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bvoOoD

Hemat ol ogick® malignity jsou velice V8§
jako n&8dorovs§ onemocnhNhymivgskgk Lmnshaul z sien ¢
infiltrovat i kostn2 dSeR. Leuk®mi e, opro
dSeR. Vzni k8§ malign2 klon leukocytT a norr
[ an®mi e z nedostatel n®ho mnogst v?2 erytr
imuni tn2ho syst®muhemat etogiembocunl mal sgnitou
a hledaj?2 se nov® poznatky, kter® by pomo
Vsoul asn® dobND existuje spousta modernz2ch
Promnth® pacienakutmi avoflmeu | eukemie) vgak
ganc?2 transplantace hematopoeticklch bunnhEk

Transpl ant ace hematopoetickTlch bunhDKk
zazdravou hemat opo®zu. PSi t rmonestpil @aln® abiuR
pacient a (aut ol ogn? transplantace) anebo
DTl egitTm aspektem ¥sphRgnosti transplant a
transplantac? zni |l ena chemoterapi 2n.2 PosL
subpopulace ag do ¥Ypl n® glmn®mys nvcg e cshv @ | porg:
j sme senaamNSddvs&n2 regenerace jednotlivlec

Nej prve j sme cbar akDeovali ce jednot | i
subpopul ad4 ympSeglnylmf,ocBft Tm a NK buRkE&m.

jsou uvedeny hilomkmd odyi ctky cthhe mdntoos ob, jejic
Ke konci t ejosmd i sE @y pEE WaED M dSenn, tra
apotranspl anieral n?2 stavy pac

Vr §mci plr akttime k ®e v Dnoval. popitsuwt omet o

pr&ci wdwdganwNalpioPpi sul gsPskRT. Naskam®iviuyi§d
kter® jsou pops8ny §mdiskuzerjl3ou Qgrateoakpyv 8§y
vi skyajdej ich n§sledn® srovng§n2 s dostupnou
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TEORETI CKC LCST

1 LEUKOCYTY

Leukocytynebol i b2l ® krvinky jsou buRky im
] 8dr o. Di ferencuj? se z ©pluripotentn? K me
zekt ervdl oge pSemi sSuje do sekund8&rntk8n?.ymf
Vnagem tNDlIleNKMolkiS8lg2h@ditn (granul ocyty) ag ¢
Jejich mnogstv?2 cirkul-ap2%210 krvi se pohy
Z pluripotentnz ikkmejnfov® buRky Vvzmkoc

al ymf oindynel.oizZdn2 se vyv2jej2 monocyty, gr a
buRky (d§l deymfpcetynp T-IDyOmf.ocB/ty a NK (z anglilt
buRky zastupuj? |lymfoidn2 8&dd) (P&miaor il
jednotlivich lini2 je uk8z8no na obr. 1.

Obr.1Di ferenciace | eukocytT

kmenova bufika
myeloidni
prekursor \
@ lymfoidni

progenitor
erytroblast

erytrocyt /< \

"':.’.. ’-" *QL_,_.\!}.
neutrofil eosinofil bazoful ‘ ‘
dendriticka |

(C08 ) (004 )

plazmocyt
zralé
efektory

(

makro'ag
bufika

Zdroj: http://slideplayer.dslide/1903558/
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1.1 Lymfocyty

Pat $2 me z i z8kl adn? buRkey. |Vy mdeartiifcekr®n 2
zab?2r-a4j02% 5 cel kov®ho pol|ltu | eukocytT. S |
j 8 dr lemmem &olen cytoplazmyd osahuj 2 -p2Témr se7 dPId12edn i
na3z 8kl adn?2 -lgnofqeyayl Belcyemf oTcy t vy, NK buRKy. Kt e
subpopulace ( Ferenl| 2k, RovenskIl, MaSha, 2002).

1.1.1 T-lymfocyty

Me z i z8&8kl adn? buRKky +*%¥%¥smkac®tyi.mudiefjyc
jereqgul ovsg8§n cytokiny, transkripln2mi faktor
Lymfocyty prodRDl vaj?2 Sadp$Sesnkdlnpom&mbBr Sgeor
segment T vedouczch Kk vyt vloydmfinde yTCREn k| n2
PSeskupovg&n2m genT vzni k8 vysok§ variabil
jezaji gtBDna specifick8 imunibhhf? Bxdptgpy ON2 nd\
recept orsT oljiep2a® ssvyd ch SetNDzdTCRBEB &t ECRob
Prvmich je na $P8eaidgy®Tl §priotd® se budu po
t ®t 0o s kupgizny BaHotS[TeRk 02018), Br di | ka, et al .

Prekurzory lymfoc yt T vst upuj 2 d ot htyhnyontuy t jya k oG etn.
pSeskupov§n? zal2n8 nkiptaeseDPnBD, TREDpPpOPTIr C
seobj evl?CRpr ePbMj® m®esune navzgreinkyneprdoe fTICRU ia
Vit ®t o ft8hzyimo ckydtyy karjémih aT GR ®m povr c@DB, i kor
doch§gz? Kk negativn? nebo pozitivn?2 selekc
kter® nejsou schopny rozeznat GR.C Pooitteii nn
sel ekt ovpoonzeg tyjlypjmfew t y, r &z po®naj 2 MHC protei
sizachovsg8easjiz2 COdprnebo CDSOuRBRky atpouzgrtal|®
( BaRkio[v&, HoSejap®l) Gp2rek, et al .

12



1.1.1.1Kvaliflkace T-l y mf ocy t T
Podle rTznTch funkc?2 r dzylnifpuwjyane (rtTazn ®

Tab. 1Podskupiny Thil y mf ocyt T

Populace Subpopulace Di ferenci al

Thl CD4+
Th-lymfocyty Th2 CD4+

Th1l7 CD4+
Tc-lymfocyty CD8+

nTreg CD4+, CD25+
Treglymfocyty :

ITreg CD4+,CD25

ZdrojBart TRkovsg, Paul2k, 2011

CD4+ T-lymfocyty

Subpopulace T y mf ocyt T s B ddl §2 naubdvwpul ace
B-l ymfocytTm (Th2) nebol i fhay krf oofc§ g Tym r(oTzlelz)
antigeny pomoc2 RMHW® §l,1 .Brtd$2 aogs).( Bspretge k et

Thl buRky chgpfed iongaac e murbdfkupn 2 any t glair ra |
i nterfengdgn I eqnmadkkrta fvsug ye, kiet ®p@molaut gnuvr
Th2j sou zamhRSeny proti extracel4lIL-§rk62 m mi k
(interl eukin) muktudg®w@nBoygtytv §Se&j 2t,vogthiD prot
seprodukc2 cyt oki n Tterleukin 228 INFeom poovd pi ovrRuujj22 .t vlonr
al e inhibuj?2 Th2:4 INla® padkcsto@ldctyfhdd vor bnD | L

Th17 pom8&haj2 u z8nDNkylepredit-h7 ppodesTuj 2h

z8nNDtliv® reakce i munitn2ho syst®mu.
Do t®to skupifPpeypayt SUptrels@-rleg®, Yngm®|
seexpres? CD4+:3.CDNM2u#dr g2 i munitn?2 tol e

pomoc?2 eXplGebs e( HaLr ham, 2015) .

CD8+ T-lymfocyty
Cytotox-l gh®ocyVyty ni | 2 buRKYy infikova
intracelul 8rn2mi parazity popS2padh mal i gr

13



Ve zral® cytediofxe rckm®c tbju?lRkyo sr ogequez n § n 2
MHC |. napovichubunp@Pkezent uj 2 Avgaktijeegn ch di fere
naThll ymf ocyt e c h -2gBraofitkuTki§ Secj2g 2l ,L 26182 gek et al

Ef ekt oR&EY® ebu mi nuj 2 POmo®2 t gpwnwluzn Nt

perforiny agrazymy. Perforinyjsos pr ot einy vytv§Sej2c2 do ¢

sedost §vaj?2 grazymy dovnitS. Ty pomoc?2 sv®
ac2l ovs8 buRka hyne. BunD| nou | smgrathdomo m@au sv
povrchu, kterl seFMaviEadgecnlaovmk ekRoomeld et

Shoenfeld, et ak005).

1.1.2 B-lymfocyty
Za protil 8t kovou i munliytnmf2o coydtpyo vsiD Nt yzpoi dcpk
cbi19, 20. Vznikaj?2 v KD, ale dozr8vsg§n2 pok

santigenem.Prbi n§1 n2 diferenciaci je zapotSeb2 \
jen BCR). Ten je tvoSen povrchovim i munog
Povrchovl imunoglobulin rozezn8vaj2c2 anti

Jel i koytswej 2vyrsTzn® struktury antigenT, j e
jedoc2l eno pomoc?2 tzv. pSeskHwParanTiBahr tV,RkE
Brdi | k2813t al

BNhem rekompimmacyt Bproj de v I-yofgcyg,vou et
preB-lymfocyt, Bl y mf ocyt . VT Vvo,j zal 2n8§ na t Dgk
D,Japozdnj i me z i DJ -byMf seegment pr odpkoi Bn?
k expresi tnNDgk®ho Setimzczenakketmerdaljge hoh asrt
preB b u Rdngwaylurphy, Travers etal. 201 2) . PSeskupov§n? d
nal ehk®m SetNzci. NejdS2ve dochfz2 YkphP&Eed
zalnou se pSeskupovat geny na SetBhzci | a
SetNzcT se buRHKymfocyteng ke§ Tn enzar aslvi@m Bovrchu p
Kdalmy¢ Tvojdoah8§&§pd setk8§n2 s antigenem. Jakc
mut ac?2 m, vyt vgs? se BCR s wvelikou afinit
kt er®mu doch&8%82dykei mumdongd o BalRitkibw §( viHo Se}
Brdi | k2813t al

14



1.1.2.1Imunoglobuliny

Protil 8tKky j sou z8kl adn? mol ekul vy [
zaspecifickou imunitn2 odpovDN. al, muenoagl ahul
Set NDzoclesg , (W) . Jsofui dipokTemi® mMistuky, kter ®

i munogl obulinu do p2smene Y. Konec jedn®
asl oug?2 k uchycen2 antigenu. Druhl konst a
buRKY.

Podle tRNRgk®ho Serolzedkeul § 88 padSBudhdng2 obu
dopNti-lg&2dl gM, 1 gA, |1 gE, 1gD. Jejich %l oh
t S2 mechanismT: neutral imeatc@h. 2ddlsok. zaees)

Neutralizac?2 bl oku3j 2z tmixkmoqr kareirs®mTP en a
pSilnut? na hostitel skou buRKuU. Pomoc?2 (
prof agocyttyuRkiy TTo®pe viditelnl, tud2g ho r
seprotil 8 ka navg§ge na povVi a haktije Ré&sigkou z mnDn 2
cestu komplement(Feren 2 k , RovenskIl2005hoenfeld et al
Tab. 228kl adn? charakteristika imunoglobul in’
TS2d Lokalizace Funkce

Sestu Ses I

lgG S®r um, interstIO PP P

odpovDiDN

aM S®r um aktivace kompl

J povrchB-1 ymf oc yt odpov DN

IgA Ss®rum, sliny, ochrana sliznic, opsonizace

IgE Ss®rum, povrc ochrana proti

S ®r um, .

IgD receptor pro antigen

povrichB-1 y mf oc yt

ZdrojBart TRkovsg, Brdilka, Gp2gek, HoSejg2 20
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1122Prot il 8t kovg§8 odpovDidN
| muni tn? reakce zal oeeame® nma nperzdgtvii Isg toku§

naT-l ymf ocyt ech. Dal g2 dhRDlen2 je na prim8rn-

Nez8visl ® mohou -lymiodyty pfowrzkel nz rma | BRC RB Pod
prodiferenciaci Bl ymf ocyt u na pl azmati ckou buRKku
apol ymer n?2 b2l koviny. Sl oug? j ako antige

nez8visl ostl ymdm2 ypl mSH.t SBEbuj 2 -tymfbcpyk i ny, Kk
U z8vi sl mfocgadnT §e Bdozr 8t b elgmfocyteiner ak c e
B-l ymfocyt rozpozn8 antigen, kterl po zpra
MHC Il. Pokud Th2l y mf oc y t rozezn§ stpqgtnde bann®& iagyetno k
pos et Bfmfdcytvy zrvEvp8l azmati ckou buRku produkuj
set k8&nz2 ymf aTchy2t emamé&na&lr T j izmk n andy tgeki, n ojved
stimulace a vazby kostimulaln? mol ekuly CI
V. pS2padhn, Yeet ksad a b sRkant i genem poprve
protil 8t kov§g od{ymfociiy\s. nAekjtpirvvuej 2s es et vBo S2 c2 |
protil 8t kou. Po skonlen2? reakce protil 8t k)
kter® mohou bilt PSebbwo8vdjy2mfocytymfati ckTlc
seo p Nt set kaj 2 se stejnlim antigenem, vzni
rychlejg2, (BaBbeTRka®, Brdil ka et al

1.2 NK buRky

Jedn§8 se o granul 8rn2 | ymfocyimynitypat S2 ¢
Zcel kov®ho poltu | ymfocyt-RO%zMastpewry @h uNKv g
NKbunhDk je charakteristick8 exphneséeéohbawni

nachg8z2 me I CD16 nebol i Fc receptor rozpo
Meziakti v§8tory Sad2me INFU a b, kter® prod
KopeckT, 2004).

Na povrchu NK bunhRk je Sada aktivalnzct
spr8vnou funkci . I nhi bi|l n2 receptory rozp:
kter® exprimuj2 vgechny zdrav® buRky. Vir
expresi snz2genou a tud2g se sts8vaj? ter |
jestejnl jakd ymfpsS8ypgdpPpopsan® v kapitole 1
je cytotox ck8 reakce z8visl 8§ na protil 8tk8gch.

16



prost Sednictv2m vazby opsonizal n? protil 8
2013, GterzIl, 2007).

Zvi®d m typem | souma\jKT &rutRikg/g n nk2t erre®c e p t
T-lymfoc y t T. Rozezn8vaj? g yKcopr oti kiony vv sk dvirH|
(Ferenl 2k, Rovenskl, MaSha, 2002).

17



2 HEMATO-ONKOL OGI CKC ONEMOCNNNE

21 Leuk ®mi e
Podl e rychl osti pr TbDhu a typu bunhDk rc
T Akutn2 (leuk®mie s eychlasm@epdTalgmemy Wkt
n8sl edkTm)
- akutn?2 myeloidn? | euk®mi e (AML)
- akutn?2 | ymfatick8 | euk®mi e (ALL)
T Chronick® (pomalu rozv?2jej?2c?2? se onemoc
ibez | ®| by)
- chronick8 myeloidn?2 | euk®mie (CML)
- chronick8 lymfatick8 | euk®mie (CLL)

211 Akutn? myeloidn? | euk®mi e

Rozvoj AML | e charakterizov§gn buj enznm
krvetvorbu. Vyskytuje se pSev§gnhD u starg?

Genetick® vyget Sen2 n8&m pkoonvslhcgh zpaoSdasdkiutp
NepS2zniv§ AML, kdy pSegit?2 pacienta |e
pravdRNDpodobnost?2 a pS2zniv§ AML vyznal uj
podskupin a dostupnosti d8rce krvetvornlec
V. pmvik2oku je vgdy c2l em dos8hnout ¥stupu
stavu a progn-zy pacriaennstpad amT @e e nbfusiniiekd @ \p @
(Vokurka, 2008).

212 Akutn?2 |l ymfoblastick8 | euk®mi e

Oproti AML potlaluje krve$yomdky nge Ta Vv
nel i g?2. PrTbPDh onemocnhNDn? se loymf2qg ¥l aosdt i\l
|l euk@wb&e | ® itelng8 ag vyl®litelng§. Kompl
N2zk8 citlivost a g ae adltduahko®d ozbn®DInpy Hedgiavicaij € n
(Vokurka, 2008)

213 Chronick8 myeloidn?2 | euk®mi e

Geneticky podyém®ngj 2CdvL z pl uri potent n:
doskupiny myeloproliferativn2ch onemocnin?
| 9, 22 (Philadel hi&, c\hrtoomoxs®n)) .( Kal 2r kov

18



PSedst a20Wwevdgsc hMd rudkBtmiywd st e pacientBk e m
Postigeni blvaj2 pSedenvdy2amemuwoicin2nagdSi BO i ¢
z100000 (Faber, 2010). VDRDtgina pS2padT je z
Pnava, bolesti bSicha, sn2genl vikon pat$§
Vorl 2]l ek a kolektiv, 2008) . L® ba v podob
“winng.nRktgarkl ah p &diSd ®t @GP VEmMeEk (®2011) .

2.1.4 Chronick8§ | ymf atick8 | euk®mi e
Je nejlastNj g2z onemoanlipmckiddmetraft ¥ rlbegt s

me z i heterogenn? skupinu onemocnin? S ne
MTge prob2hat buN pozvolnIim zpTsobem i k
kKini ckou aktivitou vygaduj2c2 terapi.i (Fabe

Ri zi kovost CLL se odvz2zj z od probDhl ®
Podskupina obsahuj 2c? mut ac.i l gVH genT se

kter8&8 umogRuje dobu pSeg?2tva8mne & 5p 3 2ett o mnN\vasp
rizi kovi,cumofy®Rlut @er dobu pSegit2 8 Il et. Ten
vhodn® terapie, kterou. by eklli @ DIbiTcvhs  pcSh2e
sep Si s tk tramsplangaci KD\okurka, 2008).

22 Myel odyspl amsnt i ckT syndr

MDS nem§ poruchu jen v b2l ® \Stamdtd, al e
pS2padylpijck§8 an®mi e, |l eukopeni e i tromboc
jedef ormace tvaru a pogkozen?2 funk|lnost:i b
typickl klinicklT obraz pro diagn-zu, mTge
jsou pSevg§gnhD opNhNt mugi kolem 65 | et.

Z8vagnou roli hraje tiak® Sivy skotkes ® ineTigkeo
doA ML . Proto je dTlegitg8 v]lasn8 diagnost.i
neboal ogenn?2ch PEasntsol| anjtaskc 2 paci eatisel h§n D
KDnempAML (Adam, Krejl?2, Vorl2]| ek a kol ekti

23 Mnohol emynel om

Mnohol etnl myel om | e vrekgnac,v ektiere§ psoemat
mTgter vat tTdny ag mRs2ce. Genet ibgekjgichpor uct
hr omadRDn? v ohoki aak t vendkét . porudhy v kostech (zlomeniny)

19



ajepot !l al ov8nhkr wettwd mba. Plazmatick® DbuRky
seukl §8d8 valtdmi a@ch8z?2 (Mokuijkee3008c h pogkozen?
VRNDkowldi®n se opNhNt |etohiyjbiumes| nkibdgeah nmBdsh o u
pS2pady, u nichg |j sou zoys onblya dvg 2d o4b0nN |setta n olv
novich | ®kdi vjod ad @rakaMgset am se d§ | ®] it
aaut ol ogn? ,t oamgem almwizaden yvi G nmetzenT ch pS2p
Krejl2z, Vorl2]ek a kolektiv, 2008).

20



3 TRANSPLANTACE HEMATO POETI CKhCH BUNNK

Transpl antace hemat opoeti ckincahhr bmo DKk c 2
pogkozenou krvetvorbu pacienta za zdravold

vpS2buzensk®m okruhu nemocn®ho.

31 Typy transpl ant ac?

Podl e pTvodu bunatekad/dtypy:me transpl a
1 Aut ol ogn? tawmnswpyd ant asenPpodhkebrav®Rr ve® Isd

remi se nebo pSed zah8jen2m chemoter arg
jenen8vratnhD pogkozena kostn2?2 dSeR. Prot
kterl bboobd buniDKk. Jeli kognejnde nat @
pot ranspl antaci ug2vat i munosupresiva pot

2 U al ogenn? transplantace se vyug2vaj ? l
transplantace rozdRluj eme na:

a) PS2buzeosk®zenbejvhbogi | pravdlDpodobnos:
lLal |l . tS2dy ,jbaudwui deontoigmkd] ch symgreoanénc
transplantacepov 8§d2 u jednovajelnlich dvojl at

b) NepS2 bu-zdeSnrscke® nal ezenl prostSednictyv?
Uj i nTch paSz2nbeupzS2Tbcuhz nT ch s jednou nesho

Vzhledem k o mu , ge transplantujeme buRKy i m

byly buRKky pStpemger®ce beRkadée dEIredivis Bl gni
VMHC znac2ch |l eukocyt T, kdyy i slegjl m® s Spaei
L2m j e vDtMHC nzensahco’dcah ,v t2 m se zvyguje prayv
zareaguj 2 na t DI o pS2jemce a projev? :
hematopoetiickhkbebghDhu proti hostiteldi

Al ogenn? t praln3stpd ja2n t dSergclia, s t KMIEG Sodima j 2

10/0popS. 9/ 10 (tjznakO 1 es psoh ofidninel®d )T.c hV p$2
sepSi sttupuvj ehlaploidenti ck® tr andscphltaon tpa?ip, ad
j de n eojtranaptantdegeazid Dt mi @Krejdli 3, Mayer, 2016)

32 0dbhDr a typy transplantovan®ho mat
V dnegn? dobnD jsou nejlastNjg?z2m zdroj
kmenov® vuRkeywg2 m2Se kostn2 dSeR a pupeln
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OdbRNr perifern2ch kmensotvilnuhl akcu n IYKT sg roovd
progr anul ocyty a-Cemakr ofVeygpyl ay 6M® hemat opoe

sb2r8ny | eukocytafer ®zou. Tat o met oda jo
bezdl ouhodob® hospiKraelvi zjae ew die br2amr&BGIMy2 0 0
docitr8tov® antikoagul ace, kdy produktem

hematopoeyi ck@nbaRK yp ouWbBuubolsegn?ywlhg?iv§ a
transplantac?2. Jelei kvo & omred hsRtnv 2p r eordyutkrt cuc ymti -
postupsed§pou g2t i v pS2padhN neshody krevn2ch

Kostn2padS$eR mezi hi stbeimakpyposettaircgktl c hd
Cel kovT objem darovan@&@so@méenDojpa bdbespkial |
3dny,jes poj v mod est mi v m2 srtdgeneriadc KD 8d &rl¢
sepr ow®d? nar k- zou, kdy je pomoc?2 jehly ode
Posl edn?m zdrojem je pupeln2kov8 Kkr.ev. Ta
Zpravidla tehdy,senempgaSivibodn®ho al ogenn:
paci(amkdvskl, Mayels), Starl

33 Al ogenn? transphasepbhaatal ppskompl i

Oget Suj2c?2 | ®aS pSed trans pd?2an¥sapcl3g rzohs
transplantace. Me z i hl avn2 krit®ria patS?
L2m vyggSn2kadlekn,d 8t 2 mraheppBntralznikoh pldmpl
hranice pro transplantace NDtedodpv/iQkdkel 65 | ¢
jecel kov1 kdomi§wkd ctahR@ly).

PSed vlastn2?2 transplantac?2 nejprve nem

Vt ®t o f §8zi j e pacient vystaven vysok®mu r
pomoc? cyelmbest ahekmot erapi e se znil 2, aby
krvetvor bu. Ta vgak mu s 2 obsahovat nej v?2

bymohl o doj 2t k z8vagn® reakci ¢gtRDpu prot.i
Ke snaze zabr8nit tdDmto kompvaka&l ey ® |
tlum2 imunitn2 syst®m. Samotrnirzagsdle[es giplak:
podg§n2 si krvemagrdm® mmdRky wanmkyD, usz2dl 2
pSich&32td8dnT (Krejl?2, Mayer, 2016).
I pSes sebel epg?2 §viobNd!| odugrode vaje? cjzedl
pravdhDpodobnost 2 uzdraven? u dnt 2. Je zd
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nadruhuonemo ¢ n Ntnp ua zW@&kutoklubgahwsfgleamtiawd?2ko dvakr
neg u alogenn?2ch.

Komplikace spojp ® s t r a@ s pl &b &@uzé relapsu choroby.
Mohou se objevit n 8 sl e dkegplodpost, pprucbabfilhkce ® ¢ h
gt2tn® gl 8zy, infekce (Ml |l och, 2009).

3.4 Obnova krvetvorby

Pomal T ng8r Tst k p\Sii Mok epé ulga Dpjue an dus pNg
Vyget Sen2 krevn2ho obrazu (dS§&tlrevgje2nc?2KQ) nal
ag rolRychl ejg? rekonstrukce krvetvorby se
(larocci, 2017.

Jel i kog pacit rmansstpd panjte padienteddle @rt rSle b ¥t | u
dost 8§v 8§ transf Tze erytrocytT, trombokon
sed®@rychl it mnogen2 bunDiDKk. Erytrop@®Ftin po

zag rgirsanulecnytkldy se obj ev? neutrofil n?2 g
pSi Roj Bnorba krevn2ch destilek je oproti
neutrofiln2ch granulocytT |jeatuostd®l & ®madg

newzni kne dostatell G®omgo@dsBy2 Kbzai nélampl ov
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PRAKTI CKC LCST

4 CCL
cz | m® bakal §Ssk® pr&ce je zjistit, |
subpopul ac? po al ogenn?2 ‘transplantaci kost

5S HYPOTE ZA

PSi sl edovs8§n2 krevn2ho obrazu | ze zjis
jako posledn2 | ymfgeyt§ynci PSgdfokly§ &g nseh
sebudou nejdS2ve regenerovat |l ymf ocyty y

zprost Sedkovanou buRkami a ag n&slednh buf

6 METODI KA VhZKUMU

K mRSen? z8kl adn? | y mffoecrynt28 r kB visujpop@ o pi
pr Tt okov 8§ cytometrie. Tento postup | e st
hemat opdH@zanat nankol ogi ck®m oddDI|l e®2 o Fpir 8d iz
jeseschvg8len2m FN Pl zeR.
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6.1 STANOVENGEC

Stancawsn2oupen?
obnovy
kdy

vintervalech 71 0d n 2 .

posouzen?

vokamgi ku,

6.1.1 Princip
N a

aprocentu8l n?2

pr Tt okov®m

procentus8l n?

6.1.2 Reagencieanat er i §|

T monok!| on8l n2

CD45 Krome Orange, Beckman Coulter, Kat.
CD19 PECy7, Beckman Coulter, Két..
CD3 FITC+CD16/56PE Exbio, Kat.|
CD4 Pacific Blug Beckman Coulter, Kat. .
-2B7ar100

CD8 PerCH Exbio, Kat.|
T | yzal n?amonumthiokd

zkumavky 12 x 7Bimi BD Bioscience
mikropipetyi 1-1 0 OF50 Al ;1 a®®OI ;

6.1.3 Postup

1 PSiprav?2me

krvetvorby

cytomet r u
zastoupen?
radtpopey? sabgxbtollamz]).l y mf oc

a stavu

S e

protil 8tky:

B36294
| M3628
ED7054
B49197

gpil ky

LYMFOCYTCRNECH SUBPOPUL ¢/
subpmenil faer n3 yknf wic,y t 1 ot

bunit

hodnotxd0/ll edlEstpdfi®pSesdbre

stanovuj e

l ymf ocyt 8rn2ch

svku - |dios t kotue r Bk upm@e lp i ke tve| epmaec i B

apSi dgmem@nokl ong8l n3ch protil §tek (tab.

Tab. 3Panel poug2vanich monoklon8ln2ch protil
Kombi nace prot Anallza

CD45 KO gate z CD45/SS na lymfocyty

CD19 PECy7 anal lzyanfBcyt T (CD1

CD3 FITC Tl ymf ocyt T (CD3+) ,

CD16 + CD56 PE NKbunhDk (CD3negCD1¢

CD4 PB Th-l ymf ocyt T (CD3+CL

CD8 PerCP Tcl ymfocytT (CD3+CELC

Zdroj: Hemateo n k ol ogi ck 8§

|l aboratoS FN Pl zeR
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2 Inkubujeme 15 minut ve tmD. Protil 8tka

naprotein.

3 Po inkubaci ¢lpSilygmé n25H0h ermoozltTozkuu , e rpyrtor ¢
Inkubujeme 15 mDSBume vpormand? apr Tt okov®ho
analTzu provg§d2me v soépwacentkuad lunz2a. z aPs
jednotlivich subpopulac?2 na kvantitatiyv
krevneadouodb Dstavu klinick® biochemie a
Absolutn2 zastoupen? | ymfocyt T:

procento CD3
| ymfocyty (-bunPkist)> =xhodnotaWBCx1¥ ¢ |

100

Absolutn?2 polet jedypoliwvEmé: subpopul ac?

procento CD3
CD3 (bunDkFet iy Xx absolutn?2 polet |
1

Iprocento CD19
CD19 (buniDkitftsesl )y =

x

absmwmdludtn2]l ymfocyt

100

procento CD3+CD4+
CD4 (buniDk/Llsel) =

X absolutn2z polet |
100

proctho CD3+CD8+

CD8 (bunDKktet xabsolutn?2 polet |y
100
procento CD16/56+
CD16/ 56 (bunAabBktet+H)—= x absolutn? pol|l et |
100

6.2 Gatovac?2 strategie

Softwarovli program Kaluza umogRuje an:
bunBP&moc?2 charakteristicklch znakT pro dar
DotPI| ot u sl edovap®stiuypmbjo@Peyn §z n8sl eduj 2 c?

(Obr.2,3,4,5,6,7).
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Obr. 2RozdNI en?2 bunhDk podle ekxpPpBEE e n@€DL£B Kk ha
populace (monocyty, granulocyty, lymfocyty)

[Singlety] SSC-A / CD45

10°

.
"

ILeuko : 99,26%
1024 : —

CD45

100_: SN

0 200 400 600 800 1000

SSC-A

Obr.3VIi bNr I ymfocytT pomoc2 znaku CD45, kter
[Leuko] SSC-A / CD45

1034
ILymfo : 12,59%)
10?5
Tg]
S 10
(] ]
100
i I N I ' 1 i I N 1
0 200 400 600 800 1000

SSC-A
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Obr.4St anoven? pracemntuilpemB d @yt Fnakp GDBO C 2
[Lymfo] CD3

Count

100 10' 102 10°
CD3

Obr.5Pr ocent u§l nBl yzrafso @yutple eghthkenhCD19

[Lymfo] CD19

25

20

154

Count

10] 'CD19 : 0,38%

10° 10° 102 10°
CD19
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Obr.6Gat ov §ingmfTdhcyt T pomoc? znakT CDS3

i [Lymfo] CD3 / CD4
""IA1:0,02%]|CD3+CD4 : 7,35%

1011

v
0 10"
O ]

o A3 A4 T1,94%)
220,69% . |

10° 10 10? 103

CD3

Obr.7Gat ov 8lngmfTaccyt T pomoc? znakT CD3,

. [Lymfo] CD3 / CD8
""'3B1 : 4,05%|CD3+CD8 : 68,77%

1021

T 5e. . B4:10,52%)
10 _E .':-.L e

10° 10" 10? 10°

CD3
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Obr.8Gat ov8§n?2 NK bunRDk pomoc? znakT CD3, CD]

10° =

[Lymfo] CD3 / CD16/56

INK : C2:0,22%
119,35%
102?
O
LN
S
o
o
e o e o
CD3
63 St ati stick® hodnocen?

ranksumt est ), kterlT porovn8val rozd2ly
viznamn@ptriacH%.§n?

Statistika byl a p r Bev Martmema Lebowe Katedsyo | upr 8
kyberneti ky ZLU. Pr o vy Rhvhdi ntonceeynTAWilcdixaets tb y(I =

Nul ov 8
h = 0 =
h = 1

h

ypot®za (h) = prTmDry
stejn® medi 8§ny,
rozd?21 n® medi 8§ny
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7 VhSLEDKY

Celkem lylo sledow § n o
Uvgech

pacientT

Ssubpopul ac?z.

vyget Sen2ch.

Jednot |
jiogpr vnz ho

sl edovanlch

jednotlivlch
tj. prvn?

procent pTvoda:?

Vv

(Thil ymf ocyt T)

Tytoz mDny

Zastoupen?

i v®

17 pacientT po alogenn?
byl o mhRSeno zastoupend?
Vivoj jednotlivich subpopul a

procentus8l n?
n8bNru
parametr T
pacd remtt iTIl. i
hodnotu
zhodnoty .- 12VAtzRc hp $2 lhoohdan olt .
ng§sl ednh pr owsydhbndon\bscizeant?iS$ 1 o b la® |
porovng8§n2m s
dogl o
odpov2daly

S

j s me

prvn2m

cel

jednotlivlch

variabil n2zm
pSi

oznal i1

zast oulylgn?2

statistick®m
Pprod e n tsun&l n 2

j ako

13

m S 2+@DBh y | o
u wgekhTsttiedkoaokohr
kov® regener ac?

Ssubpopul ac?2

bunhNl Nn® imunity yimNkcpwuRKkya Pokl es
(B-lymfocyty ) . Jednot!|l i v® vm@plleadaue¢ 2pgégihs kja@imeé ol ¢
Tab. 4Procentug8l n2 zastoupen?2 jednotlivich
% % % %
% 7 7 7 7
znak , MNDSen MNSen| MNDSen| MDSen
fyziol
(medi| (medi| (medi| ( medi
Lymfocyty 15-40 7 4 5 9
CD3 581 85 67 61 62 70
CD3+CD4 271 64 16 9 9 10
CD3+CD8 197 48 39 38 32 55
CD19 7123 3 3 2 2
CD16+56 51 34 16 30 23 25
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7.1 Lymfocyty

PSi sl edovgn? procentu8l n2ho zastoupert
prvn2mu mRSen2 ve drum@di Snetnfe@3dm mNEenh G
ut Set ploes.l editnemopven?2 regggnaroadio jlkyjmfol yz J1 e
nall5%p Tvodn?2 hodnoty. PSi kvanti fi kaci bun
nN8r Tst na 126% oppoott® mEsvindmouv amh Speank?l,e s n
ng8§sl edovgn opNhadt/h% mv InGh d z2ne8d dendoutjy2.c 2\ h ¢
jsou zobrazenpr ocent u8l n?2 (graf 1) a kvantitat.i

G8dn® rozd2ly nebyly statisticky signifike

GraflProcentu8l n2 zastoupen?2 |lymfocytT

Lymfo

40 t N

zastoupeni v [%]
[\~ [l [+ (o]
o 4] o 4

s
(9]
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o

=

1 2 3 4
postupna méreni
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o

-

Graf2Kvantitativn2 zastoupen?2 | ymfocytT

Lymfo
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1 2 3 4
postupna méfenf
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7.2 T-lymfocyty

TrenduH ymfocytT se podobal trendumcicel k
procentu§8ln2ho adostagem&eiriegedd gopbo v k2 hodn
Hodnoty tvoB®l ;N8 §a2Sen r2 8BRS 1t 2S)e t@T violii$hen 2 )
hodnoty (graf 3). PSi kvantzauwyddwihr2m amesStec
Tl ymfocytT a to konkr®tnhD na 111%3%dr uh®
t Set?2 mDSedAdy(@gmoAyGi§dn® rozd2ly nebyly stat

Graf3Procentus8l nzl yafse owtpEn?z T
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7.3 Th-lymfocyty

U procent u8l n2lhymfzoacsytt t[§ peoistt uPpm ®mu p o k |
hodnot na 82%Twddn 2agh bdbrotzy (graf 5). Pol
ukvantitativn2ho =zastoupen?2, kde vgak hood
na9l%a u | tvrt ®ho opgvallo?alhyod&®¥onydzauMézh p
mNSen2m byl rozd2l pouze 2% (graf 6). G§&dr

Graf5Pr ocent u8l n?2 -lzyamsft oayteln2 Th
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o o
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7.4 Tc-lymfocyty

CD8+ Tl y m
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bunDiDk
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7.5 B-lymfocyty

U B-l y mf olylyzachycenopal| n T tre-hdo mfjf akgpt Juh @MV
mNSen2 r®mdio rhozamrsttwlipend o Tstu na 11
ng§sl edokhés na BFen2()tSe§2 6mM% (ltvrt® mh

vkvantitativn2m stanoven2 tento tmr&rnTds tnue by

proti prvn2mu stanoven? a to na 153% (dr
(ltvrt® mhRSe#d3ymf oZyyTovmakmbBn2zk® a tak
bTt zkresleny chybou mallch |2sel. G8§dn®
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76 NK buRky

Vpopul aci N K
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8 DISKUZE

C2lte@ o bakal §Ssk® pr&§ce bylo zjistit,
subpopul ac? po alogenn?2 transplantaci k ost
pSedpokl §d8 nejdS2ve regeneraci u | ymfoc
(cytotdxyimdlo@ yTy a MK DpwRKW) i (Bzynmfogyty)ot i | §t
Pro toto sledov8n2 jsme pougild@ pr Tt okov
| ymfocyty a jejich subpopulace ve |tySech

Je zn§mo, anec hewatop e tainskpll¢rakbumBhkn2 1 ege

granulocyty a ag jako posledn? l ymf ocyty
Kralj Juric, Ghimireet al.2016). Vhna gt udi i j sme zaznamenal i
sn2gen® zastoupen? | ymfod oyt Tkbmr ditoidnet § mo

zastoupen? M wkd aacwa lyy Kter® byl vy po C
podf yzi ol ogi orkal m erjo zcdmedZ 2sdtoabnodua rr e g e @ ®kyace | e
(Park, Park, Jangt al.2015, Marie-Cardine et al2008). Nejrychleji paransplantaci

zl ymfocytT regemgriwcih2g ModmoRkyY,j sou po tr
mNs 2 c2ch vwJd@Eesds 2008)Wi Inlaigeerm souboru se pohy
hrani ci fyziologickTch r olgniveyry2 Qprotistoneuj n D j
pomocHA®mMilbcyty byly po celou dobu monitor
cog odpov?ds visl edk Tm (Sedgewiss, [Einsaleg 1201@).ni | n 2
B-l ymf ocyty se obj e-Cadinéetal20@)p o mal ej i ( Mar i e
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ZCVR

Tato bakal 8Gyk® pddv&€ns populupaéi dnt B,
shemateon kol ogi ckTm onembeoaMNeatimtkese &l epmakmniac

MDI i j sezm i zda i t2l ak ppdryarf2ohcg t iTe gae nley mfce
Ssubpopul ac?2 po transpl.antaci hemat opoeti clk

VT s| edkpeont v jneaapy?p ot ®gegf d S2ve se regenert
buRkazapr ost Se dk oNKa nBuaRTiclymfoéyty § Blymfocyty, kt er ®
zodpov2daj? za pseoegkBekovali odgeiy@akKogpos
sl edovaldi jemez1i7 jeanioent FhAmn8 paaieabil ijkea
nagf8ce nebyly statistinokny tprPkaEnNF® ua viDd ¢
pacientT.
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