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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra biologickych a lékaFskych véd

Autor: Bc. Patrik Zmij

Vedouci prace: RNDr. Ondiej Soucek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Rekonstituce lymfocytli po alogenni transplantaci

hematopoetickych kmenovych bunék

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je nejefektivné;si
|é¢ebnou moznosti pro pacienty s hematoonkologickymi malignitami, mezi které patfi
akutni myeloidni leukémie, myelodysplasticky syndrom nebo vzacnéjsi myelosarkom.
Po Uspésné provedené transplantaci nastdva znovuobnoveni bunék imunitniho
systému a jednou z ¢3sti, rekonstituci lymfocytl se zabyva tato diplomova prace.
Vybérovym souborem experimentalni ¢asti se stali pacienti, ktefi podstoupili alogenni
transplantaci krvetvornych bunék na zakladé jejich neptiznivé diagndzy a nasledné byli
sledovéni po dobu jednoho roku na Ustavu klinické imunologie a alergologie Fakultni
nemocnice v Hradci Krdlové. Pozorovani pacientl bylo stanoveno po tfech mésicich
az do kone¢ného jednoho roku a metodou stanoveni se stala priitokova cytometrie.
Na zakladé rliznorodych povrchovych znakd vybranych imunitnich bunék bylo mozné
sledovat pacienty s hematologickymi malignitami a nasledny prlibéh rekonstituce
lymfocytl po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. Vék
pacientl vybérového souboru a podstoupeny ptipravny rezim pred transplantaci, byly
sledovany jako mozné faktory ovliviiujici prabéh rekonstituce. Dosazené vysledky
odhalily Uspésnou rekonstituci B lymfocytl, nedostatecnou obnovu T lymfocytarnich

populaci a mozny vliv RIC reZimu na pribéh rekonstituce.

Klicova slova: lymfocyty, alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék,

pratokova cytometrie, imunofenotypizace, akutni myeloidni leukémie



3. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Author: Bc. Patrik Zmij

Supervisor: RNDr. Ondrej Soucek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Lymphocyte reconstitution after allogeneic hematopoietic

stem cell transplantation

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation is the most effective treatment
option for patients with hematologic malignancies, including acute myeloid leukemia,
myelodysplastic syndrome, or the rarer myelosarcoma. After a successful
transplantation, the immune system cells are regenerated, and this master’s thesis
focuses on one aspect of that process: lymphocyte reconstitution. The experimental
part of the study involved patients who underwent allogeneic transplantation

of blood-forming cells based on their unfavorable diagnosis. These patients were then
monitored for one year at the Institute of Clinical Immunology and Allergology

at the Faculty Hospital in Hradec Krdlové. Observations were conducted at three
months and continued until the end of the first year, using flow cytometry

as the method of assessment. By analyzing diverse surface markers on selected
immune cells, it was possible to track patients with hematologic malignancies

and observe the subsequent course of lymphocyte reconstitution after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. Factors such as patient age

and the conditioning regimen before transplantation were also studied for their
potential influence on the reconstitution process. The results revealed successful
reconstitution of B lymphocytes, insufficient recovery of T lymphocyte populations,

and a possible impact of the RIC regimen on the reconstitution process.

Key words: lymphocytes, allogeneic hematopoietic stem cell transplantation,

flow cytometry, immunophenotyping, acute myeloid leukemia



4. UVOD

Imunitni systém je klicovou soucasti lidského téla a jeho hlavni funkci je ochrana
organismu pred Skodlivymi patogeny a rozpoznavani vlastnich a cizich antigend.

K tomuto ucelu slouZi velké mnoZstvi vrozenych a specifickych imunitnich mechanismd,
¢itajici humoralni slozky a také imunitu zprostfedkovanou burikami — leukocyty. Ackoliv
rozdilné bunécné linie leukocytl se od sebe lisi svoji strukturou a funkci, jejich vyvoj je
ale podobny. Veskerd leukopoéza probihd v kostni dieni a spoleénymi prekurzory jsou

pluripotentni kmenové burky.

Jakmile dochazi k poruse na Urovni hemopoetickych kmenovych bunék vznikaji
hematologické malignity. Pfi postupném predavani genetické odchylky dcefinym
burikdm vznikaji nadorové burnky, které za pomoci zmény v genetické informaci maji
vyhodu v neustdlém mnozeni. Tento klondlni vyvoj postupné zapficini Gtlum normalni
krvetvorby a nadvladu patologickych bunécénych klonl. Mezi tyto nadorové choroby
krvetvorby patti rizné druhy leukémii, myelodysplasticky syndrom, myelosarkom

a mnoho dalSich nemoci. Ackoliv laboratorni diagnostika a Ié¢ba téchto chorob je

na vysoké urovni, progndza je leckdy velice nepfizniva a nejefektivné;jsi |écebnou

moznosti je transplantace hematopoetickych kmenovych bunék.

Transplantace krvetvornych bunék se rozdéluje podle pivodu kmenovych bunék

na autologni a alogenni. Pfi autologni transplantaci je planovany odbér kmenovych
bunék pacienta za Ucelem jeho vlastni Ié¢by. A¢koliv autologni transplantace se

na prvni pohled jevi jako idedlni feSeni, nese s sebou velké riziko relapsu nemoci.
Casté&jsi indikaci je alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék,

pfi které jsou pacientovi podavany kmenové bunky na zakladé shody darce a pfijemce

v HLA systému. Nejvétsi riziko alogennich transplantaci je reakce stépu proti hostiteli.

Po Uspésné provedené alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
nastava rekonstituce imunitniho systému v kostni dfeni. Obnovuji se buriky vrozené
imunity a postupné dochazi i k rekonstituci bunék specifické imunitni odpovédi —

lymfocytd, o kterych pojednava tato diplomova prace.
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5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo sledovani pribéhu rekonstituce lymfocyta

po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék u pacientt

s hematoonkoligickymi onemocnénimi, metodou priitokové cytometrie. Namérené
hodnoty bunécnych populaci byly zhodnoceny pred provedenou transplantaci
krvetvornych bunék a nasledné v ¢asovych intervalech po tfech mésicich az

do koneéného jednoho roku. V dalsi ¢asti byl vybérovy soubor rozdélen na zdkladé
véku na mladsi a starsi generaci a byl sledovan vliv véku pacient(i na priibéh
rekonstituce lymfocyt(. V posledni ¢asti byl vybérovy soubor rozdélen na zédkladé
podstoupeného pfipravného rezimu pred transplantaci a byl sledovan vliv ptipravného
rezimu RIC a abl na pribéh rekonstituce lymfocytl. Zhodnoceni spocivalo v porovnani
medianu relativnich a absolutnich hodnot s referencnimi mezemi pro bunécéné linie

lymfocytu. Pfi sledovani ovliviiujicich faktor( byla zpracovana statisticka analyza.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 Imunitni systém

Imunita je nedilnou soucasti organismu a je nezbytna pro jejich preziti. Jedna

se o zakladni homeostaticky mechanismus, ktery ma schopnost rozeznat ,,Skodlivé”
od ,,neskodného”. UdrZuje tak organismu jeho integritu tim, Ze ho chrani proti
Skodlivindm z vnéjsku i zevnitf. Zakladni funkci imunitniho systému je
obranyschopnost. V pfipadé savce — lidského téla, jedince chrani zejména

pred ohrozenim zplsobenym vnéjsimi vlivy, pfedevsim mikroby a jejich toxiny.
Autotolerance je dalsi schopnosti, kdy organismus rozpoznava vlastni tkané a toleruje
jejich pfitomnost. Funkce imunitniho systému neni tak jednoducha, jak se dfive
zamyslelo a ¢itd vice dovednosti jako je napfiklad rezistence proti nadorovému
mnozeni bunék imunitnim dohledem. Staré a poskozené burky je mozné imunitnimi
mechanismy efektivné likvidovat, protoZe se stavaji vnitfni hrozbou. Imunitni systém je
také spojen s problematikou transplantaci, kdy je nutné predejit nevyzadané imunitni

reakci na cizi transplantat, ktery ma byt télu prospésny. (Jilek, 2019), (Horejsi, 2017)

6.2 Vrozena imunita

Imunitni mechanismy zajistujici obranu jsou velice prastaré a je mozné je nalézt

u vSech organismu, které jsou mnohobunécné. Evolu¢né se tedy nachazi v téle jedince
jiz od narozeni a mohou pouZit jednotnou obrannou funkci proti odliSnym patogenim.
Vrozend imunita se skldda z bunék a molekul, které jsou pfedem pfitomny a jejich

funkci cili obecnymi mechanismy na spolecné rysy , nepratel”. (Horejsi, 2017)

6.2.1 Vrozena imunita zprostfedkovana bunkami

Hlavnimi bunéénymi aktéry vrozené imunity jsou granulocyty, predevsim neutrofily

a monocyty. Neutrofily, nékdy téZ oznacovany jako polymorfonukleary jsou imunitni
buriky krvetvorby vychazejici z myeloidni fady. Jejich pfitomnost v periferni krvi mGze
byt vyrusena a jsou nasledné premistény do mista zanétu ve tkanich. Monocyty, taktéz

bunky vychazejici z myeloidni fady jsou pfitomny v periferni krvi, ale mohou vycestovat
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do tkani, kde se nasledné preméni na tkariové makrofagy. Mezi bunky vrozené imunity
patfi také dendritické buriky, jejichZ pfikladem mohou byt koZni Langerhansovy buriky.
Spolecna funkce neutrofild a monocytl je fagocytdza. Tento déj je velice prastary

a patti mezi zakladni imunitni mechanismus obrany proti cizorodym antigenim.
Ackoliv maji neutrofily a makrofagy spoustu odliSnosti v morfologii i funkci, tak jejich
schopnost fagocytdzy je z velké ¢asti shodna. Fagocytdza je komplexnim déjem,
ktery je mozny fungovat, pokud na némz spolupracuji rozdilné slozky imunitniho

systému spolecné. (Jilek, 2019), (Horejsi, 2017)

Fagocytujici buriky maji schopnost poznat ¢astice, které jsou urceny k fagocytéze

a iniciovat tak jejich nasledné pohlceni. Pomoci povrchovych receptor( je mozné
zapocit pfimou fagocytézu nebo nepfimou za pomoci opsonizace. Ta je zavisla

na rozpustnych proteinech souhrnné nazyvanych jako opsoniny. Pfevdzné se jednd
o protilatky, slozky komplementu nebo jiné sérové proteiny. Fc receptory fagocytl
také rozezndvaji protilatky navazané na povrchu mikrobu. Aktivace komplementu
na povrchu mikroorganismu je dalSim faktorem napomdhajici fagocytdze.
Komplementové fragmenty a protilatky oznacuji cizorodé castice, které fagocytujici
buriky lIépe poznaji. Po pohlceni mikroogranismu fagocytem nastava jeho likvidace.
Ta je zprostfedkovana fadou baktericidnich latek, hydrolytickych enzyma a tvorbou

reaktivnich kyslikovych intermediatd. (Hotejsi, 2017), (Sterzl, 2007)

Vrozené slozky imunity jsou Uzce spjaty s antigenné specifickymi a jako spojkou je
mozné jmenovat napriklad dendritické buriky, jejich specializaci je zpracovani antigenu
a jeho ndsledné predlozeni T lymfocytlim. Dendritické buriky patfi mezi nejucinnéjsi

buriky, které predkladaji antigen. (Hotejsi, 2017), (Sterzl, 2007)

6.2.2 Humoralni slozky vrozené imunity

Mezi humoralni slozky neadaptivni imunity radime komplement, interferony, lektiny
a dalsi sérové proteiny. Reakéni doba téchto humoralnich mechanismu je velice rychla

a v radech minut je mozné reagovat na sSkodliviny v lidském organismu. (Horejsi, 2017)

Komplement skladajici se z postupné aktivujicich se protein( je télu prospésny
zejména diky likvidaci nezadoucich bunék jejich lyzou. Komplement je také nedilnou

soucdsti zanétu, kde hraje velice dllezitou roli. Systém bilkovin komplementového

13



systému je schopen se kaskadovité ménit z neaktivnich forem na aktivované,

kdy se jednotlivé proteiny navzajem Stépi. Vysledek komplementového plisobeni

na télu Skodlivé bunky je podstaté totozny, ale aktivace komplementu muze byt
rozdilna. Je mozZné rozlisit zakladni t¥i cesty, kterymi Ize komplement aktivovat.
Rozlisujeme klasickou cestu aktivace, lektinovou a alternativni. Jako klasicka cesta

se popisuje komplex antigenu (Ag) s protilatkou (Ab), ktera mlze byt tfidy I1gG a IgM.
Komplexem muze byt napfiklad bakterie nesouci protilatku na niz se nasledné navaze
slozka komplementu C1 a jeji aktivni forma Stépi C4 a spolec¢né C3, coz nazyvdme C3
konvertazou. Lektinova cesta aktivace je velice obdobna, ale nevyZaduje pfitomnost
komplexu Ag-Ab, ale MBL (lektin vazajici mandzu). Pokud se nachazi na cukernych
slozkach bunécné stény, mize aktivovat slozku C1. Alternativni cesta aktivace je
zapocata slozkou C3. Povrch mnoha mikroorganismu je schopen C3 zaktivovat.

Po vzniku C3 konvertdzy jsou cesty komplementu spolecné za nasledného vzniku C5
konvertazy a pres dalsi aktivace slozek C6 az C9, které se v¢lenuji do membrany a jejich
cilem je vytvoreni komplexu atakujici membranu (MAC). Lyza burky spociva

ve vytvoreni pdru za pomoci kterého je umoznéno proudéni vody do vnitfniho
prostiedi bunky a diky jeji pfitomnosti v cytoplazmé burika lyzuje.

(Jilek, 2019), (Sterzl, 2007)

6.3 Specificka imunita

Specificka imunita, téZ nazyvana jako ziskand, pfichazi na fadu tam, kde sléhaji imunitni
vrozené mechanismy. Je evolu¢né mladsi a zaloZzend na klonalnim anticipa¢nim
principu. Vrozena imunita, kterd ma obecné plsobeni je pravym opakem ziskané
imunity, ktera pasobi specificky a zasadni roli hraje imunologicka pamét. Antigen
spousti fetézovou reakci, ktera aktivuje lymfocyty a vrcholem reakce je tvorba
protilatek, které pUsobi pravé proti tomuto specifickému antigenu. Imunitni odpovéd,
ktera je vyvolana diky jednomu antigenu — imunogenu nam nezajistuje ochranu proti
jinému, ktery neni podobny. Specifickou imunitu je mozné rozdélit na bunéénou
zprostfedkovanou T a B lymfocyty a humoralni tvofenou protilatkami. Specifické
mechanismy jsou Uzce spjaty s imunitou vrozenou a nemohou fungovat bez své

spoluprace. (Hamplova, 2019), (Horejsi, 2017)
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6.3.1 Specificka imunita zprostfredkovana bunkami

Bunécné zprostfedkované mechanismy specifické imunity jsou prevainé zalozené
na T lymfocytech. Pro spusténi adaptivnich mechanismi je nezbytné setkani

se s antigenem a také aktivace imunitnich sloZzek vrozené neadaptivni imunity.

T lymfocyty reaguji na antigeny predkladané burikami vrozené imunity, které jsou
vystavovany na jejich HLA molekuldch. Na zakladé specifické funkce riznych

T lymfocytl mohou napfiklad pomahat ostatnim burikdm imunitniho systému
anebo mohou i patologicky zménéné bunky usmrcovat. Hlavni funkci B lymfocyt( je
tvorba protilatek — imunoglobulind (Ig). Cast T i B lymfocyty se mohou po styku s Ag

diferencovat v takzvané buriky pamétové. (Hamplova, 2019), (Hofejsi, 2017)

6.3.2 Humoralni slozky specifické imunity

Zakladem humoralni specifické imunity jsou protilatky. Jsou tvofeny B lymfocyty a jsou
pfimou odpovédi na urcity antigen, kterym muze byt napfiklad pdvodce infekéniho
agens. Za protilatky povazujeme sérové glykoproteiny, které mizeme zaradit do gama-
frakce globulinG séra. Toto zarazeni je mozné prokazat elektroforetickym délenim.
Obecnd stavba imunoglobulinu se skldda ze dvou stejnych tézkych retézcd a dvou
stejnych lehkych fetézcli navzajem pospojovanych disulfidickymi mlstky. RozliSujeme
nékolik trid protilatek na zakladé struktury imunoglobulint mGzeme rozlisit nékolik
hlavnich typa — IgM, IgG, IgA, IgE, IgD. Odlisuji se svoji biologickou funkci i roli

v imunitni odpovédi. (Hamplova, 2019), (Horejsi, 2017)

6.4 Lymfatické tkané a organy

Tkané a organy popisovany jako lymfatické jsou tvofeny burikami imunitniho systému,
které je spolecné s pojivovou tkani a dalSimi strukturami vytvareji. Tyto organy
rozdélujeme na primarni a sekundarni. Mezi primarni lymfatické organy radime kostni
dren a thymus, a to zejména kvuli vzniku, diferenciaci a také zrani bunék imunitniho
systému. U ptaku je zde zarazena také Fabriciova burza. Do sekundarnich lymfatickych
organ(l radime slezinu, lymfatické uzliny a slizni¢ni lymfatickou tkan nazyvanou téz
MALT (mucosa-asociated lymphoid tissue). Slizni¢ni lymfaticka tkan je slozena

ze shlukd lymfoidnich folikuld, které jsou rlizné organizované. MALT mizZeme nalézt
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napriklad jako Pyerovy platy ve stfevé, v apendixu anebo také v tonzilach. Dale je
rozptylena i na dalSich mistech lidského téla, napfiklad ve sliznici stfev, urogenitalniho
traktu a dychacich cest, kde tvofi funkéni celky. Hlavni faze imunitnich reakci
specifickych na dany antigen probihaji pravé v sekundarnich lymfatickych orgdnech.
Stejné jako vSechny ostatni orgdny jsou i ty lymfatické propojeny systémem krevnich
cév, ale také lymfatickych cév. Ty odvadéji z tkani lymfu a spolu s ni antigeny, cytokiny
a leukocyty do lymfatickych uzlin. Zde se rozdilné antigen prezentujici buriky setkavaji
s T a B lymfocyty a po styku s antigenem muze tak dojit k jejich aktivaci. Tento proces

probiha podobné také ve sleziné. (Horejsi, 2017), (Makris, 2022), (Bacon, 2006)

6.5 Vyvoj imunitnich bunék v kostni dreni

Multipotentni kmenova burika se nachazi v kostni dfeni, udrzuje sv(j staly pocet
identicky totoznych bunék (self renewal) a je prekurzorem zralejSich kmenovych
bunék, které dale diferencuji (comitted cells). Kazda fada krvetvornych bunék ma své
kmenové burky pro svij vyvoj. Napfiklad eozinofily, bazofily a mastocyty vychazeji

z kmenovych bunék — specifickych jednotek tvoficich kolonie (CFU) - CFU-Eo, CFU-Ba,
CFU-mast. Ne viechny linie krvetvorby maji rozdilné kmenové buriky, mizeme
jmenovat B lymfocyty, T lymfocyty a NK buriky, které maiji spolecny lymfoidni
progenitor. Pfi hemopoéze jsou pritomny také cytokiny — interleukiny (IL), kolonie
stimulujici faktory (CSF). Hemopoetické induktivni mikroprostiedi (HIM) neboli
interakce kmenovych bunék se stromatem organ hemopoézy je také velice dalezité
pfi tvorbé bunék. Bunééné zastoupeni HIM je reprezentovano monocyty (makrofagy)
dale jsou zde pfitomny retikuldrni buriky a endotelie a dalsi. Buriky jsou pfitomny

v extraceluldrni matrix. Hemopoéza muizZe probihat az za pfitomnosti a spravné funkci
vSech téchto faktor(. Pokud dojde k naruseni v ¢asti krvetvorby, nasledky mohou byt
fatalni. PoSkozeni v souvislosti s kmenovymi burikami a/nebo HIM prechazeji v rizné
patologie. Mezi né je mozné zaradit myelofibrézy, dfefové atlumy, myelodysplazie
nebo akutni hemoblastézy a mnoho dalsich. Vyzkum kmenovych bunék usel dlouhou
cestu a zaznamenal pokrok v oblasti hemopoézy, malignit, ale také pri ndhradé tkani.

(Lucas, 2021), (Zhang, 2023), (Seita, 2010), (Penka, 2011)
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Za pomoci kultivaénich metod Ize studovat kmenové bunky in vitro. Pro kultivaci

se vyuZzivaji komponovana média a pro monitoraci odpovédi kmenovych bunék rizné
rastové faktory, pripadné kombinace. Na povrchu rliznych hematopoetickych
kmenovych bunék jsou exprimovany specifické receptory pro rlistové faktory,

které maji specifické plsobeni. Do rlstovych faktord hematopoézy radime IL -2, 3, 4, 5,
6,7,9,11,12, 15, jako dalsi jsou erytropoetin (EPO), trombopoetin (TPO), c-kit ligand
neboli stem cell factor (SCF), granulocytarni a makrofagové CSF (GM-CSF),
granulocytarni CSF (G-CSF) a mnoha dalSich. Rekombinantni cestou je v dnesni dobé
mozné syntetizovat nékteré rlstové faktory a vyuzit je pfi terapii (EPO, TPO, G-CSF).

(Penka, 2011), (Seita, 2010), (Lucas, 2021)

Identifikace jednotlivych kmenovych bunék neni moZzna za pomoci svételné
mikroskopie, ale mdzZeme vyuzit fadu jinych podrobnéjsich metod. Kmenové buriky,
které jsou v patficném médiu kultivované mGzeme sledovat za pomoci
ultramikroskopie, priitokové cytometrie (s moznosti cell-sortingu), transfekce
pokusnych zvirat, genetiky (aktivace rozdilnych genl a detekce mRNA nebo aktivace
mnoha gend — multi-array). Pfi sledovani diferenciace kmenovych bunék je mozné
vyuzit struktury v bunécné membrdané (na povrchu bunék) takzvané znaky

cluster of differentiation znaky (CD). CD34 je specificky znak pro kmenové buriky.

V kostni dfeni se nachazi elementy CD34 negativni v poctu vyssSim jak 99 %. Pouze dand

Cast CD34+ elementl jsou nezralé kmenové buriky. (Penka, 2011), (Seita, 2010)

6.6 CD znaky

Objev hybridomu tvofici monoklonadlni protilatky s definovanou specifitou z pocatku
80. let se stal zavratnym zlomem v analyze membranovych molekul bunék. Hybridomy
vyprodukované totozné specifické monoklonalni protilatky ,se shlukuji“ (cluster) a maji
urcené vlastni Ciselné oznaceni. Dana monoklondlni protilatka reaguje specificky

na cilovou molekulu a ziskava tak automaticky oznaéeni CD. CD znak je dopodrobna
popsan jak strukturné, tak i funkéné na molekularni Urovni. Je téZ znama jeho exprese
pfi fyziologickych i patofyziologickych stavech a také v ontogenezi. V soucasnosti je

kompletné zaznamendano CD1-CD371 znakl. (Krejsek, 2016), (Horejsi, 2017)
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Tabulka 1 Seznam zdkladnich charakteristickych povrchovych molekul

Bunécny typ

Charakteristické povrchové molekuly

leukocyty (vSechny)

CD53, CD45, CD43

kmenové bunky,

hematopoetické prekurzory

CD34, CD117 (SCF-R), CD135 (FLT3)

T lymfocyty

TCR, CD3, CD2, CD5, CD6, CD7, CD27, CD28, CD96

pomocné T lymfocyty (Th)

CD4

Thl

CD26, membréanovy IFN-y, CD223 (LAG-3), CD212 (IL-
12-R), CD195 (CCR5), CD183 (CXCR3)

Th2

CD62L, CD30, CCR3, CCR4, CCRS, ST2L

cytotoxické T lymfocyty (Tc)

CD8

intestinalni epitelidlni
T lymfocyty

CD103 (HML-1, akE integrinova podjednotka)

B lymfocyty

BCR, CD19, CD20, CD22, CD37, CD39, CD40, CD79

B1 lymfocyty (navic)

CD53, CD45, LFA-1, CD43

pre-B

CD10 (CALLA), CD9, CD138

plazmatické buriky

CD38, CD138

NK bunky

CD16B, CD56, KIR (CD158), CD94/NKG2, CD161 (NKR-
P1), CD2, CD57, CD11b

neutrofily

CD15, CD11b, CD87

bazofily, mastocyty

FceRl

monocyty

CD14, CD33, CD64 (FcyRl), CD87, CD89 (FcaRl)

trombocyty

CD41, CD42, CD61

dendritické buriky

CD83, CD86, CD205, CD206, CD207, CD208, CD209

aktivované lymfocyty

CD25 (IL-2Ra), CD71 (TfR), CD69, CD150 (SLAM)

Zdroj: Horejsi, 2017
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6.6.1 Povrchové markery leukocytu

Leukocyty maiji spolecné zakladni funkce a od nich se i odviji povrchové znaky,

které sdileji. Mechanické funkce cytoplazmatické membrany, pfipadné membranovy
transport a adhezivita jsou vlastnosti i jinych bunék nez leukocytl, a proto i zde
nalezneme spole¢né markery. K uréitym specifickym schopnostem leukocytl se vsak
vazou i jejich povrchové molekuly, ty nasledné mlizZeme prokdzat na urcitych
subpopulacich. Diky této funkci je mozné rozliSovat tyto subpopulace dle jejich
povrchovych znakd tam, kde neni mozné pouZit pouze jednoduchou svételnou

mikroskopii na rozliSeni bunék. (Horejsi, 2017), (Krejsek, 2016)

Souhrnny nazev aktivaéni antigeny jsou takové povrchové znaky, které se nové
dostavaji na povrch rdiznych typl leukocytll po jejich aktivaci. Cast téchto molekul

se objevuje na povrchu bunék velmi rychle po jejich aktivaci (minuty), protoze jsou jiz
predem pfipravené v jejich cytoplazmatickych granulich. Jiny typ aktivaénich molekul
se v bunkach syntetizuje az po obdrzeni aktivacniho signalu. Napfiklad po aktivaci
neutrofilnich granulocytl je mozné nalézt na jejich povrchu velky narUst exprese
komplementového receptoru CR3 (CD11b/CD18), pfitomnost membranové alkalické
fosfatdzy a také chemotaktickych receptor(. VSechny tyto slozky se pred aktivaci
skladuji v membranach cytoplazmatickych granuli uvnitf burky. Jakmile se tyto burky

aktivuji, tak i nékteré povrchové proteiny mizi. (Hotejsi, 2017), (Krejsek, 2016)

6.6.2 Imunofenotypizace

Povrchové a intracelularni molekuly bunék, které prevazné slouzi k urcité funkci je
mozné vyuZzit také k bunécéné identifikaci. Nejc¢astéji se pouziva CD klasifikace, ale je
mozné sledovat i jiné bunécné znaky. Imunofenotypizace vyuziva komercéné dostupné
monoklonalni protilatky nesouci riznorodé fluorochromy k elektronické ,vizualizaci”
vazby protilatky s antigenem a znalosti o velikosti a komplexité analyzovanych bunék.
Nejcastéjsi monoklonalni protilatky urcené ke stanoveni jsou fluoroisothiokyanat
(FITC), fykoerytrin (PE), krome orange (KO), pacific blue (PB), allophycocyanin (APC)
APC alexa fluor 750 (APC_A750), nebo fluorochromy obsahujici fykoerytrin a cyanin —
phycocyanin (PC) napt. PC5.5, PC7 a mnoho dalSich. Pro fenotypizaci leukocytt

se pouziva pratokova cytometrie. (Khenine, 2021), (Flores-Montero, 2019)
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6.7 Lymfocyty

Lymfoidni bunky tvofi vétSinu bunék specifické imunitni odpovédi a jsou
reprezentovany T a B lymfocyty. Lymfocyty predstavuji asi 20—45 % populace
leukocytd, jejich vyznam v ramci adaptivniho imunitniho systému je obrovsky.

(Delves, 2017), (Krejsek, 2016)

Lymfocytdrni populace vychazi z pluripotentni hematopoetické kmenové burky

z lymfoidni vyvojové linie. Odlisnou diferenciaci nasledné vznikaji T a B lymfocyty

a NK buriky (natural killers). T a B lymfocyty jsou soucasti adaptivni imunity a jako
jediné bunky v organismu vlastni specificky receptor pro antigen. Ten ziskavaji az

po jejich diferenciaci, kdy se z nich stavaji imunokompetentni buriky. NK buriky jsou
soucasti pfirozené imunitni odpoveédi a specificky receptor nemaji. Ackoliv jsou
lymfocytdrni bunécné linie funkéné odlisné, vzhledoveé jsou si natolik podobné,

Ze pro jejich diagnostiku je tfeba pouzit charakteristické znaky, které vystavuji na svém

povrchu. (Krejsek, 2016), (Sterzl, 2007)

6.7.1 Vyvoj a diferenciace T a B lymfocytl

Ti B lymfocyty vznikaji z pluripotentni kmenové buriky, presnéji z lymfoidniho
progenitoru. Lymfocyty T i B jsou tvoreny v kostni dieni, kde B lymfocyty nadale
zUstavaji a probiha jejich diferenciace ve zralé B lymfocyty. T lymfocyty opoustéji
kostni dien a nadsledné migruji do thymu, ktery je uzplGsoben k jejich vyzravani.

Pti diferenciaci lymfocytl dochazi ke genetickému preskupeni segmenta C, V, D, J,
bez kterého by nebylo mozné vytvofit dostatecné mnozstvi bilkovinnych fetézcli aa B
dllezitych k tvorbé jejich receptord pro antigeny — T bunécného receptoru (TCR)

a B bunécného receptoru (BCR). Po vytvoreni receptorovych struktur pro antigeny je
nutné selekénimi procesy zajistit, aby v organismu nebyly pfitomny autoreaktivni klony
T a B lymfocytd. Pozitivné selektované burky jsou schopny spravné rozpoznat dany
antigen a odpovédét na néj umérnou reakci. Tyto buriky jsou shromazdovany

v sekundarnich lymfatickych organech nebo cirkuluji v periferni krvi a interaguji

s pfipadnymi antigeny. (Krejsek, 2016), (Sterzl, 2007)
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6.7.2 T lymfocyty

T lymfocyty se rozdéluji do tfi subtypl: pomocné (Th), cytotoxické (Tc) a regulacni
(Treg). Th lymfocyty maji za ukol pomoci prfedevsim B lymfocytlm pfi tvorbé protilatek,
ale i dalSim bunkam:. K likvidaci virové infikovanych bunék napomahaji Tc lymfocyty

a Treg reguluji aktivitu jinych T lymfocytu. (Devels, 2017), (Krejsek, 2016)

Po vzniku definitivniho TCR, ktery se sklada z a a  fetézc(, nese také znak CD3
specificky pro T lymfocyty. Jiz v dobé thymické diferenciace pti probihajici selekci
autoreaktivnich klon( se na burikdch objevuiji i dalSi povrchové markery CD4 a CDS,
tyto thymocyty se nazyvaji dvojité pozitivni. Zralé T lymfocyty exprimuji na svém
bunécném povrchu pravé znaky CD4 nebo CDS8, které jsou pfimo zavislé na jejich
funkcich. CD4 dokaze poznat HLA molekuly Il. tfidy a nachdzi se na Th lymfocytech,
CD8 identifikuje HLA molekuly I. tfidy a v tomto pfipadé se jedna o Tc lymfocyty
(Devels, 2017), (Krejsek, 2016)

6.7.2.1 Naivni T lymfocyty

Naivni T lymfocyty byly dlouho povazovany za vyvojové synchronizovanou a pomérné
homogenni populaci bunék, jejiz velikost zavisi na véku, vystupu z brzliku a pfedchozich
infekcich. Nicméné existuje stale vice dlikazd o tom, Ze naivni T lymfocyty jsou
heterogenni z hlediska fenotypu, funkce, dynamiky a diferencia¢niho stavu. Soucasné
strategie pro identifikaci naivnich T lymfocytd by mély byt upraveny s ohledem na tuto

heterogenitu. (Van den Broek, 2018), (Krejsek, 2016)

Nejcastéji pouzivanymi povrchovymi bunéénymi markery k identifikaci naivnich

T lymfocytl jsou CC-chemokinovy receptor 7 (CCR7), CD27, CD28 a predevsim CD45RA
(nebo CD45R0). Tento panleukocytarni znak lymfocytl se u pamétovych T lymfocytl
nachazi v izoformé CD45RO0, ale u naivnich T lymfocytl je pfitomna izoforma CD45RA.
Pfesna identifikace naivnich T lymfocyt( je CD45RA+ CCR7+ CD27+ a CD28+. Recent
thymic emigrants (RTE) neboli buriky, které ¢asné opustily brzlik exprimuji CD45RA+

a CD31+. (Appay, 2008), (Boldt, 2014), (Krejsek, 2016)

Po prochazeni pozitivni a negativni selekci v brzliku migruji T lymfocyty do periferie.

Nasledné naivni T lymfocyty neustale cirkuluji mezi sekundarnimi lymfoidnimi organy
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a krvi prostfednictvim lymfatického systému, pficemz vystavuji na svém povrchu
lymfoidni homingové receptory, zejména CCR7 a ligand CD62 (CD62L nebo téz znamy
jako L-selektin). Po setkani a interakci s antigeny v periferii se naivni T lymfocyty déle
mnoZi a diferencuji do odlisnych typl efektorovych a pamétovych T lymfocytd,

které mohou migrovat do rtznych tkani pro lokdlni kontrolu antigen(. Pro zajisténi
adekvatnich imunitnich reakci proti nové vzniklym patogen(im je nutné udrzovat velké
mnozstvi bunék s unikatnimi receptory TCR na omezeném fyzickém prostoru. Tyto
pozadavky jsou naroéné, protoze brzlik involuuje a atrofuje s vékem. Pokud dochazi

k obnové imunity po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT) méla
by byt sledovana pozornéji vzhledem k pomalé rekonstituci naivnich T lymfocyta.

(Van den Broek, 2018), (Krejsek, 2016)

6.7.2.2 CM, EM a TEMRA T lymfocyty

Populace CD4+ a CD8+ T lymfocytl Ize rozdélit na zakladé exprese znak(i CD27

a CD45RA na Ctyfi bunécné populace. Naivni T lymfocyty vykazuji vysokou expresi
CD27 a CD45RA, zatimco ziskani pamétové funkce vede ke ztraté CDA5RA u centralnich
pamétovych (CM) T lymfocytl a dale ke spolecné ztraté exprese CD27 u efektorovych
pamétovych (EM) T lymfocyt(. Navic populace CD27- Ize rozdélit do dvou populaci: ty,
které nevykazuji expresi CD45RA, predstavujici podtyp EM a ty, které opét exprimuiji
CDA45RA, které jsou oznaceny jako terminalni EM T lymfocyty reexprimujici CD45RA
(TEMRA). Tyto populace jsou analogické tém identifikovanym na zakladé exprese CCR7
a CD45RA. Priblizné 60 % bunék TEMRA vykazuje vysoké urovné senescentnich
markerd, jako je KLRG1, CD57 a PD1, ve srovnani s pouze 10 % naivnimi a CM burikami.
Na druhou stranu buniky TEMRA, zejména ty CD8+, vykazuji vysoké urovné
cytotoxickych cytokind TNF-a, IFN-y, perforinu a granzymu B, coZ poukazuje na to,

Ze tyto bunky maji odlisny fenotyp ve srovnani s burikami EM. Tyto TEMRA T lymfocyty
maji nizsi proliferaéni kapacitu a sniZzenou aktivitu telomerdzy ve srovnani s jejich

protéjsky EM. (Strickland, 2023), (Matos, 2022), (Meraviglia, 2019)

Jiz dfive bylo prokazano, ze bunky TEMRA predstavuji senescentni populaci bunék,
které se akumuluji se starim a v dlsledku specifickych infekci, mezi které patri

napriklad cytomegalovirus. Priblizné 22 % populace CD8+ T bunék tvori buriky TEMRA,
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zatimco u populace CD4+ T lymfocytl je tento podtyp mnohem vzacnéjsi, okolo 5 %

z celkového poctu CD4+ T lymfocytl. Kompartmentalizace T lymfocyti se s vékem
dramaticky méni, s nardstajicim pomérem CD4: CD8 a se zvySujicim se poctem
pamétovych T lymfocytl v periferii. Napfiklad pocet CD8+ bunék TEMRA se zvySuje

z priblizné 30 % u jedinch mladSich nez 40 let na 60 % u jedincd starsich 90 let, zatimco
naivni buriky CD8+ klesaji z 40 % na 5 % u téchto jedincl. Stoji za zminku, Ze zmény

v populaci CD4+ T lymfocytli ¢asto nejsou tak vyrazné jako u populace CD8+

T lymfocytl. CD8+ a CD4+ buriky TEMRA vyvijeji senescencné asociovany sekre¢ni
fenotyp (SASP), charakterizovany sekreci prozanétlivych cytokint, chemokin(

a proteaz. Vazby mezi SASP a metabolickym signdlem byly jiz dfive zkoumany, pficemz
nizké drovné zanétu vyvolané SASP pfispivaji k riznym poruchdm spojenych se starim.

(Strickland, 2023), (Matos, 2022), (Meraviglia, 2019)

TEMRA CD4+ T lymfocyty jsou ve srovnani s TEMRA CD8+ T lymfocyty a jejich naivnimi
a CM/EM protéjsky relativné neznamé. Vzhledem k tomu, Ze se populace bunék CD4+
TEMRA zvysuje s vékem, muzZe existovat urcitd souvislost mezi burikami TEMRA

a nedostatec¢nou odpovédi na infekci a o¢kovani u starsi populace. (Strickland, 2023)

6.7.2.3 Th lymfocyty

Th lymfocyty jinym jménem pomahaci nebo helpery vystavuji na svém bunécném
povrchu znak CD4. Tento typ bunék rozpoznava antigen za pomoci TCR, ktery jim
predkladaji buriky prezentujici antigen a rozpozna molekuly HLA Il. tfidy, pro které je
CD4 receptorem. Jakmile nastane setkani bunky s antigennim stimulem, dochazi

pod vlivem nékolika faktor( nespecifické i specifické imunity do diferenciace

Th lymfocytd na nékolik funkénich subtypl pojmenovanych Thl, Th2, Th17, Treg

a dalsi. Tyto populace je mozné rozlisit diky odlisné produkci cytokinG. Th1 lymfocyty
dokazi produkovat interferon gama (IFN-y) a indukuji tak imunitni odpovéd' zaloZzenou
na bunkach, Th2 lymfocyty produkuji IL-4, IL-5 a jejich funkce je zejména humoralni

a spolupracuji s B lymfocyty na tvorbé protilatek. Th17 lymfocyty jsou charakteristické
svoji tvorbou IL-17, ktery ma protibakterialni a protiplishovou funkci a je schopen

aktivace neutrofilQ. (Krejsek, 2016), (Bartlinkova, 2011)
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6.7.2.4 Treg lymfocyty

Treg lymfocyty patfi mezi buriky, jejichZ funkci je tlumit imunitni reakce a tim mohou
regulovat jejich rozsah. K tomu jim napomadha produkce IL-10 a transformujiciho
rastového faktoru beta (TGF-B). Tato bunécna populace se vyznacuje predevsim
povrchovymi molekulami CD4, CD25 a také nizkou expresi CD127. Podtyp CD39+ Teg
lymfocytl, za pomoci enzymu CD39, spolupracuji na preméné adenozintrifosfat (ATP),
adenozindifosfat (ADP) a adenozinmonofosfat (AMP) na adenozin, ktery nasledné

dokdzZe navodit imunosupresivni Ucinky. (Yu, 2012), (Zhao, 2017), (Seddiki, 2014)

6.7.2.5 Tc lymfocyty

Tc lymfocyty, celym ndzvem cytotoxické nebo supresorové cytotoxické bunky nesou
znak CD8 a podle svého ndazvu je jejich funkci cytotoxicita a suprese — zabijeni bunék,
které jsou infikované a regulace imunitnich reakci nebo jejich potlaceni. Tc lymfocyty
stejné jako Th rozpozndavaji antigen za pomoci svého TCR receptoru, ale diky
povrchovému znaku CD8, ktery je receptorem, rozpoznavaji molekuly HLA I. tfidy.

Tc lymfocyty je také mozné rozdélit do nékolika funkénich skupin na zakladé produkce
rozdilnych cytokind, ale nejvice charakteristické pro Tc lymfocyty je produkce perforin

a granzymU a indukce apoptozy. (Krejsek, 2016), (BartGrikova, 2011)

6.7.2.6 Pamétové T lymfocyty

Pamétové T lymfocyty jsou pfitomny v organismu jedince jiz po prvni specifické
imunitni reakci vyvolané cizorodym antigenem. Jejich pfitomnost je velice dilezita

pro opakovatelnost imunitnich mechanismu pfi setkani se stejnym antigenem, ktera je
o poznané rychlejsi a G¢innéjsi. Znakem charakteristickym pro pamétové T lymfocyty je

CDA45RO. (Krejsek, 2016), (Bartarikova, 2011)

6.7.3 B lymfocyty

6.7.3.1 Naivni B lymfocyty

Proces zrani imunitniho systému vede k tvorbé rliznych subpopulaci B lymfoidnich
bunék, které maji schopnost reagovat specifickym zplsobem a exprimovat rtizné
markery na bunécném povrchu. Je mozné rozdélit B lymfocyty na subpopulace naivni,
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prechodné, ne-pamétové, dvojité negativni (DN), aktivované a plazmocytoidni.
Pamétové bunky se déli na nezralé pamétové bunky margialni zony/IgM-only (NSMe)
a pamétové buriky s prepnutim (SwMe). Vsechny tyto subpopulace je mozné stanovit
pratokovou cytometrii na zakladé diferencidlni exprese CD19, IgM, IgD, CD21, CD24,
CD27 a CD38. (Pigtosa, 2010), (Krejsek, 2016)

Nové vytvorené prechodné B lymfocyty s nedotéenym BCR migruji z kostni dfené

do periferni cirkulace a sekundarnich lymfoidnich organu. Nejranéjsi prechodné

B lymfocyty v periferii ¢lovéka exprimuji CD10+, CD38high, CD24high a in vitro jsou tyto
buriky schopny postupné diferenciace do zralych naivnich fenotyp( B lymfocytu. Zralé

naivni B lymfocyty jsou popisovany jako CD10neg CD38low/neg. (Kaminski, 2012)

Aktivované B lymfocyty, které obdrzely pomoc od T lymfocytl ve folikulech
sekundarnich lymfoidnich tkani, se mohou stat burikami germinalniho centra (GC).
Bunky GC se mnoZi a mohou prepnout konstantni oblast BCR z IgM/IgD na IgG, IgA
nebo IgE. Kdyz je periferni tolerance neporusena, tyto B lymfocyty jsou vétSinou
nereaktivni vici vlastnimu a diferencuji se na burnky plazmatické nebo na pamétové

B lymfocyty, které mohou rychle reagovat pti nasledném setkani s invazivnim
organismem. Lidské GC B lymfocyty, in vitro aktivované naivni B lymfocyty a pamétové
buriky exprimuji na bunécném povrchu CD27. Jen malo cirkulujicich CD27+ B lymfocyt(
prokazuje zndmky probihajici proliferace, a protoze jsou GC obecné omezeny pouze
na lymfoidni tkané, jsou vétSinou CD27+ B lymfocyty v periferii zdravych lidi jsou
obvykle povaZovany za pamétové. V souladu s touto charakterizaci maji IgVH oblasti
CD27+ B lymfocytl obvykle somatické hypermutace s charakteristickou DNA sekvenci
pro vybér antigenu, bez ohledu na to, zda jsou buriky IgDneg (SwMe) nebo IgD/IgM+
(NSMe). Informace se lisi ohledné toho, zda neprepnuté pamétové a prepnuté
pamétové kompartmenty sdileji repertoar IgVH. Takze IgD+ CD27+ buriky jsou Udajné
sloZzeny alespon ze dvou, ne-li nékolika funkénich podskupin, pravdépodobné vcetné
nékterych prekurzor( s prepnutim. Nékteré prepnuté B lymfocyty jsou IgDneg
CD27neg, a je jich obvykle méné nez 5% populace CD19+ u zdravych jedinc(. Analyza
mRNA naznacuje, Ze mensi populace této frakce exprimuje IgM bez IgD.

(Kaminski, 2012), (Krejsek, 2016)
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6.7.3.2 Zralé B lymfocyty

Zralé B lymfocyty se diferencuji do stadia plazmatické buriky, kdy na svém povrchu
exprimuji znaky CD19 a CD138 a mohou tak plnit svoji primarni funkci. Plazmatické
buriky z velké ¢asti putuji do kostni dfené, kde nasledné tvofi specifické protilatky —
imunoglobuliny. Produkce protilatek se odviji od BCR buriky, kdy vyprodukované
protilatky jsou identické specifity. Vytvorené protilatky se déli do zakladnich trid

na IgM, 1gG, IgA, IgE a IgD a jejich funkci zajistuji specifickou humoralni imunitu.
Strukturné se jednd o glykoproteiny sloZzené z tézkych a lehkych fetézcli s vazebnymi
misty pro antigen na N-terminalni ¢asti kazdého z fetézcu. Jejich imunologicka funkce
je rGznoroda, mohou pfimo neutralizovat bakterie i viry vyvolavajici infekéni
onemocnéni, napomahat v procesu fagocytdzy opsonizaci nebo kooperovat

s komplementem nebo cytotoxickymi burikami. B lymfocyty stejné jako i T lymfocyty
vytvareji imunologickou pamét svymi pamétovymi burikami, které se vyznacuji znaky
CD19 a CD62L. Po dobu celého Zivota jedince se imunologicka pamét vyviji na zakladé
styku s rGznymi cizorodymi antigeny. Je moZzné tomuto procesu uméle napomoct

aktivni imunizaci. (Krejsek, 2016), (Cyster, 2019)

6.7.4 NK bunky

NK bunky, prestoze patfi mezi lymfocyty, hraji klicovou roli v rdmci vrozeného
imunitniho systému a dohliZeji tak na pritomnost specialnich antigend, které jsou
prezentovany na bunkach (tzv. HLA molekuly). HLA molekuly jsou pfitomny témér

na vsech burikach v téle a hraiji kli¢ovou roli v ¢innosti adaptivniho imunitniho systému.
NK bunky pouzivaji receptory zakédované v genofondu (NK receptory), které jsou
odlisné od receptord T a B lymfocytll a jsou obdareny schopnosti nicit buriky,

které vykazuji abnormalni profily HLA receptor(. Viry ¢asto strategicky narusuji expresi
HLA molekul ve snaze uniknout adaptivnim imunitnim mechanism(m, to ale pfitahuje
pozornost NK bunék, které viry infikované buriky mohou rychle likvidovat. NK burky
také disponuji receptory pro urcitou tfidu protilatek (IgG) a mohou vyuzit tento
receptor (CD16) k rozeznavani Fc fragmentu protilatek jiz navazanych na infikovanych
bunikach a tim mohou vyhleddvat a zabijet tyto buriky. Tento proces se nazyvand

protilatkami zavisla bunécna cytotoxicita. (Devels, 2017), (Abel, 2018)
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6.8 Pritokovd cytometrie

Priatokova cytometrie je instrumentdlni metoda, ktera prevazné slouzi k analyze
bunécénych subpopulaci leukocytl, takzvané fenotypizaci. Touto metodou se analyzuji
bunécné suspenze barvené fluorescencné zna¢enymi monoklondlnimi protilatkami,
které jsou namireny proti povrchovym molekuldm jednotlivych subpopulaci,

kterymi jsou charakteristické (,,markery” subpopulaci). Namérené hodnoty
cytometrického stanoveni udavaji naptiklad relativni pocetné zastoupeni leukocytu

v krvi na Urovni jejich jednotlivych druhl. Toho je moZno vyuZit pro diagnostiku
hematologickych onemocnéni, typizaci leukémii nebo k uréeni typu imunodeficienci.

(Hotejsi, 2017), (Robinson, 2023), (McKinnon, 2018), (Sun, 2021), (Penka, 2011)

6.8.1 Princip

Bunécna suspenze je unasena a hydrodynamickou fokusaci usmérnéna. Bunky
jednotlivé jdouci za sebou se nasledné potkavaji s laserovym paprskem s predem
definovanou vinovou délkou. Pfi kontaktu dochazi k rozptylu paprsku o bunécny
povrch a zaroven k excitaci fluorochrom( protilatek navazanych na bunkach cilené
na specifické znaky. Emitujici zareni ve formé fluorescence je nasledné detekovano

a data vyhodnocena. (Robinson, 2023), (McKinnon, 2018), (Sun, 2021), (Penka, 2011)

Forward scatter (FS) neboli rozptyl paprsku laseru v pfimém sméru (velikost dhlu 0-18°
dle typu cytometru) urcuje velikost bunky (¢astice). DalSim parametrem je side scatter
(SS) aneb bocéni rozptyl (velikost Uhlu 90°) vypovidajici o komplexité utvaru a posledni
fluorescence. VSechny mérené parametry jsou zachyceny na detektorech, které jsou

v prltokovém cytometru pritomny ve formé fotonasobica. Ty nasledné prevadéji
svételnou energii na elektricky signal, ktery je nasledné zaznamenan a namérena data

uchovana a vyhodnocena. (McKinnon, 2018), (Sun, 2021), (Penka, 2011)

Pratokova cytometrie umoziiuje méfit obrovské mnozstvi analyzovanych ¢astic

se soucasnym pouzitim velkého mnozstvi fluorochrom( konjugovanych s protilatkami
oproti fluorescencéni mikroskopii. Pro imunofenotypové analyzy v soucasné dobé
pratokovd cytometrie nabizi pouZiti vice laseru k excitaci riznorodych fluorochrom(

a praci s vétsSim mnozstvim dat z emitovanych fluorescenci. Tento princip vyuziva
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mnohobarevna (multicolor) priitokova cytometrie, pfipadné polychromaticka.

(McKinnon, 2018), (Cossarizza, 2019), (Sun, 2021), (Penka, 2011)

6.8.2 Hodnoceni

Namérené parametry (FS, SS, fluorescence) jsou zaznamenany do tzv. listmode

s nejbéznéjsSim zobrazenim ve formé jednoparemetrového histogamu nebo dotplotu,
ktery je dvouparametrovy. Pfi analyze dat je moZné vymezit populaci bunék
ohranicenim a ndsledné ji podrobit komplexnéjsi analyze, k tomu se pouziva tzv. gate —
gejt (napf. ze vSech leukocytl analyzy je moZné vymezit pouze lymfocyty —
lymfocytarni gejt). Relativni (%) pfipadné absolutni (bb/ul) pocty bunék, pozitivnich
nebo negativnich dle nesouciho znaku jsou nejéastéjsSimi vystupy z cytometrického
méreni. Hodnotitel by mél byt velmi zkuseny, protoze vyhodnoceni téchto vysledka je

pomérné subjektivni. (Cossarizza, 2019), (Penka, 2011)

Vysledky cytometrického méreni je mozné zhodnotit z nasledujicich nejobvyklejSich
grafQ. Prikladem je stanoveni lymfocytl v krevnim vzorku obarvenych fluoresceinem.
Tato fluorescencni znacend protilatka je namirena proti molekule CD4. (a) Jednoduchy
histogram vykresluje podle hodnoty fluorescencni intenzity pocetni zastoupeni bunék.
Osa X udava logaritmickou stupnici pro intenzitu fluorescence a osa Y malé rozmezi
fluorescencni intenzity pro pocet bunék. Vrchol 1 ur€uje pozitivni populaci CD4+

T lymfocytl a vrchol 2 je negativni populace ostatnich lymfocyt(. Negativni kontrola je
zde zndzornéna ¢arkovanou krivkou (stejny vzorek obarveny fluoreseinylovanou Ab
proti jinému znaku). Nenulova fluorescence odpovida nepatrnou autofluorescenci
bunék nebo protilatkami nespecificky navazanymi. (b) Osa Y urcuje SS — bocni rozptyl
proti ose X, ktera odpovida intenzité fluorescence. Parametr SS stanovuje vnitfni
strukturu bunék (granularitu). V grafu je mozné vidét tfi druhy leukocyt(.

Pod pismenem L — lymfocyty, M — monocyty a N — neutrofily. Body vyobrazené v grafu
odpovidaji jednotlivym bufkam. Pozitivni populaci jsou zde T lymfocyty nesouci znak
CD4, slabé pozitivni mizeme také vyhodnotit populaci monocytl a ostatni buriky jsou
vyhodnoceny jako CD4-. V grafu neni vyobrazena negativni kontrola. (c) Dvojité
fluorescenc¢ni znaceni. Populace lymfocytl byla obarvena smési dvou riiznych

fluorescenéné znacenych monoklonalnich protilatek proti odliSnym CD znak{m.
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Pod oznacenim FL se nachazi protilatka fluorescein namifena proti CD4 a PE znamena
fykoerytrin proti CD8. V logaritmické stupnici je zaznamendna fluorescenéni intenzita
fluoresceinu na ose X a na ose Y je stejné zaznamenana fluorescen¢ni intenzita

pro fykoerytrin. V grafu se nachazeji 3 hlavni populace, kde kazdym bodem je
znazornéna burka. 1. populace jsou CD4+ CD8- T lymfocyty, 2. populace CD4- CD8+

T lymfocyty, 3. populace odpovidd CD4- CD8- B lymfocytim a 4. populace CD4- a slabé
pozitivnich CD8 NK buriky. Dvojitym fluorescencnim znacenim je mozné kvantitativné
stanovit napfiklad expresi dvou odlisnych molekul, kterou mohou mit rizné

subpopulace spole¢nou. (Hotejsi, 2017), (Cossarizza, 2019)

Obrdzek 1 grafické zobrazeni namérenych hodnot priitokovou cytometrii

(b)

1023

Zdroj: Hotejsi, 2017 (upraveno)

6.8.3 Uplatnéni vimunologii

Imunologie vyuziva prlitokovou cytometrii nejcastéji ke zjisténi poctu jednotlivych
lymfocytdrnich subpopulaci. To se vyuziva u podezieni na zavazné poruchy imunity
jako je napfriklad tézky kombinovany imunodeficit (SCID). Dal$im vyuZitim je kontrola
HIV pozitivnich pacient(, vysetreni B lymfocytl u déti s prokdzanou
hypogamaglobulinémii, sledovani jedincu s intenzivni imunosupresi nebo stanoveni
integrint u deficitu adherence leukocytl. Monitorace rekonstituce funkce imunity

u pacientl po alogenni transplanataci krvetvornych bunék je také dalsi indikaci

ke stanoveni. (Bartinkova, 2011), (Madkaikar, 2019), (Santos-Argumedo, 2023)

Ackoliv pro zjisténi HLA haplotypu k transplantacim se dnes pouZivaji jako standard
molekularné genetické metody, prlitokovou cytometrii je mozné pouzit tehdy,
kdy potiebujeme zjistit, zdali je pacient pozitivni nebo negativni na urcity haplotyp.
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Prikladem muZe byt stanoveni HLA B27 pfi podezieni na Bechtérevovu chorobu
(pFipadné jiné reaktivni artritidy, uveitidy a nespecifické zanéty stfev) za pomoci
specifickych protilatek proti tomuto haplotypu. Dalsi indikaci mGze byt stanoveni

HLA DR4, které se vaze s revmatoidni artritidou. (Bartlrikovd, 2011), (Levering, 2005)

Stanoveni koncentrace vapenatych iont( (Ca®*) uvnitf bunék umoZiuji nové
fluorescencni sondy s naslednym méfrenim na pritokovém cytometru. Vyuziti této
detekce je moZné poutzit pfi in vitro bunécné aktivaci. Indikatory iontl kalcia jsou

FuraRed, Fluo-4 a Indo-1. (Wendt, 2015), (Barttrnkova, 2011)

Po stimulaci kostni difené a vypuzeni hematopoetickych kmenovych bunék do periferni
krve je nutné zvolit jejich optimalni zastoupeni a ¢as, kdy je mozné stanovit jejich
odbér pro ndslednou transplantaci. Progenitorové kmenové buriky nesou znak CD34,
které ma molekulovou hmotnost 115 kDa a je mozné ho prokazat u 1-4 % bunéénych
element( v kostni dfeni. Za fyziologickych podminek se nachazi v periferii pouze

u 0,01 % bunék, pokud je vSak kostni dfen stimulovdna, kmenové buriky jsou

do periferie vyplavovany a je mozny jejich sbér leukaferézou. Stanoveni po¢tu CD34+
bunék je mozna za pomoci priitokové cytometrie pred i po autologni transplantaci

kmenovych bunék. (Bartlinkova, 2011), (Pecka, 2010), (Drénou, 1996)

6.8.3.1 Funkcni testy granulocyti

Cytometricky funkéni test oxidaéniho vzplanuti neboli burstest se nejéastéji pouziva
tehdy, kdy je tfeba vyloudit pfitomnost vzacného imunodeficitu chronické
granulomatdzni choroby (CGD). Pfi tomto onemocnéni je absence enzymu, ktery je
nutny pri tvorbé kyslikovych radikalG. Ty patfi mezi hlavni nespecifické mechanismy
obrany proti bakteriim, které tvofi fadu reakci, které za pritomnosti NADPH oxidazy
vytvareji superoxidové ionty, z nichZ vznika peroxid vodiku a dal3i reaktivni radikaly.
Alternativni necytometrické metody Ize k detekci této choroby také pouzit,

ale nasazeni pratokové cytometrie ma vyhodu ve stanoveni oxida¢niho vzplanuti
na urovni jednotlivych bunék a mize odhalit i heterozygoty, ktefi jsou nosici
poskozeného genu. Test spociva ve stimulaci bunék za pomoci phorbol-myristoyl
acetatem (PMA) a nasledném detekovani oxidovaného indikatoru, napftiklad

dihydrorhodaminu 123. (BartGrikovd, 2011), (Pecka, 2010), (Chen, 2012), (Yu, 2021)
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Funkéni testy, které sleduji schopnost fagocytdzy na bunécné urovni je mozné stanovit
metodou pratokové cytometrie v rlznych variantach. Mezi tyto testy patfi test
ingesce, mikrobicidie, a kombinované testy fagocytdzy. Test ingesce vyuziva
mikrosférické hydrofilni partikule (MSHP), pfipadné jsou nahrazeny mikroorganismy
(napf. C. albicans). V pribéhu testu jsou sledovany pfedem oznacdené Castice,

které jsou nasledné burikami fagocyt(i pohlceny. Kombinované testy fagocytdzy spojuji

metody ingesce a oxidacniho vzplanuti. (Bartinkova, 2011), (De Neergaard, 2023)

Aktivaci krevnich bazofilli je mozZné stanovit pratokovou cytometrii za pomoci exprese
povrchovych CD molekul. Ackoliv vSechny bazofily vystavuji na svém povrchu
vysokoafinitni receptor FceRl, tak exprese znaku CD63 je specificka pro jejich
degranulaci, ktera nastava pfi alergické reakci. Principem tohoto testu je kultivace
bunék s alergenem a nasledné stanoveni miry exprese znaku CD63.

(Bartunkova, 2011), (Santos, 2021), (Ebo, 2008)

6.8.3.2 Funkcni testy lymfocyti

Stanoveni intracelularnich cytokinl je cytometrickou metodou, kterou lze pouzit

k rozdéleni T lymfocytarni populace na tfidy Th1 a Th2 podle koncentrace IFN-y a IL-4.
V tomto pfipadé se jednd o zlaty standard pro rozlisSeni téchto subpopulaci. U tohoto
stanoveni se pouziva porovnani exprese u nestimulovanych a PMA a ionoforem
stimulovanych T lymfocytu. Lze pouzit ke stimulaci i specifické antigeny nebo alergeny
a pro udrzZeni cytokinG uvnitf bunék se pouziva inkubace s roztokem monesinu

nebo brefeldinu A. Pokud jsou lymfocyty nestimulované, jejich produkce je velmi nizka
nebo pod hranici detekce. Metodu je moZzné kombinovat i se stanovenim povrchovych
markerd. Na podobném principu je mozné stanovit i dalsi cytokiny.

(Bartlinkova, 2011), (Pecka, 2010), (Mousset, 2019), (Aoki, 2000)

Test blastické transformace je mozné stanovit za pomoci radioaktivity, ale s pouzitim
pratokové cytometrie ma svoji alternativu. Detekce bunék vyuziva DNA indikator
propidium iodid, jehoz intenzita fluorescence je Umérna mnozstvi DNA v burice.
Pfed stanovenim se sledované bunky aktivuji mitogenem a nasledné se stanovuje
pomoci propidium iodidu podil bunécnych elementq, které se nachazi ve fazi

bunécéného cyklu S a G2/M. Je mozné vyuzit membranové barvy, které jsou zfedéné
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podle poctu déleni bunék od doby znaceni. (Bartlrikovd, 2011), (Pecka, 2010),
(Pozarowski, 2004), (Bertuzzi, 1990)

Po inkubaci bunék lymfocytl s mitogenem, pfipadné antigenem, je mozné sledovat
jejich naslednou aktivaci za pomoci exprese povrchovych aktiva¢nich znak.

Mezi mitogeny schopné aktivace lymfocytl patfi fytohemaglutinin (PHA)

nebo Concavalin A (ConA). Tento test je mozné provadét u T i B lymfocyt(l a je moZzné
sledovat aktivaci v rdiznych €asovych intervalech. Casnou aktivaci reprezentuje
spoleény znak CD69, ktery buriky exprimuji po 24 hodinach od stimulace mitogenem.
Po 48 hodindach se stanovuje pozdni aktivace, pfi které T lymfocyty exprimuji
povrchovy marker CD25 a B lymfocyty CD23. Vyhodnocenim testu je procentualni
zastoupeni aktivovanych bunék. (Pecka, 2010), (Kurnick, 1976), (Niks, 1990)

6.8.4 Uplatnéni v hematologii

K hematologickému vysetfeni pomoci pritokové cytometrie se nejc¢astéji pouziva
periferni krev nebo kostni dien. Je mozné pouzit i jiné druhy biologického materidlu,
jako naptiklad mozkomisni mok, vypotek nebo bronchoalveolarni lavaz. Analyza
lymfatickych ¢i tumordznich tkani je téZ mozin3, ale je potreba je dlikladné prevést

do bunécéné suspenze. (Penka, 2011), (Pecka, 2010), (Doubek, 2022)

6.8.5 Neonkologicka indikace

6.8.5.1 Analyza erytrocyti a trombocyti

Analyza erytrocyt(l za pomoci pritokové cytometrie mlze byt kliCova pro prokazani
paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie (PNH) jakmile je stanovena absence znaku CD55
a CD59 ¢i jejich snizena exprese. Erytrocyty s timto defektem jsou lyzovany
komplementem. Stanoveni pritokovou cytometrii miry vazby eozin-5-maleimidové
kyseliny (EMA) na bunky ¢ervené rady napomaha k diagnostice hereditarni
sférocytozy. Za pomoci pritokové cytometrie Ize také analyzovat chimérismus
erytrocytl po transplantaci krvetvornych bunék. (Penka, 2011), (Masopust, 2016),
(Borowitz, 2010)
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Pro prokazani chorob vychazejicich z tromocytarni fady je mozné sledovat expresi
povrchovych znak( na jejich bunééném povrchu. Komplex CD41/CD61 znamy také jako
glykoproteinovy komplex GPllb/llla ma sniZzenou expresi u Glanzmannovy
trombastemie. Deficit CD42b/ CD42a/CD42d aneb GPIb/IX/V je pfitomen

pfi Bernardova-Solierova syndromu. Mnoho dalSich chorob trombocytd je mozné takto
jednoduse stanovit cytometricky. Sledovani znaku CD62P je také diagnosticky prikazné
zejména pro jeho ndrast pfi aktivaci trombocytd, stejné tak jako analyza protilatek,
které jsou namifeny proti nim. Toho vyuziva imonohematologie pro jejich prokazani

u potransfuznich reakcich nebo u imunitni trombocytopenické purpury (ITP).

(Penka, 2009), (Ignatova, 2019), (Nurden, 2006), (Beltrame, 2009), (Goubran, 2018)

6.8.5.2 Analyza leukocytii

Zakladnim stanovenim zejména pro transplantacni medicinu je pfedevsim detekce
kmenovych hematopoetickych bunék CD34+. Ddle se provadi cytometrické prokazani
jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci, které umoznuje tyto burky presné urcit

dle jejich povrchovych znak (T, B a NK). Nasledné je mozné detekovat napfriklad
mnozstvi CD4+ pomocnych T lymfocytd, které mohou napomoci u HIV pozitivnich
pacientd ke studiu progrese nemoci. Pokud bychom se vratili K PNH je mozné také

detekovat u leukocytl expresi proaerolyzinu FLAER. (Doubek, 2022), (Penka, 2011)

6.8.6 Hematoonkologicka indikace

V pripadé hematologickych malignit nabizi zakladni morfologické vySetfeni méné
informaci, a tak se vyhledavaji prinosnéjsi metody. Uplatnéni pritokové cytometrie

v problematice hematonkologie je velice zasadni predevsim diky detekci povrchovych
Ci intraceluldrnich bunécnych antigen(. Rozpoznani patologickych bunék na zakladé
exprese povrchovych znak(l z dlivodu odlisného fenotypového profilu bunék je klicové
ke klasifikace choroby do liniové prislusnosti. Je tak mozné rozlisit tyto patologické
stavy na myelodni (vétSina), lymfoidni, monocytarni a mnoho dalsich. Pfipadné je
mozné u leukemickych pacientl analyzovat smiSeny fenotyp a v neposledni fadé je

nutné prokazat aberantné exprimované markery. (Shahrabi, 2020), (Penka, 2011)
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Indikaci pro imunofenotypizaci existuje mnoho a jeji vyzadani mlze byt po prokazani
cytopenie v rlznych stupnich, pfi vysokych hodnotdch leukocytl a subpopulaci
lymfocytd, monocytl a eosinofil(l, pfi priikazu blastl nebo atypickych bunék

z periferie, kostni diené ¢i jinych télnich tekutin, u vysokych hodnot plazmocytd,

u monoklonalni gamapatie, pripadné u prikazu tkanové masy. U neutrofilie se zralymi
segmenty a ty¢emi, bazofilie, polyklondlni hypergamaglobulinemie, polycytemie

nebo trombdzy, tak indikace neni nutna. (Porwit, 2023), (Faber, 2015), (Penka, 2011)

Stav pacientl je mozné sledovat za pomoci exprese rliznych povrchovych znakd, jejich
detekce tak md prokazany vztah na predikci nemoci u vybranych diagnéz. V jiném
pripadé je takto provazan urdity fenotyp bunék s genetickymi abnormalitami. V tomto
pfipadé je cytometrické stanoveni jen orientacni. Indikaci Ié¢by vyuZivajici
monoklondlni protilatky je téZ mozné stanovit diky prokdzani exprese nékterych

povrchovych znaku. (Penka, 2011), (Porwit, 2023)

Sledovani pacientl v remisnim obdobi je mozné za pomoci pratokové cytometrie
zejména diky senzitivité této metody, ktera dokaze prokazat i nizké hodnoty
patologickych bunék po dokonceni 1é¢by. Jedna se o sledovani tzv. minimalni zbytkové
nemoci z angli¢tiny minimal residual disiese (MRD). Pokud bychom srovnavali
pratokovou cytometrii a molekularné biologické metody, dosli bychom k zavéru,

Ze ackoliv ma nizsi citlivost, tak ma vyhodou v nizsich financnich nakladech

a v aplikovatelnosti na vyssi pocet pacientskych vysetreni. Je tak mozZné monitorovat
IéCbu a jeji odpovéd, brzy zachytit relaps onemocnéni, ¢i jeho progresi.

(Galtseva, 2018), (Penka, 2011)

6.9 Onkologicka hematologie

Hematologické malignity jsou definovany jako klonalni choroby

zpUsobené hemopoetickymi burikami, které mohou byt zcela nezralé a odchylka je
zpUsobena v pluripotentnich nebo totipotentnich kmenovych burikach

anebo na urcitém vyvojovém stupni bunék. Pokud je pritomna zména v genetické
vyvoji. Takto zménéna burka predava danou odchylku svym dcefinym bunkam

a kaskadovité tak vznikad nadorova populace bunécnych elementd, ktera na zakladé
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svych vlastnosti postupné prevlada nad normalni krvetvorbou. V dnesni dobé je jiz
mozné v fadé pripadll za pomoci molekularni genetiky odhalit pFic¢inu klondlniho

vyvoje u hematologickych malignit. (Penka, 2011), (Doubek, 2022)

Nadory krvetvorné tkané vychazeji z bunék a jsou tvoreny elementy krvetvorby —
erytropoezy, leukopoezy a trombopoezy. Jedna se tak o nadory kostni dfené

a lymfatickych uzlin a patfi mezi hemoblastdzy a hemoblastomy. Existuji také
myelodysplastické a preleukemické stavy, které se nefadi mezi malignity, ale mohou

v né postupné prechdazet. (Macdk, 2012), (Penka 2011)

6.9.1 Rozdéleni

Hlavni rozdéleni hematologickych nadorovych onemocnéni je déleni na choroby
myeloidni a lymfoidni. Pluripotentni kmenova burika, smérovana k myeloidnim
elementlm, kterad za normalniho stavu tvofi erytrocyty, trombocyty, monocyty

a granulocyty je plvodcem myeloidnich klonalnich nemoci. Ty mohou byt také
zpUsobeny totipotentni kmenovou burkou, kterd mlze za normalnich podminek tvofit
i lymfoidni buriky, ale po vypuknuti choroby nikoliv. Z vyzrélejsich lymfatickych bunék,
pfipadné z jejich progenitorl vychazi lymfoidni nddory. Rozdéleni hemopoetickych
nadoru je mozné urcit dle pribéhu nemoci na stavy akutni a chronické. Choroby
mohou probihat velmi rychle, akutné, kdy po nékolika tydnech az mésicich mlze
nelééeny jedinec zemfit nebo naopak pomalu, chronicky v horizontu let az desetileti.
Toto déleni také napovida, zdali jsou nadorové buriky schopny ¢i neschopny vyzravat
podle fyziologického schématu hemopoezy. Hematologické nadory je mozné rozdélit
napriklad do téchto skupin. Pfesnéji na akutni myeloidni leukémie (AML),
myeloproliferativni onemocnéni, myelodysplasticky syndrom (MDS), akutni
lymfoblastické leukemie (ALL) a lymfomy a jiné lymfoproliferativni onemocnéni

a mnoho dalsich. (Penka, 2011), (Macak, 2012), (Vydra, 2015), (Doubek, 2022)

Hemoblastdzy neboli leukémie jsou systémové choroby a postihuji celou hemopoezu,
predevsim kostni drfen, ale také jatra, slezinu a lymfatické uzliny. Nadorové elementy
jsou zjistitelné v periferni krvi, netvofi solidni Utvary (hemoblastomy), ale prostupuji
také do tkani. Leukémie se rozdéluji na akutni a chronické dle pribéhu nemoci.

PFi akutni leukémii jsou nadorové burky reprezentovany nezralymi elementy
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neboli blasty, naopak u chronické leukémie se jedna o bunécné mnozeni Citajici Sirsi
zastoupeni elementd a jedna se o bunky zralé. Z pohledu histogeneze je moiné
leukémie rozliSit na myeloidni, myelogenni, lymfocytové, lymfoblastické a mnoho

dalSich. (Macak, 2012), (Penka, 2011), (Vydra, 2015)

6.9.2 Akutni leukémie

Akutni leukémie patfi mezi maligni hematologickd onemocnéni a jedna se

o heterogenni skupinu chorob, které je mozné délit do urcitych podskupin na zakladé
laboratornich a klinickych nalezd, rozdilné progndzy a odpovédi na [écbu. Na zakladé
téchto poznatkl byla hematology v roce 1976 ustanovena klasifikace akutnich leukemii
s nazvem odpovidajicim narodnosti tvlrc French-American-British ve zkratce FAB.

Ke stanoveni klasifikace slouzily natéry periferni krve a kostni diené, které byly
obarveny standardnim hematologickym barvenim podle Giemsy-Romanovského

a také dalsimi cytochemickymi barvivy. FAB klasifikace se velice rozsifila a postupné
se revidovala. Nové diagnostické metody — pritokova cytometrie, cytogenetika

a molekularni biologie napomohly rozsiteni védéni o akutnich leukemiich i mnoho
dalSich nadorovych chorob. V roce 2001 byla oficidlné vyddna Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO) klasifikace vSech nddorovych onemocnéni v hematologii a v roce

2022 byla vydana nejnovéjsi revize. (Penka, 2011), (Haferlach, 2014), (Mrkvova, 2024)

Podezreni na vyskyt nékteré formy akutni leukémie se odviji od patologického nalezu
v krevnim obraze. Charakteristickym markerem muze byt leukocytdza (pripadné
leukopenie) nebo anemie a nizké hodnoty trombocytl. Diferencidlni rozpocet
leukocytd muze pomoci s identifikaci patologickych bunék, vyplavujicich se do periferni
krve. U ALL jsou pfitomny lymfoblasty (a neutropenie), u AML myeloblasty. Definitivni
diagndzu Ize potvrdit za pomoci aspiratu kostni dfené fadou metod. Mezi né se rfadi
morfologicka, imunofenotypizacni, cytogeneticka a molekularné geneticka stanoveni,
které provadi hematoonkologicka centra. Pokud je aspirat kostni dfené nevyhovujici
kvlli nizké vytéZnosti (sucha punkce) nebo naredéni periferni krvi je mozné indikovat
trepanobiopsii. Pro potvrzeni diagnézy akutni leukémie je stanovena hodnota blastu
v kostni dfeni nebo v periferni krvi na 20 %. Ackoliv je tato hodnota zasadni

pro konfirmaci akutni leukémie, neni povinnosti toto kritérium vzdy splnit, pokud je
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prokazana prislusna geneticka abnormalita. Kompletnost vySetfeni dopliuji
cytogenetické a molekularné genetické metody standardné vyuzZivajici fluorescencni in
situ hybridizaci (FISH) a polymerazova retézova reakce s reverzni transkripci (RT-PCR).

(Salek, 2023), (Doubek, 2022)

6.9.2.1 AML

AML patfi mezi nadorové choroby krvetvorby s vyskytem myeloidnich blastu,

které klonalné expanduji v kostni dfeni, periferni krvi nebo v dalSich tkanich. Vyznacuji
se svoji morfologickou, genetickou i klinickou heterogenitou, ktera ovliviiuje prognézu
jedince. Plivod nadorovych bunék muze byt rozdilny a mohou vychazet z rliznych

myeloidnich Ffad nebo také ze vSech soucasné. (Penka, 2011), (Haferlach, 2014)

Pfi prokdzani alespon 20 % blastll v kostni dieni nebo periferii je mozné stanovit

dle ELN 2022 (European LeukemiaNet) diagnézu AML. Stanoveni alespon 10 % blastd
v kostni dfeni nebo periferni krvi se vyjimecné udava pro AML s rekurentnimi
genetickymi aberacemi. Dle WHO klasifikace 2022 je procentualni blastické kritérium
nebrano v potaz, jakmile je prokazana rekurentni genetické aberace. Jedinou
podminkou je vSak korelace morfologie a rekurentni genetické aberace, kterd rozviji
AML. Diagndza akutni promyelocytarni leukémie (APL) se opira o stanoveni
patologickych promyelocytli ve zhotoveném preparatu aspiratu kostni drené a jako
potvrzeni diagnézy slouzi molekuldrné geneticky prikaz vyskytu fuzniho genu
PML/RARalfa nebo cytogenetické stanoveni translokace t(15;17).

(Mrkvova, 2024), (Szotkowski, 2023), (Doubek, 2022)

Nelze uvést presnou pricinu vzniku AML, ale jsou prokdzany vlivy, které mohou
zvySovat pravdépodobnost vyskytu nemoci. Pfi Fanconiho anémii nebo Downové
syndromu je prokdzané zvysené riziko vzniku AML, jedna se o genetické vlivy. Naopak
mezi vlivy ziskané mizZeme zaradit kontakt s radiacnim zarenim, rizné chemikalie
(napf. toluen, benzen) pfipadné cytostatika. Patologické buriky potlacuji fyziologickou
krvetvorbu v kostni dreni, ziskavaji vyhodu pfi ristu a vyvoji a je mozné je detekovat

i v periferni krvi. (Penka, 2011), (Haferlach, 2014)

Rozdéleni AML bylo prvotné ustanoveno v sedmdesatych letech 20. stoleti v ramci FAB

klasifikace. Byly stanoveny podtypy AML MO az M7 na zakladé mikroskopického
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hodnoceni patologickych bunék. MO s minimalni myeloidni diferenciaci; M1
myeloblastickd bez vyzravani; M2 myeloblastickd s vyzravanim; M3 promyelocytarni;
M4 myelomonocytarni; M5 monocytdrni; M6 erytrocytarni leukémie; M7

megakaryocytarni. Toto rozdéleni AML se jiZ nepouziva. (Kolektiv autor(, 2013)

V revidovaném 5. vydani WHO klasifikace z roku 2022 a v ELN klasifikaci vydané v roce
2022 je AML klasifikovana do téchto kategorii: AML s rekurentnimi genetickymi
aberacemi; AML/MDS s mutaci TP53; AML s mutaci TP53; AML/MDS s mutacemi
asociovanymi s myelodysplazii; AML s mutacemi asociovanymi s myelodysplazii;
MDS/AML s cytogenetickymi abnormalitami asociovanymi s myelodysplazii; AML

s cytogenetickymi abnormalitami asociovanymi s myelodysplazii; MDS/AML jinak

nespecifikovano; AML jinak nespecifikovana. (Mrkvovd, 2024), (Doubek, 2022)

6.9.3 MDS

MDS je definovan jako skupina klondlnich chorob s charakteristickymi ptiznaky jako
cytopenie, dysplazie myeloidni fady (jedna nebo vice) a nefungujici krvetvorba.
Onemocnéni vychazi z hematopoetické kmenové buriky a je spojené také s abnormalni
proliferaci, diferenciaci a také apoptdzou, souvisejici se zvySenou incidenci ,driver
mutaci”. Vyskyt myelodysplastického syndromu v populaci se udava na 3-5/100 000

a se zvysujicim se vékem riziko vzniku stoupa. U tohoto onemocnéni je o poznané vyssi
riziko v pfechodu do AML. Mezinarodni prognosticky skorovaci systém (International
Prognostic scoring Systém — IPSS) stanovil doporuc¢ené meze pro cytopenii od hodnotu
hemoglobinu pod 100 g/I, neutrofilni granulocyty v absolutnim poétu pod 1,8 x 10%/I

a krevni desti¢ky pod 100 x 10%/I. Pokud je u¢inén morfologicky, pfipadné
cytogeneticky diagnosticky nalez, je mozné stanovit diagnézu MDS i kdyzZ jsou
naméreny hodnoty krevniho obrazu, které diagnostické kritérium nesplfuji. Vedle
dysplazie mohou byt pritomny zvysené pocty myeloblastl v periferni krvi a kostni
dreni. Pokud je stanoven pocet blastd vyssi nez 20 %, je zfejmé, Ze se jedna se o akutni

leukémii. (Cermak, 2023), (Penka, 2011)
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6.9.4 Myeloidni sarkomy

Myeloidni sarkomy patfi mezi extramedularni nadory, pfi kterych jsou myeloidni blasty
soucdsti tumordznich struktur. Jedna se o vzacné onemocnéni, nejéastéji spojené

s AML, i kdyz v nékterych vzacnych pripadech se mlze vyskytovat i u neleukemickych
pacientd. Mohou byt sarkomy myelomonocytarni, monocytarni, monoblastické

nebo vychazejici z neutrofilnich elementl podle schopnosti nebo neschopnosti
vyzravani myeloidnich blastu a jejich diferenciace. Tumory slozené z nezralé trilinedrni
hematopoézy jsou velice vzacné a mohou byt pfitomny i erytroidni prekurzory

a megakaryoblasty. Myeloidni sarkomy se mohou vyskytovat na jakémkoli misté v téle,
coz vede k velmi odliSnym klinickym projevim. Nejvice jsou poSkozené lymfatické
uzliny, dale kliZze, gastrointestinalni trakt, varlata a mékké tkané. Diagnostika je
narocnd a opird se o radiologii, histologii, imunofenotypizaci a molekularni analyzy.

(Almond, 2017), (Doubek, 2022)

6.10 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT — Hematopoetic Stem-cell
Transplatation) spociva ve fyziologickém obnoveni celé krvetvorby ptijemce za pomoci
znovu osidleni kostni dfené kmenovymi burikami. Dfive se také pouZival termin
transplantace kostni dfené, ten je jiz nahrazen novou terminologii, z ddvodu existence
modernéjsich technik ziskdvani kmenovych bunék z pupeénikové krve nebo z periferni
krve po stimulovani darce rlstovymi faktory. Z tohoto divodu se transplantace
kmenovych bunék rozdéluji na zakladni dva typy na autologni a alogenni.

(Jindra, 2023), (Hofej¥i, 2017)

6.10.1 Autologni HSCT

PFi autologni transplantaci probiha planovany odbér CD34+ kmenovych bunék pacienta
za Ucelem jeho vlastni Ié¢by. Ta probihd na principu zniéeni vlastni kostni dfené

a zastaveni krvetvorby a nasledné obnové z plvodnich kmenovych bunék. Tato lécba je
indikovdna u hematoonkologickych onemocnéni nebo jako posledni mozny Iéé¢ebny
postup u autoimunitnich poruch (roztrousena sklerdza, lupus erythematodes).

Z dtivodu vysokého rizika relapsu u leukemickych pacient(i po autologni transplantaci
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krvetvornych bunék se k terapii uprfednostriuje spiSe transplantace alogenni, kdy jsou
pacientovi poddny darcovské kmenové burky na zdkladé shody v HLA systému.

(BartGnikova 2021), (Horejsi, 2017)

6.10.2 Alogenni HSCT

Vybér vhodnych darctd pro alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(allo-HSCT) zahrnuje dikladné posouzeni dostupnosti a shody HLA dérce a pfijemce.
Nejcastéjsimi darci kmenovych bunék pro transplantaci jsou sourozenci prijemcl

nebo HLA kompatibilni dobrovolnici z registru darct kostni dfené. Ackoliv pfi vybéru
bunécéného Stépu darce je prvni volbou HLA identicky nebo témér identicky darce, neni
mozné zajistit HLA shodu u vSech pacient(l. ZvySena dostupnost allo-HSCT
prostrednictvim vyuziti HLA-neshodnych pfibuznych a nepfibuznych darci je dnes

mozna diky podrobnému porozuméni v HLA neshoddch. (Park, 2012), (Jindra, 2023)

Stép allo-HSCT z kostni dfené a krvetvornych bunék z periferni krve po stimulaci

se vyznamné |isi co do obsahu progenitorovych bunék a jejich podskupin, tak

i v poCtech zralych lymfocyt(l. Byla zjisténa zlepSend obnova imunity u pfijemct
alogennich stépl z periferie ve srovnani s prijemci alogennich stépl z kostni drené.
Prestoze se v bunécnych perifernich Stepech nachazi nizsi pocet lymfoidnich
progenitor( (zejména progenitorl B lymfocytl), jsou zde naopak ve velkém poctu
zastoupeny zralé lymfocyty. Také obnova imunitnich bunék probiha rychleji

po neupravenych alogennich Stépech nez pfi pouziti metody in vivo nebo ex vivo

odstranéni T lymfocyt(l. (Abrahamsen, 2005), (Van den Brink, 2015)

6.10.3 Priprava pred HSCT

Drive nez je pfijemci podan Stép hematopoetickych kmenovych bunék je nutné,

aby podstoupil pfipravu pred transplantaci, kterd pomuze ,uvolnit” prostor

pro pfihojeni bunék v kostni dfeni. V pfipadé podani alogenniho Stépu je také potfeba
utlumit imunitni systém prijemce, z dlivodu kladného pfijeti Stépu. Zni¢eni kmenovych
bunék pfijemce, které jiz nefunguji spravné je mozné docilit celotélovym ozarenim
anebo farmakologicky s kombinaci cytostatik, tento proces vysocedavkované

chemoterapie se nazyva myeloablace. Jakmile pacient podstoupi myeloablativni rezim
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(abl), je nezbytné, aby dodrzoval striktné sterilni prostfedi do vykondni transplantace
a pfihojeni stépu. Do obnoveni krvetvorby ma pacient nulovou hodnotu perifernich
leukocytl a je vystaven vysokému riziku infekce. (Jethava, 2017), (Jindra, 2023),

(Horejsi, 2017)

Snazic se rozsifit moznost pouziti transplantace krvetvornych bunék i na starsi pacienty
a ty s lékarskymi komorbiditami, byly vyvinuty rezimy s redukovanou intenzitou (RIC),
které nevykazuji toxické ucinky spojené s vysokymi davkami chemoradioterapie. RIC
protokoly jsou definovany jako rezimy, které nejsou uréeny k eradikaci hostitelské
hematopoézy, ale stdle maji umoznit Gplné zakorenéni darcovskych kmenovych bunék
a zaroven dosahnout Ucinku proti malignité. Tato strategie je spojena s minimalni
hematopoetickou a celkovou toxicitou. | kdyz vétSina RIC protokoll pouziva
cyklosporin A (CSA) a mycophenoladt mofetil (MMF) jako profylaxi proti reakci Stépu
proti hostiteli, nékteré z nich vyuzivaji také antitymocytarni globulin (ATG)

nebo Campath-1H pro in vivo depleci T lymfocytl. Jednou z teoretickych vyhod RIC
rezim( je moznost lepsi obnovy imunitniho systému po transplantaci diky mensimu
poskozeni thymu, coZ umoznuje regeneraci naivnich T lymfocytd. Pouziti RIC rezim(

u pacientl starsich 60 let mlze byt spjaté s vyssim vyskytem NRM — nerelapsovou

mortalitou. (Jiménez, 2007), (Vydra, 2021), (Vela-Ojeda, 2004)

6.10.4 HSCT jako lécba

Kmenové bunky se ndsledné pouzivaji pro Ié¢bu nékterych hemopoetickych dysfunkci,
kterou mohou byt plivodem vrozené i ziskané. Dalsi indikaci k transplantaci mohou byt
myeloidni nebo lymfoidni imunodeficience, a pfedevsim viechny vazné formy SCID,

u kterych je prokazan defekt krvetvorby na Urovni kmenovych bunék. Dale u nékterych
vrozenych poruch metabolismu (napf. tesaurismdzy) a rGzné typy leukémii.

(Horejsi, 2017), (Barttnkova 2021), (Hoang, 2022)

allo-HSCT z(stdva jedinou nejefektivnéjsi Ié¢ebnou moznosti pro pacienty

s myeloidnimi malignitami, jako jsou MDS a AML. Na uUspéchu alogenni HSCT

u pacientll s MDS se vyrazné podileji prognostické markery jako pocetni zastoupeni
blastt, skdrovaci systém IPSS-R a také cytogeneticky nalez. Bylo prokazano, Zze vysoké

hodnoty laktat dehydrogendzy (LDH) v krvi pfed transplantaci jsou vyrazné spjaty
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s relapsem nemoci a ovliviuji tak celkové preZiti jedince. (Bélohlavkova, 2021),

(Stastna Markova, 2021), (Yang, 2022)

Z analyzy dat Ceskych hematoonkologickych center vyplyva, Ze 50,9 % pacientim

s AML byla v jakémkoliv ¢asovém obdobi v pribéhu Ié¢by provedena alogenni HSCT.
Preziti téchto pacientl v 5 letech od transplantace se déle odviji od cytogenetického
rizika jedincl a s jeho zavaZnosti klesa (riziko nizké — 69 %, stfedni 47 % a vysoké 21 %).

V praméru se 5 let doZiva 44 % transplantovanych. (Semerad, 2021)

U pacientt trpicich myeloidnim sarkomem alogenni transplantace krvetvornych bunék
prokazala slibné vysledky, zejména u téch, ktefi dosahli kompletni remise pomoci

rezimd podobnych AML. (Almond, 2017)

Provedeni transplantace krvetvornych bunék je velice jednoduché a suspenzi
darcovskych bunék je mozné podat prijemci intravenézné. Z periferni krve

se hematopoetické buriky presouvaji do kostni dfené, kde nastava jejich usidleni.

O tzv. engraftmentu neboli pfihojeni hovorime tehdy, jakmile buriky splni svou funkci
v kostni dfeni a nastdva krvetvorba. Do 3 tydn(l po transplantaci by méla byt
detekovatelna tvorba zakladnich skupin krvetvorby — ¢ervené rfady, nasledné

granulocytl a krevnich desticek a nakonec lymfocytt. (Horejsi, 2017), (Ogonek, 2016)

6.10.5 Rekonstituce imunitniho systému po HSCT

Pfirozend imunita se obnovuje v prvnich mésicich po HSCT. Nejprve se tvofi monocyty,
nasledované granulocyty a NK burikami, naopak adaptivni imunita, kterd zahrnuje

T lymfocyty a B lymfocyty potfebuje 1-2 roky na plnou obnovu a u znac¢ného poctu
pacientd muzZe pretrvavat i déle. Obnova T lymfocytl po transplantaci mize probihat
dvéma mechanismy. Prvnim moznym zpUsobem je preZiti a periferni expanzi infuznich
donorovych (pamétovych) T lymfocytl. Druhy zplsob zahrnuje de novo generaci
donorovych T lymfocytl v thymu z hematopoetickych progenitor darce. Thymus je
primarnim mistem vyvoje T lymfocytd. Lymfoidni progenitory putuji z kostni dfené

do thymu a podstupuji komplexni procesy, véetné proliferace, diferenciace a pozitivni
a negativni selekce, coz vede k exportu funkénich CD4 a CD8 T lymfocytl. Thymopoéza
probiha jako vzdjemna komunikace mezi rozvijejicimi se thymocyty a dendritickymi

bunkami, makrofagy, fibroblasty, endotelovymi burikami, B lymfocyty a burikami
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thymického epitelu (TEC). V prvnich mésicich po HSCT je periferni expanze donorovych
T lymfocytd dominantnim mechanismem pro jejich obnovu (s vyjimkou ptijemc T-
bunécéné redukovaného alogenniho Stepu) a vede zejména ke klonalni expanzi CD8+

T lymfocytd. (van den Brink, 2015), (Yang, 2022), (Ogonek, 2016)

Nicméné relaps a reakce Stepu proti hostiteli stale ovliviiuji preziti pacient(
podstupujicich allo-HSCT, a je tfeba pouZzit vhodnéjsi terapeutické strategie ve vSech
fazich transplantace k prevenci téchto nepfiznivych udalosti. Jakmile kmenové buriky
darce nepfijme organismus pfijemce dochazi k odvrzeni stépu neboli rejekci

a obnovenad krvetvorba je ndsledné zastavena. Mezi nejvétsi imunologickou komplikaci
transplantaci krvetvornych bunék patfi pravé jiz zmifnovana reakce stépu proti hostiteli.

(van den Brink, 2015), (Yang, 2022), (Kuball, 2019)

6.10.6 Reakce stépu proti hostiteli

Darcovské T lymfocyty ptitomny ve $tépu hematopoetickych kmenovych bunék mohou
vyhodnotit tkdfiové antigeny prijemce jako cizi a spustit tak obranou reakci. Tento
nezadouci stav se nazyva reakce Stépu proti hostiteli neboli GvH (Graft versus Host).
Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék neni jedinou pfi¢inou
vyvolavajici GvH, ale muze také nastat pfi krevni transflzi imunodeficientnimu
pacientovi. Tato reakce byla pojmenovdna jako TA-GvH (Transfusion Associated Graft
versus Host) a stejné jako u GvH je zplsobena proliferujicimi lymfocyty dérce. Jako
prevence vzniku TA-GvH se pouziva ozareni krevni konzervy. Deleukotizace
transfuzniho pripravku neni dostate¢né uc¢innd a pacienta pred vznikem TA-GvH

neochrani. (Rehaéek, 2013), (Penka, 2012)

6.10.6.1 Akutni reakce stépu proti hostiteli

Jakmile nastava GvH u transplantovaného jedince v radu dn( aZ tydnu od zakroku
hovoFime o akutni GvH. Cetnost vyskytu akutni GvH po transplataci krvetvornych
bunék se pohybuje mezi 30 az 60 % a na jejim vzniku se podileji cytokinové interakce.
Postizeny jsou zejména jatra, klze a sliznice strev, dle miry zavaznosti se GvH déli

do ¢tyr kategorii. Prevenci vzniku této reakce je predevsim vybér co nejblize geneticky
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shodného dérce, nepfitomnost T lymfocytl ve Stépu a nasazeni efektivni

imunosuprese. (Hofejsi, 2017), (Rehacek, 2013), (Aladag, 2020)

6.10.6.2 Chronickd reakce Stépu proti hostiteli

Chronickd GvH u pacientl po transplantaci kmenovych bunék nevznika ¢asné

po transplantaci, ale v ¢asovém intervalu nékolika mésic(l a# let. Cetnost vyskytu
chronické GvH se odhaduje na 60 az 80 % v ¢asovém odstupu, ktery prekracuje vice
nez 100 dnli od alogenni transplantace. Pfi této pozdni reakci Th2 lymfocyty osidluji
organy a tkané jedince, které jsou zaroven fibrotizovany pod vlivem produkovanych
cytokinl. Charakteristicka je i produkce aloprotilatek. Klinicky je mozné zaménit
Chronickou GvH s autoimunitnimi chorobami jako je napf. vaskulitida, sklerodermie
nebo sicca syndrom. Dochazi k trvalému zanétu cév, kliZze, vnitinich organl nebo 7laz,
coz vede k fibrotizaci, poruchdm mikrocirkulace a postizeni funkce organt a tkani.

(Rehacek, 2013), (Strattan, 2021), (Hotejsi, 2017)

6.10.7 Reakce stépu proti leukemickym bunkam

T lymfocyty ddrce pritomné ve Stépu hematopoetickych kmenovych bunék nejsou
spojovany pouze s nezadouci reakci GvH, ale mohou byt i velice ndpomocné svoji
reaktivitou proti zbylym leukemickym burnkam prijemce, jehoz indikaci k transplantaci
je 1é¢ba nadorové choroby krvetvorby. GvL je spojeny se zvySenym rizikem GvH
zejména z divodu identického mechanismu téchto reakci. Vznik pozitivni GvL reakce
nebo negativni GvH zavisi na pfitomnosti darcovskych T lymfocytl ve Stépu, jejich
absence za pomoci CD34+ selekce v3ak zajistuje prevenci vzniku GvH, ale opozduje
imunitni rekonstituci a také zvy3uje riziko relapsu leukemického onemocnéni. Redeni

v moderni transplantologii je snaha o oddéleni téchto dvou reakci transplantaci stépu
bez T lymfocytl a nasledné podani malého mnozZstvi T lymfocytl aZ po prihojeni kostni
drené. T lymfocyty vychdzejici z obnovené krvetvorby se uci toleranci v thymu vici
tkanim prijemce a T lymfocyty darce plni svoji GvL funkci (provazenou i urcitym rizikem
reakce typu GvH). Dalsi alternativou je cilena deplece urcitych subpopulaci T lymfocytl
(CD8+, NAIVE CD45RA+, a dalSich) za ucelem snizeni aloreaktivity. Po probéhlé cilené

depleci pretrvavaji ve Stepu jiné bunécéné subtypy, mezi které patfi napriklad NK buriky,
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coZ napomaha snazsi imunitni rekonstituci. Pfi relapsu onemocnéni je mozné pouzit
infuze darcovskych lymfocytl (DLI) jako nespecifickou bunécnou imunoterapii. Ta
se pouziva ve zvysujicich se davkach, z ddvodu snahy predejit moznému riziku vzniku

GVH. (Lysak, 2021), (Chiad, 2023), (Horejsi, 2017)

Mezi nové terapeutické moznosti by mohlo byt vyuziti epigenetickych latek, jako jsou
hypomethylacni l[atky (HMA) s cilem sniZzit riziko relapsu prostfednictvim epigenetické
modulace, coz je zvlasté efektivni zejména u pacientli s AML s nevyhodnymi mutacemi
v epigenetickych regulatorech. Navic jsou epigenetické latky povazovany

i za profylaktické metody proti GvH bez zruseni efektu GvL. Proto miZe kombinace
epigenetické terapie a HSCT optimalizovat proces transplantace a predejit selhani

[éCby. (Yang, 2022)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Vyzkumné otazky
1. Jaky je prabéh rekonstituce lymfocytl v prvnim roce po allo-HSCT?
2. Existuje vliv véku na rekonstituci lymfocytl v prvnim roce po allo-HSCT?

3. Ma pfipravny rezim vliv na rekonstituci lymfocytl v prvnim roce po allo-HSCT?

7.2 Charakteristika sledovaného souboru

Vyzkum byl zpracovan z 65 vysledk(l pacientskych vzork( poskytnutych UKIA FN HK

z obdobi 2017-2021. Vybérovy soubor obsahoval pacienty s hematoonkologickou
diagnézou AML, MDS nebo myelosarkomu, kterym byla indikovana allo-HSCT

a Uspésné ji podstoupili. U pacientl byly naméreny hodnoty lymfocytarnich
subpopulaci pfed provedenim allo-HSCT v tzv. nultém mésici (OM) a po dobu jednoho
roku byla sledovana rekonstituce lymfocyt( v ¢asovych intervalech: ve tfetim mésici

(3M), v Sestém mésici (6M), v devatém mésici (9M) a v jednom roce (1R).

Soubor OM obsahoval 26 stanoveni pacientskych vzork( citajici 12 muzi a 14 Zen

ve vékovém rozmezi od 23 do 68 let. Hematoonkologické diagndzy v souboru
zahrnovaly 21 pacientd s AML, 4 s MDS a 1 pacienta s myelosarkomem. Hodnoty byly
naméreny v letech 2017-2020.

Soubor 3M obsahoval 8 stanoveni pacientskych vzork Citajici 3 muze a 5 Zen
ve vékovém rozmezi od 63 do 67 let. Hematoonkologické diagnézy v souboru
zahrnovaly 6 pacientl s AML a 1 pacienta a MDS a s myelosarkomem. Hodnoty byly

naméreny v letech 2018-2019.

Soubor 6M obsahoval 11 stanoveni pacientskych vzork( Citajici 6 muzi a 5 Zzen
ve vékovém rozmezi od 31 do 66 let. Hematoonkologické diagnézy v souboru
zahrnovaly 10 pacientd s AML a 1 pacienta s MDS. Hodnoty byly naméreny letech
2018-2020.
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Soubor 9M obsahoval 6 stanoveni pacientskych vzorku citajici 2 muze a 4 Zzeny

ve vékovém rozmezi od 24 do 69 let. Hematoonkologické diagndzy v souboru
zahrnovaly 5 pacientl s AML a 1 pacienta s MDS. Hodnoty byly naméreny v letech
2019-2021.

Soubor 1R obsahoval 14 stanoveni pacientskych vzorka Citajici 8 muzi a 6 Zen

ve vékovém rozmezi od 32 do 69 let. Hematoonkologické diagndzy v souboru
zahrnovaly 10 pacientld s AML, 3 s MDS a 1 pacienta s myelosarkomem. Hodnoty byly
naméreny v letech 2019-2021.

Za pomoci prutokové cytometrie byla sledovdna u pacientl rekonstituce téchto
bunécénych populaci: leukocyty (WBC), lymfocyty, T lymfocyty, B lymfocyty, NK buriky,
CD4+ T lymfocyty, CD8+ T lymfocyty, NAIVE CD4+ T lymfocyty, CM CD4+ T lymfocyty,
EM CD4+ T lymfocyty, TEMRA CD4+ T lymfocyty, RTE CD4+ T lymfocyty, NAIVE CD8+
T lymfocyty, CM CD8+ T lymfocyty, EM CD8+ T lymfocyty, TEMRA CD8+ T lymfocyty,
RTE CD8+ T lymfocyty, Treg, CD39+ Treg, NAIVE B lymfocyty, NSMe B lymfocyty,

DN B lymfocyty, SwMe B lymfocyty.

7.3 Metodicka cast

Odebrané vzorky pacient(l byly zpracovany a nasledné stanoveny na pratokovém
cytometru Beckman Coulter Navios (Beckman Coulter, Miami, FL, USA) v laboratofi
UKIA FN HK. Pro vyhodnoceni a interpretaci naméFenych dat byl pouZit software
Beckman Coulter Kaluza, ve kterém probéhlo gejtovani sledovanych subpopulaci

a vysledky byly zaslany na zadajici oddéleni. Pro ucely diplomové prace byla
zpracovana statistickd analyza v pocitacovém programu GraphPad Prism 10

(GraphPad software, San Diego, CA, USA).

7.3.1 Odbér a zpracovani vzorku

Veskeré vysledky pacientskych vzork( byly odebrany na nemocni¢nim oddéleni
7adajicim vysetteni a nasledné odeslany ke zpracovéni na UKIA FN HK. Biologickym
materidlem vhodnym k cytometrickému stanoveni byla nesrazliva periferni krev

s protisrazlivym Cinidlem lithium-heparin. Pfiprava vzorku ke stanoveni probéhla

dle standardniho operaéniho postupu
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7.3.1.1 Pracovni postup

Pfed zacatkem pracovniho postupu je nutné zvazit promyti biologického materidlu
ke zvyseni kvality stanovovanych bunék a k eliminaci nespecifickych vazeb protilatek
odstranénim nazadoucich protein( a necistot. Prvnim krokem je napipetovani
pfislusné kombinace monoklondlnich protilatek k cytometrickému stanoveni podle
sledovanych povrchovych markerd na cilové populaci. Nasleduje pfipipetovani 40 ul
biologického materialu (plnd krev s antikoagulacnim Cinidlem). Smés je potreba
homogenizovat protifepanim a inkubovat 15 min (delsi inkubace nenarusuje vazbu
protilatek na cilové antigeny). Inkubace by méla probihat pti pokojové teploté

a ve tmé. Nasleduje pridani 250 ul lyza¢niho roztoku a homogenizace protiepanim.
Lyzace erytrocytl probihd po dobu 10 min a je nutné tento ¢asovy interval dodrzet
(lyzace delsi nez 10 min ovliviiuje kvalitu vzorku). Po probéhlé lyzaci je pfidan
promyvaci roztok a nasleduje centrifugace 7 min pfti 300 g. Slitim je odstranén
supernatant a zbylé buriky jsou resuspendovany ve fyziologickém roztoku. Smés je

pfipravena k méreni na pritokovém cytometru.

Pracovni postup byl poskytnut UKIA FN HK.

7.3.2 Stanoveni na prtitokovém cytometru

Jakmile je biologicky material zpracovan a oznacen pfisluSnymi monoklonalnimi
protildtkami namifenymi proti vybranym CD znaklm, pfichazi na fadu méreni

na pritokovém cytometru. UKIA FN HK vyuZiva nékolik pratokovych cytometrd,

ale pro problematiku hematoonkologickych malignit a sledovani rekonstituci lymfocytt

po allo-HSCT se uziva pritokovy cytometr Beckman Coulter Navios.

7.3.3 Pouzité monoklonalni protilatky ke stanoveni

anti-CD3 APC_A750; anti-CD4 PB; anti-CD4 PC5.5; anti-CD8 APC; anti-CD19 PC7; anti-
CD25 PE; anti-CD31 PB; anti-CD39 PC5.5; anti-CD45 KO; anti-CD45RA FITC; anti-CD127
PC7; anti-CCR7 PE (Beckman Coulter, Miami, FL, USA)

anti-CD27 FITC; anti-IgD PE (Dako Denmark A/S, Glostrup, Dansko)
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7.3.4 Gejtovaci strategie

Po cytometrickém stanoveni pacientskych vzork( byla namérena data prenesena

z pritokového cytometru do pocitace, ve kterém je pfitomen software slouzici k jejich
interpretaci. Tento program se nazyva Kaluza, byl vyvinut spole¢nosti Beckman
Coulter, a kromé ¢teni dat z pritokového cytometru, nabizi i jejich Upravu

a vyhodnoceni. Ackoliv pritokovy cytometr umoznuje tvorbu gejtl pti stanoveni,
Kaluza disponuje Sirokym vybérem v moznostech gejtovani, které poskytuji komplexni

analyzu namérenych dat.

Pro ucely diplomové prace byla zvolena tato gejtovaci strategie:

7.3.4.1 T lymfocyty

Prvnim krokem gejtovaci strategie T lymfocyt(l byla Uprava signdlu z pratokového
cytometru a gejt jednotlivych bunék (single cells), ktery zajistuje naslednou analyzu bez
okolniho Sumu. Gejt jednotlivych bunék v dot plotu pti pouziti SS na ose X a FS na ose Y
rozdélil buriky na dvé bunécné linie a spole¢né byly pojmenovany jako celek —
leukocyty. V dot plotu z leukocytll za pouziti monoklonalni protilatky proti CD45 — KO
byly tyto dvé bunécné linie uréeny jako granulocyty a pro analyzu dalezité lymfocyty.

V nasledujicim dot plotu byly lymfocyty za pomoci CD3 — APC_A750 a CD19 — PC7
rozdéleny na 3 bunécné linie — T lymfocyty (CD3+, CD19-), B lymfocyty (CD3-, CD19+)

a NK buriky (CD3-, CD19-). Procentudlni zastoupeni téchto bunécénych linii bylo
prepocitano na grandparent gate (GP gejt) leukocytl. Nasledujici dot ploty stédle
vyuZivaly gejt z lymfocytl a s pouZitim CD4 — PC5.5 nebo CD8 — APC byly stanoveny
CD4+ T lymfocyty a CD8+ T lymfocyty, jejichz procentualni zastoupeni bylo téz vztazeno
na leukocyty. Konkrétni subsety CD4+ a CD8+ T lymfocytu byly stanoveny v dot plotech
za pomoci protilatek proti CD45RA — FITC a CCR7 — PE. Vzhledem k jejich bunécné
pfislusnosti byly rozdéleny na CD4+ nebo CD8+ NAIVE (CD45RA+, CCR7+),

CM (CD45RA-, CCR7+), EM (CD45RA-, CCR7-) a TEMRA T lymfocyty (CD45RA+, CCR7-).
Z NAIVE CD4+ a CD8+ T lymfocytl byly vytvoreny gejty pro urceni RTE CD31+

T lymfocyty. Tyto gejty byly vytvoreny za pomoci CD31 — PB a CD3 — APC_A750,

jejichZ procentualni zastoupeni bylo stanoveno z GP gejtu CD4+ nebo CD8+

T lymfocytd.
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Obrdzek 2 gejtovaci strategie T lymfocyti a jejich subpopulaci I. édst

SSINT

FS INT

[Ungated] TIME / SS INT

time AR A,

L3

[single cells] S5 IMT / FS INT

|

_ leukocyty: 99,99%

SSINT

FS PEAK

SSINT

50

[time] FS INT / FS PEAK

single cells: 90,96%

FS INT

[leukocyty] CD45 - KO / SS INT

:g ranulocyty: 6 ,54%:'

a
&

lymfocyty: 32,36%

CD45 - KO




Obrdzek 3 gejtovaci strategie T lymfocytu a jejich subpopulaci Il. cdst
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Obrdzek 4 gejtovaci strategie T lymfocytu a jejich subpopulaci lll. ¢dst
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7.3.4.2 regulacni T lymfocyty

Prvni kroky gejtovaci strategie u Treg jsou obdobné jako u T lymfocyt( a zahrnuji
Upravu signalu z pritokového cytometru, gejt jednotlivych bunék, gejt leukocytt a gejt
lymfocytl. V dot plotu vychazejiciho z lymfocytl byly stanoveny CD4+ T lymfocyty

za pomoci CD3 — APC_A750 a CD4 — PB a jejich gejt byl pouZit v nasledujicim dot plotu.
S vyuzitim CD127 — PC7 a CD25 — PE bylo mozné stanovit bunécnou populaci Treg
(CD25+, CD127-). Z vytvoreného gejtu Treg bylo za pomoci CD39 — PC5.5 a CD3 —

APC_A750 urceno procentualni zastoupeni Treg CD39+.

Obradzek 5 gejtovaci strategie regulacnich T lymfocyti I. cdst
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Obrdzek 6 gejtovaci strategie regulacnich T lymfocytii Il. ¢dst

[lymfocyty] [CD4+ CD3+]
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Treg. CD39+: 59,56%

CD3 - APC_AT50

CD39 - PC5.5
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7.3.4.3 B lymfocyty

Prvni kroky gejtovaci strategie u B lymfocytu jsou stejné jako u T lymfocytl a Treg

a zahrnuji Upravu signalu z pratokového cytometru, gejt jednotlivych bunék, gejt
leukocytt a gejt lymfocytl. V dot plotu vychdzejiciho z lymfocytl byly stanoveny

B lymfocyty za pomoci CD19 — PC7 a SS a jejich gejt byl pouZit v ndsledujicim dot plotu.
Pro urcéeni jednotlivych subpopulaci B lymfocytl byly pouzity tyto monoklonalni
protilatky namirené proti CD27 — FITC a IgD — PE. jako CD27- s IgD byly ur¢eny NAIVE

B lymfocyty, CD27+ s IgD NSMe B lymfocyty, CD27- bez IgD DN B lymfocyty a CD27+
bez IgD predstavuji SwMe B lymfocyty.

Obrazek 7 gejtovaci strategie B lymfocyti a jejich subpopulaci I. ¢ast
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Obrdzek 8 gejtovaci strategie B lymfocyti a jejich subpopulaci Il. ¢dst

[B lymfocyty]

[lymfocyty] CD19 - PC7 / S5 INT CD27 - FITC / 1gD - PE
naive:
97, 71% 2 NSMe: 0,86%
el
. :. : _.,f."ﬁ}
Ll
= =
EE =
B lymfocyty: 8,53% = DN:
0,57%
e | Swie: 0,86%
D19 - PC7 CD27 - FITC

7.3.5 Statisticka analyza

Ke statistické analyze byl zvolen software GraphPad Prism 10 (GraphPad software,
San Diego, CA, USA), ve kterém byly zpracovany grafy zndzorfujici rekonstituci
lymfocytdrnich subpopulaci s viditelnym medidanem. Pro ovéreni normalniho rozdéleni
byly pfi tvorbé grafli také provedeny testy normality (D'Agostino-Pearson(iv omnibus
test, Anderson-Darling(iv test, Shapiro-Wilkav test, Kolmogorov-Smirnov(v test).

Pri pridani faktoru vékové skupiny pacientli nebo pripravného rezimu byla provedena
statistickd analyza Two-way ANOVA vyuZzivajici blokovani z divodu predpokladaného
vlivu faktoru na rekonstituci. Vysledkem této analyzy je p hodnota, ktera je statisticky
vyznamna, pokud jeji hodnota je nizsi nez 0,05. Veskeré zjisténé p hodnoty byly

uvedeny v prislusnych grafech a zhodnoceny.
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7.3.6 Referencni meze

Namérené hodnoty leukocytl a subpopulaci lymfocytli stanovenych pritokovou
cytometrii byly vyhodnoceny na zakladé referencnich mezi v relativnich (rel)
a absolutnich (abs) hodnotach poskytnutych UKIA FN HK. Referenéni meze byly

uvedeny do tabulek 2 a 3.

Tabulka 2 referencni meze leukocyti a lymfocytdrnich populaci z gejtu WBC

nazev metody rel [%] abs [10%/1]
leukocyty - 4,00-9,00
z WBC

lymfocyty 25,00 - 45,00 1,00-4,00
CD3+ T lymfocyty 60,0 - 80,0 0,70-2,10
CD4+ T lymfocyty 35,0—-50,0 0,50-1,40
CD8+ T lymfocyty 19,0-39,0 0,30-1,00
CD19+ B lymfocyty 0-15,0 0,13-0,33
NK buriky 5,0-23,0 0,1-0,6

Tabulka 3 referencni meze gejtovanych lymfocytdrnich subpopulaci

nazev metody ‘ rel [%] ‘ abs [10%/I]

z CD3+CD4+

NAIVE CD4+ 16,0-100,0 100,0 -2300,0
CM CD4+ 18,0-96,0 180,0-1100,0
EM CD4+ 1,0-23,0 13,0-220,0
TEMRA CD4+ 0,0-7,0 0,0-68,0
RTE CD4+ 7,0—-100,0 50,0 -2400,0
Treg 4,0-17,0 25,0-180,0
z Treg

Treg CD39+ - -

z CD3+CD8+

NAIVE CD8+ 6,0 —100,0 16,0 —1000,0
CM CD8+ 1,0-20,0 5,0-120,0
EM CD8+ 14,0-98,0 40,0 -640,0
TEMRA CD8+ 7,0-53,0 25,0-280,0
RTE CD8+ - -

zCD19+

NAIVE B lymfocyty 58,0-72,1 112,0-169,0
NSMe B lymfocyty 13,4 -21,4 22,0-54,0
DN B lymfocyty 2,1-5,3 4,0-13,0
SwMe B lymfocyty 9,2-18,9 18,0 -40,0
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8. VYSLEDKY

8.1 Rekonstituce lymfocyti po allo-HSCT

Pro vizualizaci vysledku byly zvoleny sloupcové grafy, jejichz vyska zobrazuje median
skupiny stanoveni. V jednotlivych sloupcich jsou také vizualizovany prislusné hodnoty
méreni v bodech. Skupiny byly rozdéleny na zdkladé vybérového souboru pacient

a jejich vztahu k allo-HSCT. Skupina OM, jako jedina, urcuje pacienty pred allo-HSCT,
skupiny 3M, 6M, 9M a 1R predstavuji casovy interval v mésicich a roku od probéhlé
allo-HSCT. Osa X byla obecné pojmenovana jako rekonstituce. Grafy byly provedeny
v duplikatech z dlivodu odlisnych jednotek méreni, které se nachazi na ose Y. V prvnim
grafu byly zvoleny rel hodnoty, které urcuji procentualni zastoupeni bunék daného
gejtu. V druhém grafu byly pouZity abs hodnoty, které jsou vztazeny na pocet
leukocytll (WBC) pacienta a jejich pocty jsou udavany v ndsobcich 10°/I nebo 108/I
podle stanovované bunécné subpopulace. Graf rekonstituce leukocytl po allo-HSCT

byl zhotoven pouze v abs.

Tabulka 4 rekonstituce leukocyti po allo-HSCT

Graf 1 rekonstituce leukocytu po allo-HSCT
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5,46 4,18 5,50 5,95 5,87
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Tabulka 5 rekonstituce lymfocyti po allo-HSCT

Graf 2 rekonstituce lymfocyti po allo-HSCT
v relativnich hodnotdch (z WBC)
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Graf 3 rekonstituce lymfocytt po allo-HSCT
v absolutnich hodnotdch (z WBC)
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Tabulka 6 rekonstituce T lymfocyti CD3+ po allo-HSCT

Graf 4 rekonstituce T lymf CD3+ po allo-
HSCT v rel (z WBC)
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Graf 5 rekonstituce T lymf CD3+ po allo-
HSCT v abs (z WBC)
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Tabulka 7 rekonstituce B lymfocytii po allo-HSCT

Graf 6 rekonstituce B lymfocytu po allo-

HSCT v rel (z WBC)
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Graf 7 rekonstituce B lymfocyti po allo-

HSCT v abs (z WBC)
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Tabulka 8 rekonstituce NK bunék po allo-HSCT

Graf 8 rekonstituce NK bunék po allo-HSCT
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Graf 9 rekonstituce NK bunék po allo-HSCT
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Tabulka 9 rekonstituce T lymfocyti CD4+ po allo-HSCT

Graf 10 rekonstituce T lymfocyti CD4+
po allo-HSCT v rel (z WBC)
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Graf 11 rekonstituce T lymfocyt( CD4+
po allo-HSCT v abs (z WBC)
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Tabulka 10 rekonstituce T lymfocyti CD8+ po allo-HSCT
Graf 12 rekonstituce T lymfocyti CD8+ Graf 13 rekonstituce T lymfocyti CD8+
po allo-HSCT v rel (z WBC) po allo-HSCT v abs (z WBC)
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Tabulka 11 rekonstituce NAIVE CD4+ T lymfocyti po allo-HSCT

Graf 14 rekonstituce NAIVE CD4+ T lymf
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD4+)
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Graf 15 rekonstituce NAIVE CD4+ T lymf
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 12 rekonstituce CM CD4+ T lymfocyti po allo-HSCT

Graf 16 rekonstituce CM CD4+ T lymfocyti
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD4+)
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Graf 17 rekonstituce CM CD4+ T lymfocyti
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 13 rekonstituce EM CD4+ T lymfocyti po allo-HSCT
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Graf 18 rekonstituce EM CD4+ T lymfocytu
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Graf 19 rekonstituce EM CD4+ T lymfocytu

po allo-HSCT v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 14 rekonstituce TEMRA CD4+ T lymfocyti po allo-HSCT

Graf 20 rekonstituce TEMRA CD4+ T lymf
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD4+)
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Graf 21 rekonstituce TEMRA CD4+ T lymf
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Tabulka 15 rekonstituce RTE CD4+ T lymfocyti po allo-HSCT

Graf 22 rekonstituce RTE CD4+ T lymf
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD4+)
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Graf 23 rekonstituce RTE CD4+ T lymf
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 16 rekonstituce NAIVE CD8+ T lymfocytii po allo-HSCT

Graf 24 rekonstituce NAIVE CD8+ T lymf
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD8+)
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Graf 25 rekonstituce NAIVE CD8+ T lymf
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD8+)
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Tabulka 17 rekonstituce CD CD8+ T lymfocytii po allo-HSCT

Graf 26 rekonstituce CD CD8+ T lymfocytu
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD8+)
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Graf 27 rekonstituce CD CD8+ T lymfocyti
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD8+)
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Tabulka 18 rekonstituce EM CD8+ T lymfocyti po allo-HSCT

Graf 28 rekonstituce EM CD8+ T lymfocyti
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD8+)
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Graf 29 rekonstituce ED CD8+ T lymfocytu
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD8+)
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Tabulka 19 rekonstituce TEMRA CD8+ T lymfocyti po allo-HSCT

Graf 30 rekonstituce TEMRA CD8+ T lymf
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD8+)
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Graf 31 rekonstituce TEMRA CD8+ T lymf
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD8+)
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Tabulka 20 rekonstituce RTE CD8+ T lymfocytii po allo-HSCT

Graf 32 rekonstituce RTE CD8+ T lymfocyti
po allo-HSCT v rel (z CD3+CD8+)
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Graf 33 rekonstituce RTE CD8+ T lymfocytu
po allo-HSCT v abs (z CD3+CD8+)
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Tabulka 21 rekonstituce Treg po allo-HSCT

Graf 34 rekonstituce Treg po allo-HSCT v rel

Graf 35 rekonstituce Treg po allo-HSCT v abs
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om 3M 6M 9M 1R oM 3M 6M 9M 1R
6,65 1,75 9,53 3,97 8,30 119,40 9,57 36,24 15,72 44,60

Tabulka 22 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT

vrel (z Treg)

Treg CD39 (%)

Graf 36 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT

Graf 37 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT
v abs (z Treg)
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51,02 87,46 88,79 88,72 74,87 37,72 8,05 29,17 13,55 29,50
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Tabulka 23 rekonstituce NAIVE B lymfocytii po allo-HSCT

Graf 38 rekonstituce NAIVE B lymfocyti
po allo-HSCT v rel (z B lymf)
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Graf 39 rekonstituce NAIVE B lymfocyti
po allo-HSCT v abs (z B lymf)
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median NAIVE B lymf (rel) [%]

median NAIVE B lymf (abs) [10°/1]

oM 3M 6M 9IM 1R oM 3M 6M 9M 1R
61,51 | 92,22 | 86,78 | 76,81 | 86,02 | 50,77 | 236,45 | 558,42 | 210,62 | 694,49
Tabulka 24 rekonstituce NSMe B lymfocyti po allo-HSCT
Graf 40 rekonstituce NSMe B lymfocyti Graf 41 rekonstituce NSMe B lymfocyti
po allo-HSCT v rel (z B lymf) po allo-HSCT v abs (z B lymf)
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median NSMe B lymf (rel) [%] median NSMe B lymf (abs) [108/I]
om 3M 6M IM 1R oM 3m 6M oM iR
0,69 1,11 1,41 0,59 1,11 0,31 4,01 7,20 1,76 8,74
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Tabulka 25 rekonstituce DN B lymfocytii po allo-HSCT

Graf 42 rekonstituce DN B lymfocyti po allo-
HSCT v rel (z B lymf{)

DN B lymf (rel)

100~
80 °
39 'S
201 e 3
20 T
= 154
104
Ll S
«
5- H
| il K.
B
00— T

T
OM 3M 6M 9M 1R

rekonstituce

Graf 43 rekonstituce DN B lymfocytu po allo-
HSCT v abs (z B lymf)
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Tabulka 26 rekonstituce SwMe B lymfocytii po allo-HSCT

Graf 44 rekonstituce SwMe B lymfocyti
po allo-HSCT v rel (z B lymf)

SwMe B lymf (rel)

[ ]
[ ]
10" '.
9 H
T 9 p ®e
S | ‘ .
4- , ol I®
s IRIRIE
o

I T T T
oM 3M 6M 9M 1R

rekonstituce

Graf 45 rekonstituce SwMe B lymfocyti
po allo-HSCT v abs (z B lymf)
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8.1.1 Zhodnoceni vysledku

Tabulka 27 medidny rekonstituce leukocyti a lymfocytdrnich populaci z WBC

mediany rekonstituce leukocytl a lymfocytarnich populaci z WBC

nazev om 3M 6M 9M 1R ref. meze jedn.
WBC 5,46 4,18 5,50 5,95 5,87 4,00-9,00 10%/I

lymfocyty 19,58 27,20 27,33 49,70 41,33 | 25,00 -45,00 %
1,08 1,34 1,45 2,36 2,15 1,00 - 4,00 10%/I

CD3+ 77,87 52,87 63,76 59,15 62,96 60,0 - 80,0 %
T lymf 3,65 1,39 3,21 2,18 3,12 0,70-2,10 10%/I

CD19+ 1,70 7,00 11,00 10,85 13,93 5,00 -15,00 %
B lymf 0,07 0,27 0,71 0,45 0,79 0,13-0,33 10°/I

. 10,20 26,83 26,68 28,51 19,63 5,00-23,0 %

NK bunky

0,63 1,16 0,91 1,25 1,20 0,10-0,60 10%/I

CD4+ 36,54 11,44 12,77 10,30 10,65 35,0-50,0 %
T lymf 1,93 0,56 0,66 0,58 0,59 0,50-1,40 10%/I

CD8+ 25,63 27,99 48,56 46,48 48,72 19,0-39,0 %
T lymf 1,06 0,86 2,63 1,71 2,49 0,30-1,00 10%/I

Pti rekonstituci leukocytl je patrny trend zvysujicich se hodnot s nejvyssim
zastoupenim v 9M. Medidny jsou v referenénich mezich. Data z rekonstituce lymfocyt(
v abs hodnotach koreluji s rekonstituci leukocyt(l. V rel hodnotach je vysoky median
v 9M, tato hodnota presahuje ref. meze. Pfed allo-HSCT je median lymfocytl v rel
hodnotach nizsi, nez udavaji ref. meze. Mediany dat rekonstituce CD3+ T lymfocyt(
v rel hodnotach vykazuji hodnoty u dolni hranice ref. mezi anebo snizené. V abs
hodnotach rekonstituce je patrny trend zvysujicich se hodnot od fyziologickych az
po hodnoty presahujici ref. meze. V 9M je medidn nizsi nez v 3M a 1R. Nejvyssi median
v abs hodnotach je viak pred allo-HSCT. Rekonstituce B lymfocytl v rel hodnotach
vykazuje zvysujici se mediany, které jsou v ref. mezich. V abs hodnotach je snizeny
medidn pred allo-HSCT a po transplantaci data koreluji s rekonstituci CD3+ T lymfocytd.
Rekonstituce NK bunék vykazuje v rel i abs hodnotach mediany dat vyssi nez ref. meze.
Medidny pred allo-HSCT a v 1R v rel hodnotach jsou ve fyziologickych hodnotach.
Rekonstituce CD4+ T lymfocytl v rel hodnotach obsahuje mediany nizsi, nez jsou ref.
meze. V abs hodnotach se mediany nachazeji na dolni hranici ref. mezi. Pred allo-HSCT
jsou medidany CD4+ T lymfocytli zvySené v rel i abs hodnotdch. Rekonstituce
CD8+ T lymfocytl vykazuje v rel i v abs hodnotach zvysujici se trend mediand,
ktery prekracuje ref. meze. V 9M je patrny mirny pokles. V abs hodnotach je median
pred allo-HSCT zvyseny.
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Tabulka 28 medidany CD4+ T lymfocytdrnich subpopulaci z CD3+CD4+

medidny CD4+ T lymfocytarnich subpopulaci z CD3+CD4+

nazev om 3M 6M I9M 1R ref. meze jedn.
NAIVE 28,34 0,21 0,23 0,24 1,36 16,0-100,0 %
CD4+ 343,98 1,04 1,57 0,88 7,46 100,0-2300,0 | 109/l
CM 16,97 6,23 16,22 5,96 13,36 18,0-96,0 %
CD4+ 249,03 35,10 115,28 31,02 83,46 180,0-1100,0 | 108/l
EM 47,04 87,30 83,28 85,85 79,55 1,0-23,0 %
CD4+ 1000,0 | 488,87 | 502,80 | 494,69 | 426,37 13,0—-220,0 109/I
TEMRA 2,98 0,70 1,09 4,71 1,79 0,0-7,0 %
CD4+ 38,38 5,23 7,24 16,15 10,43 0,0-68,0 108/
RTE 8,74 0,17 0,11 0,19 0,78 7,0—-100,0 %
CD4+ 117,83 0,90 0,87 0,65 5,27 50,0 — 2400,0 | 109/l
Treg 6,65 1,75 9,53 3,97 8,30 40-17,0 %
119,40 9,57 36,24 15,72 44,60 25,0-180,0 109/
z Treg
51,02 87,46 88,79 88,72 74,87 - %
CD39+Treg =3222 | 805 | 29,17 | 13,55 | 29,50 ] 1051

Mediany stanoveni NAIVE CD4+ T lymfocytl se v pribéhu jednoho roku zvysovaly v rel
i abs hodnotach, ale jsou nizsi nez ref. meze. Pred allo-HSCT jsou mediany NAIVE CD4+
v ref. mezich. U rekonstituce CM CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotdach jsou mediany
dat nizsi, nez ref. meze. Nejvyssi hodnoty dosahuji v 6M. Pred allo-HSCT je median

CM CD4+ v ref. mezich. Rekonstituce EM CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotach
vysoce presahuje ref. meze, po allo-HSCT jsou mediany 2x vyssi. V abs hodnotach

po transplantaci, jsou mediany 2x nizsi. Rekonstituce TEMRA CD4+ T lymfocytl ma
nejvyssi peak v 9M v rel i abs hodnotach. Mediany TEMRA CD4+ jsou pred allo-HSCT

i po allo-HSCT v ref. mezich. Rekonstituce RTE CD4+ T lymfocytl koreluje s rekonstituci
NAIVE CD4+, ale mediany jsou vyrazné nizsi. U rekonstituce Treg v rel i abs hodnotach
jsou medidny hodnot ve 3M a 9M snizené av 6M a v 1R v ref. mezich. Median Treg
pred allo-HSCT je v ref. mezich. Ackoliv pro porovnani rekonstituce Treg CD39+ nejsou
k dispozici ref. meze, v rel hodnotach mediany dat po transplantaci znaéné prevysuji
hodnotu medianu pred allo-HSCT. V 1R vSak nastava mirny pokles ze stabilni hodnoty
cca 88 % na cca 75 %. V abs hodnotach tento trend neni viditelny a mediany dat kolisaji

a neprevysuji hodnotu medianu pred allo-HSCT.
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Tabulka 29 medidany CD8+ T lymfocytdrnich subpopulaci z CD3+CD8+

medidny CD8+ T lymfocytarnich subpopulaci z CD3+CD8+

nazev om 3M 6M I9M 1R ref. meze jedn.
NAIVE 9,82 0,37 0,63 0,56 1,87 6,0—-100,0 %
CD8+ 76,93 5,65 27,28 8,56 68,14 | 16,0-1000,0 | 10%/I
™M 1,32 0,94 1,41 0,30 0,74 1,0-20,0 %
CD8+ 9,23 4,14 37,08 2,65 13,43 5,0—-120,0 10¢/I
EM 46,47 64,88 63,44 55,12 60,65 14,0-98,0 %
CD8+ 444,24 | 602,67 | 1614,2 | 901,64 | 1303,8 | 40,0—640,0 | 109/
TEMRA 39,64 35,05 28,23 44,31 31,50 7,0-53,0 %
CD8+ 345,29 | 371,32 | 631,08 | 742,13 | 925,84 | 25,0-280,0 | 10%/I
RTE 9,73 0,37 0,53 0,29 1,23 - %
CD8+ 50,08 5,74 13,16 5,64 47,93 - 10%/I

Mediany rekonstituce NAIVE CD8+ T lymfocyt( jsou v rel hodnotdch nizsi, nez udavaji

ref. meze. V abs hodnotdch jsou hodnoty snizené nebo v referenénim rozmezi. V 9M

byl zaznamendn mensi pokles median( v rel i abs hodnotdch. Mediany dat pred allo-

HSCT byly v rel i v abs hodnotach v ref. rozmezi. U rekonstituce CM CD8+ T lymfocytu

v rel i v abs hodnotach jsou medidny namérenych dat snizené anebo v ref. rozmezi.

vv. v

Hodnoty prabézné kolisaji ale nejvyssi pik je patrny v 6M u rel i abs hodnot. Mediany

dat pred allo-HSCT byly v rel i v abs hodnotdach v ref. rozmezi. Rekonstituce EM CD8+

T lymfocytl v rel hodnotach probéhla v ramci ref. mezich s nejvy$ssim medianem v 3M

a s vyraznym poklesem v 9M. V abs hodnotach byly vyrazné prekroceny ref. meze

v 6M, 9M, 1R. Nejvyssi medidn je patrny v 6M, ale je nasledovan vyraznym poklesem

v 9M podobné jako u rel hodnot. Mediany dat pred allo-HSCT byly v rel i v abs v ref.

rozmezi. U rekonstituce TEMRA CD8+ T lymfocyt(i v rel hodnotach jsou pfitomny

mediany dat v ref. mezich, které kolisaji. V abs hodnotach byly stanoveny postupné

zvysujici se medidny hodnot, které zaroven vyrazné prekrocily ref. meze. Pred allo-

HSCT byl median TEMRA CD8+ v rel hodnotach v ref. rozmezi, v abs hodnotdch

zvySeny. Ackoliv pro porovnani rekonstituce RTE CD8+ nejsou k dispozici ref. meze,

v rel i abs hodnotach mediany dat po transplantaci nedosahuji hodnoty medianu

pred allo-HSCT a jsou podobné rekonstituci NAIVE CD8+.
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Tabulka 30 medidny B lymfocytdrnich subpopulaci z CD19+ B lymfocyti

mediany B lymfocytarnich subpopulaci zCD19+ B lymfocytu

nazev oM 3M 6M 9IM 1R ref. meze jedn.
NAIVE 61,51 92,22 86,78 76,81 86,02 58,0-72,1 %
B lymf 50,77 236,45 | 558,42 | 210,62 | 694,49 | 112,0-169,0 | 10%/I
NSMe 0,69 1,11 1,41 0,59 1,11 13,4-21,4 %
B lymf 0,31 4,01 7,20 1,76 8,74 22,0-54,0 10%/I
DN 3,62 2,62 3,81 17,06 4,96 2,1-5,3 %
B lymf 1,75 5,20 25,79 78,07 39,03 4,0-13,0 10%/I
SwMe 7,64 2,98 7,62 6,35 5,61 9,2-18,9 %
B lymf 3,73 11,03 54,48 29,51 44,40 18,0-40,0 10%/I

Rekonstituce NAIVE B lymfocytu v rel a v abs hodnotach prekracuje referenéni meze.
Mirny pokles medidnu dat v rel hodnotdach a vyrazny pokles medidnu dat v abs
hodnotach je patrny v 9M. Pred allo-HSCT byl median v rel hodnotach v referenénim
rozmezi, v abs hodnotach snizeny. Pti rekonstituce NSMe B lymfocytd byly stanoveny
medidny dat v rel i abs hodnotach nizsi, nez udavaji referen¢ni meze. V 9M
rekonstituce byl zaznamendn vyrazny pokles v rel i abs hodnotdch. Pred allo-HSCT byly
medidny v rel i abs snizené. U rekonstituce DN B lymfocytu byly zjistény v rel
hodnotach medidny odpovidajici fyziologickému rozmezi. V abs hodnotach je median
v 3M odpovidajici referenénim mezim a nasledné jsou medidny zvysené. V rel i abs
hodnotach 9M je patrny pik vyrazné presahujici referencni meze. Pfed allo-HSCT byl
median v rel hodnotach v referenénim rozmezi, v abs hodnotéach snizeny.

U rekonstituce SwMe B lymfocytl jsou v rel hodnotach mediany nizsi, nez udavaji
referencni meze. V abs hodnotdch jsou pfitomny mediany nizsi, zvySené

i v referenénich mezich. Mediany dat pred allo-HSCT byly v rel i v abs hodnotach

snizené.
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8.2 Vliv véku pacientii na rekonstituci lymfocyti po allo-HSCT

Vybérovy soubor pacientl byl rozdélen na zakladé pridaného faktoru véku pacientd.
Pacienti ve véku 23-50 let byli zarazeni do mladsi generace a pacienti ve véku 51-69 let
byli zarazeni do generace starsi. Z divodu pocetniho zastoupeni mladsi a starsi
generace byla zhodnocena data z ¢asového obdobi 6M a 1R. Soubor mladsi generace

¢itd 5 méreni v 6M i v 1R. Soubor starsi generace ¢ita 6 méfeniv 6M a 10 v 1R.

Pro vizualizaci vysledku byly zvoleny sloupcové grafy, jejichz vyska zobrazuje median
skupiny stanoveni a pfislusné hodnoty méreni jsou vizualizovany v bodech. Osa X byla
obecné pojmenovana jako rekonstituce a nachazi se zde skupiny 6M a 1R pro mladsi
a starsi generaci. Na ose Y jsou vynesena méreni nabyvajici hodnoty v urcitych

jednotkdach. Grafy byly vytvoreny v duplikatech: prvni v rel a druhy v abs hodnotdch.

Z namérenych dat byla provedena statisticka analyza Two-way ANOVA vyuzZivajici
blokovani z dlivodu prfedpokladaného vlivu faktoru véku na rekonstituci. Zjisténa
p hodnota, ktera je vysledkem statistické analyzy, nabyva vyznamnosti, pokud jeji

hodnota je nizsi nez 0,05. Veskeré p hodnoty byly uvedeny u pfislusnych graf(.

Tabulka 31 rekonstituce T lymfocyti CD3+ po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 46 rekonstituce T lymf CD3+ po allo- Graf 47 rekonstituce T lymf CD3+ po allo-
HSCT u mladsi a starsi generace v rel HSCT u mladsi a starsi generace v abs
(z WBC) (z WBC)
T lymf (rel) T lymf (abs)
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rekonstituce rekonstituce
median T lymf CD3+ (rel) [%] median T lymf CD3+ (abs) [10%/1]
mladsi generace starsi generace mladsi generace starsi generace
6M 1R 6M 1R 6M 1R 6M 1R
74,10 69,63 57,82 62,96 4,08 2,73 2,97 3,12
p=0,24 p =0,46
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Tabulka 32 rekonstituce T lymfocytii CD4+ po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 48 rekonstituce T lymf CD4+ po allo-
HSCT u ml. a st. gen. v rel (z WBC)
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Graf 49 rekonstituce T lymf CD4+ po allo-
HSCT u ml. a st. gen. v abs (z WBC)
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9,88 10,42 12,91 10,79 0,74 0,51 0,58 0,60
p=0,36 p =0,90

Tabulka 33 rekonstituce NAIVE CD4+ T lymf po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 50 rekonstituce NAIVE CD4+ po allo-
HSCT u ml. a st. gen. v rel
(z CD3+CD4+)
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p=0,39 p=0,63
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Tabulka 34 rekonstituce CM CD4+ T lymf po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 52 rekonstituce CM CD4+ po allo-HSCT
uml. a st. gen. v rel (z CD3+CD4+)

CM CD4+ (rel)

40
%31 ®e e ml. gen.
53 HE S e st gen.
20 T
- =
° H L
§- 15 °
= °
104 | ©
°
5- ®
°
0 T
6M 1R

rekonstituce

Graf 53 rekonstituce CM CD4+ po allo-HSCT
u ml. a st. gen. v abs (z CD3+CD4+)
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19,10 18,24 6,66 11,25 141,32 51,70 24,90 83,06
p =0,0040 p=0,15

Tabulka 35 rekonstituce EM CD4+ T lymf po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 54 rekonstituce EM CD4+po allo-HSCT
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Graf 55 rekonstituce EM CD4+ po allo-HSCT
u ml. a st. gen. v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 36 rekonstituce TEMRA CD4+ T lymf po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 56 rekonstituce TEMRA CD4+ po allo-
HSCT u ml. a st. gen. v rel
(z CD3+CD4+)

TEMRA CD4+ (rel)

e ml gen.
® st.gen.

[%]

rekonstituce

Graf 57 rekonstituce TEMRA CD4+ po allo-
HSCT u ml. a st. gen. v abs
(z CD3+CD4+)

TEMRA CD4+ (abs)

e ml gen.
e st gen.

[1081]

rekonstituce

median TEMRA CD4+ T lymf (rel) [%]

medidan TEMRA CD4+ T lymf (abs) [10%/1]

mladsi generace starsi generace mladsi generace starsi generace

6M 1R 6M 1R 6M 1R 6M iR

1,50 1,97 0,77 1,59 11,14 9,90 5,07 12,93
p=0,74 p=0,87

Tabulka 37 rekonstituce RTE CD4+ T lymf po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 58 rekonstituce RTE CD4+ po allo-HSCT
uml. ast. gen. vrel (zCD3+CD4+)
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Graf 59 rekonstituce RTE CD4+ po allo-HSCT
u ml. a st. gen. v abs (z CD3+CD4+)

RTE CD4+ (abs)
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rekonstituce

median RTE CD4+ T lymf (rel) [%]

medidn RTE CD4+ T lymf (abs) [10%/1]

mladsi generace starsi generace mladsi generace starsi generace

6M 1R 6M 1R 6M 1R 6M 1R

0,11 3,56 0,10 0,51 0,93 21,49 0,55 2,77
p=0,39 p =0,50

77




Tabulka 38 rekonstituce Treg po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 60 rekonstituce Treg po allo-HSCT u ml.
a st. gen v rel (z CD3+CD4+)

Treg (rel)

° e ml gen.
e st gen.
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6M 1R
rekonstituce

Graf 61 rekonstituce Treg po allo-HSCT u ml.
a st. gen. v abs (z CD3+CD4+)

Treg (abs)
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e st gen
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&M 1R

rekonstituce

median Treg (rel) [%]

median Treg (abs) [108/1]

mladsi generace starsi generace mladsi generace starsi generace

6M 1R 6M 1R 6M 1R 6M iR

3,91 5,25 10,94 9,29 29,90 37,49 52,18 48,46
p=0,35 p=0,22

Tabulka 39 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT u mladsi a starsi generace

Graf 62 rekonstituce Treg CD39+ po allo-
HSCT uml. a st. genvrel (z Treg)

Treg CD39+ (rel)
150
e ml gen.
e st gen.

1004 o o

[%]
[ ]

50

1
6M 1R
rekonstituce

Graf 63 rekonstituce Treg CD39+ po allo-
HSCT u ml. a st. gen v abs (z Treg)
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median Treg CD39+ (abs) [10°/1]

mladsi generace starsi generace mladsi generace starsi generace

6M 1R 6M 1R 6M 1R 6M iR

89,10 54,69 86,78 81,49 29,17 11,54 31,67 29,50
p =0,88 p=0,43
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Graf 64 rekonstituce subpopulaci T lymf CD8+ po allo-HSCT u ml. a st. gen. v rel

e ml gen.
® st gen.

e ml gen.
® st gen.

e ml gen.
e st gen.

Graf 65 rekonstituce subpopulaci B lymf po allo-HSCT u ml. a st. gen. v rel (z B lymf)

® ml gen.
e st gen.

e ml gen.
® st.gen.



8.2.1 Zhodnoceni vysledku

Tabulka 40 medidny rekonstituce CD4+ T lymfocytdrnich subpopulaci po allo-HSCT
uml. a st. gen

medidany CD4+ T lymfocytarnich subpopulaci

ml. gen. st. gen.
nazev 6M ‘ 1R 6M 1R ref. meze ‘ jedn.
z WBC
CD3+ 74,10 69,63 57,82 62,96 25,00 -45,00 %
T lymf 4,08 2,73 2,97 3,12 1,00-4,00 10%/I
CD4+ 9,88 10,42 12,91 10,79 60,0 - 80,0 %
T lymf 0,74 0,51 0,58 0,60 0,70-2,10 10%/I
z CD3+CD4+
NAIVE 0,38 6,03 0,17 0,76 16,0 -100,0 %
CD4+ 3,93 36,41 0,87 5,51 100,0-2300,0 10%/I
C™m 19,10 18,24 6,66 11,25 18,0-96,0 %
CD4+ 141,32 51,70 24,90 83,06 180,0-1100,0 10%/I
EM 74,58 72,00 87,50 83,43 1,0-23,0 %
CD4+ 502,80 289.05 502,15 426,37 13,0-220,0 10%/I
TEMRA 1,50 1,97 0,77 1,59 0,0-7,0 %
CD4+ 11,14 9,90 5,07 12,93 0,0-68,0 109/I
RTE 0,11 3,56 0,10 0,51 7,0—-100,0 %
CD4+ 0,93 21,49 0,55 2,77 50,0 —2400,0 | 10%/I
Treg 3,91 5,25 10,94 9,29 4,0-17,0 %
29,90 37,49 52,18 48,46 25,0-180,0 10%/I
z Treg
89,10 54,69 86,78 81,49 - %
CD39+Treg ™50,17 11,54 31,67 29,50 i 106/1

Tabulka 41 vysledky statistické analyzy rekonstituce CD4+ T lymfocytdrnich
subpopulaci po allo-HSCT u ml. a st. gen

CM CD4+

rel

p = 0,0040

EM CD4+

rel

p =0,0147
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Medidny rekonstituce CD3+ T lymfocytl v rel hodnotach prevysuji ref. meze a u mladsi
generace dosahuji vy$sich hodnot neZ u starsi. V abs hodnotach je median v 6M

u mladsi generace mirné vyssi, nez udavaji ref. meze, ostatni mediany jsou v ref.
mezich. U rekonstituce CD4+ T lymfocyt( v rel hodnotach jsou veskeré medidny nizsi
nez ref. meze a u starsi generace dosahuji vy$sich hodnot. V abs hodnotdch je median
v 6M u mladsi generace v ref. rozmezi, ostatni mediany jsou snizené. Rekonstituce
NAIVE CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotach obsahuje mediany nizsi, nez udavaiji ref.
meze. Ackoliv jsou medidny snizené, je patrné, ze mediany rekonstituce dosahuiji
vyssich hodnot u mladsi generace. Mediany rekonstituce CM CD4+ T lymfocyt(

v rel hodnotéach jsou u mladsi generace v ref. mezich a u starsi generace snizené.
Rekonstituce CM CD4+ T lymfocyt( v rel hodnotach dosahuje vy$sich medidan( u mladsi
generace a tato skutecnost je i potvrzena statistickou vyznamnosti p = 0,0040.

V abs hodnotdch rekonstituce jsou medidny nizsi, nez udavaji ref. meze a trend
podobny rel hodnotam zde neni pfitomen. U rekonstituce EM CD4+ T lymfocytl

v rel i abs hodnotdch jsou medidny dat vyssi neZ ref. meze. Rekonstituce EM CD4+

T lymfocytl v rel hodnotach dosahuje vyssich mediant u starsi generace a tato
skutecnost je i potvrzena statistickou vyznamnosti p = 0,0147. V abs hodnotdch

se tento trend neopakoval. Mediany rekonstituce TEMRA CD4+ T lymfocytl dosahuiji
v rel i abs hodnotach fyziologickych mezi. Rekonstituce RTE CD4+ T lymfocyt( nabizi

v rel i abs hodnotach mediany dat nizsi nez ref. meze, ale je patrny trend vyssich
medianl u mladsi generace. U rekonstituce Treg v rel hodnotach je median v 6M

u mladsi generace snizeny, ostatni mediany jsou v ref. mezich. V rel i abs hodnotach
dosahuje rekonstituce Treg vysSich hodnot u starsi generace. Ac¢koliv pro porovnani
rekonstituce Treg CD39+ nejsou k dispozici ref. meze, v rel hodnotach jsou mediany

v 6M podobné, ale medidn v 1R u mladsi generace je znatelné nizsi nez u generace

starsi. V abs hodnotdch je tento trend potvrzen.

Hodnoty medidn( rekonstituce CD8+ T lymfocytarnich subpopulaci a B lymfocytarnich
subpopulaci nebyly zhodnoceny, protoZe nevykazovaly dostate¢nou priikaznost vlivu

véku pacientll na rekonstituci.
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8.3 Viliv pripravného reZimu na rekonstituci lymfocyti po allo-
HSCT

Vybérovy soubor pacientl byl rozdélen na zakladé pridaného faktoru pfipravného
rezimu pred allo-HSCT. Pacienti, ktefi podstoupili RIC rezim byli zarazeni do skupiny RIC
a pacienti s abl rezimem, byli zahrnuti do skupiny abl. Namérena data probihajici
rekonstituce lymfocytl u pacient( po RIC a abl rezimu byla zhodnocena z ¢asového

obdobi 3M, 6M, 9M a 1R.

Pro vizualizaci vysledku byly zvoleny sloupcové grafy, jejichZ vySka zobrazuje median
skupiny stanoveni a pfislusné hodnoty méreni jsou vizualizovdny v bodech. Osa X byla
obecné pojmenovana jako rekonstituce a nachdzi se zde skupiny 3M, 6M, 9M a 1R
pro pacienty s RIC a abl rezimem. Na ose Y jsou vynesena méreni nabyvajici hodnoty
v urcitych jednotkdach. Grafy byly vytvoreny v duplikatech: prvni v rel a druhy v abs

hodnotach.

Z namérenych dat byla provedena statisticka analyza Two-way ANOVA vyuzZivajici
blokovani z dlivodu prfedpokladaného vlivu faktoru pfipravného rezimu na rekonstituci.
Zjisténa p hodnota, kterd je vysledkem statistické analyzy, nabyva vyznamnosti, pokud

jeji hodnota je nizsi nez 0,05. Veskeré p hodnoty byly uvedeny u ptislusnych grafd.
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Tabulka 42 rekonstituce T lymfocytii CD3+ po allo-HSCT p¥Fi RIC / abl reZimu v rel

Graf 66 rekonstituce T lymf CD3+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v rel (z WBC)

T lymf (rel)
100
° ° e RIC
80 © o o abl
B o]
R N N B
= . K
40—
|
20 | |
0 | 1 I 1
M 6M oM 1R
rekonstituce
median T lymf CD3+ (rel) [%]
RIC abl
3M 6M 9M 1R 3M 6M oM 1R
72,70 63,76 46,48 70,19 29,55 62,27 71,82 55,33
p =0,0349

Tabulka 43 rekonstituce T lymfocytii CD3+ po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v abs

Graf 67 rekonstituce T lymf CD3+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v abs (z WBC)

T lymf (abs)
107 e RIC
8- PY abl
= 64 ¢ %
e
= 4- . &1 i
[ ]
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0 I I I 1
3Mm 6M oM 1R
rekonstituce
median T lymf CD3+ (abs) [10%/I]
RIC abl
3M 6M IMm iR 3mM 6M o9M 1R
5,27 2,76 2,40 4,72 1,20 3,48 1,95 2,84
p=0,10

83




Tabulka 44 rekonstituce T lymfocytii CD4+ po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v rel

Graf 68 rekonstituce T lymf CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v rel (z CD3+)

T CD4+ (rel)
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median T lymf CD4+ (rel) [%]
RIC abl
3M 6M IM 1R 3M 6M oM 1R
11,92 13,04 10,40 10,79 11,44 10,28 9,47 10,25

p =0,07

Tabulka 45 rekonstituce T lymfocytii CD4+ po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v abs

Graf 69 rekonstituce T lymf CD4+ po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v abs (z CD3+)

T CD4+ (abs)
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0,83 0,66 0,61 0,60 0,30 0,68 0,28 0,56
p = 0,0078
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Tabulka 46 rekonstituce NAIVET CD4+ T lymf po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v rel

Graf 70 rekonstituce NAIVE CD4+ po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v rel (z CD3+CD4+)

NAIVE CD4+ (rel)
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median NAIVE CD4+ T lymf (rel) [%]
RIC abl
3M 6M IM 1R 3M 6M 9IM 1R
0,10 0,16 0,08 0,58 0,33 0,29 0,38 4,19
p=0,42

Tabulka 47 rekonstituce NAIVET CD4+ T lymf po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v abs

Graf 71 rekonstituce NAIVE CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v abs (z CD3+CD4+)
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0,65 1,06 0,45 4,64 1,24 1,83 1,08 25,12
p=0,37
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Tabulka 48 rekonstituce CM CD4+ T lymf po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v rel

Graf 72 rekonstituce CM CD4+ po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v rel (z CD3+CD4+)
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p = 0,0366

Tabulka 49 rekonstituce CM CD4+ T lymf po allo-HSCT pFi RIC / abl reZimu v abs

Graf 73 rekonstituce CM CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v abs (z CD3+CD4+)
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p=0,31

86




Tabulka 50 rekonstituce EM CD4+ T lymf po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v rel

Graf 74 rekonstituce EM CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v rel (z CD3+CD4+)
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89,66 83,28 85,95 80,72 83,31 81,02 82,61 79,55
p=0,09

Tabulka 51 rekonstituce EM CD4+ T lymf po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v abs

EM CD4+ (abs)

Graf 75 rekonstituce EM CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v abs (z CD3+CD4+)
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729,91 538,06 581,96 476,64 211,21 491,59 262,98 398,63
p =0,0015
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Tabulka 52 rekonstituce TEMRA CD4+ T lymf po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v rel

Graf 76 rekonstituce TEMRA CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v rel (z CD3+CD4+)
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p=0,35

Tabulka 53 rekonstituce TEMRA CD4+ T lymf po allo-HSCT p¥Fi RIC / abl reZimu v abs

Graf 77 rekonstituce TEMRA CD4+ po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 54 rekonstituce RTE CD4+ T lymf po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v rel

Graf 78 rekonstituce RTE CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v rel (z CD3+CD4+)
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Tabulka 55 rekonstituce RTE CD4+ T lymf po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v abs

Graf 79 rekonstituce RTE CD4+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 56 rekonstituce Treg po allo-HSCT pFi RIC / abl reZimu v rel

Graf 80 rekonstituce Treg po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v rel (z CD3+CD4+)
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Tabulka 57 rekonstituce Treg po allo-HSCT pFi RIC / abl reZimu v abs

Graf 81 rekonstituce Treg po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v abs (z CD3+CD4+)
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Tabulka 58 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT p¥i RIC / abl reZimu v rel

Graf 82 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT pri RIC / abl reZimu v rel (z Treg)
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Tabulka 59 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT p¥Fi RIC / abl reZimu v abs

Graf 83 rekonstituce Treg CD39+ po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v abs (z Treg)
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p=0,52
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Graf 84 rekonstituce subpopulaci T lymf CD8+ po allo-HSCT pfi RIC / abl reZimu v rel
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8.3.1 Zhodnoceni vysledku

Tabulka 60 medidny rekonstituce CD4+ T lymfocytdrnich subpopulaci po allo-HSCT

pfi RIC / abl reZimu

medidany CD4+ T lymfocytarnich subpopulaci

RIC abl
nazev | 3Mm 6R oM | 1R 3M | 6R | 9m 1R | jedn.
z WBC
cp3+ | 72,70 | 63,76 | 46,48 | 70,19 | 29,55 | 62,27 | 71,82 | 5533 %
Tlymf [ 527 | 2,76 | 2,40 | 472 | 1,20 | 348 | 1,95 | 2,84 | 109
cpa+ | 11,92 | 13,04 | 10,40 | 10,79 | 11,44 | 10,28 | 9,47 | 10,25 %
Tlymf [ 0,83 | 066 | 061 | 060 | 030 | 068 | 028 | 056 | 109
z CD3+CD4+
NAIVE | 010 | 016 | 008 | 058 | 033 | 029 | 038 | 419 %
cpa+ | 065 | 106 | 045 | 464 | 124 | 1,83 | 1,08 | 2512 | 109
cm | 2,72 | 301 | 305 | 1290 | 1610 | 1692 | 632 | 14,53 %
cD4+ | 18,49 | 20,01 | 27,63 | 94,93 | 60,25 | 129,06 | 34,41 | 72,11 | 108/
EM | 89,66 | 83,28 | 8595 | 80,72 | 83,31 | 81,02 | 82,61 | 79,55 %
cD4+ | 729,91 | 538,06 | 581,96 | 476,64 | 211,21 [ 491,59 | 262,98 | 398,63 | 10/
TEMRA| 169 | 1,09 | 1,74 | 1,20 | 042 | 1,17 | 767 | 195 %
cp4+ | 1561 | 7,24 | 1056 | 9,08 | 0,90 | 7,16 | 21,74 | 12,40 | 108/
RTE | 0,09 | 007 | 008 | 042 | 029 | 011 [ 030 | 2,72 %
cpa+ | 062 | 046 | 045 | 213 | 090 | 063 | 085 | 1463 | 109
Treg |22 | 751 | 140 | 694 | 157 | 974 | 525 | 11,23 %
9,57 | 3424 | 12,68 | 39,60 | 595 | 47,26 | 16,56 | 56,31 | 109/
zTreg
CD39+ | 86,26 | 84,83 | 89,19 | 74,87 | 88,49 | 90,32 | 88,24 | 67,71 %
Treg | 21,56 | 23,61 | 11,31 | 19,20 | 525 | 43,02 | 15,56 | 36,66 | 109/

Tabulka 61 vysledky statistické analyzy rekonstituce CD4+ T lymfocytdrnich
subpopulaci po allo-HSCT p¥i RIC / abl rezZimu

CD3+
T lymf rel p =0,0349
CD4+
T lymf abs p =0,0078
C™M
D4+ rel p =0,0366
E
M abs p =0,0015

CD4+




Medidny rekonstituce CD3+ T lymfocytU v rel hodnotach prevysuji ref. meze

(s vyjimkou 3M u abl rezimu) a po RIC reZzimu dosahuji vysSich hodnot neZ po abl
rezimu. Tato skutecnost je zaroven potvrzena statistickou vyznamnosti p = 0,0349.

V abs hodnotdch jsou medidn normalni nebo vyssi, nez uddvaji referenéni meze. Po RIC
rezimu dosahuji mediany vyssich hodnot nez u abl reZzimu. U rekonstituce

CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotach jsou mediany dat nizsi nez ref. meze, vyjimku
tvori median 3M v abs hodnotach u RIC reZzimu. Mediany rekonstituce jsou mirné vyssi
po RIC rezimu a tento trend potvrzuje statisticka vyznamnost u abs hodnot p = 0,0078.
Rekonstituce NAIVE CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotach obsahuje mediany nizsi,
nez udavaji ref. meze. U rekonstituce po abl rezZimu medidany dosahuji vyrazné vyssich
hodnot. U rekonstituce CM CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotdch jsou medidny nizsi,
nez ref. meze. V rel hodnotach rekonstituce jsou mediany vyrazné vyssi

u transplantace po abl reZimu, tato skutecnost je potvrzena statistickou vyznamnosti

p = 0,0366. Mediany rekonstituce EM CD4+ T lymfocytl v rel i abs hodnotach vyrazné
prevysuji ref. meze. Medidny dat jsou mirné vyssi po RIC reZimu nezZ po abl rezimu.

V rel hodnotach je tento trend potvrzen statistickou vyznamnosti p = 0,0015. Mediany
rekonstituce TEMRA CD4+ T lymfocytG v rel i abs hodnotach jsou v ref. mezich, vyjimku
tvofi median 9M v rel hodnotach u abl rezimu. Po RIC reZimu dosahuji mediany dat
vys$Sich hodnot v prvni poloviné rekonstituce, v druhé poloviné roku jsou mediany vyssi
po abl rezimu. U rekonstituce RTE CD4+ T lymfocyt( jsou v rel i abs hodnotach
pritomny medidny nizsi, nez udavaji ref. meze. Rekonstituce po abl rezimu poskytuje
vy$si hodnoty medianu. Rekonstituce Treg obsahuje v rel i abs hodnotach normaini
nebo snizené medidny dat. Mediany hodnot ve 3M a 9M jsou nizsi nez ref. meze.

U transplantace po abl reZimu jsou mediany mirné vyssi nez u transplantace po RIC
rezimu. Ackoliv pro porovnani rekonstituce Treg CD39+ nejsou k dispozici ref. meze,

v rel hodnotdch je viditelné podobné procentudlni zastoupeni mediana dat v rozmezi
85-90 %, které v 1R vyrazné klesa k 70 %. V abs hodnotach se tento trend nevyskytuje

a mediany kolisaji.

Hodnoty medidn( rekonstituce CD8+ T lymfocytarnich subpopulaci a B lymfocytarnich
subpopulaci nebyly zhodnoceny, protoZe nevykazovaly dostate¢nou priikaznost vlivu

pfipravného rezimu na rekonstituci.

94



9. DISKUSE

Allo-HSCT je nejefektivnéjsim a nékdy téz i poslednim fesenim pro pacienty nejen

s hematonkologickymi malignitami, ale i s dalSimi zavaznymi onemocnénimi. Tato
|éCebna technika je naro€nd na provedeni, a to jak ve vybéru darce v ramci shody

v HLA systému s pfijemcem, tak i do pfipravy pacienta pred podanim stépu nebo v péci
v nasledném obdobi od provedené transplantace. Na prabéhu i na Uspéchu allo-HSCT
se podili nespocet faktort, které mohou lé¢bu ovlivnit. Ackoliv se allo-HSCT mUze zdat
jako riskantni |é¢ebnad technika, jeji benefity rizika mnohondsobné prevysuji. Selhani

nebo Uspéch allo-HSCT je vyznamné ovlivnén stavem imunity pacienta (Kuball, 2019).

Po Uspésné provedené allo-HSCT dochazi k obnoveni bunék imunitniho systému. Tato
diplomova prace byla zamérena na rekonstituci lymfocytarnich populaci, které byly
sledovany v obdobi jednoho roku u pacientl s diagnostikovanymi
hematoonkologickymi onemocnénimi po Uspésné allo-HSCT. Diagndza pacient(
neméla vliv na pribéh allo-HSCT, ale z namérenych dat lymfocytarnich populaci

v takzvaném nultém mésici (pred allo-HSCT) je zfejma heterogenita pacient(,

kterym byla allo-HSCT indikovdna. Nasledna obnova imunitniho systému pacient(

probihala obdobné u vSech sledovanych v nasledujicich mésicich.

Hodnota WBC u pacientl po provedené allo-HSCT v pribéhu jednoho roku

se postupné zvySovala a taktéz i rGznorodé bunécné linie bilé fady. Jediné sledované
bunky reprezentujici rekonstituci vrozené imunity byly NK bunky, jejichz mediany
hodnot byly pomérné vysoké, coz potvrzuje skute¢nost, ze se jako prvni obnovuiji
buriky vrozené imunitni odpovédi (Van den Brink, 2015) a tvrzeni, Ze NK Buriky jsou
prvni lymfoidni populaci, ktera se rekonstituuje po allo-HSCT (Lysak, 2021).
Rekonstituce celkové populace lymfocytd v priibéhu jednoho roku vykazovala
postupné zvysujici se trend mediant dat. Pokud jsou vsak lymfocyty rozdéleny na T a B,
je viditelny Uspésny prubéh rekonstituce ve prospéch B lymfocytl, coz potvrzuji
Ogonek a kol. v tvrzeni, Ze obnova celkovych B lymfocytld dosahuje normalnich hodnot
do 12 mésicl. (Ogonek, 2016) Pfevazna vétsina obnovenych B lymfocytl vsak tvori
buriky naivniho fenotypu, které prevladaji nad pamétovymi subtypy i po prvnim roce

rekonstituce. Von Niederh&usern a kol. ve své studii dosli k obdobnym zavérim a tento
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stav vysvétluji velmi pomalou rekonstituci pamétovych B lymfocytarnich subtyp(

a varuji pred zvySenou nachylnosti k infekcim. (Von Niederhausern, 2022)

Velmi markantni rozdil je viditelny pfi porovnani rekonstituce T lymfocyt(i CD4+

a CD8+. Pfevaznou ¢ast T lymfocytl u pacientl v prvnim roce po podstoupené allo-
HSCT tvori CD8+ T lymfocyty. Vétsinu sledovanych CD4+ a CD8+ T lymfocytl zastupuji
zvySené EM a TEMRA bunky, subtypy NAIVE, CM a RTE jsou nizké. Fukunaga a kol.
vysvétluji tento stav rozdélenim rekonstituce T lymfocytl jako thymus dependentni

a thymus independentni. V raném obdobi od provedené transplantace tak dochazi

k periferni expanzi T lymfocytarnich pamétovych subtyp(, ktera je nezavisla na thymu.
ProtozZe rekonstituce CD4+ T lymfocytl je zaroven vice zavisla na funkci thymu,

CD8+ T lymfocyty pfevazuji nad CD4+ T lymfocyty az nékolik mésicl od transplantace.
(Fukunaga, 2007) Van den Broek a kol. potvrzuji prevahu pamétovych subtyp(

v prvnich mésicich po allo-HSCT a popisuji jejich postupné snizovani se zacinajici
pomalou rekonstituci NAIVE a RTE T lymfocytd, kterd nastava v nasledujicich mésicich
az letech. (Van den Broek, 2018) Toubert a kol. uvadéji, ze pro vznik RTE T lymfocytd,
je nutna diferenciace darcovskych progenitord v thymu pfijemce, tento proces je velmi
pomaly, ale nasledné tak tyto bunky predstavuji trvalou rekonstituci T lymfocyt(.

(Toubert, 2012)

Vysoké hodnoty CD8+ T lymfocytl po allo-HSCT mohou byt zplsobeny reaktivaci
cytomegaloviru (CMV). (Krdl, 2011) Hartjen a kol. ve své studii popisuji vyznamné vyssi
CD8+ T lymfocyty po infekci CMV (Hartjen, 2017), Von Niederh&dusern a kol. dosli

ke stejnému zavéru a poukazuji také na soucasnou reaktivaci viru Epsteina Barrové
(EBV). (Von Niederhdusern, 2022) Van den Brink a kol. naopak poukazuji i na riziko
vzniku infekci spojené s nizkym poctem CD4+ T lymfocytl a pfipodobniuji stav po allo-

HSCT s infekci HIV. (Van den Brink, 2015)

Rekonstituce Treg lymfocytli nabidla znacné kolisani mediani hodnot mezi snizenymi
a normalnimi pocty, ale po prvnim roce se stav ustdlil ve fyziologickych mezich. Treg
lymfocyty jsou velice dlleZitou populaci rekonstituce, zejména diky schopnosti
navozeni imunologické tolerance, coz mlze mit ve vysledku protektivni ucinky

proti vzniku GvH (Lysak, 2021) nebo ke snizeni vyskytu CMV. (Van den Brink, 2015)

Zaroven ale schopnost Treg lymfocyt( tlumit funkci protinddorovych imunitnich bunék
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vrve

Nejméné 80 % sledovanych Treg lymfocytl exprimuje molekulu CD39. Nagate a kol.
popisuji ve své studii expresi této ektonukleotiddzy na fyziologickych Treg lymfocytech,
ale i na burikach nador( pri AML. (Nagate, 2021) Aroua a kol. popisuji CD39 jako
marker nepfiznivé progndzy u AML a také jako novy marker rezidudlni nemoci.

(Aroua, 2020) Mediany Treg lymfocytl byly v abs hodnotach nasobné vyssi

pred provedenou transplantaci nez po prvnim roce rekonstituce. Tento stav mlze byt
a nebo nedokonalou rekonstituci po allo-HSCT v prvnim roce. Mediany CD39+ Treg
lymfocytl se postupné zvySovaly od probéhlé allo-HSCT a v rel hodnotach i znacné
prevySovaly predtransplantacni hodnotu. Stav rekonstituce CD39+ Treg lymfocyt( je

pravdépodobné spojen s vyssi aktivitou po allo-HSCT.

Vybérovy soubor pacient(, ktefi podstoupili allo-HSCT necital pouze jedince

s odliSnymi hematoonkologickymi diagndzami, ale byl sloZzen z muz(i a Zen rozdilného
vékového zastoupeni. Tito pacienti byli rozdéleni na zakladé véku na skupiny mladsi

a starsi generace a byl zhodnocen prabéh jejich rekonstituce lymfocytd. Hlavni
sledovanou populaci se staly CD4+ T lymfocyty a jejich subpopulace, jejichz hodnoty
dosahovaly v celkovém posouzeni rekonstituce nizkych hodnot. Pfi dosazeni faktoru
véku a porovnani dat mezi generacemi byly zjistény prevainé zvysené hodnoty NAIVE,
CM a RTE bunék u mladsi generace a spisSe zvySené hodnoty EM, Treg a Treg CD39+

u generace starsi. Jiménez a kol. ve své studii pojedndavaji o mozném snizeni poctu
NAIVE a RTE subtypU zplUsobeného postupnou atrofii thymu, ktery se od jednoho roku
Zivota zmensuje o 3 % rocné az do stfedniho véku a nasledné o méné nez 1 % rocné
po zbytek Zivota. Zaroven uvadéji, Ze na predikci rychlé obnovy NAIVE T lymfocytd neni
zavisly vék, ale pripravny rezim. (Jiménez, 2007) Palatella a kol. potvrzuji ve své studii
snizeni thymopoézy a periferni diferenciace Treg lymfocytl béhem starnuti a zaroven
vysvétluji vyssi hodnoty Treg jejich nahromadénim v sekundarnich lymfoidnich
organech ve stari. (Palatella, 2022) Xhaard a kol. ve své studii uvadéji protichtidné
zavéry rekonstituce Treg lymfocytl po allo-HSCT a uddvaji Ze vék pacient(i <25 let byl
spojen s lepsi obnovou Treg lymfocytu. (Xhaard, 2014) Wang a kol. hodnotili ve své

studii rekonstituci lymfocyt( po allo-HSCT u déti a jejich zavéry jsou srovnatelné
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se zjiSténymi vysledky v této praci. (Wang, 2022) Ackoliv byly prokazany rozdily

v rekonstituci u nékolika lymfocytdrnich subtyp(, pfevazna vétsina vysledku
rekonstituce vSech sledovanych bunék dosahuje podobnych zavér( a vék pacientt
na priibéh rekonstituce lymfocytl se neprokdzal. Tato skute¢nost muize byt silné

ovlivnéna pomérné malym vybérovym souborem pacientd.

Drive neZ pacienti podstoupi allo-HSCT je nutné, aby absolvovali pfipravu

pred transplantaci, ktera pomuze ,,uvolnit” prostor pro prihojeni bunék v kostni dieni
(Horejsi, 2017). K tomu jsou uréeny takzvané pripravné rezimy. V ramci vybérového
souboru pacientl byly sledovany dva z téchto rezim(: RIC a abl. Pfipravné rezimy je
nutné spravneé zvolit, aby byly co nejefektivnéjsi, ale zaroven neohrozovaly daného
jedince. Pfi vybéru ptipravného rezimu pro pacienty starsiho véku je vhodnou
variantou RIC rezim. Vydra a kol. ve své studii doporucuji pouZiti abl reZimu u pacientt
do 59. roku a RIC reZim u pacientUl starsich 60 let. (Vydra, 2021) Jethava a kol. ve své
studii uddvaji, Ze pravdépodobné nejlepsi moznosti je pouziti RIC rezim u pacient(
jesté starsich, a to 65 let. (Jethava, 2017) Ve sledovaném vybérovém souboru vsak byli
pritomni i jedinci starSiho véku, kteti abl rezim podstoupili, coz poukazuje

na individudlni pfistup ve zvolené terapii pacientl. Pozorovanou bunécnou populaci
rekonstituce se znovu staly prevazné CD4+ T lymfocyty a jejich jednotlivé subtypy,
jejichz hodnoty rekonstituce byly sledovany u pacientl po RIC reZimu a po abl rezimu.
Po provedeném abl rezimu byly zjiStény pfijatelnéjsi hodnoty rekonstituce u NAIVE,
CM a RTE CD4+ T lymfocytl, coz koreluje s vysledky porovnani vékovych generaci,

kde zaroven mladsim pacientdm byl indikovan pravé abl rezim a hodnoty NAIVE a RTE
bunék mohou odrazet vyssi aktivitu méné atrofovaného thymu. Vyssi mediany hodnot
u rekonstituce lymfocytarnich subpopulaci po RIC rezimu byly prokdzany

u CD3+ T lymfocytl a EM CD4+ T lymfocytl. Rekonstituce CD4+ T lymfocytd po RIC
rezimu dosahovala vysSich hodnot neZ po abl rezimu, ale mediany dat byly stale velmi

nizké. Jiménez a kol. potvrzuji, Ze u rekonstituce téchto T lymfocytdrnich populaci

v prvnich mésicich po RIC rezimu zejména z dlivodu zvySeného prezivani hostitelskych
imunokompetentnich T lymfocytl po mirnéjsim RIC rezimu. (Jiménez, 2007) Shahraki

a kol. ve své studii udavaji, Zze rekonstituce T lymfocyt( po RIC rezimu zavisi
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na pocatecni periferni expanzi darcovskych pamétovych T lymfocytl nasledovanou
thymus dependentni diferenciaci z kmenovych bunék. Mohu potvrdit jejich studii
zvySenymi pocty CD3+ T lymfocytl a EM CD4+ T lymfocytl a nizSimi CD4+ T lymfocyty
oproti rekonstituci CD8+ T lymfocyt(. Zaroven ve studii popisuji, Ze snizené CD4+

T lymfocyty nezpUsobily zvySeni post-transplantacnich infekci béhem sledovani.
subtypl po RIC rezimu nebyla prokazana. Pfi klinickém porovnani RIC a abl rezimu
Ustavem hematologie a krevni transflize, Praha nebyl prokazan zadny znatelny vliv
faktoru pfipravného rezimu na celkové preziti pacientl po allo-HSCT, ktefi jeden

z téchto reZimt Uspésné podstoupili (Stastna Markova, 2021).

Pribéh rekonstituce lymfocytl po allo-HSCT sledovany pomoci pritokové cytometrie
prinasi moznost sledovat obnovu imunitniho systému na Urovni jednotlivych
bunécénych populaci. Ackoliv data zjiSténa z pozorovani pacientl vybérového souboru
jsou rozsahla a prinasi spoustu pozitivnich informaci o Uspésné probihajici rekonstituci,
je nutné konstatovat, Ze lymfocytarni populace po roce od provedené transplantace
nedosahuji zdaleka hodnot uddvajici fyziologickd rozmezi. Van den Brink a kol. udavaji
ve svém ¢lanku, Ze adekvatni doba k obnoveni lymfocytarnich populaci je 1-2 roky
(Van den Brink, 2015). Na zakladé namérenych dat hodnocenych v této praci bych

se priklanél spise k horni hranici tohoto tvrzeni a ocekaval bych slibné vysledky

az ve druhém roce lymfocytarni rekonstituce.

Pro zhodnoceni rekonstituce lymfocytl po allo-HSCT je v klinické praxi nutna
multioborova spoluprace k docileni co nejefektivnéji Iécby. Napfiklad o sledovani
prediktivnich faktord ovliviiujicich celkové preziti pacientl po allo-HSCT podrobné
pojedndvaji Bélohlavkova a kol. ve statistickém hodnoceni dat IV. Interni
hematologické kliniky LF UK a FN Hradce Kralové. Mezi tyto faktory, jejichz vliv byl
prokazan, je mozné zaradit predtransplantacni hodnotu blastl ve dfeni, cytogeneticky
nalez a/nebo hodnotu sérové LDH. Pokud tento biologicky marker dosahuje vysokych
hodnot pred provedenou transplantaci, byl u sledovanych pacient( prokazan vliv

na budouci vznik relapsu onemocnéni. U pacientl po allo-HSCT s elevaci hodnot
sérového C-reaktivniho proteinu, bylo prokazano riziko vyssiho vyskytu akutni

i chronické GvH a zavaznych infekci. (Bélohlavkova, 2021)
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Ze stanovenych dat rekonstituce lymfocytl po allo-HSCT, které byly hodnoceny v mé
diplomové praci vyplyva, Ze po dobu jednoho roku nedochdzi k plné obnové vsech
lymfocytarnich populaci. Ackoliv rekonstituci B lymfocytl je mozné zhodnotit jako
uspésnou, populace T lymfocytl nepfinesla tak slibné vysledky. CD8+ a predevsim
CD4+ T lymfocyty teoreticky mohou dosahnout pfijatelnych hodnot nejdfive v priibéhu
druhého roku rekonstituce, a proto bych doporucil prodlouzit dobu sledovani pacientd.
Z pozorovani pfidaného faktoru véku a jeho potencidlniho vlivu na priibéh rekonstituce
nebyla i pres zjisténé vysledky prokdzana zavislost na lepsi obnové lymfocytarnich
populaci. Vysledné stanovené hodnoty medidan( dosahovaly podobnych hodnot a jejich
vypovédni hodnota mohla byt zkreslena nizkym poctem pacientli vybérového souboru.
Ackoliv sledovani faktoru pripravného rezimu RIC nebo abl na rekonstituci nepfineslo
jednoznacéné zavéry, mediany dat CD3+ T lymfocytd, CD4+ T lymfocytl a EM CD4+

T lymfocytl u pacientd s podstoupenym RIC reZimem dosahovaly lepSich vysledk.

Pro komplexnéjsi zhodnoceni bych doporudil sledovani pribéhu rekonstituce
lymfocytl po allo-HSCT v rozsahlejsim ¢asovém obdobi ve zvyseném poctu
sledovanych pacientl, aby se lépe predeslo zkresleni vyslednych dat. Rozsifeni
pozorovani o biochemicka markery nebo kvantifikaci imunoglobulind by bylo téz velice

prinosné.
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10. ZAVER

Veskeré namérené vysledky rekonstituce lymfocytl po allo-HSCT z ¢asového obdobi
jednoho roku byly zpracovany do grafli a patficné zhodnoceny. Dosazené vysledky
odhalily Uspésnou rekonstituci B lymfocyt a NK bunék. Byl sledovan vliv faktoru véku
na pribéh rekonstituce, ktery i pres zjisténé vysledky nebyl u mladsi nebo starsi
generace pacientl prokazan. Vliv faktoru pfipravného rezimu RIC nebo abl byl nejvice
markantni u populaci CD3+ T lymfocytd, CD4+ T lymfocyt(i a EM CD4+ T lymfocytd.
Zavérem mé prace je nedostatecna obnova T lymfocytdrnich populaci v prvnim roce

rekonstituce.
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11. POUZITE ZKRATKY

Tabulka 62 pouZité zkratky

zkratka vyznam zkratky cesky preklad
Ab antibody protilatka
abl myeloablative conditioning myeloablativni rezim
abs - absolutni hodnoty
ADP adenosine diphosphate adenozindifosfat
Ag antigen antigen
. . alogenni transplantace
allo-HSCT allogeneic hematopoc'etlc stem- hematopoetickych kmenovych
cell transplatation bundk
ALL acute lymphoblastic leukemia akutni lymfoblastova leukémie
AML acute myeloid leukemia akutni myeloidni leukémie
AMP adenosine monophosphate adenozinmonofosfat
APL acute promyelocytic leukemia akutni promyelocytarni leukémie
APC allophycocyanin -
APC_A750 allophycocyanin alexa fluor 750 -
ATG anti-thymocyte globulin antitymocytarni globulin
ATP adenosine triphosphate adenozintrifosfat
Ba basophil bazofil
bb/pl - pocet bunék na mikrolitr
BCR B-cell receptor B bunécny receptor
CCR7 CC-chemokine receptor type 7 CC-chemokinovy receptor 7
CcD cluster of differentiation -
CFU colony forming unit jednotka tvorici kolonie
CGD chronic granulomatous disease chronicka granulomatdzni choroba
c™m central memory T cells centralni pamétové T lymfocyty
cMmv cytomegalovirus -
ConA concavalin A konkavalin A
CSA cyklosporin A cyklosporin A
CSF colony-stimulating factor kolonie stimulujici faktory
DN double negative B cells dvojité negativni B lymfocyty
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EBV

Epstein Barr virus

virus Epsteina Barrové

ELN European LeukemiaNet -
EM effector memory T cells efektorové pamétové T lymfocyty
EMA eosin-5-maleimide acid eozin-5-aleimidova kyselina
Eo eosinophil eozinofil
EPO erythropoetin erytropoetin
French-American-British francouzsko-americko-britska
FAB I .
classification klasifikace
FC flow cytometry pratokova cytometrie
FISH fluorescence in situ hybridization fluorescencni in situ hybridizaci
FITC fluorescein Isothiocyanate fluoroizothiokyanat
FL fluorescein fluorescein
. . roaerolysin oznaceny
FLAER fluorescein-labeled proaerolysin P vo! .Z ceny
fluoresceinem
I ku l [
Es forward scatter rozptyl paprs lu aseru v malém
Uhlu
G-SCE granulocyte colony-stimulating granulocytarni kolonie stimulujici
factor faktory
GC germinal center germindlni centrum
GM-SCE granulocyte-macrophage colony- granulocytarni a makrofagové
stimulating Factor kolonie stimulujici faktory
GP grandparent »prarodi¢”
GvH graft versus host reakce Stépu proti hostitely
kce § i leukemicky
GvL graft versus leukemia reakce stepu ptOt,l eukermickym
burikdam
HIM i hemop.oetlcke |r1du!<t|vn|
mikroprostredi
lidsky virus i logické
HIV human immunodeficiency virus idsky virus |ml{no °’f”'° €
nedostatecnosti
. hlavni histokompatibilni systém
HLA human leukocyte antigen vl Y Fv) oHnt Sy
Clovéka
HMA hypomethylating agents hypomethylaéni latky
HSCT hematopoetic stem-cell transplantace hematopoetickych
transplatation kmenovych bunék
IFN-y interferon gamma interferon gama
Ig immunoglobulin imunoglobulin
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IiL interleukin interleukin
IPSS international prognostic scoring mezinarodni prognosticky—
system skérovaci systém
TP immune thrombocytopenic imunitni trombocytopenicka
purpura purpura
kDa kilodalton kilodalton
KO krome orange -
LBL lymphoblastic lymphoma lymfoblastovy lymfom
LDH lactate dehydrogenase laktatdehydrogenaza
LYMF lymphocytes lymfocyty
MAC membrane attack comple komplex atakujici membranu
MALT mucosa-asoFiated-Iymphoid lymfoidni tkdné spojené se sliznici
tissue
mast mastocyte mastocyt
MBL manose binding lectin lektin vazajici mandzu
MDS myelodysplastic syndrome myelodysplasticky syndrom
MMF mycophenolat mofetil mycophenolat mofetil
MRD minimal residual disiese minimalni zbytkovd nemoc
mRNA messenger ribonucleic acid jedrimr;i/(?;rl?naoé\?; (nrzilderiif/(;rli)y\//sa,(zlina
MSHP microspheric‘?\I hydrophilic mikrosférické hydrofilni partikule
particles
NADPH d?;fﬁ;”;?&fi;g:;;gfe nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NK natural killers pfirozeni zabijeci
NSMe non-switched memory cells nezralé pag;i:;cr)]\ﬁis)uﬁky (bez
PB pacific blue -
PC phycocyanin -
PE phycoerythrin fykoerytrin
PE-Cy5 phycoerythrin and cyanin 5 fykoerytrin a cyanin 5
PHA phytohemaglutinin fytohemaglutinin
PMA phorbol-myristoyl acetate phorbol-myristoyl acetat
PNH paroxysmal n.octL_JrnaI paroxysmalni no¢ni hemoglobinurie
hemoglobinuria
rel relative units relativni hodnoty
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RIC

reduced-intensity conditioning

rezimy s redukovanou intenzitou

RT-PCR

reverse transcription polymerase
chain reaction

polymerazova fetézova reakce
s reverzni transkripci

RTE

recent thymic emigrants

buriky, které ¢asné opustili brzlik

SASP

senescence-associated secretory
phenotype

senescencné asociovany sekre¢ni
fenotyp

SCF

stem cell factor

SCID

severe combined
immunodeficiency

tézky kombinovany imunodeficit

SS

side scatter

bocni rozptyl paprsku

SwMe

switched memory cells

pamétové burky s prepnutim

TA-GvH

transfusion associated graft
versus host

reakce Stépu proti hostitely po
krevni transfuzi

Tc

cytotoxic T cell

cytotoxicky T lymfocyt

TCR

T-cell receptor

T bunécny receptor

TEC

thymic epithelial cell

buriky thymického epitelu

TEMRA

terminally differentiated effector
memory T cells

terminalné diferencované
efektorové pamétové T lymfocyty

TGF-B

transforming growth factor-beta

transformujici rGstovy faktor beta

Th

helper T cell

pomocny T lymfocyt

TPO

thrombopoietin

trombopoetin

Treg

regulatory T cell

regulacni T lymfocyt

UKIA EN HK

Ustav klinické imunologie
a alergologie Fakultni nemocnice
Hradec Kralové

WHO

World Health Organization

svétova zdravotnicka organizace
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