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Abstrakt 

Vrozené poruchy imunity (IEI; inborn errors of immunity) jsou heterogenní skupinou onemocnění 

imunitního systému způsobující narušení funkcí přirozené i adaptivní imunity. Každý rok jsou 

celosvětově objevovány nové mutace genů kódujících nejrůznější proteiny figurující v imunitním 

systému. V současné době počet těchto nálezů překračuje 400. (Tangye et al., 2020) V této práci jsou 

popsány 3 nově identifikované autoinflamatorní poruchy u pacientů s IEI. 

Toll-like receptory (TLR) 7 a 8 jsou endosomální receptory přirozené imunity, kde figurují jako 

molekuly rozpoznávající patogeny i endogenní autoantigeny. Dysregulace receptorů TLR7 a TLR8  

u myší vede k autoimunitě a zánětu, u člověka je zatím imunopatologie TLR8 a TLR7 nejasná. 

Identifikovali jsme X-vázanou mutaci c.1715G>T v genu TLR8, která vede k autoimunitní 

hemolytické anémii a autoinflamatorním projevům u dvojčat, chlapců, v důsledku dysregulace TLR8  

a TLR7 odpovědi zejména myeloidních buněk (snížení hladiny proteinu TLR8, jeho zkřížené 

reaktivitě na ligandy TLR7 a zesílení odpovědi receptoru TLR7). 

Hematopoetická kináza (HCK; hematopoetic cell kinase) patří do rodiny Src kináz a hraje roli 

v migraci, adhezi a degranulaci myeloidních buněk. Aktivita kináz v rámci imunitní odpovědi musí 

být striktně regulována. U HCK tuto regulační funkci plní inhibiční tyrosin na C-konci, který 

v případě, že je fosforylován, vypíná aktivitu kinázy HCK. Identifikovali jsme heterozygotní mutaci 

c.1545C>A v genu HCK, která vede k absenci inhibičního tyrosinu a HCK je pak konstitutivně 

aktivní. Onemocnění se projevuje vaskulitidou kůže a chronickým zánětem a fibrózou plic v důsledku 

zvýšené adheze, migrace a zánětlivé kapacity myeloidních buněk. 

Podjednotka 1 receptoru pro interferon alfa (IFNAR1) je jednou z podjednotek tvořící dimer receptoru 

pro interferony I. typu. Signalizace interferonů I. typu hraje klíčovou roli v antivirové imunitní 

odpovědi a zároveň zabraňuje nadměrné zánětlivé reakci v průběhu virové infekce. Identifikovali jsme 

homozygotní mutaci c.922C>T v genu IFNAR1 u 15 měsíčního chlapce, u kterého se projevila silná 

zánětlivá reakce po očkování živou oslabenou vakcínou MMR v důsledku kompletní absence proteinu 

IFNAR1 a nedostatečné signalizaci interferonů I. typu. 

Podrobná charakterizace nových mutací v genech TLR8, HCK a IFNAR1 rozšířila spektrum jednotek 

IEI se zánětlivým projevem. Tyto studie mohou napomoci identifikaci onemocnění a léčbě  

u podobných případů. 

Klíčová slova 

Vrozená porucha imunity, zánětlivé onemocnění, funkční testování, Hematopoetická kináza, Toll-like 

receptor 8, Receptor pro interferon alfa  



 
 

Abstract 

Inborn errors of immunity (IEI) are a heterogenic group of diseases of the immune system causing 

dysregulations of both innate and adaptive immunity. New altered immune-related genes are 

discovered every year, nowadays reaching over 400. (Tangye et al., 2020) Here three new 

autoinflammatory disorders of IEI patients are described. 

Toll-like receptors (TLR) 7 and 8 are endosomal receptors in the innate immune response against 

external pathogens and endogenous autoantigens. A dysregulation in TLR7 and TLR8 in mice causes 

autoimmunity and inflammation, however, in humans, the immunopathology of TLR8 and TLR7 

remains unclear. We identified a novel X-linked c.1715G>T mutation in TLR8 that leads to 

autoimmune haemolytic anaemia and autoinflammation in male twins caused by dysregulation in 

TLR8 and TLR7 response especially in myeloid cells (low TLR8 protein expression, cross-reactivity 

of TLR8 for TLR7 ligands and enhanced TLR7 response). 

Hematopoietic cell kinase (HCK) belongs to the Src family of kinases and is involved in myeloid cell 

migration, adhesion and degranulation. Kinase activity in the immune response must be strictly 

regulated. In HCK, this regulation is based on C-terminal inhibitory tyrosine, which when 

phosphorylated, HCK kinase activity is switched off. We identified a heterozygous mutation 

c.1545C>A in HCK where inhibitory tyrosine is missing and HCK is constitutively active. The main 

disease symptoms were cutaneous vasculitis and chronic pulmonary inflammation that progressed to 

fibrosis due to increased adhesion, migration and inflammatory capacity of myeloid cells. 

Interferon alpha receptor subunit 1 (IFNAR1) is one of the two subunits of a dimer creating the 

interferon type I receptor. Type I interferon signalling plays a crucial role in antiviral immune 

response as well as preventing an excessive inflammatory response during viral infection. We 

identified a novel homozygous mutation c.922C>T in IFNAR1 in a 15-month old boy who suffered  

a severe inflammatory reaction after live attenuated MMR vaccine administration due to a complete 

absence of IFNAR1 protein, therefore no interferon type I signalling in the patient. 

Detailed characterization of novel mutations in TLR8, HCK and IFNAR1 genes broadened the 

spectrum of IEI with autoinflammation. These studies can help in disease identification and treatment 

in similar cases. 

Keywords 

Inborn error of immunity, inflammatory disease, functional testing, Hematopoietic cell kinase, Toll-

like receptor 8, Interferon alpha receptor  



 
 

Seznam zkratek 

ADA – adenosin deamináza 

AID – AICDA imunodeficience 

AIHA - autoimunitní hemolytická anemie 

AIRE - autoimunitní regulátor 

ALPS - autoimunitní lymfoproliferativní syndrom 

AP-1 - aktivační protein 1 

APC – antigen prezentující buňky 

APECED - chronická mukokutánní kandidóza asociovaná s autoimunitní dystrofií 

ATP – adenosin trifosfát 

ATRA - kyselina all-trans retinová 

BCG - Bacille Calmette Guerin 

BTK - Brutonova tyrosin kináza 

CARD – protein vážící kaspázu „Caspase recruitment domain-containing protein“ 

CD – diferenciační klastr „Cluster of diffrentiation“ 

cDNA – cirkulární DNA 

CFTR – regulátor transmembránového přechodu u cystické fibrózy 

cGAS - cyklická guanosin monofosfát-adenosin syntáza 

CGD - chronická granulomatózní choroba 

CMC - chronická mukokutánní kandidóza 

CMV - cytomegalovirus 

CNS – centrální nervová soustava 

CR – komplementový receptor 

CVID - běžný variabilní imunodeficit 

DAG - diacylglycerol 

DAMP - znak asociovaný s poškozením 

DC – dendritická buňka 

DMSO - dimethylsulfoxid 

DNA – deoxyribonukleová kyselina 

dsRNA – dvojvláknová RNA 

EBV - Epstein-Barr virus 

ELISA – imunologická metoda na principu interakce enzymu a substrátu „enzyme-liked immuno-
sorbent assay“ 

EMCV - virus encefalomyokarditidy 



 
 

FAK - fokální adhezivní kináza 

FcγR - Fc-gama receptor 

FMF - familiární středomořská horečka 

GOF – mutace zvyšující funkci proteinu „Gain-of-function“ 

GPCR - receptor spřažený s G-proteiny „G protein-coupled receptor“ 

GvHD - reakce štěpu proti hostiteli „graft versus host disease“ 

HCK - hematopoetická Src kináza 

HLA – lidský leukocytární antigen 

HLH - hemofagocytující lymfohistiocytóza 

HMGB1 – amfoterin, „high mobility group box 1“ 

HPAEC - lidské endoteliální buňky pulmonární arterie 

HSCT – transplantace hematopoetických kmenových buněk 

HSV - herpes simplex virus 

HUVEC - lidské endoteliální buňky pupečníkové cévy 

IBD - idiopatické střevní onemocnění 

ICAM-1 - intracelulární adhezivní molekula 1 

IEI - vrozená porucha imunity 

IFN - interferon 

IFNAR1 - interferon alfa receptorová podjednotka 1 

IFNAR2 - interferon alfa receptorová podjednotka 2 

IFNGR - interferon gama receptor 

IFNLR1 - interferon lambda receptorová podjednotka 1 

Ig - imunoglobulin 

IL - interleukin 

IL-2RG - interleukin 2 receptor gama 

ILC – přirozené lymfoidní buňky 

IP3 - inositol trifosfát 

IRAK - kináza asociovaná s receptorem pro IL-1 

IRF9 - interferon-regulační faktor 9 

ISG15 – interferonem stimulovaný gen 15 

ISGF3 – faktor 3 pro interferonem stimulovaný gen 

ISRE – interferonem stimulovaný transkripční faktor 

ITAM - imunoreceptorový na tyrosinu založený aktivační motiv 

IUIS – mezinárodní společnost pro vrozené poruchy imunity 



 
 

JAK – Janus kináza 

KREC – κ-deleční rekombinantní excizní kroužky 

LAT - adaptorový protein pro aktivaci T-lymfocytů 

LFA-1 - antigen 1 asociovaný s lymfocytární funkcí 

LOF – mutace snižující funkci proteinu „Loss-of-function“ 

LPS - lipopolysacharid 

LRR – opakování bohaté na leucin „leucine-rich repeat“ 

LYST – regulátor lysozomální migrace  

MAC – komplex atakující membránu „Membrane attack complex“ 

MAPK - mitogen-aktivovaná protein kináza 

MCP-1 - monocytární chemoatraktant 1 

mDC – myeloidní dendritické buňky 

MHC-I - hlavní histokompatibilní komplex I 

MHC-II - hlavní histokompatibilní komplex II 

miRNA – mikro RNA 

MMR - vakcína proti spalničkám, příušnicím a zarděnkám „measles, mumps, and rubella“ 

mRNA – messenger RNA 

mTOR - cíl rapamycinu u savců „mammalian target of rapamycin“ 

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfát 

NGS – sekvenování nové generace 

NK – přirození zabíječi „natural killer“ 

NLR – NOD-like receptor 

NO – oxid dusnatý 

NOD2 – nukleotid vážící oligomerizační protein 2 

PAMP – molekulární vzory asociované s patogeny 

PCR – polymerázová řetězová reakce 

pDC – plasmacytoidní dendritické buňky 

PI3K - fosfatidylinositol-3-kináza 

PIP2 - fosfatidylinositol 

PKC – protein-kináza C 

PRR – receptor rozpoznávající vzor „Pattern recognition receptor“ 

qPCR – kvantitativní PCR 

RF – revmatoidní faktor 

RNA – ribonukleová kyselina 



 
 

RNP – ribonukleární protein 

ROS – reaktivní kyslíkové radikály 

RTK – receptor tyrosin kináza 

rtPCR – real-time PCR 

SAMD9 – sterilní alfa motiv protein 9 „sterile alpha motif domain-containing protein 9“ 

SCID – závažná kombinovaná imunodeficience 

SGD - specifický deficit granul 

SH – src homologie 

SLE – systémový lupus erythematosus 

ssRNA – jednovláknová RNA 

STAT – přenašeč signálu a aktivátor transkripce „signal transducer and activator of transcription“ 

TBX1 – T-box transkripční faktor 1 

TCR – T-buněčný receptor 

TGF – transformující růstový faktor 

Th – pomocný T-lymfocyt 

TIR - Toll/IL-1 receptorová doména 

TLR – Toll-like receptor 

TNF – tumor nekrotizující faktor 

TNFR – receptor pro tumor nekrotizující faktor 

TRAPS - syndrom asociovaný s receptorem pro tumor-nekrotizující faktor 

TREC - excizní kroužky T-buněčného receptoru 

TYK - tyrosin kináza 2 

VDJ – segmenty pro V (variabilitu), D (diverzitu) a J (spojení, „joining“) 

WAS - Wiskottův-Aldrichův syndom 

WES – celoexomové sekvenování 

WGS – celogenomové sekvenování 

WT – wild type 

ZAP-70 - protein kináza 70 asociovaná s zeta řetězcem 

ZIKV – ZIKA virus 
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1. Vrozené poruchy imunity – úvod 

Vrozené poruchy imunity (Inborn Errors of Immunity, IEI) jsou heterogenní skupina poruch 

imunitního systému postihující mechanismy přirozené i adaptivní imunity, tedy i komplement, 

fagocytující buňky, T-lymfocyty i B-lymfocyty. Pacienti s IEI mohou být postiženi různě závažnou 

formou od pouhé vyšší náchylnosti k infekčním patogenům a neprospíváním, až po závažné 

dysregulace imunitního systému, které mohou vyústit v nutnost medikace a hospitalizace. 

Nejzávažnější formy, mezi které patří např. těžká kombinovaná imunodeficience (SCID) s incidencí 

zhruba 1-2 na 100 000 nově narozených, mohou být smrtelné i přes léčebné zásahy. Pro tyto pacienty 

je zásadní novorozenecký screening (detekce excizních kroužků DNA vznikající při vývoji lymfocytů) 

(Dorsey & Puck, 2017) a rychlá transplantace hematopoetických kmenových buněk. Nejčetnější 

skupinou vrozených poruch imunity jsou protilátkové imunodeficity s více než polovinou případů IEI. 

Autoinflamatorní onemocnění jsou úzkou skupinou IEI, s celkovou prevalencí 1 na 50000 narozených 

(Tangye et al., 2020). Díky rozvoji molekulárně-genetických metod již bylo identifikováno více než 

400 různých poruch imunity s identifikovanými geny, jejichž modifikace [ve smyslu aktivace, tzv. 

gain-of-function (GOF) nebo inhibice či kompletní absence, tzv. loss-of-function (LOF)] způsobila 

vážnou imunitní dysregulaci (Obr. 1). 

 

Obr.  1 - Tendence objevování nový genů způsobujících vrozené poruchy imunity v letech 1983-2019. Data 

byla poskytnuta skupinou The International Union of Immunological Societies Expert Comittee of Inborn Errors 

of Immunity (IUIS). (Upraveno z Tangye et al. 2020) 

Pro praktické lékaře je důležité dobře rozpoznat varovné příznaky IEI v dětském věku pacienta  

a zahájit včasné laboratorní testování a případnou terapii. Prvními příznaky IEI mohou být špatné 
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prospívání, časté a opakující se infekce a záněty (kvasinkové infekce, virózy, meningitidy, pneumonie, 

a další). Dalším alarmujícím faktorem je problém s lymfatickou tkání/orgány, které mohou být 

zvětšené nebo naopak chybějící. V neposlední řadě IEI pacienti často v nízkém věku nepřiměřeně 

reagují na očkování živou oslabenou vakcínou, kdy není neobvyklé, že se očkovaná choroba  

u pacienta rozvine. Známým příkladem je reakce na vakcínu BCG (Bacille Calmette Guerin), kdy se  

u pacienta s těžkým kombinovaným imunodeficitem (SCID) rozvinula plná forma tuberkulózy 

(Marciano et al., 2014). Všechny tyto faktory jsou přehledně sepsány v Tabulce 1 jako 10 varovných 

příznaků vrozených poruch imunity, které by měla většina dětských praktických lékařů dobře znát. 

1 4 a více nových ušních infekcí v rámci jednoho roku 

2 2 a více závažných infekcí dutin v rámci jednoho roku 

3 2 a více měsíců na léčbě antibiotiky, s nízkým účinkem 

4 2 a více pneumonií v rámci jednoho roku 

5 Neschopnost dítěte přibírat na váze či normálně růst 

6 Opakující se kožní či orgánové abscesy 

7 Přetrvávající infekce ústní dutiny či fungální infekce kůže 

8 Nutnost intravenózní antibiotické léčby infekcí 

9 2 a více pokročilých infekcí včetně septikémie 

10 Výskyt vrozené poruchy imunity v rodině 

Tabulka 1: 10 varovných znaků vrozené poruchy imunity [zdroj ESID (Clinical Working Party)] 

1.1. Klasifikace IEI 

Podle chybějících, nefunkčních nebo špatně fungujících složek imunitního systému klasifikujeme IEI 

následovně (Bousfiha et al., 2020): 

I. Imunodeficity postihující buněčnou a humorální imunitu 

Funkce T-lymfocytů a často i B-lymfocytů je narušena a mohou být sníženy jejich počty.  

a) Těžký kombinovaný imunodeficit, SCID  

Komplikace u pacientů se SCID se objevují již časně po narození, dítě nepřibývá na váze, objevují se 

infekce respiračního traktu, průjmy, vyrážky a fungální infekce. Bez léčby se pacienti nedožívají více 

než 1 roku života (Yu et al., 2011). Lze rozlišit dvě hlavní varianty SCID, a) s T-lymfopenií (SCID T-

B+) a b) s kombinací lymfopenie T a B (SCID T-B-), obě skupiny s následným rozdělením podle 

přítomnosti NK buněk. Mezi nejznámější SCID T- B+ NK- patří deficit tzv. common gamma chain, 

tedy společného γ řetězce skupiny cytokinových receptorů [pro IL-2 (interleukin 2), IL-4 (interleukin 



13 
 

4), IL-7 (interleukin 7) aj.], mezi SCID T- B+ NK+ pak LAT deficience, tedy nefunkčnost 

adaptorového proteinu LAT (z anglického linker for activation of T-cells), který se aktivuje při 

signalizaci přes T-buněčný receptor. (Bacchelli et al., 2016) Do skupiny SCID T- B- NK- pak řadíme 

např. deficit ADA, tedy absenci adenosin deaminázy, důležitého enzymu purinového metabolismu 

účastnícího se deaminace deoxyadenosinu. V organismu dochází k hromadění metabolitů (např. 

deoxyadenosinu a dATP) toxických zejména pro lymfocyty. Laboratorní nálezy často potvrzují 

lymfocytopenii s absencí T- i B-lymfocytů a NK buněk a nízké hladiny sérových imunoglobulinů,  

a s tím spojenou špatnou odpověď T-lymfocytů a specifických protilátek. Závažnost průběhu ADA 

deficitu koreluje s množstvím nahromaděných metabolitů. (Aiuti et al., 2009; Edwards, 1985; Flinn & 

Gennery, 2018) 

b) Méně závažné kombinované imunodeficity než SCID 

V této skupině se vyskytují imunodeficity se sníženými počty T- či B-lymfocytů, abnormálními 

hladinami imunoglobulinů a narušenou protilátkovou odpovědí. Do skupiny s nízkým počtem CD4+ 

T-lymfocytů patří např. MHC-II deficit nebo LCK deficit. MHC-II neboli hlavní histokompatibilní  

komplex II je molekula exprimovaná především antigen prezentujícími buňkami (dendritické buňky, 

makrofágy a B-lymfocyty), kde je jeho úlohou prezentovat peptidy exogenního původu CD4+  

T-lymfocytům. Neschopnost zahájit CD4+T-mediovanou buněčnou a protilátkovou odpověď  

u MHC-II deficitu vede k opakovaným infekcím zejména gastrointestinálního traktu, respiračního 

ústrojí nebo vylučovací soustavy. Snížené počty CD4+ mohou být vysvětleny narušenou klonální 

proliferací na periferii či dozráváním v thymu (MHC-II je klíčovou molekulou pro maturaci a funkci 

CD4+ T-lymfocytů a jejich pozitivní selekci v thymu). Reziduální exprese MHC-II vysvětluje 

zachování minimálních počtů CD4+ buněk. (Grusby, et al., 1991; Klein et al., 1993) LCK je tyrosin 

kináza z rodiny Src asociovaná s T-buněčnými koreceptory CD4 a CD8 a fosforylující tyrosinová 

rezidua na ITAM motivech CD3 a zeta řetězců T-buněčného receptoru (TCR). ITAM neboli 

imunoreceptorový na tyrosinu založený aktivační motiv je dvakrát se opakující sekvence  

4 aminokyselin a hraje nezastupitelnou roli v signalizaci imunoreceptorů. (Llamas-Guillén et al., 

2017) Deficit nebo porucha LCK vede k poruše TCR-mediované aktivace T-lymfocytů. Pacienti trpí 

respiračními infekcemi, záněty a autoimunitními projevy. (Hauck et al., 2012) Další skupinou jsou 

onemocnění s nízkým počtem CD8+ T-lymfocytů, zapřičiněné např. deficity MHC-I nebo ZAP-70. 

MHC-I neboli hlavní histokompatibilní komplex I (nebo také HLA-I, lidský leukocytární antigen I) je 

druhým typem MHC, který prezentuje antigen, v tomto případě CD8+ T-lymfocytům; nachází se na 

většině buněk, prezentované antigeny jsou buňce vlastní nebo virové peptidy. MHC-I deficit může 

být způsoben mutacemi v genech TAP1, TAP2, jejichž produkty TAP1 a TAP2 jsou podjednotky 

transportéru TAP lokalizované v membráně endoplasmatického retikula. Heterodimer TAP1/TAP2 je 

zodpovědný za transport peptidů pro jejich prezentaci na MHC-I. Snížené počty CD8+ T-lymfocytů 

nebo úplná  CD8+ lymfopenie jsou způsobeny narušenou pozitivní selekcí v thymu z důvodu chybějící 



14 
 

MHC-I antigenní prezentace. Naopak se objevují vyšší hladiny γ+ T-lymfocytů. Pacienti trpí 

většinou bakteriálními infekcemi, chronickým zánětem plic, granulomatózními lézemi kůže nebo 

vaskulitidou. Těžké virové infekce nebývají popisovány, zřejmě díky zapojení i jiných antivirových 

mechanismů, jako je např. humorální imunitní odpověď, stále dostatečná (i když snížená) hladina 

CD8+ T-lymfocytů nebo díky γ+ T-lymfocytům a NK buňkám. (Hanna & Etzioni, 2014; Zimmer et 

al., 2005) ZAP-70 (protein kináza 70 asociovaná s zeta řetězcem) hraje nepostradatelnou roli 

v signalizaci T-buněčného receptoru. Deficit ZAP-70 je asociovaný s defektní T-buněčnou signalizací 

a proliferací, pacienti trpí opakovanými infekcemi dýchacích cest, virovými infekcemi [např. EBV 

(Epstein-Barr virus), CMV (Cytomegalovirus)] či kandidózou. (Llamas-Guillén et al., 2017) Do 

skupiny méně závažných kombinovaných imunodeficitů patří i např. deficit kostimulačních molekul, 

jako je CD40 nebo CD40L. Molekula CD40 a příslušný ligand CD154 (CD40L) hrají 

nepostradatelnou úlohu v imunologické synapsi B-lymfocytu (exprimuje CD40) a aktivovaného  

T-lymfocytu (exprimuje CD40L), která je podstatná pro proliferaci a izotypový přesmyk B-lymfocytů. 

Jejich deficitem vzniká tzv. hyper-IgM syndrom, kdy B-lymfocyt produkuje pouze protilátky izotypu 

IgM; u pacientů se objevují opakované infekce dýchacích cest či sepse. (Tsai et al., 2015) 

II. Kombinované imunodeficity s asociovanými nebo syndromovými znaky 

Tyto imunodeficity jsou vždy charakteristické příslušným klinickým nebo imunologickým projevem. 

Jedním ze zástupců je Ataxia teleangiectasia neboli syndrom Louis-Barové. Vzniká mutací v genu 

ATM, který kóduje DNA-dependentní proteinkinázu, která signalizuje opravným mechanismům po 

narušení DNA. Vyznačuje se poruchami v opravném systému dvojitých zlomů DNA např. při VDJ 

rekombinaci při vývoji T- a B-lymfocytů, nízkými počty T-lymfocytů a sníženou hladinou 

imunoglobulinů izotypu IgG, IgE nebo IgA; a dále např. neurologickými problémy a zvýšenou 

náchylností k nádorovým onemocněním (Hoche et al., 2014). Dalším známým imunodeficitem v této 

skupině je Wiskottův-Aldrichův syndrom (WAS). Příčina je v mutaci genu WAS na X-chromozomu, 

kódovaný protein např. kontroluje organizaci aktinového cytoskeletu a tvorbu imunologické synapse. 

Pacienti trpí náchylností k infekcím z důvodu špatné protilátkové odpovědi, trombocytopenií, ekzémy, 

objevují se i maligní nádory lymfatického systému. Transplantace kostní dřeně bývá jedinou možnou 

terapií (Salima et al., 2015). Syndrom diGeorge je způsoben delecí na chromosomu 22q11.2 a 

postihuje zhruba 1 z 3000 dětí, které pak trpí anomáliemi srdce, imunodeficitem, poruchou růstu a 

deformacemi obličeje. V deletované oblasti je více než 35 genů, což vysvětluje širokou škálu 

symptomů. Imunologicky nejzávažnější je delece genu TBX1, tedy T-box transkripčního faktoru 1. 

Ten zajišťuje správný vývoj arterií a thymu. Z důvodu hypoplastického nebo chybějícího thymu se pak 

u pacientů setkáváme s T-buněčnou lymfopenií a autoimunitními chorobami, které mohou být 

důsledkem snížených počtů regulačních T-lymfocytů. (Kobrynski & Sullivan, 2007) Další 

imunodeficity patřící do této skupiny jsou např. hyper-IgE syndromy vzniklé např. na podkladě 

STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) loss-of-function (LOF) mutací nebo 
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deficitu receptoru pro interleukin 6 (IL-6R). STAT3 LOF se mimo zvýšené hladiny IgE projevuje 

také lymfopenií, eosinofilií, infekcemi stafylokoky a kandidózou. (Chandesris et al., 2012) STAT3 je 

transkripčním faktorem a zastává roli v signalizaci IL-6, receptorů pro interferony I. a II. typu, 

receptorů pro IL-12 a IL-23, tyrosin kinázových receptorů a receptoru pro epidermální růstový faktor 

(EGFR). Také zastává roli na sliznicích signalizací pomocí IL-22, která vede k expresi 

antimikrobiálních peptidů (např. lidský beta defensin 2). (Vogel et al., 2015) U IL-6R deficitu jsou 

příznaky obdobné jako u STAT3 LOF, jsou spojeny s nedostatečnou signalizací především IL-6  

a s tím spojenou nízkou aktivací STAT3-závislé signalizační dráhy. (Spencer et al., 2019) U STAT3 

LOF a stejně tak u IL6R deficitu je narušena produkce IL-21, který je zodpovědný za maturaci  

B-lymfocytů. Je popsáno, že u nezralých B-lymfocytů převažuje produkce IgE. (Mogensen, 2013; 

Wesemann et al., 2011) 

III. Protilátkové deficity 

Projevy protilátkových deficitů se začínají objevovat až kolem 1. roku života, důvodem je přítomnost 

IgG z mateřského mléka v organismu (kojených) dětí. Hlavními příznaky protilátkových deficitů jsou 

chronické záněty a opakované bakteriální infekce, laboratorně pak nalézáme snížené počty  

B-lymfocytů. 

a) Hypogamaglobulinémie 

B-lymfocyty jsou u těchto onemocnění značně snížené nebo úplně chybí, počty prekurzorů v kostní 

dřeni jsou v normě. Nejznámějším protilátkovým deficitem je X-vázaná Brutonova 

agamaglobulinémie. Mutovaným genem je BTK, kódující Brutonovu tyrosin kinázu. Ta zajišťuje 

správný vývoj B-lymfocytů a zajišťuje signalizaci přes preB-buněčný receptor, který se tvoří po 

přestavbě segmentů těžkého řetězce. Také hraje roli v aktivaci mastocytů při signalizaci IgE receptoru. 

BTK fosforyluje fosfolipázu C, která následně hydrolyzuje fosfatidylinositol (PIP2) na druhé posly 

inositol trifosfát (IP3) a diacylglycerol (DAG). Ti spouštějí řadu B-lymfocytárních signalizačních drah 

důležitých k jejich vývoji a aktivaci. V dnešní době se agamaglobulinémie úspěšně léčí intravenózními 

imunoglobuliny. (Bruton, 1952; Winkelstein et al., 2006) Do skupiny hypogamaglobulinémií patří  

i formy běžného variabilního imunodeficitu (CVID) na podkladě např. CD19 či CD21 deficitu. 

CD19, CD21 spolu s CD81 a CD225 tvoří komplex B-buněčného receptoru. CD19 má výběžek do 

cytoplasmy s tyrosin-kinázovými zbytky, zajišťuje tedy přenos signálu do buňky. CD21 je také znám 

jako komplementový receptor 2 (CR2) a zajišťuje vazbu komplementu, hraje tedy roli v eliminaci 

imunokomplexů a apoptotických buněk. Pacienti trpí hypogamaglobulinémií a opakujícími se 

infekcemi; podávání intravenózních imunoglobulinů je nutností od raného věku. (Wentink et al., 2015) 

b) Ostatní protilátkové deficity 

V této skupině se vyskytují další protilátkové deficity, patří sem poruchy s abnormálně nízkými 

hladinami sérových imunoglobulinů izotypu IgG a IgA, kdy hladina IgM může být v normě nebo 
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zvýšená. Takzvaný hyper-IgM syndrom může mít hned několik příčin, mezi nejznámější v této 

skupině patří AID deficience, kdy je poškozen gen AICDA pro tvorbu aktivací indukované cytidin 

deaminázy, která se v B-lymfocytech germinálních center účastní izotypového přesmyku a somatické 

hypermutace. (Revy et al., 2000) Dále se sem řadí izotypové nebo funkční deficity, mezi které patří 

například selektivní IgA deficit, který ale může být často asymptomatický (Yel, 2010) nebo 

selektivní IgM deficit, kdy pacienti trpí častými pneumokokovými a bakteriálními infekcemi. (Gupta 

& Gupta, 2017) 

IV. Choroby s imunitní dysregulací 

Autoimunitní projevy bývají často asociovány s vrozenými poruchami imunity. Zvláštní skupinu 

onemocnění s imunitní dysregulací tvoří hemofagocytující lymfohistiocytóza (HLH). Dále sem patří 

známé syndromy jako je autoimunitní lymfoproliferativní syndrom (ALPS) nebo aktivační mutace 

Janus kinázy 1 [JAK1 gain-of-function (GOF)].  

a) HLH  

HLH neboli hemofagocytující lymfohistiocytóza má několik podskupin v závislosti na poškozeném 

genu, např. genu pro perforin či LYST (lysosomal-trafficking regulator), které jsou důležité pro 

exocytózu lytických granul CD8+ T-lymfocytů a NK buněk. Všeobecně se HLH projevuje 

hyperaktivací cytotoxických buněk (T, NK), hyperprodukcí cytokinů, typický je nález 

hemofagocytujících makrofágů v kostní dřeni. HLH může být primární či sekundární. Primární formy 

jsou způsobeny mutacemi ve výše uvedených a dalších genech. Bez rychlé léčby, tedy transplantace 

krvetvorných buněk, vedou rychle k multiorgánovému selhání a smrti. Mezi sekundární HLH patří 

například i viscerální leishmanióza, která ale není vrozenou poruchou imunity. Toto onemocnění 

způsobuje jednobuněčný parazit rodu Leishmania; v makrofázích se množí, způsobuje chronický 

zánět, makrofágy se aktivují a hemofagocytují. (Fatima et al., 2018; Suková et al., 2010) 

b) Syndromy s autoimunitou  

Hlavními skupinami syndromů s autoimunitními projevy jsou např. autoimunitní lymfoproliferativní 

syndrom (ALPS) a různá idiopatická střevní onemocnění (IBD; inflammatory bowel disease). 

ALPS může být způsoben mutací jedním z několika genů kódujících důležité součásti apoptotické 

dráhy jako jsou kaspáza 3, kaspáza 10 nebo FAS. FAS neboli TNFRSF6 je receptor patřící do TNFR 

(tumor necrosis factor receptor) rodiny, jeho ligandem je FASL. Po vazbě FAS se spouští apoptotická 

dráha FAS+ buňky. (Fu et al., 2016) Při mutaci receptoru FAS dochází k narušení apoptózy, objevují 

se příznaky jako splenomegalie, lymfadenopatie (zvětšené lymfatické uzliny) nebo lymfomy. 

(Lambotte et al., 2013) Mezi IBD v rámci vrozených poruch imunity patří mimo jiné deficity 

interleukinu 10 či jeho receptoru. IL-10 je sekretován monocyty, makrofágy, T- a B-lymfocyty, 

dendritickými buňkami, epiteliálními buňkami i mastocyty a má úlohu protizánětlivou, 

imunosupresivní, inhibuje funkci tumor nekrotizujícího faktoru alfa (TNFα; tumor necrosis factor 
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alpha) a zajišťuje homeostázu ve střevním traktu. Signalizuje přes IL-10R, aktivuje Janus kinázu 1 

(JAK1) a Tyrosin kinázu 2 (TYK2). Následně dochází k fosforylaci STAT3 a expresi protizánětlivých 

cytokinů. (Zhu et al., 2017) Pacienti trpící IBD mívají zánětlivé projevy ve střevním traktu z důvodu 

nedostatečné sekrece regulačního IL-10, také se může projevit artritida, folikulitida (zánět vlasových 

váčků) nebo dermatitida. (Kotlarz et al., 2012) 

V. Poruchy počtu a funkce fagocytů 

Fagocytující buňky imunitního systému plní nezaměnitelnou roli v boji s patogeny. Jejich snížené 

počty nebo snížená funkce ohrožují zdraví a život pacienta neschopností zachytit infekci a nastartovat 

imunitní odpověď; vysoké počty nebo zvýšená schopnost fagocytózy naopak poškozují tkáně a orgány 

pacienta z důvodu chronického zánětu. Dvě hlavní skupiny poruch fagocytózy jsou neutropenie  

a funkční defekty fagocytů. 

a) Neutropenie 

Neutropenie je popisována jako pokles absolutního počtu neutrofilních granulocytů a má několik 

stádií od mírné po těžkou. Pacienti často trpí bakteriálními infekcemi ústní dutiny, gastrointestinálního 

traktu nebo kůže, kde neutrofily brání vniknutí bakterií přes sliznici do organismu. Nejběžnější 

patogeny, které ohrožují pacienty s neutropenií, jsou Staphylococcus aureus a gram-negativní bakterie. 

Pokles počtu neutrofilních granulocytů může být způsoben poruchami genů důležitých pro zrání 

granulocytů, např. ELANE – gen pro neutrofilní elastázu, která je součástí cytoplasmatických granulí  

a jako serinová proteáza likviduje patogeny (Papayannopoulos et al., 2010) nebo CEBPE – genu pro 

CCAAT/enhancer vazebný protein ζ, také znám jako CRP1, který působí jako pro-apoptotický faktor  

a zajišťuje maturaci granulocytů; jeho porucha způsobuje defekt maturace - tzv. specifický deficit 

granul (SGD; specific granule deficiency). Tato granula obsahují myeloperoxidázu, laktoferin  

a transkobalamin, tedy antimikrobiální peptidy, které svou enzymatickou aktivitou zajišťují 

zneškodnění patogenů. (Boxer & Dale, 2002; Maaloul et al., 2016; Notarangelo, et al., 2008; Serwas et 

al., 2018) 

b) Funkční defekty fagocytů 

Funkční defekty jsou zpravidla způsobené změnou nebo ztrátou funkce fagocytů. Nejznámějšími 

zástupci jsou mutace v genu CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) způsobující 

cystickou fibrózu; a mutace v genech pro podjednotky NADPH (nikotinamid adenin dinukleotid 

fosfát) oxidázy způsobující chronickou granulomatózní chorobu (CGD; chronic granulomatous 

disease). Gen CFTR kóduje protein pro chloridový kanál patřící mezi ABC transportéry. Tento kanál 

je v membráně epiteliálních buněk zodpovědný za přenos chloridových aniontů do extracelulárního 

prostoru přes membránu buněk především plic, střeva a slinivky. Pacienti mají narušenou funkci 

slinivky břišní, dýchací obtíže, sníženou saturaci kyslíkem a v jejich potu je detektována vyšší hladina 

chloridu. Dnes jsou pacienti s cystickou fibrózou zpravidla schopni vést normální život, avšak 
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onemocnění je nevyléčitelné. Je možné zmírnit obtíže inhalační léčbou, oxygenoterapií, a pokud to 

věk a zdravotní stav pacienta dovoluje, může být přikročeno k transplantaci plic. (Sheppard & Welsh, 

1999; Turkalj et al., 2019) U CGD dochází k mutaci jedné z podjednotek NADPH oxidázy 

fagocytujících buněk. NADPH sestává z komplexu 5 podjednotek (2 membránových  

a 3 cytosolických) a zajišťuje tvorbu reaktivních kyslíkových radikálů. NADPH zajistí vazbu 

elektronů na molekulový kyslík ve fagosomu, ve kterém je pohlcený patogen eliminován. U pacientů 

se CGD je NADPH dysfunkční, objevují se granulomy, tvořené především nahromaděnými 

makrofágy, které nejsou schopny patogen eliminovat, ten zůstává nezničen uvnitř fagosomu. 

(Heyworth, et al., 2003; Pao et al., 2004) 

VI. Poruchy přirozené imunity 

a) Náchylnost k bakteriálním a parazitárním infekcím 

Pokud je narušena správná funkce některé části přirozené imunity, mohou se objevovat opakující se 

bakteriální onemocnění a s nimi spojené abscesy, sepse, dokonce i meningitida. Velice častá bývají 

stafylokoková onemocnění. Mezi nejznámější poruchy této skupiny patří deficit IRAK4 (kináza 

asociovaná s receptorem pro IL-1; IL-1 receptor associated kinase) nebo deficit MyD88. Tyto 

molekuly hrají nepostradatelnou roli v signalizaci Toll-like receptorů. IRAK4 je protein, který je 

aktivován po vazbě ligandu na receptor TLR a fosforylaci molekuly MyD88 (Obr. 2). 

 

Obr.  2 - Schéma signalizace Toll-like receptorů; po vazbě ligandu na TLR dochází k vazbě molekuly MyD88, 

její fosforylaci a v kaskádě jsou dále aktivovány molekuly IRAK1 a IRAK4 spolu s TRAF6. Tento komplex 

spouští signalizační dráhu mitogen-aktivované protein kinázy (MAPK), kde následně štěpený aktivační protein 1 

(AP-1) přechází do jádra a aktivuje transkripci genů pro tvorbu cytokinů. Také aktivuje dráhu NF-κB (nukleární 
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faktor kappa B; nuclear factor kappa B) (p50/p56) a tento komplex spouští transkripci genů pro tvorbu 

prozánětlivých cytokinů. (Upraveno z Picard, et al., 2011) 

b) Náchylnost k mykobakteriálním a virovým infekcím 

Do této skupiny náleží především pacienti s Mendelovskou náchylností k mykobakteriálním 

chorobám. Mendelovská dědičnost je charakterizována jediným genem zodpovědným za onemocnění, 

který je zděděn dominantně (k manifestaci je potřeba jedna alela) či recesivně (k manifestaci jsou 

potřeba obě alely genu). Vyznačuje se náchylností k mykobakteriím typu BCG (Bacille Calmette 

Guerin), tedy oslabenou variantou Mycobacterium bovis, dále kmeny Salmonella nebo 

netuberkulózními bakteriemi. Takový stav může být způsoben deficitem interferon gama (IFNγ) 

receptoru (IFNGR1, IFNGR2 deficit), pacienti s tímto deficitem jsou náchylní spíše na virové 

patogeny a bakterie kmene Salmonella nebo Listeria. (Bustamante, et al., 2014) Podobný fenotyp jako 

IFNGR deficit může způsobovat i deficit STAT1 (STAT1 loss-of-function, STAT1 LOF). STAT1 

hraje nezastupitelnou roli v signalizaci interferonů.  V případě vazby IFNγ na jeho receptor tvoří 

následně STAT1 homodimer a přechází do jádra buňky. Pokud je ligandem IFNα nebo IFNβ, STAT1 

tvoří heterodimer se STAT2 a následně komplex s interferon-regulačním faktorem 9 (IRF9) a opět 

přechází do buněčného jádra, kde působí jako transkripční faktor k aktivaci genů ISRE (interferon 

stimulation response element). (Khodarev, et al., 2012) Pokud STAT1 chybí nebo je nefunkční, je 

porušena tvorba výše uvedených signalizačních komplexů a tedy interferonová imunitní odpověď. 

Pacienti se STAT1 LOF často trpí mykobakteriálními infekcemi, kožními abscesy, kandidózou  

a virovými infekcemi jako je např. herpes simplex virus 1 (HSV-1) z důvodu nedostatečné reakce na 

interferony I. a II. typu a z nedostatku jejich produkce. Zamezení vniknutí intracelulárních patogenů 

do buněk a zastavení jejich dalšího šíření je tím narušeno. (Dupuis et al., 2003; Kong et al., 2010) 

VII. Autoinflamatorní onemocnění 

Autoinflamatorní onemocnění jsou relativně nově objevenou skupinou (převážně) vrozených 

onemocnění, kde hlavním symptomem je zánět. Protože v této disertační práci předkládám 3 nová 

autoinflamatorní onemocnění, schématicky popisuji, co je zánět. Dle nejčastěji používané definice je 

zánět sled reakcí, které doprovázejí narušení homeostázy organismu a mají vést k ochraně daného 

místa (nebo celého organismu) proti infekci. Tyto reakce zpravidla vedou k lokalizaci zánětu  

a následnému hojení. Zánět může být místní nebo celkový. V případě místního zánětu registrujeme  

4 základní projevy, tedy zvýšenou teplotu (calor), bolest (dolor), otok (tumor) a začervenání (rubor). 

Dále se zánět dělí na akutní, který po fázi utlumení a hojení končí bez následků, a chronický, kde 

dochází k poškozování tkáně z důvodu příliš dlouhé aktivity imunitních buněk (produkce 

poškozujících enzymů, cytokinů, formace granulomů) a bývá patologický. Zánět je sledem 

imunologických a fyziologických procesů řízených cytokiny. Na počátku je rozpoznání molekul se 

strukturou patogenů či jiného poškození - jsou jimi znaky asociované s patogeny (PAMPs; pathogen-

associated molecular patterns) a znaky asociované s poškozením (DAMPs; damage associated 
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molecular patterns). Tyto signály jsou zachyceny receptory přirozené imunity, mezi které patří Toll-

like receptory (TLR) nebo receptory s nukleotid-vazebnou doménou a repeticemi bohatými na leucin 

(NLRs; nucleotide-binding and oligomerization domain-like receptors). Následnou signalizací dochází 

k amplifikaci produkce DAMPs a prozánětlivých cytokinů, mezi které patří IL-1β, IL-6 nebo TNFα. 

Tyto molekuly zajistí migraci dalších imunitních buněk (makrofágů, neutrofilních granulocytů) do 

místa infekce/poškození a v tento moment dochází k polarizaci adaptivní imunitní odpovědi (Obr. 3). 

Podle typu produkovaných cytokinů se tyto polarizace dělí dle druhu pomocných T-lymfocytů (Th1, 

Th2, Th17 a další), které dále regulují migraci dalších buněk. V závěrečných fázích akutního zánětu je 

důležité, aby včas nastoupily supresivní mechanismy [produkce IL-10, TGFβ (transformující růstový 

faktor beta; transforming growth factor beta), migrace regulačních T-lymfocytů (Treg), exprese PD-1 

(protein programované buněčné smrti; programmed cell death protein 1) a FAS/FASL] a zánět byl 

ukončen. Pokud tomu tak není, zánět přechází do chronického stavu a dochází k poškozování okolní 

tkáně.  

 

Obr.  3 - Schéma zánětu. V místě poškození se objevují fagocytující buňky, jako jsou makrofágy nebo 

neutrofilní granulocyty (neutrofily), a pohlcují patogenní částice. Zároveň vytváří cytokinové prostředí, které 

povolává další buňky přirozené i adaptivní imunity. Na povrchu endotelu se objevují adhezivní molekuly [např. 

ICAM-1 (intracelulární adhezivní molekula 1; intracellular adhesion molecule 1) nebo endoteliální mucin], které 

pomáhají dalším imunitním buňkám se zachytit a prostupovat endotelem do místa zánětu. Fagocytované 

antigeny (např. bakteriální) jsou zpracovány a prezentovány na povrchu antigen prezentujících buněk pomocným 

T-lymfocytům, které zahajují druhou fázi imunitní odpovědi, specifickou proti danému antigenu. V místě se 

objevují i B-lymfocyty, které maturují a mění se na plasmablasty produkující protilátky. (vytvořeno 

v BioRender.com) 

Jako první se pojem „autoinflamatorní“ objevil v roce 1999 v časopise Cell, kde byl diskutován objev 

mutace v receptoru TNF (TNFR) způsobující periodický syndrom asociovaný s receptorem pro tumor-

nekrotizující faktor (TRAPS; tumor necrosis factor receptor-associated periodic syndrome). 
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(McDermott et al., 1999) Všeobecně se autoinflamatorní onemocnění vyznačují opakovanými, často 

ničím nepodmíněnými záněty z důvodu dysregulace složek přirozené imunity, mohou se objevovat  

i autoreaktivní klony T-lymfocytů. (Ciccarelli et al., 2013) 

a) Systémová zánětlivá onemocnění 

Systémové projevy zpravidla zahrnují více orgánů nebo soustav, a to i v případě, že se symptomy 

projevují převážně lokalizovaně. Jednou z hlavních skupin systémových zánětů jsou monogenní 

autoinflamatorní onemocnění, kam patří familiární středomořská horečka (FMF; familial 

mediterranean fever). Ta je nejznámější a nejběžnější dědičnou autoinflamatorní chorobou. Bylo již 

objeveno přes 300 variant genů, které způsobují FMF; dědičnost je autozomálně recesivní. Způsobuje 

ji mutace v genu MEFV (mediterranian fever), který působí jako regulátor přirozené imunity a kóduje 

protein zodpovědný za tvorbu pyrinu. Pyrin je intracelulární receptor bakteriálních toxinů, který 

v odpovědi na infekci zajišťuje sestavení inflamasomu. Klinicky se FMF často projevuje opakovanými 

horečkami, záněty plic, kloubů, může se objevit i vyrážka a bolesti hlavy. Ve vážnějších případech se 

objevuje amyloidóza (ukládání proteinu amyloidu v orgánech, nejčastěji v ledvinách), kde mutovaný 

MEFV ovlivňuje jeho produkci. (Rowczenio et al., 2017; Touitou, 2001)  Dále sem patří již 

zmiňovaný TRAPS vyznačující se dlouhotrvajícími horečkami a způsobený mutací v podjednotce 55 

receptoru pro TNF (TNFR1A). Porucha v TNFR, respektive v signalizaci TNF, je zásadní ve funkci 

přirozené imunity, kdy mutované receptory nevážou TNF, hromadí se v endoplasmatickém retikulu  

a jsou strukturně nefunkční (dochází ke špatnému sbalení). Špatně sbalené TNFR se pak hromadí 

uvnitř buňky, tvoří shluky a spouští alternativní prozánětlivou signalizaci. Mezi příznaky TRAPS patří 

vyrážky, otoky, bolesti kloubů, záněty srdečního svalu, hrdla a sliznic. (Bulua et al., 2012; McDermott 

et al., 1999)  

Druhou významnou skupinou systémových zánětlivých onemocnění jsou multifaktoriální 

autoinflamatorní onemocnění. Do této skupiny patří Crohnova choroba, chronické onemocnění 

gastrointestinálního traktu nejčastěji postihující tenké střevo. Symptomy se objevují i mimo střevní 

trakt, pacienti trpí často dermatitidami, různou mírou postižení muskuloskeletárního aparátu, nebo 

jaterními problémy. Z genetického hlediska nebylo dlouho jasné, co onemocnění způsobuje. Bylo však 

zjištěno, že mutace v proteinu NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 

2), dříve znám pod zkratkou CARD15 (caspase recruitment domain-containing protein 15), později 

také pojmenován IBD1 (inflammatory bowel disease protein 1) vede často k projevům Crohnovy 

choroby. Protein NOD2 je receptorem přirozené imunity (PRR; pattern recognition receptor), 

rozpoznává bakteriální peptidoglykany (např. muramyl dipeptid) a po jejich vazbě spouští  

pro-apoptotickou signalizaci a NF-κB dráhu u hematopoetických buněk, ale i u dalších typů buněk, 

jako např. epiteliálních buněk tenkého střeva nebo Panethových buněk. Loss-of-function mutace  

v proteinu NOD2 vede ke ztrátě jeho funkce, bakteriální peptidoglykany nejsou rozpoznávány  

a rozvíjí se Crohnova choroba. (Ha & Khalil, 2015; Rochereau et al., 2021) 
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b) Sterilní zánět 

Onemocnění, která jsou způsobena sterilně vznikajícím zánětem, se objevují nejčastěji v kostech  

a kloubech nebo kůži. Sterilní zánět spouští poškození uvnitř tkáně, které nezpůsobil žádný patogen či 

cizorodá částice. Mohou to být vnitřní poranění po úrazu, infarkty myokardu, poranění ledvin, 

transplantace orgánu, ischemie, ale všechny tyto důvody mají společné nedostatečné zásobení krví 

určitého orgánu či tkáně a následnou hypoxii. Z molekulárně biologického hlediska se i u sterilního 

zánětu na počátku objevují spouštěče imunitní odpovědi, tentokrát pocházející z poškozených 

vlastních buněk, které podléhají nekróze. Do extracelulárního prostoru se dostávají molekuly, jako je 

HMGB1 (high mobility group box 1 neboli amphoterin), který je součástí procesu transkripce genů, 

nebo molekuly DNA a ATP, které následně fungují jako DAMPs. (Shen et al., 2013) 

Příkladem onemocnění, kde figuruje sterilní zánět, je cherubismus, neboli familiární fibrózní 

osteodysplazie horní i dolní čelisti. Mutace se nachází v genu SH3BP2, ten kóduje SH3 vazebný 

protein 2, který figuruje především v komunikaci mezi imunitními buňkami a také v aktivaci  

B-lymfocytů a makrofágů. Příliš aktivní protein SH3BP2 způsobuje zánět v čelistních kostech  

a spouští se produkce osteoklastů. Osteoklasty spouští proces remodelace kosti a dojde k jejímu 

narušení. (Ueki et al., 2001) 

c) Interferonopatie I. typu 

Interferony I. typu, tedy IFNα a IFNβ, působí především jako obrana proti virovým infekcím. 

Signalizace ISRE (schéma u projektu IFNAR1 - viz Obr. 19, strana 48) vede k transkripci IFN-

stimulovaných genů a k aktivaci dráhy NF-κB, která následně zajistí tvorbu prozánětlivých cytokinů 

(IL-1β, IL-6 nebo TNFα). Interferonopatie se vyznačuje systémovým zánětem, autoimunitou nebo 

imunodeficitem. Příčinou onemocnění je narušení rozpoznávání tzv. „self“ a „non-self“, kdy dochází 

jednak k narušení citlivosti Toll-like receptorů a zároveň dochází ke kumulaci endogenních 

nukleových kyselin v buňce, čímž je překročena minimální koncentrace pro aktivaci TLR. 

Do této skupiny patří např. onemocnění zvané STING (odvozeno od stejnojmenného proteinu 

(STING, stimulátor interferonových genů, jiným označením transmembránový protein 173). 

Vyznačuje se nadměrným systémovým zánětem, především kůže, plic a cévních stěn. Pacienti trpí 

vyrážkami, kožními lézemi, otoky, horečkami, lymfocytární infiltrací plic s následnou fibrózou  

a dalšími zánětlivými projevy. Laboratorně se STING vyznačuje zvýšenou erytrocytární sedimentací, 

zvýšenou hladinou C-reaktivního proteinu, vyskytuje se i kožní depozit IgM nebo vaskulární ukládání 

C3 komplementárního proteinu. Jako možnost terapie jsou testovány inhibitory Janus kináz (JAK), 

např. ruxolitinib, které již zaznamenaly částečné úspěchy v regulaci interferonopatie (Obr. 4). (Dobbs 

et al., 2015; Liu et al., 2014) 
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Obr.  4 – Signální kaskáda cGAS-STING. Cyklická guanosin monofosfát-adenosin syntáza (cGAS; cyclic 

guanosine monophosphate-adenosine monophosphate synthase) je aktivována při vazbě na cytosolickou 

dvojvláknovou DNA a signalizuje směrem ke stimulátoru genů pro interferony (STING; stimulator of interferon 

genes). Kaskáda následně končí v jádře, kde jsou aktivovány cíle jak dráhy NF-κB, tak IRF3. Po aktivaci se tvoří 

interferony I. typu, které následně aktivují signalizaci JAK/STAT přes interferonový receptor 

(IFNAR1/IFNAR2). Zde pak působí léčivo, inhibitor ruxolitinib, a zabraňuje tak pozitivní zpětné vazbě 

v signalizaci a tvorbě dalších cytokinů. (Upraveno z Wang et al., 2020) 

VIII. Komplementové imunodeficience 

Komplement je sadou více než 30 proteinů a je důležitou součástí přirozené imunity. Aktivace 

komplementu vede ke kaskádovité enzymatické reakci, kdy se štěpí jednotlivé komplementové 

proteiny. Na jejím konci se tvoří anafylatoxiny C3a a C5a, které působí jako chemoatraktanty pro 

fagocytující buňky a aktivují degranulaci mastocytů a bazofilních granulocytů. Takto aktivované 

bazofilní granulocyty a mastocyty produkují vasoaktivní aminy, které zajistí vasodilataci a kontrakci 

hladké svaloviny. Z komplementových proteinů C5b-C9 se pak tvoří komplex zvaný MAC, který se 

inkorporuje do plasmatické membrány defektní buňky či patogenu a vytvoří lytický pór. (Sarma & 

Ward, 2011) Jako příklad komplementového imunodeficitu může být deficit C1q, který je asociován 

s manifestací SLE (systémový lupus erythematosus). C1q je proteinový komplex v komplementové 

kaskádě, který je součástí tzv. komplexu C1. V momentě, kdy C1q naváže Fc část komplexu protilátky 
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a antigenu, je komplex C1 aktivován a je spuštěna klasická dráha aktivace komplementu. Úkolem C1q 

je takto eliminovat apoptotické buňky a cirkulující imunokomplexy, které při C1q deficitu nejsou 

efektivně odstraňovány. Při jejich nahromadění jsou aktivovány Th lymfocyty a spouští se tvorba 

autoprotilátek a rozvíjí se autoimunitní onemocnění např. SLE. (van Schaarenburg et al., 2016) 

IX. Selhání kostní dřeně 

Některé závažnější typy vrozených poruch imunity mohou způsobit až selhávání kostní dřeně, což 

vede k narušení tvorby jen části nebo kompletně všech imunitních buněk, podle míry zasažení 

lymfoidní nebo myeloidní vývojové linie. U diagnózy je často těžké určit, zda selhání kostní dřeně je 

příčinou primárního imunodeficitu nebo naopak jeho důsledkem. Známým syndromem v této skupině 

je MIRAGE, název onemocnění vznikl z výčtu symptomů, které ho provázejí (z anglického 

Myelodysplasia, Infection, Restriction of growth, Adrenal insufficiency, Genital phenotypes, 

Enteropathy). Tento syndrom je způsoben např. mutací v genu SAMD9 (sterile alpha motif domain-

containing protein 9). Detailní funkce proteinu SAMD9 není známa, ví se však, že SAMD9 zajišťuje 

kontrolu buněčné proliferace a zastává roli „tumor supresoru“. Mutace proteinu SAMD9 způsobující 

onemocnění MIRAGE vede k narušení buněčného vývoje a růstu již v prenatálním období a způsobuje 

nedostatečný vývoj tkáňových struktur, např. krevních buněk nebo nadledvinek. (Hershkovitz et al., 

2011; Jeffries et al., 2018) 

X. PID fenokopie 

Fenokopie je označení pro poruchu, která napodobuje svým fenotypem a projevy některé geneticky 

podmíněné onemocnění. Příkladem může být chronická mukokutánní kandidóza (CMC) asociovaná 

s autoimunitní dystrofií (APECED; autoimmune polyendocrinopathy candidasis-ectodermal 

dystrophy). U pacientů s onemocněním APECED s CMC nalézáme autoprotilátky např. proti IL-17A 

nebo IL-17F, které narušují Th17 polarizovanou odpověď a tím přispívají k rozvoji CMC. APECED je 

onemocnění způsobené mutací v autoimunitním regulátoru AIRE, transkripčním faktoru 

exprimovaném v thymu, kde zajišťuje eliminaci autoreaktivních klonů T-lymfocytů. V případě mutace 

v AIRE jsou autoreaktivní T-lymfocyty zachovány a následně dochází k tvorbě autoprotilátek  

(anti-IL-17, anti-IL-22, anti-IFN I. typu a dalších). (Ng et al., 2010) 

1.2.  Metody vyšetřování IEI 

Vzhledem k vysoké heterogenitě IEI onemocnění je při podezření důležité zvážit a vyšetřit všechny 

aspekty, které mohou pomoci ke stanovení diagnózy a případné léčby. Již po narození, pokud se 

objeví podezření na IEI, je nutné provést základní laboratorní vyšetření (krevní obraz, sérologii…)  

a v případě abnormálních hodnot přikročit k citlivějším a detailnějším metodám, při kterých lze zjistit 

zastoupení jednotlivých subpopulací imunitních buněk, správnost jejich tvorby a jejich funkce. K tomu 

slouží metody, jako jsou imunofenotypizace, novorozenecký screening TREC/KREC nebo složitější 

funkční testování. Tak je možné přesněji definovat, ve které části imunitního systému se dysfunkce 
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nachází. Dále je nasnadě přesně lokalizovat pozici případné mutace (či více mutací), a to pomocí 

sekvenování DNA. 

I. Sekvenování DNA 

V případě běžně známé poruchy imunity, kdy známe přibližný genotyp, je možné použít levnější  

a rychlejší metodu Sangerova sekvenování. Pro důkladnější evaluaci běžně se nevyskytujících IEI  

a kde není známa ani přibližná pozice mutace, může být využito sekvenování nové generace (NGS), 

nejčastěji sekvenování celého exomu (WES; whole exome sequencing) nebo celého genomu (WGS; 

whole genome sequencing). Tak lze odhalit mutace, které jsou pleiotropní (v jednom genu)  

i heterogenní (zasaženo více genů). (Locke, et al., 2014) 

a) Sangerovo sekvenování 

Metodou PCR (polymerázová řetězová reakce; polymerase chain reaction) je provedena sekvenační 

reakce pomocí primerů, směsi ribonukleotidů a fluorescenčně značených deoxyribonukleotidů. Při 

syntéze řetězců DNA se náhodně přidávají ribonukleotidy a deoxyribonukleotidy s fluorescenční 

značkou. Pokud je značka zařazena, PCR reakce se zastaví. Výsledkem je směs různě dlouhých 

řetězců DNA s fluorescenčním označením na konci, odlišujícím jednotlivé nukleotidy. Směs je pak 

elektroforeticky rozdělena na základě velikosti nasyntetizovaných retězců DNA a podle 

fluorescenčního signálu, který je laserem přečtený, jsou vytvořeny chromatogramy. Schéma 

chromatogramu je ukázáno na Obr. 5. (Sanger, et al., 1977) 

 

Obr.  5 -  Ilustrační schéma chromatogramu Sangerova sekvenování. Na grafu se zpravidla objeví 4 barvy 

histogramů, podle zastoupení jednotlivých nukleotidů. Na ose x je pozice daného nukleotidu. (Vytvořeno 

v BioRender.com) 

b) NGS 

Sekvenování nové generace (NGS; next generation sequencing) je v současné době na vzestupu. 

Pomocí NGS je velice přesně určena pozice mutace (ta pak následně bývá u pacientů s IEI  

a jejich rodinných příslušníků potvrzována Sangerovou metodou). Při metodě NGS jsou miliony DNA 

fragmentů sekvenovány paralelně. Zásadní veličinou pro NGS je „hloubka čtení“, kdy by nejlepší 

volbou bylo celogenomové sekvenování (WGS). U celoexomového sekvenování (WES) mohou být 
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přehlédnuty intronové sekvence, ve kterých se mutace také může nacházet. Z hlediska poměru ceny  

a kvality výsledku je však nejvíce využíváno WES. Pro interpretaci výsledků je nezbytná hluboká 

znalost genetiky, důkladné vyšetření pacienta i rodiny, sestavení rodokmenu, určení dědičnosti  

a prevalence onemocnění. Po nalezení nové varianty genu je však vždy nutné potvrdit, zda tato 

varianta/mutace mění funkci genového produktu nebo zabraňuje jeho vzniku, tedy prokázat kauzalitu 

onemocnění. (Meyts et al., 2016) 

II. TREC/KREC 

Excizní kroužky T-buněčného receptoru (TREC) nebo κ-deleční rekombinantní excizní kroužky 

(KREC) jsou zbytkové cirkulární DNA, které vznikají při genové rekombinaci T-buněčného receptoru 

při vývoji T-lymfocytu, respektive B-buněčného receptoru při vývoji B-lymfocytů. Díky tomuto 

testování z krve novorozenců je zhruba od roku 2008 možné efektivně detekovat těžký kombinovaný 

imunodeficit (SCID) ještě před prvními klinickými příznaky a tím zajistit včasné nasazení léčby, 

zařazení pacienta do pořadníku pro transplantaci kostní dřeně a kontraindikaci očkování. Princip 

testování TREC spočívá v detekci vyštěpovaných kroužků, které vznikají při přestavbě T-buněčného 

receptoru v thymu. Ty jsou produkovány zhruba 70 % T-lymfocytů, které exprimují αβ TCR. Je 

využívána kvantitativní PCR, označována jako real-time PCR (rtPCR nebo qPCR). PCR je prováděna 

ze suché krevní kapky, která je odebrána na novorozeneckou screeningovou kartičku a je 

kvantifikován počet TREC, který poskytuje informaci o přibližném počtu naivních T-lymfocytů 

v periferní krvi. (Chase et al., 2011; Dorsey & Puck, 2017) 

III. Imunofenotypizace 

Imunofenotypizace leukocytů využívá metodu multiparametrické průtokové cytometrie. Zjišťují se 

počty a relativní zastoupení lymfocytárních subpopulací jako jsou T- a B-lymfocyty, monocyty, 

granulocyty, NK buňky, NKT buňky, folikulární dendritické buňky, ale i další, mnohem menší  

a obtížněji detekovatelné subpopulace, které jsou však pro imunitní systém nezbytné. Pro evaluaci IEI 

je imunofenotypizace zásadní metodou [často v kombinaci se složitými výzkumnými funkčními testy 

(viz kap. 1. 2. IV.)], kdy mohou být objeveny chybějící majoritní populace, jako jsou T-lymfocyty  

u SCID, B-lymfocyty u protilátkových imunodeficitů nebo menší subpopulace způsobující méně 

známé, často však závažné poruchy imunity. Často mohou být příčinou jen chybějící nebo málo 

exprimované znaky buněk, nikoliv celé populace nebo naopak může být detekována příliš vysoká 

exprese apoptotických receptorů a znaků, která zapříčiní nadměrné umírání buněk. (Bleesing & 

Fleisher, 2001) Pro správnou evaluaci všech subpopulací a znaků u suspektních poruch imunity byla 

v laboratořích CLIP ve spolupráci s konsorciem EuroFlow vytvořena jasná strategie a série 

standardizovaných testů. Konsorcium EuroFlow se stará nejen o plošné zavedení těchto 

standardizovaných testů v klinických laboratořích, ale i o jejich inovaci a průběžné hodnocení 

správnosti. (Kalina et al., 2012; Kalina et al., 2020; Van Der Burg et al., 2019) 
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IV. Funkční testování 

Vyhledávání a optimalizace nových metod a testů přináší detailní vhled do funkcí imunity a je zásadní 

pro profilování pacientů s neobvyklým nebo novým fenotypem. Velkou skupinou funkčních testů je 

odpověď leukocytů na stimulaci (např. ve smyslu zvýšení aktivačních znaků nebo proliferace), dále 

sem patří reakce na léčbu, testy apoptózy či produkce cytokinů a jiných efektorových molekul. Jednou 

z mocných metod pro detekci přítomnosti či produkce antigenu nebo protilátky je metoda ELISA 

(enzyme-liked immuno-sorbent assay), která je založena na specifické interakci antigenu a protilátky, 

kdy je jeden z těchto reaktantů navázán na enzym, který katalyzuje přeměnu substrátu na finálně 

detekovaný barevný produkt. (Albert-Vega et al., 2018) Další metodou funkčního testování s širokou 

škálou možností a variant je průtoková cytometrie. Touto metodou lze provést analýzu obrovského 

počtu buněk během krátké doby, zásadní jsou parametry rozptylu světla a emise fluorescenčního 

světla. Dnešní průtokové cytometry mají rozsáhlou výbavu laserů, které umožňují měření vysokého 

počtu parametrů (20 i více). Je tak možné velice detailně imunofenotypizovat leukocyty (většinou 

periferní krve, kostní dřeně aj.) konkrétního pacienta v dané fázi onemocnění či léčby. (McKinnon, 

2019) Umožňuje i současnou detekci funkce buněk a odhaluje tak onemocnění jako je např. STAT1 

gain-of-function nebo deficit MyD88, kdy pomocí techniky zvané single-cell phospho-flow je možné 

změřit míru fosforylace jednotlivých proteinů dané signalizační kaskády (většinou po ex vivo 

stimulaci). Podobně je možné identifikovat např. SCID, a to jak z relativních či absolutních počtů 

subpopulací imunitních buněk, tak na základě jejich funkce (např. exprese γ řetězce IL-2 receptoru, 

fosforylace STAT proteinů, či fosforylace molekuly ZAP70). (Kanegane et al., 2018) V předkládané 

disertační práci bylo funkční testování pomocí metod průtokové cytometrie jedním z opěrných bodů 

všech projektů. 

1.3.  Možnosti terapie 

U vrozených poruch imunity neexistuje 100% kauzální léčba, o její objev se však stále pokoušejí vědci 

a lékaři z celého světa. V současné době jsou v léčbě IEI tři základní přístupy: neustále se rozvíjející  

a zdokonalující genová terapie, transplantace kostní dřeně a substituční léčba.   

Genová terapie může být především pro pacienty se SCID život zachraňující léčbou v případě 

nenalezení vhodného dárce kostní dřeně; předchází i hrozbě odhojení štěpu, reakci štěpu proti hostiteli 

(GvHD; graft versus host disease) a dalším transplantačním komplikacím. Jedna z prvních genových 

terapií byla testována u pacientů se SCID s deficitem adenosin deaminázy (ADA). Tito pacienti jsou 

ve většině případů závislí na substituční terapii (viz dále), avšak genová terapie na principu cDNA 

nesoucí gen pro ADA zajistila u zhruba poloviny pacientů trvalou expresi ADA v části leukocytů 

umožňující ukončení substituční terapie. (Chan et al., 2005) Další závažnou mutací způsobující život 

ohrožující SCID je deficit IL-2RG; i zde se vyvinula genová terapie na bázi gama-retrovirových 

vektorů nesoucích gen pro IL-2R a byl zaznamenán léčebný úspěch až u 80 % testovaných pacientů. 
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(De Ravin et al., 2016) Genová terapie jako terapeutický přístup však stále vykazuje nízkou efektivitu 

a je zapotřebí další výzkum, klinické studie a nalezení nových způsobů genové editace. (Ghosh & 

Gaspar, 2017; Thrasher & Williams, 2017) 

Transplantace kostní dřeně (HSCT; hematopoietic stem cell transplantation) je velmi úspěšnou  

a často aplikovanou terapií u IEI, ročně překračuje počet HSCT 50 000 na celém světě. Principem je 

nahrazení poškozené či nefunkční kostní dřeně pacienta štěpem kostní dřeně od zdravého dárce. Nutné 

je podstoupení chemoterapie či ozařování před samotným procesem pro eradikaci pacientových buněk 

kostní dřeně pro úspěšné osídlení zdravými dárcovskými buňkami. Hematopoetické kmenové buňky 

se zpravidla získávají operativně z kostní dřeně dárce. Infúze hematopoetických buněk je následně 

intravenózně podána příjemci. Z důvodu imunokompromitace příjemce jsou očekávány virové, 

bakteriální nebo kvasinkové infekce, případně komplikace způsobené toxicitou přípravné 

chemoterapie. Tyto komplikace mohou být řešeny preventivně (kontrola dárce, podávání antimykotik, 

antibiotik či vakcinace příjemce) nebo po infekci (antivirotika, antibiotika, substituční 

imunoglobuliny). Další hrozbou HSCT je GvHD, kdy buňky dárce reagují na tkáně hostitele. Reakci 

dělíme na akutní a chronickou a je zpravidla řešena imunosupresivní léčbou. (Barriga et al., 2012; 

Bazinet & Popradi, 2019) 

Substituční léčba zahrnuje veškeré produkty nahrazující chybějící nebo nefunkční protein 

v organismu pacienta. Nejčastější substitucí jsou imunoglobuliny, které jsou podávány subkutánně 

(pod kůži) nebo intravenózně (nitrožilně). Pacienti s IEI zahrnující částečnou nebo kompletní 

nedostatečnost imunoglobulinů jsou na terapeutickém podávání imunoglobulinů často závislí po celý 

zbytek života. Mezi onemocnění vyžadující tuto léčbu patří CVID, hyper-IgM syndrom, Brutonova 

agamaglobulinémie a další. (Ness, 2019) Další možností je substituce chybějícího proteinu či enzymu 

působícího v imunitním vývoji nebo signalizaci. Nejznámější je náhrada adenosin deaminázy (ADA)  

u pacientů se SCID (deficit adenosin deaminázy viz 1. 1. I. a). Podáván je konjugát polyetylenglykolu 

s ADA, který odstraňuje nahromaděný adenosin a deoxyadenosin v organismu a absolutní počty 

imunitních buněk narůstají. Nadměrné množství adenosinu jinak vede k hromadění dATP, který 

inhibuje syntézu DNA, buňky (tedy i T- a B-lymfocyty) jsou pak neschopné dělení. Dále je ADA 

nezbytná v degradaci purinů, které jsou toxické pro nezralé lymfocyty. (Chan et al., 2005) 
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2. Cíle práce 

Hlavními cíli této disertační práce bylo funkčně charakterizovat nově nalezené mutace u jednotlivých 

pacientů s vrozenými poruchami imunity. Naším cílem bylo identifikovat a popsat charakter každé 

mutace, její dopady na fungování mutací postižených buněk a pokud možno navrhnout (v úzké 

spolupráci s ošetřujícími lékaři) vhodné léčebné postupy. 

 

Prvním předmětem výzkumu byla X-vázaná mutace c.1715G>T (p.G572V) v genu TLR8 nalezená  

u osmiletých jednovaječných dvojčat mužského pohlaví. Toll-like receptor 8 (TLR8) je 

intracelulárním receptorem antigenně nespecifické imunity. 

Druhým projektem byl popis heterozygotní mutace c.1545C>A (p.Tyr515*) v genu HCK, která byla 

nalezena u třináctileté pacientky. Hematopoetická kináza (HCK) je klíčovou molekulou v prozánětlivé 

signalizaci a leukocytární migraci. 

Třetím projektem byla charakterizace homozygotní mutace c.922C>T (p.Gln308*) v genu IFNAR1, 

která byla nalezena u ročního pacienta. Receptor pro interferony I. typu je zásadní pro signalizaci 

cytokinů IFNα a IFNβ a zahájení protivirové obrany. 
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3. Výsledky 

3.1 Mutace c.1715G>T (p.G572V) v genu TLR8 

 

TOLL-LIKE RECEPTORY 

Toll-like receptory (TLR) jsou nezbytnou součástí antigenně nespecifické imunity. Jsou to takzvané 

„pattern recognition“ receptory (PRR) rozpoznávající určité struktury patogenních (PAMPs; pathogen 

associated molecular patterns) i endogenních ligandů (DAMPs; danger associated molecular patterns). 

Lidské TLR se vyskytují jak na plasmatické membráně, tak uvnitř buňky v membráně endosomů. Vně 

buňky slouží jako senzory extracelulárních patogenů, patří mezi ně TLR1 (rozpoznávající struktury 

gram-pozitivních bakterií), TLR2 (vážící bakteriální lipoproteiny), TLR4 [vážící lipopolysacharid 

(LPS)], TLR5 (vážící Flagellin) a TLR6 (vážící diacylované lipoproteiny). Endosomální TLR pak 

registrují virové ligandy, struktury intracelulárních bakterií či endogenní částice jako jsou složky 

extracelulární matrix (fibronektin, fibrinogen nebo hyaluronan) nebo molekula HMGB1 (high-

mobility group box 1). (Yu et al., 2010) Mezi intracelulární TLR patří TLR3 [vážící dvojvláknovou 

RNA (dsRNA)], TLR7 [vážící jednovláknovou RNA (ssRNA) a mikro-RNA (miRNA)], TLR8 [vážící 

ssRNA a endogenní (self-RNA)] a TLR9 (vážící nemethylované CpG ostrůvky DNA). Strukturně se 

TLR skládají z ligand-vazebné ektodomény s repeticemi bohatými na leucin (LRR; leucine-rich 

repeats), transmembránové domény a cytoplasmatické Toll/IL-1 receptorové domény (TIR), která 

zajistí přenos signálu. V momentě vazby ligandu je nezbytná dimerizace receptoru. Dle typu receptoru 

se tvoří heterodimer či homodimer. (Reuven et al., 2014) 

Signalizace pak směřuje na MAPK, NF-κB a interferonovou odpověď. Obecně je TLR signalizace 

rozdělena podle využití adaptorových proteinů, a to buď MyD88 nebo TRIF. 1) Dráha vedoucí přes 

adaptor MyD88 začíná tvorbou komplexu MyD88 s kinázami rodiny IRAK. Tento komplex, zvaný 

Myddosome, může aktivovat fosforylaci interferon regulačního faktoru (IRF; interferon regulatory 

factor) a postupně dojde k aktivaci transkripčních faktorů zodpovědných za produkci interferonů. 

Myddosome také může zapříčinit aktivaci (ubiquitinylací) proteinů TRAF a TAK1. Tímto procesem je 

pak spuštěna jak fosforylace proteinů z rodiny MAPK (finálně aktivující AP-1 transkripční faktory), 

tak aktivace IKK komplexu NF-κB dráhy. 2) Druhá cesta vede přes adaptorový protein TRIF. Zde 

dochází k interakci s proteiny TRAF, následné aktivaci kinázy RIP-1 a aktivaci TAK1 komplexu. Ten 

pak opět spouští procesy drah MAPK a NF-κB. (Kawasaki & Kawai, 2014) TLR7 a TLR8 tvoří 

homodimery a jejich signalizace je úzce spojena – u obou receptorů dochází k aktivaci MyD88-  

i TRIF-závislé signalizace a dle typu ligandu a vlivem mikroprostředí pak oba receptory mohou spustit 

signalizaci MAPK, NF-κB i IRF (Obr. 6). (De Marcken et al., 2019) Oba receptory jsou senzory 

ssRNA, vyskytují se však v odlišné míře v různých buněčných subpopulacích. TLR8 nalezneme 

převážně v monocytech, makrofázích, myeloidních dendritických buňkách (mDC) a granulocytech, 

TLR7 pak více v plazmacytoidních dendritických buňkách (pDC), B-lymfocytech, ale stejně jako 
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TLR8 i v monocytech a makrofázích. U TLR7 a TLR8 se také liší preference signálních drah  

a polarizace imunitní odpovědi. TLR8 aktivace přednostně vede na NF-κB, k interferonové odpovědi  

(I. typu) a polarizuje Th1 cytokinovou produkci. U TLR7 pak převažuje aktivace MAPK dráhy a Th17 

cytokinová produkce. (De Marcken et al., 2019; Eng et al., 2018; Ye et al., 2017) Na myším  

a buněčném modelu člověka bylo prokázáno, že TLR8 inhibuje TLR7 a tato inhibice je založena na 

přímé i nepřímé fyzické interakci mezi těmito receptory. I přesto, že myší TLR8 nereaguje na ligandy 

lidského TLR8, stále inhibuje funkci myšího i lidského TLR7. (Wang et al., 2006a) 

 

Obr.  6 – Schéma signalizace endosomálních Toll-like receptorů 7 a 8. TLR7 a TLR8 jsou orientovány svými 

LRR doménami dovnitř endosomu. Zde zachytávají virové a bakteriální ssRNA, případně endogenní ligandy. 

Pro úspěšnou aktivaci je nutná dimerizace. Následně přes MyD88 a další adaptorové proteiny probíhá 

signalizace směrem do buňky a dle typu ligandu vede na různé signalizační dráhy. V případě TLR7 je 

upřednostňována MAPK dráha, vedoucí k expresi AP-1 a polarizaci imunitní odpovědi na Th17. V případě 

TLR8 pak signalizace vede zejména na interferonovou odpověď a polarizaci imunitní odpovědi směrem k Th1. 

U obou těchto receptorů pak můžeme sledovat i aktivaci NF-κB. (Vytvořeno v BioRender.com, Thwaites, et al., 

2014) 

VÝSLEDKY A DISKUSE 

V této studii jsme se zabývali novou mutací u dvou chlapců, jednovaječných dvojčat. Mutace je 

hemizygotní, nachází se na pozici c.1715G>T (p.G572V) v genu TLR8, který je lokalizován na 

chromozomu X (Obr. 7 a 8) a byla zděděna po matce. 
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Obr.  7 – Lineární schéma Toll-like receptoru 8 s pozicí nalezené mutace. Toll-like receptor 8 se skládá 

z ligand-vazebné ektodomény (LRR) se Z-smyčkou, která je při dimerizaci receptoru štěpena. Dále TLR8 

obsahuje transmembránovou doménu, procházející membránou endosomu a doménu TIR přenášející signál do 

buňky. (Vytvořeno v Biorender.com) 

 

Obr.  8 – Proteinová struktura homodimeru TLR8 s pozicí nalezené mutace. Pro úspěšnou signalizaci tvoří 

TLR8 homodimer, který při vazbě ligandu do vazebných míst 1 a 2 projde konformační změnou. Model ukazuje 

ligand vazebnou doménu, kde se v blízkosti vazebného místa 1 nachází popisovaná mutace c.1715G>T se 

záměnou aminokyseliny glycin za valin p.G572V. 

U obou chlapců se časně projevily lymfoproliferativní symptomy a záněty mízních uzlin v oblasti krku 

a byl nasazen metotrexát (analog kyseliny listové, cytostatikum). Laboratorně byly nalezeny 

autoprotilátky proti červeným krvinkám, v důsledku kterých se u obou pacientů projevila závažná 

chronická autoimunitní hemolytická anemie (AIHA). Byl nasazen rituximab (anti-CD20) z důvodu 

vysoké hladiny autoprotilátek, z důvodu eliminace B-lymfocytů léčivem anti-CD20 pak byly 

podávány intravenozní imunoglobuliny. Dále se objevily i autoinflamatorní projevy (horečky 

neznámého původu, artritida a vaskulitida CNS u dvojčete B), oba pacienti trpěli i častými 

respiratorními infekcemi, při kterých se projevy AIHA zhoršovaly. Oba pacienti prošli protizánětlivou 

léčbou, byl nasazen sirolimus [mTOR (cíl rapamycinu u savců; mammalian target of rapamycin) 

inhibitor] a azathioprin (imunosupresivum). U dvojčete B se stav postupně zhoršoval, opakovaly se 

zánětlivé stavy (rozvoj artritidy) a proto bylo nasazeno anti-IL-1 terapeutikum Anakinra. Dvojče B ale 

následně vyvinulo i vaskulitidu CNS a byla indikována transplantace kostní dřeně z důvodu závažnosti 

klinického stavu. Po transplantaci bylo zaznamenáno pomalejší znovuosídlení kostní dřeně 

dárcovskými buňkami, došlo k  reaktivaci CMV, adenoviru a EBV a byla nutná antivirová terapie. 
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Zhruba po 1 roce od transplantace komplikace ustoupily, dvojče B je bez známek reakce štěpu proti 

hostiteli a je na léčbě steroidními hormony a cyklosporinem A. U dvojčete A se vaskulitida CNS 

neprojevila, pacient A trpěl horečkami a panikulitidou (záněty podkožního vaziva a tuku). 

S přihlédnutím k vědeckým výsledkům (viz níže) u něj byla nasazena léčba hydroxychloroquinem, 

inhibitorem TLR7 signalizace a produkce zánětlivých cytokinů. Již po měsíci se stav pacienta A na 

této léčbě zlepšil natolik, že byly výrazně sníženy dávky kortikoidů. U matky dvojčat byly 

zaznamenány pouze mírnější autoimunitní příznaky - antifosfolipidový syndrom a revmatoidní 

artritida, jejichž projevy byly potlačeny steroidní léčbou. (Galli, 2014) Předpokládáme, že menší 

závažnost symptomů u matky mohla být způsobena náhodnou aktivací mutantní alely v jejích 

buňkách. 

Objevená mutace na pozici c.1715G>T (p.G572V), která v proteinu TLR8 vede k nahrazení glycinu 

za aminokyselinu valin na pozici 572, se nachází v blízkosti prvního vazebného místa receptoru (Tanji 

et al., 2016; Tanji et al., 2013) (viz Obr. 6 a 7) a mohla by ovlivnit aktivitu či specifitu receptoru. 

Chemické ligandy, komerčně dostupné k aktivaci TLR8, se z hlediska struktury receptoru váží pouze 

na vazebné místo 1, které se nachází v blízkosti nalezené mutace a samy tím spouští aktivaci receptoru 

TLR8. (Tanji et al., 2013) Oproti tomu ligand bližší přirozenému zdroji, bakteriální či virové ssRNA, 

komerčně dostupný ssRNA40, vyžaduje, stejně jako přirozený zdroj, k efektivní aktivaci receptoru 

vazbu na dvě jeho vazebná místa, tedy vazebné místo 1 i 2 (Obr. 9). (Hu et al., 2018; Larange et al., 

2009; Tanji et al., 2015; Z. Zhang et al., 2018) 

 

Obr.  9 – Schéma vazebných míst Toll-like receptoru 8 a interakce s ligandy. Chemické ligandy jako  

např. TL8-506 se vážou pouze do vazebného místa 1 a aktivují signalizaci receptoru. Ligandy napodobující 
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přirozeně se vyskytující jednořetězcovou RNA, jako např. ssRNA40, vyžadují vazbu do vazebného místa 1 a 2 

zároveň pro plnou aktivaci receptoru. (Vytvořeno v BioRender.com, Zhang et al., 2018) 

 

Regulace aktivity TLR7 a TLR8 

Dysregulace TLR7 a TLR8 receptorů popisují myší studie. Bylo např. prokázáno, že TLR8 deficit 

vede k hyperaktivaci TLR7 v dendritických buňkách v důsledku zvýšené exprese TLR7, i přesto, že 

myší TLR7 a TLR8 mohou vázat a reagovat na jiné ligandy, než homology těchto receptorů u člověka. 

Tato skutečnost ukazuje, že TLR8 ovlivňuje aktivitu a expresi TLR7. Dále bylo prokázáno, že deficit 

TLR8 vede k aktivaci autoreaktivních B-lymfocytů v marginální zóně sleziny z důvodu zvýšené 

exprese TLR7. Autoreaktivní klony pak následně vedou u myší k rozvoji systémového autoimunitního 

onemocnění systémový lupus erythematosus (SLE). (Demaria et al., 2010; Desnues et al., 2014; Lau et 

al., 2005) U člověka je však dysbalance TLR8 a TLR7 nedostatečně prozkoumána. Wang et al. 

prokazuje na modelových buněčných liniích, že TLR7 a TLR8 jsou aktivovány selektivně a TLR8 

fyzicky inhibuje TLR7. Dále různé ligandy selektivně aktivují TLR7, TLR8 či oba receptory zejména 

v závislosti na koncentraci těchto ligandů. Zásadní je také nepřímá interakce - vzájemné 

antagonistické působení produktů signalizačních kaskád receptorů TLR7 a TLR8. Signalizace TLR8 

přes MAPK dráhu inhibuje TLR7-mediovanou produkci IL-12 v dendritických buňkách. Produkty 

TLR7 signalizace v monocytech také inhibují TLR8-mediovanou signalizaci interferonů I. typu  

a polarizují spíše Th17 odpověď. (Larange et al., 2009; Wang et al., 2006a) 

 

Experimentální design 

Protože se mutace p.G572V nachází v blízkosti vazebného místa 1 na TLR8, předpokládali jsme, že 

může změnit aktivitu receptoru (vazba ligandu může způsobit změny v signalizaci) a tím může být 

pozměněn i vzájemný vliv TLR7 a TLR8. Je známo, že fyziologická aktivace TLR8 je 

zprostředkována vazbou uridinu (U) do vazebného místa 1, u TLR7 je v tomto vazebném místě guanin 

(G) (Obr. 10). Do vazebného místa 2 se váže oligonukleotid u obou receptorů. Po indukované mutaci 

vazebného místa 1 bylo pozorováno, že vazba a selektivita ligandů TLR7 a TLR8 byla změněna. 

Mutací změněný TLR8  získával vlastnosti TLR7 a preferoval vazbu G, případně TLR7-specifického 

chemického ligandu [GS-9620 (Vesatolimod)] do vazebného místa 1. (Zhang et al., 2018) Bylo tedy 

možné očekávat i změnu specifity mutovaného TLR8 (p.G572V) s mutací v blízkosti vazebného  

místa 1. 
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Obr.  10 – Vazba uridinu ve vazebném místě 1 u TLR8. Schéma ukazuje dimer TLR8  při fyziologické 

aktivaci pomocí ssRNA, kdy je vyžadována vazba ligandu do obou vazebných míst 1 a 2 (U a UG). Červeně je 

v detailu vyznačena aminokyselina glycin na pozici 572, která je u pacientů zaměněna za valin. (Upraveno  

z Fejtkova et al., 2022) 

Nejnovější studie o TLR8 a lidských imunodeficitech popsala i jiné mutace v TLR8 (p.P432L, 

p.F494L a p.G572D), které vykazovaly tzv. gain-of-function (GOF), tedy zvýšenou aktivaci NF-κB po 

stimulaci ligandem TLR8, a to jak v buněčné linii transientně exprimující pouze transfekovaný TLR8 

(Human HEK-Blue TM Null), tak v buňkách konstitutivně exprimujících TLR7 společně s transientně 

vloženým konstruktem TLR8 (Human HEK-BlueTM TLR7) a dokonce i v primárních monocytech  

a fibroblastech. (Aluri et al., 2021) Aktivitu námi popsané mutované varianty TLR8 (p.G572V) jsme 

testovali ve stejných buněčných liniích jako Aluri et al., 2021 - v Human HEK-BlueTM Null1 a v HEK-

BlueTM TLR7 (Invivogen) s transientně vloženými konstrukty TLR8-WT [pro zdravý (wild-type) 

TLR8] a TLR8-G572V (pro mutovaný TLR8) a sledovali aktivitu NF-κB. V případě linií HEK-BlueTM 

Null1  jsme u TLR8-WT varianty pozorovali reakci pouze po stimulaci ligandem pro TLR8, TL8-506. 

TLR8-G572Vpos buňky ale vykazovaly GOF aktivitu nejen při stimulaci TL8-506, ale i při stimulaci 

ligandy Imiquimod a Vesatolimod (GS-9620), které jsou popisovány jako specifické pro TLR7 

(Patinote et al., 2020). Stejná reakce byla patrná i po stimulaci ligandem Gardiquimod, který je 

schopen aktivace obou receptorů, v nižších koncentracích je TLR7 specifický, ve vysokých 

koncentracích (>3 mg/ml) pak aktivuje i TLR8. (De Marcken et al., 2019; Riddler et al., 2021) Tato 

data naznačují zkříženou reaktivitu mutovaného TLR8-G572V k TLR7 ligandům, podobně jako 

v publikaci Zhang et al. 2018. Následně jsme v linii HEK-BlueTM TLR7+ exprimující oba receptory 

pozorovali inhibici TLR7 aktivace zdravým TLR8 (TLR8-WT). U buněk s mutovaným TLR8-G572V 

byla ale tato inhibice TLR7 signalizace signifikantně snížena. 

Další testy proběhly ex vivo na primárních vzorcích periferní krve pacientů. Překvapivě byla 

v buňkách pacientů (v monocytech a granulocytech) nalezena dvakrát nižší hladina proteinu TLR8 

v porovnání s monocyty a granulocyty zdravých kontrolních osob. U matky pak byl objeven zajímavý 

fenomén: byly nalezeny dvě oddělené populace monocytů a granulocytů, každá s rozdílnou hladinou 
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proteinu TLR8. Buňky s vyšší hladinou byly srovnatelné s kontrolní populací zdravého dárce, buňky 

s nižší hladinou odpovídaly buňkám obou pacientů. Předpokládáme, že tento fakt se u matky projevuje 

z důvodu náhodné inaktivace chromozomu X nesoucí mutaci (Obr. 11).  

 

Obr.  11 – Oddělené populace monocytů podle hladiny proteinu TLR8 u matky. Monocyty s vyšší expresí 

TLR8 (TLR8+ high) byly srovnatelné s monocyty zdravých kontrolních osob. Monocyty s nižší expresí TLR8 

pak vykazovaly podobnou míru exprese jako u obou pacientů. U obou pacientů nebyly TLR8+ high monocyty 

nalezeny. Zcela vpravo je kvantifikace TLR8 exprese detekovaná protilátkou TLR8-PE v monocytech. 

Hladina mRNA TLR8 u matky a pacientů nebyla signifikantně snížena v porovnání s mRNA TLR8 

zdravých dárců (detekováno v monocytech), předpokládali jsme tedy spíše nestabilitu mutovaného 

proteinu TLR8. Do buněčné linie HEK293 byly transientně transfekovány konstrukty TLR8-WT  

a TLR8-G572V a byl proveden test stability vložených proteinů pomocí cykloheximidového testu. 

Cykloheximid zablokuje posun ribozomu při proteosyntéze a tím ji zastaví. Je pak možné v čase 

pozorovat a měřit množství zbývajícího proteinu v buňce. (Kao et al., 2015) Ukázalo se, že mutovaný 

protein TLR8-G572V je degradován rychleji než TLR8-WT. 

Na základě nízké hladiny proteinu TLR8 v buňkách pacientů a výsledků z HEK-BlueTM TLR7+ linie 

předpokládáme nižší schopnost mutovaného TLR8 inhibovat TLR7 (Wang et al., 2006a), čímž se 

může přesunout rovnováha mezi TLR8 a TLR7 ve prospěch TLR7. Tato nerovnováha pak může být 

ještě umocněna zkříženou reaktivitou mutovaného TLR8 k ligandům TLR7. 

V buněčných modelech způsobovala selektivní aktivace TLR7 zvýšenou aktivaci NF-κB a produkci 

prozánětlivých cytokinů (IL-12, TNFα). (Wang et al., 2006) U myší s inaktivovaným TLR8 se 

vyvinula splenomegalie a autoimunitní projevy jako např. SLE a byla zaznamenána spontánní aktivace 

dendritických buněk a T-lymfocytů s inaktivovaným TLR8. Signalizaci přejímal receptor TLR7, jehož 

exprese i aktivita byla díky nefunkčnímu TLR8 zvýšena. Stejně tak byla pozorována vyšší produkce 

prozánětlivých cytokinů, především IL-6. (Desnues et al., 2014) 



37 
 

I v monocytech obou pacientů se zvyšovala aktivace NF-κB a produkce prozánětlivých cytokinů  

(IL-1β, IL-6, TNFα) v porovnání s monocyty zdravých kontrolních osob po stimulaci ligandy TLR7 

[GS-9620 (Vesatolimod), Imiquimod a Gardiquimod (<3 mg/ml)]. Primární buňky tedy reagovaly 

analogicky k buněčným liniím Human HEK-Blue. 

TLR8 a TLR7 nevážou pouze virovou či bakteriální ssRNA, ale také autoantigeny (např. sérový 

marker/ribonukleární protein (Sm/RNP), ribonukleární proteinový komplex malých ssRNA (Ro/SS-A) 

a další). Zajímavé je, že narušená tolerance autoantigenů a jejich rozpoznávání endogenními Toll-like 

receptory přispívá k patogennímu fenotypu SLE u člověka, který je spojen s projevy velmi podobnými 

symptomům obou námi popisovaných dvojčat (autoprotilátkami-mediovaná AIHA, horečky, 

vaskulitida CNS). (Bundhun et al., 2017; Lee et al., 2008) Narušená spolupráce TLR7 a TLR8 také 

může měnit aktivitu antigen prezentujících buněk (APC), ve kterých se oba TLR exprimují. Tyto APC 

mohou dále podpořit proliferaci T-lymfocytů, mezi kterými se mohou vyskytovat i autoreaktivní 

klony. (Tran et al., 2015) U obou pacientů jsme nalezli oligoklonalitu v T-lymfocytech. V případě 

přítomnosti autoreaktivních T-lymfocytů by pak tyto mohly podporovat produkci autoprotilátek tím, 

že kontaktem aktivují autoreaktivní B-lymfocyty. Tato skutečnost by vysvětlovala nález vysokých 

hladin autoprotilátek u obou pacientů [např. revmatoidní faktor (RF)]. V této souvislosti Lau et al. na 

MyD88-deficitním myším modelu ukazuje, že aktivita TLR7 zvyšuje riziko aktivace autoreaktivních 

klonů B-lymfocytů v marginální zóně sleziny. Dysregulace TLR7 a TLR8 popsaná Demaria et al. 

v další myší studii také způsobuje vyšší produkci autoprotilátek z důvodu zvýšené signalizace přes 

TLR7 a způsobuje glomerulonefritidu. (Demaria et al., 2010) Nejnověji popisuje podobný fenotyp 

Vinuesa et al., 2021 u 5 pacientů se SLE způsobeném TLR7 GOF mutací, kde TLR7 GOF např. 

způsobuje zvýšenou aktivaci NF-κB v makrofázích, ale i nadměrné přežívání B-lymfocytů 

germinálních center. (Vinuesa et al., 2021) Autoinflamatorní i autoimunitní projevy u obou pacientů 

tedy mohly být způsobeny narušeným vztahem mezi TLR7 a mutovaným TLR8, kdy je TLR7 aktivita 

nedostatečně tlumena, případně změnou afinity mutovaného TLR8 k ligandům TLR7. (Demaria et al., 

2010; Itoh et al., 2011; Wang et al., 2006b; Zhang et al., 2018)  
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Shrnutí 

V předkládané studii popisujeme nově nalezenou mutaci v TLR8 c.1715G>T vedoucí k částečnému 

proteinovému deficitu TLR8 a k dysregulaci TLR7 a TLR8 signalizace. Byl prokázán vliv c.1715G>T 

mutace TLR8 na hyperaktivitu NF-κB a produkci prozánětlivých cytokinů (v primárních monocytech  

a v modelových buněčných liniích) a ukázalo se, že mutovaný TLR8-G572V a) méně inhibuje aktivitu 

TLR7 v porovnání s wild-type TLR8 a b) dochází ke zkřížené reaktivitě mutovaného TLR8-G572V  

k TLR7 ligandům (Obr. 12). Vzhledem k fenotypu onemocnění [autoimunitní (AIHA)  

a autoinflamatorní komplikace (horečky neznámého původu, gastrointestinální postižení, artritida, 

CNS vaskulitida aj.)] bylo navrženo jeho zařazení mezi vrozené poruchy imunity s autoinflamatorními 

projevy. 

 

Obr.  12 – Grafický abstrakt. Mutace c.1715G>T v TLR8 vede k částečnému proteinovému deficitu TLR8  

a dysregulaci TLR7 a TLR8 signalizace. Dvojčata trpí lymfoproliferací, autoimunitními a zánětlivými projevy. 

Mutace se vyskytuje v blízkosti vazebného místa 1 receptoru TLR8. Ve funkčním modelu má mutovaný TLR8 

nižší proteinovou hladinu a sníženou schopnost inhibice TLR7 oproti wild-type TLR8. TLR7 signalizace je 

zvýšena, zvyšuje se produkce prozánětlivých cytokinů. Inhibitor TLR7 hydroxychloroquine klinicky vedl  

ke zlepšení symptomů u takto léčeného dvojčete. (Vytvořeno v Biorender.com) 
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3.2 Mutace c.1545C>A (p.Tyr515*) v genu HCK 

 

SRC KINÁZY 

Rodina Src kináz je skupina enzymů figurující v buněčné signalizaci. Interagují s mnoha proteiny 

signálních kaskád, u kterých modifikují jejich tyrosinové zbytky pomocí fosforylace. Do rodiny Src 

kináz patří Src, Lck, Hck, Fyn, Blk, Fgr, Yes a Yrk. Typická Src kináza se skládá z N-koncového 

segmentu, SH3 a SH2 (Src homology) domén, tyrosin-kinázové domény SH1 a C-terminálního 

segmentu. C-terminální segment nese inhibiční fosforylační místo (v kináze Src na pozici Y527). 

Fosforylace inhibičního tyrosinu spouští sbalení SH2 a SH3 domény do neaktivní konformace Src 

kinázy (Obr. 13). (Boggon & Eck, 2004) 

 

 

Obr.  13 – Kináza z rodiny Src v aktivní a inaktivní formě. Kináza se skládá ze 3 domén: SH1, SH2 a SH3. 

Na C-konci, v blízkosti domény SH1, se nachází inhibiční tyrosin, který je v neaktivním stavu fosforylován a je 

navázán do aktivního místa domény SH2. Pro aktivaci Src kinázy musí být fosforylace na inhibičním tyrosinu 

odstraněna a aktivní místo domény SH2 je tím přístupné pro vazbu na cílový protein. (Vytvořeno 

v BioRender.com; Boggon & Eck, 2004) 

Src kinázy figurují v mnoha signalizačních procesech leukocytů. Tyto kinázy podporují produkci 

růstových faktorů v leukocytech, ale i v dalších typech buněk (např. endoteliální buňky, jaterní 

buňky), buněčnou proliferaci přes signalizaci receptorových tyrosin-kináz (RTK), buněčnou adhezi 

především u monocytů a makrofágů, či diapedézu a migraci neutrofilních granulocytů do místa zánětu. 

Proces migrace je zajištěn interakcí adhezivních molekul, jako jsou selektiny (na endoteliálních 

buňkách) nebo integriny (téměř na všech typech buněk), které jsou díky Src signalizaci exprimovány 

ve vyšší míře. (Byeon et al., 2012) Neutrofilní granulocyty pomocí receptorů spřažených s G-proteiny 

(GPCR; G protein-coupled receptors) a signalizace přes Src rozpoznávají chemický gradient 
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chemoatraktantů a migrují do centra zánětu, kde zahajují fagocytózu a degranulaci pro eliminaci 

infekce (Obr. 14).  

 

Obr.  14 – Obecné schéma s ukázkovou signalizací přes rodinu Src kináz. Src, jako jedna z nejčastějších 

kináz z této rodiny, figuruje hned v několika signalizačních drahách, mezi které patří signalizace receptorů 

spřažených s G-proteiny (GPCR), kde signalizace vede přes fosfolipázu A2 či přes adenylát cyklázu a přes Src 

kinázu dále na MAPK. V klíčovém signalizačním uzlu Src se setkávají i dráhy vedoucí od integrinového 

receptoru [zprostředkované fokální adhezivní kinázou (FAK)], Fc receptoru či Toll-like receptoru [přes adaptor 

MyD88 a protein kinázu C (PKC)]. Zásadní roli hraje kináza Lck v signalizaci T-buněčného receptoru (TCR), 

jejíž signalizaci spouští důležité proliferační a diferenciační procesy v T-lymfocytu. (Vytvořeno 

v Biorender.com; Byeon et al., 2012) 

Src kinázy také regulují apoptózu, podle typu ligandu buněčnou smrt inhibují či podněcují. (Korade-

Mirnics & Corey, 2000; Rozengurt, 2007) 

Src kináza hematopoetických buněk (HCK; hematopoietic cell kinase) je exprimována především 

v monocytech a granulocytech. Má zásadní roli v buněčné proliferaci, adhezi a cytokinové produkci. 

Je aktivována vazbou LPS na TLR4, vazbou cytokinů IL-2, IL-6, GM-CSF na jejich receptory, vazbou 

Fc části opsonizujících protilátek na Fc receptory či vazbou β2 integrinů k jejich ligandům (např. 

ICAM-1). Je známo, že u určitých typů leukémií i pevných nádorů je její aktivita zvýšena a podporuje 

degradaci extracelulární matrix pro růst nádoru pomocí tvorby podosomů (výběžky rozpínajících se 

buněk, které překonávají buněčnou bariéru). (Poh et al., 2015) Je také klíčovým regulátorem 

alternativní aktivace monocytů a makrofágů, kterou tyto buňky procházejí především při alergické 
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reakci či odpovědi na parazitární infekci pod vlivem Th2 cytokinů jako je IL-4 nebo IL-13. 

(Bhattacharjee et al., 2011) HCK dále také u monocytů a granulocytů zajišťuje jejich migraci přes 

endotel do tkání: buněčná adheze a migrace přes cévní stěnu je díky signalizaci HCK aktivována a po 

průchodu buněk do tkání a migraci po chemickém gradientu do místa zánětu pak HCK signalizace 

vede k produkci reaktivních kyslíkových radikálů (ROS; reactive oxygen species). (Ernst et al., 2002; 

Mazzi et al., 2015; Medina et al., 2015) 

 

VÝSLEDKY A DISKUSE 

V projektu o mutaci v genu pro HCK jsme se zabývali závažným onemocněním u pacientky, u které 

se první příznaky projevily krátce po narození. Již po porodu se objevily kožní léze na končetinách, 

obličeji a krku, které byly prvně zaléčeny antibiotiky. Během prvních měsíců života se ale tyto kožní 

obtíže znovu objevily a přetrvávaly [biopsie kůže odhalila infiltraci neutrofilních a eozinofilních 

granulocytů a makrofágů v endotelu cév (Obr. 15)] a přidaly se i opakované infekce horních cest 

dýchacích.  

 

Obr.  15 – Kožní nálezy u pacientky. A) Postižení kůže na dolních končetinách ve věku 8 let. B) Perivaskulární 

infiltrace monocytů a makrofágů (šipka), výsledky kožní biopsie (barvení hematoxylin-eosin).  

U pacientky byly dále zaznamenány anemické stavy, hepatosplenomegalie a chronické krvácení do 

plic. V plicích byl pravidelně detekován leukocytární infiltrát, postupně se rozvíjela plicní fibróza.  

Po 13 letech nepříliš úspěšné intenzivní léčby kortikosteroidy odhalilo celoexomové sekvenování 

novou heterozygotní mutaci c.1545C>A v genu HCK, lokalizovanou v proteinu na pozici p.Tyr515. 

Tato pozice mutace nasvědčovala hyperaktivaci HCK z důvodu vzniku nového stop kodónu, kdy 

předčasné ukončení transkripce vede ke vzniku kratší formy HCK s chybějícími 12 aminokyselinami 

na C-konci proteinu včetně inhibičního tyrosinu (Obr. 16). (Poh et al., 2015) Pomocí hmotnostní 
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spektrometrie jsme skutečně odhalili přítomnost zkrácené (mutované) i nezkrácené (zdravé, wild-type) 

formy HCK v leukocytech pacientky; v leukocytech zdravých kontrolních osob se vyskytovala pouze 

zdravá nezkrácená forma HCK. Jediný dostupný model podobně aktivační formy Hck a klinické 

důsledky z ní plynoucí popsal Ernst et al., 2002 na myších. Tento homozygotní myší model HckF/F byl 

vytvořen záměnou inhibičního tyrosinu za fenylalanin na C-konci Hck kinázy. Myši s takto upravenou 

Hck trpěly závažnými plicními projevy - nadměrnou leukocytární infiltrací s následnou fibrózou. 

Projevila se i citlivost HckF/F myší vůči stimulaci LPS projevující se systémovým zánětem. Byla také 

prokázána vyšší produkce prozánětlivých cytokinů z makrofágů a plicních epitelií a u makrofágů také 

zvýšená schopnost fagocytózy. Tyto symptomy do velké míry korelovaly s klinickými příznaky 

pacientky s mutací c.1545C>A v HCK. 

 

Obr.  16 - Lineární schéma wild-type HCK a mutované formy HCK. U wild-type formy je vyznačena pozice 

inhibičního tyrosinu 522. U mutované formy je protein předčasně ukončen na tyrosinu 514 a chybí C-terminální 

oblast 12 aminokyselin včetně inhibičního tyrosinu 522. (Vytvořeno v BioRender.com) 

Regulace aktivity HCK 

Src kináza HCK je aktivována fosforylací na aktivačním tyrosinu 411 v kinázové doméně SH1  

a inhibována fosforylací na inhibičním tyrosinu 522 na C-konci proteinu. Inhibiční Tyr522 po své 

fosforylaci interaguje s doménou SH2 kinázy a inhibuje její aktivitu (Obr. 17). (Boggon & Eck, 2004; 

Lerner et al., 2005; Parsons & Parsons, 2004; Poh et al., 2015; Porter et al., 2000)  



43 
 

  

Obr.  17 - Schéma aktivace a inaktivace Src kinázy HCK. Inaktivní HCK je fosforylována na tyrosinu 522, 

který je součástí C-konce. Díky fosforylaci blokuje aktivační místo v doméně SH2. Pro aktivaci HCK je nutné 

defosforylovat inhibiční tyrosin 522 pro uvolnění vazebného místa v doméně SH2 (pomocí fosfatázy), následně 

je fosforylován aktivační tyrosin 411 v doméně SH1 a HCK se stává aktivní. (Vytvořeno v Biorender.com; Poh 

et al., 2015) 

Experimentální design 

Funkci mutované formy HCK jsme testovali na buněčných modelech: linii HEK293T, monocytární 

linii THP-01 a promyelocytární linii HL-60 [linie HL-60 byla pro účely experimentů diferencována do 

granulocytárního typu pomocí dimethylsulfoxidu (DMSO) a/nebo kyseliny all-trans retinové 

(ATRA)], ve kterých jsme dosáhli transientní (lipofekcí) nebo stabilní (lentivirovým vektorem) 

exprese wild-type (nezkrácené) nebo mutované (zkrácené) formy HCK.  

Při transientní expresi mutované HCK (HCK-MUT) a wild-type HCK (HCK-WT) v buněčné linii 

HEK293T byla zaznamenána zvýšená kinázová aktivita HCK-MUT, která hyperfosforylovala její 

cílový protein – paxillin. Paxilin je cytoskeletární protein, který zprostředkovává migraci makrofágů 

pomocí změn v cytoskeletární stavbě. (Achuthan et al., 2006; Ernst et al., 2002; Turner, 1998) 

Experimenty se stabilní expresí HCK dále ukázaly zvýšenou bazální fosforylaci celkového tyrosinu  

a aktivačního tyrosinu Src kinázy u buněk s HCK-MUT v porovnání s HCK-WT. Linie THP-01  

s HCK-MUT také exprimovala zvýšené množství kostimulačních molekul CD40 a CD86  

a diferenciačního znaku monocytů CD14, a to jak bazálně, tak po stimulaci přes Toll-like receptor 4 

[TLR4, pomocí lipopolysacharidu (LPS)] a přes Fc-gama receptor (FcγR, pomocí imunokomplexů), 

které aktivují HCK, podobně jako ve studiích Mazzi et al. 2015 a Poh et al., 2015, kde bylo na myších 

modelech ukázáno, že HCK reguluje LPS-indukovanou aktivaci monocytů a makrofágů. Linie HL-60, 
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diferencovaná do neutrofilních granulocytů (Berges et al., 2005; Tasseff et al., 2017), dále vykazovala 

zvýšenou produkci reaktivních kyslíkových radikálů (ROS; reactive oxygen species) bazálně a po 

stimulaci pomocí TNFα a Escherichia coli, které aktivují HCK (Poh et al., 2015), u buněk  

s HCK-MUT v porovnání s HCK-WT.  

HCK je důležitou regulační molekulou buněčné adheze a migrace, nezbytnou např. k efektivní migraci 

makrofágů do místa infekce. (Medina et al., 2015) Mezibuněčný kontakt nezbytný pro migraci 

z krevního oběhu do tkání je zprostředkován párem adhezivních molekul. Mezi adhezivní molekuly se 

řadí jak konstitutivně exprimované, tak indukované (exprimované až po signálu, ve vhodném prostředí 

apod.). Hlavní skupiny adhezivních molekul jsou muciny, lektiny a integriny. Integriny se skládají  

ze 2 podjednotek, alfa a beta, které nekovalentně asociují. Integriny rozdělujeme na dvě skupiny podle 

těchto podjednotek - na β1 a β2 integriny. β1 váží složky extracelulární matrix. β2 jsou leukocytární 

integriny se společnou β2 podjednotku CD18. Tato podjednotka tvoří dimer s CD11a [integrin LFA-1 

(antigen 1 asociovaný s lymfocytární funkcí; lymphocyte function-associated antigen 1)], s CD11b 

(komplementový receptor CR3) nebo s CD11c (komplementový receptor CR4). (Fagerholm et al., 

2019) Linie se stabilní expresí HCK-MUT vykazovaly vyšší expresi β2 integrinů a to jak bazálně, tak 

po stimulaci přes aktivátory HCK - TLR4 a FcγR. (Poh et al., 2015) Následně jsme otestovali i vazbu 

β2 integrinů k jejich ligandu ICAM-1, která byla také zvýšena v buňkách s HCK-MUT v porovnání 

s HCK-WT. ICAM-1 je exprimován endoteliálními buňkami a díky této vazbě přecházejí leukocyty 

z krve do tkáně. (Smith et al., 1989; Volmering et al., 2016) 

V myších modelech ve studiích Ernst et al., Medina et al. a Mócsai et al. byla prokázána role HCK 

v produkci prozánětlivých cytokinů a chemokinů [např. IL-1β, IL-1α, TNFα, IL-6, IL-12, MCP-1 

(monocytární chemoatraktant 1; monocyte chemoattractant protein-1)] a v migraci aktivovaných 

leukocytů do plic po stimulaci LPS. (Ernst et al., 2002; Mazzi et al., 2015; Mócsai et al., 1999) Proto 

jsme dále testovali i transendoteliální migraci buněk THP-01 po aktivaci pomocí LPS do prostředí 

s IL-8 a MCP-1. Linie THP-01 s HCK-MUT vykazovaly vyšší migraci než linie s HCK-WT. Pro 

důkaz vlivu mutované HCK na produkci prozánětlivých cytokinů jsme dále linie THP-01 stimulovali 

LPS a kultivovali na povrchu 2 typů endoteliálních buněk [a) lidské endoteliální buňky pupečníkové 

cévy (HUVEC;  human umbilical vein endothelial cells) a b) lidské endoteliální buňky pulmonární 

arterie (HPAEC; human pulmonary artery endothelial cells)].  Linie THP-01 s HCK-MUT 

produkovala po kontaktu s endotelem zvýšená množství cytokinů IL-1β, IL-6 a TNFα v porovnání 

s linií s HCK-WT. Výše uvedená in vitro data reflektovala nálezy v monocytech pacientky.  

V monocytech pacientky byla potvrzena zvýšená fosforylace aktivačního tyrosinu 411 

imunoprecipitované HCK a zvýšená exprese β2 integrinů v porovnání s monocyty zdravých dárců; 

v plazmě pacientky byly nalezeny zvýšené hladiny prozánětlivých cytokinů v porovnání s plazmami 

zdravých kontrolních osob. Na základě všech získaných výsledků tedy předpokládáme, že příliš 

aktivní mutovaná HCK zvyšuje chemotaxi/transendoteliání migraci a produkci cytokinů z HCK+ 
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leukocytů i u pacientky a tím způsobuje zánětlivou infiltraci plic a kůže podobně jako ve výše 

uvedených myších modelech. (Ernst et al., 2002; Mazzi et al., 2015; Moon et al., 2010) 

Zajímavé bylo zjištění, že hladina proteinu HCK byla v leukocytech pacientky nižší než v leukocytech 

kontrolních osob, přestože byla její HCK celkově hyperaktivní. Testovali jsme tedy mRNA (možnost 

nonsense-mediated RNA decay však byla vyloučena, hladina mRNA wild-type i mutované formy 

HCK byla srovnatelná) a rychlost degradace proteinu HCK v linii THP-01 po inhibici proteosyntézy 

pomocí cykloheximidu. Tímto experimentálním zastavením translace se nám podařilo prokázat, že 

protein HCK-MUT degraduje rychleji v porovnání s proteinem HCK-WT. Přesto ani tato regulace 

hladiny hyperaktivní formy HCK nezabránila klinické manifestaci onemocnění. (Kao et al., 2015) 

Pozorované důsledky hyperaktivní HCK [vyšší tyrosinová fosforylace, zvýšená aktivace HCK 

substrátu paxillinu, hyperprodukce prozánětlivých cytokinů (IL-1β, TNFα, IL-6) a ROS, zvýšená 

schopnost chemotaxe a transendoteliální migrace spolu s vyšší expresí β2 integrinů a nižší exprese 

HCK proteinu] korelovaly s nálezy u experimentálního myšího modelu HckF/F se záměnou inhibičního 

tyrosinu za fenylalanin na C-konci Hck kinázy ve studii Ernst et al. (Ernst et al., 2002) Závažné 

zánětlivé projevy se však u pacientky projevily, přestože její mutace byla heterozygotní, na rozdíl od 

homozygotního modelu HckF/F. Dodatečnými experimenty v součinnosti s prof. Ernstem se ale 

ukázalo, že homozygotní HckF/F i heterozygotní HckF/Y myši vykazují podobné hodnoty zvýšené 

fosforylace aktivačního tyrosinu Hck v buňkách sleziny v porovnání se zdravými myšmi. Tato 

skutečnost naznačuje, že i mutace pouze jedné z alel může způsobit podobný fenotyp jako  

u homozygotního modelu.  

Vzhledem k roli HCK jako důležitého proteinu hematopoetických buněk je nasnadě léčba 

transplantací kostní dřeně (HSCT; hematopoietic stem cell trasplantation). Závažný zdravotní stav 

pacientky v době nálezu mutace však neumožňoval podstoupení HSCT.  Bylo tedy přistoupeno 

k cílené protizánětlivé léčbě pomocí ruxolitinibu (inhibitoru JAK/STAT signalizace), která byla v čase 

monitorována, podobně jako dlouholetá léčba kortikoidy. Ruxolitinib částečně potlačil 

autoinflamatorní postižení v plicích a kůži. Vzhledem k jeho působení mimo přímou signalizaci HCK 

ale nedokázala inhibice JAK/STAT průběh onemocnění zcela zastavit. Specifický inhibitor HCK 

kinázy není v současné době klinicky dostupný a léčba inhibitorem BCR-ABL kinázy a Src kináz 

dasatinibem nebyla dlouhodobě použita kvůli jejímu popisovanému vedlejšímu účinku – možným 

výpotkům do plic. Pacientka v 17 letech onemocnění podlehla. 
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Shrnutí 

V této studii popisujeme onemocnění u pacientky s novou mutací c.1545C>A v hematopoetické 

kináze HCK z rodiny Src. Kináza HCK má zásadní funkci v adhezi a migraci leukocytů do tkání  

a v rozvoji zánětu. Mutace c.1545C>A má charakter gain-of-function z důvodu konstitutivní aktivity 

HCK v důsledku vzniku předčasného stop kodónu a absence inhibičního tyrosinu 411. In vitro jsme 

prokázali vliv mutované formy HCK na zvýšení aktivace a migrace exprimujících buněk (vyšší 

expresi β2 integrinů, zvýšení transendoteliální migrace) a na prozánětlivou aktivitu těchto buněk 

(vyšší produkci prozánětlivých cytokinů IL-1β, TNFα a IL-6, vyšší produkci ROS); tyto vlastnosti 

mohou vysvětlovat klinické projevy – leukocytární infiltraci a vaskulitidu plic a kůže (Obr. 18). 

Onemocnění bylo navrženo na zařazení do skupiny vrozených poruch imunity s autoinflamatorními 

projevy. 

 

Obr.  18 -  Grafický abstrakt publikace Kanderova, Svobodova, Borna et al. (Kanderova et al., 2021) 

(ponechán v originále v anglickém jazyce). Mutace c.1545C>A má charakter gain-of-function z důvodu 

konstitutivní aktivity HCK v důsledku vzniku předčasného stop kodónu a absence inhibičního tyrosinu 411. In 

vitro byl prokázán vliv mutované HCK na zvýšení aktivace a migrace leukocytů a jejich prozánětlivé aktivity 

[produkce cytokinů (IL-1β, TNFα, IL-6) a ROS], které se mohou odrážet v klinických projevech pacientky – 

leukocytární infiltraci a vaskulitidě plic a kůže. Léčba ruxolitinibem potlačila zánětlivé projevy pouze částečně. 
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3.3 Mutace c.922C>T (p.Gln308*) v genu IFNAR1 

 

INTERFERONY 

Interferony (IFN) patří do skupiny cytokinů, mediátorů imunitní odpovědi. Rozdělujeme je do 3 

základních tříd. Interferony III. typu jsou nejpozději objevenou skupinou interferonů. Stejně jako 

ostatní skupiny hrají roli v antivirové obraně, zástupcem je IFNλ. IFN III. typu působí především 

v první linii imunitní odpovědi, zejména v epiteliích a jejich receptorem je dimer složený ze dvou 

podjednotek - receptorové podjednotky 1 (IFNLR1; interferon lambda receptor subunit 1) a beta 

podjednotky receptoru pro IL-10 (IL-10RB; interleukin 10 receptor beta subunit). (Zhou et al., 2018) 

Interferony II. typu reprezentuje IFNγ a je produkován především NK buňkami (z anglického natural 

killer) a buňkami ILC1 (z anglického innate lymphoid cells type 1) v průběhu protivirové obrany. 

IFNγ společně s IL-12, IL-15 a IL-18 spouští produkci IFNγ u NK buněk přes vazbu na receptor pro 

interferon gama (IFNGR). Signalizace následně vede k aktivaci JAK1 a JAK2 molekul a fosforylaci 

STAT1. Alternativní signalizační dráha pak vede na aktivaci STAT4 nebo Erk1/2. Hlavním účelem 

působení IFNγ je zastavení virové replikace, zvýšení produkce oxidu dusnatého (NO) a polarizace Th1 

imunitní odpovědi. IFNγ také podporuje expresi MHC II a zrání dendritických buněk. (Lee & Ashkar, 

2018) Interferony I. typu, podobně jako skupiny II a III, indukují antivirovou obranu pomocí 

signalizace vedoucí k expresi molekul zabraňující virové replikaci. Hlavními zástupci jsou IFNα  

a IFNβ, ale celkově obsahuje skupina interferonů I. typu 13 zástupců. (Pestka, 1997) Působí 

autokrinně, parakrinně i endokrinně a jejich signalizace je spuštěna po rozpoznání virové struktury 

pomocí receptorů antigenně nespecifické imunity (PRR; pattern recognition receptor). Receptorem 

interferonů I. typu je dimer složený z podjednotek IFNAR1 (interferon alfa receptorová podjednotka 

1) a IFNAR2 (interferon alfa receptorová podjednotka 2). Po vazbě IFN I. typu dochází k endocytóze 

receptoru s ligandem a aktivaci asociovaných tyrosin kináz TYK2 a JAK1. Kaskáda pokračuje 

fosforylací STAT1 a STAT2, které následně tvoří komplex s proteinem IRF9 neboli ISGF3 (IFN-

stimulated gene factor 3). Tento komplex pak přechází do buněčného jádra, kde spouští transkripci 

IFN-stimulovaných genů, ISRE (interferon stimulated response elements) (Obr. 19). Alternativně, také 

může docházet k fosforylaci a dimerizaci proteinů STAT3, STAT4 a STAT5 a signální dráha následně 

vede k indukci mitogen-aktivované protein kinázy (MAPK) nebo fosfatidylinositol-3-kinázy (PI3K). 

(Lee & Ashkar, 2018) 
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Obr.  19 – Schéma signalizace receptoru pro IFN I. typu. Receptor se skládá ze 2 podjednotek, IFNAR1  

a IFNAR2. Ty asociují s tyrosin kinázami TYK2 a JAK1. Po vazbě ligandu dochází k endocytóze receptoru  

a fosforylaci STAT2 a STAT1, které tvoří dimer. Následně je navázán i protein IRF9 a celý komplex přechází do 

buněčného jádra, kde startuje transkripci příslušných genů ISRE. (Vytvořeno v BioRender.com; Bravo García-

Morato et al., 2019; Schneider et al., 2014) 

 

VÝSLEDKY A DISKUSE 

V tomto projektu popisujeme homozygotní mutaci c.922C>T v genu IFNAR1 nalezenou  

u 15 měsíčního chlapce, u kterého byla zaznamenána závažná reakce po vakcinaci vakcínou MMR 

(vakcína proti spalničkám, příušnicím a zarděnkám; measles, mumps, and rubella). Tato živá oslabená 

vakcína vyvolala u chlapce zánět a závažné autoinflamatorní projevy - hemofagocytující 

lymfohistiocytózu (HLH) a encefalopatii, kterým nakonec podlehl. HLH může být diagnostikována 

jako primární (familiární HLH), která je dědičným typem, nebo sekundární - získaná. Sekundární 

HLH se zpravidla vyvine v důsledku silné aktivace imunitního systému, např. v souvislosti se 

závažnou infekcí. Nejčastěji je diagnostikována u imunokompromitovaných jedinců s virovou infekcí. 

Diagnostická kritéria pro potvrzení HLH vyvinula společnost Histiocyte Society poprvé v roce 1991, 

v roce 2004 byla obohacena. Kritéria zahrnují symptomy, které se musí u pacienta vyskytovat po 

určitou dobu a v definované míře, aby HLH mohla být potvrzena -  mezi ty patří např. dlouhotrvající 

horečka, splenomegalie, cytopenie a další. Pacient c.922C>T splňoval 5 z 8 kritérií pro HLH. (Henter 

et al., 2007) 

Pomocí celoexomového sekvenování DNA z buněk periferní krve pacienta byla objevena nová 

homozygotní mutace c.922C>T v  genu IFNAR1, vedoucí ke vzniku nového stop kodónu 

v extracelulární doméně proteinu IFNAR1 na pozici p.Gln308*. Imunofenotypizace leukocytů 
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prokázala snížené počty B-lymfocytů a dendritických buněk a naopak zvýšené počty T-lymfocytů  

a monocytů v periferní krvi. 

HLH byla hlavním klinickým projevem i u pacientů s jinými mutacemi v molekulách zasahujících do 

interferonové signalizace, např. u pacientů s deficitem IFNAR2, STAT2 nebo IRF9. Sekundární HLH 

se u těchto pacientů vyvinula v důsledku nekontrolované aktivace imunitního systému, která byla 

spuštěna infekcí, u každého pacienta jiného původu, společným jmenovatelem byla vakcinace živou 

oslabenou vakcínou. (Alosaimi et al., 2019; Bravo García-Morato et al., 2019; Hambleton et al., 2013; 

Pairo-Castineira et al., 2021) Laboratorní testy ale množící se virus vakcíny u našeho pacienta 

neodhalily, podobný nález byl ale již popsán i u pacientů s deficitem STAT1 (Burns et al., 2016)  

a STAT2 se zánětlivým imunofenotypem. (Shahni et al., 2015) Narozdíl od nich a našeho pacienta 

bylo zaznamenáno množení viru z vakcíny spalniček či v jiném případě příušnic u pacientů s jinou 

mutací STAT2. (Alosaimi et al., 2019) 

Experimentální design 

Jak již bylo vysvětleno v úvodu projektu, signalizace IFNα vede přes signalizační molekuly JAK1, 

STAT1 a STAT2, které vedou signál pro transkripci ISRE. V laboratoři CLIP – cytometrie jsme tedy 

testovali aktivaci (fosforylaci) molekul STAT po stimulaci interferony v plné periferní krvi pacienta. 

V leukocytech pacienta nebyla fosforylace detekovaných molekul přítomna bazálně ani po stimulaci 

pomocí IFNα2b, na rozdíl od leukocytů zdravých dárců. Na kontrolní stimulaci pomocí IFNγ ale 

buňky pacienta reagovaly, podobně jako buňky zdravých kontrol (Obr. 20). 

 

Obr.  20 – Tzv. single-cell phospho-flow analýza potvrzující poruchu odpovědi na IFNα. Osa X ukazuje 

intenzitu fluorescence fosforylovaného (p) STAT1 (pSTAT1 Tyr701). V T-lymfocytech a monocytech pacienta 

je odpověď na IFNα (modře) na úrovni nestimulovaných buněk (černě), odpověď na IFNγ (červeně) je 

zachována. U buněk zdravé kontrolní osoby byla odpověď na IFNα detekována. 

Po zjištění poruchy signalizace IFNα v leukocytech pacienta bylo provedeno několik experimentů 

odhalujících poruchu antivirové odpovědi jiného dostupného typu pacientských buněk (fibroblastů). 

Použity byly virus encefalomyokarditidy (EMCV) a virus Zika (ZIKV). Fibroblasty pacienta, které 
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byly v prostředí IFNα stimulovány těmito viry, byly v porovnání s fibroblasty zdravých dárců 

náchylné na infekci. Buňky pro tyto testy byly inkubovány v médiu obsahující EMCV nebo ZIKV  

a jejich náchylnost na infekci byla stanovena pomocí metody „cell viability assay“ výpočtem procenta 

mrtvých buněk. Po přidání IFNγ do média se pak ale antivirová obrana u buněk pacienta obnovila. 

Potvrzujícím faktem narušení signalizace IFNα byla i detekce virového proteinu ZIKV ENV a naopak 

absence proteinu stimulovaného interferonem I. typu - ISG15 (interferon-stimulated gene 15) pomocí 

imunoblotu ve fibroblastech pacienta před podáním IFNγ.  

Ve fibroblastech pacienta nebyl následně protilátkami detekován žádný protein IFNAR1 - tato 

skutečnost ukazovala na kompletní proteinový deficit této receptorové podjednotky. Jako definitivní 

důkaz kompletního deficitu IFNAR1 byly fibroblasty pacienta pomocí lentivirové transdukce 

obohaceny o wild-type (zdravý) IFNAR1; signalizace a odpověď na IFNα se tímto krokem obnovila 

(Obr. 21). 

 

Obr.  21 – Po transdukci wild-type IFNAR1 do fibroblastů pacienta (II:1 IFNAR1) byla obnovena obrana 

buněk proti viru encefalomyokarditidy (EMCV) v porovnání s transdukcí prázdného vektoru (II:1 VEC). 

Osa X představuje procento mrtvých fibroblastů obohacených o gen IFNAR1 či transdukované prázdným 

vektorem po inkubaci v médiu obsahující příslušný virus. Detekce proběhla metodou cell viability assay na 

fluorescenčním mikroskopu. 

Nedostatečná odpověď na IFN I. typu ve spojení s deficitem podjednotky receptoru IFNAR1 

způsobená jinou než námi nalezenou mutací byla nalezena v homozygotní formě již u 2 dětí 

(Hernandez et al., 2019). Taktéž byla popsána ve spojitosti s deficitem druhé podjednotky receptoru, 

IFNAR2. (Duncan et al., 2015) U všech těchto pacientů byly zaznamenány nepřiměřené reakce na 

živé oslabené vakcíny ve formě pomnožení daného (vakcinovaného) viru a rozsáhlého zánětu, HLH 

však nebyla diagnostikována.  

Vzhledem k dlouhodobě probíhající pandemii Covid-19 hrají tyto studie důležitou spojnici vlivu IFN 

I. typu na imunitní odpověď proti virovým infekcím, např. typu SARS-CoV-2. IFNα a IFNβ zpomalují 
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zánět nejen blokací virové replikace, ale také regulací a polarizací cytokinové produkce; dochází 

k produkci prozánětlivých cytokinů, jako jsou IFNβ, IL-6, TNFα nebo IL12, k aktivaci cytotoxických 

mechanismů T-lymfocytů a programované buněčné smrti napadených buněk. (Duncan et al., 2020; 

Hernandez et al., 2019; Liu et al., 2011; Reboldi et al., 2014) Ve spojitosti s vývojem epidemie SARS-

Cov-2 se ukázalo, že část pacientů, jejichž průběh onemocnění Covid-19 byl život ohrožující, trpěla 

jednou z variant deficitu IFNAR1, IFNAR2, případně IRF. Jednalo se o vzácné genové varianty, které 

vedly k loss-of-function mutaci zmiňovaných proteinů. Je proto možné, že více pacientů s těžkým 

průběhem pneumonie doprovázející Covid-19 mělo neobjevenou mutaci v jednom z genů související 

s odpovědí IFN I. typu. (Zhang et al., 2020) 

Shrnutí 

Studie IFNAR1 popisuje novou mutaci c.922C>T v genu pro alfa podjednotku receptoru pro IFN I. 

typu u 15 měsíčního chlapce. Tato tzv. „nonsense“ mutace vedla ke vzniku nového stop kodónu 

v extracelulární doméně proteinu IFNAR1 a k absenci receptorové podjednotky IFNAR1 - tedy  

i k absenci receptorové signalizace IFNAR1 v organismu pacienta. Interferony I. typu hrají zásadní 

roli v prevenci nadměrné zánětlivé reakce a v případě absence signalizace IFNα a IFNβ může nastat 

závažná zánětlivá reakce při virové infekci nebo i po očkování živou oslabenou virovou vakcínou. 
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4. Závěr 

Vrozené poruchy imunity (IEI; inborn errors of immunity) jsou v současné době často diskutovaným 

imunologickým tématem v medicíně. Díky rozvoji NGS je možné nalézt mutace v genomu, které jsou 

příčinou rozličných onemocnění spojených s imunitním systémem. Objevené mutace pak otevírají 

nové možnosti v cílené nebo podpůrné léčbě pro řadu pacientů s IEI. U mnoha nových mutací je však 

jejich funkční vliv stále neznámý a i přesto, že klinická praxe má k dispozici mnoho diagnostických 

metod pro testování, jako je analýza TREC/KREC (Froňková et al., 2014) či rozšířená 

imunofenotypizace leukocytů (Kalina et al., 2020), charakter mutace musí být definován důkladněji 

pomocí výzkumných metod, které nemohou být rutinně využívány napříč laboratořemi. Toto 

personalizované kompletní funkční testování bylo využito pro charakterizaci mutací v rámci projektů 

této disertační práce, tedy pro definování mutací v genech TLR8 (c.1715G>T), HCK (c.1545C>A)  

a IFNAR1 (c.922C>T). Využité funkční testy byly vytvořeny a optimalizovány přímo pro účely 

popisovaných projektů a mohou být přínosem pro diagnostiku dalších klinických případů 

v laboratořích CLIP i mimo ně. Identifikovali a popsali jsme charakter každé mutace, její funkční 

dopady na chování mutací postižených buněk a ve spolupráci s ošetřujícími lékaři u vybraných 

pacientů navrhli léčebný postup pomocí cílených inhibitorů a léčbu v čase monitorovali. V prvním 

projektu popisujeme novou hemizygotní mutaci c.1715G>T (p.G572V) v genu TLR8 u rodiny se 

závažnými automunitními a autoinflamatorními komplikacemi. Mutace c.1715G>T způsobuje 

částečný deficit proteinu TLR8, zkříženou reaktivitu mutovaného TLR8 k ligandům TLR7 a jeho 

neschopnost úspěšně blokovat aktivaci TLR7, což vede k dysregulaci TLR7/TLR8 receptorové 

odpovědi ve prospěch TLR7. Navržená léčba antagonistou TLR7, hydroxychloroquinem, vedla u takto 

léčeného pacienta k výraznému zlepšení zdravotního stavu. Ve druhém projektu popisujeme novou 

heterozygotní mutaci c.1545C>A (p.Tyr515*) v genu HCK u pacientky se závažným 

autoinflamatorním postižením plic a kůže. Mutace c.1545C>A způsobuje nadměrnou migrační  

a zánětlivou aktivitu myeloidních imunitních buněk, která vede k chronickému zánětu s projevy 

vaskulitidy kůže a plic a k rozvoji plicní fibrózy. Léčba ruxolitinibem, inhibitorem signalizace 

JAK/STAT, částečně potlačila zánětlivé symptomy, vzhledem k nespecifičnosti této léčby ke kauzální 

mutaci a k pozdní identifikaci příčiny onemocnění však neměla výrazný dlouhodobý efekt. Obě 

onemocnění navrhujeme zařadit na seznam nových autoinflamatorních jednotek IEI. Ve třetím 

projektu popisujeme novou homozygotní mutaci c.922C>T (p.Gln308*) v genu IFNAR1. Mutace 

c.922C>T způsobuje kompletní proteinový deficit řetězce alfa receptoru pro interferony I. typu  

u chlapce, u kterého se projevil fatální systémový zánět splňující diagnostická kritéria pro 

hemofagocytující lymfohistiocytózu, pravděpodobně zapříčiněný vakcinací živou oslabenou vakcínou 

MMR. 
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5. Souhrn 

V této disertační práci je popsána funkční charakterizace tří nově nalezených genových 

mutací  způsobujících vrozené poruchy imunity se zánětlivýmy projevy. Identifikovali jsme a popsali 

charakter každé mutace a jejich dopady na fungování mutací postižených buněk; ve dvou případech 

byla navržena ve spolupráci s ošetřujícími lékaři cílená léčba. V prvním projektu popisujeme novou 

mutaci v Toll-like receptoru 8 (TLR8 c.1715G>T) u dvojčat s imunitně podmíněnou anémií  

a zánětlivými symptomy. Zjistili jsme vliv c.1715G>T mutace v TLR8 na částečný proteinový deficit 

TLR8 a narušení signalizace TLR8 a TLR7. Mutací změněný TLR8  hůře potlačoval aktivitu TLR7 

ve srovnání se zdravým TLR8 a zkříženě reagoval na ligandy TLR7, což vedlo ke zvýšené signalizaci 

NF-κB a produkci prozánětlivých cytokinů z myeloidních imunitních buněk. Ve druhém projektu 

popisujeme novou mutaci v Hematopoetické kináze (HCK c.1545C>A) u pacientky se zánětlivou 

leukocytární infiltrací kůže a plic. Zjistili jsme vliv mutace c.1545C>A  na zvýšenou aktivitu HCK  

a dále zvýšenou adhezivitu, migraci a prozánětlivou kapacitu mutací změněných myeloidních 

imunitních buněk. Navrhujeme zařazení obou onemocnění mezi vrozené poruchy imunity se 

zánětlivými (autoinflamatorními) projevy. Ve třetím projektu popisujeme novou mutaci v receptoru 

pro interferon alfa (IFNAR1 c.922C>T) u pacienta se systémovým zánětem vyvolaným očkováním 

živou oslabenou virovou vakcínou MMR. Mutace zavádí nový stop kodón do proteinu IFNAR1 a vede 

k absenci receptorové podjednotky IFNAR1, tedy i k absenci receptorové signalizace pro interferony 

I. typu (IFNα a IFNβ).  V případě absence signalizace těchto interferonů hrozí přílišná zánětlivá 

reakce při virové infekci nebo při očkování živou oslabenou virovou vakcínou.  

Využité funkční testy byly vyoptimalizovány speciálně pro účely těchto projektů a mohou být 

přínosem pro diagnostiku dalších podobných případů. 
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6. Summary 

In this dissertation thesis, we describe the functional characterization of three novel genetic mutations 

causing inborn errors of immunity with autoinflammation. We identified and described the character 

of each mutation and its consequences in the affected cells; in 2 cases we suggested a targeted 

treatment in cooperation with medical practitioners. In the first project, we described a novel mutation 

in Toll-like receptor 8 (TLR8 c.1715G>T) in male twins with immune-mediated anaemia and 

inflammation. We determined the effect of c.1715G>T mutation TLR8 as a partial TLR8 protein 

deficiency and impairment in TLR7 and TLR8 signalling. Mutant TLR8 inhibited TLR7 activity less 

than the healthy TLR8 and it cross-reacted with TLR7 ligands, which led to increased NF-κB activity 

and production of proinflammatory cytokines from myeloid cells. In the second project, we described 

a novel mutation in Hematopoietic cell kinase (HCK c.1545C>A) in a patient with inflammatory 

leukocytic lung and skin infiltration. We determined the effect of c.1545C>A mutation as HCK 

hyperactivity and increased adhesion, migration and pro-inflammatory capacity of myeloid cells 

expressing mutant HCK. We suggested the inclusion of both diseases into classification of inborn 

errors of immunity with autoinflammation. In the third project, we described a novel mutation in 

Interferon alpha receptor (IFNAR1 c.922C>T) in a patient with systemic inflammation caused by  

a live attenuated MMR vaccine. The mutation introduced a new stop codon in the IFNAR1 protein and 

leads to the absence of the IFNAR1 receptor subunit, therefore the total absence of the interferon type 

I. (IFNα and IFNβ) receptor signalling. Missing IFN type I. signalling increases a risk of an abnormal 

inflammatory reaction to a viral infection or to vaccination with a live attenuated vaccine.  

All used functional tests were optimized specially for the purposes of these projects and can be 

beneficial in diagnostics of the similar cases. 
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