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Abstrakt

Problematika zané¢tu je velice slozité a rozsahlé téma, které zdaleka nezahrnuje jen
bunky, které jsou tkolem této bakalarské prace. Je to proces, napomahajici k udrzeni
vnitiniho prostiedi organismu a jeho ukolem je pfedevSim vyrovnavat se s vnéjSimi
vlivy okoli, které se mohou pro organismus znamenat nebezpeci. Zanétliva bunécna
odpovéd’ je mechanismem, kterym se organismus brani proti infekcim a napravuje
poskozenou tkan. Ale tento proces nelze chapat jen jako reakci obrannou. Zvlasté u
pretrvavajictho zanétu se miize rozvinout chorobny stav, kdy dochazi k nevratné
destrukci tkané. V tomto piipade se jedna o reakci patologickou.

V teoretické Casti popisuji prubeh zanétlivé reakce a zaméfuji Se na jednotlivé
krevni elementy, které jsou jeji soucasti. Popisuji jejich morfologickou strukturu,
interakce a ulohu v tomto patofyziologickém procesu.

Praktickd cast je vénovéana jednotlivym metodam, kterymi lze buiky zanétu
vySetfovat. Zhodnocuji zde jejich vyhody i nevyhody a popisuji principy a postupy
téchto metod. Nejzakladngj$i metodou je zhotoveni a nabarveni krevniho natéru a
mikroskopické odecteni diferencidlniho rozpoctu leukocytd. Za vysSi Uroven lze
povazovat hematologicky analyzator, ktery kromé& bilé krevni fady poskytuje fadu
informaci i o Cervené fadé a trombocytech. Posledni metodou, kterou se v praci
zabyvam je prutokova cytometrie. Jeji obrovsky rozvoj v poslednich letech piinasi
moznost vySetiovat velké mnozstvi parametrd. To ale klade vysoké naroky na spravnou
interpretaci ziskanych dat.

Posledni ¢ést této prace se zabyva Zzirnou buitkou a problematikou jejiho

vySetfovani jak z hlediska hematologického, tak metodami histologickymi.



Abstract

The issue of inflammation is a very complicated and extensive topic, which by far
does not just cells that the task of this thesis. It's a proces to helping maintain the
internal environment of the organism and its task is cope with external environmental
influences, which may mean risk for the organism. Inflammatory cell response is the
mechanism which the body defends itself against infections and corrects damaged
tissue. But this process can not be understood only as a defensive reaction. Especially
with persistent inflammation may evolve a disease state which leads to irreversible
tissue damage. In this case, the pathologic response.

The theoretical part describes the course of inflammatory reactions and focus on
individual blood cells. In this part of thesis, describe their morphological structure,
interaction and role in the pathophysiological process.

The practical part is devoted to specifics methods which can be used to investigate
inflammatory cells. | appreciate their advantages and disadvantages, and describe the
principles and practices of these methods. The most basic method is the fabrication and
painting the blood smear and microscopic minus differential leukocyte budget. For
higher level can be considered Hematology Analyzer, in addition to white blood cells
provides a range of information, including platelets and red series. The last method,
which the work is concerned with flow cytometry. The huge growth in recent years, the
opportunity to investigate a large number of parameters. But this places high demands
on the correct interpretation of the data.

The last part is concerned with mast cell and problems of its investigations both in

terms of hematological and histological methods.
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Uvod

Kazdy ¢lovek se ve svém zivoté dostal do situace, ktera v jeho organismu vyvolala
zanétlivou odpoveéd’. At uz se jedné o zdanlivé banalni fiznuti do prstu nebo o poranéni
vaznéjSiho charakteru. Spoustéfem zanétlivé reakce mulze byt taktéz podnét
imunologicky, tedy napiiklad patogenni mikroorganismy. V misté zanétu vétSinou
nastava zarudnuti, zdufeni, zvySena teplota, bolest. Co ale tyto pouhym okem viditelné
symptomy zpusobuje a co se tedy d¢je na bunééné urovni?

Slovo zéanét pochdzi z latinského inflammare, coz v piekladu znamena ,,polozit na
ohen®. Jiz v 1. stoleti n. 1. ¥imsky 1ékaisky spisovatel Aulus Cornelius Celsus definoval
zanét pomoci Ctyf zakladnich pfiznakt: zarudnuti, otok, teplo a bolest. Tato definice
vystihuje to, co dnes povazujeme za ,klasicky* akutni zanét. V té dobé byl tedy zanét
definovan kombinaci klinickych ptiznakl a symptomd, nikoliv konkrétni patofyziologii.
Dnes vime, ze tato definice je znacné omezena, nebot’ ve vétsSing piipadi bunécné
procesy a signaly, které jsou hlavnimi zndmkami existence zanétu na subklinické
urovni, nevedou ke vzniku vyse uvedenych ptiznakd.

Dvé sté let poté se objevil Galén, ktery zacal prosazovat humoralni hledisko zanétu.
Podle n& byl zanét (a sSnim spojeny specificky hnis) soucasti prospé$né reakce na
poranéni, kterd pievlada nad patologickou. Tento nézor pretrval az do 19. stoleti, kdy
v roce 1871 némecky lékat Virchow doplnil k vySe uvedenym Ctyfem piiznakidm jesté
paty, a to ztratu funkce. Nicméné tim vyvratil Galénovo tvrzeni, a poukazal na zanét
jako na proces neodmyslitelné patologicky.

Pokroky v mikroskopii a bunééné biologii v 19. stoleti umoznily definovat zanét na
zaklad¢é poznani bun¢k. To pfedstavuje zcela novy zpiisob jeho chapani. Vyznamny
némecky biolog definoval zadnét ve volnéjsSim slova smyslu, jako “’sled mistnich jeva
rozvijejicich se v dlisledku primédrniho poSkozeni tkdné¢ a majici tendenci obnovy”.

V pribeéhu druhé poloviny 20. stoleti doslo k obrovské explozi znalosti, nicméné

naSe klinické piedstavy o zanétu ziistaly relativné odolné vii¢i zménam. (24)
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1 Soucasny stav

1.1 Priabéh zanétlivé reakce

Diky epitelim jsme chranéni pfed mnoha Skodlivymi mikroorganismy, které jsou
V nasem prostiedi stale pfitomny. Epitely tvoii kozni a slizni¢ni membrany, které slouzi
jako uc¢inna mechanicka bariéra. PoruSeni této ochrany obvykle vyvola trauma nebo jiny
destruktivni G€inek, kdy je uc¢innou a predvidatelnou reakci zanét.(10)

Zanétlivé reakce se neucastni jen bunky, které jsou ukolem této bakalarské prace,
ale je nutné také zminit cirkulujici proteiny, za které jsou povazovany slozky
komplementu a faktory koagula¢niho, fibrinolytického a kininového systému.
Dutlezitym krokem je rychla aktivace zanétlivé odpovédi a zaroven snaha organismus
ochranit pfed u¢inky mediatorti zanétu, které se nalézaji v cytoplazmatickych granulich
nebo jsou syntetizovany z fosfolipidi bunéénych membran az v pribéhu zanétlivé
reakce.

Reakce se dastni cirkulujici buiiky, mezi které patii tii typy granulocytil. Ziji
pomérn¢ kratce. Naproti tomu makrofagy a zirné builkky jsou povazovany za
dlouhozijici a nalezneme je ve tkani, kde drzi pohotovost. Primarnim tkolem
neutrofilnich granulocytii a makrofagl je fagocytéza, ¢imz se podileji na vytvareni
obranné bariéry mezi organismem a vné&j§im prostiedim. Zirné buiiky a bazofily
uvoliiuji sekrecni medidtory zanctu, které zvySuji propustnost cév a chemotakticke
faktory, které ptivolavaji ostatni buiiky zanétu na dané misto. (1)

Za prvni znamku zanétlivého poskozeni bunék muizeme povaZovat ptrechodnou
vazokonstrikci, kdy dochézi k z(zeni cév, vyvolané kontrakci hladkych svalii v cévni
sténé€. Dal$i zménou, kterd nastava jiz béhem nékolika sekund a pfetrvava aZ nékolik dni
po vzniku poranéni, je cévni odpoveéd, kterd se projevuje vazodilataci a zvySenou
kapilarni propustnosti. To vede ke zvySenému pfitoku krve, coz ma za nasledek
z€ervenani, unik tekutiny z kapilar a jeji vstup do tkdné (otok).

V ptipad€ pretrvavajiciho poskozeni tkang, po né€kolika hodinach nastava bunécéna
odpovéd’, kdy se jako prvni v poskozené tkani objevi neutrofilni granulocyty. Adheruji

na endotelové buiky krevnich cév a skrze n€ se nasledné dostavaji dovnitt do tkané.
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V misté poranéni soucasné dochdzi k ukladdani fibrinu, shlukovani trombocytt, které se
aktivuji. Také se zde shlukuji erytrocyty. Diky tomu je ulehfen proces tvoreni krevni
srazeniny. Odumielé a hynouci buiiky, spolu s leukocyty a piipadnymi bakteriemi
pfispivaji k tvorbé hnisu. Tyto zmény jsou povazovany za akutni zanét. V piipadé, ze
poskozeni tkédné je vétSiho rozsahu, prechdzi tento proces v chronickou bunéénou
odpovéd’, ktera nastava béhem néckolika dni. (3) Do reakce vstupuji
monocyty/makrofagy, lymfocyty a plasmatické buiky, které tvofi v potfebném
mnozstvi a case medidtory, enzymy a cytotoxiny, jejichz ukolem je usmrceni a
degradace poskozené tkané. (2)

V nasledujicich nékolika tydnech nastupuje faze hojeni, kdy se v idedlnim ptipadé
bez nasledkti obnovi struktura a funkce tkané. (3) Tento proces je nazyvan resorpci
(vstfebani, resoluce) zanctu. To zahrnuje Uplné odstranéni zanétlivého exsudatu, fibrinu,
mrtvych tkanovych bunék a jejich rozpadovych produktl, zruseni vasodilatace a
zvySené zanétlivé permeability cév. Tekutina a degradacni produkty exsudatu z mista
zanétu odvadi pfevazné lymfatické cesty, fibrin je odsranén z mensi €asti pomoci
makrofagl, které maji vtomto této fazi hojeni dominantni roli, a z vétSi Casti je
solubilizovan extraceluldrné¢ plasmatickym fibrinolyzinem (plazminem), poptipadé
stejnym enzymem, ktery je vSak uvolnén z lysozomu neutrofild. (14)

Pokud tkan byla poskozena ve vyrazngj§im méfitku, fibrin nebyl dostate¢né rychle
odstranén a pfetrvava nebo parenchymatosni buiiky nejsou schopny regenerace, nastava
proces reparace, kdy jiz nevratné¢ mrtva tkan a fibrin, jsou nahrazeny kolagennim
vazivem a vznikne jizva, kterd je tvorena fibroblasty, nové vzniklym kolagenem a
endotelovymi bunikami. (3,14) Rozsah reparace zavisi predevs§im na schopnosti
tkanovych bunék regenerovat, tj. proliferovat a diferencovat. (14) Tato schopnost je
vSak u riznych tkani rtizna. Napiiklad bunky s velmi malou regenerac¢ni schopnosti a
tedy vysokou citlivosti k zanétlivému procesu jsou neurony, bunky srde¢niho a
kosterniho svalstva. Naproti tomu kozni buiiky jsou velmi dobfe obnovitelné, jejich
proliferace probiha béhem celého Zivota, a proto 1écba poranéni v téchto oblastech byva

pomérné snadna. (18)
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1.2 Bunky zanétu

1.2.1 Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty jsou nejcastéjSimi leukocyty a z bilé krevni tady tvofi
piiblizn¢ dvé tretiny. Délka jejich zivota je kratkd. Po dozrani zlstava neutrofilni
granulocyt v kostni dfeni 5 dni, nasledné vstupuje do krevniho ob&hu, kde cirkuluje asi
10 hodin, nez v misté zadnétu vstoupi do tkani. (1,10) Jejich hlavni funkei je fagocytoza
a jejich hlavni fyziologickd uloha spociva v ochrané hostitelského organismu pied
invazi mikrobt. (10)

Neutrofil vznika v kostni dfeni z pluripotentni kmenové bunky. Ve dfeni jsou
produkovany specifické stimula¢ni faktory, konkrétné G-CSF, GM-CSF a IL-3, diky
nimz je bunka stimulovana k diferenciaci ve zralé neutrofily. (1)

Jadro byva obvykle ¢lenéno na 2-5 segmenti. V cytoplazmé se nachazeji drobna
granula, kterd se barvi do rGizova. V poméru s ostatnimi typy granulocytl jsou mensi.
Cytoplazmaticka granula neutrofild obsahuji enzymy, které se rozlisuji podle
morfologickych charakteristik, vysledku barveni, obsahu enzymii a myelocytarniho
vyvojového stadia na dva typy. (2)

Primarni neboli azurofilni granula se objevuji poprvé ve stadiu promyelocytu.
Vznikaji oddélenim od konkdvni strany Golgiho aparatu. Obsahuji myeloperoxidazu,
lyzozomalni hydroldzy a dalSi enzymy, které jsou dillezité pro zajiSt€éni normalni
obranyschopnosti organismu a pii zanétech. Sekunddrni granula, nazyvana téZ jako
specificka se vytvari béhem stddia myelocytu oddélenim od konvexni strany Golgiho
aparatu. Na rozdil od primarnich granul neobsahuji peroxidazu, jsou mensi, ale jejich
mnozstvi byvd v porovnani s primarnimi granuly trojnasobné. Jejich obsahem je
prevazné lysozym a laktoferin. (1)

Na neutrofilnich granulocytech se nachazi 2 typy receptori. Jednak jsou to
receptory pro casti Fc imunoglobulinfi, hlavné tfidy IgG. Receptor pro Fc ¢&ast
imunoglobulinu IgG (FcyR) nese 75-90% neutrofilt v periferni krvi. Jsou znamé tii
druhy (FcyR), z nichz dva nalezneme na neutrofilech. Odlisnost spociva v jejich

rozdilné molekulové hmotnosti, kdy FcyR s vys§i molekulovou hmotnosti vaze
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pfednostné imunitni komplexy, tedy jeho afinita k imunitnim komplextim je vyssi nez
jeho afinita k monomernimu IgG. Kromé toho mohou nést receptor pro Fc ¢ast IgA.
Druhym typem jsou receproty pro komplement, kdy nastava aktivace komplementu
klasickou nebo alternativni cestou, coz ma za nasledek tvorbu komplementovych $tépt,
které zesiluji zanétlivou odpovéd’ prilakdnim a aktivaci neutrofild. Zprostiedkovateli
jsou receptory pro $t€p C3b komplementu, které se nachéazeji na povrchu téchto bunek.
1)

Hlavnim ukolem neutrofilii v procesu zanétlivé odpoveédi je predevsim fagocytoza a
destrukce infekéniho agens, popiipadé alesponn snaha omezit rychlost jejich
rozmnozovani tak, aby organismus ziskal ¢as pro spusténi specifické imunitni odpovédi.
Nutna je vSak pfitomnost predevSim opsonini a dalSich latek, které posiluji
cytotoxickou odpovéd’ fagocyta.

Cely proces zacina opsonizaci, kdy dochazi k adsorpci opsoninii na povrch
patogennich struktur a naslednému navdzani na opsoninové receptory, které se
nachdzeji na fagocytujicich bunkach. Jak jiz bylo zminéno vySe, tyto receptory u
neutrofild mohou byt dvou rtiznych typi, a to receptory pro Fc ¢asti imunoglobulini,
kdy opsoninem je tedy protilatka, v pfipadé receptord pro komplement je opsoninem
inaktivovany komplementovy fragment C3b. V pfipad¢, ze povrchovd vrstva
(glykokalyx) fagocytované bunky obsahuje mono-, di- nebo trisacharidovou jednotku,
miiZe se jejim prostifednictvim navazat na lektinovy receptor na fagocytu. (3)

Dalsim krokem je pfesun fagocytli do mista zanctu. Tento proces se nazyva
chemotaxe a je regulovany chemotaktickymi faktory, které jsou bud’ produkované
pfimo samotnymi bakteriemi, nebo vznikaji v organismu pii aktivaci imunitniho
systému a dal$ich pfidruZenych mechanismi.

Samotnad fagocytoza, kterd nasleduje je velice slozity, evoluéné velmi stary dé;.
Fagocyt nejprve kontaktuje malou ¢asti svého povrchu prostiednictvim svych
rozmanitych povrchovych receptorli cizorodou ¢astici a postupn€ ji obchvacuje
pseudopodiemi. Ta je postupné zcela obklopena povrchovou membranou fagocytu a

nakonec uzaviena do nové vzniklé molekuly zvané fagozém. (4) Ten fazuje s lyzozomy
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za vzniku fagolyzosomu a koneénym stadiem je usmrceni a degradace pohlceného
materialu. (3)

Neutrofily pfi svém zaniku uvolnuji elastdizu a kolagenazu a tim vytvareji
chemotaktické faktory pro monocyty. Pfichazi k cizimu materialu poprvé, okamzité ho

atakuji a pfi procesu likvidace hynou. Tim vlastné pfitahuji na misto makrofagy. (12)

1.2.2 Bazofilni granulocyty

Bazofilni granulocyty jsou nejmensi cirkulujici granulocyty s relativné nejméné
znamou funkci V zanétlivém procesu. (8) Spolecné s eozinofilnimi granulocyty
pochazeji ze stejné kmenové builkky. Diky tomu také maji nejvice spole¢nych
vyvojovych, fenotypovych a funkénich ryst. Vyvoj bazofili je fizen stimula¢nimi
faktory IL-3 a GM-CSF. Po vyplaveni z kostni dfené cirkuluji v krevnim ob¢hu,
Vv tkanich se bézné nevyskytuji, mizou se tam vSak usadit po ptislusné stimulaci. (2, 8)

Nejen funkénimi, ale 1 morfologickymi vlastnostmi se odliSuji od Zirnych buné¢k.
Na rozdil od nich maji jadro slozené ze dvou nebo vice laloki, na jehoz periferii je
kondenzovany chromatin. Elektronopakni agregaty cytoplazmatického glykogenu, které
u zirnych bun€k chybi, jsou zde pfitomny. DalSi odliSnosti jsou dva proteiny,
vyskytujici se v plazmatické membrané bazofili. Jednim je protein, z n€hoz se tvoii
Charcotovy-Leydenovy krystaly, druhym je hlavni bazicky protein. Cytoplazmaticka
membrana byva hladkd s obCasnymi kratkymi a tupymi, nepravidelné rozlozenymi
vybézky. Obsahuji méné cytoplazmatickych granul nez Zirné bunky.

Nizké az mirn€ zvySené mnozstvi bazofilnich granulocytli mize upozoriiovat at na
rizné kozni zanéty, zanéty tenkého stieva pii Crohnové chorobé, zanéty ledvin, zanéty

nosni sliznice a oci. (1)

1.2.3 Eozinofilni granulocyty

Stejn¢ tak jako predchozi typy granulocytl, pochdzi i eozinofilni granulocyt
z myeloidni linie. Vznika téZ v kostni dieni, kde zije 2-6 dni, poté ji v pomérné

nezralém stavu opousti a putuje do sleziny, kde dozrava. Nasledné se mobilizuje do
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krevniho obé&hu, kde velmi kratce cirkuluje (pouze 6-12 hodin). Kdyz krevni obéh
opusti, piesouva se do tkané, kde je schopen pietrvavat 4-10 dni. (12, 8) Nachazi se
predevsim v submukdzni tkani a v ptipad¢ potieby se uvoliiuje do mista potieby.

Podobn¢ jako neutrofily, maji i eozinofily dva hlavni zasobni kompartmenty.
Jednim z nich je kostni dfen, dal$im pak margina¢ni pohotovost v cévnich kapilarach.
Kromeé toho jsou ve velkém mnozstvi obsazeny ve tkanich, které miizeme povazovat za
tieti kompartment. Jejich polymorfni jadro je slozeno ze dvou lalokd, neni zde obsazeno
jadérko. (8)

V cytoplazmé se nachazeji velka elipsoidni granula, specifickd pro eozinofilni
granulocyty, ve kterych byly prokazany 4 pievazujici typy kationovych bilkovin. Jde 0
MBP, EDN, ECP a EPO. Tyto molekuly jsou toxické pro nékteré cilové struktury,
naptiklad pro parazity a sav¢i buiiky, které maji Cetnou biologickou aktivitu. Vyznam
bazofilnich granulocytii tedy spociva pfedev§im v imunitni odpovédi na parazitarni

infekce a vyznam ma také u alergii. (1, 11)

1.2.4  Zirné buiky

Tyto bunky, jinak nazyvané téz mastocyty (heparinocyty) jsou buniky podobné
basofilnim granulocytim. Jedna se vlastn¢ 0 jejich tkanovou formu. V priméru
dosahuji velikosti 8 — 15 pm. Jejich tvar miiZze byt kulaty, ovalny nebo vietenovity.
Uvniti se nachéazi jadro a V cytoplasmé& se nachdzeji svétla bazofilni granula, ktera
mohou byt barvena toluidinovou modii nebo Giemsa metodami. (29)

Nachazeji se na rozhrani organismu a vnéjSiho prostredi, tedy v kizi, plicich,
gastrointestindlnim taktu a na nosni sliznici. Tato strategickd poloha jim umoziuje
rychle reagovat s vdechnutym ¢i pozfenym antigenem a secernovat U¢inné zasobni i
nov¢ syntetizované mediatory zanétu. Jejich ucinkem dojde ke zvySeni propustnosti
cév, kontrakci hladkych svali a sekreci hlenu. Taktéz maji mediatory, uvolnéné
z zirnych bunék chemotaktické Uc€inky na jiné zanétové builky, vcetné eozinofill,
neutrofilli a mononuklearnich bunék.

Jejich vyznamna role spociva v zénétu zprostiedkovaném IgE. Jsou vybaveny

vysokoafinnim receptorem pro IgE. Druhym charakteristickym znakem je pfitomnost
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50-200 cytoplazmatickych granul ohrani¢enych membranou a obsahujicich histamin
(v daleko vétsim mnozstvi nez u bazofili). Ac¢koli jsou si svoji vybavou velice podobné
s bazofily, jejich rozdil spo¢iva v morfologickych vlastnostech, obsahu medidtora a
citlivosti na farmakologickou modulaci. Jsou schopny vylucovat Sirokou skalu
opravnych mediatori a enzymti, zahrnujicich naptiklad TNFa, IL4, IL6, bFGF, TGFp,
PDGF, tripazy a MMP9, diky nimzZ je jejich role v zanétu a reparacnich mechanismech
stale vice uznavana. (1, 25)

Granula obsahuji nitkovité struktury, amorfni elektronpakni zoény ¢i organizované
usporadané skupiny krystall. V témze cytoplazmatickém granulu lze ¢asto nalézt rizné
druhy téchto struktur v tésném sousedstvi. Pti aktivaci lidskych koznich a plicnich
zirnych bunék protilatkami t¥idy IgE krystalickd struktura cytoplazmatickych granul
mizi. Plazmatickd membrana zirné buiiky miva cetné povrchové vybézky.

Degranulace vyvolané IgE je charakterizovana sérii udalosti od zvétSeni velikosti
cytoplazmatickych granul, pies jejich solubilizaci (tj. rozpad jejich vnitinich struktur a
sniZeni jejich elektronpacity) az po fuzi plazmatické membrany bunky se sousedicimi
cytoplazmatickymi granuly. Kandly vytvofené mezi cytoplazmatickymi granuly a
plazmatickou membranou umoznuji vyliti solubilizovaného obsahu cytoplazmatickych

granul do extracelularniho prostoru. (1)

1.25 Makrofagy

Makrofagy jsou tkanovou formou monocytli. Vyskytuji v celém organismu,
v riznych tkanich a organech. Vyznacuji se tvarovou pestrosti, ktera je dana prostfedim,
ve kterém se nachéazeji. Charakteristickd je také velikost, pohybujici se v priméru
pfiblizn€ 5-50 pum. Obvykle maji velké jadro ledvinovitého tvaru. V cytoplazmé
nalezneme velka i mala granula, jejichz obsah je potiebny k usmrceni a zpracovani
patogent. Jsou to dlouho zijici bufiky a za fyziologického stavu se obnovi asi 1% za
den. Makrofagy pochdzi z hematopoetickych bun€k kostni diené, kde se diferencuji

z myoblastii pod vlivem rustovych faktort CSF na promonocyty a po 6 dnech se dale

diferencuji v monocyty, které se vyplavuji do krevniho obéhu a tam cirkuluji. Po 3
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dnech krevni obéh opoustéji a dostavaji se do tkéani, kde jiz probiha diferenciace ve
zralé makrofagy. Na rozdil od neutrofilnich granulocytti maji schopnost se dé¢lit, jsou
tedy schopny lokalni proliferace. (12, 15)

Pokud pohlti inertni ¢astice, mohou navzajem splynout a tvofit tak obrovské buiiky.
Nekteré pohlcené castice vSak mohou byt pro makrofagy toxické a dochazi k jejich
zabiti. Jsou schopny opakované fagocytdzy. Pokud jsou ale pfedtim poSkozeny a dojde
k opakované fagocytoze, jejich obsah se dostane do daného mikroprostfedi a
proteolytické enzymy se tak podileji na poSkozovani vlastni tkdn¢. (12)

Primarni funkci makrofagli v misté zanétu je odstranéni zanétlivych podnéti a
poskozené tkan¢ a nasledna podpora hojeni rany a obnova tkédné. Makrofagy
rozpozndvaji podnéty ve svém prostfedi prostfednictvim mnoha receptorti rizné
specificity. Aktiva¢ni podnéty se Casto nachazeji v zanétlivém prostiedi a jsou bézné
produkovany makrofagy samotnymi, jinymi zanétlivymi buiikami nebo invadujicimi
organismy. Poté, co receptory nebo jiné nespecifické mechanismy rozpoznaji podnét,
mize dojit k jeho odstranéni n€kolika zpisoby. Nejznaméjsim je fagocytoza. (9, 15)

Pribéh fagocytdzy u makrofagi je podobny jako u neutrofild. (12) Prvnim krokem
je rozpoznani Castic, preskupeni cytoskeletu makrofagu, aby mohl rozsitfit ramena
(pseudopodia) a obklopit ¢astici, kterou nadsledné stravi. Fagocytoza je velmi dynamicky
proces, ktery umoziuje rozmanity reakéni repertoar. Naptiiklad poZiti Castic G
mikroorganismii vyZaduje receptory pro LPS, které¢ vedou jedine¢nou signalni
intracelularni cestou k vyvolani fagocytdzy, ale také moduluji transkripéni aktivitu
makrofagl. Je zvySena exprese TNF a a tento zanétlivy mediator je uvoliiovan do mista
zanétu, kde muize ndborovat a aktivovat dal§i zanétlivé builky, coz vede k intenzivni
odpovédi a naslednému odstranéni infekce.

Naproti tomu, k poziti zestarlych bunék, jako jsou naptiklad apoptoické neutrofily,
dochézi nezanétlivym zplsobem za pouziti odliSnych mechanismt, které vyuZzivaji
povrchové molekuly na povrchu apoptoickych buné¢k a pro fagocytdézu specifické
receptory na povrchi fagocytujicich makrofagh. V piipadé€, Ze makrofag fagocytuje
apoptoické bunky, zméni se jeho genotypické znaky, snizena je hlavné produkce

prozanétlivych mediatorti. Odstranéni apoptoickych bunék makrofdgy muze byt
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modulovano naptiklad slozkami komplementu, CD44, nékterymi prostaglandiny,

lipoxiny a glukokortikoidy. (15)

1.2.6 Lymfocyty

Lymfocyty tvoii 4 fenotypové a tim i funkéné odlisné populace. Jsou to B-
lymfocyty, T-lymfocyty, NK-bunky a NKT-buiikky. Ale pouze jedna znich se
bezprosttedné podili na zanétlivych reakcich. Jsou jimi T- lymfocyty, které zde maji
nékolik rtznych funkci. Tou nejvyznamnéjsi je pravdépodobné jejich schopnost
aktivovat makrofagy. Kromé toho maji jesté dalsi, neméné dulezité poslani, kterym je
pfimé usmrcovani intracelularn¢ parazitujicich patogenti. Tohoto procesu se ucastni
zejména cytotoxické T-lymfocyty, ale i pomocné Thl buiky, které kromé toho
prostfednictvim sekretovanych cytokint aktivuji i makrofagy.

T- lymfocyty vznikaji v kostni dfeni, odkud putuji do thymu, kde dozravaji a
diferencuji se do né&kolika subpopulaci. Tedy pomocné, nesouci znak CDA4+, a
cytotoxické se znakem CD8+. Fyziologicky je jejich pomér v cirkulujici krvi piiblizné
2:1, pti patologii se vSak mlze vyrazn¢ meénit. Stanovuje se naptiklad pfi infekci virem
HIV, kdy CD4+ jsou hlavnim cilem viru a jejich pocet mize klesat, v porovnani
S ostatnimi typy lymfocytd, mnohem rychleji. (8, 30)

Cytotoxické T-lymfocyty rozpoznavaji komplexy imunogennich peptidi s HLA
molekulami 1. tfidy prostfednictvim antigennich receptord. Tim dochazi k jejich
aktivaci. Podobné rozpoznavaji imunogenni peptidy i Th buiiky, jen s tim rozdilem, ze
v komplexech, které jim predkladaji antigen prezentujici bunky, se nachazeji HLA
molekuly 2. tfidy. Touto interakci se aktivuji a dale diferencuji v efektorové buniky Thi,
Th2 a Th3. Toto rozpoznavani je umoznéno prostiednictvim antigennich receptora T-
bunck, TCR. (8) Na povrchu kazdého T-lymfocytu se nachdzi nckolik desitek tisic
identickych, klonaln¢ unikatnich TCR. (4)

Stimulované T-lymfocyty miizou uvoliiovat nékolik typl efektorovych molekul.
Naptiklad cytotoxiny, které jsou specifické a miizou pusobit na jakoukoli buiiku. Patii
mezi n€ predevSim perforiny a granzymy. Jejich uvoliovani ze sekre¢nich granul Tc a

NK bunék probihd po antigenni stimulaci, tj. kontaktu Tc a terCové buiky. Dal$im

19



typem jsou cytokiny. Diky jejich specifickym receptorim mohou ptisobit jen na buiiky,
které tyto receptory maji na svém povrchu. Uastni se regulace zanétlivého procesu a
cytokiny, které jsou produkovany Thl bunkami, hraji dilezitou roli v aktivaci
makrofagu. (8)

1.2.7 Plazmatické buiky

Plazmatické bunky neboli plazmocyty jsou charakteristické svym excentricky
ulozenym jadrem, pocetnymi mitochondriemi, mnozstvim drsného endoplazmatického
retikula a nédpadnym Golgiho aparitem. Timto je buiika adaptovédna na ucinnou
produkci protilatek (imunoglobulinll), coz se projevi 1 tmavomodrym zbarvenim
cytoplasmy. (31)

Jejimu vzniku piedchazi slozity mechanismus v bunécné populaci B — lymfocyta.
V piipadé navazani B-lymfocytu na svij ,,substrat™ (v typizovaném piipadé napi. na
povrch bakterie), zacne se klonalné délit (Casto asistuji i tzv. pomocné T-lymfocyty). Z
¢asti potomkd tohoto tzv. aktivovaného B-lymfocytu vzniknou pamétové B-lymfocyty,
ze zbytku pak plazmatické buniky. Zrani B-lymfocytt na plazmatické bunky podporuji
rizné interleukiny, zejména IL-4 a dale IL-6 a IL-14. (13)

V periferni krvi se za normalnich okolnosti nenachazeji. Ziji jen nékolik mélo dni,
na rozdil od cirkulujicich malych lymfocytd, jejichZ zivotnost miize byt az n¢kolik let.
(31)

1.2.8 Trombocyty

Trombocyty jsou bezjaderné bunky, vznikajici z megakaryocytii. Pokud se
nachdzeji v krvi, maji tvar bikonkdvniho disku o priméru cca 2,5 mikrometrii. Tento
jejich diskovity tvar je udrzovan svazkem mikrotubull, které jsou jako prsten napnuty
v periferni cytoplasmé. V periferni cytoplasmé, kterd se téZ nazyva hyalomera, se
nenachazi zadna granula. Naopak centralné uloZend cytoplasma neboli granulomera
obsahuje jednotlivé mitochondrie, lysozomy, zrnka glykogenu a rGzné typy stfadacich
granul, uplatiujicich se pii srazeni krve, kdy je uvoliovan jejich obsah. V jejich

plasmatické membrané se nachazeji receptory, konkrétné integriny a glykoproteiny,
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zodpovédné za prichyceni a vytvoreni sité trombocytil pfi zastave krvaceni. Plasmaticka
membrana tvoifi na mnoha mistech trubicovité vklesliny, které vytvari tzv. trubicovity
systém kanalkt. Trombocyty obsahuji trojrozmérnou sit” aktinu, ktera spolu s myosinem
umoziuje aktivovanému trombocytu kontrakci.

Kromé toho, Ze krevni desticky jsou hlavni efektorové buiikky v hemostaze, jejich
specializace rovnéz zahrnuje ¢innosti a mezibunééné interakce, diky kterym se stavaji
klicovymi efektory v zanétu a v nepietrzitém sledu pfirozené a adaptivni imunity. (16)

Diulezitym projevem této patofyziologické reakce je mikrovaskularni dysfunkce,
ktera zahrnuje aktivaci vaskularnich endotelidlnich bunck, cirkulujici leukocyty a krevni
desticky. Ty se hromadi v mistech poskozené tkan¢ a uvoliuji slozky, které zvySuji
vaskularni permeabilitu. (14, 19)

Desticky vykazuji celou fadu receptorii pro mediatory zapojené do zanétlivé cesty a
imunitni reakce. Patfi mezi né€ purinergni receptory, selektiny, integriny, toll-like
receptory, imunoglobuliny a chemokinové receptory. AvSak piesna role krevnich
desticek v zanétu je stale ve stadiu vyzkumu. Nicméné, vzhledem k tomu, ze mnohé
Z téchto receptori jsou odlisné od téch, které se podileji na trombodze a hemostéze, jsou
realné urcité moznosti cileni téchto receptorti v regulaci zanétlivych onemocnéni, aniz

by byla ohrozena hemostaza. (10)

1.2.9 Endotelové buiky

Lidské endotelové bunky jsou multifunkéni bunky, vystylajici krevni cévy. Maji
schopnost vylucovat rizné biologicky aktivni mediatory. Obvykle udrzuji cévni
homeostazu a slouzi k prevenci trombotickych komplikaci. Pokud jsou napadeny
infekei, stresem, hypertenzi, dyslipidemii nebo vysokou hladinou homocysteinu,
prodélaji zmény, vedouci k jejich dysfunkci. Ta je charakterizovana typicky sniZenou
endotelialni expresi oxidu dusnatého a naopak zvySenou expresi adhezivnich molekul a
S tim souvisejici zvySené navazovani cirkulujicich leukocytl na tyto builky. To je

doprovazeno cytokiny a chemokiny, coz vede k bunéénému naboru a ptipravé k akutni
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zanétlivé odpovéedi, ktera miize v piipad€, ze nejsou funkéni repara¢ni mechanismy,
vyvrcholit v chronicky zanét. (5)

Endotelové buiikky jsou klicovymi reguldtory v zanétlivém procesu. Vystelka
krevnich cév ve stabilnim stavu poskytuje protizdnétlivy a antikoagulacni povrch.
Nicmén¢ v piipad€ zranéni nebo infekce endotelové buiiky kontroluji adhezi a migraci
zanétlivych bunék, stejné tak jako presun tekutiny z krevniho fecisté¢ do posSkozené
tkdn€. Tudiz exprese endotelidlnich adhezivnich molekul, cytosinii a zmény
VvV permeabilité podléhaji piisné regulaci, diky niz probiha kontrolovatelna zanétliva
reakce. (6)

Vlastnosti endotelidlnich bunék se meéni béhem piechodu =z akutniho do
chronického zanétu a rovnéz béhem prechodu z vrozené na adaptivni imunitu.
Mediatory, které pusobi na endotelidlni bunky také plsobi na leukocyty a naopak.

-----

endotelialnich bunék. (28)
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1.3 Referenc¢ni hodnoty

Tab 1 Referen¢ni hodnoty pro jednotlivé typy leukocyti - dospély jedinec (39)

neutrofily 44 — 67 %
eosinofily 0-7%
bazofily 0-2%
monocyty 0-9%
lymfocyty 25-48 %

Tab 2 Referen¢ni hodnoty pro zékladni parametry bunééné imunity - dospély jedinec
(39)

CD3+ 58 -84 %

CD4+ 27 -52%

CD8+ 19-48%
CD19+ 6—-23%
CD16+56 5—-271%

HLA - DR+ z CD3+ 8-15%
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2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je ziskat zkuSenosti s metodikou vySetfovani krevnich
elementi, které se ucCastni zanétové reakce organismua interpretace ziskanych

vysledki.
Vysetiit zanétlivé buniky pomoci tiech metod a to mikroskopickym odectenim
diferencidlniho  rozpo¢tu leukocytl, zméfenim diferencidlu hematologickym

analyzatorem a metodou priitokové cytometrie.

Tretim cilem je osvojit si problematiku vySetfovani zirné bunky ramci zanétu a

naucit se ji vyhledat a popsat v histologickém preparatu.
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3 Metodika vySetieni zanétlivych bunék (kromé Zirné burky)

3.1 Charakteristika souboru

Prakticka ¢ast mé bakalaiské prace se odehrala na Hematologicko-transfiznim
oddéleni Nemocnice Pisek a Odd¢leni klinické biochemie, hematologie a imunologie
Nemocnice Na Homolce v Praze. Za asistence 1€kaii a laborantek jsem se podilela na
celém procesu vysSetfovani krevnich bun€k, zahrnujici pfipravu a zpracovani vzorku,
analyzu zénétlivych bun€k pomoci tfech metod a nasledném vyhodnoceni ziskanych
dat.

Vysetiila jsem nahodné vzorky krve a to 25 vzorkti mikroskopicky, 25 vzorkl
pfistrojové (pomoci hematologického analyzatoru) a 12 vzorkli metodou pritokové

cytometrie.

Biologicky material: Zilni krev

Metody: Mikroskopie
Hematologicky analyzator

Pritokova cytometrie

3.2 Material

Vysledky analyzy morfologie krve mlize ovlivnit cela fada faktora fyziologického i
nefyziologického piivodu. Proto je velice diilezitd spravna ptiprava pacienta na odbeér,
samotny odb¢r a manipulace s odebranym vzorkem.

K vySetieni je zapotiebi 1x2 ml nesrazlivé krve. Krev je odebrana ze zily do
plastové zkumavky s KoEDTA nebo K3EDTA od firmy Vacutainer, oznacenych
filovym vickem. Transport materidlu do laboratofe by mél byt v co moZna nejkratSim
Case od odbéru. Analyza vzorku je mozné provést vSak maximalné do 5 hodin.

Podminkou pro provedeni vySetfeni je dodani materidlu v dostateném mnozstvi,

fadn¢ oznaceného a neposkozeného. Spolu se zkumavkou musi byt dorucena fadné
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vyplnéna zadanka (elektronickd a/nebo papirova). Udaje na zkumavce a zadance se
musi shodovat.

Na vzorku musi byt uvedeno jméno a piijmeni pacienta a jeho rodné ¢islo. Na
zadance musi byt uvedeno krom¢ vySe zminénych udaji také kod pojistovny pacienta
pozadovana vySetfeni, pozadavek na typ vySetfeni, pokud je jiny neZ rutina (napf.
STATIM), zakladni piip. dalsi diagnozy pacienta, identifikace zadatele a v neposledni

fad¢ ¢as odbéru a jméno osoby, ktera odbér provedla. (23)

3.3 Metody

V soucasné dob¢ je na klinické laboratofe vyvijen stale vétsi tlak, a to jak na
kvalitni provedeni analyzy, tak i na jeji rychlost. Zakladnim vysetfenim bilé krevni fady
V hematologické laboratofi je mikroskopické stanoveni diferencidlniho rozpoctu
leukocytii. Vzhledem k Casové narocnosti a jisté mife subjektivity je tento postup do
zna¢né miry omezen. S rozvojem digitalnich technologii jsou do klinickych laboratofi
zavadény nové metody, diky nimz je analyza nejen piesnéjsi, spolehlivéjsi a rychlejsi,

ale také umoznuje ziskat vét§i mnozstvi dat z pomérn€ malého vzorku krve.

3.3.1 Diferencialni rozpocet leukocytti mikroskopicky

V kazdé hematologické laboratofi je zdkladnim vySetfenim stanoveni poctu krvinek
vV objemové jednotce krve a také hodnoceni bunck krevniho natéru ve svételném
mikroskopu. Krevni natér slouzi ptedevsim k morfologickému a kvantitativnimu
stanoveni jednotlivych typl leukocytl tzn. diferencialni krevni obraz, ale ¢asto také pro

hodnoceni tvaru, velikosti a barvitelnosti erytrocyttl a trombocytu. (20)

3.3.1.1 Zhotoveni krevniho natéru

Velmi dilezitym krokem pro morfologické hodnoceni preparatu je spravna
technika zhotoveni a barveni preparatu. Na stfedni ¢aru podloZniho skla asi 1 a ptl
centimetru od jeho uzsi hrany byla umisténa kapka krve. Ptilozime roztiraci sklo pod
uhlem cca 45 stupniti a posunujeme od sttedu podlozniho skla ke kapce krve, ktera se po

dotyku s nim rozprostie po celé délce jeho hrany. Rovnomérnym pohybem roztiraciho
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skla po podloznim skle smérem od kapky je rozetiena veSkera krev. Okraje natéru

nedosahuji na zadném misté k hranam podloZniho skla. (7, 35)

Roztérove sklo Kapka
krve
— -

Podlozm sklo
30-40°
UThel =klonu
roztéroveho skla
[
Smér pehybu
.~

WNatsr

Obr 1 Schéma zhotoveni krevniho natéru (16)

3.3.1.2 Barveni krevniho ndtéru

Po zaschnuti krevniho natéru néasledovalo barveni. V hematologickych laboratotich
je vyuzivano ptevazné panoptické barveni dle Pappenheima s pouzitim barviv May-
Griinwald a Giemsa-Romanovsky. Pii tomto nespecifickém barveni dochézi k odliseni
jednotlivych bunéénych struktur na zakladé jejich pH (kyselé - eozinofilni, zasadité a

neutralni — bazofilni). (38)
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Toto barveni jsem provedla za asistence laborantek dle postupu stanoveného

laboratofi:

e Krevni natér se ponoii do prvni kyvety, obsahujici pracovni Cisty roztok May-
Griinwald.

e Ve druh¢ kyveté nasleduje oplachnuti promyvacim roztokem (fosfatovy pufr pH
6,7 — 6,8)

e V dalsi kyveté je obsazen nafedény roztok Giemsa — Romanowsky s fosfatovym
pufrem pH 6,7 — 6,8 v poméru 1:9.

e Ve ctvrté kyveté oplachneme promyvacim roztokem (Cisty fosfatovy pufr pH
6,7-6,8)

e Vpaté kyveté taktéz natéry opldchneme Cistym promyvacim roztokem (Cisty
fosfatovy pufr pH 6,7 — 6,8)

Nakonec natéry oplachneme pod tekouci vodou a nechame zaschnout. (16, 35)

3.3.1.3 Mikroskopie

Na suchy preparat naneseme kapku imerzniho oleje, do kterého nasledné vnotime
imerzni objektiv (objektivové zvétseni 100x). Krevni natér prohlizime ve svételném
mikroskopu. Diferencialni rozpocet Vv bézné hematologické laboratofi provadime
zhodnocenim 100 leukocytl a jejich rozttidénim do zakladnich leukocytarnich skupin,
tj. segment, tycka, eozinofilni granulocyt, bazofilni granulocyt, monocyt, lymfocyt a
pfipadné¢ jeho reaktivni forma. Pfi pocitani bunék je ale rovnéz dilezZité sledovat
morfologii  bun¢k, ktera mlze byt napomocna Kk diagnostice zavaznych

hematologickych onemocnéni. (16,35)
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3.3.2 Hematologicky analyzator

3.3.2.1 Princip metody

V soucasné dob¢ jiz patifi hematologicky analyzator neodmyslitelné do vétSiny
hematologickych laboratoii. Diive bézné¢ pouzivany 3 populacni diferencial je dnes jiz
nahrazen 5 populacnim, kde je mozno stanovit monocyty, lymfocyty, neutrofily,
eozinofily a bazofily. Ackoli je analyzator schopny rozlisit patologické bunky od
zdravych pomoci tzv. flagii (upozornéni), nékteré abnormélni buitky mohou byt piesto
identifikovany neptesné. V tom spociva jeho hlavni nevyhoda a krevni néatér je nutné
v tomto piipadé zhodnotit jest¢ mikroskopicky. Naopak jeho velkou vyhodou je
rychlost, kdy jeden vzorek je zméten v praiméru za 30 — 60 sekund, a piesnost, ktera je

dana mnozstvim hodnocenych bunék. (25)

Pro vlastni méfeni jsem pouzila hematologicky analyzator Sysmex XT 1800i, ktery
je vyuzivan na Hematologicko - Transfaznim oddé€leni v nemocnici Pisek. Tento
automaticky analyzator je zaloZzen na principu fluorescenéni pritokové cytometrie. To
umoznuje analyzu fyziologickych a chemickych vlastnosti bunék. Poskytuje informace
jak o velikosti a struktufe bunky, tak o jejim vnitinim obsahu.

Pro méfeni je potieba nesrazliva krev. Analyzator si nejprve nasaje ¢ast vzorku
krve, ktery nasledné natfedi v pfedem stanoveném poméru. Poté oznaci fluorescencnim
barvivem, které se specificky vaze na nukleové kyseliny. Dale je vzorek transportovan
do pritokové cely a osvétlen polovodicovym laserem, ktery oddéli buiiky pomoci tii

ruznych signalt:
e piimy rozptyl (forward scatter - FSC)

e bocni rozptyl (side scatter - SSC)

o fluorescence (side fluorescence light - SFL)

29



Intenzita FSC ukazuje objem bunc¢k. SSC poskytuje informace o obsahu bun¢k

(napt. jadra, granula). SFL indikuje mnozstvi DNA a RNA pfitomné v buice.

Vyhodnoceni je provedeno v grafu zvaném scattergram, kdy buiikky s podobnymi

fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi v tomto grafu vytvoti shluk. (17)

3.3.3

Priutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda zaloZzena na schopnosti analyzovat jednotlivé

buniky v suspenzi a jejich fyzikdlni a chemické vlastnosti. Za pouziti fluorescencné

znacenych monoklondlnich protilatek umoziiuje detekovat jednotlivé antigeny

piedevsim leukocytarnich bunék. (22)

Nejcastéji méfenymi parametry jSOU:

Linearné rozptylené zatreni, dopadajici na detektor umistény v ose dopadajiciho
paprsku, tzv. Forward scatter (FSC). Jeho intenzita je dostacujici a neni potieba
ji zesilovat. Tento parametr je pfimo Gmémy velikosti ¢astice. Cim v&tsi je
rozptyl svétla, tim vétsi je Castice.

Boc¢né rozptylené zateni, dopadajici na detektor umistény kolmo na osu
dopadajiciho paprsku. Nazyva se Side scatter (SSC) a jeho slabsi intenzitu je
potieba zesilovat fotonasobi¢em. SSC odraZzi granularitu ¢astice, kde rovnéz
plati pfima iméra. Odraz je tim vétsi, ¢im veEtsi je granularita bunky.
Fluorescenc¢ni zafeni rizné vinové délky. Jeho intenzitu je, stejné tak jako u SS,
nutné zesilovat fotonasobicem. Po excitaci zafenim o urcité vinové délce
dochazi k uvolnéni energie ve formé fotonil s jinou (del$i) vlnovou délkou.
Rozdil mezi vlnovou délkou excitujiciho a emitovaného zafeni se nazyva
Stokesiiv posun. Ten je definovan pro kazdy fluorochrom. Nej¢astéji pouzivané

fluorochromy jsou FITC, APC, PE a PerCP. (21,27)
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Jednotlivé bunky V izotonickém roztoku protékaji velmi tenkou tryskou do
silngjsi kapilary, kterou proudi nosna tekutina (izotonicky roztok). To usmérni
buniky do tenkého proudu, kde postupuji jedna za druhou pritokovou komorou, coz
je sklenénd kapilara o malém priméru. Tento proud protind laserovy paprsek. Tento
jev se nazyva hydrodynamicka fokusace.

Svétlo vznikajici interakcei bunék usmérnénych hydrodynamickou fokusaci pii
prachodu paprskem laseru (rozptylené svétlo a emitovana fluorescence) je rozdéleno
systémem hranolii, optickych filtrii a zrcadel podle vinové délky (barvy) emitované
fluorescence. Zakladnimi prvky optické soustavy pratokového cytometru jsou long
pass filtry — propoustéji svétlo od urcité vinové délky a svétlo o nizsi vinové délce
zachyti, short pass filtry — propoustéji svétlo do urcité vinové délky, band pass filtry
propoustéji svétlo pouze v urCitém rozsahu vinovych délek a svétlo o nizsi 1 vyssi
vlnové délce zachyti.

Jednotlivé svételné signaly jsou prevadény na elektrické impulzy a zesileny
fotonasobicem. Takto vzniklé a zpracované signdly charakterizuji kazdou
jednotlivou buniku fadou parametri a jsou detekovany v zavislosti na intenzité a

nasledné zpracovany pocitacem. (34)
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Obr 2 Zjednodusené schéma pritokového cytometru (7)

Me¢fteni se vyhodnocuje pomoci riznych grafickych zédznami, Casto se pouZziva
dvouparametrovy histogram, kde na ose x je zobrazena hodnota jednoho signalu a na
ose y hodnota druhého signalu. Kazda bunka je zde zastoupena teckou. Mnozstvi ¢astic
je dano hustotou bodii. Pokud nés zajima pouze urcita populace bun¢k, vytvorime gate,
coz je ohraniCena oblast Castic, kterou chceme dale analyzovat. Vznikne dot-plot
histogram rozdéleny na 4 kvadranty, negativni pro oba parametry, pozitivni pro jeden a
pozitivni pro oba parametry. V jednotlivych kvadrantech pak mzeme kvantifikovat

procentualni zastoupeni ¢astic. (21, 27)
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V imunologické laboratofi nemocnice Na Homolce je vyuzivan priitokovy cytometr

FACS Calibur a FACS Canto od firmy BD Biosciences.

Pro analyzu bun¢k pomoci této metody je zapotiebi nesrazliva plna krev. Jesté nez

probéhne samotné méfeni, je zapotiebi piipravit vzorek. Piipravu jsem provadéla pod

dozorem vedoucich pracovnikii imunologického oddéleni podle daného postupu:

10.
11.

Pro kazdého pacienta si piipravime 3 cytometrické zkumavky a oznac¢ime.

Do zkumavek napipetujeme piislusné monoklonalni protilatky s navazanou
fluorescen¢ni molekulou.

Ptidame heparinizovanou krev pacienta a promichame.

Nechame inkubovat 15 minut ve tmé& pii pokojové teploté¢ (behem této doby
dojde k navazani monoklonalnich protilatek na cilové antigeny leukocytt).
Ptidame lyzacni roztok, ktery zptisobi destrukci erytrocytd.

Inkubujeme 10 minut pii pokojové teploté (nutné tuto dobu dodrzet, v pripadé
ptekroceni miize dojit 1 k rozpadu bilych krvinek).

Centrifugujeme 5 minut pii 1100 ot/min (velka centrifuga) nebo 1250 ot/min
(mala centrifuga).

Odlijeme supernatant.

Pfidame pufrovaci fyziologicky roztok, ktery ukon¢i lyzu erytrocytl, jemné
promichame a centrifugujeme 5 minut.

Odlijeme supernatant.

Znovu piidame pufrovaci fyziologicky roztok a tim je vzorek pfipraven

k méfeni.

Zkumavku €. 1 a 2 méfime na pratokovém cytometru FACS Canto II, kde jsou méfeny

nasledujici parametry:

zkumavka ¢. 1: CD3/CD8&/CD45/CD4
zkumavka ¢&. 2: CD3/CD16+56/CD45/CD19

Tteti zkumavku méfime na prutokovém cytometru FACS Calibur, kde stanovujeme:

zkumavka ¢. 3: CD3/HLA-DR (33)
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4 Metodika vySetieni Zirné bunky

Vysetfeni zirné buiiky neni v hematologickych laboratofich v Ceské republice
rutinné provadéno. Mastocyty se ale Castéji vySetfuji na patologickém oddéleni, a to
predevs§im z klize nebo tkané stieva. Ptiprava preparatu spociva ve zhotoveni tenkych

fezl a jejich nasledném obarveni. M¢la jsem moznost vidét 2 zplisoby barveni:

May Griinwald — Giemsa Romanowski

1. Preparat nalozime na 2 hodiny do metanolu.

2. Ponofime na 5 minut do roztoku May Griinwald (nefedény).

3. Ponofime na 20 minut do roztoku May Griinwald (fedény v poméru
s destilovanou vodou 1:1).

4. Nasledné nalozime na 40 minut do roztoku Giemsa Romanowski (v poméru
s destilovanou vodou 1:4).

5. Oplachneme kyselou vodou (100 ml destil. vody + 5 kapek konc. k. octové)

6. Oplachneme destilovanou vodou.

7. Diferencujeme v etanolu (96%) do svétle modrého zbarveni (v ptipadé
odbarvovani opakujeme bod 5. - 6.).

8. Odvodnime a projasnime — aceton, xylen: po 5 minutach

9. Zamontujeme do Solakrylu.

Toluidinova modf
1. Rezy ponotime do 1% toluidinové modfi na 5 vtefin.
2. Oplachneme kohoutkovou vodou ve 2 laznich

3. Zamontujeme do glycerinu a ihned pozorujeme pod mikroskopem. (37)
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5 Vysledky

Nejprve jsem na hematologickém analyzatoru zméfila 25 vzorkia krve od pacienti
riznych vékovych kategorii. Stejny pocet krevnich vzorkd jsem vysSetiila i

mikroskopicky.

Metodou priitokové cytometrie jsem zméfila 12 vzorkli od nahodnych pacientt. Pii

interpretaci vysledki této metody Ize vyuzit textaci uvedenou pod obrazkem €. 3, 4 a 5.

Nameétfené vysledky u jednotlivych pacientli je moZzno porovnat s referencnimi

hodnotami uvedenymi v teoretické ¢asti prace.

V posledni ¢asti této kapitoly jsou k dispozici fotografie zirné bunky, které jsem

ziskala z histologickych preparatt.

Z diivodu ochrany soukromi pacienti, jsem neuvedla jejich jména, rodna cisla a

adresy. V tabulkach uvadim pouze pohlavi pacienta, jeho vék a diagnézu.
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Tab 3 Vzorky krve zmétené v hematologickém analyzatoru

*10°/I %
vzorek €. |vék| leu ne ly mo | eo ba diagnoza
1 6 8,78 36,9 | 45,6 73 |92 1 akut. bronchitida
2 75| 20,72 | 86,2 8,4 5,3 0 0,1 bakteridlni zanét plic
3 3 7,27 36,6 | 51,2 | 95 | 23 | 04 akut infekce HCD
4 1 15,94 37 51,9 79 | 3,1 0,1 gastroenteritida
5 2 6,42 459 | 35,2 17 1,4 | 0,5 gastroenteritida
6 5| 13,35 | 28,6 | 55,2 | 124 | 13| 25 akutni zanét hltanu
7 p 11,96 | 54,8 | 28,8 | 13,9 | 1,2 1,3 salmonelova enteritis
8 1| 17,48 | 54,1 | 33,8 | 11,7 | 0,1 | 0,3 akutni zanét hltanu
9 3 | 55,65 75 13,1 | 11,8 | O 0,1 horecka
10 1 19,2 34,4 | 51,9 7,7 5,8 0,2 nauzea a zvraceni
11 18 | 9,25 18 66,3 | 13,7 | 1,5 | 0,5 infekéni mononukledza
12 3 | 10,34 7 70 196 | 0,1 | 3,3 akutni tonzilitida
13 58 | 19,35 | 88,4 6,8 31| 15| 02 sepse
14 40 7,75 52,6 | 38,5 7,1 1 0,8 herpes zoster
15 5| 13,35 | 28,6 | 55,2 | 12,4 | 1,3 | 2,5 akutni zanét hltanu
16 1| 17,48 | 541 | 33,8 | 11,7 | 0,1 | 0,3 akutni zanét hltanu
17 32| 16,97 | 89,6 6,3 4 0 0,1 akutni cystitida
18 44 6,3 48,9 | 42,2 5,6 3 0,3 herpes zoster
19 56 7,7 56,8 | 29,3 | 10,3 | 3,1 0,5 alergie, autoim. thyroiditis
20 68 20,5 74,3 8,6 7,7 9,3 0,1 urosepse
21 26 5,3 53,3 | 26,3 | 11,1 | 8,4 | 0,9 alergie
22 41 7,3 50,7 | 316 | 89 | 74 | 1,4 alergie, celiakie
23 14 7,7 46,7 | 44,1 6,8 | 2,1 0,3 infekéni mononukledéza
24 65| 22,1 79,6 7,6 8,2 | 4,3 0,3 mozkovy absces
25 30| 10,5 11,8 | 72,8 | 10,4 | 4,1 0,9 Infekéni mononukledza
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Tab 4 Vzorky krve vysetiené¢ mikroskopem

%

vzorek |vék | se |tyé|eo|ba|mo| ly |RFL|PLB| meta | myelo diagnédza
1 6 (29| 1 (1212 | 5 (48] 2 | 1 Akutni bronchitida
2 751811200419 3 1 Bakt. zanét plic
3 3 /140{0 1|13 |52| 3 Akutni infekce HCD
4 1 463 |2 | 0| 6 (40| 3 gastroenteritida
5 2 (441141 0| 0| 7 (33| 2 gastroenteritida
6 512562 |0]| 6 (40|21 akutni zanét hltanu
7 2 |50(11|0|0|10|26]| 3 Salmonelova enteritis
8 11607 |1|0| 6|25 1 Akutni zanét hltanu
9 3178110/ 0|0| 5|5 1 1 horecka
10 11161 |6 |0 3|73|1 nauzea a zvraceni
11 1813 |4 | 2| 1111|5910 Infekéni mononukleéza
12 3 81400 |11|62] 15 Akutni tonzilitida
13 58 147|302 (0| 4 |11 5 sepse
14 40139, 9|01 ]10/|41 Herpes zoster
15 5112112 | 1|12 (42|20 Akutni zanét hltanu
16 11607 |1|0)| 6 |25 Akutni zanét hltanu
17 327111510 4 |9 Akutni cystitida
18 a4 144 |7 | 2|1 | 7 |39 Herpes zoster
19 56 |51|3|4|01]12(30 Alergie, autoim.thyroiditis
20 68|46 (1|10 | 4 [37]/10]| 1 urosepse
21 26 ({502 (9| 1|10 (28 alergie
22 (411493 18| 1]10]29 Alergie, celiakie
23 141393 |2 | 1| 8 |26|21 Infekéni mononukleéza
24 65|79/ 6 |4 0] 2|6 3 mozk. absces
25 30|15/ 2 | 5| 1| 8 |46 23 Infekéni mononukleoza
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Vzorky krve zméfené v pritokovém cytometru

vzorek ¢ I: muz, 68 let, dg.: urosepse; 1é¢en jiz nékolik dni ATB

Tab 5 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocyti u vzorku ¢. 1

Subpopubace %
lymfocyty celkem 99
CD3+ (T-ly) 55
CDA4+ (T helper) 37
CD8+ (T cytotox) 19
CD19+ (B-ly) 4
CD16+56 (NK bb.) | 40
HLA-DR z CD3+ 21
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CD3 CD3+

SSC-A
SSC-A

CD5 PerCPA

CD4+CD8- CD4+CD8+

L4

A1]A2
A3 M

CD4 APC-A

CD4-CD8

CD4-CD8+
CD8 PE-A FSC-H

Obr 3 Vyjadteni znaki CD3/CD8/CD45/CD4 u pacienta €. 1 (prvni zkumavka)

Pozn.: CD3 — T lymfocyty, CD8 — cytotoxické T lymfocyty, CD45 — leukocyty, CD4 — pomocné T
lymfocyty; na prvnim obrazku je ¢ervené oznacena oblast lymfocytd z celkovych CD45; druhy zaznam
znazortiuje dvouparametrovy histogram, kde podle exprese znaku CD3 odli§ime T — lymfocyty od
ostatnich bungk; tfeti zaznam je rozdélen do 4 kvadrantii ozna¢enych A1,A2,A3 a A4, kde napt. kvadrant
A4 zobrazuje buniky pozitivni pro znak CD8, tedy Tc; posledni zdznam ukazuje rozdéleni podle exprese
leukocytarniho znaku CD45 na lymfocyty, monocyty a granulocyty
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Obr 4 Vyjadteni znakti CD3/CD16+56/CD45/CD19 u pacienta €. 1 (druha zkumavka)

Pozn.: CD3 — T lymfocyty, CD16+56 — NK buiiky, CD45 — leukocyty, CD19 — B lymfocyty; na prvnim
obrazku je cervené oznacena oblast lymfocyti z celkovych CD45; druhy zaznam znazoriuje
dvouparametrovy histogram, kde podle exprese znaku CD 3 odli§ime T-lymfocyty od ostatnich bun€k;
tfeti zdznam je rozdé€len do 4 kvadranti oznacenych A1,A2,A3 a A4, kde napft. kvadrant Al zobrazuje
bunky pozitivni pouze pro znak CD19; posledni zdznam ukazuje rozdéleni podle exprese leukocytarniho

znaku CD45 na lymfocyty, monocyty a granulocyty
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100 10%

PR

10

Anti-HLA

10"

10 10
CD3FITC

Tube: CO3MLA-DR

Quad Events °: Gated % Total

UL 0 0.00 0.00
UR 74 2056 0.74

LL 0 000 000
LR 286 7944 286

Obr 5 Procentualni vyjadifeni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 1 (tfeti zkumavka)
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vzorek ¢. 2: muz, 65 let, dg.: mozkovy absces; pacient je jiz n¢kolik tydnti na ATB

Tab 6 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocyti u vzorku ¢. 2

Subpopubace %
lymfocyty celkem 94
CD3+ (T-ly) 72
CDA4+ (T helper) 56
CD8+ (T cytotox) 16
CD19+ (B-ly) 11
CD16+56 (NK bb.) | 11
HLA-DR z CD3+ 10

CD3/CD8/CD45/CD4
T TR CD4+CD8 CD4+CD8+
]
; E . |E
¥ ' o cos cD3 :
72 (% CD4-CD8-. CD4-CD8+
D35 PerCRA CO3 FITCA CD8 PEA FCH
CE3/CD16+56/CD45/CD19
§ CD1685% | CD16856+CD19
CD19+ +
; j g co3 CD3+ g
j,'-& CD16855
cD1e-_ | coissss+cD1e-

CD3 FITC-A CD16+56 PE-A

Obr 6 Graficky zaznam z prutokového cytometru u pacienta €. 2
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Tube: CD3MHLA-DR

.DR PE
7 10°  10%
anal 2 44

31
= 7 Quad Events % Gated % Total
5'91 UL 0 000 000
: : UR 42 1017 __ 0.42
o 1 LL 0 0.00 0.00
9‘ oo""""'(')f "‘;‘02"%4 LR 371 8983 371

CO3FITC

Obr 7 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
V pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 2
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vzorek ¢. 3: Zena, 15 let, dg.: infek¢ni mononukledza

Tab 7 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytd u vzorku €. 3

Subpopubace %
lymfocyty celkem 98
CD3+ (T-ly) 71
CD4+ (T helper) 38
CD8+ (T cytotox) 31
CD19+ (B-ly) 10
CD16+56 (NK bb.) | 17
HLA-DR z CD3+ 22

CD3/CD8/CD45/CD4
-'I_=’,_' CD4+CD8- CD4+CDB8+
< < N
cD3 cD3+ 2
B # z :
8 O R
: )
[ 28 :
R i CD4-CD8- CD4-CD8+
CDA45 PerCP-A CO3 FITC-A C08 PE-A
CD3/CD16+56/CD45/CD19
T CD16856- CD16856+CD19
5 CD19+ 3
< < N
gi s % CD3 CD3+ S
) - i l'M % ‘ CD16856
. e - -00119J CD16856+CD 18-
CDAS PerCP-A CD3 FITC-A CD16+56 PE-A FSC-H

Obr 8 Graficky zaznam z prutokového cytometru u pacienta ¢. 3
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Tube: CO3MHLA-DR

DR PE
7 100 10t
anal o 4aa

10
asansl A

2
E Quad Evenis % Gated % Total
<24 U 0 000 000
UR 607 2197 6.07
L2 L L.
% LL 0 0.00 0.00

LR 2156 78.03 2156

Obr 9 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 3
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vzorek ¢. 4. muz, 26 let, dg.: pylova alergie

Tab 8 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytd u vzorku ¢. 3

Subpopubace %
lymfocyty celkem 98
CD3+ (T-ly) 70
CDA4+ (T helper) 42
CD8+ (T cytotox) 26
CD19+ (B-ly) 12
CD16+56 (NK bb.) | 16
HLA-DR z CD3+ 8

CD3/CD8/CD45/CD4
g CD4+CDE- CD4+CDB+
< < o
% coa CcDa+ -
" &L 3
h"." S
K/ CD4-CDB- CD4-CD8+
o5 PerCPA 03 FITCA 08 PEA
CD3/CD16+56/CD45/CD19
¥ CD16856- CD16856+CD19
CD19+ +
gi cD3 D3+ §
8
CDA5 PerCP-A 03 FITGA ~ CDI6+56 PEA

Obr 10 Graficky zaznam z pritokového cytometru u pacienta ¢. 4
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Obr 11 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 4
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vzorek ¢. 5. muz, 56 let, dg: alergie na véeli jed, autoimunitni thyroiditis

Tab 9 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytd u vzorku €. 5

Subpopubace %
lymfocyty celkem 97
CD3+ (T-ly) 64
CD4+ (T helper) 52
CD8+ (T cytotox) 11
CD19+ (B-ly) 14
CD16+56 (NK bb.) | 19
HLA-DR z CD3+ 9

CD3/CD8/CD45/CD4
N CD4+CD8- CD4+CD8+
< < ;
& @ cos CD3+
3
i 7 4 g
Sotes NSr Tt '* CD4-CD8- CD4-CD8+
CDA45 PerCP-A CD3 FITC-A CD8 PE-A
CD3/CD16+56/CD45/CD19
. CD16856- CD16856+CD19
b i CD18+ +
< A ¥
o B g cos CD3+ g
¥ R 8
i 4 CD16856-
3 S CD13- | CD16856+CD18-
CDA5 PerCP-A CD3 FITC-A CD16+56 PE-A

Obr 12 Graficky zdznam z pritokového cytometru u pacienta €. 5
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Obr 13 Vyjadieni znaku HLA-DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty) u pacienta ¢. 5
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vzorek ¢. 6: Zena, 41 let, dg.: alergie, celiakie

Tab 10 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytti u vzorku ¢. 6

Subpopubace %
lymfocyty celkem 96
CD3+ (T-ly) 66
CD4+ (T helper) 42
CD8+ (T cytotox) 22
CD19+ (B-ly) 20
CD16+56 (NK bb.) | 10
HLA-DR z CD3+ 8

CD3/CD8/CD45/CD4
i 298 y CD4+CD8- CD4+CD8+
e
‘F ol §
& ¥ Cco3- CD3+ g
14 :
A X R CD4-CDg- CD4-CD8+
CDA5 PerCP-A C03 FITC-A CO8 PE-A
CD3/CD16+56/CD45/CD19
. CD16856- CD16856+CD19
SR CD19+ +
g : g cos CD3+ g
e e “w CD16856-
N CD1g- CD16856+CD 18-
CDAS PerCP-A CO3 FITC-A CDI6+56 PE-A

Obr 14 Graficky zaznam z pritokového cytometru u pacienta €. 6
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Obr 15 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 6
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vzorek ¢. 7. zena, 12 let, dg.: atopicka dermatitida

Tab 11 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytt u vzorku ¢. 7

Subpopubace %
lymfocyty celkem 99
CD3+ (T-ly) 81
CD4+ (T helper) 47
CD8+ (T cytotox) 33
CD19+ (B-ly) 10
CD16+56 (NK bb.) | 8
HLA-DR z CD3+ 5

CD3/CD8/CD45/CD4
= CD4+CD8- CD4+CD8+
< < N
7 d cos CD3+ £
“
ot e E ﬂ. CD4CD8-__| CD4-CD8+
CD45 PerCP-A CD3 FITC-A CD8 PE-A FSC-H
CD3/CD16+56/CD45/CD19
- CD16856- CD16856+CD1
: cD19+ o+
< < I <
o o cos CD3+ 3 o
g
~ 3 4 - CD16856 C e
L i f‘\ﬁ 1” -CD19- | CD16856+CD19- e
CD45 PerCP-A CD3 FITC-A CDI16+56 PE-A

Obr 16 Graficky zaznam z pratokového cytometru u pacienta ¢. 7
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Obr 17 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
V pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 7
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vzorek ¢. 8: zena, 12 let, dg.: alergie NS

Tab 12 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytti u vzorku ¢. 8

Subpopubace %
lymfocyty celkem 97
CD3+ (T-ly) 62
CD4+ (T helper) 33
CD8+ (T cytotox) 26
CD19+ (B-ly) 13
CD16+56 (NK bb.) | 22
HLA-DR z CD3+ 10

CD3/CD8/CD45/CD4
B CD4+CD8- CD4+CD8+
5 < 5 4
% o' § CD3 CD3+ %
. L ?wk‘ coscos+| [i" “3
CDA4S PerCP-A CD3 FITC-A CD8 PE-A

CD3/CD16+56/CD45/CD19

CD16856- CD16856+CD1
CD1g+ 9
< ’
h 9 & 9
7 > CD3+ < 7
=
[
. .
1 2
TN T
l‘,_-\’“ﬂ CD16856-
CD19-_ | CD16856+CD19-
CDAS PerCP-A CD3 FITC-A CD16+56 PE-A

Obr 18 Graficky zaznam z pratokového cytometru u pacienta ¢. 8
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Obr 19 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 8
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vzorek ¢. 9: muz, 12 let, dg.: jiné ur€ené nemoci hornich cest dychacich

Tab 13 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytt u vzorku ¢. 9

Subpopubace %
lymfocyty celkem 99
CD3+ (T-ly) 66
CD4+ (T helper) 38
CD8+ (T cytotox) 25
CD19+ (B-ly) 19
CD16+56 (NK bb.) | 14
HLA-DR z CD3+ 8

CD3/CD8/CD45/CD4
-, CD4+CD8- CD4+CD8+
g é cD3 CD3+ § g
it wa CD4-CD8 co4cos+| | &
CD45 PerCP-A CD3 FITC-A CD8 PE-A
CD3/CD16+56/CD45/CD19
7 CD16856- CD16856+CD19
CD19+ $
4 .
Q 5 CcD3 CcD3+ ; ;
g J’lﬁ CD'@* .
c.ms‘n:cm ‘ cgaf:A .cm&'zmwsceoéﬁwcmg - FSC-H

Obr 20 Graficky zaznam z pratokového cytometru u pacienta ¢. 9
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Obr 21 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
V pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 9
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vzorek ¢. 10: Zena, 64 let, dg.: jiné poruchy mechanisml imunity nezataditelné jinam

Tab 14 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytt u vzorku ¢. 10

Subpopubace %
lymfocyty celkem 96
CD3+ (T-ly) 76
CD4+ (T helper) 46
CD8+ (T cytotox) 30
CD19+ (B-ly) 6
CD16+56 (NK bb.) | 14
HLA-DR z CD3+ 13

CD3/CD8/CD45/CD4
5 CD4+CD8- CD4+CDB+
g 3 fﬁ coz CcD3+ :
I;.. m |- CD4-CD8- CD4-CD8+
COR5 PerCPA 03 FITCA — D8 PEA
CD3/CD16+56/CD45/CD19
2 Cot6ess CD16856+CD19

A

CD3 CD3+

SSC-A
SSC-A

CD19

l"M o CD16856
o B : 018 CD16856+CD19-
O PerCPA O3 FITCA CD16+56 PEA

Obr 22 Graficky zaznam z pritokového cytometru u pacienta ¢. 10
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Obr 23 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 10
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vzorek ¢. 11: zena, 40 let, dg.: porucha tykajici se mechanisml imunity NS

Tab 15 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytt u vzorku ¢. 11

Subpopubace %
lymfocyty celkem 99
CD3+ (T-ly) 71
CD4+ (T helper) 41
CD8+ (T cytotox) 26
CD19+ (B-ly) 11
CD16+56 (NK bb.) | 17
HLA-DR z CD3+ 9

CD3/CD8/CD45/CD4
" CD4+CD8 CD4+CD8+
< ' < o <
7 @ co3 CD3+ g A
.
b CD4-CD8- CD4-CD8+
CD45 PerCP-A CD3 FITC-A CD8 PE-A
CD3/CD16+56/CD45/CD19
CD16856- CD16856+CD19
= CD19+ +
< w
& & : 9 -
A g cos CD3+ 5 "
8 .
b 4
l kb 4 CD16856
L e -CD19- _ CD16856+CD19-| |
CD45 PerCP-A CD3 FITC-A CD16+56 PE-A

Obr 24 Graficky zdznam z pritokového cytometru u pacienta ¢. 11
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Obr 25 Procentualni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 11
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vzorek ¢. 12: Zena, 64 let, dg.: jiné poruchy mechanismti imunity nezataditelné jinam

Tab 16 Procentualni vyjadieni subpopulaci T-lymfocytt u vzorku ¢. 12

Obr 26 Graficky zaznam z pritokového cytometru u pacienta ¢. 12
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Subpopubace %
lymfocyty celkem 99
CD3+ (T-ly) 66
CD4+ (T helper) 39
CD8+ (T cytotox) 27
CD19+ (B-ly) 11
CD16+56 (NK bb.) | 22
HLA-DR z CD3+ 16
CD3/CD8/CD45/CD4
- CD4+CD8- CD4+CDB8+
g 5 CcD3 CD3+ §
L X CD4-CD8- CD4-CD8+
O3 FITCA CO8 PEA FSC-H
CD3/CD16+56/CD45/CD19
X CD16856- CD16856+CD19
cD1g+ +
é ' g CD3 CD3+ § g )
& ,. : * Fcoc;?gi CD16856+CD19-
CO45 PerCP-A CD3 FITC-A CDI6+56 PE-A FSC-H
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Obr 27 Procentudlni vyjadieni znaku HLA — DR na CD3+ (aktivované T-lymfocyty)
Vv pravém hornim kvadrantu u pacienta ¢. 12
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Zirna buika

Barveni May Grunwald — Giemsa Romanowski

obr 28 Fotografie zirné buiky; preparat kiize. Zvétseni 40x.

obr 29 Vyiezy z ptedchozi fotografie
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obr 30 Fotografie zirnych bunék; preparat kuize.

el

obr 31 Fotografie zirnych bunék; preparat kuze.
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6 Diskuse

Problémem pii zpracovani této bakalaiské prace bylo ziskat moznost praktického
zpracovani tématu. Téma prace bylo katedrou schvaleno, ale pracovnici fakulty
neziskali svoleni ke zpracovavani biologického materidlu v nemocnici Ceské
Budgjovice, ptfedev§im vzorki k cytometrickym vySetienim. Proto jsem si, ve
spolupraci s vedoucim prace, musela zajistit moznost tohoto vySetieni na prazském
pracovisti Imunologické laboratore OKBHI Nemocnice Na Homolce. Dalsi problém se
vyskytl v souvislosti se ziskanim moznosti zachytu zirné bunky. Mastocyt je
Vv teoretickych sdélenich popisovan jako ustfedni bunka u alergickych a zanétovych
reakci. Ziskala jsem tedy dojem jednoduchého pfistupu k zobrazeni této buiky.
V pribéhu studia jsem vSak zjistila sviij omyl. V hematologickych laboratofich je
moznost diagnostikovat mastocyt v krvi nebo kostni dieni velmi omezena. Na konec
jsem méla moznost vySetfit a zobrazit zirnou bunku z kiuze s laskavosti pani MUDr.
Katariny Lukagové z patologického oddéleni Nemocnice Ceské Budg&jovice. Tuto cestu
mi doporucil profesor Smetana.

Pti mikroskopickém vySetfovani krevnich obrazi jsem vyuzila metodiky, ktera je
pouzivana v laboratofich na Homolce a v nemocnici v Pisku. Metodika vychazi ze
zakladnich praci (Dubska, Pecka, Penka, Mikulenkova). Lze konstatovat, ze metodika,
kterou jsem pii mikroskopickém vySetfovani krevniho obrazu pouzila, se neliSila od
vyse uvedenych doporuceni.

Vysetiila jsem 25 pacientskych vzorkli jak mikroskopickou, tak pfistrojovou
metodou. Tito pacienti ale byli vybrani nahodné, tzn. lisi se jak vékem, tak diagnézou a
nelze je tedy v ramci jedné metody nijak porovnavat. Stejni pacienti ale byli vySetfeni
obéma metodami a pii vyhodnoceni jsem zjistila, ze se vysledky jednotlivych pacientd
vyrazné¢ nelisi a lze je povazovat za srovnatelné.

V soucasné dobé¢ stile nejsou vyvinuty hematologické analyzatory, které by mély
dostatecnou citlivost pro patologické buiiky, coz mize byt velky problém piedevsim u
pacientd s hematoonkologickym onemocnénim (nejcastéji se jedna o leukémie). (36)
Pacient s touto diagndzou se vSak mezi mnou analyzovanymi vzorky nevyskytoval.

Prevaznou vétsinu vysetfovanych tvofili pacienti se zanétlivym onemocnénim. | zde
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jsem ale nalezla patologické nebo jiné abnormalni bunky, které pfistroj nevyhodnotil.
Reaktivni formy lymfocytti se nachazely u vétSiny nemocnych pacientt. Jako ptiklad
uvedu 3 pacienty s diagnostikovanou infek¢ni mononukleézou, kdy u 2 znich
ptesahoval pocet RFL 20%, u jednoho jsem soucasné nalezla plazmatické bunky.
V nékterych vzorcich jsem prokazala pritomnost nezralych bunék, nejcastéji neutrofilni
ty¢ (24 z 25 vzorki), ale i dal$i s vyrazné niz8§im zastoupenim - metamyelocyt (4 z 25
vzorkl) a myelocyt (2 z 25 vzorkt).

Pii vySetfovani krevniho obrazu pomoci hematologického analyzatoru jsem méla
moznost vyuzit analyzator Sysmex XT 1800i. Tento analyzator ma podle firemni
informace Sysmex fadu vyhod proti ostatnim podobnym vyrobkum. (26) Tato vyhoda
spociva pfedevsim ve skutecnosti, Ze 1ze bohat€ nalézt Sirokou Skalu nezralych bunck a
tim je dana moZnost monitorovdni zénétu v pribéhu terapie a snizit potiebu
mikroskopickych vysetfeni. Vzhledem k tomu, Ze jsem pracovala timto systémem,
nemohu se vyjadfovat k eventuelnim pfednostem jinych podobnych analyzatora.

Ackoliv  mikroskopické vySetiovani diferencialniho rozpoctu leukocytid je
vV soucasné¢ dob& na velkém ustupu, v rutinnich laboratofich je stdle povazovan za
referen¢ni metodu. Hematologicky analyzator totiz neni schopny s jistotou identifikovat
abnormaln¢ zménéné bunky, které jsou vSak mnohdy klicovou indicii v diagnostice
zavaznych onemocnéni. V pfipad¢ podezieni je proto nutné provést mikroskopické
zhodnoceni zkuSenym laboratornim pracovnikem, ktery je schopen tyto zmény
rozpoznat.

Metodou priitokové cytometrie byl u vSech 12 pacienti vySetfen zékladni panel
lymfocytarnich subpopulaci. Indikace ktémto vySetienim je stanoveni ruznych
bunéénych populaci v krvi ev. v jinych télesnych tekutinach. Jedna se i soucasné
nejdokonalejsi hodnoceni bunécnych suspenzi. Konkrétné se jedna o imunofenotypizace
leukemii a lymfomu. Dale prutokova cytometrie pomaha k analyze DNA, k funkénimu
vySetieni leukocytd, k diagnostice defektti imunity. Metoda je vhodna k monitorovani
autoimunnich chorob, vyuziva se v transplanta¢ni imunologii, k monitorovani zanéta a
diagnostice alergickych onemocnéni. (22,27) Toto vySetieni je indikovano v prvni fadé

pfi podezieni na imunodeficienci, pro diagnostiku primarnich imunodeficienci je to
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vysetfeni zasadni. Dle literatury jsou vzhledem Kk frekvenci vyskytu indikovana
neumérné Casto. (21)

Piednosti prutokové cytometrie spocivaji predevSim ve vysoké frekvenci
jednotlivych castic. Velké mnozstvi analyzovaného materidlu — velké objemy dat.
Analyza je rychla a poskytuje velké mnozstvi informaci. Lze provadét jak kvalitativni,
tak kvantitativni analyzu. Je mozné tfidit buiikky s vybranymi vlastnostmi (cell sorting).
Jednoducha ptiprava vzorku k analyze. (Cela pfiprava vétSinou nezabere vic nez 1
hodinu.) Nevyhodou je vysoka finanéni naro¢nost, je nutné pro analyzu ziskat osobu
s velkymi a dlouhodobymi zkusenostmi, je nutné vzorky dopravit po odbéru okamzité
ke zpracovani do laboratofe (pracuje se S zivymi buiikami). (27)

VysSetiovani zirné bunky z periferni krve probihalo zpocatku se znacnymi
komplikacemi. Jak uvadi literatura, zirna buiika se nachazi na rozhrani organismu a
vnéjsiho prostiedi. Je to tedy tkanovy element, ktery se v periferni krvi za
fyziologickych okolnosti nevyskytuje. (1) Z tohoto divodu bylo velmi obtizné ho
z periferni krve i kostni diené prokazat, coz se mi sice po delSi dob&é nakonec velmi
nedokonale podafilo, ale pii¢itam to spiSe nahodé. Mnohem snadnéji prokazatelny je
Vv histologickém preparatu, ale 1 zde je nezbytna urcitd zkuSenost laboratorniho
pracovnika. Pro prikaz zirnych bun€k jsou nutna specialni barveni: kresyl violet
(fialova granula v cytoplazmé), Giemsa (modra granula), toluidinovd modf nebo reakce
na naftol-ASD chloracetat esterazu (granula se barvi Cerveng). Ja, ve spolupraci
s pracovnikem histologické laboratofe, jsem vyuzila dvoji metodu, obvyklejsi - barveni
May Grunwald — Giemsa Romanowski a barveni toluidinovou modii, ktera se dle
literanich idajt (32) pouziva mnohem vzacnéji.

Z uvedeného vyplyva, Ze naroky na zdravotniho laboranta, ktery bude pracovat

s diagnostikou zanétovych bunék, jsou vysoké.
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7 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo ziskat zkusenosti s metodikou vysetiovani bunék
zanétu a interpretaci ziskanych vysledki tj. vySettit butiky zanétu pomoci tiech metod a
to mikroskopickym odectenim diferencidlniho rozpoctu leukocytli, zméfenim
diferencialu hematologickym analyzatorem a metodou pratokové cytometrie. V prubéhu
ptipravy bakalaiské prace jsem si osvojila zaklady vysetfovani zirné bunky.

Naucila jsem se ovladat vySetfovani bunky zanétu a to metodou mikroskopickou i
pomoci hematologickych analyzatorti. Zhodnotila jsem piednosti a nedostatky obou
metod. Seznamila jsem se snimi po strance teoretické i praktické a to v ¢asti
preanalytické piipravy i pfi vlastnim vySetfovani. U samotnych metod tedy ovladam
techniku, provedeni 1 vyhodnoceni vysledkd.

Seznamila jsem se S principem pratokového cytometru a to po strance teoretické i
praktické.

Aktivné jsem se zucastnila v pfislusné laboratofi pti vySetfeni 25 vzorkl krve
ptistrojové i mikroskopicky a zdokumentovala 12 cytometrickych vySetieni.

Naucila jsem se vySetfovat zirnou builkku ve tkdni. Nepodafilo se mi piesné
diagnostikovat Zirnou buiiku v krevnim obraze a kostni dieni. Podle osobniho sdéleni
profesora Smetany vySetfovani zirné bunky se Vv hematologickych laboratofich

neprovadi.
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10 Prilohy
Ptiloha &. 1: Zadanka na hematologické vySetfeni (Nemocnice Na Homolce)

r

& Odd. klinické biochemie, hematologie a imunologie
2 www.homolka.cz

Roentgenova 2

RUTINNI BIOCHEMIE

Tel.: (+420) 2 5727 2420

B
=
Nemocnice 150 30 Praha 5 Fax.: (+420) 2 5727 2426
S STATIM [J
Zadanka bude elektronicky zpracovavana, vypnujte )
pouze CERNOU propisovaci tuzkou dle dole uvedeného vzoru!
Titul pred Jméno
MISTO PRQ NALEPENI
CAROVEHO KODU V. LABORATORI
| (PR I (Y | | Il [ 1 (I .| | S I [ D [V | |
Prijmeni Titul za
j ] . | | - | | | B [ [ [ | | 1 -1 1 | 2 |
Datum narozeni Rodné ¢islo / ¢islo pojisténce pojidtovna Pohlavi Vyska(cm) Vaha(kg) Ud-lost
[JMuz
] 1 111 T Y 1 /M | l D Zena | | | l
Kod lekare Odbornost Oddéleni Diagnoza Datum odbéru Hodin Minut
| | | 1 | { 1S | 11 1 | I 11 1 1 = - | 1 I8
( Plasma Li/Hep-5ml-10ml )| Moesbertom )| Plasma Citr.-FW.-5mi)|("Plasma Citr.-Koag-4,5mI )‘
[J 10 Sodik [[] 120 Cholesterol celkovy| | Doba sbéru (H:M) [ 300 FW [J339pTT
[J 11 Draslik (7] 121 HDL-cholesterol [ 340 Quick |
[J 12 chloridy [J 114 LDL-cholesterol 1 N [ 338 Fibrinogen
0 3 Vépn.lk celkovy [J 124 Triacylglyceroly Mnozstvi (ml) C EDTA-KO-3m! ) [[] 309 D-dimer ‘
[J 15 Horéik [J 180 crP [J 341 Faktor v [
[ 17 Fosfaty [[] 187 Beta-hcG [ 318 Krevni obraz [[] 342 Faktor Vil ‘
[ 182elezo plasmat.  [] 109 Myoglobin e [ 328 Diferencial [[] 343 Trombinovy ¢as
[ 20 Feritin [C] 108 Troponin | Cislo porce [ 322 Retikulocyty [J 344 Fibrinolyza
[J 21 Mocovina [[] 104 CK-MB mass [O3s0 AT I
[J 22 Kreatinin O [J 351 APC-R |
[0 23 osmolalita 0O [ 352 Protein C \
[J 26 Bilkovina celkova [} [J 25 U-osmolalita ) [[] 365 Protein S [
O 27 Albumin O [ 224 U-Bence-Jones [ 75 Glyk. hemoglobin | 347 ethanolovy test |
[J 35 Kys. mocova O [J 227 u-bilkovina [
[J 50 Glykémie [ 230 u-glukéza ‘
[J 81 Bilirubin celkov” [] 240 U-kreatinin ( Hemokult ) |
[ 82 Bilirubin pfimy [J 245 U-sodik \
O s3ALT [[] 246 u-draslik [] 181 Hemokult |
[J 8aAsT [ 247 u-chloridy J
[J 8sGMmT [] 248 U-vapnik L
O ssALp [ 249 U-hottik » ‘ )
[ 87 Cholinesteraza [J 250 u-fosfor Pro tato vyletfeni je nutny odbér vzorkd
e 2 pfimo v nasi laboratori:
[J] 88Llipaza [ 251 U-mo¢ovina L '91. Amoniak
[J 89 AMS [ 252 u-kys.mocova - 38 Laktat
O

- 36 Kys. fosfataza
O Y’

98 AMS pankreaticky izoenzym 37 Prost. fosfataza

[J101ck [[] 260 Creat. clearance - 19 Vazebna kapacita Zzeleza
O - 345 Retrakce koaugula
- 346 Konzumpce protr.
[J 105 LDH - 358 Osm. rezistence erytrocyt(s (pondéli - étvrtek)
- 348 Faktor VIII
- Dysmotfie ery v mocovém sedimentu
( Sérum-5ml ] Moc-Chemz+Sed-10ml )

[[] 200 Moé chem. orient
[] 283 Mocovy sediment mikroskopicky
[ 90 u-AmS

[J 28 ELFO bilkovin
[[J 116 ELFO lipoprotein
[ 92 1zoenzymy ALP

[J 125 ApoA [C] 99 U-AMS pankreaticky izoenzym
[[J 126 ApoB [[] 182 U-téhot. test
127 Lp(a)

Razitko a podpis lékafe

ROCTOATA © Vo7

Zdroj: Vlastni obrazek
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Piiloha ¢. 2: Zadanka na imunologické vySetieni (Nemocnice na Homolce)

Adresa pacienta (kontakt):

§ Zadanka na laboratorni vySetieni
E: Imunologie
NEMOCNICE
Oddéleni klinické biochemie, hematologie a imunologie
Nemocnice Na Homolce, Roentgenova 2, 150 30 Praha 5
Tel.: (+420)257 272 433
Fax.: (+420)257 272 426
Titul

l Jméno pacienta

Pfijmeni pacienta

Datum narozeni C. pojisténce Pojistovna Pohlavi Vyska Vdha (kg)
O Muz (cm)
O Zena

Kod lékare Oddéleni Odbornost Diagnoza Datum a ¢as odbéru

KREV srazliva (sérum - éervena zkumavka 7-10 ml)

Humoralni imunita

[ 1404 1gG

[J 1403 1gA

[ 1405 igm

O 1406 C3

1407 c4

[ 1408 cIK

[ 1409 Podtfidy IgG1-4

[ 1415 Transferin

[ 1416 Prealbumin

[J 1417 Alfa-1-antitrypsin

[ 1418 Orosomukoid

[J 1419 Ceruloplazmin

[J 1420 Haptoglobin

[ 1421 Alfa-2-makroglobulin

[ 1422 Imunofixace

[J 1423 volné kappa, lambda
fetézce

Autoprotilatky

[ 1445 ANP

[J 1455 ENA screen

[ 1456 ENA typizace

[ 1466 dsDNA

[ 1467 Anti-nukleosomy

[ 1468 ANCA

0O 1477 Anti-GBM

[ 1483 Anti-mitochondridIni
protilatky (AMP)

[ 1485 Anti-hladky sval

[ 1486 Anti-pfi¢né pruhovany sval

[J 1484 Anti-parietalni bufiky
(+ anti- intrinsic faktor)

[ 1478 Anti-hepatélini panel
(AMP-M2, LKM1, SLA)

[J 1490 Anti-endomysium

[J 1491 Anti-tkénova
transglutaminaza (tTG)

[ 1493 Anti-CNS

[ 1494 Anti-periferni nerv

[ 1495 Anti-gangliosidy

[ 1513 Anti-GAD

[ 1514 Anti-IA2

1517 ACLA

[J 1519 Anti-beta2-glykoprotein |
[ 1531 Anti-CCP

Alergologie

[ 1700 IgE celkové

1701 EcP

[ Specifické IgE — viz seznam na zadni
strané

Blok Bunééné imunity (pondéli-ctvrt

ek)

KREV nesrazliva (EDTA, fialova zkumavka 2ml)

KREV nesrazliva

[0 1571 Imunodeficience
[0 1578 Autoimunita

[0 1644 Priikaz HLA-B27

(CD3, CD4, CD8, CD19, NK, CD3/HLA-DR)

(CD3, CD4, CD8, CD19/CDS, CD8/HLA-DR)

[0 1657 veela [ 1664 soja
[J 1658 vosa [ 1665 arasid
01661 miéko [ 1666 ofech

[J 1662 vejce [ 1668 ofech

Test aktivace bazofili alergenem (FlowCAST):

[0 1645 Protilatky proti trombocytim [0 1663 mouka [ 1669 treska

(Li-Heparin, zelena
zkumavka 2ml)

viagsky [ 1641 fagocytéza

liskovy

[J 1570 Kryoglobuliny — odbér krve (EDTA) do pfedehraté
zkumavky pouze v laboratofi NNH po telefonické
dohodé na tel. 257 272 424, utery

[ 1900 Calprotectin ve stolici — odb&rovou soupravu a navod
k poutZiti pacient obdrzi v laboratofi

Razitko a podpis |ékare

4/2014
Zdroj: Vlastni obrazek
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Ptiloha ¢. 3: Fotografie pritokového cytometru FACS Calibur a BD FACS Canto Il

-

L e
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Zdroj: Vlastni fotografie
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Ptiloha ¢. 3: Fotografie hematologického analyzatoru Sysmex XT-1800i

Zdroj: Vlastni fotografie
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Piiloha ¢. 3: Fotografie jednotlivych bunék z hematologického analyzatoru
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monocyt
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eozinofilni granulocyt

lymfocyt (reaktivni forma)
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bazofilni granulocyt
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plazmaticka bunka

Zdroj: Vlastni fotografie
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