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B buB buňňky a imunitnky a imunitníí systsystéémm

B buňka

Adaptivní/vrozená imunita
• (auto)Ab produkce

• (auto)Ag prezentace

Jiné fyziologické procesy
• tvorba osteoklastů

• „NK-like“ aktivita –
produkce granzymu B

Autoimmunita

Ig deficityporuchy tvorby
kostní hmoty

?
(Schlomchik J Curr Opin Imunol 2009; Hagn M et al. J Immunol 2009; Li Y et al. Blood 2007; 

Kawai T et al. Am J Pathol 2006)



Ig molecule

Heavy Ig chain segments

5´ 3´

D CμV J

Light Ig chain segments

3´5´
(κ ) V J C

DNA

Rearranged segments

5´ 3´ 3´5´ mRNA



___________ CDR1 __________
26       27       28        29       30     31        32       33        34        35        36        37 38       39       40 

VH4-34   GGT  GGG   TCC   TTC   AGT   GGT   TAC   TAC   TGG   AGC   TGG   ATC   CGC   CAG   CCC
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - t - - - - - - - C - - - - - - - - - - - G - - - -

______________CDR2______________

41        42       43        44        45   46       47        48       49        50        51       52 53        54        55
VH4-34   CCA   GGG  AAG   GGG   CTG   GAG  TGG   ATT   GGG  GAA   ATC   AAT   CAT   AGT   GGA

- - g - - a G - - - - a - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G - - - A -

__________________________CDR2__________________________

56       57       58         59       60    61       62        63       64        65         66       67 68       69       70
VH4-34   AGC  ACC   AAC    TAC   AAC   CCG   TCC   CTC   AAG   AGT  CGA   GTC   ACC   ATA   TCA

- AT - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

71       72        73        74        75   76        77       78        79       80        81        82 82a      82b     82c
VH4-34   GTA   GAC   ACG   TCC   AAG   AAC   CAG   TTC   TCC   CTG  AAG   CTG    AGC    TCT   GTG

- - g - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - a - - - - C - - - - - - -

83       84       85        86        87   88       89       90        91       92        93       94
VH4-34    ACC  GCC  GCG   GAC   ACG    GCT   GTG   TAT   TAC   TGT  GCG   AGA

- - - - - - A - - - - - - - - - - - - - c - - - - - t - - - - - - - - -



CDR3 oblast

Délka a sekvence CDR3 oblasti

(Schroeder HW Dev Comp Immunol 2006, 
Zemlin M et al et al. Mol Immunol 2005)

• informace o Ag řízené selekci/diferenciačním stádiu 
a klonální příbuznosti
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CD27 charakterizuje pamCD27 charakterizuje paměťěťovovéé B lymfocytyB lymfocyty

!!!1998 !!! 
Klein U, Rajewsky K, Küppers R

J Exp Med 188: 1679-1689

• paměťové IgM+IgD+CD27+

B lymfocyty v PK se  SHM -

somatickými hypermutacemi
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!!! Frekvence CD19+CD27high plazmatických buněk 

souvisí s aktivitou choroby !!!

(Dörner T, Lipsky PE Arhritis Res 2002)



Naivní B bb.
> 80%

Sjögrenův syndrom

Paměť.
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CD27 exprese charakterizuje patologickCD27 exprese charakterizuje patologickéé stavystavy



... nebo slou... nebo sloužžíí jako predikjako predikččnníí marker marker 
odpovodpověědi na biologickou ldi na biologickou lééččbubu
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Ruzickova S et al, 2005



... nebo slou... nebo sloužžíí jako monitorujjako monitorujííccíí marker marker 

odpovodpověědi na biologickou ldi na biologickou lééččbubu

Jacobi AM et al, 

Arthritis Rheum 2010

• signifikantní pokles 

CD19+CD27+IgD+

paměťových B buněk

v PK 

u pacientů se SLE 

po anti-Blys terapii



ALE je to opravdu tak jednoznaALE je to opravdu tak jednoznaččnnéé??
vlastní pozorování („single-cell“ RT PCR)

~ 5% PK [CD19+(CD20+)CD27-] naivních B lymfocytů

(KO, SLE, Sj. sy, RA)

vykazuje typ a rozložení SHM 

charakteristických pro 

klasické (konvenční) paměťové

B lymfocyty [CD19+(CD20+)CD27+]

!!! Obvyklá „doporučená“ praxe !!!
• ignorování jejich přítomnosti

•vyřazení z databáze
• vyřazení z analýzy dat



CD19+IgD-CD95+CD27- paměťové
B lymfocyty  v PK u SLE

Jacobi AM et al, 

Arthritis Rheum 2008

• signifikantní korelace  

s aktivitou choroby !

• SHM jako v konvenčních

paměťových B ly

• produkce IgG



CD19+IgG+CD27- paměťové

B lymfocyty  v PK u KO

Fecteau JF et al, J Immunol 2006 – SHM a produkce IgG



CD19+FCRL4+ CD27- paměťové

B lymfocyty v tonsilách KO

CD19+IgD+ IgM+CD27- paměťové B lymfocyty 

v PK u pacientů s leukémií

Erhardt GR et al, J Exp Med 2005

• Fc receptor-like 4 (FCRL4, FcRH4 pozitivní B lymfocyty)

CD27 negativní

• SHM jako v konvenčních  paměťových B ly

• v TK odpovídají na stimulaci IL-2 a IL-10

Weston-Bell N et al, Leukemia 2009

• hairy cell leukemia

• SHM jako v konvenčních  paměťových B ly



... a
 co na to 

„přá
telé B lymfocytů“

v Praze?



CD19CD19++CD27CD27--CD21CD21lowlowCD38CD38lowlowCD24CD24--/+/+IgMIgM++

B buB buňňky pacientky pacientůů s CVID , kontrol (KO) a pacients CVID , kontrol (KO) a pacientůů s RAs RA

Významně zvýšená frekvence

v PK u pacientů s CVID oproti KO a RA 

(minoritní; ze všech CD19+ B lymfocytů;

Vlková M et al, J Immunol 2010)
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• CVID (N=48) 0.30-32.95%, 

95% CI 4.72-9.83, median 3.08±1.27

• RA (N=8) 0.03-3.5%, 

95% CI 0.10-1.64, median 0.68±0.33

• CO (N=51) 0.06-6.8%, 

95% CI 1-1.70, median 0.98±0.17



CCííle:le:

• analýza uvedených subpopulací pomocí „single-cell“

RT-PCR u pacientů s CVID (N=2), KO (N=2) a RA (N=2) 

• mutační frekvence a rozložení, distribuce a typ aminokyselin, 

VH, DH, JH repertoár, délka a sekvence CDR3, 

přítomnost IgM/IgG mRNA

• CD27 negativita nasvědčuje pro naivní typ B lymfocytů

... ... „„NUDA V PRAZENUDA V PRAZE““??



MutaMutaččnníí frekvence frekvence 
v v IgM IgM mRNA u CVID, KO a RAmRNA u CVID, KO a RA

Významná redukce mutační frekvence CD24- v B ly CVID a KO 
u RA pacientů mutační frekvence stejné
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FrekvenceFrekvence VH genVH genových segmentových segmentůů I.I.

• predominance VH4-34 segmentu u CVID
a jeho significantní absence u KO; 35% vs. 0%; p=0,0026



FrekvenceFrekvence VH genVH genových segmentových segmentůů II.II.
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• omezené využití VH genů (10 VH genů) 

• predominance VH4-34 segmentu u RA 

a jeho signifikantní absence u KO; (43%; vs. 0%; p=0,0092)



CDR3 délka (aminokyseliny)

• většina CDR3s u CVID a KO obsahovala delší oblasti

• CD24- B ly u KO a CVID významně kratší CDR3 vs. jejich CD24+ protějšky

• RA – významně zkrácená délka, srovnatelná u obou subpopulací
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Klonální příbuznost I. 
(amk. sekvence v CDR3)

3´- konec VH segmentu DH segment 5´-konec JH segmentu
(VH 5-a) (DH 5-12) (JH5)

S No. 7C:
TGT GCG AGA GAG TAT AGG GGC TAC GAT TCT TGG GGC CAG GGA ACC

S No. 7H:
TGT GCG AGA GAG TAT AGG GGC TAC GAT TCT TGG GGC CAG GGA ACC

• pouze 2 klonálně příbuzné B bb. (IgG+, CD24- B ly u KO)

• výrazná polyklonalita



Klonální příbuznost II. 
(amk. sekvence v CDR3)

0%

CVID KO

4.5%

RA

76%

• u RA 76% všech B lymfocytů KLONÁLNĚ PŘÍBUZNÉ

(více než 60% z nich jsou VH4-34 pozitivní)

60%
 -V

H
4-34



ZZáávvěěr r 
•• ad analyzovanad analyzovanéé CD27CD27-- B ly subpopulaceB ly subpopulace

• Velmi heterogenní a polyklonální subpopulace u KO a CVID

• Tyto CD27- B bb. by mohly představovat nový typ diferencovaných 

„memory-like“ B ly/“Ag-experienced“ (u CVID méně diferencovaných) 

• s pravděpodobnou aktivitou v ochraně organismu proti bakteriální

a virové infekci

(Rakhmanov M et al. PNAS 2009; Wenston-Bell N et al. Leukemia 2009;

Erhardt GR et al. J Exp Med 2005)



ZZáávvěěr r 
•• ad klonalita a VH4ad klonalita a VH4--34 genu RA  34 genu RA  

• téměř homogenní a oligoklonální subpopulace    
(všechny buňky celkem v 7 klonech, vysoké zastoupení
VH4-34 genu)

• s pravděpodobnou schopností uniknout negativní

selekci, s autoreaktivním potenciálem



ZZáávvěěrr
•• ad CD27 negativnad CD27 negativníí pampaměťěťovovéé B lymfocytyB lymfocyty

• CD27- B bb. se znaky antigenem řízené selekce existují, 
heterogenní, minoritní, fyziologická funkce ?

• CD27 není výlučným znakem pro pamětové B ly                                 

• imunofenotypizace NESTAČÍ

• paměťové B buňky: 

k o n v e n č n í (klasické) vs. n e k o n v e n č n í (neklasické)

[CD19+CD27+] [CD19+CD27-]

• termín antigenně - zkušené B lymfocyty (Ag-experienced B cells)
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Děkuji za pozornost 


