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Abstrakt 

Úvod/Cíle: Trombofílie, tedy zvýšená dispozice ke vzniku žilní a arteriální trombózy 

představuje komplexní onemocnění zapříčiněné mimo jiné i poruchami krevních destiček 

a endotelu. Cirkulující endotelové buňky (CEC) a endotelové progenitorové buňky (EPC) 

jsou popisovány jako markery poškození a dysfunkce endotelu, respektive jako markery 

jeho obnovy u mnoha nemocí, včetně trombotických komplikací. Jejich význam u 

pacientů se známou trombofílií však dosud ještě nebyl zkoumán. CEC i EPC představují 

extrémně vzácné buněčné populace vyskytující se v periferní krvi. Proto k jejich 

identifikaci a kvantifikaci je použití výhradně standardizovaných a citlivých metod zcela 

nezbytné. Cílem práce bylo identifikovat a kvantifikovat CEC a EPC v periferní krvi 

pacientů s vrozenými trombofiliemi a zhodnotit jejich význam jako markerů aktivity 

endotelu a krevních destiček v souvislosti s rizikem vzniku či rekurence trombózy. 

Metody: Analýza počtu CEC a EPC v periferní krvi pacientů s trombofiliemi s nebo bez 

historie trombózy a pacientů s akutní trombózou byla provedena metodou vícebarevné 

průtokové cytometrie. Referenční hodnoty CEC a EPC byly stanoveny na skupině 

zdravých kontrol. Pacienti s hematologickými malignitami po vysokých dávkách 

chemoterapie a pacienti s akutním infarktem myokardu byli použiti jako pozitivní 

kontrola. Výsledky: Imunofenotyp CEC a EPC byl stanoven jako CD45 negativní až slabě 

pozitivní, CD34 silně pozitivní, CD146 pozitivní, CD31 pozitivní a CD133 negativní, 

respektive CD133 pozitivní. Zvýšené hladiny endoteliálních buněčných subpopulací byly 

potvrzeny u pozitivní pacientské skupiny. Ve srovnání se zdravými kontrolami nebyly 

detekovány žádné významné změny v počtech CEC nebo EPC u pacientů s trombofiliemi 

ani u pacientů s akutní trombózou. Závěr: V rámci této práce optimalizovaná metoda 

vícebarevné průtokové cytometrie umožňuje jednoznačnou identifikaci a kvantifikaci 

endotelových buněk v periferní krvi. Zjištěné výsledky podporují dřívější studie ukazující, 

že zvýšené hladiny CEC by mohly sloužit jako indikátor poškození a dysfunkce endotelu. 

Normální hladiny CEC a EPC byly stanoveny u pacientů s vrozenými trombofiliemi. 

 

Klíčová slova: trombofílie, trombóza, cirkulující endotelové buňky, endotelové 

progenitorové buňky, vícebarevná průtoková cytometrie, krevní destičky 
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Abstract 

Background/Aims: Thrombophilia, ie an increased predisposition to venous and arterial 

thrombosis, is a complex disease caused by disorders of platelets and endothelial, among 

others. Circulating endothelial cells (CEC) and endothelial progenitor cells (EPC) have 

been described as markers of endothelial damage and dysfunction, respectively as markers 

of its recovery in many diseases, including thrombotic complications. However, their 

significance in patients with known thrombophilia has not yet been investigated. Both 

CEC and EPC represent extremely rare cell populations found in peripheral blood. 

Therefore, it is essential to use exclusively standardized and sensitive methods for their 

identification and quantification. The aim of the study was to identify and quantify CEC 

and EPC in the peripheral blood of patients with congenital thrombophilia and to evaluate 

their importance as markers of endothelial and platelet activity in context with the risk of 

thrombosis occuring and recurrence. Methods: Analysis of the number of CEC and EPC 

in the peripheral blood of patients with thrombophilia with or without a history of 

thrombosis and patients with acute thrombosis was performed by multicolor flow 

cytometry. The CEC and EPC reference values were determined on a group of healthy 

controls. Patients with hematological malignancies after high-dose chemotherapy and 

patients with acute myocardial infarction were used as positive controls. Results: CEC 

and EPC immunophenotypes were determined as CD45 negative to weakly positive, 

CD34 strongly positive, CD146 positive, CD31 positive and CD133 negative, respectively 

CD133 positive. Elevated levels of endothelial cell subpopulations were confirmed in a 

positive patient group. No significant changes in CEC or EPC counts were detected in 

patients with thrombophilia or in patients with acute thrombosis compared to healthy 

controls. Conclusion: In this work, the optimized method of multicolor flow cytometry 

allows unambiguous identification and quantification of endothelial cells in the peripheral 

blood. The results support previous studies showing that elevated CEC levels could serve 

as an indicator of endothelial damage and dysfunction. Normal CEC and EPC levels were 

determined in patients with congenital thrombophilia. 

 

Keywords: thrombophilia, thrombosis, circulating endothelial cells, endothelial 

progenitor cells, multicolor flow cytometry, platelets 
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1. Úvod 

 Žilní i arteriální trombóza představují v dnešní době závažná onemocnění, která 

souvisí s vysokou mírou morbidity a mortality a významně zhoršují prognózu pacienta na 

přežití. Ke vzniku či rekurenci trombóz přispívají predispoziční stavy, které jsou známy 

jako stavy trombofilní. Ty jsou primárně způsobeny poruchami krevních destiček, 

leukocytů, endotelu, zánětlivých cytokinů, metabolizmu atd (Kvasnička, 2003). Vrozené 

trombofílie asociované především s žilní, ale v některých případech i s arteriální 

trombózou zahrnují zejména deficit antitrombinu, proteinu C nebo proteinu S, leidenskou 

mutaci faktoru V (rezistence aktivovaného proteinu C) a mutaci G20210A protrombinu.   

Příkladem získané trombofílie je antifosfolipidový syndrom. Nicméně mnoho dalších 

získaných stavů může zvýšit riziko trombóz, jedná se například o zvýšené hladiny FVIII 

nebo deficit přirozených antikoagulancií, ale také závažná onemocnění (např. 

myeloproliferativní onemocnění) (Weitz et al., 2004, Rabinovich et al., 2014). Prevalence 

mutace faktoru V Leiden a G20210A protrombinu, tj. dvou nejfrekventovanějších 

trombofilních mutací činí ve zdravé populaci v České republice 4,5 %, respektive 1,3 % 

(Kvasnicka et al., 2014). Obecně je alespoň jednou identifikovatelnou trombofilní mutací 

postiženo více než 10 % celkové populace (Rabinovich et al., 2014). V patofyziologii 

trombotických stavů mají klíčovou roli krevní destičky ve vztahu s endotelem, který ztrácí 

své protitrombotické vlastnosti (Kvasnička, 2003). Vlivem různých patologických stimulů 

dochází buď k poškození endotelové vrstvy, aktivaci endotelových buněk a jejich 

následnému uvolnění do cirkulace, kde jsou detekovatelné jako cirkulující endotelové 

buňky (CEC) (Erdbruegger et al., 2006) nebo  dochází k manifestaci endotelových 

progenitorových buněk (EPC) v kostní dřeni a jejich následnému uvolnění do cirkulace 

(Boos et al., 2006), kde interagují s aktivovanými krevními destičkami, kterými jsou 

naváděny do míst poškození cévní stěny a dovnitř trombu (Lev et al., 2006), kde se 

uplatňují v procesu neovaskularizace (Li and Li, 2016). Sledování těchto markerů aktivity 

endotelu tak proto může odrážet i aktivitu krevních destiček.  

CEC představují zralé buňky uvolněné z cévního endotelu jako důsledek poškození cév 

(Kraan et al., 2012). Proto jsou tyto buňky považovány za markery endoteliálního 

poškození nebo dysfunkce (Boos et al., 2006, Kraan et al., 2012, Erdbruegger et al., 2006). 
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Navíc byla popsána korelace CEC s plazmatickými markery endoteliálního poškození 

(vWF a rozpustný E-selektin) (Blann et al., 2005). Zvýšené hladiny CEC byly prokázány u 

mnoha onemocněních, jako jsou infekce (George et al., 1993), poruchy imunity (Clancy et 

al., 2001), plicní arteriální hypertenze (Bull et al., 2003), posttransplantační stavy 

(Woywodt et al., 2004), nádorová onemocnění (Mancuso et al., 2001), kardiovaskulární 

onemocnění (Mutin et al., 1999) nebo hluboká žilní trombóza (Alessio et al., 2013). 

Naproti tomu fyziologickou funkcí EPC je udržení cévní integrity, regenerace a 

remodelace tkání (George et al., 2011, Asahara et al., 1999), a proto jsou považovány za 

markery obnovy endotelových buněk (Doyle et al., 2017, Chopra et al., 2018). Změny 

hladin EPC byly popsány při různých klinických stavech, například při akutním infarktu 

myokardu (Massa et al., 2005), diabetu mellitu (Tepper et al., 2002) nebo maligních 

onemocněních (Zhang et al., 2005, Zahran et al., 2016, Rhone et al., 2017, Yu et al., 

2014). Zvýšený počet EPC je také spojen s dlouhodobým cvičením profesionálních běžců 

(Bittencourt et al., 2017). Změny v počtu EPC byly pozorovány i u pacientů s Ph-

negativním myeloproliferativním onemocněním s trombotickými komplikacemi (Teofili et 

al., 2011).  

Mnoho nemocí, včetně trombotických komplikací, jsou spojeny s cévním poškozením, 

proto je stanovení počtu CEC a EPC považováno za slibný nástroj pro sledování aktivity 

onemocnění s potenciálem ke zhodnocení prognózy a odpovědi na léčbu (Blann et al., 

2005, Chopra et al., 2018, Erdbruegger et al., 2006). Avšak absence standardizovaných 

metod a použití odlišně definovaných imunofenotypů vedlo k široké variabilitě 

při kvantifikaci CEC a EPC (Kraan et al., 2012, Lanuti et al., 2016). 
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2. Vědecká hypotéza a cíle práce 

2.1. Vědecká hypotéza 

Změny v počtech CEC (markery poškození endotelu) a EPC (markery obnovy 

endotelu) kvantifikované pomocí standardizované metody vícebarevné průtokové 

cytometrie z periferní krve odráží aktivitu endotelu a krevních destiček v patofyziologii 

trombotických stavů u pacientů se známou trombofílií. 

Konkrétně zvýšené hladiny CEC poukazují na akutní či chronickou fázi trombózy, 

přičemž po vyléčení se CEC opět normalizují, tzn. že sledování hladin CEC může mít 

potenciál v monitoringu léčby trombózy. U pacientů se známou trombofílií zase zvýšené 

počty CEC indikují vyšší riziko vzniku nebo rekurence trombózy. Naproti tomu 

EPC regulují funkci krevních destiček, cestují do míst poškození cévní stěny, zapojují se v 

procesu neovaskularizace a snižují tak riziko vzniku nebo rekurence trombózy.  

V každém případě pouze standardizované cytometrické stanovení CEC a EPC, společně 

s dalšími hematologickými, biochemickými a molekulárně genetickými testy v rámci 

diagnostiky trombofílií, umožní včasné odhalení zvýšeného rizika vzniku nebo rekurence 

trombózy, přispěje k zahájení indikace profylaktické léčby nebo případně i zprostředkuje 

sledování následné trombolytické léčby tohoto závažného onemocnění. 

 

2.2. Cíle práce 

Prostřednictvím optimalizované a standardizované metody vícebarevné průtokové 

cytometrie ze vzorků periferní krve: 

• ověřit správnost sestavené metodiky na kontrolním souboru pacientů 

s očekávanými zvýšenými počty CEC a EPC, 

• stanovit referenční počty CEC a EPC na souboru zdravých kontrol, 

• kvantifikovat CEC a EPC u pacientů s prokázanou trombofílií s nebo bez historie 

dřívější trombózy, 

• kvantifikovat CEC a EPC u pacientů s akutní trombózou, 

• zhodnotit význam změn počtů CEC a EPC ve srovnání se zdravými kontrolami 

z hlediska potenciálního rizika vzniku nebo rekurence trombózy u pacientů se 

známou trombofílií. 
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3. Materiál a metody 

3.1. Soubor pacientů a kontrolních skupin 

 Jako cílový zkoumavý soubor byla vybrána skupina (n = 61) pacientů se známou 

trombofílií dispenzarizovaných na Trombotickém centru Všeobecné fakultní nemocnice 

v Praze (VFN). Skupinu zdravých kontrol (n = 28) tvořili zdraví jedinci bez prokázané 

trombofílie či jiné nemoci. Kontrolní skupina s očekávanými zvýšenými počty EPC a CEC 

buněk byla tvořena pacienty s hematologickými malignitami po vysokých dávkách 

chemoterapie (po autologní transplantaci kmenových buněk), pacienty se závažnými 

infekcemi (sepsí) a pacienty s akutním infarktem myokardu (n = 31). Výzkumný projekt 

byl schválen etickou komisí VFN. 

 

3.2. Odběr biologického materiálu 

Odběr periferní krve cílové skupiny pacientů i kontrolních skupin byl proveden 

standardizovaným postupem (uzavřený vakuový odběrový systém) s použitím K3EDTA 

nebo K2EDTA jako antikoagulačního činidla. Odebíraní jedinci před odběrem nepožili 

alkohol, nekouřili a byli v klidu, všichni zároveň vyslovili souhlas s odběrem periferní 

krve. K následné laboratorní analýze nebyla použita první odebraná zkumavka. 

 

3.3. Analýza krevního obrazu 

 Vzorky nesrážlivé periferní krve cílové pacientské skupiny i obou kontrolních 

skupin byly změřeny na krevním analyzátoru XN 3000 (Sysmex), pomocí kterého byly 

stanoveny parametry krevního obrazu. Analýza byla provedena při teplotě 15 – 25 °C 

maximálně do 5 hodin od odběru. 

 

3.4. Analýza na průtokovém cytometru 

 Vícebarevná imunofenotypizační analýza byla provedena z plné krve pomocí 

průtokového cytometru FACSVerse (BD Biosciences) a následné vyhodnocení 

naměřených dat pomocí softwaru Kaluza (Beckman Coulter). Průtokový cytometr byl 

nastaven dle mezinárodního standardního operačního postupu (SOP) EuroFlow (Kalina et 

al., 2012) a kontrola tohoto nastavení a stabilita přístroje byly sledovány denně pomocí 

kalibračních kuliček Rainbow (Spherotec) a kuliček CST (BD Biosciences). K analýze 
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byly použity monoklonální protilátky namířené proti antigenům: CD3, CD45, CD117, 

CD144 (Beckman Coulter); CD31, CD34, CD146 (BD Biosciences); CD133 (MACS 

Miltenyi Biotec); CD309 (R&D Systems). 

Vzorky nesrážlivé periferní krve byly zpracovány do 6 hodin od odběru. K jejich 

zpracování byl použit modifikovaný standardní operační protokol (SOP) pro objemnou 

lýzu dle EuroFlow (Kalina et al., 2012) určený pro panely ke stanovení minimální 

reziduální nemoci (MRD). 

Připravené vzorky byly do změření na průtokovém cytometru uchovávány v lednici při 2 – 

8 °C po dobu maximálně 1 hodiny. Všechny vzorky byly změřeny při stejném nastavení 

průtokového cytometru a vždy byly načteny minimálně 2 miliony leukocytů. 

 

3.5. Výpočet absolutního zastoupení subpopulací endotelových buněk v cirkulaci 

 Absolutní zastoupení CEC a EPC v periferní krvi bylo vypočteno na základě 

výsledků parametru WBC z krevního obrazu a zjištěných počtů buněk leukocytů, CEC a 

EPC identifikovaných pomocí vícebarevné průtokové cytometrie dle následujících rovnic: 

CEC absolutně [ml-1] = (# CEC / # Leukocyty) × WBC × 106, 

EPC absolutně [ml-1] = (# EPC / # Leukocyty) × WBC × 106, 

kde parametry # CEC,  # EPC a # Leukocyty vyjadřují počet buněk CEC, EPC a leukocytů 

zjištěných analýzou na průtokovém cytometru a parametr WBC vyjadřuje počet  leukocytů 

v jednom litru periferní krve [109 l-1] zjištěný analýzou krevního obrazu. 

 

3.6. Statistická analýza 

 Statistická analýza byla provedena prostřednictvím softwaru Statistica 12 

(StatSoft CR). Celková statistická významnost byla vypočtena metodou ANOVA, 

jednotlivé skupiny byly srovnány na základě Mann-Whitneyho U testu, přičemž výsledky 

o hodnotě p < 0,05 byly považovány za statisticky významné. 

Jako detekovatelná byly považován každá buněčná populace, jejíž počet buněk byl vyšší 

než limit detekce metody (LoD), tj. minimálně 20 buněk v rámci jedné populace.  

Na rozmezí výsledných hodnot absolutních počtů buněčných subpopulací CEC a EPC byl 

aplikován 90% interval spolehlivosti. 
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4. Výsledky 

4.1. Stanovení imunofenotypu endotelových buněčných subpopulací 

 V rámci této práce byl optimalizován panel monoklonálních protilátek ke 

stanovení cirkulujících endotelových (CEC) a endotelových progenitorových (EPC) buněk 

na základě jejich imunofenotypu. Stanovení imunofenotypu bylo provedeno na souboru 

pacientů s očekávanými zvýšenými počty CEC a EPC (viz kapitola 3.1). Pro určení 

příslušnosti buněk k endoteliální buněčné linii byl použit liniově specifický marker CD146 

(S-endo). Tento marker je zároveň exprimován subpopulací aktivovaných T lymfocytů, 

které tak v kombinaci s T lymfocytárním markerem CD3 může sloužit jako interní 

pozitivní kontrola (viz obrázek 4.1 B).  
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Na základě naší analýzy byl stanoven imunofenotyp CEC jako CD45 negativní až slabě 

pozitivní, CD34 silně pozitivní, CD146 pozitivní, CD31 pozitivní, CD133 negativní a 

imunofenotyp EPC jako CD45 negativní až slabě pozitivní, CD34 silně pozitivní, CD146 

pozitivní, CD31 pozitivní, CD133 pozitivní (viz obrázek 4.1 C-F). Hematopoetické 

Obrázek 4.1. Stanovení imunofenotypu endotelových buněčných subpopulací (CEC a EPC) v periferní krvi. 

Vyznačené mononukleární buňky (A), aktivované T lymfocyty jako pozitivní kontrola znaku CD146 (B), 
endotelové buňky (B, G) a hematopoetické progenitorové buňky (G). Postupné gatování a stanovení 

imunofenotypu CEC a EPC včetně uvedení detekovaných počtů buněk (C-F). 
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progenitorové buňky vykazovaly imunofenotyp CD45 slabě pozitivní, CD34 pozitivní, 

CD146 negativní, CD133 pozitivní, CD117 pozitivní (viz obrázek 4.1 G). 

 

4.2. Stanovení referenčních hodnot CEC a EPC 

 Pro stanovení normálního rozmezí hodnot CEC a EPC v periferní krvi byla 

použita skupina (n = 28) zdravých dárců bez prokázané vrozené trombofílie. Byly 

změřeny krevní vzorky od 19 žen s rozmezím věku 18 – 64 let a 9 můžů s rozmezím věku 

18 – 50 let, přičemž nebyly zjištěny žádné významné rozdíly v počtech CEC a EPC mezi 

pohlavími (p = 0,9216, respektive p = 0,4606). Medián absolutního počtu buněk v 1 ml 

periferní krve byl pro CEC stanoven na 14,2 (rozmezí 3,1 – 51,9) a pro EPC na 2,8 

(rozmezí 0 – 30,2) (viz tabulka 4.1). 

Skupina (počet) Pacienti  

s trombofílií  

(n = 61) 

Zdravé kontroly 

 (n = 28) 

Hematologičtí  

a AIM pacienti  

(n = 31) 

Medián věku (rozmezí) 46 (25 – 82) 33 (18 – 64) 61 (19 – 81) 

Pohlaví (žena:muž) 28:33 19:9 7:24 

Počet pacientů s VTE 

anamnézou (%) 

31 (50,8) 0 (0) 3 (9,7) 

Počet pacientů s 

trombofílií (%) 

- FV Leiden1 (%) 

- FII Protrombin 

heterozygot (%) 

- Zvýšení FVIII (%) 

- Deficit antitrombinu 

(%) 

- Deficit proteinu C 

(%) 

61 (100) 

 

37 (60,7) 

7 (11,5) 

 

17 (27,9) 

1 (1,6) 

 

1 (1,6) 

0 (0) 

 

 

1 (3,2) 

 

1 (3,2) 

0 (0) 

 

0 (0) 

0 (0) 

 

0 (0) 

Medián počtu CEC  

v 1 ml PK (rozmezí) 

17,7  

(3,1 – 40,0) 

14,2  

(3,1 – 51,9) 

82,9  

(32,8 – 1241,4) 

Medián počtu EPC  

v 1 ml PK (rozmezí) 

3,5  

(0 – 20,5) 

2.8  

(0 – 30,2) 

17,8  

(0 – 151,7) 

Tabulka 4.1. Klinická a demografická data cílové pacientské skupiny, kontrolní pacientské skupiny a 

skupiny zdravých kontrol. Kvantifikace endotelových buněčných subpopulací, CEC a EPC. 

Poznámka: 1 Homozygotní mutace – 1, heterozygotní mutace – 36. Rozmezí bylo stanoveno jako 90% 
interval spolehlivosti populace. 
Vysvětlivky: AIM, akutní infarkt myokardu; PK, periferní krev; VTE, žilní tromboembolizmus. 
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4.3. Stanovení hodnot CEC a EPC u pacientů s vrozenou trombofílií 

 Skupina pacientů se známou vrozenou trombofílií (n = 61) zahrnovala pacienty 

s mutací FV Leiden (homozygot i heterozygot) a FII protrombin (heterozygot), deficitem 

antitrombinu a proteinu C nebo vzestupem hladiny FVIII. Analyzováno bylo 28 žen a 33 

mužů s věkovým rozmezím od 25 do 82 let (viz tabulka 4.1). Třicet jedna pacientů mělo 

pozitivní historii trombózy, zatímco třicet pacientů bylo bez průkazu dřívější trombózy. 

Nebyly zjištěny žádné významné změny v počtech CEC (p = 0,7605) nebo EPC (p = 

0,2811) ve srovnání se skupinou zdravých kontrol (viz obrázek 4.2). Prokázány nebyly ani 

statisticky významné rozdíly v hladinách CEC (p = 0,5786) a EPC (p = 0,1917) mezi 

skupinou pacientů s nebo bez historie trombózy. Medián absolutního počtu buněk v 1 ml 

periferní krve byl pro CEC stanoven na 17,7 (rozmezí 3,1 – 40,0) a pro EPC na 3,5 

(rozmezí 0 – 20,5) (viz tabulka 4.1). 

 

 

 

Obrázek 4.2. Srovnání absolutních počtů CEC (bílý krabicový graf) a EPC (šedý krabicový graf) v jednom 

ml periferní krve cílové pacientské skupiny, kontrolní pacientské skupiny a skupiny zdravých kontrol. 
Rozmezí krabicového grafu bylo stanoveno jako 90% interval spolehlivosti. V grafech jsou vyznačené 

hodnoty mediánu, minima a maxima. 

Vysvětlivky: AIM, akutní infarkt myokardu. 
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4.4. Stanovení hodnot CEC a EPC u pacientů s akutní trombózou 

 Skupina pacientů s akutní trombózou zahrnovala dvě ženy ve věku 44 a 70 let a 

jednoho muže ve věku 65 let, u dvou pacientů byla prokázána ileofemorální žilní 

trombóza a jeden pacient měl plicní embolii s trombem v pravé síni. U těchto pacientů 

byly prokázány normální hodnoty CEC a EPC. Medián absolutního počtu buněk v 1 ml 

periferní krve vykazoval u CEC hodnotu 29,7 (rozmezí 6,6 – 57,3) a u EPC hodnotu 3,4 

(rozmezí 3,3 – 16,0). 

 

4.5. Stanovení hodnot CEC a EPC u skupiny kontrolních pacientů 

 Skupina pacientů s očekávanými zvýšenými počty CEC a EPC (n = 31) 

zahrnovala pacienty s akutním infarktem myokardu, pacienty se závažnými infekcemi 

(sepsí) a hematologické pacienty s malignitami po vysokých dávkách chemoterapie (po 

autologní transplantaci kmenových buněk). Skupina zahrnovala 7 žen a 24 mužů 

s rozmezím věku od 19 do 81 let, přičemž tři pacienti měli pozitivní anamnézu žilního 

tromboembolizmu a 1 pacient měl prokázanou vrozenou trombofílii (viz tabulka 4.1). 

Zvýšené počty CEC, ale ne EPC, byly detekovány u dvou pacientů s akutním infarktem 

myokardu. Statistický významné zvýšení hladin CEC (p < 0,0001) bylo zjištěno u pacientů 

s hematologickými malignitami po vysokých dávkách chemoterapie a u pacientů se 

závažnými infekcemi (n = 29), u kterých medián absolutního počtu CEC v 1 ml periferní 

krve vykazoval hodnotu 82,9 (rozmezí 32,8 – 1241,4). Tito pacienti měli také ve srovnání 

se zdravými kontrolami významně zvýšené hladiny EPC (p < 0,0001), přičemž medián 

absolutního počtu EPC měl hodnotu 17,8 (rozmezí 0 – 151,7) (viz obrázek 4.2). Avšak 

počet EPC vyšší než limit detekce metody byl prokázán pouze ve čtyřech případech. 
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5. Diskuze 

Počet CEC a EPC se obvykle pohybuje pod 50 buněk v jednom ml periferní krve 

(Lanuti et al., 2016), proto je volba optimálního postupu přípravy a analýzy zásadní 

v identifikaci a kvantifikaci těchto vzácných buněk. Vzhledem k tomu, že na hladiny 

endotelových buněk v cirkulaci má vliv cvičení (Rehman et al., 2004) a kouření (Kondo et 

al., 2004) byly odebírané osoby před odběrem krve v klidu a nekouřily. Aby se zabránilo 

kontaminaci materiálu endotelovými buňkami uvolněnými při vpichu jehlou (Goon et al., 

2006), nebyla k další analýze použita první odebraná zkumavka. V rámci této práce byla 

použita metoda vícebarevné průtokové cytometrie, konkrétně byl aplikován modifikovaný 

standardní operační protokol (SOP) pro objemnou lýzu dle EuroFlow, který umožňuje 

hodnocení velkého množství buněk v suspenzi a je tak přímo určený pro analýzu vzácných 

populací buněk (Kalina et al., 2012). Z důvodu zabránění potenciální ztráty buněk během 

přípravy byla jako výchozí materiál použita plná krev bez izolace mononukleárních buněk, 

neboť byly pozorovány velké diskrepance v konečném počtu EPC srovnáním právě těchto 

dvou izolačních postupů (Van Craenenbroeck et al., 2008). Vzorky periferní krve byly 

zpracovány do šesti hodin od odběru, přičemž buňky byly nejprve inkubovány s FcR 

blokačním činidlem. Tím se minimalizovalo arteficiální zvýšení fluorescenční intenzity 

jednotlivých znaků, nespecifická vazba monoklonálních protilátek a snížilo se tak riziko 

falešně pozitivních výsledků. Nespecificky navázané protilátky (doublety), šum a debris, 

které by mohly také představovat falešně pozitivní výsledky (Van Craenenbroeck et al., 

2008, Khan et al., 2005, Jamsa et al., 2011), byly odstraněny v rámci gatovací strategie.  

Kvůli nízkým počtům CEC a EPC v periferní krvi je naprosto nezbytné jasné stanovení 

jejich imunofenotypu pomocí kombinace specifických protilátek. Bohužel na základě 

publikovaných dat se výběr monoklonálních protilátek pro identifikaci CEC a EPC značně 

liší. Některé práce charakterizovaly CEC a EPC pouze na základě kombinace znaků 

CD45, CD34, CD133 a CD31. Antigen CD45 byl vždy negativní nebo slabě pozitivní, 

znaky CD34 a CD31 byly vždy pozitivní a znak CD133 byl použit k rozlišení CEC 

(CD133 negativní) od EPC (CD133 pozitivní) (Duda et al., 2007, Steurer et al., 2008, 

Obeid et al., 2015). Avšak tento panel protilátek neobsahuje žádný specifický endoteliální 

marker a nemůže být proto použit k jasné identifikaci CEC a EPC (Mitchell et al., 2017). 
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Navíc antigeny CD133 a CD34 jsou exprimovány hematopoetickými progenitorovými 

buňkami (Wognum et al., 2003) a antigen CD31 není specifickým markerem endoteliální 

linie (Peichev et al., 2000). Toto bylo potvrzeno i naší analýzou (viz obrázek 4.1 G), kde 

populace buněk CD34 pozitivní a CD133 pozitivní, dříve popisovaná jako EPC, byla 

CD146 negativní a CD117 pozitivní. Tudíž hematopoetické progenitorové buňky byly 

nesprávně označovány jako endotelové buňky. Tyto výsledky potvrzují potřebu použití 

specifického endoteliálního liniového markeru. Další publikované práce uvádějí 

rozporuplná data s ohledem na rozšíření panelů monoklonálních protilátek k identifikaci 

CEC a EPC o více specifické endoteliální markery, jedná se zejména o znaky CD309 

(KDR), CD146, CD144 nebo CD105 (Mancuso et al., 2009, Mobius-Winkler et al., 2009, 

Kraan et al., 2012, Alessio et al., 2013, Lanuti et al., 2016, Doyle et al., 2017, Huizer et 

al., 2017). V rámci této práce byl ke stanovení příslušnosti buněk k endoteliální linii použit 

znak CD146 (S-endo), který byl exprimován i na subpopulaci aktivovaných T lymfocytů 

(viz obrázek 4.1 B), jejichž pozitivita umožňuje použití těchto buněk jako interní pozitivní 

kontroly pro detekci endotelových buněk. 

V této práci byla k identifikaci CEC a EPC použita metoda vícebarevné průtokové 

cytometrie. Náš sedmi barevný panel zahrnoval leukocytární marker CD45 (LCA), 

endoteliální markery CD31 (PECAM-1) a CD146 (S-endo), hematopoetické progenitorové 

markery CD34 (HPCA 1), CD117 (c-KIT) a CD133 (AC-133); a T lymfocytární marker 

CD3 (T3) sloužící jako interní kontrola. Na základě našich měření na souboru kontrolní 

skupiny hematologických pacientů po vysokých dávkách chemoterapie, pacientů 

s akutním infarktem myokardu a pacientů se závažnými infekcemi s očekávanými 

zvýšenými počty endotelových buněk v cirkulaci bylo potvrzeno, že CEC vykazují expresi 

znaku CD45 negativní až slabě pozitivní, CD34 silně pozitivní, CD31 pozitivní, CD146 

pozitivní a CD133 negativní. Zároveň mohou být CEC podle tohoto imunofenotypu 

spolehlivě kvantifikovány. EPC ve srovnání s CEC navíc exprimují hematopoetický 

progenitorový marker CD133, nicméně jejich kvantifikace je vzhledem k velmi nízkému 

počtu v periferní krvi velice obtížná a těsně se blíží hranici citlivosti metody průtokové 

cytometrie. Pro spolehlivou kvantifikaci EPC by bylo potřeba načtení ještě většího počtu 

buněk, tedy větší množství výchozího materiálu. Přesto námi zjištěná exprese znaku CD45 
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jako negativní až slabě pozitivní (viz obrázek 4.1 C) podporuje publikovaný konsenzus, že 

slabá exprese znaku CD45 se jeví jako nejlepší hodnocení z hlediska kvantifikace EPC 

(Fadini et al., 2012).  

CEC a EPC představují velmi vzácné buněčné populace (Lanuti et al., 2016), proto je 

jejich kvantifikace velice obtížná a závisí na přesné a standardizované přípravě 

biologického materiálu a dobře definovaném stanovení jejich imunofenotypu. Použití naší 

standardizované přípravy periferní krve a optimalizovaného panelu monoklonálních 

protilátek umožňuje kvantifikovat počet CEC a EPC v plné periferní krvi. V rámci této 

práce byly na skupině zdravých kontrol bez prokázané trombofílie stanoveny referenční 

počty CEC (medián = 14,2) a EPC (medián = 2,8) v 1 ml periferní krve (viz tabulka 4.1), 

přičemž v počtech CEC ani EPC nebyly patrné žádné statisticky významné rozdíly mezi 

pohlavími (p = 0,9216, respektive p = 0,4606), a proto byly další testované skupiny 

hodnoceny bez ohledu na pohlaví. Stanoveny byly počty CEC (medián = 17.7) a EPC 

(medián = 3,5) v 1 ml periferní krve u pacientů s vrozenou trombofílií (viz tabulka 4.1), 

tyto počty byly ovšem velmi nízké a u CEC ani EPC se významně nelišily (p = 0,7605, 

respektive p = 0,2811) od zdravých kontrol (viz obrázek 4.2). V rámci této skupiny 

pacientů s vrozenými trombofiliemi bylo hodnoceno 31 pacientů s dřívější pozitivní 

anamnézou žilního tromboembolizmu a 30 pacientů bez anamnézy žilní trombózy, 

nicméně mezi těmito dvěma skupinami nebyl v počtech CEC ani EPC žádný statisticky 

významný rozdíl (p = 0,5786, respektive p = 0,1917). Normální počty CEC (medián = 

29,7) a EPC (medián = 3,4) v 1 ml periferní krve byly prokázané také u třech pacientů 

s akutní trombózou. V tomto případě se však jednalo pouze o malou skupinu a bylo by 

vhodné zhodnotit hladiny CEC a EPC na větším souboru pacientů s akutní trombózou. 

Naproti tomu zvýšené hladiny v počtech CEC (medián = 82,9) i EPC (medián = 17.8) byly 

potvrzené u pacientů s hematologickými malignitami po vysokých dávkách chemoterapie 

v rámci autologní transplantace kmenových buněk a u pacientů s akutním infarktem 

myokardu ve srovnání se zdravými kontrolami (obě p < 0,0001) (viz obrázek 4.2). 

V případě hladin EPC však byly počty buněk na hranici limitu detekce metody průtokové 

cytometrie a k jejich spolehlivé kvantifikaci by bylo potřeba použít větší množství 

výchozího materiálu periferní krve. 
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Hladiny CEC a EPC u pacientů s trombofílií ještě dosud nebyly stanovovány. Dle 

publikovaných prací ale byly prokázané výrazně a mírně zvýšené počty CEC při akutní, 

respektive chronické fázi hluboké žilní trombózy, přičemž v odstupu devíti až patnácti 

měsíců od akutní příhody opět došlo k jejich normalizaci, tzn. že sledování hladin CEC by 

mohlo mít roli při odhalení trombóz a při regeneraci cévní stěny v souvislosti s léčbou 

hluboké žilní trombózy (Alessio et al., 2013). Změny v počtech EPC byly prokázány u 

pacientů s Ph-negativním myeloproliferativním onemocněním s trombotickými 

komplikacemi (Teofili et al., 2011). Přitom bylo navrženo, že EPC vazbou na krevní 

destičky regulují jejich funkci a tvorbu trombu (Abou-Saleh et al., 2009), zatímco 

aktivované krevní destičky zase navádějí EPC dovnitř trombu (Lev et al., 2006), kde se 

EPC uplatňují v procesu neovaskularizace a odstraňování trombu (Li and Li, 2016). Na 

základě výsledků této práce byl ve srovnání se zdravými kontrolami prokázán normální 

počet CEC a EPC u pacientů se známou trombofílií s nebo bez dříve prodělané trombózy 

(viz obrázek 4.2). To lze přičíst faktu, že odběry vzorků krve těchto pacientů byly 

prováděné v rámci dlouhodobé dispenzarizace, a tudíž ani pacienti s dřívější anamnézou 

žilní trombózy aktuálně nevykazovali známky zvýšené trombogeneze. Navíc přítomnost 

vrozené trombofílie sama o sobě neznamená, že u jejího nositele dojde někdy 

k tromboembolické příhodě. V rámci této práce ovšem nebyl prokázán ani zvýšený počet 

CEC a EPC u třech pacientů s akutní trombózou. Význam CEC a EPC jako markerů 

zvýšeného rizika vzniku či rekurence trombózy u pacientů se známými trombofiliemi bude 

proto muset být ještě předmětem dalšího studia, a to nejen s ohledem na přítomnost 

vrozené trombofílie, ale i dalších sekundárních rizikových faktorů. Potvrzena sice nebyla 

ani možná role CEC a EPC při sledování léčby hluboké žilní trombózy. Potenciál 

významu stanovování hladin CEC a EPC u pacientů s akutními trombózami je však 

nepochybně vyšší, ale zvláště v tomto případě bude ještě nutné provést další studie na 

větším souboru pacientů. Na druhé straně výsledky této práce potvrdily dříve publikovaná 

data ukazující zvýšené hladiny CEC a EPC u pacientů s kardiovaskulárními nemocemi 

(Janssens et al., 1999, Mutin et al., 1999, Bull et al., 2003, George et al., 2004, Makin et 

al., 2004, Massa et al., 2005, Nadar et al., 2005, Bonello et al., 2006, Chong et al., 2006) a 

v posttransplantačních podmínkách (Popa et al., 2002, Woywodt et al., 2004).  
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6. Shrnutí závěrů 

 Na závěr bych rád shrnul, že na základě této dizertační práce byl vyvinut 

standardizovaný protokol pro metodu vícebarevné průtokové cytometrie k rychlé a 

jednoznačné identifikaci a kvantifikaci endoteliálních buněčných subpopulací, CEC a EPC 

v periferní krvi.  

Přesto nebyl prokázán významný rozdíl v počtech CEC a EPC u dlouhodobě sledovaných 

pacientů s vrozenými trombofiliemi ve srovnání s hodnotami CEC a EPC zdravých 

kontrol, které byly použity jako referenční meze. Změny v počtech CEC a EPC tak 

nemohou samostatně sloužit jako jednoznačné markery zvýšeného rizika vzniku či 

rekurence trombózy u pacientů s prokázanou trombofílií a přispět tak k včasnému odhalení 

tohoto rizika a zahájení profylaktické léčby. Další studie by se proto měla zaměřit na 

sledování hladin CEC a EPC u pacientů s prokázanou trombofílií i s ohledem na 

přítomnost dalších sekundárních trombofilních rizik. Stejně tak nebyl prokázán 

jednoznačně zvýšený počet CEC a EPC u pacientů s akutní trombózou oproti hodnotám 

zdravých kontrol. Nebyla tak potvrzena publikovaná data, že zvýšené hladiny CEC a EPC 

odráží akutní či chronickou fázi trombózy, přičemž po vyléčení dochází k normalizaci 

hodnot. Nicméně hladiny CEC a EPC byly v rámci této práce stanoveny pouze u třech 

pacientů s akutní trombózou, proto bude vhodné provést ještě další studie na větším 

souboru pacientů. 

Na druhé straně na základě výsledků této práce byly jednoznačně potvrzeny významně 

zvýšené počty CEC u vybraných pacientů s hematologickými malignitami a u pacientů 

s akutním infarktem myokardu. Naše výsledky proto potvrzují dříve publikovaná data 

navrhující, že CEC mohou sloužit jako marker poškození a dysfunkce endotelu.  

Citlivá metoda vícebarevné průtokové cytometrie používající liniově specifický 

endoteliální marker by mohla být preferovanou metodou pro identifikaci a kvantifikaci 

těchto buněk v dalších studiích. 
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