hladiny jednotlivych populaci B-lymfocyt odlisné. Po narozeni probiha
dozravéani imunitniho systému a podléhd tak vyraznym zméndm. Pocty lymfocytl se
v jednotlivych obdobich vyrazné lisi. Nejvétsi zmény v subpopulacich B-lymfocytii
probihaji do véku dvou let (22).

To vyplyva 1 zprace Schatorjé a kol. zabyvajici se stanovenim referen¢nich
hodnot pro jednotlivé subpopulace lymfocyti v nékolika riznych vékovych rozmezich.
Bylo zde vysetieno zastoupeni subpopulaci B lymfocytd u zdravych déti ve véku pred
narozenim az do dospélosti. Bylo vytvoteno deset vékovych skupin. Kazda skupina
obsahovala mezi 10 az 21 testovanych osob. Pro zjisténi referencnich hodnot z takto
malych soubort dat byla pouZzita metoda toleran¢nich intervalii. Referen¢ni hodnoty pro
populace tranzientnich, izotypové pfesmyknutych pamétovych a CD21lowCD38low
bun¢k byly porovnany s cut-off hodnotou pouzivanou v EUROclass systému klasifikace
u téchto populaci. Bylo ukazano, ze zastoupeni Blymfocytti v dospélosti a v détském
véku se znacné€ lisi. Také bylo uvedeno, Ze podle EUROclass systému klasifikace by
bylo 40 z 97 zdravych déti vySetfovanych v této studii zafazeno do skupiny s nejvySsim
rizikem komplikaci (22).

Tranzientni B-lymfocyty jako nezralé lymfocyty jsou prvnim vyvojovym
stadiem nachézejicim se v periferni krvi. Zastoupeni tranzientnich B-lymfocyta v krvi
s vékem klesa. Nejvyssi pocet je sledovan v pupecnikové krvi. V ptispévku Chalupova
a kol. popisuji autofi vySetfeni poctl tranzientnich bun¢k u 53 déti ve veéku od 1 mésice
po 13let pomoci osmibarevného panelu. Vysledky wukdzaly vySSi zastoupeni
transientnich bunék pfedev§im v prvnich mésicich véku ditéte. Také bylo prokdzano, ze
s v€kem ditéte pocet tranzientnich bunck klesad. Nami namétené hodnoty u této populace
B-lymfocyti vykazuji podobné vlastnosti. Snizeni poctu tranzientnich bunék u

dospélych oproti détem je statisticky vyznamny (p < 0,05) (23).
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Vyrazné rozdily mezi dospélou populaci a détmi byly zjiStény také v ¢lanku
Babjdkova a spol. Stanoveni bylo provedeno u zdravych osob a pacienti s CVID
pomoci osmibarevného diagnostického kitu Duraclone®. U déti byly pozorovany vyssi
hladiny méné vyzralych B-lymfocyti a plazmatickych bunék. Rozdil mediant u
tranzientnich bun¢k (CD19+,CD24+,CD38++) byl 5,21% (p <0,01) a u naivnich
B-lymfocytt (CD19+,CD27-,IgD+) 18,18% (p < 0,01).

U dalsich populaci B-lymfocytli byly rozdily mediantt u déti a dospé€lych
nasledujici: B-lymfocyty marginalni zony (CD19+,CD27+,IgD+) 7,19% (p <0,01),
izotypoveé nepiepnuté pamétové B-lymfocyty (CD19+,IgD+,CD27-) 2,15% (p <0,01),
1zotypové piepnuté pamétové B-lymfocyty (CD19+,IgD-,CD27+) 8,96% (p <0,01),
CD21llow B-lymfocyty (CD19+,CD21-,CD38-) 1,4% (p<0,05) a plazmablasty
(CD19+,CD24-,CD38+) 0,01% (p = 0,6741) (24).

Nami zjisténé vysledky se s témito hodnotami liSily. Pouze u tranzientnich a
CD21lowCD38low populaci se naSe hodnoty ¢astecné schodovaly s touto studii. Méfeni
jsme provadéli pouze u pacienti s CVID. V uvedeném clanku byly ve vySetfované
skupiné zahrnuty i zdravé osoby. Skupina osob se také mohla od nami testované lisit
svou velikosti a v€kovym slozenim. U dospélych pacientli jsme méli pomérné Siroké
zastoupeni subjektl, ale testovanych déti bylo pouze osm s primérnym vékem 2,5 roku,

pricemz pét déti bylo ve véku do dvou let.

Diky stanovenym vysledkiim 1ze odpovédét na diive polozenou vyzkumnou otdzku:

Je rozdil v procentudlnim zastoupeni jednotlivych subpopulaci B-lymfocyti u
déti a dospélych vyznamny?
Odpovéd’: Pouze u poloviny stanovovanych subpopulaci byl zjiStény rozdil statisticky
vyznamny. U ostatnich populaci se rozdil v jejich zastoupeni u déti a dospélych ukazal
jako nevyznamny. Vyznamny rozdil byl pozorovan u vSech B-lymfocytd,

CD21lowCD38low, plazmablastii a tranzientnich B-lymfocytu.
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ZAVER

Imunitni systém ditéte neni stejny jako u dospélého c¢loveka. VSechny jeho
sloZky se po porodu vyvijeji a se zvySujicim se vékem se méni i procentudlni zastoupeni
jednotlivych subpopulaci B-lymfocytii. Kazdé vékové obdobi ma referencni hodnoty.
Ukazuje se také, ze mezi détmi a dospélymi s CVID jsou mezi né€kterymi populacemi
lymfocyti vyznamné rozdily. Klasifikace vyvinuté pro dospélé tedy nemtizou byt
jednoduSe pftizpisobeny k pouziti pro déti. Je tfeba uskutecnit rozsdhlou studii a

vytvofit samostatnou klasifikaci spolehlivé aplikovatelnou u détskych pacientt.
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Phycoerytrinem

Pre-B-receptor
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1zotypove piepnuty pamétovy B-lymfocyt

tranzientni bunky



TD

TH

TI

TNF

USWB, USWMB
v

T-dependentni

T pomocné lymfocyty

T-indipendentni

tumor nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)
izotopové nepiepnuty pamét'ovy B-lymfocyt

variabilita
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