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1. ABSTRAKT

Stanoveni podocyti v mo¢i metodou pritokové cytometrie u

zanétlivych onemocnéni ledvin

Uvod: Pritokova cytometric je laboratorni metoda umoziujici soucasné
méfeni fady parametri na velkém mnozstvi ¢astic. Jiz diive prezentované
studie prokazaly, Ze mocové podocyty jsou znamkami glomeruldrniho
poSkozeni. Podocyty maji omezenou schopnost bunééného déleni a
poSkozeni vede ke sniZeni jejich poctu. Podocyturie odrazi aktivitu a
zavaznost glomerularniho poskozeni. Cilem této prace bylo vypracovat
metodiku analyzy bunék mocového sedimentu pacienti s onemocnénimi
glomeruli na pritokovém cytometru.

Metodika: Pritokova cytometrie je zaloZena na imunofluorescenci nebo
na stanoveni obsahu bunééné DNA. Pii detekci podocyti v moci jsem
uzivala monoklondlni protilatky proti podocalyxinu. znaené
phycoerythrinem (PE), a proti  cytokeratinGm, znacené
fluresceinizothiocyanatem (FITC). Gate byl stanoven pomoci propidium
jodidu, ktery penetruje pouze bunéfnou membranou mrtvych bunék.
Hlavnim hlediskem byla spravna volba separace mocového sedimentu.
Nejvice zdafilou metodou se stala separace ultrafiltraci na systému
Millipore (ultrafiltry s otvory o priméru S pm).

Vysledek: Nejvyznamnéj$im vysledkem mé prace je vypracovani
standardni metody separace a znaCeni podocytd pro méfeni na
prutokovém cytometru. Provedla jsem analyzu mocovych sedimentd u
13 nahodné vybranych pacienti s akutnim zanétlivym onemocnénim
ledvin. Podocyty chybély u zdravych kontrol. Nejvy$si namétrené
hodnoty vyskytu podocyt v moc¢ovém sedimentu byly 35,43%, 56,49%,
70,44%. U pacienta s namétfenou hodnotou az 40% podocyti v moc¢ovém

sedimentu do$lo po imunosupresivni terapii k poklesu na 16,28%.



Zavér: Byla nalezena vhodna metoda zpracovani a separace mocového
sedimentu s naslednym znacenim pomoci monoklonalnich protilatek.
Eliminovala se autofluorescence mocového sedimentu. Tato mctoda
uchovava zivotaschopnost podocyti. Domnivam se, Ze je tieba
vyzkouset dvoji znaCeni s pouzitim druhého specifického znaku

podocyti.

2. CiL PRACE

Hlavni cilem diplomové prace bylo vypracovani metody detekce
podocyti v moci metodou prutokové cytometric u zanétlivych
onemocnéni ledvin a urcit zavislost vylucovani podocyti na pribchu

onemocnéni.

3. UVOD

3.1. ANATOMIE

3.1.1. Ledviny

Ledviny oci§tuji krev od odpadnich latek, které ptedavaji do
moci. Moci se dostavaji z téla ven do vné&jsiho prostfedi organismu. Svou
¢innosti udrzuji stalé slozeni vnitini prostifedi organismu.

Ledviny jsou péarovy organ ve tvaru fazole. Jsou uloZeny
v tukovém polStafi po obou stranach patefe ve vysi 11. torakalniho az 3.
lumbalniho obratle. Na fezu ledvinou rozliSujeme dvé vrstvy: kiru
(cortex renis) a dfeit (medulla renis). Diefi vybiha k hilu v ledvinové

papily (papillae renales), které jsou obemknuty ledvinovymi kalichy



(calyces renales). Ty se otviraji do ledvinové panvicky (pelvis renalis). Z
panvicky je moc¢ aktivné odvadéna mocovodem (ureter) do mocového
méchyfie (vesica urinaria). [ 1]

U dospélého ¢lovéka jsou rozméry ledviny nasledujici: podélna
osa ¢ini 12 cm, §itka 6 cm a tloustka 3 cm.

Ledviny maji pruznou a tuhou konzistenci, u dospélého jedince je
povrch hladky ajje kryty jemnym fibréznim pouzdrem.

Krev pfitéka do ledviny tepnou (arteria renalis), ktera se jesté pied
vstupem do ledviny déli na 2-3 vétve. Vétsinou 2 vétve probihaji pred
panvickou a jedna po jeji zadni strané.

Po vstupu do ledviny se vétve déli na tzv. artérie interlobarni,
které probihaji mezi jednotlivymi pyramidami. a to az k hranici mezi
kiirou a dfeni. Zde se prudce ohybaji a tvofi obloukovité (arkuatni)
artérie, které probihaji na bazich pyramid a navzijem se spojuji.
Z arkuatnich artérii odstupuji artérie interlobularni. Z nich jdou tzv.
ptivodné tepénky glomeruld (aferentni arterioly). Glomerulus je tvofen
klubickem kapilar, které se opétné spojuji v odvodnou tepénku.

U glomerulti uloZzenych v zevni ¢asti kiry se odvodna tepénka
rozpada v sit’ kapilar, opfadajicich stény tubulid. Z téchto peritubularnich
kapilar se sbiraji malé zilky, které se postupné spojuji ve vétsi, az
nakonec v ledvinou Zzilu.

U glomeruli pobliz dfené¢ se eferentni arteriola rozpada do
tenkosténnych kapilar vytvatejici trubice tvaru pismene U probihajici ve
dieni. Glomeruly wuloZzené pfi hranicich sdfeni se nazyvaji

juxtamedularni.



3.1.2. Stavba nefronu

Ledvina je tvofena tubuly a glomeruly. Glomerulus s tubulem
tvofi nefron. Nefron je zakladni anatomicka a funkéni jednotka. Kazda
ledvina ma 1 az 1,25 miliond nefroni. Po narozeni se tento pocet

neméni.[obr.9.2.1.]

3.1.3. Glomerulus

Glomerulus je tvofen klubi¢kem kapilar, které vznika rozpadem
pifivodné tepénky. Kapilarni klubi¢ko je vloZzeno do poharkovitého
atvaru, tvoieného rozsifenim pocate¢ni ¢asti kanalku. Tento poharkovity
Otvar se nazyva Bowmanovo pouzdro. Stavba glomerularniho klubicka
je: aferentni arteriola rozpadajici se do 4-8 segmenti, z nichz se tvofi 40
kapilarnich kli¢ek. Kapilary se spajuji v odvodnou (eferentni) tepénku.

Mikroskopem na sténé glomerularni kapilary rozliSujeme tfi
zakladni vrstvy:

1. na vnitini stran¢ kapilary jsou uloZeny ploché endotelialni buriky,

2. bazalni membrana,

3. epitelové buiky (podocyty), které jsou uloZzeny na zevni strané€
bazalni membrany. Tyto builky maji etné vybézky (pedicely),
kterymi jsou navzajem spojeny.

Prostor mezi glomerularnimi kapilarami vyplfiuje jemna pojivova tkan
(mezangium). Mezangialni bunky jsou schopné se smrStovat a

ovliviiovat velikost plochy glomerularnich kapilar.[obr.9.2.2.,9.2.3.]



3.1.4. Tubulus

Kanalkovity utvar nefronu je tvofen né€kolika ¢astmi.

Proximalni tubulus ma vlastni sto¢enou cast a ¢ast konecnou.
ktera je pfima. Sténa proximalniho tubulu je tvofena jednovrstevnym
epitelem. Tyto bufiky maji na vnitfnim povrchu ¢etné vybézky, kterymi
zvétSuje velikost plochy, kontaktni s tekutinou proudici uvnitf tubulu.
Ptima ¢ast prechazi do Henleovy klicky.

Henleova kli¢ka vytvati charakteristickou U trubici, jejichz ohyb
je v rizné hloubce pyramid. Stavba Henleovych kli¢ek je predpokladem
¢innosti  dfefiového protiproudového systému umoziujici tvorbu
koncentrované moci.

Distélni tubulus. Sto¢ena ¢ast tohoto tubulu je tvorena jednou
vrstvou kubickych bunék, které na rozdil od bun€k proximalniho tubulu
nemaji kartaCovy lem. Buriky na ptechodu tlusté ¢asti Henleovy klicky a
zacatku stocené casti distalniho tubulu ma odlisny vzhled, nez bunky
sousedni. Jevi se hust$i. Tento usek se nazyva macula densa. Macula
densa spolu s modifikovanou sténou (znaky se podobaji epitelidlnim
burikdm) aferentni tepénky vytvafi juxtaglomeruldrni aparat, ve kterém
se tvofi renin.

Spajovaci segment. Spojovaci segment je c¢ast tubulu, ktera
spojuje konec distalniho tubulu se sbéracimi kanalky.

Sbéraci kanélky se spajuji a kone€nymi €astmi Usti na vrcholek
papil, kde se definitivni mo¢ dostava do kaliska a panvicky.

Mo¢ tvofena ledvinami je transportovana panvickou a
mocovodem do mocového méchyie, kde je ptechodné uskladiiovana. Dle
potfeby je méchyt vyprazdiiovan a mo¢ opousti organismus mocovou

trubici. [4]
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3.2. FYZIOLOGIE

3.2.1. Funkce ledvin

1.

Vylu€ovani z organismu latky, které jsou produkty metabolismu.
a tim zajistit homeostazu vnitiniho prostiedi.

Udrzovani stalého objemu a sloZeni extracelularni tekutiny
z hlediska elektrolytového slozeni, osmotické koncentrace a
acidobazické rovnovahy.

Vyluéovani cizorodych latek, které pronikly do organismu a
narusuji slozeni vnitfniho prostredi.

Funkce metabolicko-endokrinni. Ledvinach se tvofi hormonalni
latky. Priklad lze uvést tvorbu hormonu erytropoetinu.
stimulujiciho kostni dfefn k tvorbé erytrocytd, ¢i preménu
provitaminu D na jeho aktivni formu. V ledvinach dale dochazi
k inaktivaci nékterych hormont. Uvést lze metabolickou

degradaci inzulinu nebo parathormonu.

Ledviny jsou jeden z nejdilezitéjSich organi umoziujicich

udrzovat homeostazu vnitiniho prostfedi. NaruSeni této homeostazy je

pro organismus nebezpecné a Casto neslucitelné se Zivotem.

3.2.2. Glomerularni filtrace

Filtrace v glomerulech je ovlivnéna souhrnem fady fyzikalnich

faktord a vlastnosti glomerularni membrany. Aby doslo k filtraci

v glomerulech, musi byt dostatecné vysoky hydraulicky tlak. Velikost

tohoto tlaku je ovliviiovan stupném koncentrace aferentni a eferentni

arterioly.
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Filtrace je dale ovlivitovana vlastnostmi glomerularni membrany.
Propustnost (permeabilita) této membrany je dana fadou faktori. Jde o
biologickou membranu a jeji permeabilita zavisi na struktufe a fyzikalné-
chemickych vlastnostech bazalni membrany a na vlastnostech
jednotlivych bunéénych komponent membrany. MnoZstvi vytvoreného
filtratu zavisi na velikosti plochy filtraéni membrany.

Pfi posuzovani permeabilitnich vlastnosti glomerularni membrany
je nutno odliSit posuzovani jeji permeability pro vodu a pro molekuly
rizné velikosti. Za normalnich okolnosti je glomerularni membrana
volné propustna pro latky o malé molekule a ionty. Do filtratu
nepiechazeji molekuly bilkovin o velké molekularni hmotnosti.
Albuminy pronikaji v nepatrné mife. V glomerularnim filtratu se
nachazeji ve vétSim mnozstvi bilkoviny o malé molekularni hmotnosti.
Za normalnich okolnosti jsou mikroproteiny v tubulech vstfebavany
nazpét.

V priniku molekul hraje roli jejich elektricky naboj. Glomerularni
membrana ma negativni naboj, a proto molekuly s negativnim nabojem

Jsou odpuzovany.

3.2.3. Mocovy sediment

VySetfeni mocového sedimentu hraje stale dilezitou roli. Pfi
hodnoceni mocového sedimentu se posuzuje piitomnost buné&nych
element (leukocyti, erytrocytu, epitelialnich bunék), valci a krystali.

Pfi béZném vySetfovani sedimentu vznikaji rozpaky pfi
rozliSovani leukocytii a malych epitelialnich bunék. Velké epitelialni
Jsou obvykle odloupané buriky z povrchovych vrstev epitelu mocového

méchyfte.
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V mogi jsou ¢asto identifikovany krystaly. Jejich vyskyt zavisi na
ptl mogi. Nejeast&ji se nachazeji krystaly kalciumoxalatové. uratové a
fosfatové. V infikované mo¢i mohou vzniknout v alkalickém prostiedi

pti hydrolyze urey bakterialni ureazou konkrementy struvititové. [4]

3.3. IMUNOLOGIE

3.3.1. Charakteristika imunitniho systému

Imunitni systém se v organismu spolu s nervovym a endokrinnim
systémem podili na udrzeni homeostazy organismu.
Zakladni funkci je :
e obranyschopnost — rozpoznavani vnéjSich

Skodlivin a ochrana organismu proti infekci,

e imunitni dohled -~ rozpoznani vnitfnich
Skodlivin,
e autotolerance — rozpoznavani vlastni tkané

organismu a udrZovani tolerance vii¢i nim.

3.4. GLOMERULONEFRITIDY

Glomerulonefritidy vznikaji zpravidla v disledku aktivace
imunologickych mechanismi se zanétlivymi zménami v glomerulech.

Akutni glomerulonefritida ma nahly zacatek, Casto s rozvojem
renalni insuficience béhem nékolika dnti, obvykle s postupnou tpravou

rendlni funkce béhem nékolika tydnd.
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Chronické glomerulonefritidy ohrozuji obvykle velmi pomalou,
ale soustavnou. a Casto obtizné ovlivnitelnou progresi do chronického
selhani ledvin.

Etiologie glomerulonefritid neni vzdy jasna. Zdrojem antigenu
vyvolavajiciho imunitni reakci mizou byt napf. rGzna infek¢ni agens
nebo autoantigeny.

Klinické projevy glomerulopatii mohou byt rtizné. Neni vzacnosti
zcela asymptomaticky prabéh charakterizovany pouze patologickym
nalezem v mo¢i.

U nékterych nemocnych lze v predchorobi zjistit prob&hlou
respiraCni  infekci nebo tonzilitidu, jejiz etiologicky vztah ke
glomerulonefritidé je v8ak ¢asto nejisty, a muze jit o provokujici faktor
vyvolavajici relaps onemocnéni nebo mize zakladni laboratorni
vySetieni provedené odkryt jiz déle probihajici renalni onemocnéni.

U sekundarnich glomerulopatii mohou byt pfitomny extrarenalni
projevy onemocnéni, napf. kozni purpura, rccidivujici sinusitidy a
hemoptyzy, tézka periferni neuropatie, trofické defekty na konéetinach,
bolesti kloubl, motylovy exantém, polyserositida ¢ znamky postiZeni
CNS.

Vedle toho miZeme u nemocnych pozorovat akutni nefriticky
syndrom a nefroticky syndrom.

Akutni nefriticky syndrom je charakterizovan nahlym vznikem
otoku. hypertenze, Casto i oligurie v disledku sniZzené renalni funkce
s nalezem mikroskopické hematurie a vét§inou stfedni proteinurie.

Nefroticky syndrom je soubor pfiznakd vznikajicich v disledku
velké proteinurie V klinickém obraze dominuji otoky, laboratorné velké
proteinurie, hypopreoteinémie, hypalbuminémie a hyperlipidémie.

Glomerulonefritidy jsou jednou z nejéastéjsich ptic¢in chronického
selhani ledvin. Jejich tfidéni je zalozeno na ndlezu v ledvinové biopsii,

které zahrnuje Ctyfi zékladni formy: proliferativni s fadou podtypd,

-14 -



membranozni. nefroticky syndrom s miniméalnimi zménami a fokalné-
segmentarni glomerulosklerozu. Prognéza glomeruloncfritid je dana
nejen zménami glomeruld, ale zejména stupném intersticidlni sklerozy.
tubularni atrofie a arteriosklerézy. Pro Gspé$nost lécby je velmi dileZita
véasna diagnéza, ktera se opira o klinicky obraz a laboratorni vySetfeni
véetné mocového nalezu. Moznou znamkou glomerulonefritidy je

pritomnost podocytd v mocovém sedimentu.

3.5.PODOCYTY

Podocyty jsou vysoce specializované epitelidlni buiiky lemujici
povrch glomerulu. Jsou ¢asti filtraéni bariéry spolu s endotelidlnimi
burikkami kapilar a bazalni membrany glomerulu (glomerular basal
membrane, GBM). Zabezpecuji selektivni permeabilitu  stény
glomerularnich kapilar.

Maji objemné bunééné télo, které Gsti do mocového prostoru a
obepina kapilary glomeruld. Mezi vybézky jsou pfemosténé filtraéni
Stérbiny. Filtra¢ni $térbiny jsou mista, kudy protéka tekutina skrz vnitini
epitelium a jejich konstantni $ifka je 30-40 nm.

Podocyty maji omezenou schopnost bunééného déleni, poskozeni
vede ke sniZeni jejich poétu, zvy$ené propustnosti glomerularni kapilarni
stény a k vyvoji glomerulosklerézy v Gsecich bazalni membrany, které
nejsou kryty podocyty. Odloupané podocyty jsou poté nalezeny v moci.
Do mo€i se uvolriuji nejen poskozené, ale i Zivé podocyty.

Podocyturie odrazi aktivitu a zavaznost glomerularniho

poSkozeni.[obr.9.2.4.]
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4. METODIKA

4.1. PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pritokova cytometric je laboratorni metoda umoziujici sou¢asné méfeni
fady parametri na velkém mnozstvi &astic. Vyuzivd se v mnoha
védeckych disciplinach. Parametrem prutokové cytometrie mize byt
fyzikalni nebo chemicka vlastnost buriky (granularita, velikost, Zivotnost
a dal3i) a v3e. co mizeme oznacit monoklonalni protilatkou (povrchové
molekuly, intracelularni molekuly apod.).

Nejcastéji méfenym parametrem je rozptyl svétla v malém uhlu
(pfimo umérny velikosti bunék), rozptyl svétla v 90° dhlu (ovlivnén
hlavné granularitou ¢astic) a fluorescence rizné vinové délky.

Buriky obarvené riznymi fluorochromy jsou unaSeny laminarnim
proudem nosné buiiky v izotonickém roztoku tryskou do silngjsi
kapilary, kterou proudi tekutina. Toto usmérni buriky do tenkého proudu,
postupuji jedna za druhou priitokovou komirkou a v ni protinaji svételny
paprsek. Tento jev se nazyva hydrodynamicka fokusace.

Svétlo vznikajici interakci bunék usmérnénych hydrodynamickou
fokusaci pfi prichodu paprskem laseru je rozdéleno systémem hranoli,
optickych filtri a zrcadel podle vinové délky emitované fluorescence.
Zakladnimi prvky optické soustavy jsou flltry.

Logaritmicka transformace, jeji vyhodou je zvySeni senzitivity u
fluorescenci o niZ$i intenzité a vétSi Sife rozsahu detekce fluorescence.
Linearni zesileni méfi presnéji mensi rozdily ve vazbé fluorochromi.
Zpravidla se méfi plocha elektrického signédlu. Pouzivaji se i dalSi
mozZnosti zpracovani signalu, jako méfeni jeho Sife nebo vysky, které se
vyuZiva v odliSeni agregati bunék od bunék se zvySenym obsahem

DNA. Signaly jsou zpracovavany pocita¢em.
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Pocitacové zpracovani naméienych dat umoziuje ziskavat adaje o
subpopulacich bun€k charakterizovanych na zaklad¢ jinych znaki. tzv.
gatovani.

Vystupem méfeni jsou vysledky v grafické a Ciselné podobé. U
grafického zobrazeni se pozivaji jak jednoparametrové histogramy. kde
na ose X je znazornéna intenzita signalu a na ose y mnozstvi bunék tak
histogramy dvouparametrové.

U dvouparametrovych histogramii je na ose x vynesena intenzita
jednoho a na ose y druhého signalu.Mnozstvi bunék je znazornéno
hustotou bodi nebo ¢arami, které pfipominaji vrstevnice na map¢.

Oproti fluorescenéni mikroskopii umoziiuje pritokova cytometric
vySetfit vice bun€k, je rychlejdi a spotfeba biologického materidlu i
reagenci je podstatné mensi. Pritokovou cytometrii je mozné provadét
souCasn€ znaceni vice fluorochromy a detekovat najednou vice znaki,

prokazat i velmi fidce se vyskytujici populace.

Priitokova cytometrie je proces pii kterém se analyzuji jednotlivé buiiky.
V priitokové cytometrii se méfi:

» cCelni rozptyl svétla, FSC

e bocni rozptyl svétla, SSC

 intenzita fluorescence emitované aplikovanymi fluorescenénimi

probami

tvar a €as trvani svételného pulsu (rozptylu svétla, fluorescence)
NejcCastéji méfené parametry pritokové cytometrie:

o velikost

e granularita

e povrchové a CD znaky
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 intracelularni cytokiny

« pH. intracelularni vapnik,hof¢ik

e enzymaticka aktivita

e viabilita

« nukleova kyseliny (obsah DNA, RNA. ploidie)

membranovy potencial

Analyza dat.

Zobrazenim dat naméfenych na pritokovém cytometru jsou grafy.

Nejcastéji se pouzivaji

histogramy

dvojrozmérné dot-plot diagramy a jejich derivaty
contour ploty

density ploty

pseudocolor ploty

zebra ploty [3]

[obr.9.2.5.]

4.2. SEPARACE

Ustfednim problémem préace byla spravna volba separace bunék

mocového sedimentu.

Zpocatku jsem pfi zpracovani ranni moce postupovala dle

Navodu na morfologické vySetfeni moce (sazebnik vykoni VZP 50045,
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0db.801) s ur¢itymi drobnymi modifikacemi. Problémem této metody
(dale v textu oznacené jako klasickd separace dle Maska podle autora
vyse uvedeného metodického postupu VZP) bylo nedokonalé odd¢€leni
bunék sedimentu od jinych (nebunéénych) soucasti, které vykazovaly
znaénou autofluorescenci interferujici s fluorochromem zna¢enymi
burikami, dal$im problémem byla ziejmé nespecificka vazba pouzitych
protilatek na proteiny v mog¢ich nemocnych s proteinurii. Pro velkou
pfitomnost drté&, krystald, hlenu. bakterii a jiné nezadouci pfimési byl
obraz ziskaného sedimentu velmi nepiehledny.

Abych omezila vliv vySe uvedenych faktord. pokusila jsem se o
specifiCtéjSi separaci sedimentu. Zkusila jsme pouZzit separaCni
zkumavky OncoQuick, primarné uréené ke gradientové separaci bun€k
epitelidlniho pivodu (bun€k metastazujicich solidnich tumori)
z periferni krve. Vychazela jsem ztoho, Ze i podocyt je burika
epitelidlniho pivodu a Ze vysledkem této separace mo¢i by mohla byt
bunééna suspenze obsahujici pouze epitelialni buriky. Tato separace byla
uspé$na: ziskané buriky mély na pritokovém cytometru pomérné
homogenni granularitu, byly rizné velké a nespecificka izotypova
kontrola byla uspokojiva. Tento zpusob separace byl uzivatelsky velmi
pfijemny a vystup zné& dobry, obtizné piekonatelnym problémem je
vsak cena jedné separaéni zkumavky — cca 1700 K¢ na 1 vzorek.

To byl divod pro hledani cenové ptijatelnéjsiho zpisobu ,vycisténi*
sedimentu. ReSeni jsem nasla v ultrafiltrech firmy Millipore. Zvolila
jsem filtr Millipore Ultrafree-CL. s membranou Durapore ® o velikosti
pora 5 um. Pory této velikosti propusti vét§inu krystali, bilkovin, hlenu a
dal$i nezadouci primési, ponechaji viak ve zkumavce v§echny bunécné
elementy. Vystup z méfeni znacenych bunék takto pfipravené bunécné
suspenze byl pfijatelny pro dal§i hodnoceni a vyznamné se nelisil od
systému OncoQuick. Vzhledem k uspokojivé cené (cca 70 K¢ za jeden

filtr) jsem dale pokracovala pouze timto zpisobem separace.
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4.2.1. Separace dle Maska

Ptiprava mocového sedimentu
1. - pacient 2. - zdrava kontrola

moce pred piipravou zchladit — ponechat 20 min pii 4°C

1. 50 ml zkumavku s mo¢i sto€it pfi 2000 rpm.

2. Aspirovat supernatant pomoci pipety, na dn¢ 50 ml zkumavky
ponechat buné&ny sediment s tekutinou o objemu cca 1 ml.

3. Do stiikacky natahnout 9 ml PBS o teplot¢ 4°C, omyt stény
zkumavky s moci a cca 10 ml bunééné suspenze pretahnout do 10
ml plastové zkumavky s modrym vickem.

4. Centrifugovat 5 min pti 200 rpm.

5. Aspirovat supernatant pomoci pipety. Na dné¢ 10 ml plastové
zkumavky ponechat cca 1 ml buné¢né suspenze.

6. Do strikacky natdhnout 9 ml PBS o teploté¢ 4°C a omyt stény
zkumavky.

7. Centrifugovat 5 min pii 2000 rpm.

8. Aspirovat supernatant pomoci pipety. Na dn¢ plastové zkumavky
ponechat cca 0,2-0,5 ml bunééné suspenze.

Nyni je mozZné piistoupit ke znaceni.
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4.2.2. Separace systémem OncoQuick

Ptiprava moc¢ového sedimentu

1. - pacient 2. - zdrava kontrola

moce pied pfipravou zchladit — ponechat 20 min pfi 4°C

9.

. Opatmé¢ premistit 50 ml moc¢e do horniho kompartmentu

zkumavky OncoQuick.

. Centrifugovat po dobu 20 min rychlosti 1500 rpm. Po ukon¢eni

centrifugace se pfipadné buiiky epitelidlniho pavodu (napf.
podocyty) nachazeji tésné nad modrym separaénim médiem. Tato

vrstva buné€k obvykle neni okem viditelna.

. Opatrné odsat jehlou a stiikackou nebo pipetou cca 45 ml tekutiny

zhorni ¢asti kompartmentu nad separaénim médiem. Zbytek
moce (asi 5 ml) nad separa¢nim médiem odsét sterilni jehlou a

premistit do novych centrifugaénich zkumavek o objemu 10 ml.

. Vymyt stény zkumavky OncoQuick a povrch modrého

separa¢niho média cca 5 ml promyvaciho roztoku. Premistit do
centrifuga¢ni zkumavky s 5 ml sto¢ené moci.

Zlehka promichat.

Centrifugovat 5 minut pfi 1000 rpm.

Nasat pomoci pipety 9 ml supernatantu a odstranit jej. V
centrifuga¢ni zkumavce na dné€ zistanou bufiky vcca 1 ml

roztoku.

. Resuspendovat a doplnit promyvacim roztokem do celkového

objemu 10 ml, poté promichat.

Centrifugovat 5 minut pfi 1000 rpm.

10. Odstranit supernatant tak, aby se neporusila buné¢na vrstva na dné

zkumavky.

Nyni je mozné pristoupit ke znaceni.[obr.9.2.6.]
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4.2.3. Separace s filtraci Millipore

Ptiprava mocového sedimentu

1. - pacient 2. - zdrava kontrola

moce pred pfipravou zchladit — ponechat 20 min pfi 4°C

9.

. 50 ml zkumavku s mo¢i sto¢it 20 min pfi 1500 rpm.

Aspirace supernatantu pomoci pipety, na dn¢ 50 ml zkumavky

ponechat bunéény sediment s tekutinou o objemu cca 2 ml.

. Bunéény sediment pfemistit do horniho kompartmentu filtracni

zkumavky Millipore.
Centrifugovat 5 minut pfi 1000 rpm. Pfemistit tekutinu do dolniho
kompartmentu centrifuga¢ni zkumavky, na filtru a nad filtrem

v horni ¢asti zlistanou pouze bunky.

. Odstranit tekutinu tak, aby nedoslo k poskozeni filtru.

Vyjmout filtr a vlozit do kadinky.

Do strikacky o objemu 10 ml nasat pfedchlazeny promyvaci
roztok a vymyt stény a povrch filtru. Poté filtr vymyt promyvacim
roztokem v kadince (5x vyjmout a vlozit).

Ptelit do centrifuga¢ni zkumavky o objemu 10 ml s modrym
vickem.

Centrifugovat 10 minut pti 1000 rpm.

10. Odstranit supernatant tak, aby se neporusila buné¢na vrstva na dné

zkumavky.

Nyni je mozné pftistoupit ke znaceni.

[obr.9.2.7.]
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4.3. ODSTREDOVANI (centrifugace)

Centrifugace je jednoducha zakladni laboratorni metoda slouZici
zejména k oddé€lovani pevnych ¢astic z roztoku. Pfirozena sedimentace
pevnych Castic zplisobena gravitaci je urychlena pouzitim odstfedivky
(centrifugy), ve které se zkumavky pohybuji v tzv. rotoru po kruhové
draze. Pusobi tak na n& odstfediva sila. ktera je tim vétSi, ¢im vétsi
rychlosti a po delsi draze se zkumavky pohybuji. Tato sila tedy zavisi na
poloméru rotoru a na rychlosti, se kterou se rotor otaci. Odstrediva sila se
vyjadiuje v jednotkach g, které vyjadiuji, kolikrat se pfi odstfed’ovani
znasobi hmotnost ¢astic.

Centrifugy s tzv. vykyvnymi rotory umoziiuji vychyleni nosiCe
zkumavek podle intenzity odstfedivé sily az do horizontalni roviny.
podobné, jako se pii zvySujicich se otackach vychyluji sedatka
fetizkového kolotoce. Vyhodou je, Ze odstfediva sila pak piisobi kolmo
ke dnu zkumavky, nevyhodou je omezena mechanicka odolnost kloub,
ve kterych dochazi k vychyleni nosi¢e zkumavek, takze lze dosahnout
obvykle odstfedivé sily jen kolem 5000 g. Takové odstfed’ovani je
vhodné predevsim pro sedimentaci bunék a jinych vétsich a té€zSich
castic.

Bézné laboratorni centrifugy s pevnymi tzv. thlovymi rotory
dosahuji odstiedivé sily mezi 10-30 000 g, ktera zcela postacuje pro
rychlou sedimentaci napf. srazenych molekul DNA. Odstrediva sila v
nich pisobi Sikmo, takZe i sediment na dné zkumavky jje po centrifugaci
zeSikmeny.

Pro specidlni techniky se pouzivaji ultracentrifugy, dosahujici
odstredivé sily az kolem 80 000 g.

[0br.9.2.9.]
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4.4. ZNACENI

4.4.1. Priprava

1. pacient — vzorek bez monoklonalnich protilatek .......... v této
zkumavce nebude Zadna protilatka.

2. zdravy — vzorek bez monoklonélnich protilatek .......... v této
zkumavce nebude Zadna protilatka.

3. pacient — kontrola (2PPK) ........... v této zkumavce bude po 10 ul
nespecifické kontroly — mysi IgG1/1gG2a-FITC/PE.

4. zdravy — kontrola (2PPK) ........... v této zkumavce bude po 10 ul
nespecifické kontroly — mysi 1gG1/1gG2a-FITC/PE.

5. pacient — znaCeni podocyti anti-podocalyxinem PE a anti-
cytokeratinem FITC............ pfidat po 10 ul anti- podocalyxin
PE a anti- pancytokeratin FITC.

6. zdravy — znaceni podocytid anti-podocalyxinem PE a anti-
cytokeratinem FITC............ pfidat po 10 ul anti- podocalyxin
PE a anti- pancytokeratin FITC.

4.4.2. Monoklonalni protilatky proti podocalyxinu a cytokeratinim

Jak jiz bylo zminéno, k prikazu bunéénych antigeni na pritokovém
cytometru slouzi monoklonélni protilatky konjugované s fluorochromem
¢i nekonjugované protilatky, kdy je k detekci pouzivana dal3i (znaCena)
protilatka proti protilatce.

Ke znaceni podocytt jsme pouzivali monoklonalni protilatku proti
podocalyxinu znaCenou phycoerytrinem (anti-podocalyxin  PE).
Podocalyxin je hlavni sialoprotein podocytii, nachazi se na membrané

diferencovanych podocytli, ma cytoplazmatickou doménu (ktera se vaze
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na cytoskelet podocytu) a ektodoménu. proti které je namifena pouzita
protilatka. PouZivala jsem monoklonalni protilatku firmy R&D Systems,
jde o produkt hybridomu vzniklého fuzi mysich myelomovych bunék a
B-lymfocytd my3i imunizovanych purifikovanym rekombinantnim
lidskym podocalyxinem, piesnéji jeho extracelularni doménou. Jak
vyplyva z vySe uvedeného, jde o konjugovanou monoklonalni protilatku
s fluorochromem PE.

Jako druhy znak jsem zvolila molekuly cytokeratini 6.,8,18 a 19 a
monoklonalni protildtku proti témto cytokeratinovym molekulam
znac¢enou FITC (vyrobce DAKO Cytomation). Imunogenem pfi vyrob€
této monoklonalni protilatky je bunééna linie epidermalniho karcinomu
A431, protilatka specificky reaguje s buiikami epitelidlniho pivodu.
Umyslem bylo odlisit ptipadné podocyty od ne-epitelialnich bun&k

v sedimentu.

4.4.3. Propidium jodid

Propidium jodid je interkalarni barvivo, které neprochazi
neporuSenymi membranami Zivych bunék, pokud maji bunky
cytoplazmatickou membranu poru$enu, barvivo volné proudi do bunék.
Ma vysokou afinitu k nukleovym kyselinam a po vazbé cca 40x vétsi
fluorescenci. Toho se vyuZiva pravé ke znac¢eni mrtvych bunék, které po
excitaci UV zafenim sviti intenzivné ¢ervené.

Odbér, transport a nasledné zpracovani vzorku moc¢i vede
k odumieni menSi ¢asti bun€k. Pocitatovou analyzou po znaceni
monoklonalnimi protildtkami nasledn¢ prochazely pouze bunky Zivé,
definované v PI gatu.

[obr.9.2.10.]

-25-



4.5. PROMYVANI

K promyvani bun&k se pouziva roztok PBS, ktery se pfipravuje
z nasledujicich komponent:

e 8.0gNaCl

e 0,2gKCl

e 2,16 g Na,HPO,

e 0.2 g KH»PO;4
ad 1000 ml destilované vody, pH upravime na 7.2 — 7.4. 3]
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5. VYSLEDKY

5.1. SROVNANI SEPARACI

Dvourozmérné grafy, ve kterych je kazda buiika zobrazena jako tecka.
Na ose X je uvedena velikost bunék a na ose Y granularita bunék.
Nahofe se nachazi separace dle Maska, uprostied systémem OncoQuick
a dole ultrafiltrace Millipore.

011

] ZPRACOVANI

] MOCOVEHO SEDIMENTU
] - KLASICKA

] SEPARACE DLE MASKA

o 200 400 600 800 1000
017
g
ZPRACOVANI
MOCOVEHO SEDIMENTU
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o 200 400 800 800 1000
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062
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8
j
ZPRACOVANI
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- MILLIPORE
"TTabn  mo0 800 1000
FSC-Height
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5.2. ZNACENI BUNECNYCH JADER PROPIDIUM JODIDEM -
VIABILITA BUNEK

Gatovani bunék urCenych k analyze provadime pomoci zna&eni jader
propidum jodidem.

Propidium jodid je interkalarni barvivo, které neprochazi neporusenymi
membranami Zivych bunék. Pokud maji buiiky cytoplazmatickou
membranu porusenu, barvivo volné proudi do bunék. Ma vysokou afinitu
k nukleovym kyselindm a po vazbé cca 40x vétsi fluorescenci. Toho se
vyuziva ke znaCeni mrtvych bunék, které po excitaci sviti intenzivné
cervene.

Odbér, transport a nasledné zpracovani vzorku moc¢i vede k odumfeni
mensi Casti bun€k. Pocitacovou analyzou po zna¢eni monoklonalnimi
protilatkami nasledné€ prochazely pouze buiiky Zivé, definované v Pl

gatu.

mrtvé buiiky, do
kterych pronikl
PI

400 600 800 1000
FSC-Height

Zivé burky- gate ol

-28 -



5.3. ZDRAVA KONTROLA

Na niZe uvedenych obrazcich jsou graficky znazornény vysledky

vySetfeni:

1. prvni graf ukazuje gatovani pomoci PI,

2. druhy graf nespecifickou izotypovou kontrolu (mysi protilatky IgGl
FITC/ IgG2 PE, kontrola ukazuje mnoZstvi vazeb monoklonalni
protilatky, které nesouviseji snalimi cilovymi antigeny, tato
neimunologickd vazba muize byt zpusobena napf. Fc receptory na
buiikach),

3. ve ftfetim grafu jsou na ose X anti-pancytokeratin FITC
negativni/pozitivni builky a na ose Y anti-podocalyxin PE
negativni/pozitivni buiiky. Double-pozitivni buiiky v pravém hornim

kvadrantu by mély byt podocyty.

ZDRAVA KONTROLA
7.2.2006

UL %
' IR 1
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5.4. TYPICKE PRIKLADY POZITIVNIHO NALEZU

PODOCALYXIN POZITIVNICH BUNEK V MOCOVEM
SEDIMENTU
BRODSKY
28.2.2006
ANTHPODOCALY XN
€ ANTI-
%vg ::TDCCYTOKERATN
5
20 ‘?smu;:w 800 1000 v lH‘?ﬂ,,‘H
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e
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5.5. PODOCYTURIE U VYBRANYCH DIAGNOZ

PACIENT

DIAGNOZA e

1. p. B.

nefroticky syndrom na podkTadé FSGS - 1.
projevy 11/05
RB 25.1.06

2. p. V.

srpkovita IgA nefropatie — 1. projevy — hematurie
1999, 2000 ASL postrenalni et.
23/3/06

nefroticky syndrom na podkladé MCD/FSGS -
dg 6/93 -refrakterni na terapii (CyA,MMF),
kortikodependentni, stp embolizaci 1. ledviny 2/06
28/2/06

D.

IgA nefropatie —dg 3/06

s
© e

membranézni nefropatie — 3/06, anamnéza RA,
stp. terapii MTX

IgA nefropatie 3/06
29/3/06

IgA nefropatie + hypertenzni nefropatie, RB 2/06
29/3/06

nefroticky syndrom na podkladé FSGS — RB 1998
— IgM, drive CyA
31/1/06

©

o
f'°
—

lupoidni nefritida dg 2004, RB 1/06

FSGS - RB 3/06 — mikrohematurie od mladi
(teratom ledviny)
7/3/06
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PACIENT |KREA|PU |ALB |MIKRO- |TERAPIE |POD
g/den HEMAT. O-
CYT
Y
1. |p-B. 223 8,28 |16 25 vysoké 24%
davky
kortikoid
(70mg)
114 6,03 |12 - 14%
2. |p. V. 170 7,62 (39 250 bez IsU 7%
terapie —
ACEl +
sartany jiz
pred vys.
3. |p.R. 179 12,0 112 15mg 1%
3 Prednisonu/
den
4. |p.D. 89 7.7 |37 - bez terapie |[56%
5. |p. H. 70 1,11 |28 50 bez terapie |35%
(110)
6. |p.F. 96 0,25 {41 150 bez terapie |70%
7. |{p.Br. 368 4,96 250 Prednison [0%
60mg 1
mésic
8. |p.-K. 79 5 CyA do 1%
23.1, dale
rapamycin,
10mg
Prednisonu
9. |p.P.T 79 3,04 |23 + stp 3 27%
pulsech
CFA +
Medrol
12mg
10. {p. W. 88 1,97 {36 250 bez terapie |{0%
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6. DISKUZE

Uvodem chci zminit velkou dileZitost preanalytické faze kazdého
laboratorniho stanoveni. 1 v této praci byla dilezitym bodem
standardizace postupi odbéru vzorku, jejich transportu a nasledného
zpracovani. .Odbér moce byl lege artis pokud:

1. Je zajitén nocni klid pacienta.

2. Po probuzeni pacient provede hygienickou ocistu genitalu.

3. Odebere se stredni proud prvni ranni moce

Zdravotnicky personal takto odebranou mo¢ ulozi do chladiciho
boxu o teploté 4°C. Vzorek moce se dopravi do jedné hodiny po odbéru
do laboratofe. Dlouhym stanim by se v mo¢i pomnozili bakterie, které
Stépi ureu na amoniak, a v takto vzniklém alkalickém prostfedi se
viechny elementy rychle rozpadaji.

Zpracovani v laboratofi je dal$i dilezity bod. V laboratofi
pracujeme zcela asepticky. Mo¢ neponechavame dlouho stat v teple.
Separace probiha dle metodického postupu. Pouzivame jednorazové
pomucky a piedem zchlazeny promyvaci roztok a monoklonalni
protilatky. Nepracujeme rychle na kor kvality, ale s rozvahou, aby se
ptipadné podocyty ,,nerozbily“ ¢i nevyplavily.

Pro spravné nastaveni cytometru neboli kalibraci pfistroje se
uziva specialnich mikrokuli¢ek nesoucich na svém povrchu rizné
fluorochromy. Béhem procesu kalibrace dochazi jednak k optimalizaci
signalu parametri lomu a rozptylu svétla a jednak kompenzaci
jednotlivych fluorochromii. Rada fluorochromii uzivanych v priitokové
cytometrii se totiZ ve svych emisnich spektrech do ur€ité miry prekryva.
Pomoci specidlniho nastaveni optickych filtri lze a je zapotiebi
vzajemny prekryv téchto signali vyrazné eliminovat.

V budoucnosti je tfteba uvazit znaceni podocyti druhym podocyt-

specifickym znakem, coz by mélo pfispét klepsi definici cilové
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populace. Budeme zkouset anti-WT1, komeréné je dostupna pouze
nekonjugovana monoklonalni protilatka.

Pitedmétem diskuse by mohl byt i zpisob vyjadfovani vysledki, tj.
piepocet relativniho zastoupeni podocytd v sedimentu na jiny parametr.
napf. koncentraci kreatininu v mo¢i.

V soucasné dobé probiha vysetfovani podocyturie u zdravych lidi s cilem

vytvoieni referencnich hodnot.

7. ZAVER

Nalezli jsme vhodnou metodu zpracovani a separace mocového
sedimentu s naslednym znacenim pomoci monoklonalnich protilatek
proti podocyt-specifickym znakam. Zdafila je separace podocyti
systtmem Millipore. Eliminovali jsme autofluorescenci mocového
sedimentu.[obr.9.2.8.]

Nase metoda uchovava Zivotaschopnost podocyti. Domnivame
se, Ze je tfeba vyzkouset dvoji znaceni s pouzitim druhého specifického
znaku podocytd.

Znaceni podocyti druhym podocyt - specifickym znakem, coz by
mélo piispét k lepsi definici cilové populace.

Mira podocyturie je imérna zavaznosti a pribéhu onemocnéni.
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9, PRILOHY

9.1. POUZITE ZKRATKY

% - procenta

°C - stupeii Celsia

ug - mikrogram

pm - mikrometr

5x - pétkrat

ALB - albuminurie

cca - circa

CNS - centralni nervovy systém
DNA - deoxyribonukleova kyselina
FSC - forvard scatter (ptimy rozptyl)
g - gram

kDa - kilodalton

Kol. - kolektiv

M - mol

Mg- miligram

MIKROHEMAT. - mikrohematurie
Min - minuta

MI - mililitr

napt. - naptiklad

nm - nanometr

obr. - obréazek v priloze

p. - pacient

PBS - 0,01 M fosfatovy fyziologicky roztok, pH 7,4
pH - zaporny dekadicky logaritmus vodikovych (oxoniovych) kationtu
PU - proteinurie

RNA - ribonukleova kyselina
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rpm - (rounds per minute) - vyvaZovaci otacky
SSC - side scatter (bo¢ni rozptyl)

tzv - takzvany

UV - ultrafialové zafeni

Vys. - vySetieni

-39.



9.2. OBRAZKY

9.2.1. STAVBA NEFRONU

Stavba nefronu

. ___ ]
= funkcni jecnotka ledviny,
ledvina clovéka cca 10° S

= Glomerulus
{filrace)
= Proximalni tubulus
{:esorpce)
= Henleova smycka
‘koncentrace)
= Distalni tubulus
{sektece)

m Sbérny kandlek
{resorpce vody)

9.2.2. GLOMERULUS 1
Glomerulus
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9.2.3. GLOMERULUS 2

Glomerulus
krev (kapildra)

(@ )@ J(C® ) endothel xvsowonm
bazaku glomerulairu
membx ana

00000

volné <« @ 1,5 nm a < 6 kDa
Primarni moc «neprostupne” > @ 3 nm a >70 kDa

(nebixovinny podil plasmy)

9.2.4. PODOCYT

Glomeruldmi membréna

* permeabiita propoudli ircleody Mre 70 000
* selrkivila. reprapouss negatvne nabité molekuly
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9.2.5. PRUTOKOVY CYTOMETR FACSCALIBUR FIRMY BECTON
DICKINSON
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7. SEPARACE SYSTEMEEM MILLIPORI

8. FOTOGRAFIE Z FLUORESCENCNIHO MIKROSKOPU
(OLYMPUS BX 51)
Mocovy sediment pripraveny klasickou separaci dle Maska. Pod

mikroskopem patrn¢ mocové krystaly vykazuji zna¢nou fluorescenci.
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9.2.9. CENTRIFUGACE
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