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známa jejich procentuální a absolutní zastoupení v pe-
riferní krvi. 

Rozvoj imunologických metod, zejména pak mož-
ností mnohobarevné průtokové cytometrie, umožnil 
v  posledním desetiletí podrobnou analýzu diferen-
ciačních stadií T a  B lymfocytů jak během jejich vý-
voje v  primárních lymfatických orgánech (kostní 
dřen, thymus), tak zejména v  periferních oblastech 
imunitního systému (lymfatické uzliny, slezina, sliz-
niční imunitní systém). Ačkoliv vývoj T a B lymfocytů 
probíhá ve výše zmíněných kompartmentech imunit-
ního systému, je krev nejdostupnějším laboratorním 
materiálem, kde lze periferní diferenciační stadia T 
a  B lymfocytů sledovat. Tento přehledný článek se 
zaměřuje na základní informace o  vývoji B  lymfocy-
tů v  periferii imunitního systému a  na možnosti vy-
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K  obraně organismu proti mikroorganismům musí 
buňky imunitního systému cizí mikroby rozpoznat a re-
agovat na ně. Buňky imunitního systému se ale také 
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organismus proti široké škále antigenů včetně cho-
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Možnosti sledování subpopulací B lymfocytů 
v periferní krvi v rutinní imunologické laboratoři

SOUHRNNÉ SDĚLENÍ

Štíchová J.1, Nechvátalová J.1, 2, Litzman J.1, 2, Vlková M.1, 2

1Ústav klinické imunologie a alergologie, LF MU v Brně
2Ústav klinické imunologie a alergologie, Fakultní nemocnice u sv. Anny v Brně, Brno

SOUHRN
Při obraně organismu vůči infekčním agens hrají B lymfocyty zcela nezastupitelnou úlohu. Kromě schopnosti prezentovat antigen 
T lymfocytům jsou především producenty protilátek. Ty jsou nezbytné pro efektivní eliminaci infekce a podílejí se též na regulaci 
imunitní odpovědi. Stanovení B-lymfocytárních subpopulací v periferní krvi, pomocí kterého můžeme sledovat část vývoje B lym-
focytů až do stadia plasmablastů produkujících protilátky, je proto cenným laboratorním parametrem, který má význam ve studiu 
patogeneze některých onemocnění, stejně jako napomáhá správnému stanovení diagnózy některých onemocnění. Laboratorní 
stanovení B lymfocytárních subpopulací je v současné době rutinním laboratorním vyšetřením zejména díky rozvoji mnohobarev-
né průtokové cytometrie. Tento článek shrnuje základní poznatky, které jsou v současné době při rutinním vyšetření B lymfocytár-
ních subpopulací v imunologické laboratoři uplatňovány.

KLÍČOVÁ SLOVA 
B lymfocyt – průtoková cytometrie – marginální zóna sleziny – germinální centrum  

ABSTRACT
Štíchová J., Nechvátalová J., Litzman J., Vlková M.: Possibilities for the analysis of peripheral blood B cell 
subpopulations in a routine immunological laboratory 

B cells play a vital role in the defence of the body against infectious agents. Apart from their ability to present antigen to T cells, B 
cells are mainly producers of antibodies. These play a crucial role in the effective elimination of infection and are also involved in 
the regulation of the immune response. The analysis of peripheral blood B cell subpopulations that makes it possible to monitor 
the development of B cells to the stage of antibody producing plasmablasts provides a valuable laboratory parameter which is 
important for both the study of the pathogenesis and diagnosis of some diseases. Laboratory analysis of B cell subpopulations is 
now a routinely available laboratory option thanks to the development of multicolour flow cytometry. This article summarizes the 
core knowledge which is currently applied to the analysis of B cell subpopulations in immunological laboratories.

KEYWORDS 
B cell– flow cytometry – marginal zone of the spleen – germinal centre

Epidemiol Mikrobiol Imunol, 2021;70(4):264–280

proLékaře.cz | 20.5.2024



265Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2021, roč. 70, č. 4

šetření B-lymfocytárních vývojových stadií v krvi. Sta-
novení těchto subpopulací se v současné době stalo 
základním vyšetřením pro diagnostiku primárních 
imunodeficiencí a slouží také k monitorování aktivity 
autoimunitních chorob (tab. 1 a 2).

Vyšetření B-lymfocytárních subpopulací nalézá vý-
znam u všech hlavních skupin poruch funkce imunitní-
ho systému [1]. Některé stavy imunitní nedostatečnosti 
jsou provázeny změnami v celkovém zastoupení B lym-
focytů, úplné chybění B lymfocytů lze nalézt například 
u  pacientů s  X-vázanou agamaglobulinemií. Výrazné 
snížení počtu B lymfocytů je ale přítomno i u některých 
pacientů s  běžnou variabilní imunodeficiencí (CVID). 
Tito pacienti mívají také výrazně snížené zastoupení 
paměťových B lymfocytů. I u mnoha dalších imunodefi-
citních chorob můžeme pozorovat změny v zastoupení 
jednotlivých B-lymfocytárních subpopulací. Například 
snížený počet izotypově přesmyknutých paměťových 
B lymfocytů můžeme pozorovat u pacientů s hyper-IgM 
syndromem a také v menší míře u pacientů s IgA defi-
citem [2, 3]. Snížené zastoupení celkových B  lymfocy-
tů spolu se zvýšeným zastoupením plasmablastů bylo 
popsáno u GATA-2 deficience [4]. Více informací o změ-
nách B-lymfocytárních subpopulací u vybraných imu-
nodeficitů přináší tabulka 1. Změny v B-lymfocytárních 
subpopulacích lze také pozorovat u některých virových 
onemocnění a po očkování, kdy stoupá zejména počet 
plasmablastů [5]. V rámci autoimunitních onemocnění 
(viz tab. 2) lze jako vybrané příklady jmenovat systémo-
vý lupus erythematodes (SLE), kde u pacientů dochází 
k  poklesu počtu transientních, naivních B  lymfocytů 
a  přirozených efektorových B  lymfocytů a  na druhé 
straně stoupá počet IgM only (IgM+IgD-CD27+) B lymfo-
cytů, dále pak plasmablastů a plasmatických buněk [6]. 
Zvýšený počet plasmablastů a  plasmatických buněk 
můžeme také nalézt u  pacientů s  revmatoidní artriti-
dou (RA) [7]. U  pacientů se Sjögrenovým syndromem 
byl zjištěn pokles počtu primárně efektorových B lym-
focytů [8, 9]. 

Rutinně používané povrchové znaky 
při imunofenotypizaci B lymfocytů

CD45 představuje transmembránovou protein tyro-
sin fosfatázu (PTP), která se nachází na povrchu všech 
jaderných hematopoetických buněk včetně lymfocytů. 
PTP představuje esenciální regulátor transdukce signá-
lů v hematopoetických buňkách a zodpovídá za jejich 
správný vývoj. V průtokové cytometrii se CD45 použí-
vá jako tzv. pan-leukocytární znak umožňující odlišení 
leukocytů od ostatních částic přítomných v měřeném 
vzorku [10].

Znaky CD19 a CD20 jsou obecně známy jako speci-
fické B-lymfocytární markery, které jsou v laboratořích 
hojně využívány pro identifikaci B  lymfocytů. Znak 
CD19 spolu s  komplementovým receptorem 2 (CR2, 
CD21) a  CD81 tvoří na povrchu B  lymfocytů signali-
zační komplex, který se podílí na amplifikaci signálu 

přijatého skrze B-cell receptor (BCR) a molekulu CD21. 
Znak CD19 je exprimován na všech vývojových sta-
diích B lymfocytů s výjimkou plasmatických buněk [11]. 
CD20 představuje transmembránový glykoprotein, 
který se podílí na B-lymfocytární aktivaci, proliferaci 
a přenosu Ca2+ iontů. Na periferních B  lymfocytech je 
exprimován od stadia tzv. transientních B lymfocytů až 
do izotypově přesmyknutých paměťových B  lymfocy-
tů, ale podobně jako u znaku CD19 má nízkou expresi 
na plasmablastech. Nicméně při správném gatování lze 
plasmablasty pomocí znaků CD19 a  CD20 v  periferní 
krvi rovněž zachytit [12, 13].

CD5 náleží do rodiny scavengerových receptorů a na 
povrchu B lymfocytů sehrává roli negativního reguláto-
ru BCR signalizace. Tento znak je nejvíce exprimován na 
transientních B lymfocytech a ve velmi nízké míře se na-
chází takřka na všech B-lymfocytárních subsetech. Zvý-
šená exprese CD5 byla nalezena i na maligně transfor-
movaných B lymfocytech (např. u chronické lymfatické 
leukemie, CLL) [14]. Exprese znaku CD5 je na lidských B 
buňkách heterogenní. Tento znak je exprimován transi-
entními, naivními a v menší míře i paměťovými B lym-
focyty. Expresi CD5 lze vyvolat stimulací, přičemž nej-
účinnějším signálem pro up-regulaci CD5 je současná 
stimulace BCR i CD40 [15]. U myší je znak CD5 charak-
teristickým pro B1 lymfocyty. Z tohoto důvodu existuje 
tendence označovat i lidské CD5+ B lymfocyty také jako 
B1 lymfocyty. Toto označení ale není správné, neboť, 
jak už bylo výše popsáno, CD5 se u lidí vyskytuje také 
na různých vývojových formách B  lymfocytů, navíc je 
jeho exprese indukovatelná, a tedy znak CD5 může být 
exprimován na B2 lymfocytech [15]. V  roce 2016 bylo 
u myší zjištěno, že specifickým znakem pro B1 lymfocy-
ty je regulátor aktivity SRC kináz, který nese označení 
CD148, a má unikátní úlohu při aktivaci BCR receptoru 
u B1 buněk, kdežto u B2 buněk tuto roli postrádá [16]. 
U  lidí se na potvrzení jednoznačného markeru pro B1 
lymfocyty stále čeká. 

CD21 představuje komplementový receptor 2 (CR2). 
Váže antigenní částice s  navázanými štěpy komple-
mentu C3dg a po přemostění antigenní částice s BCR 
receptorem zesiluje jeho signalizaci. Výsledkem je sil-
nější aktivace B  lymfocytů a  podpora diferenciace do 
plasmatických buněk. CD21 se nachází na maturova-
ných B lymfocytech (naivní, primárně efektorové) [17].

CD24 je jedním z nejčasnějších povrchových glyko-
proteinů exprimovaných na povrchu nezralých B lym-
focytů podílejících se na vývoji a  selekci B  lymfocytů 
v kostní dřeni. V periferní krvi tento znak nesou transi-
entní B lymfocyty a izotypově přesmyknuté paměťové 
B lymfocyty [18].

CD27 náleží do TNF-receptorové rodiny povrcho-
vých molekul leukocytů. Vazbou ligandu CD70 (CD27L) 
se podílí na buněčné signalizaci a je považován za ty-
pický znak paměťových forem B lymfocytů [19].

CD38 představuje transmembránový enzym s mno-
hočetnými funkcemi, který syntetizuje a  hydrolyzuje 
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Tabulka 1. Zastoupení B lymfocytárních subpopulací v periferní krvi u vybraných imunodeficitů 
Table 1. Distribution of peripheral blood B cell subpopulations in selected immunodeficiencies 

B lymfocyty 
celkové

B lymfocyty 
naivní

B lymfocyty 
přirozené 

efektorové

B lymfocyty izotyp. 
přesmyknuté Plasmablasty B lymfocyty 

CD21low Název onemocnění Reference

  Zkratka REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL

I. Imunodeficience postihující 
buněčnou a humorální 
imunitu

RAG1 X X RAG1 deficit [52],[53]

RAG2 X X RAG2 deficit [52],[53],[54]

Artemis ↓↓  X ↓↓  X ↓↓  X ↓↓  X ARTEMIS deficit [52],[55],[56]

IL7RA -   ↑ ↓ IL-7 receptor alpha deficit [52],[57],[58]

IL2RG ↑↑ -   ↑ Deficit společného gama řetězce IL-2R [52],[59]

XLP –   -   ↑↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ X-vázaný lymfoptoliferativní syndrom [52],[60],[61],[62],[63]

ZAP70 -   Zap-70 deficit [64]

DOCX8 -   ↑ ↑ ↓ ↓↓ DOCK8 deficit [52],[65]

PNP ↓↓ ↓↓ Deficit purin nukleosid fosforylázy [52],[66]

HIGM -   ↑ -   ↑↑ ↓ ↓ CD40L XL hyper IgM syndrom [52],[67],[68],[69]

BCL10 -   ↓ ↑ -   ↓ ↓↓ ↓ ↓↓ BCL10 deficit [52],[70]

XLF X X Cernunnos deficit [52],[71],[72]

II. Kombinované 
imunodeficity asociované se 
syndromy

ATM ↓ ↓ -   ↓ ↓ -   ↑ ↓ ↓ ↓ -   -   ↑ Ataxie-teleangiektazie [73],[74],[75]

NEMO -   ↓ ↑ ↓ ↓ -   ↓↓ ↓ NEMO deficit [52],[76],[77]

WAS -   ↓ -   ↓ -   ↓ -   ↓ ↓ -   ↑ -   ↓ ↑ Wiskot Aldrich syndrom [52],[78],[79],[80]

CHH -   ↓ -   ↓ -   -   ↓ -   ↓ -   ↓ ↑ Hypoplazie chrupavky [52],[81],[82]

DiG -   ↑ -   -   ↑ -   ↓ -   ↓ -   -   -   DiGeorgův syndrom [83],[84]

III. Převážně humorální 
imunodeficity

BTK ↓↓ X ↓↓ X ↓↓ X ↓↓ X BTk deficit [85]

CD27D -   -   ↓ -   ↑ -   ↓ -   -   ↓ -   -   -   -   CD27 deficit [52],[86],[87]

IgAD -   -   -   ↑ -   ↑ -   ↓ -   ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ Selektivní IgA deficit [3],[88]

CVID -   ↓↓ -   ↓↓ -   ↑ -   ↑ -   ↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ -   ↑ Běžný variabilní imunodeficit [2],[23]

PI3KSD ↓ ↓ ↓ -   ↓ ↑ Activated PI3k-delta deficit [52],[89],[90]

IV. Onemocnění s dysregulací 
imunitního systému

Syntaxin ↓ ↓ ↑ Deficit Syntaxinu [52],[91]

STAT3 -   -   ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ -   STAT3 Hyper IgE syndrom [52],[92],[93]

CTPS1 -   -   -   ↓ -   ↓ CTPS1 deficit [52],[94]

ALPS -   ↑ Autoimunitní lymfoproliferativní syndrom [95]

V. Vrozené defekty fagocytózy CYBB ↑ -   ↓ ↑ -   ↓ ↓ ↓ ↓ -   X-vázaná chronická granulomatóza [52],[96],[97]

GATA2 -   ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ -   GATA2 deficience [4],[52],[98]

VI. Poruchy vlastní a přirozené 
imunity WHIM ↓↓ ↓↓ -   ↑ ↓ -   ↓ ↓↓ -   ↓ ↓↓ Wartz, Hypogammaglobulinemia, infections, Myelokathexis 

syndrome
[52],[99],[100],[101]

STAT1 -   ↓ -   ↓ -   ↓ -   ↓ STAT1 deficit [102],[103],[104]

IRAK4 -   -   -   -   ↓ -   ↓ -   -   IRAK4 deficit [105],[106],[107]

Tabulka uvádí změny v zastoupení celkových B lymfocytů a jednotlivých subpopulací v periferní krvi pacientů s vybranými imu-
nodeficiencemi. Uvedené změny je nutno považovat pouze za orientační, protože zastoupení B lymfocytárních subpopulací může 
být ovlivněno např. léčbou nebo dalšími komorbiditami. Prázdná místa v tabulce jsou přítomna tam, kde se nepodařilo informace 
o dané B  lymfocytární subpopulaci v odborné literatuře dohledat. Uvedené imunodeficity byly zařazeny do skupin na základě 
aktualizované verze IUIS fenotypické klasifikace vrozených vad imunitního systému [1].
Vysvětlivky: (REL) relativní zastoupení (%), (ABS) absolutní počet, (-) norma, (↓) snížení, (- ↓) v normě nebo snížení, (↓↓) výrazné 
snížení, (- ↑) v normě nebo zvýšení, (↑) zvýšení, (↑↑) výrazné zvýšení, (X) populace obvykle chybí.

(podle [2, 3])
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CVID -   ↓↓ -   ↓↓ -   ↑ -   ↑ -   ↑ ↓↓ ↓↓ ↓↓ ↓↓ -   ↑ Běžný variabilní imunodeficit [2],[23]

PI3KSD ↓ ↓ ↓ -   ↓ ↑ Activated PI3k-delta deficit [52],[89],[90]

IV. Onemocnění s dysregulací 
imunitního systému

Syntaxin ↓ ↓ ↑ Deficit Syntaxinu [52],[91]

STAT3 -   -   ↑ ↑ ↑ ↑ ↓ ↑ ↓ -   STAT3 Hyper IgE syndrom [52],[92],[93]

CTPS1 -   -   -   ↓ -   ↓ CTPS1 deficit [52],[94]

ALPS -   ↑ Autoimunitní lymfoproliferativní syndrom [95]

V. Vrozené defekty fagocytózy CYBB ↑ -   ↓ ↑ -   ↓ ↓ ↓ ↓ -   X-vázaná chronická granulomatóza [52],[96],[97]

GATA2 -   ↓ ↓ ↓ ↓ ↑ -   GATA2 deficience [4],[52],[98]

VI. Poruchy vlastní a přirozené 
imunity WHIM ↓↓ ↓↓ -   ↑ ↓ -   ↓ ↓↓ -   ↓ ↓↓ Wartz, Hypogammaglobulinemia, infections, Myelokathexis 

syndrome
[52],[99],[100],[101]

STAT1 -   ↓ -   ↓ -   ↓ -   ↓ STAT1 deficit [102],[103],[104]

IRAK4 -   -   -   -   ↓ -   ↓ -   -   IRAK4 deficit [105],[106],[107]

The table shows changes in the distribution of the total B cells and different B cell subpopulations in the peripheral blood of 
patients with selected immunodeficiencies. The changes presented should only be considered as indicative as the distribution 
of different B cell subpopulations may vary with the treatment or comorbidities. Blank spaces in the table mean that the data on 
the given B cell subpopulation could not be found in the literature. The immunodeficiencies presented were classified into groups 
based on the updated version of the IUIS phenotypic classification of inborn errors of immunity [1].
Note: (REL) relative distribution (%), (ABS) absolute number, (-) norm, (↓) decrease, (- ↓) norm or decrease, (- ↑) norm or increase, (↓↓) 
significant decrease, (↑) increase, (↑↑) significant increase, (X) population usually absent.

(according to [2, 3])
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Tabulka zahrnuje zejména změny v relativním zastoupení B lymfocytárních subpopulací v periferní krvi z důvodu neúplných in-
formací o absolutních počtech B lymfocytů u většiny uvedených onemocnění v odborné literatuře. Uvedené změny v B lymfocy-
tárních subpopulacích jsou pouze orientační a zahrnují pouze pacienty s aktivní, klinicky manifestní formou daného onemocnění 
před zahájením léčby.  Prázdná místa v tabulce jsou přítomna tam, kde se nepodařilo informace o dané B lymfocytární subpopulaci 
v odborné literatuře dohledat.
*Pouze u Grawesovy-Basedowovy choroby byly v odborné literatuře nalezeny informace o absolutních změnách B lymfocytárních 
subpopulací, nikoli o relativním zastoupení. 
Vysvětlivky: (REL) relativní zastoupení (%), (ABS) absolutní počet, (-) norma, (↓) snížení, (- ↓) v normě nebo snížení, (- ↑) v normě 
nebo zvýšení, (↑) zvýšení, (↑↑) výrazné zvýšení.

(podle [2, 3])

Tabulka 2. Zastoupení B lymfocytárních subpopulací u nejčastěji se vyskytujících autoimunitních onemocnění
Table 2. Distribution of B cell subpopulations in the most common autoimmune diseases 

B lymfocyty celkové B lymfocyty naivní B lymfocyty 
transientní

B lymfocyty primárně 
efektorové

B lymfocyty izotypově 
přesmyknuté 

paměťové
Plasmablasty B lymfocyty 

CD21low Název onemocnění Reference

  REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL

I. Autoimunitní onecmocnění 
systémová

↓ ↓ ↓ -   ↓ -   ↓ ↑↑ ↑ Revmatoidní artritida [7],[108],[109],[110]

↓ -   ↓ -   ↑ ↓ ↑ ↑↑ ↑ Systémový lupus erythematodes [6],[111],[112],[113]

↑ -   ↑ ↑↑ ↓ ↓ ↓ -   ↑ Dermatopolymyositida [114],[115]

-   ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ Sjögrenův syndrom [8],[116],[117],[118]

↑ ↑↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↑ Systémová sklerodermie [119],[120]

↓ ↑ ↑ - - ↑ ↑ Smíšené onemocnění pojiva [121]

-   ↓ -   -  -  -   ↑ -   ↑ ↑ Antifosfolipidový syndrom [122],[123],[124]

-   ↑ -   -   ↑ -   ↑ ↓ ↓ ↓ -   ↓ Sarkoidóza [123],[125],[126]

II. Autoimunitní onemocnění 
orgánově lokalizovaná

-   -   -   ↑ ↓ - - ↑ Crohnova nemoc [127],[128],[129]

-   -   -   ↓ -   ↑ -   ↓ -   ↑ -   ↑ Ulcerózní kolitida [128],[129],[130]

-   -   ↓ -   ↓ ↑ Celiakie [131]

-   ↑ -   -   ↑ -   ↓ -   ↑ -   ↑ Autoimunití hepatitida typ 1 [132],[133]

-   ↑ -   ↑ -   ↑ -   ↓ -   ↓ -   ↑ -   Primární biliární cirhóza [134],[135]

III. Autoimunitní onemocnění 
orgánově specifická

-   -   -   -   -   -   -   ↑ Hashimotova thyreoitida [136],[137],[138]

-   ↑ -   ↑ -   -   ↑ -   ↓ -   ↓ Grawesova-Basedowova choroba* [137],[139],[140]

-   -   ↓ -   -   -   -   Juvenilní diabetes mellitus [141],[142]

-   -   Autoimunitní polyglandulární syndrom [143],[144]

-   -   ↓ -   -   -   ↑ Myasthenia gravis [145],[146],[147]

-   -   -   ↑ Pemphigus [148],[149]

↑ -   -   -   -   -   -   Lupénka [150],[151]

↑ -   -   -   -   -   -   ↑ Roztroušená skleróza [152],[153],[154]
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The table shows mainly changes in the relative distribution of peripheral blood B cell subpopulations due to incomplete literature 
data on the absolute numbers of B cells for most diseases listed. The changes in B cell subpopulations presented are only indicative 
and relating only to patients with active, clinically manifest disease before the start of the treatment. Blank spaces in the table 
mean that the data on the given B cell subpopulation could not be found in the literature. 
*For Graves’ disease only, literature data were found on absolute changes in B cell subpopulations but not on their relative distri-
bution. 
Note: (REL) relative distribution (%), (ABS) absolute number, (-) norm, (↓) decrease, (- ↓) norm or decrease, (- ↑) norm or increase, (↑) 
increase, (↑↑) significant increase.

(according to [2, 3])

Tabulka 2. Zastoupení B lymfocytárních subpopulací u nejčastěji se vyskytujících autoimunitních onemocnění
Table 2. Distribution of B cell subpopulations in the most common autoimmune diseases 

B lymfocyty celkové B lymfocyty naivní B lymfocyty 
transientní

B lymfocyty primárně 
efektorové

B lymfocyty izotypově 
přesmyknuté 

paměťové
Plasmablasty B lymfocyty 

CD21low Název onemocnění Reference

  REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL ABS REL

I. Autoimunitní onecmocnění 
systémová

↓ ↓ ↓ -   ↓ -   ↓ ↑↑ ↑ Revmatoidní artritida [7],[108],[109],[110]

↓ -   ↓ -   ↑ ↓ ↑ ↑↑ ↑ Systémový lupus erythematodes [6],[111],[112],[113]

↑ -   ↑ ↑↑ ↓ ↓ ↓ -   ↑ Dermatopolymyositida [114],[115]

-   ↑ ↑ ↑ ↓ ↓ ↑ ↑ Sjögrenův syndrom [8],[116],[117],[118]

↑ ↑↑ ↑ ↓ ↓ ↓ ↑ Systémová sklerodermie [119],[120]

↓ ↑ ↑ - - ↑ ↑ Smíšené onemocnění pojiva [121]

-   ↓ -   -  -  -   ↑ -   ↑ ↑ Antifosfolipidový syndrom [122],[123],[124]

-   ↑ -   -   ↑ -   ↑ ↓ ↓ ↓ -   ↓ Sarkoidóza [123],[125],[126]

II. Autoimunitní onemocnění 
orgánově lokalizovaná

-   -   -   ↑ ↓ - - ↑ Crohnova nemoc [127],[128],[129]

-   -   -   ↓ -   ↑ -   ↓ -   ↑ -   ↑ Ulcerózní kolitida [128],[129],[130]

-   -   ↓ -   ↓ ↑ Celiakie [131]

-   ↑ -   -   ↑ -   ↓ -   ↑ -   ↑ Autoimunití hepatitida typ 1 [132],[133]

-   ↑ -   ↑ -   ↑ -   ↓ -   ↓ -   ↑ -   Primární biliární cirhóza [134],[135]

III. Autoimunitní onemocnění 
orgánově specifická

-   -   -   -   -   -   -   ↑ Hashimotova thyreoitida [136],[137],[138]

-   ↑ -   ↑ -   -   ↑ -   ↓ -   ↓ Grawesova-Basedowova choroba* [137],[139],[140]

-   -   ↓ -   -   -   -   Juvenilní diabetes mellitus [141],[142]

-   -   Autoimunitní polyglandulární syndrom [143],[144]

-   -   ↓ -   -   -   ↑ Myasthenia gravis [145],[146],[147]

-   -   -   ↑ Pemphigus [148],[149]

↑ -   -   -   -   -   -   Lupénka [150],[151]

↑ -   -   -   -   -   -   ↑ Roztroušená skleróza [152],[153],[154]

proLékaře.cz | 20.5.2024



270 Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie 2021, roč. 70, č. 4

V následujících krocích již pracujeme pouze s populací 
B lymfocytů – vynesením základních B-lymfocytárních 
markerů (IgM, IgD, CD5, CD21, CD27, CD24 a CD38), na 
dot plotech lze poté stanovit procento jednotlivých 
B-lymfocytárních subpopulací. Rozlišujeme B lymfocy-
ty naivní, které na svém povrchu exprimují IgM a IgD, 
ale nikoli CD27 (fenotyp CD27-IgM+IgD+), dále násle-
duje populace označovaná jako primárně efektorové 
B lymfocyty či IgM paměťové B lymfocyty (CD27+IgM+ 

IgD+) a  izotypově přesmyknuté paměťové B  lymfo-
cyty (CD27+IgM-IgD-) – viz obrázek 2 G, plasmablasty, 
plasmatické buňky (CD27++CD38+++) – viz obrázek 2  F 
a  transientní buňky (CD27-CD5+CD24++CD38++) – viz 
obrázek 2 H) [23, 24, 25].

Vývoj B lymfocytů v periferii
B lymfocyty se vyvíjejí v kostní dřeni z pluripotentní 

kmenové buňky a za působení cytokinů a dalších pod-
půrných buněk pokračuje jejich vývoj od syntézy pre-
-BCR receptoru až do konečné exprese BCR na povrchu 
buňky. BCR je tvořen membránově vázaným imunoglo-
bulinem IgM a řetězci Ig-α a Ig-β. Kostní dřeň opouště-
jí tyto buňky jako nezralé B  lymfocyty, tzv. transientní 
B lymfocyty, které dále směřují do sleziny, případně dal-
ších lymfatických sekundárních orgánů. Zde pokračují 
ve vyzrávání, a to buď do stadia naivních folikulárních 
B lymfocytů, nebo do primárně efektorových B lymfo-
cytů (obr. 2) [26].

Fenotyp folikulárních B lymfocytů se liší podle toho, 
zda se setkaly či nesetkaly s antigenem (Ag). B  lymfo-
cyty po reakci s  Ag na svém povrchu exprimují znak 
CD27 a jsou nazývány paměťovými B lymfocyty, zatím-
co naivními jsou nazývány ty B lymfocyty, které nebyly 
svému antigenu doposud exponovány a jsou CD27 ne-
gativní [27].

Transientní B lymfocyty
Transientní B lymfocyty se vyznačují vysokou expre-

sí znaků CD5, CD24, CD38, IgM a  procházejí několika 
fázemi vývoje [23, 25]. V  první fázi, při opuštění kost-
ní dřeně, jsou nazývány transientními B  lymfocyty 
typu I (T1), přičemž kromě výše uvedených znaků mají 
nízkou expresi znaků IgD, CD21 a CD27. Ve slezině, pří-
padně dalších sekundárních lymfatických orgánech, 
dochází k jejich vyzrávání do transientních B lymfocy-
tů typu 2 (T2), které již exprimují IgD i CD21. Poté, co 
dozrají do stadia naivních B lymfocytů (CD27-IgM+IgD+) 
nebo B lymfocytů marginální zóny, snižují svou expresi 
CD24 a CD38 [28, 29]. 

Transientní B lymfocyty dosahují nejvyššího zastou-
pení v  pupečníkové krvi a  u  novorozenců (obr. 3). 
Poté jejich počet s  věkem a  postupným vyzráváním 
imunitního systému klesá a  přibývá zralých naivních 
B  lymfocytů. S vyzráváním imunitního systému kore-
luje rostoucí hladina IgG v séru a klesající počet tran-
sientních buněk. U  dětí do 5 let jsou relativní počty 
B  lymfocytů vyšší v porovnání s dospělými. Tyto děti 

cyklický adenosin 5‘-difosfát-ribózu, což je druhý posel 
pro mobilizaci intracelulárního Ca2+. Tímto způsobem 
se významně podílí na přežívání a aktivaci buněk. Znak 
CD38 je exprimován na vývojových stadiích B lymfocy-
tů v kostní dřeni, dále na transientních B lymfocytech, 
plasmablastech a plasmatických buňkách [20].

IgM na povrchu B  lymfocytů tvoří součást komple-
xu BCR receptoru, která váže antigen. Povrchové IgM 
se v  rámci vývoje B  lymfocytů tvoří jako první a  jeho 
vystavením na buněčném povrchu vzniká nezralý 
B  lymfocyt, který následně opouští kostní dřeň. Vyso-
kou expresí IgM se vyznačují B  lymfocyty transientní, 
primárně efektorové B  lymfocyty, IgM plasmablasty, 
střední expresí pak B lymfocyty naivní. Povrchový IgM 
ztrácejí izotypově přesmyknuté paměťové B lymfocyty 
a plasmatické buňky [21]. 

IgD tvoří rovněž součást komplexu BCR receptoru, 
která váže antigen. IgD se však na povrchu B lymfocy-
tů objevuje později ve srovnání s IgM, a to v průběhu 
jejich vývoje v  sekundárních lymfatických orgánech, 
konkrétně ve stadiu T2 B  lymfocytu (obr. 1). IgD ex-
primují B  lymfocyty naivní, IgM paměťové a minoritní 
populace IgD+ plasmablastů. Tento znak naopak ztrá-
cejí izotypově přesmyknuté B lymfocyty a plasmatické 
buňky [17, 21].

Instrumentace a zpracování vzorku 
pro imunofenotypizaci B lymfocytů

K  vyšetření B-lymfocytárních subpopulací je ne-
zbytný průtokový cytometr, který umožňuje měření 
nejméně osmi různých znaků, tj. osmibarevný. V sou-
časné době se tyto přístroje rutinně používají a mno-
ho pracovišť má takovéto přístrojové vybavení k dis-
pozici. 

Pro kvalitní interpretaci naměřených výsledků je 
třeba také zajistit správné zpracování vzorku. Základ-
ní krok spočívá v odstranění plazmy, a  to centrifugací 
vyšetřované nesrážlivé plné krve s následným odsátím 
plazmy, která je po centrifugaci přítomna nad buněč-
nou peletou. Odstranění plazmy se provádí z důvodu 
přítomnosti sérových imunoglobulinů, které by se 
v plné krvi mohly vázat na přidané monoklonální pro-
tilátky namířené proti imunoglobulinům IgM nebo IgD 
používaných při fenotypizaci, protože tyto imunoglo-
buliny jsou rovněž přítomny na povrchu B  lymfocytů 
jako BCR. Vazbou přidaných monoklonálních protilá-
tek na sérové imunoglobuliny by došlo ke znemožně-
ní označení povrchového BCR. Dále je nutné správné 
zagatování B lymfocytů (obr. 2) [22].  

Při analýze B lymfocytů obvykle začínáme gatovaním 
lymfocytů. Pro tento účel je využívána protilátka anti-
-CD45, která v  kombinaci s  parametrem Side Scatter 
(SS) umožňuje identifikaci základních leukocytárních 
populací – granulocytů, monocytů a  lymfocytů (viz 
obr. 2 C).

Populaci B  lymfocytů lze odlišit od ostatních lym-
focytů pomocí protilátek anti-CD19 nebo anti-CD20. 

SOUHRNNÉ SDĚLENÍ
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Obr.1. Vývoj B lymfocytů 
Figure 1. Development of B cells

B lymfocyty se vyvíjejí v kostní dřeni z hematopoetické kmenové buňky přes stadia časného a pozdního pro-B lymfocytu, velké-
ho a malého pre-B lymfocytu až k nezralým B lymfocytům. Každé z těchto vývojových stadií lze identifikovat na základě odlišné 
exprese vybraných povrchových markerů. Nezralé B  lymfocyty nesou na svém povrchu kompletní BCR (B-cell receptor) třídy 
IgM a z kostní dřeně jsou uvolňovány do periferní krve, kde se označují jako transientní B lymfocyty. K dokončení svého vývoje 
se přesouvají do sekundárních lymfatických orgánů, především do sleziny. Zde transientní B  lymfocyty přicházejí do kontaktu 
s folikulárními dendritickými buňkami, které jim poskytují signály k přežití a diferenciaci. Ta pokračuje přes stadium T1 a T2 B lym-
focytů (zvýšení exprese CD21). Následným zvýšením exprese IgD se stávají plně vyzrálými B lymfocyty. Většinu z těchto zralých 
B lymfocytů představují naivní folikulární B lymfocyty, které odpovídají na T-dependentní antigeny (většinou proteiny). Druhou, 
méně početnou populaci představují primárně efektorové B lymfocyty (PEB), které odpovídají na T-independentní antigeny (ty-
picky polysacharidové antigeny). Po styku zralých B lymfocytů s cílovým antigenem diferencují do krátce žijících plasmablastů 
a paměťových B  lymfocytů. Část plasmablastů produkuje IgM v primárních folikulech sekundárních lymfatických orgánů a po 
krátké době umírá, další část se přesouvá do kostní dřeně, kde diferencuje v terminální vývojové stadium B lymfocytů – dlouze 
žijící plasmatické buňky (PLB).

(podle [17, 21]) 

B cells develop in the bone marrow from hematopoietic stem cells through the early and late pro-B-cell stages, large and small 
pre-B cells to immature B cells. Each of these developmental stages can be identified based on different expression of selected 
surface markers. Immature B cells carry a complete surface IgM B cell receptor (BCR) and are released from the bone marrow to 
the peripheral blood where they are referred to as transitional B cells. To complete their development, they move to the secondary 
lymphoid organs, especially to the spleen. There transitional B cells come into contact with follicular dendritic cells that deliver 
signals to them for survival and differentiation. The differentiation continues through T1 and T2 B cell stages (increase in CD21 
expression). Subsequent increase in IgD expression results in fully mature B cells. Most of these mature B cells are naïve follicular B 
cells that respond to T-dependent antigens (mostly proteins). Another, less numerous population are primary effector B cells (PEB) 
that respond to T-independent antigens (typically polysaccharide antigens). After contact with the target antigen, mature B cells 
differentiate into short-lived plasmablasts and memory B cells. Some of the plasmablasts produce IgM in the primary follicles of 
the secondary lymphoid organs and die after a short time while others move to the bone marrow where they differentiate into the 
terminal developmental stage – long-lived plasma B cells (PLB). 

(according to [17, 21]) 
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transientních B lymfocytů nacházíme také u pacientů 
po transplantaci kostní dřeně při obnovení vlastní kr-
vetvorby včetně B lymfocytů [31]. 

mají také vyšší počet CD5+CD10+CD19+ B  lymfocytů, 
což je dáno tím, že znak CD10 je rovněž exprimován 
na transientních B lymfocytech [30]. Vysoké hodnoty 

SOUHRNNÉ SDĚLENÍ

Obr. 2. Základní gatovací strategie B lymfocytárních subpopulací 
Figure 2. Basic gating strategy for B cell populations 

A. Analýza B lymfocytárních subpopulací na průtokovém cytometru vždy začíná odstraněním dubletů – tedy buněk, které lasero-
vým paprskem přístroje prošly jako clustery 2 a více buněk a nikoli jako jednotlivé buňky (singlety).
B. Analýza dále vychází pouze ze singletů. Kombinace pan-leukocytárního znaku CD45 vůči Side Scatteru (SSC) dovoluje oddělení 
leukocytů od ostatních částic v suspenzi (erytrocyty, prachové částice, debris).
C. Ve třetím kroku jsou z CD45 pozitivních leukocytů gatovány pouze lymfocyty – buňky s nejmenší velikostí, kterou udává SS.
D. B lymfocyty jsou ze všech lymfocytů odděleny na základě pozitivity pro znak CD19 nebo CD20. V dalších krocích analýzy pracu-
jeme pouze s populací CD19+ (popř. CD20+) B lymfocytů.
E. CD21low B lymfocyty jsou typické negativitou pro znaky CD21 i CD38.
F. Terminální vývojová stadia B lymfocytů – plasmablasty a plasmatické buňky se vyznačují vysokou expresí CD27 a CD38, exprese 
CD19 je snížená. Kombinace těchto znaků ale neumožní jejich odlišení.
G. Kombinací znaků IgM a CD27 lze rozlišit B lymfocyty naivní (IgM+CD27-), PEB (IgM+CD27+) a izotypově přesmyknuté paměťové 
(IgM-CD27+).
H. Transientní B lymfocyty jsou gatovány z naivních B lymfocytů a vyznačují se vysokou expresí CD24 a CD38.

A. Flow cytometry analysis of B cell subpopulations always starts with removal of doublets, that is, cells that passed through the 
interrogation point as two or more cell clusters and not as single cells (singlets).
B. The analysis further focuses on singlets alone. The combination of the pan-leukocyte marker CD45 vs. Side Scatter (SSC) allows 
the separation of white blood cells from other particles in the suspension (red blood cells, particulate matter, debris).
C. In step 3, from CD45 positive white blood cells, only B cells as the smallest size cells discriminated by SS, are gated.
D. B cells are separated from all other lymphocytes based on the CD19 or CD20 marker positivity. In the following steps, only CD19+ 
(or possibly CD20+) B-cell populations are the subject of analysis.
E. CD21low B cells are typically CD21 and CD38 negative.
F. Terminal developmental stages of B cells – plasmablasts and plasma cells – are characterized by high expression of CD27 and 
CD38 and decrease in CD19 expression. However, the combination of these markers does not allow discrimination of these cells.
G. The combination of the IgM and CD27 markers allows discrimination between naive B cells (IgM+CD27-), PEB (IgM+CD27+), and 
isotype-switched memory cells (IgM-CD27+).
H. Transitional B cells are gated from naive B cells and are characterized by high expression of CD24 and CD38.
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Naivní B lymfocyty
Zralé naivní B  lymfocyty (CD27-IgM+IgD+) tvoří nej-

větší část B-lymfocytárních subpopulací v  dětském 
věku, kdy do jednoho roku věku dítěte dosahuje zpra-
vidla více než 90 %, poté se jejich zastoupení s věkem 
postupně snižuje. Ovšem i u zdravého dospělého člo-
věka představují zralé naivní B  lymfocyty většinovou 
populaci ze všech B lymfocytů [32]. Zralé naivní B lym-
focyty exprimují BCR typu IgM i  IgD, mají střední ex-
presi znaku CD21, CD24 a CD38 a  jsou CD10 negativ-
ní. Zvýšené procento naivních B lymfocytů se nachází 
u pacientů s běžnou variabilní imunodeficiencí (CVID) 
a  X-vázaným hyper-IgM syndromem, fyziologicky pak 
u malých dětí [23, 24].

Naivní B  lymfocyty cirkulují v  krvi mezi sekundární-
mi lymfatickými orgány, dokud v  nich nepotkají svůj 
antigen (Ag). Po reakci s  Ag se nejprve diferencují na 

krátce žijící IgM plasmablasty a  IgM paměťové B  lym-
focyty (IgM+IgD+CD27+), které mohou dále pokračovat 
ve vývoji až do izotypově přesmyknutých paměťových 
B lymfocytů (IgM-IgD-CD27+) nebo do stadia plasmab-
lastů a  plasmatických buněk produkujících izotypově 
přesmyknuté imunoglobuliny [33]. 

Primárně efektorové B lymfocyty (PEB) 
Do populace primárně efektorových B  lymfocytů 

(PEB) náleží ty B lymfocyty, které jsou IgM, IgD a CD27 
pozitivní. Někdy jsou také nazývány B lymfocyty mar-
ginální zóny (MZB, IgM+IgD+CD27+) nebo IgM pamě-
ťové B lymfocyty. PEB vznikají po setkání folikulárních 
naivních B  lymfocytů s  Ag, B  lymfocyty marginální 
zóny se pravděpodobně vyvíjejí přímo z T2 lymfocy-
tů ve slezině a  reagují především s T-independentní-
mi Ag. Tyto dvě populace nelze v periferní krvi pomocí 
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Obr. 3. Vývoj zastoupení transientních B lymfocytů v periferní krvi v závislosti na věku
Figure 3. Distribution of transitional B cells in the peripheral blood by age 

Transientní B lymfocyty dosahují nejvyššího zastoupení v pupečníkové krvi a u novorozenců. S věkem jejich počet postupně klesá 
a nejnižšího zastoupení dosahuje u dospělých. 

Transitional B cells are most abundant in umbilical cord blood and in newborns. Their number gradually decreases and is the 
lowest in adults. 
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ší B lymfocyty, které při in vitro stimulacích nejrychleji 
a nejsnadněji reagují a  jsou schopny například dozrát 
v plasmablasty, nebo produkovat cytokiny [37]. 

Normální hodnoty procentuálního zastoupení po-
pulace IgM+IgD+CD27+ v periferní krvi se opět liší v zá-
vislosti na věku vyšetřované osoby. U dětí do dvou let 
dosahují hodnoty okolo 6 % z celkového počtu B lym-
focytů [32]. Po dozrání sleziny se jejich hodnoty ustalují 
mezi 13–20 %. Zvýšené procento těchto buněk může-
me nalézt u pacientů s X-vázaným hyper-IgM syndro-
mem [38] a  u  některých pacientů s  CVID. U  pacientů 
po splenektomii dochází k  výraznému poklesu počtu 
těchto buněk [39]. U  asplenických pacientů jsou však 
IgM+IgD+CD27+ B lymfocyty přítomny [40].

V praxi se k rozlišení PEB od ostatních populací nej-
častěji používají znaky IgD a  CD27, protože pomocí 
exprese IgM, na rozdíl od IgD, lze někdy obtížně roz-
lišit subpopulace izotypově přesmyknutých paměťo-
vých B  lymfocytů a PEB. Při tomto způsobu gatování 
může docházet k chybám, a to u pacientů, kteří tvoří 
IgD-IgM+CD27+ B  lymfocyty (obr. 4 A). Při použití IgD 
pak tato populace spadá do izotypově přesmyknu-
tých paměťových B  lymfocytů (obr. 4 B). Jedná se 

znaků IgM, IgD, CD21, CD24 a CD27 navzájem odlišit. 
PEB mají BCR, který na rozdíl od folikulárních B  lym-
focytů po styku s  T-independentním antigenem vět-
šinou neprochází procesem somatické hypermuta-
ce ani afinitní maturace, proto tyto buňky ve stadiu 
plasmablastů produkují především IgM [17, 34]. PEB 
se mohou vyvinout i v nepřítomnosti sleziny, ale sple-
nektomie u starších jedinců dramaticky snižuje jejich 
počet v krvi [35]. Schopnost odpovídat na T-indepen-
dentní antigeny se objevuje až od druhého roku věku, 
kdy dochází k plnému vyzrání marginální zóny sleziny. 
U dětí mladších dvou let bylo zjištěno, že PEB, které se 
nacházejí v periferní krvi a ve slezině, nevykazují žádné 
známky aktivace a expanze, navzdory mnoha antigen-
ním podnětům z probíhajících infekcí, které se v tomto 
věku vyskytují. Tato skutečnost v  dětství ukazuje, že 
rovněž PEB nejsou schopny dostatečné odpovědi na 
infekce probíhající v tomto věku [36]. 

PEB se vyznačují zvýšenou expresí IgM, CD21, CD24 
a střední expresí IgD, dále pak nižší expresí znaku CD38. 
Zpravidla jsou gatovány pomocí IgD nebo IgM a znaku 
CD27, kdy je identifikujeme jako buňky CD19+(CD20+) 
IgD+CD27+ nebo IgM+CD27+. Jedná se o nejreaktivněj-
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Obr. 4. Gatování PEB pomocí kombinace znaků IgM, IgD a CD27
Figure 4. Gating of PEB using the combination of the IgM, IgD, and CD27 markers 

A. Při použití kombinace znaků IgM a CD27 lze někdy obtížně rozlišit subpopulace izotypově přesmyknutých paměťových B lymfo-
cytů a PEB. U některých pacientů se totiž mohou tvořit IgD-IgM+CD27+ B lymfocyty. 
B. Při použití IgD v kombinaci s CD27 IgD-IgM+CD27+ B lymfocyty spadají do izotypově přesmyknutých paměťových B lymfocytů 
a získané výsledky proto nejsou správné.
C. Při odečítaní je proto vhodné využít i dot plotu, kde jsou proti sobě vyneseny exprese IgM a IgD. Zvýšené procento IgM+IgD- 
B lymfocytů poukáže na výskyt IgM+IgD-CD27+ B lymfocytů a tím také na možnou chybu.

A. Using the combination of the IgM and CD27 markers, it may be difficult to differentiate between the subpopulations of isotype-
-switched B cells and PEB. In some patients, IgD-IgM+CD27+ B cells can form. 
B. When IgD is used in combination with CD27, IgD-IgM+CD27+ B cells fall into isotype-switched memory B cells and, therefore, the 
results obtained are not correct. 
C. When taking readings, it is also helpful to use a dot plot where IgM expression is plotted against IgD expression. A higher per-
centage of IgM+IgD- B cells points to the presence of IgM+IgD-CD27+ B cells and thus to a possible error.
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zejména o  pacienty s  autoimunitním onemocněním 
jako revmatoidní artritida, SLE apod. Z tohoto důvodu 
je dobré k  takto definovaným populacím při odečí-
taní na průtokovém cytometru využít dot plotu, kde 
jsou proti sobě vyneseny exprese IgM a IgD (obr. 4 C). 
Zvýšené procento IgM+IgD- B  lymfocytů poukáže na 
výskyt IgM+IgD-CD27+, a  tím také na možnou chybu. 
Zda jsou IgM+IgD- autoreaktivními B lymfocyty zatím 
nebylo zcela objasněno.

V  nedávno publikované studii se ukázalo, že myši 
s CD27+ pozitivními B lymfocyty s vysokou expresí IgM 
a nízkou nebo chybějící expresí IgD mají autoimunitní 
charakter [41]. Tyto B  lymfocyty jsou vysoce reaktivní 
s  endogenními Ag a  přeměňují se v  krátce žijící plas-
mablasty produkující IgM v primárních folikulech, které 
ale dále nepřechází do germinálních center. Dokonce 
se může jednat také o  izotypově přesmyknuté buňky, 
což však pouze z  cytometrického měření nelze určit. 
Pro potlačení autoimunitní reakce může autoreaktiv-
ní B lymfocyt zcela zásadně snížit expresi IgM a zvýšit 
expresi IgD, a tím změnit svou autoreaktivitu. Z tohoto 
B lymfocytu pak vzniká anergická buňka [41, 42] nebo 
buňka s omezenou reaktivitou, která má po stimulaci 
sklony vstupovat do reakce germinálního centra, projít 
procesem somatické hypermutace, při kterém se může 
zbavit své autoreaktivity a vytvářet dlouze žijící izoty-
pově přesmyknuté paměťové B lymfocyty.

Izotypově přesmyknuté paměťové B lymfocyty
Izotypově přesmyknuté paměťové B  lymfocyty bý-

vají gatovány jako IgM-IgD-CD27+ buňky. Jedná se 
o dlouhodobě žijící B lymfocyty, které mohou putovat 
krví a poté se usazují v sekundárních lymfatických or-
gánech a v kostní dřeni. Jejich přítomnost v rozmezích 
normálních hodnot spolu s normálními hodnotami hla-
din imunoglobulinů v séru ukazuje na schopnost orga-
nismu vytvářet paměťové buňky, tj. je dokumentována 
nejen diferenciační schopnost B  lymfocytů, ale také 
správná funkce pomocných folikulárních T lymfocytů. 
Izotypově přesmyknuté paměťové B  lymfocyty mají 
střední expresi CD21, vysokou až střední expresi CD24 
a spíše nižší expresi CD38. Bývají zpravidla CD5 negativ-
ní a při použití monoklonálních protilátek proti IgG, IgA 
nebo IgE můžeme monitorovat počet konkrétních tříd 
izotypově přesmyknutých paměťových B  lymfocytů. 
V současné době jsou již k dispozici kvalitní protilátky 
pro průtokovou cytometrii, což umožňuje i  sledování 
podtříd IgG a IgA u paměťových buněk, např. u imuno-
deficitů nebo při infekcích. 

Sledování izotypově přesmyknutých paměťových 
buněk jednotlivých podtříd imunoglobulinů lze 
s úspěchem využít při vyšetření pacientů s CVID, se-
lektivním deficitem IgA nebo selektivním deficitem 
některých z  podtříd IgG. Rovněž je lze sledovat při 
odpovědi na očkování, kdy u  pacientů s  postižením 
specifické protilátkové odpovědi (např. CVID), nena-
cházíme sedmý den po očkování vzestup počtu pa-

měťových buněk, který bývá přítomen u zdravých lidí 
[5]. Snížený počet izotypově přesmyknutých paměťo-
vých buněk ukazuje na sníženou schopnost diferenci-
ace B lymfocytů, a to buď v důsledku dalších poruch 
vývoje B lymfocytů (např. u pacientů s hyper-IgM syn-
dromem) [5, 43] nebo postižení T buněčné řady (např. 
u pacientů s Di-Georgovým syndromem) [44, 45].

Zvýšený výskyt izotypově přesmyknutých paměťo-
vých B lymfocytů nalézáme po očkování a  je také po-
pisován u  některých autoimunitních onemocnění. Při 
rozvoji SLE a  RA můžeme sledovat změny v  počtech 
izotypově přesmyknutých paměťových buněk, kdy do-
chází ke zvýšené tvorbě těchto buněk a  mohou také 
korelovat s aktivitou daného onemocnění [6, 45]. 

U  infekcí se při protilátkové odpovědi na rozpustné 
proteinové antigeny a membránové proteiny primárně 
indukují IgG1 protilátky, tedy i IgG1 plasmablasty, a jsou 
doprovázeny nižšími hladinami ostatních IgG podtříd. 
Virové infekce obecně vedou k produkci protilátek pod-
tříd IgG1 a IgG3 a na druhé straně je protilátková odpo-
věď na bakteriální kapsulární polysacharidové antigeny 
téměř omezena pouze na IgG2 [46]. Protilátky podtřídy 
IgG4 se často vytváří po opakované nebo dlouhodobé 
expozici antigenu v neinfekčním prostředí [47]. 

Normální počty izotypově přesmyknutých pamě-
ťových B  lymfocytů jsou závislé na věku vyšetřované 
osoby. U  kojenců se jejich hodnoty pohybují okolo 
1 %, u dětí do dvou let pak okolo 3 %. S rostoucím vě-
kem procento izotypově přesmyknutých paměťových 
B  lymfocytů narůstá a  v  dospělosti dosahuje hodnot 
okolo 10 % a více [32].

Plasmablasty a plasmatické buňky
Využití znaků CD19, CD27 a CD38 umožňuje v peri-

ferní krvi sledování pozdních stadií vývoje B lymfocytů 
– plasmablastů. Plasmablasty se podobně jako buňky 
transientní vyznačují vysokou expresí znaku CD38 (viz 
obr. 1 H), která je ještě vyšší než u transientních buněk 
a nízkou expresí znaku CD21. Na rozdíl od transientních 
buněk mají plasmablasty také vysokou expresi znaku 
CD27 a nízkou expresi znaku CD24. Plasmablasty mo-
hou být IgM pozitivní, nebo mohou být izotypově pře-
smyknuté a exprimovat IgG, IgA či IgE. Relativně malé 
procento (1–3  % ze všech plasmablastů) tvoří IgD+ 

plasmablasty. Obecně plasmablasty exprimují na svém 
povrchu nižší množství povrchových imunoglobulinů 
a ve stadiu plasmatických buněk ztrácejí povrchové Ig 
úplně. Plasmatické buňky se vyznačují ztrátou exprese 
CD19, jsou CD138+. Plasmablasty bývají často zahrno-
vány do gatů IgM+CD27+ a IgM-CD27+. Je pro ně rovněž 
typická nízká exprese CD19, proto je pro jejich monito-
rování nutné zahrnout i buňky s nízkou expresí tohoto 
znaku. Pro plasmablasty je také typické, že mají větší 
velikost než běžné B a T lymfocyty, tudíž i větší Forward 
Scatter (FCS).

Produkce IgG a plasmablastů je nejnižší v období 6 
až 15 měsíců věku dítěte a vyznačuje se rovněž nízkými 
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rové B lymfocyty. Díky těmto vlastnostem mohou hrát 
klíčovou úlohu v ochraně proti intracelulárním patoge-
nům [3, 45, 46]. 

ZÁVĚR

B lymfocyty prochází během svého vývoje mnoha 
diferenciačními stadii. Abnormální vývoj B  lymfocytů 
může vést k autoimunitním onemocněním nebo imu-
nodeficitním stavům. Změny v B lymfocytárních subpo-
pulacích můžeme nalézt i u pacientů s přítomným on-
kologickým onemocněním vycházejícím z B lymfocytů 
nebo jejich prekurzorů, avšak jejich podrobnější ana-
lýza spadá do odbornosti hematologické laboratoře. 
Pro stanovení B-lymfocytárních subpopulací v periferní 
krvi se rutinně používá kombinace monoklonálních 
protilátek proti znakům CD45, CD5, CD19, CD20, CD21, 
CD24, CD27, CD38, IgM a IgD. Tyto znaky dovolují rozli-
šení B lymfocytů transientních, naivních, PEB, izotypově 
přesmyknutých paměťových, plasmablastů a  CD21low 
B lymfocytů. Rutinní zpracování periferní krve toto sta-
novení vyžaduje nejen správné zpracování vzorku, ale 
také nákladné laboratorní vybavení (průtokový cyto-
metr, monoklonální protilátky) a  proškolený personál 
pro správné zhodnocení dat v průtokovém cytometru. 
Ke správné interpretaci výsledků by mohly napomo-
ci přiložené tabulky onemocnění, u  nichž dochází ke 
změnám zastoupení B-lymfocytárních subpopulací. 
I když se v případě tabulky 1 většinou jedná o vzácně se 
vyskytující imunodeficitní onemocnění, může nalezený 
posun v B-lymfocytárních subpopulacích vést k rychlej-
šímu nalezení diagnózy. Z tohoto důvodu je stanovení 
B-lymfocytárních subpopulací rutinním vyšetřením při 
podezření na některý z níže uvedených imunodeficitů 
[1, 43, 51, 52]. U autoimunitních chorob (tab. 2) lze tím-
to způsobem sledovat u  jednotlivých pacientů ataky 
a remise daného onemocnění. 

Získané výsledky B-lymfocytárních subpopulací musí 
být vždy hodnoceny v kontextu s věkem pacienta, jeho 
aktuálními klinickými obtížemi a případnou medikací. 
Jedině tak mohou tyto výsledky napomoci ke správné 
diagnostice onemocnění.
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hladinami IgG v séru. V této době dítě ještě není schop-
no samo tvořit dostatečné množství těchto protilátek 
a zároveň dochází k poklesu transplacentárně přenese-
ných IgG protilátek od matky [48]. U těchto dětí mohou 
být zaznamenány vyšší počty plasmablastů ve srovnání 
s referenčními daty, a to v případě nedávno proběhlého 
infekčního onemocnění nebo po očkování, kdy se po-
čet plasmablastů v  krvi zvyšuje. Plasmablasty naopak 
chybí u  pacientů s  CVID a  u  pacientů se selektivním 
IgA deficitem (IgAD) je snížen počet IgA+ plasmablastů, 
což může v důsledku vést k poklesu celkového počtu 
plasmablastů [43]. Jak již bylo výše popsáno, pro de-
finici paměťových populací B  lymfocytů se užívá znak 
CD27. Studie Grimsholm et al. [49] ukázala, že intenzi-
ta exprese tohoto znaku stoupá u paměťových buněk 
a plasmablastů spolu s věkem pacienta. Starší pacienti 
proto mohou mít poměrně vyšší expresi znaku CD27 
v porovnání s dětskými pacienty.

CD21low B lymfocyty
Populace B  lymfocytů neexprimující obvyklé dife-

renciační markery (IgM-IgD-CD27-CD21-CD38-) nebývá 
u  zdravých lidí příliš početná. Je tvořena krátkodobě 
žijícími paměťovými B  lymfocyty, které vyzrály zpravi-
dla mimo germinální centrum. Poměrně dlouhou dobu 
nebyla jasná funkce této populace. V poslední době se 
z četných na sobě nezávislých studií ukazuje, že by se 
mohlo jednat o  B lymfocyty reagující na virové infek-
ce či chronickou stimulaci. Tato unikátní subpopulace 
B lymfocytů, která byla označena různými názvy, včet-
ně dvojitě negativních B  lymfocytů, CD21low B  lymfo-
cytů, atypických paměťových B  lymfocytů, tkáňových 
paměťových B lymfocytů nebo B lymfocytů spojených 
s věkem (ABC), CD11c+ B lymfocytů, či T-bet+ B lymfo-
cytů. Při podrobném zkoumání však bylo zjištěno, že 
jsou si tyto buňky fenotypicky i funkčně podobné. Zvý-
šení populace CD21low B  lymfocytů bylo popsáno při 
akutních infekcích (chřipka, malárie, HCV), chronických 
infekcích (HIV, tuberkulóza) nebo chronickém zánětu 
přítomném u  autoimunitních chorob (SLE, RA, Sjö-
grenův syndrom), ale i u imunodeficientních pacientů 
(CVID, IgAD). Jedná se o populace netypických pamě-
ťových B lymfocytů, které vznikají vazbou nukleových 
kyselin mikroorganismů nebo apoptotických zbytků 
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