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Anotace

CD21"v B lymfocyty ptedstavuji dodnes ne pfili§ prozkoumanou skupinu buné¢k imunitniho
systému. Jejich zvysSeny pocet byl popsan u fady autoimunitnich onemocnéni, coz neptimo
naznacuje, ze mohou hrat roli v jejich patogenezi. Déle se ukazuje, Ze jednou ze stézejnich
funkci této populace bunék je prezentace antigenu, kterd se uplatituje nejen pii aktivaci
imunitni reakce, ale také v priibéhu centralni tolerance v primarnich lymfoidnich organech -
kostni dieni a thymu. Patologické stavy brzliku, jako jsou myasthenia gravis, thymomy nebo
naptiklad hyperplazie ¢i pfitomné cysty, pak mohou negativné ovliviiovat procesy, jez zde
probihaji. Hlavnim cilem této prace bylo pokusit se blize objasnit funkci CD21" v riznych
patologiich brzliku, ponévadZ pravé thymus se zdd byt mistem, kde mohou mit silny vliv.
Pomoci pritokové cytometrie byla stanovena hladina celkovych B lymfocytti v tkani,
pfi¢emz byl kladen diiraz na populaci CD21"v v¢etné jejich subpopulaci. Nasledné doslo k
méteni hladiny bazélni aktivace téchto bunék pomoci exprese aktivacnich markeri CDA40,
CD80/86 1 HLA-DR a k detekei jejich migrace za pouziti exprese chemokinovych receptora
CXCR3 a CCR7. Vysledky ukazuji snizenou schopnost CD21v B lymfocyti prezentovat
antigen, coZz muze pifimo souviset se vznikem autoimunitnich onemocnéni. Déle byly u této
skupiny bun¢k nameéteny vysoké hodnoty exprese CXCR3 spolecné s CCR7, naznacujici
jejich migraci do mista zanétu, coZ otevira dvefe pro dalsi studie zabyvajici se moznymi
patologickymi procesy. V neposledni fadé¢ byla popsdna nerovnovaha v zastoupeni
jednotlivych subpopulaci CD21v B lymfocyttli, to by mohlo znamenat jejich rozdilné role v
odliSnych patologiich. Hlavnim piinosem prace je bliz§i objasnéni chovani CD21'v v
myasthenii gravis a thymomech, stejné tak jako podnét k dalsimu zkoumani funkce téchto
bunék, ponévadz se zda, ze v riznych onemocnénich mohou hrat vyznamnou roli. Dalsi
vyzkum by mohl pomoci blize porozumét procesu vzniku thymomt a autoimunit, coz by
mohlo v budoucnu rozsifit obecné znalosti o téchto vzacnych, ale zdvaznych chorobéch.
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Annotation

CD21"v B lymphocytes represent a group of cells of the immune system that has not been
well studied to date. Their increased values have been described in a number of autoimmune
diseases, indirectly suggesting that they may play a role in their pathogenesis. Furthermore, it
appears that one of the core functions of this cell population is antigen presentation, which is
involved not only in the activation of the immune response but also in the course of central
tolerance in the primary lymphoid organs - bone marrow and thymus. Pathological conditions
of the thymus, such as myasthenia gravis, thymomas or, for example, hyperplasia or the
presence of cysts, can then adversely affect the processes that take place there. The main aim
of this work was deeper elucidation of the function of CD21"¥ in various thymus pathologies,
since the thymus seems to be a site where they can have a significant influence. Using flow
cytometry, the level of total B lymphocytes in the tissue was determined, focusing on the
CD21'"¥ population including its subpopulations. Subsequently, the level of basal activation
of these cells was measured using the expression of activation markers CD40, CD80/86 and
HLA-DR and their migration was detected using the expression of chemokine receptors
CXCR3 and CCR7. The results suggest a reduced ability of CD21'" B lymphocytes to
present antigen, which may be directly related to the development of autoimmune diseases.
Furthermore, high levels of CXCR3 expression were measured in this group of cells together
with CCR7, indicating their migration to the site of inflammation, opening the door for
further studies investigating possible pathological processes. Finally, an imbalance in the
representation of different subpopulations of CD21"% B lymphocytes has been described,
which could indicate their different roles in various pathologies. The main contribution of this
work is the further elucidation of the behavior of CD21 in myasthenia gravis and
thymomas, as well as to encourage further investigation of the function of these cells, since
they seem to play a significant role in different diseases. Additional research could help to
understand the process of thymoma and autoimmunity more clearly, which could increase the
general knowledge of these rare but serious diseases in the future.
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Seznam zkratek a znacéek

AChR = Acetylcholinové receptory, z angl. Acetylcholine Receptors

AChR-MG = Myasthenia gravis s protildtkami proti acetylcholinovym receptorim
APC = Antigen prezentujici buiika, z angl. Antigen-presenting cell

BCR = Specifické B-bunécné receptory, z angl. B-cell receptor

Breg = Regulacni B lymfocyty

DAMP = Molekuly asociované s nebezpecim, z angl. Damage-associated molecular
pattern

Ig = Protilatka, Imunoglobulin

IL = Interleukin

ILC = Ptirozené lymfoidni buiiky, z angl. Innate Lymphoid Cells

LRP4 = Lipoprotein-related protein 4

LRP4-MG = Myasthenia gravis s protilatkami proti lipoprotein-related proteinu 4
MFI = Stfedni hodnota intenzity fluorescence, z angl. mean fluorescence intensity
MG = Myasthenia gravis

MHC gp = MHC glykoprotein

MuSK = Svalové¢ specificka tyrozin kinaza, z angl. Muscle-specific Tyrosine Kinase
MuSK-MG = Myasthenia gravis s protilatkami proti svalové specifické tyrozin
kindze

NK = Piirozeni zabijeci, z angl. Natural Killers

NKT = Piirozeni zabije¢i T lymfocyty, z angl. Natural Killers T-lymphocytes

PAMP = Molekuly asociované s patogeny, z angl. Pathogen-associated molecular
pattern

PBS = Fosfatovy puft, z angl. Phosphate-buffered saline

PRR = Receptory rozpoznavajici vzory, z angl. Pattern recognition receptors

Te = Cytotoxické T lymfocyty, z angl. Cytotoxic T cell

TCR = Specifické T-bunécné receptory, z angl. T-cell receptor

Th = Pomocné T lymfocyty, z angl. T helper cell

Treg = Regulacni T lymfocyty
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1 Uvod

Imunitni systém lidi pfedstavuje sloZzitou sit’ tvoifenou organy, buitkami a proteiny, jehoz
primarni funkci je udrzeni rovnovazného stavu organismu tzv. homeostazy, dale obrana pred
nebezpecim, které predstavuji predevSim patogenni mikroorganismy, ale také télu vlastni
struktury - napfiklad nadorové bunky. Ma ale také tadu regulacnich funkci vcetné
vyznamnych interakci s dal§imi orgdnovymi systémy, jako je nervovy nebo endokrinni
systém. Rozd€lujeme ho na dva hlavni pilife - vrozeny a adaptivni, pficemz oba dva jsou
tvofeny jak buné¢nou, tak i humoralni slozkou. S poruchou imunitniho systému je spojena
fada patologickych stavli organismu, zahrnujici napiiklad imunodeficience, autoimunitni,
alergicka ¢i nadorova onemocnéni [1,2,5].

Ve své SOC jsem se zabyval vyzkumem konkrétni skupiny bunék, ktera v imunologii
predstavuje jakousi neprobadanou ¢ast populaci B lymfocytd - CD21v. O této kategorii je
momentalné dostupné jen velmi omezené mnozstvi poznatkli, ovSem lze s jistotou fici, ze
jejich zastoupeni je zvySené v fad¢ autoimunit [36,37,38]. Védci se ale stale nedokazi
shodnout, zda jsou pro ¢lovéka neskodné nebo zdali predstavuji jakéhosi nepfitele, tedy
puvodce fady vaznych onemocnéni.

Tuto subpopulaci jsem zkoumal v kontextu patologii thymu - myasthenie gravis s
pfidruzenym thymomem, ponévadZ vznik a souvislost téchto onemocnéni stile neni zcela
objasnén.

Ma prace se snazi roli téchto bunék pfiblizit, blize ji porozumét a podat podnéty k dalSimu
vyzkumu, ponévadz pochopeni jejich funkce by mohlo znamenat zasadni impulz pro
porozuméni vzniku autoimunitnich chorob - vzacnych, ale velmi vaznych onemocnéni. Na
zaklad¢ vysledkl je totiz zieymy piimy vliv CD21v B lymfocytd na rizné patologické
procesy v lidském téle.

Do jist¢ miry jsem byl limitovan velmi nizkym poctem dat, ktery byl zpiisoben nizkou
incidenci tohoto onemocnéni. Pfedev§im kombinace myasthenie gravis a thymomu je velmi
vzéacna. Pro budouci badani a ptipadné ovéfeni poznatki této prace je nutné znacné rozsifit
zkoumany vzorek pacienttl.
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2 Teoreticka c¢ast

2.1 Zakladni funkce a charakteristika imunitniho systému

Mezi zakladni funkce imunitniho systému patii ochrana pied patogennimi mikroorganismy
zahrnujici viry, bakterie nebo plisné, dale udrzeni homeostazy a ochrana vlastnich bun¢k a
tkéni pred efektorovymi mechanismy imunitnich bunék a jimi secernovanymi molekulami. V
souvislosti s funkcemi imunitniho systému se setkdvame s nésledujicimi pojmy:

Obranyschopnost

Muzeme ji vysvétlit jako schopnost rozpozndvat a ochranit organismus proti patogennim
mikroorganismiim - virGm, bakteriim, houbam, jejich toxickym produktim 1 jinym
cizorodym nebo nebezpecnym makromolekulam. Porucha téchto mechanismi, a to jak
vrozenych, tak ziskanych, vede k rozvoji imunodeficienci spojenych pfedevsim se zvySenou
vnimavosti k infekcim [1,7].

Autotolerance

Pod timto pojmem rozumime rozpoznéavani vlastnich tkani, bunék a udrZzovani tolerance vici
nim. Schopnost autotolerance tak predstavuje ochranu vlastnich struktur pifed poskozenim
akcelerovanou imunitni reakci. V pfipadé naruseni téchto mechanismii mize dochézet
k rozvoji autoimunitnich (pfehnand reakce na vlastni antigeny - tzv. autoantigeny) nebo
alergickych onemocnéni (pfehnand reakce na antigeny zevniho prostfedi, které u zdravych
jedincii nevyvolavaji imunitni reakci - tzv. alergeny) [1].

K tomuto tkolu je vyuzivano nékolik fyziologickych mechanismi, ty jsou popsany v sekci
Hlavni slozky imunitniho systému - centralni a periferni tolerance (nize).

Imunitni dohled

Slouzi k rozeznani a odstraiiovani nefunkénich bunék, kterymi mohou byt naptiklad staré,
mutované nebo jinak poskozené bunky [1,7].

Tato funkce je dilezita pfedev§im pii pocatcich nadorového bujeni, které miize byt v€asné
zastaveno.

2.1.1 Hlavni sloZzky imunitniho systému

Soucasti imunitniho systému jsou kromé bunck i orgény, jez rozdclujeme na centrdlni a
periferni.
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Centralni lymfatické organy

Mezi centralni lymfatické organy fadime kostni dienn a thymus, tedy organy, kde dochdzi k
diferenciaci a zrdni bunc¢k imunitniho systému. VSechny bunééné slozky (lymfoidni i
myeloidni linie) imunitniho systému se diferencuji v kostni dfeni z hematopoetické kmenové
bunky, viz Obrazek 1. Jediné, které dozravaji mimo kostni dien az v thymu, jsou prekurzory
T-lymfocyti [1,2].

Multipotentni hematopoeticka
kmenova bunka (HSC)

|7

v ¥

B&zny myeloidni prekurzor Bézny lymfoidni prekurzor

1 1 t = 1
- °c © @ ® yﬂ{‘

« Erytrocyty mastocyt NK Burika
Myeloblast

' l l T lymfocyt B lymfocyt

[ ]
Megakaryocyt @ @ @
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=i ! Plazmatickd burika
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Obrazek 1: Schéma vyvoje krevnich bunék a bunék imunitniho systému (1)

Thymus

Thymus (brzlik) pfedstavuje predevsim v détstvi velmi dilezity primarni lymfaticky organ
lokalizovany v hornim hrudniku, a to t€sn¢ za hrudni kosti. Makroskopicky se jednd o organ
mekky, pruzny, Sedo cerveného zbarveni, pyramidového, lehce zplostélého tvaru, rozdéleny
do dvou laloki - levy (vétsi) a pravy. Je funkéni jiz od narozeni, kdy ma vahu ptiblizné 16g,
pfi¢emz nejvyssi hmotnosti dosahuje v puberteé. Nasledné dochazi ke ztraté jeho hmotnosti a
k nahrazovani v tukovou tkan (proces tukové involuce) (viz Obrazek 3 nize) [10,11,12,13].

Mikroskopicky je sloZen z vazivové slozky, parenchymu, ktera se dale déli na kiiru (cortex) a
dfenn (medulla), pficemz na povrchu najdeme vazivové pouzdro (capsula) (viz Obrazek 2
nize). Organ je bohaté prostoupen cévy i nervy. Medulla je charakteristickd vyskytem
Hassalovych télisek - tvoii je odumirajici epitelidlni retikularni butiky, jejich pocet i velikost
se zvySuje s veékem, produkuji interleukiny (IL) IL-4, IL-7 podilejici se na dozravani T
lymfocytt. Dalsi vyznamnou soucésti brzliku je hematothymickd bariéra - zabraniuje kontaktu
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vyvijejicich se lymfocytd s antigeny v krvi, ¢imZ je umoZnéna jejich neruSend tvorba
[10,11,12,13].

Obréazek 2: Rez brzlikem (2)

StéZejnim ukolem thymu je regulace tvorby, dozravani a diferenciace T lymfocytd, ¢imz
predstavuje klicového hrace v procesu ustanoveni autotolerance vici vlastnim strukturdm a
tkdnim. Mimo to tvofi mnozstvi hormonil, naptiklad thymosiny, thymulin, kterymi ovliviiuje
funkci ostatnich orgadnd imunitniho i neuroendokrinniho systému. Zmifované ¢innosti po
jeho atrofii ptebiraji periferni lymfatické organy [10,11,12,13].
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Obrazek 3: Vyvoj hmotnosti brzliku v zivoté jedince a proces tukové involuce (3)

Centralni tolerance

Tento typ tolerance se pro kazdy typ imunokompetentnich bunék ustanovuje jinak - pro T
lymfocyty v thymu (viz Obrazek 4 nize) a pro B lymfocyty v kostni dieni [1].

Zde je ovSem dulezité doplnit, ze v thymu jsou na epitelidlnich medularnich bunkach
(negativni selekce) exprimovany tkanové specifické antigeny, a to pomoci transkripéniho
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faktoru AIRE, jeZz reguluje thymovou expresi téchto konkrétnich antigenti. Jeho porucha
zpiisobi selhani centrdlni tolerance - vznik autoimunitniho polyglandularniho syndromu [1].

Thymus
Selekéni procesy

— 1 . Apoptéza

Vysoka afinita ———p
;:\\‘\\ 7.');;: /

= ‘_”'

& -
O F:-—' - w‘i ——— Stiedni afinita L —== Treg
. \ p—————

AIRE+ mTEC ~ CD4+ T buitka Nizké afinita L @= T bunka

Obrazek 4: Schéma priubehu selekce v thymu (4)

L _7,/

Tento mechanismus tzce spolupracuje s periferni toleranci. Treg totiz operuji pfimo v dané
tkani nebo v regionalnich uzlinach [1].

Periferni lymfatické organy

Mezi periferni lymfatické orgény patii slezina, lymfatické uzliny a slizni¢ni lymfaticka tkan,
kterd je rozptylena v submukézni tkani dychaciho, traviciho, vylu€ovaciho a pohlavniho
ustroji (mucosa associated lymphoid tissue, MALT) [1,2].

Charakteristickym znakem perifernich lymfatickych organti je aktivace bunék adaptivniho
imunitniho systému, a to bud prostfednictvim antigen prezentujicich bunék (antigen
presenting cell, APC), ¢i rozeznani nativniho antigenu B lymfocyty.

Periferni tolerance
Periferni tolerance zahrnuje nékolik mechanismu:

e Klondlni delece - fyzickd eliminace lymfocyti po reakci s autoantigenem diky
vyvolani apoptézy [1,5].

e Klondlni anergie - dochazi ke ztrat¢ nebo omezeni reaktivity imunokompetentnich
bunék po tom, co neni poskytnut kostimulaéni signal [5,8,1].

e Klonélni ignorance - autoantigeny exprimovany na vlastnich tkdnich v podprahovém
mnozstvi neposkytuji dostate¢ny signal k aktivaci bun€k imunitniho systému [1].

e Suprese - za piitomnosti Treg dochazi k potlaceni autoreaktivnich lymfocyti. Na
tomto procesu se podili tieba 1 n¢které subpopulace dendritickych bun¢k, monocyti,
zirné buiky, ty produkuji inhibi¢ni cytokiny nebo podporuji diferenciaci Treg [1].
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e Imunologické privilegium - zamezuje prichodu lymfocytt do tkéni, ptipadné na svém
povrchu exprimuje Fas-ligand, ktery po navazéani na Fas-receptor navodi apoptdzu.
Ptikladem je rohovka, kanalky varlete [5,8].

2.2 Nespecificka (vrozend) imunita

Nespecifickd neboli vrozena imunita tvoii prvni bariéru pied patogennimi organismy. Pokud
je vSak porusend, k imunitni reakci dochdzi velmi brzy - v fadu nckolika minut. Do
nespecifické imunity fadime kromé fagocytujicich bunék, bun¢k komplementového systému,
interferont i napftiklad povrch kiize. Hlavnim tkolem nespecifické imunity je rozpoznani
nebezpeci, aktivace imunitni odpovédi a adaptivniho imunitniho systému. Tyto buiky
odhaluji pomoci receptorii rozpoznavajicich vzory (Pattern recognition receptors, PRR)
molekuly asociované s patogeny tzv. PAMP (Pattern-associated molecular pattern) (napf.
struktury bunéénych stén mikroorganismi) a dale molekuly asociované s nebezpecim neboli
poskozenim vlastnich bun¢k tzv. DAMP (Damage-associated molecular pattern) (napf.
intracelularni proteiny). Efektorové mechanismy nespecifické imunity zahrnuji pfedevs§im
fagocytdzu, produkcei cytokinl a dalSich rozpustnych mediatort [1,7].

Nespecificka imunitni reakce je zprostiedkovéana predevs§im myeloidni skupinou bun¢k, kam
fadime granulocyty, monocyty, dendritické buiikky a mastocyty. OvSem z lymfoidni linie sem
muzeme zatfadit NK buiiky (Natural Killers) a pfirozené lymfoidni buiiky (Innate Lymphoid
Cells, ILC), jelikoz na jejich povrchu nelze nalézt zadné antigen specifické receptory [3,4].

2.2.1 Buiiky nespecifického imunitniho systému
NK a NKT buiiky

NK buiiky se rovnéz oznacuji jako “nulové bunky”, to diky nepfitomnosti specifickych
receptorit T (T-cell receptor, TCR) a B (B-cell receptor, BCR) na jejich povrchu. Jejich
infikovanych ¢1 nadorovych bun€k zplsobuji lyzu cilové bunky, tedy jeji smrt. Druhou
dalezitou funkci je, diky pfitomnosti komplementového receptoru CD16, tzv. cytotoxicka
smrt téch buné€k, na jejichz povrchu jsou vazdny molekuly imunoglobulini (Ig) typu IgG. V
neposledni fadé jsou NK buiiky producenty fady cytokinll - piedev§im IFNy a TNFa, jez dale
aktivuji fadu bun€k imunitniho systému [3].

Oproti tomu NKT lymfocyty (Natural Killers T-lymphocytes) fadime mezi populaci T
lymfocytl, jez maji receptory a funkce NK bunck. U lidi je jejich pocet velmi variabilni a
vytvari rozhrani mezi nespecifickou a adaptivni imunitou. Hlavni ukol spoc¢iva v regulaci
imunitni odpovédi nebo rozpoznani glykolipid®/lipidi v komplexu s neklasickymi MHC
glykoproteiny (MHC gp), tedy CDI1d. Produkuji velké mnozstvi cytokind, které ovliviiuji
odpovéd pomocnych T lymfocytt (T helper cell, Th) 1 a 2.
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ILC

ILC jsou svymi funkcemi a morfologii velmi podobné T lymfocytiim, ale diky jejich rychlé
aktivaci s absenci TCR se fadi mezi buiiky nespecifického imunitniho systému. Lokalizovany
jsou predevsim na rozhranni vnéjsiho a vnitiniho prostfedi, prevazné tedy na sliznicich, kde
se mohou setkat s patogeny a reagovat na n¢. Jejich funkci je predev§im produkce celé fady
cytokinti nebo udrzovani homeostazy [4].

Granulocyty

Granulocyty charakterizuje vyskyt sekre¢nich granul v jejich cytoplazmé a ¢lenité jadro. Dle
barvitelnosti granul rozliSujeme tii typy téchto bun¢k - neutrofily, bazofily a eosinofily.
Nejpocetngjsi bilé krvinky jsou neutrofily, které maji schopnost fagocytdzy, ¢imz se podileji
na likvidaci bakterii. Naopak v fadu jednotek procent jsou v krvi zastoupeny bazofily
spolecné s eosinofily. Bazofily jsou charakteristické pro svilij obsah histaminu v granulich,
diky tomu hraji roli jednak v alergické reakci, ale také v boji proti parazitiim, kde se uplatiiuji
1 eosinofily, ty se mimo jiné ucastni i zanétlivych reakci a stejné jako neutrofily jsou schopné
fagocytdzy. Zivotnost téchto granulocytii neni piili§ dlouha, proto je jejich produkce zvysena
pievazné za vyse uvedenych situaci [3].

Monocyty, dendritické buiiky a makrofagy

Monocyty predstavuji nezralé formy makrofdgl a dendritickych bunék, jez cirkuluji v krvi.
Pro dendritické buiiky spolecné s makrofagy je charakteristickd schopnost fagocytdzy, dale
tvofi jakysi most mezi nespecifickym a adaptivnim imunitnim systémem, piedev§im diky
schopnosti prezentovat casti pohlcenych patogennich mikroorganismii ve formé peptidu v
komplexu s MHC gp II. tfidy. Diky tomu se fadi mezi APC. Tyto prezentované antigenni
¢asti jsou nasledné pfedkladdny a rozpoznany T-lymfocyty, ty diky tomu mohou zahdjit
specifickou reakei [3,7,15].

MHC gp chépeme jako produkty rozsahlého komplexu genti (HLA - Human Leucocyte
Antigen), které jsou ukotvené na vn&jsi strané cytoplazmatické membrany bunck a vazi
peptidy odrazZejici déje vnitiniho prostfedi vcetné jeho sloZeni - jsou tedy nezbytné k
rozeznani vlastnich struktur od cizich (patogennich). Rozpoznavame nékolik tfid MHC gp,
témi zakladnimi jsou MHC gp I a II typu. MHC gp I se nachdzeji na povrchu vSech jadernych
bunék, pficemz prezentuji peptidy pochazejici z vnitiniho prostiedi bunky. Naopak exprese
MHC gp II je charakteristicka pfevazné pro APC a vazi zejména antigeny, jez pochdzeji z
pohlcenych patogennich mikroorganismli. Mizeme se vSak setkat s vyjimkami, tedy se
situaci, kdy jsou antigeny patogenti prezentovany v komplexu s MHC gp I nebo naopak - v
piipadé¢ tzv. cross-prezentace [15,16].

2.3 Specificka (adaptivni, ziskand) imunita

Specificka imunita je v porovnani s nespecifickou pomalejsi, pficemz k jeji aktivaci dochdzi
az v tadu dnti. Dal$im rozdilem je zplsob rozpozndvani nebezpeli, kdy jsou systému
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ptedkladédny antigeny pomoci MHC gp prezentovanymi od APC, vyjimkou je vSak ¢ast B
lymfocytl, kterd je schopna rozpoznat antigen v nativnim stavu a fungovat jako APC. K
rozpozndni slouZzi specifické receptory na povrchu T i B lymfocytl, konkrétné TCR a BCR.
Navic specificka imunita funguje na tzv. anticipatnim mechanismu, kdy je v téle predem
pfipraveno nejméné nékolik desitek miliontt T a B bunék s individualné odliSnymi antigenné
specifickymi receptory. Jakmile se lymfocyt setkd s konkrétni cizorodou latkou, zacne za
vhodnych podminek proliferovat, pficemz jejich efektorové mechanismy vedou k eliminaci
patogenu. V prabéhu imunitni reakce také vznikaji tzv. pamét'ové buiiky, ty reaguji daleko
rychleji a u€inngji pfi opétovném setkani se stejnym antigenem, kdy se v tomto ptipad¢ jedna
o sekundarni imunitni odpovéd’ [1,7,15].

K aktivaci bun¢k specifické imunity nedochédzi pouhym rozpoznanim patogennich antigent,
ale pro tento proces je nezbytnd funkce i tzv. kostimulacnich (pomocnych) signali. Diky
tomu nedochazi k aktivaci imunitni reakce v nevyzaddaném okamziku, ¢imz se vyznamné
snizuje riziko poskozeni organismu [1,15].

V této imunit€ se uplatiuji predev§Sim builkky z lymfoidni linie, konkrétné pii1 bunééné
odpovédi T lymfocyty, v humoralni pak Ig, které jsou produkty kone¢ného stadia diferenciace
B lymfocyti, tedy plazmatickych bun¢k [2].

2.3.1 Humoralni imunita

Jak bylo zminéno vyse, humoralni odpoveéd’ adaptivniho imunitniho systému tvofi protilatky.
Ty mohou byt bud’ vdazané na membrané, kdy funguji jako receptory, nebo secernované
plazmatickymi buiikami.

Imunoglobuliny

Molekula Ig je tvofena dvéma téZkymi (H) kovalentné spojenymi fetézci, dale pak dvéma
lehkymi (L) fetézci pripojenymi k H fet€ézcim pomoci cysteinovych mustka [19]. Diky tomu
molekula pfipomind tvar pismene Y (viz Obrazek 5 nize). Jejich rozvétvena cast je velmi
variabilni, pon¢vadz se jedna o misto, které je zodpovédné za vazbu k antigenu [2,19].

RozliSujeme dva typy L - k, A a pét variant H - 1, 9, v, a, € fetézce. Toto déleni urcuje rozdily
ve slozeni i1 velikosti konstantniho tuseku. Podle typt tézkych fetézcti dale rozliSujeme pét
zékladnich tid Ig - IgM, IgD, IgG, IgA, IgE. Nejpocetnéji jsou v krvi zastoupeny
imunoglobuliny tfidy IgG. Jejich hlavni funkci je aktivace komplementového systému,
opsonizace patogenli, neutralizace toxini a ochrana novorozencu (jako jediné prochazeji v
prabéhu téhotenstvi pies placentu do plodu). Déle pak vytvari komplexy s antigeny tzv.
imunokomplexy, ty nasledn¢ aktivuji imunitni buiiky, napf. NK. Jejich molekuly jsou
monomerni narozdil od imunoglobulinu IgA, ten se nejCastéji vyskytuje v dimerni formé.
Vétsinu téchto protilatek lze nalézt na sliznicich, kde maji predev§im opsonizacni funkci.
Dale se setkavame s IgM, ten se v monomerni form¢ nachazi na povrchu B lymfocytt, kde
tvoti specificky receptor BCR. Naopak v krvi ho najdeme ve formé pentameru, aktivuje zde
komplement, ¢i vazbou na antigen vytvaii aglutinadty. Nejméné jsou v krvi zastoupené
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protilatky tiidy IgD a IgE. IgD najdeme na povrchu membrany v podobé BCR, zatimco v
krvi je ho velmi malo. IgE se uplatiiuje pfedev§im v pribchu alergickych reakci a pfti
obrannych procesech proti parazitim [15,19].

misto misto
vazby vazby
antigenu antigenu

)./

lehky

Ffetézec

t&zky

retézec

Obrazek 5: Schéma obecné stavby imunoglobulinu (5)

2.3.2 Bunééna imunita
B lymfocyty

B lymfocyty se fadi mezi specifické buiikky adaptivniho imunitniho systému vyvijejici se v
kostni dieni. Jedna se primarné o producenty protilatek, dale pak funguji i jako APC. Je pro
né charakteristicka pfitomnost specifického receptoru na povrchu, v ptipadé¢ B lymfocyti
mluvime o BCR, jez je tvofen molekulou imunoglobulinu a asociované¢ho signaliza¢niho
komplexu. Pomoci tohoto receptoru rozezndvaji antigeny a spole¢né s kostimula¢nimi
signaly dochazi k jejich aktivaci. Imunitni odpovéd’ zprostitedkovanou B lymfocyty délime
dle potfeby pomoci T lymfocytii k jejich aktivaci do dvou zakladnich skupin. B lymfocyty
nezédvislé na T lymfocytech rozeznavaji prostfednictvim BCR nejcastéji polysacharidy c¢i
lipopolysacharidy bakterii. Vysledkem je produkce nizkoafinnich molekul IgM. Naopak pro
rozpoznani proteinovych antigeni potfebuji pomoc T-lymfocytl, pfiCemz vysledkem je
tvorba vysokoafinnich protilatek tiidy IgG a pamétovych bunék [1].

V prvotni fazi protilatkové odpoveédi dochazi k produkci IgM s nizkou afinitou, jez blokuji
vysokoafinnich protilatek, které vznikaji az v pozd¢jsi fazi imunitni odpovédi. Pozdéji
dochazi k tzv. afinitni maturaci, ktera je zpuisobena somatickymi mutacemi v H i L fetézcich
imunoglobulinti. Zde také dochazi k procesu zvanému “izotypovy piesmyk” a vzniku
protilatek IgG, IgA, IgE [1].
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V pribéhu zrani i1 diferenciace B lymfocyta se setkdvame s jejich nésledujicimi populacemi

[1]:

Zikladni subpopulace B lymfocyti

Je mozné rozlisit Sest subpopulaci:

Tranzientni B lymfocyty

Jedna se o tzv. prechodové lymfocyty, tedy lymfocyty mezi nezralym a zralym
stadiem naivnich bun¢k sleziny.

Naivni B lymfocyty

Nazyvame tak ty bunky, které se nesetkaly s antigenem. Lokalizovany jsou pievazné
ve slezin¢ nebo lymfatickych uzlinach. Charakteristicka je pro né exprese molekuly
IgD, ktera se po aktivaci ztraci.

Lymfocyty marginalni zony

Tento typ najdeme v marginalni z6n¢ nachézejici se mezi bilou a ¢ervenou pulpou
sleziny. Svym umisténim je mizeme povazovat za buniky prvni ochranné linie proti
patogenim v krvi. Jsou zapojeny do Casné odpovédi, jednd se tedy prevazné o
producenty IgM.

Pamétové B lymfocyty

Vznikaji v sekundarnich lymfoidnich orgénech a vyznacuji se dlouhou Zivotnosti, kdy
ptezivaji v periferni krvi nebo kostni dfeni. Diky tomu se mohou opakované setkat s
antigeny, pfi¢emz jejich reakce a aktivace je rychlej§i v porovndni s naivnimi
bunikami.

Plazmablasty

cey

Jedna se o kratce zijici bunky produkujici protilatky v rané fazi imunitni odpovédi.
CD21lvCD38lew

Jde o populaci bun€k, ktera neni piili§ zastoupend u zdravych jedinct. Jejich funkce
nebyla doposud zcela objasnéna, nicméné posledni studie ukazuji [36,37,38] zvySeny
pocet u osob trpicich akutni infekci nebo autoimunitnim onemocnénim.

T lymfocyty

T lymfocyty jsou nejpocetngjsimi buitkami z lymfoidni linie. U€astni se jak protilatkovych,
tak 1 bunécnych reakci. Charakteristické jsou svym specifickym receptorem lokalizovanym
na povrchu jejich membrany. Ten je tvofen dv€ma transmembranovymi proteiny spole¢né s

19



komplexem nezbytnym pro pienos signdlu - CD3. T-lymfocyty se d€li na zakladni dvé
populace dle typu TCR - aff nebo y3. Na povrchu T lymfocytl I1ze najit i n€kolik dalSich
koreceptorti, mezi které patii naptiklad CD4 (CDS8), CD28 (viz Obrazek 6 nize). Velmi
dilezity je CD28, ktery vazbou na ligand (CD80/CD86) nachézejici se prevazné na povrchu
aktivované APC zprostfedkovavéa druhy signal nezbytny k plné aktivaci T lymfocytu (TCR
tvofi prvni), bez této interakce by nastala anergie T lymfocytu. Od B lymfocytt se li§i nejen
svou funkei, ale také strukturou, kterou rozeznavaji specifické receptory. T lymfocyty jsou
schopné rozpoznat pouze antigenni peptidy, které jsou navazany v komplexu s MHC gp,
nikoli vSak nativni antigen jako B lymfocyty [24,25].

TCR

cCD4/CD8

Obrazek 6: Schéma molekul potiebnych k plné aktivaci T lymfocytu (6)
Vyvoj T lymfocyti

T lymfocyty stejné¢ jako ostatni buniky imunitniho systému vznikaji v kostni dieni z
hematopoetické kmenové buiiky (viz Obrazek 1 na strané 12), odkud se krevnim feciStém
dostavaji do thymu ve stadiu tzv. pro-thymocyti. V brzliku tyto bunky podstupuji pozitivni i
negativni selekci, jejichz vysledkem je smrt autoreaktivnich bun¢k a bunék, jejichz TCR
nerozpozna komplex MHC gp s nizkou afinitou. Pii obou procesech zahyne vice nez 90%
thymocytl. Dozralé imunokompetentni bunky opoustéji thymus a usidluji se v perifernich
lymfatickych orgéanech [1,9,22,25].

Nékteré autoreaktivni buiikky ovSem nehynou, vyvijeji se z nich tzv. regulaéni T lymfocyty
(Treg), viz dale. Ty maji velmi dileZitou tlohu v udrZovani periferni tolerance k vlastnim
tkanim.

Zikladni subpopulace T lymfocyti

Dle pritomného koreceptoru délime dale T lymfocyty na subpopulaci CD4 tzv. Th ¢i na CD8
tzv. cytotoxickych lymfocyti (Cytotoxic T cell, Tc).
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e Tc (CD8+)

Molekuly CD8 jsou koreceptory, které se vazi na antigenni peptidy v komplexu s
MHC gp 1. Rozeznavaji buiiky infikované viry, bakteriemi, jinymi intracelularnimi
parazity, popiipadé ty poSkozené stresem nebo nadorové pozménéné. Efektoroveé
funkce Tc lymfocyti vedou ke smrti napadené buiiky, a to n€kolika mechanismy:
pusobenim vylucovanych proteinti - perforinu, granzymu zpusobi lyzu cilové buiiky a
aktivaci apoptdzy. Druhym moznym zpiisobem vedoucim k apoptdze cilové bunky je
interakce Fas-receptoru a Fas-ligandu, ktery je exprimovany na povrchu aktivovanych
CDS8 lymfocyti. Béhem imunitni odpovédi je nesmirné dualezitd pfisna regulace
aktivace CDS8 lymfocyti, aby nedoslo k poSkozeni zdravych bun¢k nebo tkéni [1,22].

e Th(CD4+)

Hlavnim ukolem pomocnych CD4 lymfocytt je produkce cytokind, regulace imunitni
odpovédi, véetn¢ aktivace bun¢k imunitniho systému napt. B lymfocytii a makrofagu.
Tyto buiiky nesou na svém povrchu koreceptory CD4, které se vazi na MHC gp II
antigenni peptidy. Podle produkovanych cytokinl (zakladnich regulatori imunitniho
systému) je 1ze rozd¢lit do podtypt nasledovné [1,22]:

Thl - jejich hlavni funkci je aktivace makrofagl pfi zdnétu pomoci produkovaného
IFN-y, ¢imz se primarn¢ uplatiiuji v boji proti intracelularnim bakteriim. Déle se
vyznacuji produkci IL-2, ten je nezbytny pro proliferaci a aktivaci fady imunitnich
bunék [25,1].

Th2 - soustiedi se pfedevSim v boji proti extracelularnim hrozbam vcetné velkych
mnohobunéénych paraziti. Dale najdou uplatnéni v pribéhu alergickych reakci.
Produkované cytokiny IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 hraji dalezitou roli v aktivaci zirnych
bunék 1 bazofild, rovnéz vedou k imunitnimu pfesmyku produkovanych
imunoglobulinti B lymfocyty a regulaci imunitni reakce [1,25].

Th17 - pisobi ptedevSim proti extracelularnim patogenim a produkci cytokini
(IL-17, 21, 22) aktivuji neutrofily - maji tedy prozanétlivy ucinek [1].

Diulezité je, Ze cytokiny produkované Thl (ptedevsim IFN-y) podporuji jejich dalsi
vyvoj a velmi u¢inn€ inhibuji Th2. To stejné plati i naopak pro Th2 lymfocyty (IL-4,

vvvvvv

o Treg (CD4+)

Jde o velmi dulezitou skupinu lymfocytt, které reguluji imunitni odpovéd’ a rovnéz
potlacuji vznik autoimunitnich chorob. Hlavnim povrchovych znakem je molekula
CD25, tedy podjednotka receptoru pro IL-2. RozliSujeme dvé zakladni subpopulace
regulacnich T lymfocyta [25]:
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Pfirozené Treg - vyskytujici se pfedevSsim v krvi nebo lymfatickych uzlinach a
zpravidla inhibuji imunitni reakci proti vlastnim antigentim. Narozdil od
indukovanych Treg vznikaji pfimo v thymu v prib¢hu selekce [1,25].

Indukované Treg - buiiky vznikajici v periferii pisobenim kombinace cytokini IL-2 a
TGF-p, ptisobi obdobn¢ jako ptirozené Treg [1].

Spolecné maji zasadni vyznam v udrzovani periferni tolerance i v regulaci imunitni
odpovédi, a to nékolika mechanismy. Jednak exprimuji prozanétlivé cytokiny (IL-10,
TGF-B), ptimym kontaktem inhibuji APC, produkci perforinu a granzymu zapticini
lyzu cilovych bun€k, v neposledni fad¢ vychytavaji molekulou CD25 IL-2, ten je
nezbytny pro proliferaci a efektorovou funkci CD4 1 CD8 T lymfocyti. Na druhou
stranu diky jejich efektorovym funkcim mohou ptedstavovat zdsadni prekazku k
eliminaci nadorovych bun¢k nebo nékterych infekci [1].

2.4 Poruchy funkce imunitniho systému

Nedostatecna ¢i naopak zvysSena funkce imunitniho systému (jeho jednotlivych slozek) je
Casto asociovand s vyskytem patologického stavu organismu, kam mimo jiné tfadime
imunodeficience, autoinflamatorni onemocnéni, alergie ¢i autoimunity.

24.1 Imunodeficience

Tyto poruchy lze charakterizovat jako snizenou obranyschopnost organismu vici infekcim.
Daji se rozdélit na primarni, které jsou vrozené, ¢asto geneticky podminéné, a sekundarni, ty
mohou byt ziskané plsobenim vnégjSich i1 vnitinich vlivli v pribéhu Zivota jedince. Dalsi
déleni je urceno podle slozky imunitniho systému, kterou postihuji [1,17].

Primarni imunodeficience
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ptipadech vede k uplné ztraté exprese a funkce dané molekuly. Touto molekulou mize byt
naptiklad membranovy nebo signaliza¢ni protein, enzym, strukturdlni bunéény protein ¢i
secernovany glykoprotein. Zminénd porucha muze v procesu diferenciace imunocytl
zpusobit absenci celé bunécné linie. NaruSeni regulacnich funkci miize vést k dysregulaci
imunitniho systému, to se projevi autoimunitnimi, lymfoproliferativnimi, granulomat6znimi
¢i alergickymi projevy [1].

Jako pfiklad protilatkové imunodeficience mizeme uvést Brutonovu agamaglobulinémii,
bézny variabilni imunodeficit ¢i hyper IgM syndrom. Bunécna slozka byva narusena v radmci
kombinovanych imunodeficienci. Cyklické neutropenie ¢i chronicka granulomat6zni choroba
pak reprezentuji vrozené imunodeficience v procesu fagocytozy.
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Sekundarni imunodeficience

Tento typ se vyskytuje pomérné casto napiic medicinskymi obory. Nejcastéjsi piicinou
zminénych stavii mohou byt napiiklad rozsahlé popaleniny, polytraumata, alkoholismus,
imunosupresivni nebo cytostaticka 1écba, ozafovani, v rozvojovych zemich pak podvyziva.
Obecné je lze souhrnné charakterizovat jako urcité poskozeni piirozenych obrannych
mechanismi ¢i konkrétnich slozek imunity [1].

Ptikladem je stav zpisobeny HIV, dale pak polékova neutropenie nebo
hypogamaglobulinémie [1].

2.4.2 Alergie

Alergie jsou charakterizované jako hypersenzitivni reakce imunitniho systému na neskodné
exoantigeny (alergeny). Jak bylo popsano vyse v sekci Humoralni imunita - Imunoglobuliny
v kapitole 2.3.1 na stran¢ 17, nej€astéji jsou alergie zprostiedkovany protilatkami typu IgE,
pricemz mediatory jsou pfedevSim mastocyty a bazofily [14,21].

Témet Ctvrtina celosvétové populace trpi uréitym druhem alergie, pii¢emz zhruba u poloviny
ptipadi lze pozorovat pozitivni rodinnou anamnézu. BohuZel zatim se nedaii u vétSiny
pacientl odhalit pfi¢inu vzniku alergického onemocnéni [1,14].

Alergickymi reakcemi byva nejcastéji postizena klize (atopicky ekzém, kontaktni dermatitida,
kopftivka), sliznice hornich a dolnich cest dychacich (alergickd ryma, astma bronchiale),
pfipadné o¢ni spojivky (alergicka konjunktivitida). Tato mista jsou vystavena pfimému
pusobeni alergenu. Jakmile by krvi (bodnuti hmyzem) nebo zazivacim traktem (potraviny,
1€éky) doslo k proniknuti antigenu do organismu, pozorujeme systémovou anafylaxi, ta muze
vyustit v zivot ohrozujici anafylakticky Sok, ten je charakteristicky pfedevSim hypotenzi,
tachykardii, bronchospasmem, ptipadn¢ bezvédomim [1].

Mezi zakladni druhy alergii I1ze fadit polin6zu, astma bronchiale, atopicky ekzém.

2.4.3 Autoinflamatorni onemocnéni

Autoinflamatorni onemocnéni  charakterizuje ptredevSim vyskyt opakovanych a
nekontrolovatelnych zanétl, jejichz pfi¢inou nejCastéji byvaji poruchy imunity na Grovni
vrozeného systému. Jedna se konkrétné¢ naptiklad o mutaci genit zodpovédnych za regulaci
aktivace imunokompetentnich bunék. Tyto stavy jsou charakteristické opakovanymi
horec¢kami, artritidami nebo dal$imi riznymi koznimi ptiznaky [26,28].

Piikladem jsou napiiklad kryopyrinopatie, hyper IgD syndrom, familidrni stfedomoiska
horecka.
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2.4.4 Autoimunitni onemocnéni

Dtlezitou vlastnosti imunitniho systému je rozpoznavat a nasledné zneSkodnit poSkozené,
star¢ nebo zmutované buiiky vlastniho téla. Jakmile selze schopnost rozlisit Skodlivé od
neskodného a poskodi se zdravd tkan, hovofime o autoimunitnim onemocnéni, tedy o
abnormalni reakci na autoantigeny, kterd vede k chronickému zanétu, jenz je pro tyto choroby
typicky. Proto se tyto stavy oznacuji jako IMID (immune mediated inflammatory disorders)
[1,2,27].

Autoimunitni reakce mtize byt jak bunécného, tak humoralniho typu. V té protilatkové
dochazi nejCastéji k tvorbé izotypu IgG s vysokou afinitou. Ta pak zpisobuje bud’
imunopatologické reakce II. typu, tj. cytotoxickou reakci, nebo III., ktera spociva v tvorbé a
ukladani imunokomplext [27,1].

Podminkou pro spusténi takového onemocnéni je prolomeni autotolerance a piechod z
fyziologické autoimunity v patologickou, proto se na vzniku téchto chorob podili vysoké
mnozstvi vnitinich i vnéjsich faktord. Kromé nékterych vzacnych vrozenych monogeneticky
podminénych autoimunitnich syndromii neni zatim zndm jediny spoustéci faktor ani
geneticka anomalie, kterd by prokazateln¢ vedla ke vzniku autoimunity [2].

Je potieba si uvédomit, ze déleni téchto nemoci neni dokonalé, jelikoz existuji choroby s
pfevazujici manifestaci v uréitém organu, ale jsou doprovazeny vyskytem autoprotilatek proti
organové nespecifickym antigenim [1]. MZeme je ale charakterizovat dle nasledujiciho
délent:

Systémova autoimunitni onemocnéni

V této skupiné chorob se uplatiiuji organové nespecifické protilatky. V disledku ukladani
imunokomplexil je postizeno vice tkani a organd najednou [27]. Typickym piikladem mize
byt systémovy lupus erythematodes [1].

Organové lokalizovana autoimunitni onemocnéni

Je zde opét patrny vyskyt orgédnove nespecifickych protilatek, ale vysledné poSkozeni je
lokalizovdno na konkrétnim ustroji [27,1]. Jako piiklad lze uvést autoimunitni hepatitidy
nebo nespecifické stievni zanéty, jako je Crohnova choroba nebo ulcer6zni kolitida [1].

Organové specificka autoimunitni onemocnéni

V téchto ptipadech se uplatiiuji organové specifické protilatky a autoreaktivni T lymfocyty
(Th1, Tc). Mnohdy se miizeme setkat s kombinaci bunéénych i humoralnich odpovédi [27,1].
Radime sem napiiklad myasthenii gravis, autoimunitni onemocnéni §titné zlazy nebo diabetes

L typu [1].

Faktory, které ovliviiuji vznik autoimunitniho onemocnéni, mizeme rozd¢€lit na vnitini a
vnéjsi. V kazdé kategorii je uvedeno nékolik piiklada.:
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Vnitini faktory
e Asociace s MHC

U nékolika autoimunitnich onemocnéni je pfitomna asociace s urcitym haplotypem
nebo alelami MHC gp 1. i II. tfidy. Nejvyznamnéj$i je napiiklad HLA-B27 s
ankylozujici spondylitidou a dal§imi spondyloartritidami. Dalsi asociaci je HLA-DQ2
a DQS8 sceliakii. HLA-B27 s DQ molekulami Ize vyuzit i k diagnostice téchto

onemocnéni. HLA-DR3 je pak asociovan s myasthenii gravis [1,27].
e Geny regulujici apoptozu a aktivaci bun¢k

Jakmile v téchto genech probéhne mutace, nedochézi k adekvatni regulaci a ukonceni
imunitni reakce. NejCastéji se jednd o postizeni genli kodujici proteiny Gcastnici se
kostimulacnich a regulaénich signald, jako jsou naptiklad Fas-receptor, Fas-ligand,
Bcl-2, CTLA-4, Bim [27,1].

e Hormonalni faktory

Ty vysvétluji zvySeny vyskyt vétSiny autoimunitnich chorob u zen, a to pfedevsim v
dospivani a po porodu. Jednim z hlavnich hormonii ovliviiujici imunitni reakce je
estrogen. Bylo prokézano, ze vyznamné zvySuje expresi interferont typu I, jejichz
nadprodukce je spojena se systémovymi onemocnénimi pojiva [27,1].

Vnéjsi faktory

Nejveétsi uplatnéni zde najde infekce, ktera odkryje pro imunitu prozatim nepoznané
autoantigeny (kryptické), dale stres, zpisobujici hormondlni dysbalanci, 1éky, chemikalie, UV
zafeni, predevSim kvili poruseni regulacnich mechanismili a modifikace autoantigeni [27,1].

Vznik autoimunitniho onemocnéni

Za predpokladu pusobeni vnitinich i1 vnéjSich faktorti a za urcitych okolnosti (prolomeni
autotolerance) muze vzniknout autoimunitni onemocnéni. Za jeho zrozenim ovSem stoji
n¢kolik fazi, kdy se rtizné regula¢ni mechanismy snazi pribéh zvratit [1]. Téchto stadii je
hned nékolik:

Faze vnimavosti

V tomto stavu je jiz narusena tolerance, jedinec se tak stava predisponovan ke vzniku
patologické autoimunity. Tato faze jde tézko odhalit, prakticky ji lze pouze piedvidat na
zéklad€ rodinné anamnézy [1,20].
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Faze iniciace

Klinické symptomy ani lokalizovany zanét se v této fazi nevyskytuje. V séru jsou ale jiz
pfitomné autoprotilatky, které je mozno v ramci laboratornich vySetfeni odhalit a podchytit
[20].

Faze propagace

Objevuji se prvni klinické ptiznaky, zaroven za¢ina byt patrné poskozeni cilové tkané vlivem
zanctu. Lze pozorovat pritomnost autoprotilatek specifickych pro danou chorobu. Zaroven
jsou aktivovany regula¢ni mechanismy snazici se o zvraceni vyvoje onemocnéni [20].

Faze regulace

Jakmile nedojde ke spontanni remisi onemocnéni, je cilem 1é¢ebnych metod zabranit dalSimu
rozvoji a poSkozeni. K tomuto ukonu je vyuzivana piedevS§im imunosupresivni nebo

v

protizanétliva 1écba [1,20].
Faze rezoluce nebo progrese

Na zaklad¢ genetické vybavy jedince nebo vnéjSich zasahi miize dojit ke spontannimu
zastaveni autoimunitniho procesu. V opacéném piipadé, kdy nastane selhdni regulacnich
mechanismi, dochazi k dalSimu vyvoji a postupnému prolomeni tolerance vi¢i raznym
organim. Obvykle se za¢nou vyskytovat reakce proti vice autoantigenim. Charakteristicky je
vyrazny zanétlivy proces v cilovych tkanich [1,20].

Faze ireverzibilniho poSkozeni

Imunopatologické procesy zanétem trvale poskodi organy. Pokud nedojde k selhani zivotnich
funkci pacienta, autoimunitni reakce zde obvykle vyhasind - dojde k vymizeni
autoreaktivnich protilatek. U nékterych onemocnéni (napiiklad diabetes I. typu) probihaji
vSechny ptedchozi faze asymptomaticky, choroba se proto projevi az v tomto stadiu, kdy v
dasledku poniceni bunék produkujicich inzulin dojde k jeho nedostatku [1].

2.5 Myasthenia gravis

Myasthenia gravis (MG) je chronické autoimunitni onemocnéni, vyskytujici se ¢astéji u Zen,
postihujici pfenos na nervosvalové ploténce - misto mezi nervovym zakoncenim a vldknem
pticné pruhovaného svalu. Z konce nervu je vlivem Sifeni vzruchu uvolnén acetylcholin
pusobici na acetylcholinové receptory (AChR). Tento mechanismus otevie kandly pro
sodikové ionty, jejichz zménéna koncentrace vyvola podrazdéni. Cely tento proces reguluje
acetylcholinesterdza, kterd rozklada molekuly acetylcholinu, tim padem nedojde k opé&tovné
reakci s receptorem a probéhne uzavieni kanalti. Kontrakce se timto ukoncuje. Obvykle je
mnozstvi uvolnéného acetylcholinu vyssi, nez je nutné potieba pro uspéSnou kontrakci, diky

tomu je pfenos mnohem spolehlivéjsi. MG narusuje vyse popsanou kaskadu déji vedouci ke
svalovému stahu - dojde k utlumené aktivaci svalu [18,29,32].
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Konkrétné jde o produkci autoprotilatek (IgG) proti AChR (hlavné I1gG1, IgG2 - IgG4 jsou
identifikovany v niz8im poctu piipadi) a jeho okoli. Tyto latky jsou pfitomné az u 85% tzv.
séropozitivnich pacientii. Ostatni pacienti vykazuji pfitomnost autoprotilatek proti svalové
specifické tyrozin kindze (MuSK, nejcastéji 1gG4), coz je povrchovy receptor nezbytny pro
shlukovani AChR, lipoprotein-related proteinu 4 (LRP4) (nejvice 1gG2, 1gGl), piipadné
agrinu, titinu, ryanodinovému receptoru, draselnému kanalu KV1.4 [18,30,32,31,33].

Myasthenia gravis s vyskytem protilatek proti acetylcholinovému receptoru
(AChR-MG)

Nikotinovy acetylcholinovy receptor je pentamer poskladany ze dvou a podjednotek a déle z
podjednotek B, 6, y nebo € [32].

Autoprotilatky

/ proti AChR

Svalova buika x
Aktivace svalu Aktivace svalu inhibovana

Obrazek 7: Schéma zdravé nervosvalové ploténky v porovnani s myasthenii gravis (7)

Zminované protilatky se pak vazi na AChR, kde piiblizn€¢ polovina blokuje a jednotku (tyto
protilatky jsou vice patogenni nez ty, které jsou mifené proti ) nebo receptor piimo nici
(kvali membranolytickému komplexu zformovaném po aktivaci komplementové kaskady)
pfipadné narusuji shlukovani acetylcholinu v postsynaptické membrané (viz Obrazek 7 vyse)
[32].

Myasthenia gravis s vyskytem protilitek proti svalové specifické tyrozin Kkinaze
(MuSK-MG)

Jak bylo zminéno vySe, tento membranovy protein je dulezity pro shlukovani AChR v
nervosvalové ploténce. Agrin, uvolnény z presynaptického zakonceni, reaguje s LRP4, coz
vede k aktivaci MuSK, ta nésledné zptsobi shlukovani acetylcholinovych receptori [32].
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IgG4 se navéazi na MuSK, ¢imz blokuji, narusuji pfedem popsany systém. To vede k nizsi
koncentraci AChR v postsynaptické membrané a zabrafiuje prenosu aktiva¢niho signalu na
svalovou bunku [32].

Myasthenia gravis s vyskytem protilatek proti lipoprotein-related proteinu 4
(LRP4-MG)

Funkce LRP4 spoc¢iva v navazani agrinu, ktery reguluje formaci a regeneraci nervosvalové
ploténky, tim dochazi k aktivaci MuSK (viz vyse) [32,33].

Jakmile je pacient séronegativni na AChR-MG, zaroveit MuSK-MG, obvykle ma pfitomné
autoprotilatky pravé proti tomuto proteinu. Mnoho nemocnych zaroven vykazuje pfitomnost
autoprotilatek na agrin [32].

2.5.1 Patogeneze

Popisovana nemoc byva zprostiedkovana hlavné B lymfocyty, to pfedev§im tranzientnimi a
naivnimi buiikami, které obsahuji autoreaktivni BCR. Jejich pocet je v ptipadé¢ AChR-MG i
MuSK-MG znaén€ zvysSen. Z tohoto poznani mizeme odvodit, ze pacienti s MG disponuji
chybnou centralni i periferni toleranci, ¢imz se stdvaji vice nachylni k rozvoji dalSich
autoimunitnich chorob, jako je revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes.
Abnormality a deformace v repertoaru B lymfocyt poukazuji na klicovou roli téchto bun¢k v
patogenezi MG [32,33].

T lymfocyty také hraji dilezitou roli pfedevsim v produkci cytokint, jez maji vliv na vyvoj
onemocnéni. Je znam vliv CD4+ T lymfocytli, ovSem konkrétni mechanismy, jakymi se
podileji na manifestaci, nejsou stale plné¢ popsany. Soucasné vyzkumy odhaluji vyznam
autoreaktivnich Th1 a Th2, které produkuji IL-4. Ten je zodpovédny za aktivaci B lymfocytt,
proto se predpokladd, ze humoralni odpovéd Th2 ma piimy vliv v patogenezi nemoci. Thl
jsou také znamy pro svilj podil na vyvoji MG, jelikoz sekrece IFN-y je u postizenych
zvySena. Zatim ovSem neni jasné, jaky dopad ma vyskyt tohoto produktu na produkci
autoprotilatek. Th17 také pravdépodobné ovlivituji vyvoj MG. Jak bylo popséano v predeslych
kapitolach, cytokiny téchto bunc¢k maji silné prozanétlivé ucinky. Produkce IL-17 neptimo
podporuje tvorbu Ig a udrzuje rovnovahu v pisobeni cytokinti secernovanych Thl i Th2.
Podle né¢kolika studii mizeme pozorovat zvySeny vyskyt Thl7 s IL-17, tato skutecnost
souvisi se zavaznosti choroby, jelikoZ zminény poznatek lze pozorovat u pacientl s
myasthenickou krizi (spolecné se zvySenym vyskytem produkti Th2) [32].

Myasthenickou krizi rozumime zivot ohroZujici zhorSeni celkovych ptiznakit MG. Konkrétné
se dostavi zvySeni svalové slabosti, to mize vést k selhani respiratniho svalstva a bez
okamzité intubace i ke smrti [39].

Dalsi zajimavy jev je nerovnost v poctu autoreaktivnich T a B lymfocyth vici bunkdm, které

-----

Nejvétsi dysbalance byla popsdna v souvislosti s Th17 imunitni odpovédi. Bereme-li v potaz
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Breg, zde je opét klicova produkce IL-10, ovSem pro absenci unikatniho transkripéniho
faktoru se védci stale nedokdzali shodnout. Lze ale fici, Ze u pacientd s MG je snizen pocet
subtypii CD19*CD1d"CD5" a CD19"CD24"CD38" v¢&etné B bun&k produkujicich IL-10 pro
kazdou z téchto podjednotek [32].

V séru nemocnych je ddle mozné nalézt zvySeny vyskyt cytokinu BAFF, ktery je dulezity pro
preziti B lymfocyt, jejich vyvoj v plazmablasty a plazmatické bunky [32].

2.5.2 Role thymu v myasthenii gravis

Thymus je v tomto onemocnéni klicovy, jelikoz u 10 - 15% pacientli s diagnostikovanou
myasthenii gravis se rozvine i thymom a u 70% je patrnd hyperplazie thymu. Naopak az u
30% vsech postizenych thymomem hrozi vyvoj] MG. Je tomu tak pravdépodobné proto, zZe
nadory brzliku maji podobnou morfologickou strukturu jako thymovy cortex a medulla, proto
umoziuji vyvoj T lymfocyti obdobné, jako je popsano v predeslych kapitolach (viz Hlavni
slozky imunitniho systému - Thymus na strané 12, Nespecificka (neadaptivni) imunita - T
lymfocyty na stran¢ 19). Pokud novotvar nedisponuje funkci vyvoje T lymfocyti, MG neni
vyvolana. Vliv hormoni, jako je estrogen, pak mohou vysvétlit zvySeny vyskyt MG u Zen
obdobné jako u jinych systémovych autoimunitnich onemocnéni [6,32,33].

Jelikoz thymom ¢i hyperplazie thymu nemaji pfiznivy vliv na vyvoj T lymfocytd, jak bylo
zminéno vySe, vedou ke vzniku autoreaktivnich CD4+ a CD8+ T bunék. Navic se
predpoklada, ze stézejni ulohu v tomto procesu ma naruSena funkce transkripéniho faktoru
AIRE v pribéhu negativni selekce. Tyto lymfocyty vedou k dysbalanci cytokind
ovliviwyjicich regulaci B lymfocytt, které se potom diferencuji v autoreaktivni formy. Proto je
¢astou snahou brzlik chirurgicky odstranit [32].

253 Epidemiologie

Z epidemiologického hlediska je MG pon€kud vzacnd. Lze zéaroven pozorovat urcité
geografické nerovnosti v poctu postizenych. Evropskd prevalence nemoci se pohybuje v
rozmezi od 4 do 30 ptipadl na milion obyvatel ro¢né, v Severni Americe s Japonskem je
rozmezi vyrazné nizsi - 3 az 9 postizenych na milion obyvatel za rok, kdezto v Ciné vyzkumy
rok. Celosvétove Ize za poslednich nékolik dekad vidét celkovy nartist téchto Cisel, a to z jisté
casti diky zna¢nym pokrokiim v diagnostice [32].

U Zen se MG vyskytuje ¢astéji, nejvice vSak kolem tficatého a padesatého roku zivota. Muzi
byvaji nejvice diagnostikovani mezi 60 az 89 lety, kdy prevalence s pfibyvajicim vékem
roste. U déti byva tato choroba velmi vzacna, z celkovych piipadi tvoii zhruba 10%.
Zajimavé je, Ze zeny jsou vii¢i muzim castéji diagnostikovany s MG pied 40. rokem Zivota v
pomeéru 3:1, v 50 letech je prevalence vyrovnana a po tomto milniku je vyskyt u Zen snizen a
dokonce obracen na pomér 2:3 [32].
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Z hlediska mortality Ize registrovat zna¢né zlepSeni s objevem inhibitoru
acetylcholinesterazy, imunosupresiv a vyvojem intenzivni pé¢e. Umrti se proto pohybuji
okolo 5 - 9% s lehce vySs$im rizikem u muzi [32].

254 Klinicky obraz

Tato porucha je typickd nadmérnou svalovou unavou zhorSujici se pii opakovanych
pohybech, kterd po odpocinku byva piechodné zlepsena, proto pacient ¢asto popisuje, ze se
rano citi 1épe, vecer hure. NejCastéji lze pozorovat asymetrické postizeni okohybnych,
pletencovych, bulbarnich i respiracnich svald, diplopie, dysartrie, dysfagie [6,18].

Ohrozeni Zivota pfichdzi pfi projeveni tzv. myasthenické krize, pii které dochazi ke zhorSeni
priznaki, ptredevSim respiracniho a bulbarniho svalstva. Moznym diagnostickym testem je
Seemantiv test, kdy nemocny nahlas na jeden nadech pocita, hlas mu postupné slabne, fec je
méng zietelnd, srozumitelnd. Pacient by mél takto napocitat alespon do 20. Dal§im zavaznym
stavem muze byt cholinergni krize, kterd se dostavi pii predavkovani anticholinergiky.
Projevi se slinénim, kireCemi v biise a prijmy [6].

V laboratorni diagnostice hraji hlavni ulohu sérologické testy, ty mohou odhalit jednotlivé
podtypy MG. Dalsi vyznamnou metodu piedstavuji farmakologické zkousky, kde se
nejcastéji uplatiluje intravendzni aplikace inhibitoru acetylcholinesterdzy (endorfin chlorid),
to umozni vys$si koncentraci acetylcholinu, ¢imz dojde ke zvySeni Sance na lepsi aktivaci
zbylych acetylcholinovych receptorii. Do nékolika sekund se dostavi zna¢né zlepSeni
piredev§im u okohybnych svalti. Je dalezit¢ poznamenat, ze podani tohoto inhibitoru neni
doporuceno pii podezieni na MuSK-MG, ponévadZz tato latka muze zhorSit piiznaky
postizeného. Jako alternativa se v tomto piipadé da vyuzit intramuskularni aplikace
neostigminu, jez ma dlouhodobé¢jsi ucinky. Ke zlepseni obvykle dojde do n¢kolika minut
[34].

255 Lécba

Prvnim krokem v 1é€ebnych strategiich jsou Casto inhibitory acetylcholinesterazy (v ptipadé
MuSK-MG spociva lécba predevSim v imunosupresivech), nejcastéji jde o oralni uzivani
pyridostigminu. Pokud nedojde ke zlepSeni pfiznakl, nastupuje imunosupresivni lécba,
konkrétné najde vyuziti naptiklad kortikosteroid prednison, piipadné monoklonalni protilatky
rituximab, eculizumab nebo inhibitor lymfocytarni chemotaxe - efgartigimod. V piipade
myasthenické krize se pfechazi k aplikaci intravendznich Ig nebo k plazmaferéze. V
indikovanych piipadech lze provést thymektomii, ta méa prokazatelné piiznivé ucinky na
vyvoj MG a miize odhalit asociované nadorové onemocnéni - thymom [23,35].
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3 Cile prace

Ma SOC si klade za cil pokusit se blize objasnit a pochopit roli piipadné chovani dosud ne
pfilis probadané populace CD21* B lymfocyti v patologiich thymu.
Pro potieby této prace byly konkrétné stanoveny nésledujici cile:

e stanoveni subpopulaci B lymfocytii s dirazem na populaci CD21'°¥ a jeji dalsi
podkategorie u pacientd, ktefi byli diagnostikovani myasthenii gravis, riznymi druhy
patologii brzliku nebo obojim

e analyzovat bazalni stav aktivace B lymfocytl a subpopulaci CD21° za pomoci
exprese markerd CD80/86, HLA-DR ¢i CD40

e detekovat schopnost migrace jednotlivych subpopulaci CD21¥ B lymfocyti pomoci

stanoveni chemokinovych receptori CXCR3 a CCR7
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4 Prakticka cast

4.1 Metodika

4.1.1 Laboratorni zpracovani

Vzorky brzlikli od pacienti diagnostikovanych MG / MG s thymomem ¢i jinymi patologiemi
(hyperplazie, cysty) byly zpracovany v laminarnim boxu. Tkan byla nejprve rozstiihana na
kousky o maximalni velikosti 5 mm. Vzorky pak byly pipetou pfeneseny do zkumavek
(gentleMACS™ C Tubes, Miltenyi Biotec, USA) obsahujicich 4,945 ml média (RPMI
Medium 1640 1x, Gibco, Thermo Fischer Scientific, USA), DNAsu I (Merck Life Science,
CZ) a Collagenasu A (Merck Life Science, CZ) o findlnich koncentracich 0,05 mg/ml,
respektive 1 mg/ml. Nasledné probéhla disociace vzorkil (gentleMACS™ Dissociator,
Miltenyi Biotec, USA) po dobu 30 s (program h_tumor 01) a jejich ulozeni na 30 min pfi
teploté 37 °C v CO2 inkubatoru. Po uplynuti doby doslo k dalsi disociaci vzorki, kterd znovu
trvala 30 s (program h tumor 01), dale nasledovala filtrace pies sterilni sitko (Corning®
40pum Cell Strainer, USA). Izolované buiiky byly ndsledné proplachnuty PBS a zmrazeny
nejprve pii -80 °C a poté v tekutém dusiku.

Detekce jednotlivych bunécnych populaci zastoupenych v thymech pacientii byla provedena
pomoci prutokové cytometrie. Rozmrazené vzorky byly po proplachnuti PBS barveny
protilatkami detekujici extracelularni znaky. Pro rozpoznani zakladni B bunécné lymfocytarni
populace byly vyuzity nasledujici protilatky konjugované s nize uvedenymi fluorochromy
(viz Tabulka 1).

Cil protilatky Fluorochrom Vyrobce Mnozstvi protilatky
(nl)/vzorek
CD19 PC7 Exbio, CZ 1
CD21 APC Exbio, CZ 1,5
IeM FITC BioLegend, UK 1
IgD PerP.Cyan 5.5 BioLegend, UK 1,5
CD27 BV421 BioLegend, UK 1
CD24 PE Exbio, CZ 1,5
CD38 AF700 Exbio, CZ 1

Tabulka 1: Vyobrazeni pouzitych protilatek konjugovanych s fluorochromy k detekci B bunécné linie

Naopak k detekci chemokinovych receptorti a aktivacnich znakl byla vyuZzita nasledujici
kombinace protilatek. Pro oba typy byl vyuzit stejny zéklad (viz Tabulka 2), kombinovany s
protilatkami rozpoznavajici aktiva¢ni znaky (CD40, HLA-DR, CD80/86) ¢i chemokinovymi
receptory (CXCR3, CCR7).
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Cil protilatky Fluorochrom Vyrobce Mnozstvi protilitky
(nl)/vzorek
CD19 PC7 Exbio, CZ 1
CD21 APC Exbio, CZ 2
CD38 AF700 Exbio, CZ 2
CD27 PE-Dy 594 Exbio, CZ 1
IgD BV650 BioLegend, UK 1
Zivotnost BV421 BioLegend, UK 1
aktivacni znaky
HLA-DR FITC Exbio, CZ 1
CD80/86 PerP.Cyan 5.5 BioLegend, UK 1
CD40 PE Exbio, CZ 2
chemokinové receptory
CCR7 FITC BioLegend, UK 1
CXCR3 PE BioLegend, UK 1

Tabulka 2: Vyobrazeni pouzitych protilatek konjugovanych s fluorochromy k detekci chemokinovych receptort
a aktivacnich znakt

Kazdy vzorek byl barven ve FACS zkumavce smési protilatek doplnény na vysledny objem
50 ul PBS po dobu 30 min ve tmé pfi laboratorni teploté. Nasledovalo promyti vzorku 250 pl
PBS. M¢éteni ve vysledném objemu 200 pl PBS probihalo na pritokovém cytometru (LSR
Fortessa, BD, USA).

Analyza ziskanych vysledki probehla pomoci softwaru FlowlJo (verze 6, BD, USA) a
grafické zpracovani vyuzitim programu GraphPad Prism (verze 8, BD, USA).

4.1.2 Statistické zpracovani

Statistickd analyza byla provedena pouzitim Wilcoxonova testu, ktery byl aplikovan na
rozdily mezi urcitymi skupinami pacientt (viz déle). K provedeni téchto ukonti a grafickému
vyobrazeni statistického rozboru byl vyuzit software Jupyter notebook v programovacim
jazyce R.
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S Vysledky

K dispozici byly tkan€ thymu celkem od 21 pacienti, kteti podstoupili thymektomii na III.
chirurgické klinice 1. LF UK a Fakultni nemocnice Motol. Probéhlo rozdé¢leni vzorkt do tii
skupin dle histologického vySetfeni brzliku, a to na skupinu I obsahujici pacienty s MG
(n=12; pramérny vek 31,1 + 12,0; v poméru 3:1 Zen a muzi), skupinu II ¢itajici pacienty s
MG a thymomem (n=3; pramérny vék 57,0 + 11,5; v poméru 3:0 Zen a muzi) a skupinu III
zahrnujici nemocné s jinou patologii thymu bez MG, nejcastéji se jednalo o thymické cysty,
¢i hyperplazie thymu (n=6; primérny veék 49,0 + 4,6; v poméru 1:2 Zen a muza).

Za pouziti Wilcoxonova testu byla provedena statisticka analyza pro rozdily mezi skupinami
I aIIl. Ve II. skupin€ nebyl test aplikovan z diivodu nizkého poctu dat. Ponévadz mnozstvi
hodnot nebylo zcela idealni ani v ostatnich skupinach, rozhodl jsem se jako statisticky
signifikantni akceptovat vysledky na nestandardné vysoké hladiné signifikance p<0,15.

Nejprve probéhlo enzymatické $t€peni vzorkl brzliku, nasledné doslo k izolaci lymfocytt,
jejichz populace byly déale analyzovany pomoci priatokové cytometrie. Jako prvni doslo ke
stanoveni procentudlni hladiny izolovanych tkanovych B lymfocyti (CD19+) z celkového
poctu bunék pro vSechny tti skupiny pacientii. V ramci L. skupiny pacientii byly B lymfocyty
v thymech zastoupeny 6,73 + 6,97 % (pro vSechny nasledujici hodnoty v této kapitole je
pouzit format “primér dat ve skupin€” + “smérodatna odchylka”), ve II. skupin¢ 5,92 + 7,02
% a ve skupiné III 11,25 + 13,67 %. V procentudlnim zastoupeni B lymfocytli mezi I. a III.
skupinou nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil (p=0,27). Grafické znazornéni je na
Obrazku 8 nize.
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Obrazek 8: Grafické zndzornéni procentudlniho zastoupeni B lymfocytl pro skupiny I (MG), II (MG +
thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). Hodnoty, které maji vii¢i zbytku dat neobvykle vysoky rozptyl,
jsou oznaceny ¢ervenou te¢kou.
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5.1 Vysledky méreni jednotlivych B lymfocytarnich populaci

Dale byly buiiky rozdéleny na zékladni B lymfocytarni populace dle exprese jednotlivych
znaki (CDI19, CD27, CD38, IgM, IgD) na svém povrchu. Procentudlni zastoupeni
jednotlivych populaci ve skupinach I az III bylo: pamétové B lymfocyty (CD19+CD27+; I:
50,22 £ 13,30 %; II: 20,23 + 9,90 %; III: 42,45 + 16,41 %), naivni B lymfocyty
(CD19+IgD+CD27-; 1: 23,69 + 13,65 %; II: 29,97 + 19,10 %; III: 25,88 + 14,91 %), B
lymfocyty po izotypovém piesmyku (CD19+CD27+IgD-IgM-; 1: 41,10 + 14,66 %; 11: 9,25 +
3,80 %; III: 31,35 + 17,87 %), B lymfocyty marginalni zoény (CD19+CD27+IgD+IgM+; I:
5,80 = 471 %; 1II: 421 + 346 %; II: 574 += 4,75 %), plazmablasty
(CD19+CD27+IgD-IgM-CD38+; I: 1,18 + 0,87 %; II: 0,58 + 0,18 %; III: 1,19 + 0,55 %).
Pozorujeme vyznamné sniZzené hladiny pamétovych B lymfocyti a B lymfocytd po
izotypovém presmyku u pacientll skupiny II v porovnani s jedinci skupiny I a III. Nebyly
zjistény zadné statisticky signifikantni rozdily mezi skupinou I a III (B lymfocyty po
izotypovém presmyku (CD19+CD27+IgD-IgM-) - p=0,17; B lymfocyty marginalni zoény
(CD19+CD27+1gD+IgM+) - p=0,34; pamétove (CD19+CD27+) B lymfocyty - p=0,28;
naivni (CD19+Igh+CD27-) B lymfocyty - p=0.,48; plazmablasty
(CD19+CD27+I1gD-IgM-CD38+) - p=0,41). Znazornéni vsech hodnot pro jednotlivé skupiny
a thymické B lymfocytarni populace je vyobrazeno na Obrazku 9 niZe.
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Obrazek 9: Grafické znazornéni poctu bunek v jednotlivych zakladnich subpopulacich B lymfocyti pro pacienty
skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jind patologie thymu bez MG). A: B lymfocyty po izotypovém
pfesmyku (CD19+CD27+IgD-IgM-), B: B lymfocyty margindlni zény (CD19+CD27+IgD+IgM+), C:
pamétové (CD19+CD27+) B lymfocyty, D: naivni (CD19+IgD+CD27-) B lymfocyty, E: plazmablasty
(CD19+CD27+1gD-IgM-CD38+).
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Dalsim postupem bylo ur€eni mnozstvi zastoupeni CD21°v B lymfocytl
(CD19+CD21*CD38'"%) naptic¢ skupinami. Vypocet pro prvni skupinu odhalil relativni pocet
72,08 = 12,89 %, hodnoty v druhé skupiné byly naméfeny 64,9 + 20,87 % a ve tieti skupiné
65,3 = 10,07 % - viz Obrazek 10 nize. Statisticky signifikantni rozdil mezi kategorii I a III
zde nepozorujeme (p=0,17).
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Obrazek 10: Grafické znazornéni procentualniho zastoupeni CD21°% B lymfocytl pro skupiny I (MG), Il (MG
+ thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG).

Obdobn¢ doslo k naslednému rozdéleni CD21% B bun€k na jejich subpopulace a urceni
procentudlniho  zastoupeni pro vSechny kategorie pacienti - naivni CD21'v
(CD19+CD21*CD38*IgD+CD27-; I: 11,58 + 6,37 %; II: 14,94 + 10,20 %; I11: 7,47 £ 5,54
%), CD21" po izotypovém piesmyku (CD19+CD21'vCD38'*vI[gD-CD27+; I: 32,58 + 77,82
%, 1. 12,41 =+ 7,87 %; HI: 2827 + 11,17 %) a DN CD2lw
(CD19+CD21*CD38%IgD-CD27-; I: 26,21 + 8,31 %; 11: 35,4 £ 6,65 %, II1: 27,62 + 8,4 %).
Lze si v§imnout mirn€ zvySené¢ho poctu DN CD21%¥ u skupiny II narozdil od I a III. Déle je
patrné nizs§i zastoupeni CD21'V po izotypovém piesmyku také u II. skupiny. Co se tyce
statistického hodnoceni, signifikantni rozdil mezi I. a III. kategorii byl v poctu naivnich
CD21v B lymfocytt (p=0,11). Pro zbytek bunck je odchylka nesignifikantni (CD21" po
izotypovém presmyku (IgD-CD27+) - p=0,3; DN CD21"¥ (IgD-CD27-) - p=0,34). Grafické
vyobrazeni je zndzornéno na Obrazku 11 nize.
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Obrazek 11: Grafické znazornéni poctu bunék v jednotlivych subpopulacich CD21"v B lymfocyta pro pacienty
skupiny I (MG), I (MG + thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). A: naivni CD21"* (IgD+CD27-), B:
CD21"¥ po izotypovém piesmyku (IgD-CD27+), C: DN CD21"v (IgD-CD27-). Hodnoty, které maji viici zbytku
dat neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny cervenou teckou.

5.2 Vysledky pro aktivacni markery B lymfocyti

DalSim zamétfenim byla mira exprese vSech aktiva¢nich markert (CD40, CD80/86 vcetné
HLA-DR) na povrchu B lymfocytl jako celku u vSech skupin vzorkil v jednotkdch MFI
(stfedni hodnota intenzity fluorescence, z angl. mean fluorescence intensity) - CD40 (I:
4703,83 + 927,2 MFIL; 1I: 2387 + 1548,95 MFI; III: 5275,5 + 921,72 MFI), CD80/86 (I:
1503,67 + 539,78 MFI; II: 1066,33 + 354,27 MFT; 11I: 1783,5 + 418,8 MFI), HLA-DR (I:
11081,25 + 1759,94 MFI; 1I: 4744 + 3836,75 MFIL; III: 12046 + 1722,16 MFI). Lze si
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vS§imnout znacn¢ snizenych hodnot exprese u vSech métenych aktivacnich markert, tedy
CD40, CD80/86 1 HLA-DR. Statisticky signifikantni rozdil mezi I. a III. skupinou byl
identifikovan pouze u CD40 (p=0,11). Pro zbyl¢ markery je odchylka statisticky
nesignifikantni (CD80/86 - p=0,17; HLA-DR - p=0,24). Grafické zndzornéni, které popisuje
rozdily vSech méfenych kategorii jsou k nalezeni nize na Obrazku 12.
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Obrazek 12: Grafické znazornéni hodnot aktivacnich markerd CD40, CD80/86 a HLA-DR (MFI) u populace B
lymfocytil pro pacienty skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). A: CD40, B:
CD80/86, C: HLA-DR. Hodnoty, které maji vii¢i zbytku dat neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny ¢ervenou
teckou.
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5.3 Vysledky pro aktiva¢ni markery CD21v - CD40

Dal8im cilem bylo méfeni exprese aktivanich markert na buné€ném povrchu CD21"v B
bunek pro vSechny skupiny pacientd, nejprve CD40 - CD21'"°¥ po izotypovém piresmyku (I:
5476,67 + 1400,48 MFT; 1I: 4374,67 + 1669,05 MFI; III: 5358,83 + 2317,85 MFI), naivni
CD21%v (I: 3429,42 + 626,68 MFT; II: 3438 + 622,1 MFT; III: 4355,5 + 1331,98 MFI) a DN
CD21Pv (I: 4072,58 £ 1101,67 MFT; 1I: 4662,33 + 2514,18 MFI; III: 4876 + 1165,25 MFI).
Pozorujeme mirné snizenou expresi CD40 u CD21¥ po izotypovém piesmyku ve skupiné II.
Statisticky signifikantni se jevi rozdil 1. a III. skupiny u naivnich CD21"v (p=0,15) a DN
CD21'v (p=0,11). Pro CD21% po izotypovém pifesmyku je statisticka odchylka
nesignifikantni (p=0,52). Grafické znazornéni je viditelné na Obrazku 13 nize.
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Obrazek 13: Grafické znazornéni hodnot aktiva¢niho markeru CD40 (MFI) v jednotlivych subpopulacich
CD21% ¥ B lymfocytil pro pacienty skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). A:
CD21"¥ po izotypovém pfesmyku, B: naivni CD21"v, C: DN CD21'"¥. Hodnoty, které maji vii¢i zbytku dat
neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny ¢ervenou teckou.
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5.4 Vysledky pro aktiva¢ni markery CD21'v - CD80/86

Postup byl obdobny i pro stanoveni exprese aktiva¢niho (kostimulacniho) markeru CD80/86
u CD21'v B bun€¢k - CD21"¥ po izotypovém piesmyku (I: 2804,67 = 771,55 MFI; II:
1881,33 + 841,82 MFT; III: 2569,17 + 821,87 MFI), naivni CD21'v (I: 1123,5 + 425,46 MFI;
II: 808,33 + 258,77 MFI; III: 2095,5 + 1306,06 MFI) a DN CD21%v (I: 1755,17 + 546,42
MFT; II: 1686 + 558,1 MFI; III: 1949,67 + 797,73 MFI). Ve skupiné II pozorujeme mirné
snizené¢ hodnoty u CD21¥ po izotypovém piesmyku a v kategorii III je vidét zvySena
pritomnost markeru u naivnich CD21'¥, ovSem za zvySené smérodatné odchylky. Mira
statistické signifikance rozdilu mezi 1. a III. skupinou dosahuje vyznamnych hodnot pouze u
naivnich CD21'v (p=0,11). Pro CD21¥ po izotypovém piesmyku je odliSnost mezi
skupinami nesignifikantni (p=0,30), stejn¢ tak pro DN CD21'¥ (p=0,38). Hodnoty CD80/86
v jednotlivych kategoriich jsou graficky zndzornény na Obrazku 14 nize.
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Obrazek 14: Grafické znazornéni hodnot aktiva¢niho markeru CD80/86 (MFI) v jednotlivych subpopulacich
CD21%* B lymfocytii pro pacienty skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). A:
CD21%¥ po izotypovém piesmyku, B: naivni CD21%, C: DN CD21%¥. Hodnoty, které maji vici zbytku dat
neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny cervenou teckou.
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5.5 Vysledky pro aktiva¢ni markery CD21'v - HLA-DR

Dalsi zaméteni bylo na aktiva¢ni marker HLA-DR u CD21'¥ B bunék pro vSechny skupiny -
CD21"¥ po izotypovém presmyku (I: 12709,83 + 2710,08 MFT; II: 8084,33 + 1495,69 MFI;
II: 12525,67 £ 5112,49 MFI), naivni CD21%v (I: 10728,25 + 2286,11 MFI; II: 6339 +
3470,01 MFI; III: 14073,5 + 4780,83 MFI) a DN CD21%* (I: 9160,25 + 2114,83 MFTI; II:
6682,67 + 1808,33 MFI; III: 10316,83 + 3960,55 MFI). U skupiny II Ize rozliSit nizsi
hodnoty exprese HLA-DR pro vSechny subpopulace CD21'"v, Statisticky signifikantni rozdil
mezi skupinami I a III pozorujeme u naivnich CD21v (p=0,11). Zbytek byl vyhodnocen jako
statisticky nesignifikantni - CD21¥ po izotypovém piresmyku (p=0,48), DN CD21lv
(p=0,34). Grafické vyobrazeni vSech rozdili je zndzornéno na Obrazku 15 nize.
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Obrazek 15: Grafické znazornéni hodnot aktivacniho markeru HLA-DR (MFI) v jednotlivych subpopulacich
CD21%¥ B lymfocyti pro pacienty skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). A:
CD21% ¥ po izotypovém piesmyku, B: naivni CD21"%, C: DN CD21%¥. Hodnoty, které maji vici zbytku dat
neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny ¢ervenou teckou.
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5.6 Vysledky pro chemokinové receptory CD21'°~ - CCR7

Nésledovalo méfeni exprese chemokinovych receptort, nejprve CCR7 v jednotkdch MFI pro
subpopulace CD21' B bun¢k u vSech skupin pacientti - CD21'*¥ po izotypovém piesmyku
(I: -365,75 + 338,89 MFI; II: 533,67 + 253,25 MFI; III: -316,77 + 241,05 MFI), naivni
CD21% v (I: 246,38 + 246,31 MFI; 1I: 852,67 + 409,84 MFT; I11: 292,25 + 239,64 MFI) a DN
CD21%v (I: -65,73 4+ 232,22 MFI; II: 516 + 328,3 MFI; III: -37,32 + 102,88 MFI). Na prvni
pohled lze vycist znacné zvySené hodnoty pro skupinu II ve vSech subpopulacich. Statisticka
signifikance rozdilu 1. a III. kategorie nebyla identifikovana (CD21% po izotypovém
ptesmyku - p=0,28; naivni CD21" - p=0,38; DN CD21"¥ - p=0,16). Hodnoty CCR7 v
jednotlivych skupinéach jsou graficky znazornény na Obrazku 16 niZe.
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Obrazek 16: Grafické znazornéni hodnot chemokinového receptoru CCR7 (MFI) v jednotlivych subpopulacich
CD21%¥ B lymfocyti pro pacienty skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jina patologie thymu bez MG). A:
CD21%¥ po izotypovém piesmyku, B: naivni CD21"%, C: DN CD21%¥. Hodnoty, které maji vici zbytku dat
neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny ¢ervenou te¢kou.
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5.7 Vysledky pro chemokinové receptory CD21!v - CXCR3

Zavérem byla méfena mira exprese chemokinového receptoru CXCR3 pro subpopulace
CD21"v B bunék u vsech skupin - CD21"°¥ po izotypovém piesmyku (I: 178,43 + 69,65 MFI,
II: 193,67 + 54,48 MFT; III: 178,33 + 45,11 MFI), naivni CD21% (I: 117,69 + 78,18 MFTI; II:
262,73 + 169,1 MFI; 1II: 141,33 + 131,11 MFI) a DN CD21%v (I: 188,58 + 120,8 MFI; II:
599,4 + 394,12 MFI; 1II: 108,6 £ 19,36 MFI). Pro skupinu II lze vypozorovat zvySené
hodnoty u naivnich CD21" a DN CD21%v. Statistickd analyza ukdzala velmi vyraznou
signifikanci rozdilu 1. a IIl. kategorie pro DN CD21'¥ (p=0,01). U zbytku dat nebyly
identifikovany signifikantni rozdily (CD21"% po izotypovém piesmyku - p=0,55; naivni
CD21%v - p=0,45). Znazornéni v§ech hodnot pro jednotlivé skupiny a subpopulace CD21'"v je
vyobrazeno na Obrazku 17 nize.
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Obrazek 17: Grafické znazornéni hodnot chemokinového receptoru CXCR3 (MFI) v jednotlivych
subpopulacich CD21°* B lymfocyti pro pacienty skupiny I (MG), II (MG + thymomy) a III (jina patologie
thymu bez MG). A: CD21°" po izotypovém piesmyku, B: naivni CD21"¥, C: DN CD21%¥. Hodnoty, které maji
vuci zbytku dat neobvykle vysoky rozptyl, jsou oznaceny cervenou teckou.
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6 Z.avér

Thymus je stéZejni orgédn pro ustanoveni centralni tolerance imunitniho systému. Jeho
patologické stavy pak mohou ovlivnit nejen ustanoveni tolerance, ale i samotny vyvoj
lymfocytt. Proto jsem se v ramci SOC zaméfil na B lymfocyty lokalizované v chorobnych
tkanich thymu, a to pfedev§im na CD21¥ B lymfocyty, pficemz byl kladen diiraz na
zmapovani jejich funkci, lokalizaci a bazalni hladiny aktivace. V rdmci této prace se podatilo
z dostupnych vzorkt tkéni brzliku od pacientti, kteti podstoupili thymektomii indikovanou z
davodu néadoru ¢i jiné patologie, izolovat lymfocyty pro dalsi analyzu.

Bylo zjiSténo, Ze zastoupeni celkovych B lymfocytli je pro vsSechny patologie thymu
srovnatelné. Po zaméteni na jednotlivé subpopulace B lymfocytli, vyrazn€ nizsi zastoupeni
pamétovych B lymfocytl, lymfocytil po izotypovém piesmyku a plazmablastl bylo objeveno
u nemocnych diagnostikovanych thymomem a MG. U ostatnich patologii tento trend
pozorovan nebyl. Stejné tak nebyl pozorovan rozdil v zastoupeni populace CD21'"*v, ale u
subpopulaci bylo odhaleno vyssi zastoupeni naivnich CD21"% u pacientii diagnostikovanych
MG s/bez doprovodnym thymomem. Naopak skupina s MG i1 thymomem vykazovala nizsi
zastoupeni CD21% po izotypovém piresmyku. Navic jednotlivé subpopulace CD21°v B
lymfocyti nemocnych s MG a thymomem vykazuji niz§i expresi aktivacnich markert -
CD80/86, HLA-DR, ale naopak vyrazné¢ vys$$i expresi chemokinového receptoru CCR7
spojeného s jejich transportem do sekundarnich lymfatickych uzlin a CXCR3 spojeného s
pfesunem do mist zanétu.

Hlavnim piinosem této prace je podnét k dalSimu zkouméni bunécnych populaci B
lymfocytt, pfedev§im CD21'¥ u pacientd s MG s pfidruzenym thymomem. To by mohlo
pomoci blize porozumét mechanismu vzniku, vyvoje a pribéhu MG asociované s malignim
nadorem brzliku nebo riznych druhii patologii thymu. Pravé thymom, jak tato prace
naznacuje, se zdd mit dilezitou roli v rozvoji autoimunitnich onemocnéni 1 vyvoji
autoreaktivnich bunék, a to pfedev§im pro naruseni funkce CD21"¥ jako APC, coZ vede k
poruseni centralni tolerance. Dale pak mlZe mit dopad i na migraci bun€k do mista zanétu
zajistovanou chemokinovymi receptory, kde se mohou potencialné podilet na patologickych
procesech. Prace svymi zjiSténimi otevird dvefe k bliz§imu porozuméni dosud ne pfiilis
prozkoumané populaci B lymfocytti - CD2 1w,

Pro dal$i vyzkum bude nutné tato data ovéfit na vétSich kohortach skupin pacientli a rovnéz
se zam¢éfit na funkéni testy vedouci k detailnimu pochopeni funkci populace CD21'w
spolecné s jejich subpopulacemi. Planované budouci monitorovani pacientl ve Fakultni
nemocnici Motol né€kolik let po provedeni thymektomie mlize svymi dal§imi poznatky ve
zménach bunécnych populaci v periferni krvi a vyskytu autoimunitnich onemocnéni pomoct
k jesté blizSimu porozuméni B lymfocytim a CD21'"°% u nemocnych MG a MG s ptidruzenym
thymomem.
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7 Diskuze

Pro spravné fungovani imunitniho systému je nezbytna souhra bunék a organt. Jednim z nich
je primarni lymfaticky organ - thymus, kde dochézi k vyvoji T lymfocyti a k ustanoveni
centralni tolerance. Stejné¢ jako ostatni funkcéni struktury lidského téla, i tkan thymu muze
podléhat patologickym zméndm. Mezi né se fadi nadory - thymomy nebo karcinomy brzliku,
MG, vicecetné cysty ¢i hyperplazie. Dodnes vSak bohuzel nezname piesnou pticinu ¢i
spoustec téchto zmen [41].

Pro detailni pochopeni pochodii na bunééné urovni v patologickych tkdnich brzliku je
dilezité popsat jednotlivé bunééné subpopulace, jejich funkce i vliv na bunééné interakce a
ustanoveni centralni tolerance. Vime, Ze autoimunitni onemocnéni jsou asociovana s
vyskytem patologickych B lymfocytii produkujicich autoprotilatky [53]. Uloha B lymfocytd
lokalizovanych v patologickych tkénich thymu a jejich souvislost s vyskytem autoimunitnich
ochofeni vSak doposud ziistdva ne zcela objasnéna. Aktualné je dostupné pouze omezené
mnoZzstvi prament, pfi¢emz B builkkdm je vénovan znateln€ mensi prostor v porovnani s T
lymfocyty. Navic vétSina studii se soustfedi na lymfocyty obsazené v periferni krvi pacientt.

U B bunck lokalizovanych v thymu byla dokézédna zvySend exprese aktivacnich a
kostimulacnich markert, jako jsou HLA-DR spolecn¢ s CD80/86, coz souvisi s jejich
schopnosti prezentovat antigeny a jejich zapojenim do ustanoveni centrdlni tolerance [42].
Naopak v patologickych tkanich brzliku byl detekovéan sniZzeny pocet, coZ miZe vysvétlovat
fakt, Ze az u 30% pacientti s thymomem hrozi vyvoj MG [32]. Nékolik studii totiz naznacuje,
ze B lymfocyty mohou mit vliv na centralni toleranci, konkrétn¢ na negativni selekci T bun¢k
v thymu, a to pro svou schopnost ptsobit jako APC [48,49,50]. Nizsi exprese aktivac¢nich
markerti B bunék v patologicky pozménéné tkani thymu implikuje jejich snizenou schopnost
pusobit jako APC, coz miize znamenat nizsi kontrolu nad regulaci vyvoje autoreaktivnich T
lymfocyti vedouci k vétsi pravdépodobnosti vzniku autoimunitniho onemocnéni - v tomto
ptipadé¢ MG.

Zhang se svym kolektivem odhalil, Ze z&vaZnost onemocnéni se u pacienti s MG s
asociovanym thymomem d& stanovit na zdkladé¢ poméru B lymfocytd po izotypovém
ptesmyku (CD19"IgD CD27") a pamétovych B lymfocytd, které izotypovy piesmyk jesté
nepodstoupily (CD191gD"CD27") [51]. Aby toto bylo mozné ovéfit, je potieba v budoucnu
roz8ifit pocet zkoumanych pacientii, v soucasné dob¢ tuto préaci limituje pocet vzorka v
jednotlivych skupinach.

Pomérmné nedédvno doslo k popsani populace CD21°v B lymfocyti definované jako
CD21"vCD38", Ize ji pozorovat u fady autoimunitnich ochoteni, jako je revmatoidni artritida,
systémovy lupus erythematodes ¢i vrozend porucha imunitniho systému - bézna variabilni
imunodeficience [43,44,45]. Tato populace bunék vSak byla objevena ptredevsim v periferni
krvi, zatimco o jeji uloze v thymu nejsou dostupné téméi zadné informace.

Dnes se setkavame se dvéma odliSnymi pohledy popisujici funkce CD21'" B lymfocyta.
Prvni z nich je popisuje jako neschopné aktivace a proliferace tedy ve stavu tzv. anergie,
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zatimco druhymi pfistupy byvaji oznacovany jako patologicky aktivni bunky podilejici se na
dysregulaci imunitniho systému [40,43,46]. To, Ze se nejedna pouze o anergni buniky popisuje
1 fakt, ze vzijemna ko-kultivace CD21'"% B lymfocytl s thymocyty vedla k rychlejsi
vzéjemné interakci bun¢k v porovnani s pifipadem ko-kultivace CD21+ B lymfocyti a
thymocytt [47].

Ackoliv se mi v praci nepodatilo prokazat rozdily v zastoupeni celkového poctu CD21v B
lymfocytt lokalizovanych v patologické tkani thymu, byla zjiSténa nejednota v zastoupeni
jednotlivych populaci CD21v definovanych pomoci exprese markert IgD a CD27. Pravé
zastoupeni subpopulaci je klicové, protoze se zda, ze kazda populace bude mit v patologiich
nejen autoimunitnich onemocnéni jinou roli [40].

Popsal jsem, Ze jednotlivé populace CD21"°% u pacientli s MG s pfidruzenym thymomem
vykazuji niz§i vyskyt aktiva¢nich markerit CD80/86 a HLA-DR, coZ naznacuje, Ze tyto
buiikky nejsou plné¢ aktivované a disponuji mens$i schopnosti plisobit jako APC. Tento
poznatek je v rozporu se studii zaméfenou na antigen prezencni potencial CD21v [40].
Zminéna prace se ale zaméfuje na autoimunitni onemocnéni obecné. Z tohoto Ize
predpokladat, ze v MG s pfidruzenym thymomem muze byt antigen prezencni potencial
znacn¢ snizeny oproti ostatnim druhiim autoimunit bez nddoru. To potvrzuje 1 fakt, ze u
kategorie zahrnujici pouze MG byly hodnoty téchto markerd znatelng vyssi.

DalS§im zajimavym poznatkem je zjisténi signifikantné zvySené exprese chemokinovych
receptori CCR7 a CXCR3 u skupiny MG spole¢né¢ s thymomem. CCR7 souvisi s
transportem CD21"% bunék do sekundérnich lymfatickych uzlin, coz by mohlo naznacovat
jejich ucast na dysregulaci imunitni odpovédi u MG. CXCR3 je spojen s migraci bun¢k do
zanétlivych mist, to lze interpretovat tak, Ze CD2I1 mohou mit urcity podil na
patologickych procesech spojenych s témito onemocnénimi i mimo thymus. Zajimavé je, Ze u
kategorie s pouhou MG nebo jinou patologii thymu bez MG jsou hodnoty vyrazn¢ nizsi.

Na zakladé popsanych vysledka Ize piedpokladat, ze thymom muze znacn€ zménit ulohy
CD21"v B lymfocyti u pacientli s MG oproti tém s jinou nemaligni patologii. Toto tvrzeni
nelze podpotit zddnou dalsi studii, jelikoZ v soucasné dobé, dle mych informaci, na toto téma
neexistuje zadna jina prace. Sir§i poznatky v tomto ohledu by pfitom mohly znamenat lepsi
pochopeni role CD21"" u pacientti s MG ptipadné s pfidruzenym thymomem.

Tato prace byla do zna¢né miry limitovana nizkym poctem posuzovanych vzorkd, ktery je
ovlivnén velmi nizkou incidenci téchto onemocnéni. Tento projekt byl zaroven proveden jako
pilotni. Pro piipadné dalsi studie na toto téma k ovéfeni zminénych tvrzeni a poznatkl je
klicové predevsim rozsiteni vzorku pacientt a jejich dlouhodobé sledovani.

V budoucnu dojde k dalSimu rozvoji tohoto projektu. V piipadé podpory financovani
Ministerstvem zdravotnictvi v rdmci agentury pro zdravotnicky vyzkum, bude mozné
detailnéji studovat funkce CD21'% B lymfocytt. Jejich aktivacni a proliferaéni kapacity se
budou métit pomoci funkénich testli, kdy budou B lymfocyty stimulovéany jednak ligandy
BCR, ale také TLR, jako jsou napftiklad lipopolysacharidy ¢i resiquimod. Rovnéz vyzkum
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povede ke sledovani vlivu populace CD21°¥ na ustanoveni centralni tolerance a samotné T
lymfocyty pomoci ko-kultivacnich eseji. Nedilnou soucasti bude 1 monitorovani pacientli po
thymektomii a pozorovani dal§iho vyskytu autoimunitnich onemocnéni. V ramci periferni
krve pacientli po thymektomii se vyzkum rovnéz zaméii na jev homeostatické proliferace,
kterda mize vyznamné ovlivnit funkci a vlastnosti bun¢k imunitniho systému [52].
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