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Abstrakt 

Průtoková cytometrie, vyvinutá v 60. letech minulého století, se stala nepostradatelnou metodou 
v imunologickém výzkumu i klinické diagnostice. Umožňuje detailní charakterizaci leukocytárních 
populací a jejich funkčních vlastností. Díky technologickému pokroku se její využití rozšířilo od studia 
primárních imunodeficiencí až po monitorování imunitního stavu u pacientů v kritických stavech. 
Metoda však i nadále naráží na limity spojené s interpretací rozsáhlých datových souborů a nutností 
jejich standardizace. 

Autorka se dlouhodobě věnuje imunofenotypizaci T- a B-lymfocytů u pacientů s běžným variabilním 
imunodeficitem (CVID) a selektivním deficitem IgA. Tyto studie přispěly k lepšímu porozumění 
lymfocytárním abnormalitám u těchto pacientů. V rámci mezinárodní studie EUROclass se autorka 
podílela na hodnocení pacientů z našeho pracoviště podle jednotného protokolu a následně 
spolupracovala na přípravě publikace, která se stala základem klasifikace CVID pacientů. Na tuto práci 
navázal výzkum zaměřený na detailní analýzu vývojových stadií B buněk pomocí polychromatické 
průtokové cytometrie a na studium T-lymfocytárních poruch. 

Další část práce byla zaměřena na myeloidní buňky, zejména neutrofily a granulocytární myeloidní 
supresorové buňky (gMDSC), jejichž podíl na dysregulaci imunitní odpovědi u CVID pacientů byl dosud 
podceňován. V posledních letech se výzkum orientuje také na neutrofilní subpopulace u pacientů po 
závažném traumatu, kde tyto buňky hrají klíčovou úlohu v rozvoji prozánětlivých procesů a oslabení 
imunity. 

Habilitační práce je zpracována jako soubor komentovaných publikací, které dokumentují autorčinu 
vědeckou činnost v oblasti imunofenotypizace a funkční charakterizace leukocytů metodou průtokové 
cytometrie. 

 

Klíčová slova: průtoková cytometrie, CVID, IgAD, T-lymfocyty, B-lymfocyty, neutrofily 
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Abstract 

Flow cytometry, developed in the 1960s, has become an indispensable method in both immunological 
research and clinical diagnostics. It enables detailed characterization of leukocyte populations and 
their functional properties. With technological advances, its applications have expanded from the 
study of primary immunodeficiencies to the monitoring of immune status in critically ill patients. 
Nevertheless, the method still faces limitations related to the interpretation of large data sets and the 
need for their standardization. 

The author’s research has long focused on the immunophenotyping of T- and B-lymphocytes 
in patients with common variable immunodeficiency (CVID) and selective IgA deficiency. These studies 
have contributed to a better understanding of lymphocytic abnormalities in these patients. Within the 
international EUROclass study, the author participated in the evaluation of patients from her 
institution according to a standardized protocol and subsequently contributed to the preparation of 
a publication that laid the foundation for a widely used classification of CVID patients. This work was 
followed by research aimed at a detailed analysis of B-cell developmental stages using polychromatic 
flow cytometry, as well as the study of T-lymphocyte abnormalities. 

Another part of the research focused on myeloid cells, particularly neutrophils and granulocytic 
myeloid-derived suppressor cells (gMDSC), whose role in immune dysregulation in CVID patients had 
been underestimated. In recent years, the research has further expanded to neutrophil subpopulations 
in patients after severe trauma, where these cells play a crucial role in driving pro-inflammatory 
processes and immune compromise. 

This habilitation thesis is presented as a collection of commented publications documenting the 
author’s scientific work in the field of immunophenotyping and functional characterization 
of leukocytes using flow cytometry. 
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1 Seznam zkratek 
 

Ag  Antigen (antigen) 

ALPS Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome (autoimunitní lymfoproliferativní  
syndrom) 

BCR B Cell Receptor (receptor B-lymfocytů pro antigen) 

Bin  (v kontextu probability binning) diskrétní interval datového souboru, do kterého jsou 
řazeny cytometrické hodnoty; jednotka pro rozdělení dat v multidimenzionálním 
prostoru 

Breg  regulatory B cells (regulační B-lymfocyty, charakterizované schopností produkovat IL-
10) 

B⁺  skupina pacientů s absolutním počtem B-lymfocytů ≥1 % 

B⁻ skupina pacientů s absolutním počtem B-lymfocytů <1 % 

CARS  Compensatory Anti-Inflammatory Response Syndrome (kompenzační anti-      
inflamatorní odpověď) 

CCL-2 / MCP-1  C-C motif chemokine ligand 2 / Monocyte Chemoattractant Protein 1 (chemokin 
přitahující monocyty) 

CD                       Cluster of Differentiation (klasifikační systém povrchových molekul leukocytů, např. 
CD3, CD4, CD8, CD16, CD19, CD21, CD56) 

CD10                   Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen / Neprilysin (marker zralosti 
neutrofilů, snižuje se se stárnutím nebo senescencí) 

CD11b (Mac-1 integrin, αMβ2) – adhezní molekula a receptor pro komplement, marker 
aktivace neutrofilů 

CD16 (FcγRIII)    Fc gamma receptor III (marker maturace a aktivace neutrofilů) 

CD21low subpopulace B-lymfocytů s nízkou expresí CD21 

CD21norm subpopulace B-lymfocytů s normální expresí CD21 

CD25 Interleukin-2 Receptor alpha chain (IL-2Rα; receptorová podjednotka pro IL-2, marker 
aktivace i regulačních T buněk) 

CD28 kostimulační receptor T-lymfocytů, jeho ztráta je znakem imunosenescence 

CD40  kostimulační receptor na B-lymfocytech, klíčový pro jejich aktivaci a diferenciaci 

CD40L CD40 Ligand (ligand pro CD40, exprimovaný aktivovanými T-lymfocyty) 

CD45RA  izoforma tyrosinfosfatázy CD45, typická pro naivní T-lymfocyty 

CD45RO  izoforma tyrosinfosfatázy CD45, typická pro paměťové T-lymfocyty 
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CD57                                 marker pozdní diferenciace a senescence T-lymfocytů 

CD62L                               L-selectin (adhesní molekula, spojená s homingem naivních T-lymfocytů do 
lymfatických uzlin) 

CD66b   marker degranulace neutrofilů 

CK                                     Creatine Kinase (enzym, marker poškození svalů a rabdomyolýzy) 

CMV                                 Cytomegalovirus 

CR2                                   Complement Receptor 2 (alternativní označení pro CD21) 

CR3             Complement Receptor 3 (v textu označen jako další receptor spolu s CD21i) 

CVID             Common Variable Immunodeficiency (běžný variabilní imunodeficit) 

CXCL-10 / IP-10  C-X-C motif chemokine ligand 10 / Interferon gamma-induced Protein 10    
(chemokin indukovaný IFN-γ, chemoatraktant T buněk) 

DNT            Double Negative T cells (dvojitě negativní T-lymfocyty, CD4⁻CD8⁻) 

Eotaxin (CCL11)            chemokin z rodiny C-C, přitahující eosinofily 

EUROclass  mezinárodní klasifikační studie pacientů s CVID, založená na   
imunofenotypizaci B-   lymfocytů 

Fmlf            N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine  

FOI             Follicular I B cells (folikulární B buňky typu I)  

FOII             Follicular II B cells (folikulární B buňky typu II)  

FOXP3            Forkhead box P3 (transkripční faktor, hlavní marker Treg buněk) 

G-CSF             Granulocyte Colony-Stimulating Factor (cytokin stimulující granulopoézu) 

gMDSC granulocytic Myeloid-Derived Suppressor Cells (granulocytární myeloidně  
odvozené supresorové buňky) 

HIV               Human Immunodeficiency Virus (virus lidské imunodeficience) 

HLA-DR                            Human Leukocyte Antigen – DR isotype (MHC II molekula) 

IFN-γ             Interferon gamma  

IgA            Immunoglobulin  třídy A  

IgD            Imunoglobulin třídy D 

IgG            Imunoglobulin třídy G 

IgG2             podtřída Imunoglobulinu G2 

IgG4             podtřída Imunoglobulinu G4 

IgM             Imunoglobulin třídy M) 

Igα / Igβ             Immunoglobulin alpha / beta chains (signální podjednotky asociované s BCR) 
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IL-1                      Interleukin 10  

IL-12 (p40)         Interleukin 12 subunit p40 (podjednotka heterodimerického cytokinu IL-12) 

IL-1R                    Interleukin 1 Receptor  

IL-6               Interleukin 6  

iLDN               immature Low-Density Neutrophils (nezralé nízkodenzitní neutrofily) 

ISS                Injury Severity Score (skóre závažnosti poranění na základě anatomických kritérií) 

IVIg               Intravenous Immunoglobulin (intravenózní imunoglobulin) 

LDN                Low-Density Neutrophils (nízkodenzitní neutrofily, přítomné ve frakci PBMC) 

LPS               Lipopolysaccharide (endotoxin gramnegativních bakterií, aktivátor TLR4) 

MDSC               Myeloid-Derived Suppressor Cells (myeloidní supresorové buňky)  

mLDN               mature Low-Density Neutrophils (zralé nízkodenzitní neutrofily) 

MPO                Myeloperoxidase (enzym neutrofilních granulí) 

MyD88                Myeloid Differentiation Primary Response 88 (adaptorová molekula v signalizaci TLR 
a IL-1R) 

NAD⁺                Nicotinamide Adenine Dinucleotide  

NGAL               Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin  

NK               Natural Killer (přirozený zabíječ, NK buňky) 

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells (mononukleární buňky periferní krve, obsahují 
lymfocyty a monocyty) 

PD-1                Programmed Death 1 (inhibiční receptor T buněk) 

PD-L1                Programmed Death-Ligand 1 (inhibiční molekula, ligand receptoru PD-1) 

r  Pearsonův korelační koeficient (statistická míra lineární závislosti mezi dvěma 
proměnným) 

PMA                Phorbol Myristate Acetate  

RA               Rheumatoid Arthritis (revmatoidní artritida) 

ROS               Reactive Oxygen Species (reaktivní formy kyslíku) 

sCD14                soluble CD14 (solubilní forma CD14) 

sCD25                soluble CD25 (solubilní IL-2 receptor α) 

SCID                Severe Combined Immunodeficiency (těžký kombinovaný imunodeficit) 

SHM                Somatic Hypermutation (somatická hypermutace) 

sIgAD               Selective Immunoglobulin A Deficiency (selektivní deficit IgA) 

SIRS  Systemic Inflammatory Response Syndrome (syndrom systémové zánětlivé odpovědi) 
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SLE              Systemic Lupus Erythematosus (systémový lupus erythematodes) 

smB             switched memory B cells (izotypově přepnuté paměťové B-lymfocyty) 

Tc             T cytotoxic (cytotoxické T-lymfocyty, CD3⁺CD8⁺) 

TCR             T Cell Receptor (T-buněčný receptor) 

Tfh             T follicular helper cells (folikulární pomocné T-lymfocyty,) 

Th             T helper cells (pomocné T-lymfocyty, CD3⁺CD4⁺) 

Th1              T helper 1 cells (podskupina pomocných T-lymfocytů produkujících IFN-γ) 

Th17                  T helper 17 cells (podskupina pomocných T-lymfocytů produkujících IL-17) 

TLR4              Toll-Like Receptor 4 (receptor rozpoznávající LPS) 

TLR7              Toll-Like Receptor 7 (receptor rozpoznávající jednovláknovou RNA) 

TNF-α             Tumor Necrosis Factor alpha  

TP1              Time Point 1 (časový bod odběru vzorků pacientů s traumatem, při přijetí) 

TP2  Time Point 2 (časový bod odběru vzorků pacientů s traumatem, 5.–7. den po   
traumatu) 

Treg              Regulatory T cells (regulační T-lymfocyty) 

TRISS  Trauma and Injury Severity Score (kombinované skóre pro predikci přežití po       
traumatu) 

Trhi transitional B cells high (subpopulace se zvýšeným zastoupením tranzientních B-
lymfocytů, >9 %) 

Trnorm transitional B cells normal (subpopulace s normálním zastoupením tranzientních B-
lymfocytů) 
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2 Úvod 
 

2.1 Vrozené poruchy imunity a průtoková cytometrie 
 

Vrozené poruchy imunity představují dědičné poruchy různých složek imunitního systému, které se 
obvykle klinicky manifestují opakovanými, často závažnými nebo život ohrožujícími infekcemi. U řady 
pacientů se dále objevují autoimunitní projevy nebo zvýšená náchylnost k rozvoji malignit (Leonardi et 
al., 2020). V posledních dvou dekádách došlo k výraznému rozšíření klinického spektra vrozených 
poruch imunity i k identifikaci genetického základu většiny z nich. V závislosti na konkrétním 
genetickém defektu může být určitá část imunitního systému zcela chybějící, snížená, nebo funkčně 
narušená. Přibližně 60-65 % pacientů má postižení lymfoidní linie zahrnující B- a/nebo T-lymfocyty, 
často v kombinaci s dalšími buněčnými typy.1,2 

Včasná a přesná diagnostika vrozených poruch imunity je zásadní pro nasměrování pacientů do 
specializovaných center, zahájení cílené terapie a poskytování genetického poradenství pacientům i 
jejich rodinám. Diagnostický proces bývá náročný a vyžaduje komplexní imunologické vyšetření včetně 
identifikace genetických příčin. V tomto ohledu se průtoková cytometrie stala klíčovým nástrojem: 
umožňuje detailní imunofenotypizaci, analýzu povrchových markerů i funkčních vlastností leukocytů, 
což napomáhá rozpoznání specifických defektů leukocytů a pochopení klinické heterogenity 
onemocnění. Flowcytometrické výsledky navíc často směřují další funkční testování a genetickou 
analýzu, čímž významně přispívají k diagnostice, rozhodování o terapii a sledování její účinnosti, včetně 
funkční validace nově identifikovaných genetických defektů. 

Vývoj průtokové cytometrie v posledních desetiletích umožnil posun od základního diagnostického 
screeningu k detailnějšímu hodnocení imunitních buněk. Původně se vycházelo z kvantifikace B-, T- a 
NK buněk pomocí kombinace monoklonálních protilátek značených dvěma fluorochromy. K rozlišení 
hlavních populací se využívaly zejména následující kombinace: CD3 a CD19 pro stanovení T- a B-
lymfocytů, CD3 a CD16/CD56 pro odlišení T-lymfocytů od NK buněk, CD3 a CD4 pro identifikaci 
pomocných Th lymfocytů, a CD3 spolu s  CD8 pro určení cytotoxických Tc lymfocytů. Stanovení těchto 
populací bylo využito ke klasifikaci těžkého kombinovaného imunodeficitu SCID, či diagnostického 
screeningu vrozené agamaglobulinémie, založený pouze na stanovení koncentrace imunoglobulinů a 
následném vyšetření počtu B lymfocytů, přes klasifikaci běžné variabilní imunodeficience (CVID) podle 
podílu transientních, naivních, izotypově přesmyknutých a CD21low B-lymfocytů umožněnou 5-ti 
barvenou průtokovou cytometrií, až po deseti či více barevné panely používané při podrobné typizaci 
subpopulaci T- či B-lymfocytů u kombinovaných imunodeficitů. V dnešní době cytometrické protokoly 
umožňují detailní stanovení lymfocytárních subpopulací zároveň s funkčními vlastnostmi těchto 
buněk, jako je produkce cytokinů, proliferace či exprese aktivačních markerů. 

Tak jako mnoho jiných center, i naše pracoviště v průběhu doby postupně vyvinulo a používá některé 
vlastní vícebarevné průtokové cytometrické panely protilátek pro diagnostiku a klasifikaci vrozených 
poruch imunity. Existence mezinárodních studií byly často směřovány na panely protilátek pro 
identifikaci závažných defektů v B a T lymfocytech, NK-buňkách a/nebo diagnostický screening 
specifické dědičné poruchy či specifické podskupiny poruch. Příkladem může být klasifikace CVID na 
základě počtu jednotlivých populací B-lymfocytů,3,4 nebo kvantifikace CD4-CD8- (dvojitě negativních - 
DNT) TCRαβ+ T-lymfocytů pro screening autoimunitního lymfoproliferativního syndromu (ALPS).5  
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Výzkum na našem pracovišti je dlouhodobě zaměřen na studium imunologických mechanismů 
spojených s vrozenými poruchami imunity, zejména humorálními imunodeficiencemi a to na pacienty 
s běžnou variabilní imunodeficiencí (CVID) a selektivním deficitem IgA (sIgAD). Spolu s vývojem 
průtokové cytometrie se náš odborný zájem postupně vyvíjel od detailní fenotypizaci B-lymfocytárních 
subpopulací, přes charakterizaci T-lymfocytárních abnormalit, až k analýze funkčních a regulačních 
aspektů vrozené imunity – konkrétně neutrofilních granulocytů – v kontextu imunodysregulace 
a zánětlivých stavů. 

3 Deficit IgA a CVID 
 

3.1 Deficit IgA 
Z humorálních vrozených poruch imunity se nejčastěji vykytuje selektivní deficit IgA (SIgAD), jehož 
výskyt se u bělošské populace se pohybuje mezi 1 : 300 až 1 : 1200.6 Genetická příčina onemocnění u 
těchto pacientů dosud nebyla přesně identifikována. Klinicky se může projevit častějšími infekcemi, 
alergiemi a autoimunitními chorobami. Zvýšený výskyt autoimunitních onemocnění a infekcí je 
zaznamenán zejména u pacientů se SIgAD, u nichž byly popsány změny ve fenotypu B-lymfocytárních 
paměťových subpopulací.7 

Vývoj onemocnění u pacientů s deficitem IgA je velmi heterogenní — někteří pacienti jsou zcela bez 
příznaků, zatímco u jiných může dojít k progresi do závažnější formy známé jako běžný variabilní 
imunodeficit.8 Často se také objevuje kombinace deficitu IgA s deficitem podtříd IgG, zejména IgG2 
a IgG4.9  

3.2 Běžný variabilní imunodeficit – Common Variable Immunodefciency 
(CVID) 

CVID je charakterizován nízkými hladinami IgG a IgA, a/nebo IgM v séru. Může se vyvinout z dříve 
diagnostikovaného deficitu IgA, jak už bylo popsáno výše, ale častěji vzniká samostatně, bez předchozí 
známky imunodeficitu.10 Nejčastěji se manifestuje ve druhé až třetí dekádě života, nicméně může být 
diagnostikován již v dětství nebo až ve vyšším věku. Prevalence CVID se v bělošské populaci pohybuje 
mezi 1 : 10 000 až 1 : 50 000.11 Příčiny onemocnění zůstávají stále nejasné, s výjimkou několika 
geneticky definovaných případů. S ohledem na heterogenitu pacientů s CVID se liší i klinický průběh 
a laboratorní nálezy. U některých pacientů se vyskytují lymfoproliferativní, granulomatózní 
a autoimunitní onemocnění, což naznačuje odlišné klinické podskupiny v rámci této diagnózy.12 
Laboratorně u pacientů nacházíme kromě hypogamaglobulinémie, časté změny ve složení a funkci 
leukocytů, především T- a B-lymfocytů.  
 

4  B-lymfocyty 
 

4.1 Vývojová stádia B-lymfocytů v periferní krvi 
 
Chybění imunoglobulinů je u pacientů s CVID dáno chybou v diferenciaci B-lymfocytů a projevuje se 
sníženým počtem dlouhodobě žijících plazmatických buněk – konečného vývojového stádia  
B-lymfocytů a dále snížením počtu paměťových B-lymfocytů.  
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Vývoj B buněk v kostní dřeni probíhá v přesně regulovaných krocích, řízených expresí a funkcí receptoru 
B buněk (BCR). Pro uvolnění B-lymfocytů do periferní krve je nezbytné úspěšné postupné přeskupení 
těžkého a později lehkého řetězce do podoby funkčního BCR, schopného rozpoznat antigen.13 Z kostní 
dřeně migrují B buňky ve stadiu tzv. přechodných (transientních) B-lymfocytů, které již exprimují 
funkční BCR asociovaný s heterodimerem Igα–Igβ. Transientní B-lymfocyty představují mezistupeň 
mezi nezralými a zralými naivními B-lymfocyty a nacházejí se jak v kostní dřeni, tak v periferní krvi. Po 
opuštění kostní dřeně, kdy transientní B-lymfocyty jako BCR exprimují IgM, pokračují v maturaci ve 
slezině a dalších sekundárních lymfatických orgánech, kde zvyšují expresi IgD i CD21 a dozrávají do 
naivních B-lymfocytů.14 Transientní B buňky představují nejhojnější populaci u novorozenců, avšak 
jejich zastoupení se s věkem snižuje a v dospělosti tvoří přibližně 3 % z celkové populace B-lymfocytů.15 

 
Zralé cirkulující B-lymfocyty zahrnují naivní B buňky, které se dosud nesetkaly s antigenem, B-lymfocyty 
marginální zóny, izotypově přepnuté paměťové B-lymfocyty a plazmablasty. Naivní B-lymfocyty 
představují nejpočetnější populaci B-lymfocytů v periferní krvi. Osídlují primární lymfoidní folikuly 
v lymfatických uzlinách a slezině. Pokud se zde setkají se svým specifickým antigenem, který se naváže 
na jejich BCR, začíná další fáze jejich vývoje v zárodečných centrech. Antigenem aktivované naivní 
B buňky proliferují, vytvářejí primární folikul, později pak germinální centra, kde je spuštěna mutace 
genů imunoglobulinů tzv. somatické hypermutace (SHM) a z nově vznikajících mutovaných buněk jsou 
selektovány takové, jež mají vysokou afinitu k danému antigenu, neboť pouze vysoce afinitní B buňky 
se stávají buď paměťovými B-lymfocyty, nebo plazmatickými buňkami.16 
B-lymfocyty marginální zóny představují heterogenní populaci složenou z vrozených (přirozených) 
paměťových B buněk a IgM paměťových B-lymfocytů, které již byly aktivovány a prošly v germinálních 
centrech somatickou hypermutací. Vrozené paměťové B buňky17,18 se vyvíjejí bez účasti germinálních 
center a T buněk. Podílejí se na extrafolikulárních T-nezávislých odpovědích a produkují přirozené 
protilátky. I tyto buňky však mohou být sekundárně remodelovány v germinálních centrech a podílet 
se na adaptivní imunitní odpovědi.19 IgM paměťové B-lymfocyty působí jako první obranná linie proti 
infekcím. Díky svému původu, funkci a lokalizaci ve slezině jsou IgM paměťové B buňky považovány za 
lidský ekvivalent myších B-lymfocytů marginální zóny či B-1 buněk. Bylo prokázáno, že paměťové 
B buňky, ať již IgM či izotypově přepnuté, jsou uloženy především ve slezině, následkem čehož je 
populace IgM paměťových B buněk  výrazně redukována u asplenických pacientů.20  
B buněčná odpověď představuje klíčový prvek obrany proti širokému spektru patogenů. Aktivace B-
lymfocytů antigenem (Ag) probíhá ve dvou hlavních formách: odpovědi závislé na T buňkách, které 
tvoří přibližně 80 % celkové B buněčné odpovědi, a odpovědi nezávislé na T buňkách, podílející se na 
celkové B buněčné odpovědi zhruba 20 %.21,22 V T-dependentních reakcích jsou B-lymfocyty aktivovány 
kombinací rozpoznání specifického antigenu a interakce CD40 na jejich povrchu s CD40 ligandem 
exprimovaným folikulárními T-lymfocyty v lymfoidních tkáních.23 Následná aktivace, modulovaná 
aktuálním cytokinovým prostředím, otevírá B buňkám několik diferenciačních drah. Mohou se 
přeměnit na krátce žijící plazmatické buňky produkující protilátky v časné fázi infekce, nebo vstoupit 
do zárodečného centra, kde podstupují klonální expanzi, somatickou hypermutaci a izotypový 
přesmyk. Výsledkem je vznik dlouze žijící plazmatických buněk, které přetrvávají zejména v kostní 
dřeni. Další možností je vznik izotypově přepnutých paměťových B-lymfocytů s dlouhou životností, 
přítomných v periferní krvi, lymfatických orgánech i kostní dřeni.24 Tyto izotypově přepnuté paměťové 
B-lymfocyty jsou při opětovném setkání se svým specifickým Ag schopny rychlé aktivace a následné 
diferenciace do stádia dlouhodobě žijících plazmatických buněk. Tento proces znovu probíhá za již výše 
popsané pomoci folikulárních T-lymfocytů, kdy po aktivaci paměťové B-lymfocyty v germinálním 
centru mohou znovu podstoupit SHM zajišťující další zvýšení specificity nově vzniklých protilátek a 
může také docházet k dalšímu izotypovému přesmyku.25 Plazmablasty představují prekurzory 
plazmatických buněk a tvoří přibližně 3–5 % CD19-pozitivních B-lymfocytů v periferní krvi zdravých 



14 
 

dospělých. Jsou to proliferující buňky, které díky nepřetržité sekreci protilátek již zajišťují ochrannou 
imunitu. Následně dozrávají v dlouhověké či krátce žijící plazmatické buňky, jež představují terminálně 
diferencované efektorové buňky linie B-lymfocytů.22  
V současné diagnostické praxi se u pacientů s podezřením na imunodeficit v B-lymfocytární linii rutinně 
hodnotí zastoupení tranzientních, naivních a paměťových B-lymfocytů včetně buněk marginální zóny, 
dále populace CD21low B-lymfocytů a plazmablastů.  
U jednotlivých pacientů s CVID se nálezy analyzující B-lymfocytární subpopulace liší: u některých 
pacientů nacházíme chybění plazmablastů včetně paměťových forem B-lymfocytů, zatímco jiní pacienti 
mají počet paměťových B-lymfocytů v nezměněn a chybí jim nebo mají silně snížené počty 
plasmablastů.26 
U některých pacientů s CVID byly nalezeny zvýšené počty CD21low B-lymfocytů.27 Znak CD21, známý 
také jako CR3 receptor, funguje jako kostimulační receptor BCR. Starší literatura uvádí, že vazba 
antigenu opsonizovaného C3d složkou komplementu současně na BCR a CD21 vede k zesílení aktivace 
B-lymfocytu.28 To se však ukázalo platné pouze u myší: Autoři Kovacz et al., studovali vliv shlukování 
BCR a CR2 na uvolnění intracelulárního volného Ca2+ a expresi časného aktivačního markeru CD69, 
uvolňování cytokinů, proliferaci a produkci protilátek lidskými B lymfocyty a zjistili, že při společném 
zapojení CR3 a BCR na lidských B-lymfocytech se zvyšuje odpověď Ca2+, zatímco expreseCD69, 
produkce cytokinů, proliferace a produkce protilátek jsou inhibovány.29  Pro populaci CD21low B-
lymfocytů je typická nejen nízká exprese CD21, ale také snížená exprese CD38.3 CD38, receptor a enzym 
přítomný na povrchu B-lymfocytů i dalších imunitních buněk, se podílí na buněčné signalizaci, adhezi, 
metabolismu NAD+ a regulaci intracelulárních hladin vápníku. Jeho exprese se mění během vývoje B-
lymfocytu a roste při jeho aktivaci.30  
U zdravých dospělých je zastoupení CD21low B buněk nízké, avšak expanze této populace byla 
zaznamenána u řady autoimunitních onemocnění, včetně systémového lupusu erythematodes (SLE), 
revmatoidní artritidy (RA) či primárního Sjögrenova syndromu. Zvýšený výskyt byl popsán 
i u chronických infekcí, jako je HIV, malárie či infekce cytomegalovirem (CMV), kde bývá spojen 
s nárůstem patogenně specifických B buněk. Zatímco expanze autoantigenně specifických CD21low 
B buněk u autoimunitních onemocnění naznačuje jejich přímý podíl na patogenezi autoimunity, jejich 
zvýšené zastoupení při infekčních chorobách odráží zapojení do fyziologických imunitních odpovědí 
proti určitým patogenům.31 Jakou roli hrají CD21low B-lymfocyty u pacientů s CVID nebylo objasněno. 

5 Klasifikace pacientů s CVID  
 

Vzhledem k výrazné klinické a imunologické heterogenitě pacientů s CVID bylo nutné vytvořit 
klasifikační systémy, které by umožnily jejich stratifikaci do homogennějších podskupin. Již v 90. letech 
byla publikována klasifikace dle Bryantové,32 která rozdělovala pacienty podle schopnosti tvorby 
protilátek po stimulaci B buněk. Kvůli nízké mezi-laboratorní reprodukovatelnosti však tato metoda 
nenašla širší uplatnění.  

5.1 B-lymfocytární klasifikace CVID 
 

5.1.1 Freiburská klasifikace 

Výraznější průlom v klasifikaci pacientů s CVID přinesl pokrok v průtokové cytometrii, který umožnil 
detailní analýzu vývojových stadií B-lymfocytů. V roce 2002 byla vytvořena tzv. Freiburská klasifikace, 
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která rozděluje pacienty na základě procentuálního zastoupení izotypově přesmyknutých paměťových 
B-lymfocytů (tzv. switched memory B cells, smB: IgD+IgM+CD27-) a CD21low B buněk.3  

Freiburská klasifikace definovala tři hlavní skupiny: 

Skupina I: nízké zastoupení izotypově přesmyknutých paměťových smB buněk (<2 %), dále děleno na 
Ia (CD21low >10 %) a Ib (CD21low ≤10 %), 

Skupina II: normální zastoupení smB buněk, 

Skupina III: celkové B-lymfocyty <1 %. 

Pacienti ze skupiny Ia vykazovali vyšší výskyt autoimunitních komplikací, splenomegalii a 
granulomatózních postižení. 

5.1.2 EUROclass 

Na Freiburskou klasifikaci navázala rozsáhlá evropská studie EUROclass,4 které se naše pracoviště 
aktivně účastnilo a jsme v ní uvedeni mezi spoluautory. 

 V rámci této studie jsme u pacientů s CVID hodnotili zastoupení izotypově přepnutých paměťových B-
lymfocytů (IgD⁻IgM-CD27⁺), naivních B-lymfocytů (IgD⁺CD27⁻), B buněk marginální zóny (IgD⁺CD27⁺), 
transientních B buněk (CD24++CD38++) a CD21low B-lymfocytů (CD21⁻CD38⁻). 

Na základě procentuálního zastoupení výše uvedených subpopulací B-lymfocytů byli pacienti s CVID v 
klasifikaci EUROclass nejprve rozděleni podle absolutního počtu B-lymfocytů na skupinu B⁻ s počtem 
B-lymfocytů <1 % a B⁺ s počtem B-lymfocytů ≥1 %). Skupina B- zahrnuje pacienty s zřejmě 
s nedokončeným vývojem B-lymfocytů v kostní dřeni, které nemohou přejít do periferie, nebo takové, 
u kterých byla zásoba zárodečných buněk pro B-lymfocyty vyčerpána. Skupina B⁺ byla dále dělena 
podle zastoupení izotypově přepnutých paměťových B buněk na smB⁻ (<2 %) a smB⁺ (≥2 %). V rámci 
skupiny smB⁻ byla rozlišena podskupina smB⁻Trhi, u které počet transientních B buněk přesahoval 9 % 
a která zahrnuje pacienty se závažnými defekty časné diferenciace B buněk, a podskupina smB⁻Trnorm s 
jejich normálním zastoupením. 

 V dalším kroku byli pacienti ze skupin smB⁺ i smB⁻ rozděleni podle podílu CD21low B-buněk na 
podskupiny s jejich vysokým (CD21low>10%) nebo normálním zastoupením CD21low B-buněk (CD21norm). 
Tím vznikly skupiny jako smB⁺CD21low, smB⁺CD21norm, smB⁻CD21low a smB⁻CD21norm. 

Do studie bylo zařazeno spolu s našimi pacienty celkem 303 CVID pacientů z celé Evropy a výsledná 
klasifikace korelovala s některými klinickými ukazately tj., například pacienti skupiny smB⁻Trhi častěji 
trpěli lymfadenopatií, zatímco zvýšený počet CD21low B-lymfocytů byl spojen s vyšším výskytem 
splenomegalie a granulomatózních lézí, viz článek The EUROclass trial: defining subgroups in common 
variable immunodeficiency.
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6 Původní práce autorky 
 

6.1 Podrobná charakteristika B-lymfocytárních populací pacientů s CVID 

V letech 2005–2010 došlo k výraznému rozvoji průtokové cytometrie a příchodu přístrojů schopných 
měřit až 10 parametrů současně. Tuto technologii jsme využili k podrobnější charakterizaci B-lymfocytů 
u pacientů s CVID. Vytvořili jsme sedmibarevný panel zahrnující CD19, IgD, IgM, CD21, CD24, CD27 a 
CD38, který umožňoval v jediné zkumavce analyzovat všechny hlavní B-lymfocytární subpopulace: 
naivní, paměťové (IgM⁺CD27⁺, IgM⁻CD27⁺), transientní (CD24++CD38++), plazmatické 
(CD27++CD38++CD21⁻) i CD21low buňky (CD21⁻CD38⁻). 

Analýzou subpopulací B-lymfocytů jsme zjistili, že u pacientů s CVID byly CD21low buňky více zastoupeny 
mezi naivními IgM⁺CD27⁻ B-lymfocyty, zatímco u zdravých osob převažovaly mezi CD27⁺ paměťovými 
B buňkami. Naše výsledky byly v roce 2015 potvrzeny studií autorů K. Thorarinsdottir et al.,33 kteří 
ukázali, že CD21low B-lymfocyty tvoří přibližně 5 % B buněk zpravidla se vyskytujících v subpopulacích 
paměťových buněk u zdravých dospělých, ale nevyskytují se v pupečníkové krvi.33 Dále jsme popsali, 
že populace IgM⁺CD21low B-lymfocytů má zvýšenou expresi CD19 a je tvořena dvěma subpopulacemi 
s rozdílnou expresí znaku CD24: CD21lowCD24⁺ a CD21lowCD24⁻. Obě populace byly detekovány i u 
zdravých dárců, avšak v nižším zastoupení. Analýza jejich replikační historie ukázala, že obě tyto 
subpopulace odpovídají spíše paměťovým buňkám. CD21lowCD24⁻ buňky, přestože jsou CD27⁻, nesou 
znaky opakovaného buněčného dělení v porovnání se zdravými kontrolami. CD21lowCD24⁻ B-buňky 
jsou méně stimulovatelné než CD21lowCD24⁺ buňky, které reagují na TLR7 stimulaci podobně jako 
zdravé CD27⁺ paměťové B-lymfocyty, což bylo později také potvrzeno studií Thorarinsdottir et al.34 

U naivních B-lymfocytů jsme popsali dvě subpopulace: FOI buňky s nižší expresí IgM a CD24 v porovnání 
s FOII B-lymfocyty s vyšší expresí IgM a CD24 v porovnání s FOI buňkami analogicky ke studiím na 
myších,35 u kterých FOI buňky dávají vznik izotypově přepnutým paměťovým buňkám a FOII buňky B-
lymfocytům marginální zóny.  Naše výsledky ukázaly, že pacienti se se zvýšeným výskytem CD21low B-
lymfocytů měli vyšší zastoupení FOII buněk. Dále jsme zjistili, že FOII B-lymfocyty měly u pacientů s 
CVID vyšší replikační aktivitu než u zdravých kontrol. Podobně jako u myší i námi zkoumané lidské FOI 
B-lymfocyty reagovaly na stimulaci BCR, zatímco FOII B-buňky vykazovaly vyšší aktivaci po stimulaci 
TLR7. 

Zvýšené zastoupení FOII buněk u pacientů CVID může být výsledkem snahy imunitního systému o 
náhradu chybějících paměťových B-buněk. To je v souhlasu s výsledky studie Pillai et al., kde bylo 
prokázáno, že buňky s vyšší expresí IgM mají lepší stimulační odpověď a vyšší schopnost diferenciace 
do plasmatických buněk.36  

Naše výsledky publikované v článku: Characterization of lymphocyte subsets in patients with common 
variable immunodeficiency reveals subsets of naive human B cells marked by CD24 expression, byly 
potvrzeny i dalším výzkumem, neboť novější studie u myší ukázaly přednostní diferenciaci FOII buněk 
do CD21low B buněk charakteristických pro autoimunitní stavy.37,38 To je způsobeno tím, že  IgM-BCR 
častěji rozpoznává autoantigeny než IgD-BCR. CD21low B buňky jsou u pacientů s autoimunitními 
chorobami někdy popisovány jako izotypově přepnuté preplasmablasty, které jsou po stimulaci 
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schopny produkovat protilátky.34 U pacientů s CVID však z důvodu poruchy diferenciace a produkce 
imunoglobulinů zůstává tato odpověď nedokončena. 

 

 Characterization of lymphocyte subsets in patients with common variable immunodeficiency reveals 
subsets of naive human B cells marked by CD24 expression. Vlková M, Fronková E, Kanderová V, Janda 
A, Ruzicková S, Litzman J, Sedivá A, Kalina T. J Immunol. 2010 Dec 1;185(11):6431-8. Epub 2010 Nov 1. 
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doi: 10.4049/jimmunol.0903876.
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6.2 Profilování dat polychromatické průtokové cytometrie na B-lymfocytech 
odhaluje skupiny pacientů s běžnou variabilní imunodeficiencí 

Vzhledem k rostoucímu počtu měřených parametrů v průtokové cytometrii se ukázalo, že manuální 
gatování, tedy vymezení buněčných populací na základě jejich fenotypu, je časově náročné a částečně 
subjektivní. Tato omezení vedla k vývoji metod automatizovaného vyhodnocení dat. Pro dosažení 
objektivních a reprodukovatelných výsledků je však nezbytné zajistit konzistenci měření pomocí 
vnitřních standardů, jednotné přípravy vzorků a používání stejných protilátek. 

V rámci naší studie jsme využili metodu „probability binning“ k analýze šestibarevného cytometrického 
panelu B-lymfocytárních subpopulací u pacientů s CVID a zdravých kontrol. Tato metoda rozdělila naše 
naměřená data o B-lymfocytech do 1024 binů, přičemž každý bin představoval specifickou oblast v 
šestirozměrném parametrovém prostoru. Takto vzniklé mapy buněčných populací jednotlivých vzorků 
byly následně porovnávány pomocí Pearsonova korelačního koeficientu a klasifikovány do skupin 
podle podobnosti. 

Analýza vedla k rozdělení našeho souboru do 12 klastrů. Šest klastrů bylo tvořeno převážně zdravými 
kontrolami, zatímco tři specifické klastry sdružovaly pacienty s CVID podle EUROclass klasifikace: smB⁻ 
CD21low, smB⁻CD21norm a smB⁺CD21low. Zbylé klastry byly smíšené. Tato metoda nám umožnila 
identifikovat parametry, které nejvíce přispívaly k odlišnosti mezi jednotlivými klastry, a tím i specifické 
subpopulace, v nichž byly pozorovány významné rozdíly. 

Výsledky jsme následně ověřili manuálním gatováním, které potvrdilo správnost automatizovaného 
přístupu. Tím jsme prokázali použitelnost této metody pro efektivní a objektivní vyhodnocování 
rozsáhlých a složitých cytometrických dat, a zároveň validovali klasifikace pacientů podle systému 
EUROclass.4 

Multiparametrová průtoková cytometrie významně rozšiřuje možnosti analýzy zastoupení 
leukocytárních populací, funkčních profilů i vzorců imunitní odpovědi. Lze očekávat, že její využití se 
stane klíčovým při definování korelátů ochrany účinnosti vakcín i při monitorování imunitního systému, 
včetně imunoterapie u onemocnění, jako je například HIV. Podobný význam nabývá průtoková 
cytometrie také v diagnostice hematologických malignit, kde se pro detailnější charakterizaci 
nádorových buněk kombinuje stále větší počet markerů. Do budoucna lze předpokládat, že 
víceparametrové cytometrické testy se stanou standardem při screeningu širokého spektra 
imunologických onemocnění. S tímto vývojem však roste i potřeba rychlých a intuitivních analytických 
metod, které překračují rámec jednoduchého hodnocení pozitivních či negativních výsledků. Moderní 
aplikace průtokové cytometrie vyžadují schopnost rychle extrapolovat informace, a proto by cílem 
automatizovaných analytických nástrojů měla být identifikace podobností i rozdílů mezi vzorky. 
Algoritmy sice nemohou plně nahradit odbornost zkušeného operátora, zejména při detekci 
specifických subpopulací, avšak jejich využití v kombinaci s odbornou interpretací a standardizací 
přístrojů nepochybně povede k dalšímu prohloubení znalostí v oblasti základního i translačního 
výzkumu. 
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Profiling of polychromatic flow cytometry data on B-cells reveals patients' clusters in common variable 
immunodeficiency. Kalina T, Stuchlý J, Janda A, Hrusák O, Růzicková S, Sedivá A, Litzman J, Vlková M. 
Cytometry A. 2009 Nov;75(11):902-9. doi: 10.1002/cyto.a.20801. 

Vlková: zpracování vzorků krve pacientů i kontrol, manuální gatovaní a vyhodnocení cytometrických 
dat, psaní publikace. 
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7 Změny v T-lymfocytárních populacích pacientů 
s CVID 

 

Jak už bylo uvedeno výše, primárním znakem pacientů s CVID je snížená sekrece imunoglobulinů 
zapříčiněná selháním funkcí B-lymfocytů, nicméně byla popsána i řada abnormalit v zastoupení a funkci 
T-lymfocytů, včetně redukce naivních CD4 T-lymfocytů, snížené proliferační a cytokinové odpovědi na 
mitogeny, redukovaný počet T-regulačních buněk u vybraných pacientů.39 Další výzkumy ukázaly, že 
změny v zastoupení B buněk, popisované ve Freiburské i EUROclass klasifikaci souvisejí s již dříve 
popisovanými změnami v zastoupení T-lymfocytárních populací nalezených u pacientů s CVID, což také 
dokládá naše studie analyzující změny T-lymfocytů u pacientů s CVID rozdělených podle Freiburské 
klasifikace (viz 4.4.1).  

7.1 Věková závislost a vzájemné vztahy abnormalit T a B lymfocytů u 
pacientů s běžnou variabilní imunodeficiencí 

 

V této studii jsme pacienty rozdělili do skupin dle Freiburské klasifikace. Srovnání výsledků mezi 
jednotlivými skupinami ukázalo, že aktivace CD4⁺ T-lymfocytů byla výrazná zejména ve skupině Ia, což 
se projevilo zvýšením exprese CD29, HLA-DR a také se ukázal posun těchto buněk do paměťových a 
efektorových forem (zvýšení CD45RO, snížení CD27, CD62L, CD45RA). Naproti tomu změny pozorované 
u CD8⁺ T-lymfocytů (např. zvýšená exprese HLA-DR, CD57, CD38, CD27, CD28 a snížená exprese CD27, 
CD28) byly nezávislé na klasifikační skupině. 

Podrobnější analýza B-lymfocytů dále odhalila, že s věkem klesá zastoupení naivních B-buněk 
(IgM⁺CD27⁻), zaơmco stoupá počet B-buněk marginální zóny (IgM⁺CD27⁺). Rovněž u CD4+ T-lymfocytů 
jsme zaznamenali rychlejší snižování počtu naivních CD27⁺CD45RA⁺ a nárůst CD45RO⁺ paměťových T 
buněk s věkem vyšetřovaných pacientů ve srovnání se zdravými kontrolami. Exprese markerů CD27, 
CD45RA, CD45RO a HLA-DR na CD4⁺ T-lymfocytech korelovala nejen s věkem, ale i s podílem CD21low 
B-lymfocytů. Podobné změny T-lymfocytárních populací byly popsány u zdravých starších osob ve věku 
75–84 let.40,41  U pacientů jsme rovněž nalezli zvýšené zastoupení CD28⁻CD8⁺ T-lymfocytů, což je rovněž 
považováno za znak imunosenescence.42 Výsledky naší práce ukázaly, že změny v zastoupení 
subpopulací T- a B-lymfocytů nejsou u CVID pacientů neměnné, ale dynamicky se vyvíjejí s věkem. 

Age dependency and mutual relations in T and B lymphocyte abnormalities in common variable 
immunodeficiency patients. Vlková M, Thon V, Sárfyová M, Bláha L, Svobodník A, Lokaj J, Litzman J.  
Clin Exp Immunol. 2006 Feb;143(2):373-9. 
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Naše výsledky publikované v článku Age dependency and mutual relations in T and B lymphocyte 
abnormalities in common variable immunodeficiency patients potvrdila řada dalších nezávislých studií. 
Fenotypy T-lymfocytů byly zkoumány v řadě kohort CVID, přičemž redukce naivních CD4+ T lymfocytů 
byla nejkonzistentnějším výsledkem.43 Publikována byla také T-lymfocytární klasifikace CVID.44 V ní 
bylo navrženo rozdělení pacientů CVID podle počtu naivních CD4+ T-lymfocytů. Rozlišeny byly tři 
skupiny: (1) pacienti s výrazně sníženým počtem a vysokou aktivací naivních CD4+ T-lymfocytů, často 
se sklonem k apoptóze, změnám v TCR repertoáru, splenomegalií a závažnými komplikacemi; (2) 
pacienti s podobným, ale mírnějším profilem; (3) pacienti s normálním počtem naivních CD4+ T-
lymfocytů, ale se změnami v populaci CD8+ T-lymfocytů a mírnějším průběhem. Následné studie 
prokázaly silnou korelaci mezi počtem naivních CD4+ T-lymfocytů a klinickými projevy.45 Pacienti 
s autoimunitními cytopeniemi a orgánově specifickými autoimunitami mají nejnižší hladiny naivních 
CD4+ T-lymfocytů, následují pacienti s polyklonální lymfoproliferací.46 Studie zahrnující 238 pacientů 
prokázala, že podíl naivních CD4+ T-lymfocytů pod 10 % je citlivým indikátorem buněčné 
imunodeficience a je spojen s vyšším výskytem komplikací, včetně lymfomů a úmrtí.47,48 Dysfunkce T-
lymfocytů u pacientů s CVID a autoimunitními komplikacemi dokládá, že patogeneze tohoto 
onemocnění přesahuje poruchy B-buněčné imunity. Tito pacienti mají nižší celkový počet CD4⁺ i CD8⁺ 
T-lymfocytů než jedinci s CVID bez autoimunitních projevů,49 přičemž nízké počty CD8⁺ T buněk 
predikují vyšší riziko autoimunitních manifestací.43,50 Autoimunita je dále spojena s úbytkem naivních 
a nárůstem terminálně diferencovaných forem CD8⁺ T-lymfocytů. Typickým rysem je rovněž snížený 
počet regulačních T-buněk (Treg) se sníženou expresí FOXP3 a oslabenou supresivní funkcí.51–53 
U těchto pacientů byl také zaznamenán zvýšený počet prozánětlivých Th1 a folikulárních T-helper (Tfh) 
buněk, jejichž vyšší zastoupení v periferní krvi odpovídá expanzi zárodečných center.54,55 Vzhledem k 
tomu, že CVID je vždy provázen nízkými hladinami IgA, může být zvýšený počet Tfh reakcí částečně 
důsledkem endotoxemie způsobené mukózní deficiencí IgA a následnou mikrobiální translokací.56 U 
pacientů s autoimunitní formou CVID byla navíc popsána expanze Th17 lymfocytů.57,58 Tyto nálezy 
ukazují, že pro CVID s autoimunitními komplikacemi je charakteristická dysregulace T-lymfocytů, 
zejména úbytek Treg a nárůst efektorových a paměťových prozánětlivých subpopulací. 
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7.2 Srovnání změn T- a B-lymfocytárních populací u pacientů s CVID a se 
selektivním deficitem IgA (sIgAD) 

CVID a deficience IgA (IgAD) jsou považovány za různé fenotypové projevy podobného nebo 
souvisejícího genetického pozadí, o čemž svědčí jak popsané případy přechodu pacientů z IgAD do 
CVID, tak i výskyt rodin, u nichž se obě poruchy vyskytují současně.8,59 Z tohoto důvodu byl náš výzkum 
zaměřen také na analýzu T- a B-lymfocytárních populací u pacientů se sIgAD. Z našich výsledků 
vyplynulo, že u pacientů s IgA deficitem nebyly v B-buněčné populaci zjištěny významné změny 
v zastoupení naivních a paměťových subsetů, pouze mírné zvýšení počtu CD21low B-lymfocytů. U těchto 
pacientů jsme pozorovali u T-lymfocytů vzestup absolutního počtu CD8⁺ T-lymfocytů a relativní pokles 
CD4⁺ T buněk. Podrobnější analýza diferenciačních stadií T-lymfocytů podle exprese CD45RO a CD27 
nám ukázala, že u pacientů se sIgAD dochází ke snížení podílu naivních CD4⁺ T buněk a nárůstu pozdně 
diferencovaných paměťových buněk v populaci jak pomocných, tak cytotoxických T-lymfocytů. Tyto 
změny byly u CVID vyjádřeny výrazněji a statisticky významně a u pacientů s CVID jsme navíc 
zaznamenali pokles časně diferencovaných CD4⁺ T buněk a snížení podílu naivních CD8⁺ T buněk. 
I v jiných studiích byly potvrzeny naše výsledky: u pacientů s CVID byl opakovaně popsán zvýšený 
absolutní počet CD8⁺ cytotoxických T-lymfocytů a snížený počet CD4⁺ pomocných T buněk.43,44 

 U CD4⁺ T buněk jsme nalezli pokles exprese HLA-DR a nárůst CD25⁺ buněk, zatímco u CD8⁺ T buněk 
jsme zaznamenali sníženou expresi CD29. Snížená exprese CD29 může znamenat oslabenou schopnost 
aktivace CD8⁺ T buněk, neboť bylo publikováno, že CD29⁺ cytotoxické T-lymfocyty vykazují vyšší 
produkci IFN-γ, granzymu a perforinu než CD29⁻ buňky, což svědčí o jejich významé efektorové funkci 
(Nicolet et al., 2020). Nižší výskyt těchto buněk, který jsme nalezli  u pacientů se sIgAD by mohl souviset 
s vyšší aktivitou regulačních T buněk, což podporuje námi popsaný zvýšený počet CD4⁺CD25⁺ buněk, 
podobně jako publikovali Raziuddin et al.60 Vzhledem k tomu, že CD25 je exprimován i na aktivovaných 
T-lymfocytech, nebylo možné bez dalších markerů z našich výsledků jednoznačně odlišit regulační 
buňky. Absence zvýšené exprese HLA-DR na CD4⁺ T-lymfocytech však spíše naznačuje, že nejde 
o aktivované efektorové buňky. 

Úbytek CD4⁺ T-lymfocytů u pacientů s CVID tedy souvisí především se ztrátou naivních buněk, zatímco 
nárůst CD8⁺ T buněk odráží expanzi časně a pozdně diferencovaných efektorových populací. Tento 
posun T-lymfocytárních subsetů směrem k paměťovým a efektorovým formám podporuje hypotézu 
o předčasném stárnutí imunitního systému (immunosenescence) u pacientů s CVID. U pacientů se 
selektivním deficitem IgA jsou obdobné změny přítomny také, avšak v méně vyjádřené podobě. 

T and B lymphocyte subpopulations and activation/differentiation markers in patients with selective 
IgA deficiency. Litzman J, Vlková M, Pikulová Z, Stikarovská D, Lokaj J. Clin Exp Immunol. 2007 
Feb;147(2):249-54. 

Vlková: zpracování vzorků krve pacientů i kontrol, měření a vyhodnocení cytometrických dat, psaní 
publikace. 
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Terminally differentiated memory T cells are increased in patients with common variable 
immunodeficiency and selective IgA deficiency. Nechvatalova J, Pavlik T, Litzman J, Vlkova M. Cent Eur 
J Immunol. 2017;42(3):244-251 Cent Eur J Immunol. 2017;42(3):244-251 

Vlková: zpracování některých vzorků krve pacientů i kontrol, manuální gatovaní a vyhodnocení 
cytometrických dat, psaní publikace. 
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8 Funkční změny T- a B-lymfocytárních populací u 
pacientů s CVID 

U pacientů s CVID byly zaznamenány nejen změny v počtech T a B buněk, ale také významná dysfunkce 
těchto buněk. Zvýšené hladiny aktivačních markerů na CD4⁺ T-lymfocytech se projevují ve zvýšené 
produkci IFN-γ.61,62 U některých pacientů bylo navíc zjištěno zvýšení hladin TNF-α, přičemž oba tyto 
cytokiny jsou typické pro Th1 odpověď.63 V roce 2010 studie výzkumné skupiny profesorky Mauri et 
al.64 prokázala, že subpopulace CD19⁺CD24⁺⁺CD38⁺⁺ obsahuje nejvyšší podíl B-lymfocytů, které po 
stimulaci přes komplex CD40-CD40L produkují IL-10. Tyto buňky zároveň potlačují produkci Th1-
prozánětlivých cytokinů TNF-α a IFN-γ efektorovými CD4⁺ T-lymfocyty a byly označeny jako regulační 
B-lymfocyty (Breg). Vzhledem k popsaným odchylkám v diferenciaci a funkci B-lymfocytů a zvýšené Th1 
odpovědi u pacientů s CVID proto vyvstala otázka, zda se tato porucha neprojevuje také na úrovni Breg 
buněk. Tomu se věnovala naše studie, publikovaná v roce 2015 pod názvem: Regulatory B cells in CVID 
patients fail to suppress multifunctional IFN-γ+TNF-α+ CD4+ T cells differentiation.  

Naše výsledky ukázaly, že subpopulace B-reg (CD24hi CD38hi), charakterizovaná produkcí IL‑10, je 
u pacientů s CVID významně snížena ve schopnosti produkovat IL‑10, a to bez souvislosti s klinickými 
projevy či zařazením do EUROclass klasifikace.4  Metoda stanovení funkce Bregulačních lymfocytů je 
založena na stimulaci izolovaných PBMC anti-CD3 buněk s následnou aktivací PMA/ionomycinem. Při 
ní dochází k aktivaci T- a následně i B- lymfocytů. B-lymfocyty pacientů s CVID vytvářely standardní 
počet aktivovaných B buněk CD24hi CD38hi, ale jejich schopnost tvořit IL‑10 byla ve srovnání s kontrolní 
skupinou snížena. To vedlo k omezené schopnosti potlačit produkci IFN-γ a TNF‑α ze strany CD4+ T-
lymfocytů pacientů s CVID. Souvislost mezi nízkou IL‑10 produkcí a vyšší produkcí prozánětlivých 
cytokinů byla u pacientů potvrzena negativní korelací mezi procentem CD24hi CD38hi B-lymfocytů a IFN-
γ+TNF‑α+CD4+ T-buňkami. To naznačuje poruchu už ve fázi vývoje B-regulačních lymfocytů, což může 
přispívat k jejich snížené schopnosti diferenciace do plazmatických buněk a tím také do tvorby 
imunoglobulinů, ale také jako regulační buňky tlumit diferenciaci prozánětlivých efektorových CD4⁺ T 
lymfocytů. 

Regulatory B cells in CVID patients fail to suppress multifunctional IFN-gamma+TNF-alpha(+)CD4(+) T 
cells differentiation. Vlkova M, Ticha O, Nechvatalova J, Kalina T, Litzman J, Mauri C, Blair PA. Clin 
Immunol. 2015 Oct;160(2):292-300.doi: 10.1016/j.clim.2015.06.013. 
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9 Neutrofilní dysregulace u CVID: od supresivních 
funkcí po biomarkery aktivace 

9.1 Suprese T-lymfocytů zprostředkovaná neutrofily a granulocytárními 
myeloidními supresorovými buňkami u pacientů s CVID 

 

Zatímco B- a T-lymfocytární poruchy představují klíčový rys běžné variabilní imunodeficience (CVID), 
imunodysregulace u těchto pacientů často přesahuje rámec adaptivní imunity. Výrazné autoimunitní 
projevy, lymfoproliferace či granulomatózní záněty svědčí o hlubokém narušení rovnováhy mezi 
efektorovými a regulačními mechanismy, do nichž se zapojují i složky vrozené imunity.65  

Pacienti s CVID vykazují známky chronické imunitní aktivace, která není výhradně spojena s přítomností 
infekce nebo endotoxemie.66,67 Studie zaměřené na sérový cytokinový profil prokázaly výrazné změny 
v cirkulujících pro- i protizánětlivých mediátorech, včetně zvýšených hladin IL-6, TNF-α a dalších 
cytokinů spojených s aktivací monocytů a T- lymfocytů.68 Zároveň byly u těchto pacientů opakovaně 
zjištěny zvýšené koncentrace solubilních aktivačních markerů, jako jsou sCD14 a sCD25, které odrážejí 
aktivaci vrozené (sCD14), i adaptivní imunity (sCD25) těchto pacientů.69 Tyto nálezy poukazují na 
přítomnost systémového zánětlivého prostředí, které přetrvává i mimo období akutních infekcí. CVID 
je rovněž spojen se zvýšenými sérovými hladinami G-CSF, CXCL-10/IP-10, antagonisty IL-1R, TNF-a, IL-
10, IL-12 (p40), CCL-2/MCP-1 a eotaxinu,68 což ukazuje na probíhající aktivací buněk monocytární 
a granulocytární linie. Rovněž koncentrace G-CSF, klíčového regulátoru granulopoézy a centrálního 
mediátoru nouzové granulopoézy,70 byla u pacientů s CVID zvýšena ve srovnání se zdravými dárci.68 
Vzhledem k tomu, že neutrofily představují klíčovou složku vrozené imunity a významně se podílejí na 
regulaci zánětlivých reakcí, nabízí se otázka, zda právě jejich aktivace, fenotypové změny či funkční 
poruchy nehrají úlohu v pozorované imunitní dysregulaci u CVID. Výzkum na našem pracovišti se proto 
zaměřil na úlohu neutrofilních granulocytů v patogenezi CVID, přičemž ukázal, že neutrofily těchto 
pacientů nejsou pouze aktivované, ale vykazují znaky imunosupresivních buněk, poruchy efektorových 
funkcí a mohou tak přispívat k rozvoji imunitní dysregulace.  

Ve studii „Neutrophil and Granulocytic Myeloid-Derived Suppressor Cell-Mediated T Cell Suppression 
in CVID“ jsme pozorovali 30% nárůst absolutního počtu neutrofilů u pacientů s CVID ve srovnání 
s kontrolními osobami, což může být v důsledku nouzové granulopoézy.71 Jedná se o proces rychlé 
tvorby neutrofilů prostřednictvím zvýšené proliferace myeloidních progenitorových buněk v kostní 
dřeni v důsledku reakce chronické mikrobiální translokace, čili proces přenosu celých bakterií a 
mikrobiálních produktů ze střevního lumenu do systémového oběhu.72 K detekci patogenů imunitním 
systémem dochází prostřednictvím signalizace TLR buňkami v postižených tkáních, avšak tyto patogeny 
mohou být rovněž detekovány hematopoetickými kmenovými a progenitorovými buňkami, což by 
mohlo přispívat k celkové granulopoetické odpovědi.70 Nedávné studie ukázaly, že nouzová 
granulopoéza je řízena právě G-CSF produkovaným endotelovými buňkami v reakci na LPS signalizaci 
prostřednictvím dráhy TLR4/MyD88.70,73–75 Neutrofily indukované G-CSF procházejí alternativní 
diferenciační cestou z běžných myeloidních progenitorů, produkují ROS a vykazují silné 
imunosupresivní vlastnosti.76  V naší práci jsme popsali u pacientů s CVID zvýšený výskyt 
granulocytárních myeloidně odvozených supresorových buněk (gMDSC). Tyto buňky byly fenotypicky 
charakterizovány jako CD15⁺CD16medCD62LlowCD11bhighPD-L1high granulocyty, které vykazovaly vysokou 
produkci reaktivních forem kyslíku (ROS) a v in vitro podmínkách byly schopny potlačit aktivaci a 
produkci IFN-γ CD8+ T buňkami prostřednictvím produkce ROS a částečně také prostřednictvím 
regulační dráhy PD-L1/PD-1. Tento nález podpořil hypotézu, že poruchy u CVID zahrnují nejen 
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nedostatečnou produkci imunoglobulinů B-lymfocyty spolu se zvýšenou aktivací T-lymfocytů, ale i 
patologickou aktivaci a supresivní funkce vrozených imunitních buněk. O zvýšené degranulaci 
neutrofilů svědčí i nalezené zvýšená koncentrace NGAL v séru pacientů s CVID. 

Low density neutrophils 

V rámci studie zaměřené na výše popsané supresorové vlastnosti neutrofilů, jsme také popsali zvýšený 
počet tzv. nízkodenzitních neutrofilů (LDNs). Jedná se o neutrofily, které jsou přítomny ve frakci PBMC 
po izolaci na Ficolu, tedy ve frakci mononukleárních buněk. Tyto neutrofily s nízkou densitou, původně 
popsané zejména u autoimunitních a nádorových onemocnění77,78 se v kontextu CVID poprvé objevují 
jako buňky se supresivním potenciálem, neboť jejich počet koreloval se sníženou produkcí IFN-γ 
produkovaného CD8+ T-lymfocyty.  To nás vedlo k jejich hlubší analýze v navazujícím výzkumu. 

Studie „Phenotype and oxidative burst of low-density neutrophil subpopulations are altered in 
common variable immunodeficiency patients“, zaměřená na detailní charakterizaci LDN u zdravých 
dárců ukázala, že populace LDN u zdravých dárců i CVID pacientů zahrnuje subpopulaci zralých (mature 
LDN - mLDN) i nezralých (immature LDN - iLDN) neutrofilů, které se liší svými funkčními vlastnostmi. 
Počet zralých neutrofilů v LDN může být zvýšen in vitro, a to stimulací plné heparinizované krve pomocí 
IVIg, fMLF nebo LPS. Naše výsledky ukázaly, že ve srovnání s mLDN mají iLDN výrazně sníženou 
schopnost oxidačního vzplanutí u obou vyšetřovaných skupin. Navíc, u pacientů s CVID mají nejen iLDN, 
ale také mLDN po stimulaci PMA omezenou kapacitu oxidačního vzplanutí. Tato snížená schopnost 
oxidačního vzplanutí představuje zásadní defekt antimikrobiální funkce LDN u pacientů s CVID. 
U pacientů s CVID mají LDN zvýšenou expresi supresorové molekuly PD-L1 a jejich mLDN dále nejsou 
schopny po stimulaci IVIg, fMLF nebo LPS zvyšovat expresi CD10.  CD10 je receptor, objevující se na 
povrchu zralých neutrofilů, při stimulaci se jeho exprese zvyšuje a se stárnutím neutrofilní populace 
exprese CD10 klesá.79,80 Snížená schopnost zvyšovat expresi CD10 u mLDN může být v důsledku jejich 
nezralosti nebo také předčasné senescence mLDN pacientů s CVID .  

Zvýšená přítomnost LDN u pacientů s CVID může odrážet epizody akutního zánětu a při dlouhodobém 
sledování u jednotlivých pacientů sloužit jako indikátor chronického zánětu.81  

Biomarkery aktivace neutrofilů: elastáza a MPO 

Doplněním výše uvedených fenotypových a funkčních nálezů neutrofilů u pacientů s CVID je studie 
„Common variable immunodeficiency patients display elevated plasma levels of granulocyte activation 
markers elastase and myeloperoxidase“, v níž byly na našem pracovišti zjištěny zvýšené plazmatické 
hladiny neutrofilní elastázy a myeloperoxidázy (MPO) u pacientů s CVID ve srovnání 
s kontrolní populací. Zvýšené hodnoty byly detekovány i mimo infekční epizody pacientů s CVID 
a korelovaly s výskytem autoimunity a lymfoproliferace. Tento nález dokládá, že neutrofily u CVID 
pacientů jsou trvale aktivovány i v nepřítomnosti akutní infekce a že hladiny elastázy a MPO lze vnímat 
jako potenciální biomarkery chronické subklinické aktivace,82,83 reflektující systémové zánětlivé 
prostředí typické pro imunodysregulační formy CVID. 

Výzkum na našem pracovišti prokázal, že neutrofily u pacientů s CVID získávají regulační roli, která 
přesahuje jejich klasickou efektorovou funkci, vykazují supresivní účinky na adaptivní imunitní odpověď 
prostřednictvím ROS a interakce mezi PD-1 a PD-L1, současně však jejich klíčová antimikrobiální 
vlastnost, oxidační vzplanutí může být snížena. Navíc trvalá aktivace neutrofilů přispívá k chronickému 
zánětlivému prostředí. Tyto nálezy zásadně rozšiřují pohled na CVID jako poruchu postihující nejen 
adaptivní, ale i vrozenou složku imunitního systému.  
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Studium neutrofilních granulocytů v kontextu CVID zároveň otevřelo cestu k analýze obdobných 
mechanizmů i u dalších stavů spojených s imunitní dysregulací – především u pacientů po těžkém 
traumatu, kterým se věnuje následující kapitola. 

Následuje plný text článků: 

Neutrophil and Granulocytic Myeloid-Derived Suppressor Cell-Mediated T Cell Suppression 
Significantly Contributes to Immune Dysregulation in Common Variable Immunodeficiency Disorders. 
Vlkova M, Chovancova Z, Nechvatalova J, Connelly AN, Davis MD, Slanina P, Travnickova L, Litzman M, 
Grymova T, Soucek P, Freiberger T, Litzman J, Hel Z. J Immunol. 2019 Jan 1;202(1):93-104. doi: 
10.4049/jimmunol.1800102. Epub 2018 Nov 28. 
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Phenotype and oxidative burst of low-density neutrophil subpopulations are altered in common 
variable immunodeficiency patients. Slanina P, Stichova J, Bosakova V, Zambo IS, Kohoutkova MH, 
Laznickova P, Chovancova Z, Litzman J, Plucarova T, Fric J, Vlkova M. Cytometry B Clin Cytom. 2024 
Mar;106(2):99-112. doi: 10.1002/cyto.b.22150. Epub 2023 Nov 23.  
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Common variable immunodeficiency patients display elevated plasma levels of granulocyte activation 
markers elastase and myeloperoxidase. Litzman J, Chovancová Z, Bejdák P, Litzman M, Hel Z, Vlková 
M. Int J Immunopathol Pharmacol. 2019 Jan-Dec;33:2058738419843381. doi: 
10.1177/2058738419843381. 
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10 Přechod k výzkumu granulocytů u                   
imunokompromitovaných pacientů 

 

Po více než dekádě výzkumu zaměřeného převážně na T- a B-lymfocytární subpopulace u pacientů 
s primárními imunodeficiencemi se odborné zaměření našeho pracoviště rozšířilo na studium 
funkčních vlastností granulocytů, zejména neutrofilů, u pacientů s imunokompromitovaným statusem 
– především po těžkém traumatu, u pacientů v intenzivní péči nebo s podezřením na sepsi. 

Víceparametrová průtoková cytometrie nám umožnila detailně sledovat analyzovat fenotyp a funkci 
jednotlivých subpopulací neutrofilů. To zahrnovalo hodnocení jejich funkční kapacity (fagocytóza, 
oxidační vzplanutí, mitochondriální potenciál) a korelaci těchto parametrů s klinickým stavem pacientů 
(SIRS, CARS, septický šok, TRISS a ISS skóre). Cílem těchto studií bylo zjistit, jak těžký úraz remodeluje 
vzájemné poměry v zastoupení neutrofilních subpopulací a zda lze tyto změny využít pro časnou 
predikci komplikací nebo k individualizaci terapie pacienty. 

Využili jsme kombinaci následujících markerů: CD16 (FcγRIII) jako marker maturace a aktivace, CD62L 
(L-selectin) jako adhezní molekulu, jejíž exprese klesá při aktivaci, a CD66b a CD11b jako markery 
degranulace a adheze. Na základě exprese CD16 a CD62L lze definovat hlavní subpopulace neutrofilů: 
(1) zralé neutrofily (CD16+CD62Lhi (2) banded neutrofily (neutrofilní tyče) (CD16+ CD62Llow), a CD16low 
CD62L+ hypersegmentované supresorové neutrofily84 a „exhausted“ neutrofily (CD16lowCD62Llow).85 

U pacientů po traumatu jsme pozorovali dynamické změny v zastoupení těchto subpopulací. V časné 
fázi po úrazu (do 24 hodin) dominovaly nezralé formy (neutrofilní tyče), zatímco ve fázi systémové 
zánětlivé odpovědi (TP2, 5.–7.den) výrazně přibývalo zralých, hypersegmentovaných 
a CD16lowCD62Llow neutrofilů. Tento posun byl doprovázen změnami v aktivačním profilu buněk, a to, 
poklesem oxidační kapacity. Tyto fenotypové a funkční změny jsme dále analyzovali z hlediska jejich 
souvislosti s klinickými parametry – zejména s vývojem SIRS, hladinami laktátu a skóre závažnosti 
poranění (TRISS, ISS). 

U pacientů s komplikovaným průběhem, zejména s rozvojem SIRS, jsme zaznamenali sníženou 
fagocytární aktivitu „exhausted“ neutrofilů, sníženou schopnost generovat ROS po stimulaci 
Staphylococcus aureus a sníženou schopnost po aktivaci produkovat mitochondriální superoxid. 
Funkční poruchy exhausted neutrofilů a jejich zvýšený počet, který se typicky vyskytoval v pozdější fázi 
zánětlivé odpovědi, se pravděpodobně shoduje s poklesem celkové zánětlivé aktivity a přechodem do 
fáze kompenzační antiinflamatorní odpovědi u traumatizovaného pacienta. 

Ukazujeme, že pacienti s neinfekčním SIRS vykazují zvýšené hladiny laktátu v séru ve srovnání 
s pacienty bez SIRS. Kromě toho jsme pozorovali, že hladiny laktátu v séru při přijetí negativně korelují 
s procentem neutrofilních tyčí. Zvýšený laktát, marker metabolického stresu a tkáňové hypoperfuze, 
odráží závažnost buněčného poškození a hypoxie a je široce uznáván jako prediktor závažnosti 
traumatu a časného klinického zhoršení.86,87 Podobně zvýšené hladiny kreatinikinásy (CK), indikátoru 
poškození svalů, korelují s procentem neutrofilních tyčí, zejména u pacientů s traumatickým SIRS. 
Hladiny CK  jsou také spojeny s komplikacemi, jako je akutní poškození ledvin, zejména v případech 
rabdomyolýzy, což je stav spojený se zvýšenou úmrtností.88 Pozorované korelace mezi neutrofilními 
tyčemi a hladinami laktátu nebo CK naznačují, že metabolický stres a svalové poranění vedou ke 
zvýšené poptávce po nezralých neutrofilech, doprovázené snížením počtu zralých neutrofilů. Tento jev 
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odráží nouzovou granulopoézu, ke které dochází v reakci na trauma.89 Zajímavé je, že naše zjištění 
podporují hypotézu, že hladiny laktátu hrají klíčovou roli v řízení mobilizace neutrofilů z kostní dřeně.90 
Společná interpretace zastoupení neutrofilních populací s výsledky koncentrací laktátu a ktreatinkinásy 
v séru poukazují na roli metabolického a tkáňového stresu při formování reakce neutrofilů na trauma.  

Podíl „exhausted“ neutrofilů naopak pozitivně koreloval s hladinami laktátu, kreatinkinásy a skóre 
závažnosti poranění (TRISS, ISS). Naše data podporují hypotézu, že neutrofilní dysfunkce představuje 
klíčový prvek sekundární imunosuprese u pacientů s polytraumatem. 

Naše výsledky dále ukazují významné korelace mezi procentem neutrofilních tyčí a skórem závažnosti 
zranění (ISS), nebo se skórem závažnosti traumatu a zranění (TRISS). Zatímco ISS odráží anatomickou 
závažnost zranění, TRISS kombinuje závažnost poranění s fyziologickými parametry a demografickými 
faktory k predikci výsledků přežití. Pozoruhodné je, že skóre TRISS také korelovalo s procentuálním 
zastoupením neutrofilních tyčí v čase TP2, tedy přibližně čtyři dny po přijetí, což naznačuje souvislost 
mezi dynamikou změn v zastoupení neutrofilních populací a závažností traumatu. 

Jak zánět postupuje, regulační mechanismy jsou zásadní pro obnovení homeostázy po odstranění 
poškozených tkání. Hypersegmentované CD16highCD62Llow neutrofily mohou přispívat k tomuto 
procesu regulací prozánětlivé aktivity T-lymfocytů prostřednictvím receptorů Mac-1, jak popsali Pillay 
et al.84 V naší studii jsme pozorovali zvýšení hypersegmentovaných neutrofilů u pacientů bez SIRS na 
TP1 a u pacientů se SIRS na TP2. Negativní korelace mezi hypersegmentovanými neutrofily a hladinami 
laktátu spolu s jejich nižším výskytem u pacientů se SIRS na TP1 naznačuje zhoršenou regulaci imunitní 
odpovědi u těchto jedinců. U TP2, zejména u pacientů se SIRS, jsme zaznamenali nárůst 
hypersegmentovaných neutrofilů doprovázený poklesem neutrofilních tyčí. Tento posun může 
znamenat nástup úspěšného návratu k homeostáze. K potvrzení této hypotézy a úplnému objasnění 
role hypersegmentovaných neutrofilů v imunitní regulaci po traumatu a neinfekčním SIRS jsou však 
zapotřebí další studie.  

Získané výsledky ukazují, že fenotypová a funkční charakterizace neutrofilních subpopulací pomocí 
vícebarevné průtokové cytometrie může poskytnout cenné informace o aktuálním imunologickém 
stavu pacienta, prognóze vývoje zánětlivých a infekčních komplikací a eventuální potřebě cílené 
podpůrné nebo imunomodulační terapie. 

 

 

Vlková M, Štíchová J, Surá K, Dvořáková K, Kunčický V, Papatheodorou I, Blažková G, Tomášiková Z, 
Bendíčková K, Dohnálková L, Mýtniková A, Žák J, Kovařík J, Krtička M, Tomáš T, Šrámek V, Helán M, 
Kocurková A, Frič J, Hortová-Kohoutková M. Pro-inflammatory role of neutrophils populations in 
trauma patients: monitoring neutrophil populations. Front Immunol. 2025 Jul 8;16:1565606. doi: 
10.3389/fimmu.2025.1565606. PMID: 40698073; PMCID: PMC12280902. 
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11  Závěr 
 
V této habilitační práci jsou nejprve shrnuty základní poznatky o běžném variabilním imunodeficitu 
a selektivním deficitu IgA s důrazem na vývoj a diferenciaci B-lymfocytů. Následuje přehled 
dostupných klasifikačních systémů CVID pacientů, z nichž některé vycházejí z výsledků průtokové 
cytometrie a fenotypizace B buněk. Poté jsou představeny vlastní publikace autorky, které se 
zaměřují zejména na imunofenotypizaci T- a B-lymfocytů u pacientů s primárními protilátkovými 
deficity. Tyto práce přispěly k pochopení věkových změn a vzájemných vztahů mezi jednotlivými 
lymfocytárními odchylkami. V rámci mezinárodní studie EUROclass se autorka podílela na 
hodnocení pacientů našeho pracoviště podle jednotného protokolu a následně se spoluautorsky 
zapojila do publikace, která se stala základem jedné z klasifikací CVID pacientů. Na tuto část 
navázaly studie hodnotící vývojová stadia a funkční parametry B buněk pomocí pokročilé 
polychromatické cytometrie. 
 
Další výsledky se týkaly T-lymfocytů, především změn v zastoupení naivních a paměťových 
subpopulací a zvýšeného výskytu terminálně diferencovaných buněk u CVID a IgA deficience. 
Důležitým přínosem bylo také zapojení myeloidních buněk, konkrétně neutrofilů a granulocytární 
supresorové buňky odvozené od myeloidů (granulocytic Myeloid-Derived Suppressor Cells, 
gMDSC), jejichž schopnost regulovat imunitní odpověď se ukázala jako významná pro porozumění 
imunopatogenezi CVID. 
 
V posledním období se výzkum rozšířil o analýzu neutrofilních subpopulací u pacientů s těžkým 
traumatem, která ukázala jejich zásadní vliv na rozvoj zánětu a oslabení imunity. Další vědecké 
směřování autorky proto bude zaměřeno právě na tuto oblast.  
 
Z dnešního pohledu již multiparametrová průtoková cytometrie překročila roli základního 
fenotypizačního nástroje a stala se nedílnou součástí diagnostiky a monitorace vrozených poruch 
imunity. Dokáže vyhodnotit specifické buněčné populace a subpopulace, proteiny na buněčném 
povrchu, intracelulární a intranukleární proteiny a určité funkční imunitní charakteristiky, přičemž 
každá z nich může být pro diagnostiku a hodnocení vrozených poruch imunity užitečná.  
 
Závěrem lze shrnout, že multiparametrová průtoková cytometrie přináší zásadní přínos pro 
diagnostickou a výzkumnou praxi v nejen oblasti vrozených poruch imunity. Její schopnost 
rozlišovat komplexní buněčné fenotypy, doplněná o automatizované nástroje a standardizační 
schémata, přispívá k robustnější, rychlejší a přesnější identifikaci imunitních poruch a jejich 
klinických implikací. Její další integrace s molekulárními metodami a strojovým učením otevírá 
cestu k personalizované medicíně a další evoluci imunodiagnostiky. 
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