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ANOTACE

Prace je zaméfena na pritokovou cytometrii a zejména jeji aplikaci v hematologii,
transfuznim 1ékafstvi a transplantologii. Obsahuje stru¢né vysvétleni jejiho principu metody
spole¢né popisem Casti ptistroje a zptisobl pouzitych k diagnostice riznych typi

hematologickych onemocnéni.
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TITLE

Flow Cytometry in Transfusion Hematology

ANNOTATION

This thesis is focused on flow cytometry and especially its application in hematology,
transfusion medicine and transplantology. It contains a brief explanation of its method
principle together with a description of the device parts and methods used to diagnose various

types of haematological diseases.
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UvVOoD

Priatokova cytometrie je velmi vykonna moderni laboratorni metoda, kterd umoziuje
stanoveni velkého mnozstvi parametrti jednotlivych ¢astic nebo bunék v roztoku znacéné
vysokou rychlosti. Jednd se o velice citlivy a specificky zplisob stanoveni, ktery umoznuje
meétit kvantitativni 1 kvalitativni vlastnosti ¢astic. V nedavné historii dosahla vyznamného

pokroku, rozsifeni své pasobnosti a zarazeni do bézného chodu laboratofi.

Cilem bakalaiské prace je prehledné vysvétlit princip pritokové cytometrie, nacrtnout
novinky v metodice a zejména popsat a objasnit aktualni pouziti pratokové cytometrie
v onkologické a neonkologické hematologii, V transfuzni hematologii a transplanta¢nim

[ékarstvi.

Prvni Cast je zaméfena na vysvétleni fungovani jednotlivych komponent pritokového
cytometru, je zde struéné popsan princip imunofenotypizace a druhy pratokovych ttidica

spolec¢né s dal§imi nové vyuzivanymi technologickymi postupy cytometrie.

Druhé cast je rozdélena na hematoonkologii, kde se nachazi velice stru¢ny pichled
diagnostiky a charakteristiky onkologickych nemoci rozpoznanych pritokovou cytometrii,
nenadorovou hematologii, kde spolecné¢ s vyCtem chorob najdeme moZnosti 1éCby a
diagnostiku, transplantacni hematologii, kde jsou popsany zpiisoby organové transplantace a

kmenové bunky, a nakonec transfuzni 1ékafstvi obsahujici informace o potransfuzni nemoci.
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1. PRINCIP PRUTOKOVE CYTOMETRIE

1.1. Obecny uvod

Pritokova cytometrie je rychle se rozvijejici flexibilni laboratorni metoda diagnostiky
optickych a fluorescenc¢nich vlastnosti bunék (nebo jakykoliv jinych ¢astic, véetné bunéénych
Casti, mikroorganismi, chromozomd, latexovych perli¢ek aj.) v suspenzi vzorku. Jeji vyhodou
je jeji presnost, citlivost a také moznost méfeni velkého poctu bunck v kratkém Casovém
intervalu. [1-2] Umoznuje kvalitativni i kvantitativni analyzu rychlosti az 100 000 castic
zasekundu. [1] Své pouziti najde v molekularni biologii, napfiklad diagnostika
hematopoetickych malignit a monitorovani HIV/AIDS (virus lidské imunitni nedostate¢nosti/
syndrom ziskaného selhani imunity) a dalSich ¢asti vyzkumu souvisejicich s bunécnou
signalizaci, zivotaschopnosti a apoptdzou, veterinarni mediciné, zemédélském, a dokonce

I astronomickém vyzkumu. [2]

1.2. Historie pouziti pratokové cytometrie v hematologii

Prvni kroky ke vzniku pritokového cytometru mizeme datovat do cCtyficatych let
dvacatého stoleti, kdy po popsani fotoelektrické techniky pro pocitani buné¢k Moldavan
Caspersson vyvinul primitivni pratokovy cytometr pro métfeni vlastnosti bunék, byl
patentovan prvni neopticky elektronicky snimac¢ krvinek patentovany firmou Wallace Coulter,
Crosland a Taylor vyvinuli po¢itadlo krevnich bun€k. Prvni model Coulter Counter byl
vynalezen kviili pocitani eryrocyt a leukocytl z krve, poté nékolik let po ném nasledoval
model, ktery jiz bych schopny urcit velikost bun¢k. Zacatkem Sedesatych let minulého stoleni
se zacal pouzivat imunofenotyp, kdyz Coons, Creech a Jones zacali pouZzivat protilatky
konjugované s fluorescein isothiokyanatem (FITC). [4-5] Od té doby jiz nemuseli byt védci
zavisli na morfologii bunék, ale mohli buiiky identifikovat podle specifickych bilkovin, které
se nachazeji na jejich bunééné membrané. V té dobé byly jako novinka ptfedstaveny pocitace a
ty se spolecné s jejich softwarovym vyvojem velmi rychle zatadily do vyvoje priatokovych

cytometru. [4-6]

Opravdovy zacatek moderni pritokové cytometrie se povedl Fulwyerovi, kdyz postavil
tfidi¢ bunck zaloZeny na Coulterové principu pro velikost bun¢k a elektrostatické nabijeni
kapicek pro jejich tfidéni. Impulzni cytofotometr vyvijel Dittrich a Gohde. Buiky byly
zavedeny do proudu nosné tekutiny pod vysoce vykonny objektiv mikroskopu zajistujicimu

méteni rozptylu a fluorescence. Kombinaci méfeni objemu, rozptyleni svétla a fluorescence

12



V jednom pfistroji se zrodila Paulovi Mullaneyovi viceparametrova pritokova cytometrie.
Nézev Fluorescence Activated Cell Sorter (FACS) mtuzeme piekladat jako sortovani (tfidéni)

bunék na zaklad¢ jejich fluorescence. [3]

V osmdesatych letech dvatendctého stoleti se ukézalo, ze syndrom ziskaného
imunodeficitu (Acquired Immune Deficiency Syndrome-AIDS) zni¢il CD 4 (CD -
diferencia¢ni skupina — Cluster of Differentiation) T lymfocyty, coz vedlo k pokroku
imunofenotypizace. Prvnimi charakterizovanymi monoklonalnimi protilatkami (mAb)
na membranové proteiny se staly CD 3, CD 4 a CD 8 T-lymfocytt. [4] Mezi prvni klinické
aplikace imunofenotypizace pritokovou cytometrii patii sledovani progrese AIDS métenim
CD 4 znaki T lymfocytii. V tomto desetileti je také zaznamenano pokracovani ve vyvoji
vicebarevné technologie a imunologie a pfichod polychromatické pritokové cytometrie
(detekovani 5 a vice znakl soucasn¢), kterd umoZnuje identifikaci podskupin naivnich
a pamétovych T-lymfocyt. Déle se piiSlo na moznost méfeni markert membranové
povrchové vrstvy bunék a tato se zacala vyuzivat k méfeni u naddori, diagnostice a sledovani
hematopoetické malignity a paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie a také ke sledovani rejekce
transplantatu a hematopoetickych reakci. V roce 1975 je datovan pievratny objev Kohlera
a Milsteina, za néz ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Hybridomy, neustale
rostouci a stabilni klony neschopné produkovat vlastni imunoglobulin, které vznikaji fuzi
bunék myelomovych a bun¢k produkujicich protilatky, maji schopnost produkovat specifické
imunoglobuliny, a to monoklonalni protilatky (mAb). Kazda jednotliva monoklonalni
protilatka se specificky vaze k jednomu epitopu, jehoz vyskyt je vazany na rtzné druhy
populaci a stadia diferenciaci bunék. Podle typizace mAb se vytvotila v Pafizi v roce 1982
CD nomenklatura, byva aktualizovdna a dopliiovana pravidelné¢ na mezinarodnich pracovnich

setkanich o lidskych bunéénych diferencia¢nich molekulach. [3-4] [7-8]

Brzy se také pritokova cytometrie zaCala pouzivat i pro meéfeni intracelularnich

markert, coz se stava vyznamnou dalsi aplikaci prutokové cytometrie. [3]

Jingm uplatnénim pritokové cytometrie mize byt chromozomové barveni a tfidéni
pro klonovani DNA pro produkci sekvenci specifickych pro chromozomy, coz provedl Larry
Deaven a Scott Crame nebo Joe Gray a Ger van den Ehghen. Prvni vysokorychlostni tfidi¢
bun€k s ucelem tiidéni kazdého lidského genomu byl zkonstruovan diky této nové aplikaci.

Toto byl zacatek projektu lidského genomu. [3]
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Nyni jiz moderni pritokové cytometry bézné provadéji desetiparametrovou analyzu,
kromé& bo¢niho a doptfedniho rozptylu také osm fluorescentnich kanali. [5] S tim souviseji
vysoké pozadavky na pracovniky, ktefi multiparametrovou analyzu vedou a dokazou

interpretovat.

Piehledné shrnuti technického pokroku v pritokové cytometrii na ¢asové ose zobrazuje

obrazek ¢. 1.

barveni intracelularnich
FACS cytokinti

pétibarevna
priitokova cytometrie

tfibarevna priitokova
cytometrie

1991 1995 1996

1969 1977 1984 1988

jednobarevna
pritokova cytometrie
pouzivajici mAb

CFSE in vitro Intracelularni barvenf{ hmotnostni
proliferaéni test fosforylovanych signaliza¢nich molekul :g‘z";‘:gl'(‘;

jedenactibarevna
pritokova cytometrie

2008 2009 2011

2006

1998 2001 2002

1997

osmnactibarevna
pritokova cytometrie

Tetramerni barveni
antigen-specifickych T-lymfocyt

Obrazek 1: Casovd osa technického pokroku v priitokové cytometrii od roku
1969. FACS — sortovani bunek na zaklade jejich fluorescence;, mAb — monoklondlni
protilatky. Upraveno podie [5]
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1.3. Jednotlivé komponenty pritokoveho cytometru
Pratokové cytometry maji dva hlavni typy: analyzatory a sortery. [6] Prutokovy
cytometr se dé€li na tii zadkladni ¢asti: fluidni systém, opticky systém a detekeni systém-
elektroniku. Fluidni systém dopravuje vzorek pro méteni; opticky systém zajistuje paprsek
svétla a detekci emisniho spektra; a elektroniku zafizujici interpretaci a digitalizaci n

améfenych dat. Schéma prutokového cytometru znazoriuje obrazek ¢&. 2. [3] [10-12]

vzorek |0 0O O O
O
0 hnaci
& kapalina
O
o dichroicka filtry
zrcadla
o}
detektory
. . fluorescence
sbérna
] ® optika .
E bocény
rozptyl
\ detektor
laser dopredniho
rozptylu P
PR L elektronické) _y I o ¢ftatova
zesileni, analyza
konverze

Obrazek 2: Schéma priitokového cytometru. Upraveno podle [10]

1.3.1. Fluidni systém

Fluidika obstarava transport Castic ze suspenze, odkud castice postupné za sebou
ptichazeji do pritokové komory, aby mohly byt analyzovany jednotlivé. [2-4] Toto sefazeni
je zajisténo hydrodynamickou fokuzaci, coZz znamenéd rozdéleni bunék na jednotlivé kusy
viadé, coz se d&e vmisenim proudu suspenze do rychleji tekouci hnaci tekutiny. Takto
sefazené Castice nesené¢ hnaci tekutinou do proudnice o Konstantni rychlosti prochéazeji
jednotlivymi laserovymi paprsky. Pfi prichodu dochazi k fluorescenci a ta se nasledné
spole¢né s rozptylem zatfeni detekuje. Nasledné jsou ¢astice unaseny do ttidici jednotky nebo

do odpadni nadoby. Naobrazku ¢. 3 najdeme schéma fluidniho systému pritokového
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cytometru. Vzorek se pied samotnym méfenim zpracovava napiiklad enzymatickou

degradaci, centrifugaci, poptipad¢ filtraci, aby se izolovaly zadané bunky. [2] [7] [13-14]

tlak vzduchu

l‘|
g : spinaci
( reguldtor tlaku ventil

hnacfi kapaliny "

priitokova l
komora

reguldtor tlaku
vzorku

L vzorek

niadoba

s hnacf tekutinou odpad

Obrazek 3: Schéma fluidniho systému v priitokovém cytometru. Upraveno podle [T]

1.3.2. Opticky a detekéni systém

Opticky systém mutizeme rozd¢lit na dvé ¢asti, excitaéni a sbérnou optiku. [3]

Excitacni ¢ast tvofi zdroj svétla a Cocky, které se pouzivaji k vytvarovani a zaostfeni

excita¢niho (laserového) paprsku. [3] [7]

Zdrojem svétla miize byt laser, obloukova lampa nebo dokonce i LED lampa. V dne$ni
dobé se nejvice vyuzivaji lasery, protoze produkuji velmi intenzivni paprsek
monochromatického svétla. Obloukové lampy oproti nim potiebuji optické filtry, aby byly

schopné vyzatit urcitou vinovou délku. [7]

Sbérnou optiku tvoii soubor cofek shromazd’ujicich svétlo emitované svétlo vyzarené
castici, systém optickych zrcadel a optickych filtr, které zachycuji fluorescencni zateni
a nasledné ho usmérnuji na aktivni vrstvu pfislusnych detektori (fotonasobict a fotodiod),
kde se nachazi rozhrani optického a elektronického systému prutokového cytometru. [3] [4]
[12-13]
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Kdyz méfend Ccastice prochdzi laserovym paprskem a rozptyli svétlo, ptipojené
fluorescencni markery jsou excitovany a vyzaii svétlo o specifické vinové délce, ktera zavisi
na typu fluorochromi. Podle zpisobu rozptylu svétla z jednotlivych cCastic se zjistuje
fyzikalni charakteristika Castic. [3-4] [4]

Specifita detekce je zajiSténa jednotlivymi optickymi filtry blokujicimi jisté vinové
délky, zatimco Uzky rozsah vinovych délek pro konkrétni fluorescen¢ni barvivo propusti.
Prvnim ze tfi hlavnich typd filtrGi je dlouhy priichodovy (long pass) filtr, ktery umoziuje
pouze pruchod zafeni nad limitni vinovou délkou. Druhym typem je kratky prichodovy filtr,
ktery propusti jen svétlo pod hrani¢ni vinovou délkou a tieti typ jsou pasmové propusti, které

propoustéji zafeni ve specifickém rozmezi vinovych délek. [3] [8]

1.3.3. Elektronika
Monitorovani a fizeni provozu pratokového cytometru obstardva elektronika. Jedna se
0 technicky nejslozitéj$i ¢ast celého cytometru. Fotodetektory provadi pfeménu svételného
signalu na méteny elektricky impuls. Tento elektronicky signal je uloZen na datovy diagram,
kam pfistroj podle nastaveni prahové hodnoty ulozi pouze signaly pochazejici od castic

na rozdil od signalii z necistot nebo elektronického Sumu. [3] [7]

Data se ukladaji ve formatu pro standartni pratokovou cytometrii, ve formé¢ seznamu

jednotlivych bunék a parametru jejich jednotlivych méteni. [7]

1.4. Parametry méfeni

1.4.1. Rozptyl svétla
Rozptyl svétla se detekuje ve dvou uhlech: dopiednim rozptylu Forward scatter channel
(FSC) a bo¢nim rozptylu Side scatter channel (SSC). Fotodioda shromazd'ujici doptedni
rozptyl detekuje signal vuhlu 20° od osy laserového paprsku a poskytuje informace
0 velikosti, tvaru a homogenité castic. V thlu 90° od osy laserového paprsku zachycuje
fotonasobici trubice (Photomultiplier tube — PMT) bo¢ni rozptyl, ktery poskytuje tdaje
0 granularité bun€k, coz je uzite¢né pii rozliSovani mezi lymfocyty a granulocyty. [3-4] [8]

[9]

Zakladnim prostfedkem vizualizace dat ziskanych priitokovou cytometrii se stal scatter
diagram. V tomto grafu se na ose x nachazi data ziskand FSC a na ose y data z SSC. Osy

grafii zna¢ime ndzvem fluorochromu a povrchovym markerem. V piipadé pozitivity pro oba

17



markery budou buiiky zobrazeny v pravém hornim kvadrantu scatter diagramu a v ptipadé
negativity pro oba markety v dolnim kvadrantu levém. Gating je odborny vyraz
elektronického ohranic¢eni, ktery se pouziva pro popis vybrani pouze urcité subpopulace
analyzovanych bunék. Gating provadime podle fyzikalnich a fyzikalné chemickych vlastnosti
bunék. Na obrazku ¢. 4 se nachazi bodovy graf nesrazlivé promyté plné krve, kde je vynesena

mira svételného signalu z FSC na ose X oproti signalu z SSC na ose y. [8] [9]

FSC/SSC - ADC

§ : Gr;r;l;l_(;cyty
SSC
) Lymfocyty; VpEs
| g G Monocyty
o T vr v : T T T T T
5 1023
FSC

Obrazek 4. Vyneseni intenzity svételného signdalu FSC proti SSC v bodovém
grafu poskytujici informace o morfologii bunécné populace. Upraveno podle [3]

1.4.2. Fluorescence a fluorescencni barviva

Pti absorpci svétla urcité vinové délky a spolecné Snim 1 energie se elektrony
ve slouCeniné excituji a zpatky do neexcitovaného stavu se vraci raznymi energetickymi
piechody, které mohou zahrnovat emise kvantového svétla o delsi vinové délce v iadech
nanosekund neboli fluorescenci. Diky tomu, Ze se z duvodu rozdilné vinové délky lisi barva
svétla, je mozné emitované svétlo oddélit pomoci optickych filtri. [10] [3] [11] [12] Detekce
fluorescence vyzaduje velice citlivou techniku, zaroven je mozna detekce az 18 sloucenin
fluoreskujicich za rozdilnych vinovych délkach. [13] Timto zpisobem je zajisténa
viceparametrova analyza buné€k. Intenzita vyzatfované fluorescence je pfimo imérnd mnozstvi
mist, kde jsou navazany na bufice nebo ¢astici fluorochromy. [1] [3] [11] Fluorescenénimi
markery jsou fluorochromy, molekuly schopné fluoreskovat, coz je vyzafovani svétla o urcité

vinové délce pti dopadu laserového svétla. [3]
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V prutokové cytometrii se pouzivaji dva druhy fluorochromd. Prvni druh se
nekovalentné vaze na intracelularni struktury a druhy druh se kovalentné vaze na jiné sondy.
Pro kovalentni znaceni proteinli se pouziva vétSinou protilatka, méné Castéji dalsi proteiny.
Nejcastéji se pouziva fluorescein isothiokyanat (FITC), konjugaty phycoerythrinu (PE). Oba
tyto fluorochromy excituje argonovy iontovy laser. [3] [11] Dal§im typem jsou fluorescenéni
nanokrystaly o velikosti 10 az 20 nm. Se svym S$irokym absorpénim svétlem mohou byt
excitovany nejrizngjSimi fluorescencnimi faktory. Pouzivaji se zejména v imunologii pro
vy¢islovani mnoha podskupin T-lymfocytd v jedné analyze. [13] [11] NejCastéji pouzivanym
barvivem pro deoxyribonukleové kyseliny (DNA) je propidium jodid (PI). [11] V praxi se
Casto spole¢né se samostatnymi fluorochromy pouZzivaji také fluorochromy tandemové, které
maji schopnost excitovanim primdrniho fluorochromu aktivovat excitaci 1 sekundarniho
fluorochromu. Pro detekcei antigent vyznacujicich se slabsi expresi (napt. CD 56, CD 13 nebo

CD 33) se pouzivaji zativéjsi fluorochromy jako PE, PE-Texas Red. [1]

Kvantifikace fluorescence se provadi srovnanim naméfené svételné intenzity

fluorescence namétené s fluorescenci externiho standardu. [1]

1.5. Imunofenotypizace

Imunofenotypizace, jinymi slovy klasifikace bunék za pomoci identifikace
povrchovych, cytoplazmatickych nebo jadernych molekul specifickych proteini pomoci
monoklonalnich protilatek, se stala jednim z nejdilezitéjSich pouziti pritokové cytometrie.
Imunofenotypizaci je mozné urcit pfitomnost klonu malignich bunék hematopoetického
puvodu, jejich liniovou pfislusnost anebo stupen diferenciace. Jednotlivé antigeny mohou byt
na buiice ve velkém poctu stejné tak jako v malém. CD znakl existuje veliké mnoZstvi,
spousta bunék exprimuje vice nez jeden CD znak. [3] [17-19] Pti charakterizaci plné krve je
mozné vyuzit detailni imunofenotypizaci krve, kterd zvladne rozpoznat 34 podskupin
imunitnich bun€k, jako naptiklad podskupiny T-lymfocyti, B-lymfocytd, piirozenych
zabije¢skych bunék (Natural killer cells — NK builky), monocytl, dendritickych bunék
(Dendritic Cells-DC), neutrofili, eozinofilti a bazofili. [14]

CD molekuly definuji mononuklearni protilatky, na které se vazi. Systém jejich
¢islovani byl dohodnut zaloZzenim CD systému nomenklatury v roce 1982 v PatiZi, aby se
zabranilo chaosu v terminologii téchto znakd. Toto nazvoslovi imunologové pribézné

aktualizuji na pravidelnych mezinarodnich pracovnich setkanich. [1] [15]
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Graficky znazornény ptehled CD znakt zobrazuje obrazek ¢islo 5.
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Obrazek 5: Schematicky prehled 34 podskupin imunitnich bunék, které miizeme rozlisit

pomoci podrobného testu imunofenotypizace bunék. Cervené T-lymfocyty, zelené B-lymfocyty,
fialové dendritické bunky, hnédé monocyty a rizové granulocyty a modre vyznacené NK
bunky. V rameckach je vypsanych 27 prirazenych aktivacnich markeri. Smeéru Sipek
znazornuje zjednodusSené trideni. Upraveno podle [14]

1.6. Sortery

Pritokové cytometry byly plivodné vyvinuty jako nastroje schopné oddé€lovat a tridit

Castice na zaklade jejich méfeni. [16]
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Byly vyvinuty dva hlavni typy sortert, ¢esky tiidi¢i. Prvni je kapénkovy tfidi¢ a druhy
fluidni tfidic. [3] Kapénkové tfidiCe rozde€luji bunky na zakladé elektrostatického vychyleni
jednotlivych kapének ve sméru s nabitym postrannim deskdm. Nevychylené kapénky
pokracuji do odpadu. [21-23] Fluidni tfidi¢e vyuzivaji mechanismus pro odklon proudu podle
detekce castice, kterd odpovidad vytfizeni. Pro tfidéni biologicky nebezpecného materidlu
nejsou vhodné kapénkové tiidice, protoze pfi jejich pouzivani vznikaji aerosoly, které mohou
ohrozit pracovniky laboratofe. Pfistroje s nizsi rychlosti vytfidi 10 000 - 15 000 bunék za
sekundu. V dnesni dobé jsou k dispozici i vysokorychlostni tfidice schopné tfidit bunky
rychlosti vys$si nez 20 000 bunck za sekundu, toto tfidéni vSak probihd za velmi vysokych
tlakd, a proto neni vzdy vhodné z diivodu Skodlivého ucinku na vyttidéné bunky. Vyttidéna
substance ma cCistotu vétsi nez 95 % a pouziva se zejména pro morfologické nebo genetické

vysetfeni, funkéni testy, popiipadé k 1écebnym ucelim. [3] [6] [17]

1.7. Nové technologické postupy
Zakladni rozsah tradi¢ni pritokové cytometrie miizeme jeSté vice rozsitit modernimi
technologiemi. Napiiklad hmotnostni cytometrie, coz je spojeni prutokové cytometrie
S atomovou hmotnostni spektrometrii, nam muaze poskytnout nesrovnateln¢ vice tudaji
0 imunitnich bunkach diky vétsimu mnozstvi sond, anebo zobrazovaci obrazova cytometrie,

popisujici jednobunéénou dynamiku v heterogennich smésich. [18]

1.7.1. Hmotnostni cytometrie
Specialnim spojenim atomové hmotnostni spektrometrie a pritokové cytometrie spatiila
svétlo svéta hmotnostni cytometrie. Pro analyzu pouziva protilatky konjugované na stabilni
izotopy prvka vzacnych zemin stejnym zptisobem jako klasicka pratokova cytometrie pouziva
fluorochromy, které diagnostikuje vysoce pfesnym hmotnostnim spektrometrem. Izotopy
kovu se pouzivaji jako $titky a vyviji se dalsi. [18] [19] Timto zplisobem je mozné stanovit
napiiklad fosfoproteiny nebo polysacharidy. [18] Hmotnostni cytometriec umoznuje
charakterizaci vice buné¢nych a subceluldrnich paramentii zaroven. Jedna se o vice nez 40
znacek na kazdé bunce. [18] [20] Nevyhodou hmotnostni cytometrie je, ze vSechny buiky
jsou v analyzatoru zniCeny, takze nemohou byt vytfidény pro dalsi analyzu jako tomu je u
klasické prutokové cytometrie. [18] Samotna detekce bunék probiha jejich vstiikovanim do
argonové pritokové komory, kdeje nosny plyn ve specializované komoie vystavi
plazmovému hotaku velmi vysoké teploty (10 000 K), nasledkem ¢ehoz se buiiky odpaiuji,

atomizuji a ionizuji. Tato iontova mlha se poté méfi hmotnostnim spektrometrem, ktery
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zaznamenava dobu letu ionti z plazmy do detektoru, ktery méfi obsah kovii obsazeny

v bunce. [18] [20]

1.7.2. Obrazova cytometrie

V obrazové cytometrii Se kombinuje piistroj imunofluorescencni mikroskopii a vysoce
citlivy pritokovy cytometr, aby zachytil obraz kazdé jednotlivé castice prochazejici
detektorem. Soucasné vybaveni obrazové cytometric umoziuje nardz ziskat az dvanact
snimkd kazdé bunky s fluorescenc¢ni citlivosti, ktera je srovnatelnd s béznou priatokovou
cytometrii. Tato metoda snimkuje bunky rychlosti pét tisic bun¢k za sekundu, coz nadm
zprostiedkovava detekci 1 velmi vzacnych bunék. [18] [21] Moderni ptistroje jsou schopny
detekovat castice az do velikosti 20 nm, coZ velice zvySuje potencialni vyuZiti této techniky
napiiklad pro experimenty objasiiujici mezibunécné interakce, lokalizaci bunécné signalizace,

apoptdzu, transfekéni ucinnost a interakci bunéénych patogent. [18]

Na obrazku €. 6. jsou v tabulce zndzornény mikrospektralni snimky méfeni obrazovym
cytometrem. Levy svétle Sedy sloupec je klasicky mikroskopicky obraz piekryty zelené
zbarvenou informaci o fluorescenci proteinu Staphylococcus aureus. Obrazy ve sloupci
uprostted s modrym barvivem demonstruji fluorescenci barviva Alexafluor 405
konjugovanou ranymi endozomy a v pravém sloupci najdeme cervenooranzové obrazky s

fluorescenci lysozomti oznacenych PE.
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DDC LC

3 GFPS BF 3 GFP/2 AF405 3 GFF/4 PE 3 GFPS BF 3 GFP/2 AF405 3 GFP/4 PE

Obrazek 6: Vystup obrazové cytometrie, dva obrazy Langerhansovych bunék.
Multispektralni snimky, na kterych v jednotlivych sloupcich vidime riizné kanaly informaci.
Prevzato z [18]
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2. POUZITI V HEMATOONKOLOGII

Pratokova cytometrie je velmi citlivd a uc¢innd metoda pro rozliSeni myeloidnich a

lymfoidnich tad akutnich leukémii. [10]

V piipad€ normalniho vyvinu krevnich bun¢k z kmenovych bunék se v kostni dieni
buiiky postupné diferencuji, rozdéluji do riznych linii bun€k (naptiklad linie myeloidnich
bunék, lymfoidnich T nebo B lymfocytd) a postupné dozravaji svou ptiznacnou cestou.
Kazdou fazi bunky nesou urcitou sadu CD znakli. Malignity se mohou projevit ve kterékoliv
¢asti vyvinu. Leukemie nebo lymfomy muzeme klasifikovat podle specifické jiné sady
markert, podle nichz mizeme onemocnéni klasifikovat. Rizné leukémie i lymfomy maji
Casto jemné rozdily v jejich antigennich profilech, coz je idedlni pro diagnostiku prutokovou
cytometrii. [22] Pratokova cytometrie je idedlni i pro rozliSovani lymfomu, protoze ze
lymfatickych tkani lze ziskat méfitelné bunécné suspenze. [23] Prvni hodnoceni se provadi
pomoci panelu protilatek ve tiech nebo Ctyfech barevnych kombinacich. [22] Pfitomnost nebo

nepfitomnost antigenti umoznuje provést diagnézu. [10]

Zéakladni znacky jsou pro B-lymfocyty CD 5, CD 10, CD 19, CD 20, CD 45, Kappa,
Lambda, pro T-lymfocyty CD 2, CD 3, CD 4, CD 5, CD 7, CD 8, CD 45, CD 56,
pro myelomonocyt se jedna o znacky CD 7, CD 11b, CD 13, CD 14, CD 15, CD 16, CD 33,
CD 34, CD 45, CD 56, CD 117, HLA-DR a pro plazmatickou buitkky CD 19, CD 38, CD 45,
CD 56 a CD 138. Znak CD 45 je pfitomny na vSech leukocytech. [22]

Leukémie se d€li do n€kolika skupin. Akutni leukémie probihaji rychle a mohou zabit
jiz béhem né¢kolika dni nebo tydni od svého vzniku, oproti tomu chronické leukémie
probihaji velmi pomalu a maji del§i zacatek, ktery trva mésice az roky. Daéle leukémie
¢lenime na myeloidni a lymfatické. [24] Pti klasifikaci akutnich leukémii je cytologické
vySetfeni s potvrzenym vyskytem blastii dopliovano pritokovou cytometrii, kterd podle typu
blastli zatfadi leukémii mezi lymfoidni nebo myeloidni. Akutni lymfoblastickou leukémii
(ALL) vznikajici z prekurzori B a jeji podtypy lze rozlisit podle znaka CD 10, CD 19, CD
79a, CD 34, CD 24 (siln¢ pozitivni), CD 45 negativni. ALL vznikajici z prekurzora T
lymfocytt charakterizuji znaky CD 3, CD 7, CD 2, CD 5, CDla, CD 4 a CD 8. [25]

Chronickou lymfoblastickou leukémii (CLL) mtizeme diagnostikovat za pomoci znakl
CD 38 a ZAP-70 (Zeta-asociovany protein 70). [26]
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U akutni myeloidni leukemie (AML) se projevuje exprese CD 34 spole¢né s expresi
HLA-DR, neexistuje exprese cytoplazmatického CD 3 a cytoplazmatického CD 79a.
Nékdy také miize byt patrna exprese CD 20 (24 %). Pro myeloidni linie je CD 33 citlivéjsi,
ale méné specificky nez CD 13. [27]

Maligni lymfomy jsou zhoubné nadory pochazejici z lymfocytt. Délime je na Hodgintv
lymfom a skupinu Non-Hodginovych lymfomd. Hodginovy lymfomy charakterizuje smiSena
celularita a pochazeji z nadoru B-lymfocytd. Non-Hodginské lymfomy se déli na T-lymfomy
a B-lymfomy podle plvodu. NejCastéjSim typem je difuzni velkobunéény lymfom
B prekurzort, folikularni lymfom a lymfom z bunék marginalni zony. [23] [28] Patogenni
bunky HL vykazuji pozitivitu na CD 30, CD 70 a CD 15 s charakteristickou CD 45
negativitou a spolu s nimi jsou v polovin¢ piipadu zachyceny markery T-lymfocyti CD 2, CD
3aCD4.[23]

Bakalafska prace se zaméfuje predevSim na nenadorovou hematologii, a proto se ji

podrobnéji budu vénovat v nasledujici kapitole.
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3. POUZITI V NENADOROVE HEMATOLOGICKE

DIAGNOSTICE

V neonkologické hematologii se pritokova cytometrie pouziva zejména pro diagnostiku
dédicnych defektti krevnich bunék, nejcastéji erytrocytti a trombocyti. Je pouzivana také

pro stanoveni celkového poctu trombocytl a pro diagnostiku septickych stavii.

3.1. Diagnostika erytrocytovych kvalitativnich poruch

3.1.1. Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie

Paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) je velmi vzacné ziskané hemolytické
onemocnéni, pro které je charakteristickd intravaskularni hemolyza, hyperkoagualita a selhani
kostni difen¢. Vznikd somatickou mutaci hematopoetické kmenové bunky ve tfidé A genu
fosfatidyl-inositol-glykanu (PIG-A), ktery syntetizuje kotvu glykosylfosfatidylinositolu (GPI).
Tato GPI kotva vaze k bunécné membrang velké mnozstvi proteinti (napt. CD 55, CD 59, CD
14, CD 48, CD 58, NCAM, ALP, a dalsi). Membrana erytrocyt nebo také trombocyti,
monocytl ¢1 granulocytll je zvySené citliva na lyzu komplementem. Fenotypickym znakem
tohoto onemocnéni je nepfitomnost, popiipadé vyrazné snizeni proteini CD 59, CD 55 a
dalSich navazanych na bunéénou membranu krvetvorné bunky pomoci GPI kotvy, které pred
lyzou komplementem chrani zdravou buiiku. Antigen CD 55 inhibuje aktivaci C3 a C5 slozky
komplementu a antigen CD 59 utlumuje aktivitu termindlniho komplexu komplementu.

Nedostatek CD 59 ma za nasledek intravaskularni hemolyzu. [1] [35-39]

Nejrozsiten¢jsi a stale pouzivany test pro prikaz PNH, test okyselenym sérem, byl
poprvé pouzit v roce 1937 Hamem (tzv. Hamuv test). Vyuziva toho, Ze krvinky PNH jsou
hemolyzovany normalnim sérem stejné skupiny. Hamovym testem ovSem nemizeme odlisit
malé populace erytrocytii (<5-10 %). Dal$im velmi rozSifenym testem se stal Hartmaniv test
zroku 1970 (tzv. water-sugar test) zaloZzeny na absorpci komplementu ze séra pii nizké
iontové koncetraci. Pro diagnostiku PNH se stalo dalezitym piinosem pouziti pratokové
cytometrie k prikazu proteint CD 59 a CD 58 v roce 1990 Plesnerem a kol. a van der
Schootem a kol. Diky jeji vysoké citlivosti je moZzné zachytit i velmi malé populace
erytrocytll zastoupené 0,5-1 %, které se mohou vyskytovat i u pacientl, u kterych vysel
Hamiv test negativné. Z tohoto diivodu je pritokova cytometrie nadfazenym diagnostickym
postupem pro ur¢eni PNH. Tento objev také vedl k rozdéleni PNH do dvou skupin: prvni je

hemolyticka PNH, kterou charakterizuji hlavné epizody hemolytické anémie s hemoglobinurii
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a zilni trombozy; a druhou skupinu hypoplastické PNH, jejiz klony GPI deficientnich
hematopoetickych bun¢k nemaji zjevnou hemolyzu, ale vyskytuje se u nich naptiklad
aplastickd anémie, trombocytopenie nebo leukopenie. Velké mnozstvi pacientl také nespada
ani do jedné kategorie, ale vykazuje rysy obou skupin. K ¢asnému zachyceni klonu PNH se

pritokova cytometrie miize pouzit i U nemocnych aplastické anémie. [29] [30]

K rozpoznavani dospélych erytrocyti se pouziva CD 235a, coz je monoklonalni
protilaitka glykoprin A, vyuZivajici se k analyze Cervenych krvinek a jejich stanoveni.
Pro analyzu PNH erytrocytti se nedoporucuje stanovovat samotny znak CD 55, protoze oproti
znaku CD 59 je malo exprimovan, a nasledné vykazuje slaby signal, coz je zpisobeno nizkou
epitopovou denzitou. Znak CD 59 ma tedy lepsi pomér mezi signdlem a Sumem. Doporuceny
fluorochrom je PE (Phycoerythrin). Na obrazku ¢. 7 se nachazi hodnoceni klond erytrocyti
PNH pratokovou cytometrii. Vyskyt CD59 na erytrocytech v nékolika ptipadech s riznymi
procenty PNH postiZzenych klonl ¢ervenych krvinek zobrazenych na bodovém grafu v levém
sloupci a na jim odpovidajicich histogramech ve sloupci pravém. Zdravé erytrocyty jsou
zakryty CD 235a. Tti rizné typy PNH jsou zobrazeny cernou (typ 1), Sedou (typ II) a svétle
Sedou barvou (typ III). [1] [35-42]
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Obrazek 7: \lysoce citlivé hodnoceni klonii erytrocytit PNH priitokovou cytometrii.
Vyskyt CD59 na erytrocytech ve trech pripadech s riiznymi procenty PNH postiZenych
klonii srytrocytii zobrazenych na bodovém grafu v levém sloupci a histogramech ve
sloupci pravém. Zdravé erytrocyty jsou zakryty CD 235a. Tri rizné typy PNH jsou
zobrazeny cernou (typ 1), Sedou (typ Il) a svétle Sedou barvou (typ I1lI). Upraveno podle
[45]
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Dalsimi diagnostickymi markery vhodnymi pro detekci GPI pfipojenych proteintt na povrchu
granulocytli a monocytl jsou napiiklad CD 14, CD 16, CD 26, CD 66b a CD 157. Pro
(FLAER), ktery se pouziva k analyze exprese antigeni CD 14 u monocyti a CD24 u
neutrofilll a vazby praerolyzinu. Toto Cinidlo se vyrabi jako mutovana forma proaerolyzinu
konjugovaného s fluorochromem. M4 schopnost vazat se pfimo na glykanovou c¢ast GPI
kotvy a tim nésledn¢ detekovat klon PNH. Déle se zavadi také antigen CD 157, ktery stejné
jako FLAER umoziiuje detekovat buiiky s GPI pfipojenych proteinti u neutrofili a monocytu.
[42-44]

Pacienty trpici PNH suzuji bolesti bficha a Zivot ohrozujici zilni trombofilie nejcastéji
postihujici Zily jaterni, Zilu slezinnou, mezenterialni Zily a mozkové Zily. Zilni trombdza je

pii¢inou smrti ve 40 az 60 %. PNH je velmi podobna aplastické anémii (AA). [1] [35-42]

Moznosti 1é¢by je poddvani Eculizumabu, coz je humanizovana mySi monoklonalni
protilatka proti komplementové slozce C5a, které blokuje koncovou ¢ast aktivace. Medikace
pomoci Eculizumabu u nemocnych PNH vede k vymizeni hemolyzy G¢inkem aktivovaného
komplementu a k normalizaci koagula¢niho nalezu, sniZzeni zavislosti na transfuzich
erytrocytll a snizeni trombotickych komplikaci, dale tento ptipravek vyrazné zlepsuje funkci
ledvin, které byvaji poSkozené opakovanymi hemolytickymi epizodami. Lécba pacienti s
epizodami tézké hemolyzy s pripadnou komplikaci trombo6z nebo poskozenymi ledvinami, ale
bez znamek aplazie kostni kien¢, tedy spociva v ptipravku Eculizumab. Mezi nevyhody jeho
pouzivani mizeme zatadit jeho vysokou cenu a nutnost trvalého podavani udrzovaci 1éCby.

[31] [45-47]

Vyznam lécby PNH transplantaci krvetvornych bunck zalezi na eliminaci PNH klonu
a imunokompetentnich bunék, které jsou zodpovédné za potlaeni zdravé krvetvorby.
Diivodem k indikaci transplantace krvetvornych bunék je tézky stupenn hemolyzy refrakterni
na lécbu nebo rozvoj tézké drfenové aplazie a opakované trombotické komplikace.
Prognosticky nepfiznivy Cinitel pro vysledek transplantace krvetvornych bunék je pfitomnost
trombozy, t€Zka pancytopenie, ve€k nad 55 let, trombocytopenie v dob¢é diagnodzy, inicialni
aplazie kostni dfen€ a vyvin choroby smérem k myelodysplastickému syndromu nebo akutni

myelodni lekémii. [31]
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3.1.2. Hereditalni sférocytoza
Syndrom hereditalni sférocytozy (HS) je bé€zné vrozené onemocnéni membrany
erytrocytd, konkrétné vada nebo nedostatek jednoho ¢i nékolika proteint. Z tohoto divodu
maji ervené krvinky abnormalni tvar, jiné metabolické pozadavky a nasledné jsou predcasné
shromazd’'ovany a zniCeny ve zvétsené sleziné. Jednd se o autozomalné¢ dominantné dédi¢né
onemocnéni  charakteristické  pritomnosti sférocytli, splenomegalie a Zloutenky.

V severoevropskych zemich je to jedna z nejCastéj$ich pri¢in hemolytické anémie. [1] [48-51]

HS ma riizné formy od ¢astecného deficitu spektrinu, bilkoviny Gc€astnici se formovani
cytoskeletu bunky, pres tézky deficit spektrinu, nebo kombinovany deficit spektrinu
a anakyrinu anebo defekty proteinu pasu 3 a pallidinu. Tyto abnormality vedou ke snizeni
lipidt, ztraté membranového materidlu a vznika sférocyt. Na obrazku ¢. 8 jsou sférocyty jasné
patrné u pacientd s HS na krevnich néatérech B-D. Krvinka mé4 zvySenou propustnost pro
sodik, takze Na-K pumpa energeticky velmi naro¢né¢ vypumpovava nahromadény sodik pryc,
coz vede ke zvySeni rigidity a snizovani deformovatelnosti buniky. Erytrocyt ztrati dalsi

membranovy povrch a neprojde slezinnymi sinusy vice neZz 20x-30x, kde je nasledné

fagocytovan. [48-52]
A Normal| B . HS
Ve
Y
C HS|D HS
(5]

Obrazek 8: Nater periferni krve. U pacientii HS je patrné velké mnoZstvi sférocytii (B-
D) narozdil od zdravého jedince (4). Zvétseni 400x. Prevzato z [43]

Pii diagnostice dédicné sférocytdozy se piihlizi k rodinné anamnéze a provadi se
vySetieni periferni krve, nepfimé testy, které méti osmotickou kiehkost cervenych krvinek

(napf. Pink test nebo glycerolovy test lyzy, které ale nejsou moc specificke), a biochemicky
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test odhalujici miru snizeni riznych membranovych a cytoskeletarnich proteint. Citlivost
testu glycerolového lyzovani je 61 %, u testu osmotické kiehkosti je to 68 % a u PINK testu
az 91 %. Oproti tomu ma vysokou citlivost i specifitu test eosin-5-maleimidem (EMA).
Eosin-5-maleimid je fluorochrom kovalentné vazany na skupiné lyzinu, ktera je soucasti 3
pasu proteini membrany cervenych krvinek, ale zdroven muze interagovat se
sulfhydrylovymi skupinami. Mé&i se jeho mnozstvi, kdy z didvodu nespravného
erytrocytarniho skeletonu postizené erytrocyty vazou méné EMA a tim padem poskytuji
slabSi fluorescencni signdl nez zdravé bunky. Jednd se o rychly a snadny test malého
mnozstvi krve odliSujici HS od ostatnich imunitnich i neimunitnich hemolytickych anémii.
Test EMA je nezavisly na fenotypu a je pozitivni iV pfipadé kompenzované HS. Je-li
pozitivni, diagndza HS je potvrzujici v 97,8 % piipadd, je-li negativni, mizeme HS vyloucit u
96,9 % pacienti. EMA test dokaZze bohuzel diagnostikovat pouze HS charakterizovanou
defekty proteinti pasu 3, defekty proteinii past 4.1 nebo ankyrinu se musi diagnostikovat
jinak. Je mozné, ze EMA test bude pozitivni i pfi pyropoikilocytoze, kviili velké fragmentaci
bunék, coz ma za nasledek tvorbu erytrocytti s mensi povrchovou plochou. Dalsim testem
prokazujicim hereditalni sférocytdézu je také separace bilkovin na polyakrylamidovém gelu

(SDS-PAGE), ktera ale byva indikovana jen ve spornych piipadech. [1] [48-49] [32]
Terapii je splenektomie, ptipadné i cholecystektomie. [48-50]

3.2. Diagnostika trombocytarnich kvalitativnich poruch

3.2.1. Glanzmannova-Naegeliho trombastenie

Mezi vrozené trombocytopatie, to jest onemocnéni, pii kterém selhava funkce
trombocytt, patii Glanzmannova trombastenie (GT). Je charakterizovana stfedné tézkou
az t¢zkou kozni krvéacivosti a znané snizenou agregaci trombocytidl po vSech induktorech
kromé ristocetinu. Tato vzacné se vyskytujici choroba popsana jiz roku 1918 je zplsobena
deficitem nebo funk¢ni poruchou destickového povrchového komplexu glykoproteini (gp)
[Ib/IIa (integrinu allbB3), cozZ je stéZejni komponenta trombocytarni membrany, kterd vaze
fibrinogen a je dalezita pro agregaci trombocytl. Tato nemoc se dédi autozomalné recesivnim
zpusobem a déli se do tfi podskupin (I-III) podle klinickych projevli. Diagnostikuje se
pritokovou cytometrii. Kvantitativné se stanovuje exprese komponent komplexu

glykoproteinu 11b — CD 41 a glykoproteinu Illa - CD 61. [1] [33] [53-55]
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3.2.2. Bernardtv-Soulieriv syndrom
Dalsi dédicné trombocytopatické autozomalné recesivni onemocnéni je Bernardav-
Souliertiv syndrom (BSS), ktery se vyznacuje trombocytopenii, obrovskymi trombocyty,
a slizniénim krvacenim. U homozygotu se vyskytuji velice vazné krvacivé projevy, jez mohou
ohrozit 1 zivot. Tento syndrom zpusobuje chybéjici nebo snizend exprese povrchového
glykoproteinového komplexu Ib/IXb/V, receptoru pro von Wilenbrandtv faktor, na povrchu
krevnich desti¢ek. V diagnostice je hojn¢ vyuzivana kvantitativni analyza defektni exprese

komplexu GP Ib/IX/V priutokovou cytometrii. Jedna se o znak CD 42b. [10] [33] [54-55]

3.2.3. Syndrom Sedych trombocytii

Syndrom Sedych trombocytll je velmi vzacna vrozena krvaciva porucha granul krevnich
desticek. Toto onemocnéni zplisobuje mutace v genu NBEAL?2, projevuje se blokaci zrani
granul v megakaryocytech, takze trombocyty maji vyrazné snizené mnozstvi granul a jejich
obsahu. Vyznacuje se makrocytopenii, zvétSenou slezinou, rozvojem myelofibrézy ve vyS§im
véku a zhorSenim hojenim ran. Krevni desticky jsou zvétSené, maji patologicky tvar a typicky
naSedly vzhled. Projevem syndromu Sedych trombocyti je nedostatecna exprese CD62P
(aktivatniho markeru P-selektinu) na povrchu trombocytl. Pratokovou cytometrii mizeme
zm&fit miru exprese CD62P (GMP 140) po aktivaci krevnich desticek ligandem TRAP
(Thrombin Receptor Agonist peptide). [1] [54-55]

3.3. Diagnostika imunitnich trombocytopenii

Trombocytopenie vznika kviili poruSe trombocytopoézy, na zaklad¢ zvysené destrukce,
jejich spotiebovani, popiipadé ztrat trombocytl. Projevuji se vznikem krvacivé dietézy
a petechidlnim koznim nebo sliznicnim krvacenim. Mezi Casté piiznaky patii epistaxe,
krvaceni z dasni, hematurie, krvaceni ze zazivaciho traktu a krvaceni gynekologicka. Imunitni
trombocytopenie vznikd nasledkem zvySeného odumirdni a rozpadu desticek v retikulo-
endoteliarnim systému (RES), z davodu produkce protitrombocytarnich protilatek
namifenych proti glykoproteinim trombocytarni membrany. Zejména protilatek
imunoglobulinim typu G (1gG) proti glykoproteintim IIb/III nebo GP Ib/IX. Desticky s témito
navazanymi protilatkami jsou odstranény z cirkulace lyzou, kterou indukuje komplement
anebo fagocyt6zou. Mnozstvi exprese imunoglobulinti, které jsou navdzané na trombocytech
je mozné stanovit konverzi prumérné fluorescencni intenzity exprese anti-kappa/lambda

monoklonalnich protilatek na trombocytech. [1] [33] [34]
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Tabulka 1: Klasifikace trombocytopenii. Prevzato z [1]

ZvySena ]
Poruchy Zvysena destrukce Trombocytopenie
konzumpce
trombocytopoézy trombocyti ze ztrat trombocyti
trombocyti
) idiopaticka diseminovana trombocytopenie
trombocytopenie _ . _ _
. . trombocytopenicka intravaskuldrni po masivni transfuzi
S aplazii radia
purpura koagulace nebo vymeéné krve
) tromboticka trombocytopenie
trombocytopenie o
Fanconiho anémie trombocytopenicka z redistribuce
polékova
purpura trombocyti
trombocytopenie )
hemolyticko-

aplasticka anémie

U autoimunitnich

uremicky syndrom

chorob
' akutni
syndrom Wiskottliv- ‘
trombocytopenicka
Aldrichav ‘
purpura poinfek¢éni
' potranfuzni
syndrom Epsteintiv ]
trombocytopenie
3.4. Diagnostika megakaryocytarnich trombocytopenii

Podobné jako pfi erytropoéze vznikaji retikulocyty, pfi megakaryopoéze nalezneme
v krvi frakei krevnich desti¢ek nazvanou retikulované trombocyty (RT). Tyto buiiky jsou
cerstvé vyplavené do krevniho fteciSt¢ a jsou charakteristické zbytkovym mnoZstvim
ribonukleové kyseliny (RNA). Méfenim téchto bun€k jde monitorovat trombocytarni obrat.
Vyuziva se vazebné afinity nékterych fluorochromti k RNA, diky ni mizeme odliSit poruchy
megakaryopoézy (myelodysplasticky syndrom, aplastickd anémie, akutni leukémie)
od trombocytopenii ze zvySené destrukce, konzumpce nebo ztraty trombocytt (tromboticka
trombocytopenickd purpura, trombocytopenie pii Kasabah-Merrittv

sepsi, syndrom,

deseminovana intravaskularni kagulopatie, hyperspleinismus) nebo sekundarnich imunitné
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podminénych  trombocytopenii  (kolagendzy,  systémovy  lupus  erythematodes,
antifosfolipidovy syndrom, autoimunitni lymfoproliferativni syndrom, chronicka lymfaticka

leukémie, virové infekce). [1] [34]

3.5. Imunologické stanoveni absolutniho poctu trombocytl

Nepravé trombocytopenie neboli pseudotrombocytopenie je faleSny laboratorni jev,
ktery muze vznikat kvili shlukovani krevnich desti¢ek jiz pfi odbéru do kyseliny
ethylendiamintetraoctové (EDTA), kvili chladové aglutinaci desti¢ek, popiipadé nespravnym
seCtenim hematologickym analyzatorem. Trombocytarni shluky mohou totiz byt zafazeny
mezi malé lymfocyty. NetuspéSné rozpoznani téchto zmén muze vést az ke Spatné diagnoze
a nedostatecnou 1écbu. Imunologickd metoda stanoveni absolutniho poctu lymfocyti je
metoda referen¢ni. Trombocyty se identifikuji diky jejich expresi trombocytarnich znaki CD
41/ CD 61. Jejich absolutni pocet se nasledné vztahne k poctu erytrocytd, ktery se ziskava
Z hematologického analyzatoru. [1][55-56]

3.6. Monitorovani funkce trombocytii

Zvysené procento cirkulujich aktivovanych trombocytl nebo jejich hyperreaktivita maji
dalezitou roli v patologickych stavech jako naptiklad nestabilni angina pectoris, akutni infarkt
myokardu, angioplastika, kardiopulmonarni by-pass, centralni mozkovéa piihoda a dalsi.
Priitokovou cytometrii je mozné sledovat hladinu aktivovanych desti¢ek a nepifimo hodnotit
jejich schopnost aktivace po pridani trombocytarnich agonisti. Stanovuje se exprese
aktivovaného komplexu GP IIb/IITa, CD62P a GP53 (CD 63). [1] [34]

3.7. Diagnostika septického stavu
0 zaplaveni téla bakteriemi, kdy se na$ organismus brani velmi silnou obrannou reakei. [1]
[35] Zjistuje se kvantifikaci znaku CD 64, coz je transmembranovy glykoprotein, receptor
pro IgG. BéZny je jeho vyskyt na povrchu monocytil, makrofagh a dendritickych bunék. Mira
exprese na granulocytech je zprostiedkovana takovymi mediatory, Ze v prib&éhu zanétu

stoupa. Jedna se o velice citlivou, specifickou a rychlou metodu diagnostiky sepse. [1]
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4. TRANSPLANTACNI HEMATOLOGIE

Pratokovou cytometrii mizeme identifikovat a prokazat anti-HLA protilatky.
Po ptedchozich krevnich tranfuzich, v pribéhu téhotenstvi nebo po pirevodech organovych
S$tépl se mohou protilatky proti HLA antigenim v organismu vytvofit. Pfitomnost anti-HLA
IgG protilatek je kontraindikaci k transplantaci. Identifikace probiha kvalitativni
nebo kvantitativni pritokovou cytometrii, protoze je to metoda citlivéj$i, ma vyssi specifitu a
je mozné detekovat 1 protilatky I a II ttidy, které se obtizné¢ detekuji z diivodu nizkého titru,
necytotoxické anti-HLA protilatky. Cytotoxicky test lymfocytd, kterym se provadi
monitorovani anti-HLA protilatek, miZe mit nepfesné¢ vysledky, jak faleSn€ pozitivni,

tak falesné negativni. [1] [58]

Transplantace je 1écebny postup, kdy se piendsi zivé tkané nebo bunky z téla darce
do téla piijemce. Cilem je udrzeni funkénosti transplantované tkané nebo organu V téle
ptijemce. Jedna se o velmi organizacné, medicinsky 1 ekonomicky narocnou 1é€bu. Tato 1é¢ba
dokaze vétSinu pacientti navratit do normalniho Zivota, je to jeden z nejvétSich uspéchi
mediciny minulého stoleti. Pouzivd se predevSim u pacient v kone¢ném stadiu selhani
organi. Nejcastéji ledvin, srdce, jater, slinivky bfisni a plic. [59-64] Graf s pocétem

transplantaci jednotlivych organti v Cesku se nachazi na obrazku ¢. 9.
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Obrdzek 9: Pocet transplantaci jednotlivych organii v Cesku. Prevzato z [64]

Transplantace ledvin je jediné mozné léCeni nezvratného chronického selhani ledvin,
pii této transplantaci je do téla voperovana ledvina od zemielého nebo Zivého darce, priCemz
ta odzivého darce je vyhodnéjsi. Pfinosem je zde mozZnost provedeni transplantace
preemptivné, coz znamena transplantaci jesté pred zahajenim dialyzaéni 1é¢by. Pacient se tak
nepotyka s problémy spojenymi s dialyzou jako jsou anémie, poruchy metabolismu Ca/P nebo
infekce. Ledviny piijemce v téle zustavaji. Mezi dal$i onemocnéni 1é¢ena transplantaci

ledviny mtizeme zatradit chronické glomerulonefritidy, diabetickou nefropatii a chronickou

pyelonefritidu. [63] [65-66]

Transplantace slinivky bfi$ni se neprovadi z divodu zachrany Zivota, ale pro stabilizaci
diabetu mellitu I. typu — zavislého na inzulinu. Dale také jako prevence vzniku velmi vaznych
organovych komplikaci diabetu mellitu. Celad transplantovana slinivka biiSni se uklada
do podbiisku a vyvod travicich §tav slinivky se drénuje do mocového méchyie. Hormon
inzulin se dostava do krevniho obéhu napojenim na panevni cévy piijemce. Dal§i mozZnosti je
transplantace izolovanych Langerhansovych ostrivkil, které tvofi inzulin, izolovanych
z darcovy slinivky. Tato metoda nevyZaduje vyznamny chirurgicky zasah, nemé vSak velkou
vyuzitelnost, protoze je velmi obtizné ziskat vycCisténé ostruvky, které jsou schopné Zivota.
[63] [67]
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Darcem srdce se muze stdt muz mladsi 40 let nebo zena mladsi 45 let s prokdzanou
smrti mozku. Musi mit stejnou krevni skupinu s piijemcem a nesmi od né&j pfili§ lisit
hmotnosti, stejné tak nesmi prodélat onemocnéni srdce a nemé jevit zndmky pienosné nebo
virové nemoci. Srdce se transplantuje pacientiim v koneéném stadiu srdecniho onemocnéni,
které se neda jinak vylécit, a pii maximalni nechirurgické 16¢bé by jeho zZivotni progndza byla
krat$i nez jeden rok. Uvadi se, ze jedna Ctvrtina pacientll povazovanych za vhodné k srdecni
transplantaci umird dfive, nez se najde vhodny dérce. Srdce se transplantuje na misto
vyjmutého ptijemcova srdce, do ortotropni polohy. V priibé¢hu operace je vlastni krevni obéh

nahrazen obéhem mimotélnim. [68]

U pacient trpicich chronickou aktivni hepatitidou, primarni bilidrni cirhdzou, zanétem
zluCovodu, sklerotizujici cholangoitidou, autoimunitni hepatitidou a alkoholickou cirh6zou se
provadi transplantace jater. U déti je to také extrahepaticka biliarni atrézie. Tato transplantace,
kterd dokaze zachranit Zivot, se provadi ortotopickou metodou, coz znamena, Ze ptijemcova
jatra se vyjmou a nahrani darcovskymi. Transplantace jater patii mezi nejnaro¢néjsi operace.
U nékterych mensich piijemct se také pouziva jen segment jater od zivych piibuznych. [63]

[69-70]

I pies veskery pokrok v oblasti transplantaci a moznost transplantace téméi kazdé tkané,
ma tato oblast stale sva omezeni. Nejvétsi nebezpeci spociva v rejekéni reakci vyvolané

imunitni reakci proti $tépu, ktera zni¢i kazdy organ brzy po transplantaci. [59]

4.1. Alogenni transplantace orgdnti

Transplantaci mtizeme rozdélit na nékolik typl podle darce. Pti alogenni transplantaci
je darcem jiny Clovek, pfi sourozenecké je darcem hlavniho histokompatibilniho komplexu
(HLA) kompatibilni sourozenec, pii syngenni transplantaci se jedna o sourozeneckou
transplantaci mezi jednovajenymi geneticky identickymi dvojcaty. Ptfi ptibuzenské
transplantaci je darce HLA kompatibilni piibuzny a pii neptibuzenské je darcem HLA
identicky nepiibuzny déarce. Tyto rozdily s sebou pifinaseji rozdilné riziko potransplac¢nich
komplikaci, pravdépodobnost relapsu choroby nebo lé¢ebny potencial $tépu. Existuji také
transplantace xenogenni, u kterych se jednd o ptenos transplantdtu mezi clovékem a zvifetem.
Mezi tyto transplantace fadime napiiklad xenotransplantace prasecich srde¢nich chlopni
Vv pfipadé onemocnéni srde¢ni chlopenni vadou. Obecné ale mezidruhova transplantace

organtl neni uspésna. [59-62]
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Ovsem nikdy nenalezneme naprosto dokonalou shodu mezi antigeny, a proto nedokazeme
vyloucit rejekéni reakei. Jedinou vyjimku tvofi transplantace mezi jednovajeénymi dvojcaty.
Pti transplataci organti je dulezit¢é monitorovat bunéénou a humoralni imunitni odpovéd,
aby se rejekci transplantovaného organu zabranilo. Prutokova cytometrie ma svou
nezastupitelnou roli v monitorovani protilatky po transplantaci HLA antigenu a ve sledovani

buné¢nych slozek imunitniho systému. [58] [62]

Protilatky proti hlavnimu histokompatibilnimu komplexu jsou hlavni prekazkou
uspésnych transplantaci organti. Rejekce transplantatu (Stépu) je zéavaznd komplikace
vznikajici ptijemcovou imunologickou reakci proti neidentickym strukturam podle HLA
antigenil na transplantatu. Je to reakce imunitniho systému na cizorodou tkan. Stejné tak
mohou bunky v transplantdtu rozpoznat antigeny piijemce a vyvolat reakci Sté€pu proti
hostiteli (GVHD — Graft Versus Host Disease). V této reakci spolu interaguji lymfocyty darce
a HLA-antigeny ptijemce. [58-59] [62] [71]

Rejekei $t€pu muzeme rozdélit na tii klinicky rozpoznatelné druhy: hyperakutni, akutni
a chronické. Hyperakutni rejekce je okamzitd a nevratna forma, kdy se béhem nékolika minut
az hodin dostavi totalni destrukce a nekroza transplantovaného orgénu. Vyskytuje se kvili
pritomnosti protilatek v Oorganismu pfijemce, které jsou vytvofeny jeSté pied samotnou
transplantaci. NejcastéjSim typem rejekce je nahla neboli akutni rejekce, pii které vznika
imunitni reakce proti transplanta¢nim antigenim. Zpusobuji ji aktivované T-lymfocyty
namifené proti transplantdtu. Projevuje se snizenim funkce darovaného organu a
leukocytézou. LECi se zvySenim podavanim imunosupresivnich latek. Daéle se muze
vyskytnout pozdni neboli chronickéd rejekce, pii niz pozvolna klesd funkénost preneseného
organu. Zpusobuje ji pfijemcova humordlni aktivita. MiZze skonéit i Uplnym selhdnim

transplantatu, vznikem vazivové jizvy. [58-59] [62] [71]

4.2. Kmenové bunky
4.2.1. Stanoveni perifernich CD 34+ kmenovych bunék

Pfi hematologickych malignitdch se k 1écb& pouZivaji transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék (HSC — Hematopoetic Stem Cells). Progenitorové bunky se nachazeji
zejména v kostni dieni, ale jejich malé mnozstvi je pfitomno 1 v periferni krvi a pupe¢nikové

krvi. Pravé kmenové bunky periferni krve (PBSC — Peripheral Blood Stem Cells) se pouzivaji
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jako hlavni zdroj kmenovych bunék pro transplantaci. Prostfedkem je jejich vynucené
vyplavovani do krve pisobenim rekombinantnich lidskych hematopoetickych rastovych
faktorti. Pii transplantaci HSC je kromé fenotypové kompatibility darce a piijemce duilezity
také pocet bilych krvinek se znakem CD 34+ v transplantatu vztazeny k télesné hmotnosti
prijemce. Mnozstvi CD 34+ bunck totiz koreluje s uspéSnosti vyplavovani. Vypocet
zivotaschopnych CD 34+ bungk je tedy dilezity ukazatel mnozstvi hematopoetickych bunék,
protoze nam pomahaji zjistit mnozstvi progenitorovych bunék a aferézy. Kvantifikace CD
34+ bunék pratokovym citometrem je nyni nejvice pouzivanou metodou pro optimalizovani
mobilizace a nasledné sklizné¢ hematopoetickych progenitorovych neboli kmenovych bunék
pro PBSC nebo transplantaci kostni diené. Jako pfistup s nejvy$si moznou spolehlivosti
kvantifikace se ukazal pristup prutokové cytometrie na jedné platformé, ktery se velmi rychle

dostal do spousty laboratornich smérnic. [72-73]

4.2.2. Rozd¢leni a funkce kmenovych bun¢k
Kmenové buniky jsou primdrni a nediferencované buiiky organismu. Maji jedine¢nou
schopnost diferencovat se na jakykoliv jiny specializovany typ bunék. Diky této schopnosti se
V téle za béznych okolnosti vytvaii nové buiiky, které nahrazuji ty staré zni¢ené, a opravuji
poskozené tkadn¢ nebo organy. Kmenové buiky se také dokazi samy obnovit. Pfedstavuji

univerzalni zasobu pfipadnych nahradnich dilt pro jakoukoliv ¢ast téla. [74-7]

Kmenové bunky (stem cells-SC) mizeme rozd€lit na totipotentni, pluripotentni,
multipotentni a bufiky progenitorové neboli unipotentni. Jedna se o rozd¢leni podle jejich
celularni schopnosti difencovat se. Buriky totipotentni se mohou bez omezeni ménit
na libovolny typ bunck, napiiklad podle prostfedi, kde se zrovna buiika nachéazi, véetné dalsi
totipotentni buniky. Mezi tyto bunky patii bunky vzniklé prvnim délenim oplozeného vajicka
i samotné vajicko. Oproti nim pluripotentni buiiky, které jsou potomky totipotentnich bungk,
mohou produkovat vSechny buiiky az na buiiky totipotentni. Dévaji vzniknout v§em buitkdm
budouciho organismu, vS§em tfem zarodeénym listim, ektodermu, entodermu a mezodermu.
Multipotentni buiiky maji schopnost produkovat pouze buniky piibuzné urcitému bunéénému
typu. Napiiklad jen krevni buiiky nebo neurdlni bunika a vznik vSech bun€k nervového
systému. Poslednim typem jsou buiiky progenitorové, které se dokazi pln€ obnovit ¢i
namnoZit a mohou produkovat jen jediny typ bun€k. Progenitorové butiky jsou takzvanym

prechodnym stadiem mezi kmenovymi a zralymi buiikami. [72-74]
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Kmenové buiiky mizeme dale rozdélit na primarni existujici in vivo a na sekundarni,
které existuji in vitro. Primarni byvaji nej¢astéji multipotentni, pluripotentni nebo unipotentni.
Mezi jejich typické znaky patii pomald proliferace a schopnost sebeobnovy. Tvoti zéklad
pro regeneraci organismu a jeho homeostdzu. Sekunddrni buiky jsou piipravené
Z pluripotentnich  kmenovych a embryondlnich bunék, ze zarodeénych bunck
nebo z progenitort embryonalnich a dospélych tkani takiikajic ve zkumavce. Pomérné rychle
proliferuji a také mohou byt zdrojem pro regeneraci organismu. U savcl byly popsany tii
typy: embryonalni kmenové buiiky, embryonalni zarode¢né builky a embryondlni nadoroveé

butiky. [71] [74-75]
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5. POUZITI V TRANSFUZNIM LEKARSTVI

Transfuzni I€katstvi je obor hematologie, ktery se vénuje intraven6znim pievodem krve
nebo krevnich ¢asti. Jedna se o urcity zpusob transplantace. Pritokova cytometrie v tomto
oboru sleduje vlastnosti krvinek, stanovuje riziko vzniku potranfuzni purpury a diagnostikuje

ji. Déle také zjistuje kvalitu trombocytarnich transfuznich koncentratu.

5.1. Potransfuzni purpura

Potransfuzni purpura (PTP) je vzacné a potencialné fatdlni imunohematologicka reakce
vedouci k silné trombocytopenii. Vznika 3-12 dnil po transfuzi krve obsahujici trombocyty.
Vyrazna trombocytopenie vznikd z divodu aloimunizace proti specifickym antigenim
trombocytl, kdy se krev pifijemce transfuze imunizuje proti antigenim trombocyti darce
a zpusobuje destrukci krevnich destiCek darce 1 piijemce vyvolanou komplementem.
V nejvétsim  poctu piipadi se jednd o polymorfni aloantigenni epitop lidského
trombocytarniho antigenu — HPA (P1A1), ktery se nachazi v komplexu gp IIb/Illa. Ma dvé
izoformy, HPA-1a a HPA-1b. K aloimunizaci mtize dojit pii téhotenstvi nebo opakovanych
tranfuzich. Tento antigen je pfitomen pouze u 1,5 % populace, a proto je jeho vyskyt pfiblizné
1 z 5 az 10 tisic tranfuzi. DalSimi antigeny spojenymi s timto onemocnénim jsou Zwb, Bak,

Lek, Ko a Pen. [1] [33] [77-78]

PTP mutze pretrvavat zhruba pét tydni od transplantace. Stav pacienta zlepsuje podani

intravendznich imunoglobulint a plazmaferéza, coz je mimotélni o¢ist'ovaci aferéza krve. [1]

[33]

Pritokovou cytometrii miizeme kvantitativné prokazat vyrazné zmnozeni IgG a IgM

imunoglobulini navdzanych na trombocytech. Dale miZeme zjistit genotyp darce/piijemce.

[1][33] [77-78]

5.2. Trombocytarni koncentraty
Pritokovd cytometrie se pouZivd pro monitorovani kvality trombocytarnich
koncentratii. Hlida se, aby koncentraty neztracely funkci a Zivotnost. PouZiva se kvantitativni
anebo kvalitativni analyza exprese P-selektinu, latky, ktera je aktiva¢ni molekula anti-CD 63

a také aktivovaného komplexu gp IIb/I1. [1]
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6. ZAVER

Tato prace popisuje princip prutokové cytometrie, nastinit moznosti jejiho dalSiho
vyvoje a zejména priblizit moznosti diagnostiky v hematologii, transplanta¢nim odvétvi a

transfuznim 1ékafstvi.

Pritokova cytometrie se pouziva predevSim pro diagnostiku hematopoetickych
onemocnéni, hlavné leukémii a lymfomt. Je velice vyhledavana z diivodu rychlosti, pfesnosti
a citlivosti méfeni. Jeji instrumentace se neustdle modernizuje a také se pro ni nachazi nova

uplatnéni.

Moznosti pritokové cytometrie jsou velmi nadéjnou a slibnou cestou pro zjistovani
rozsahlejSich informaci o bunkéach, bunéénych strukturdch a interakcich. V nenddorové
hematologické diagnostice je Cetné pouzivana pro rozliSeni erytrocytarnich a trombocytarnich
membranovych deficith. V piipad¢ transplantace organii je vyznamné napomocna pii rozliSeni
hlavniho histokompatibilniho komplexu. Tranfuznimu lékaistvi nabizi moznost monitorovani
stavu transfuznich pfipravkd a diagnostiku potranfuznich chorob. Vzhledem Kk tomu, Ze se
jedna o metodu velmi rychle se rozvijejici, je jisté jen otazkou Casu, kdy ndm otevie dvete k

dalSim netuSenym poznatkiim imunologie bunék.
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