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1.1. Projekt Od fyziologie k mediciné

Projekt Od fyziologie k mediciné — integrace védy, vyzkumu, vzdéldni a praxe je
vzdéldvaci projekt, jehoZ cilem je nadstandardni vzdéldvani v oblasti fyziologie a biome-
dicinskych aplikaci (http://cit.vfu.cz/fyziolmed/). Vzdélavini je vedeno jak v rovi-
né teoretické (prezentace aktudlnich poznatkl v kontextu vzdjemnych souvislosti), tak
v roviné praktické (experimentdln{ praxe, metody efektivniho zpracovdni dat, aplikace
vysledkd vyzkumu, exkurze).

PRO KOHO je projekt urcen?

1) Akademické pracovniKy VS (3kolitele VS studentfi na drovni Bc., Mgr. a Ph.D.)

2) Studenty VS (Bc., Mgr. a Ph.D.)

3) Studenty a pedagogy SS (s hlubsim z4jmem o fyziologii a medicinu)

Podminkou Gcasti v projektu byla registrace prosttednictvim projektovych webovych stra-
nek. (registrace byla uzaviena 31.12.2010)

CO projekt nabizi?

1) Odborné vzdélavani formou diskusnich seminafa (viz dale) se zaméfenim na ak-
tudlni fyziologicko-lékafskou problematiku a témata ocenénd Nobelovymi cenami za
Fyziologii a medicinu

2) Exkurze na pracovi$té védy a vyzkumu, aktivni zapojeni do experimenta

3) Ziskdni zkuSenosti s atraktivni prezentaci vlastnich vysledkd na odbornych ak-
cich (konferencich)

4) Sezndmeni{ s moznostmi mezindrodnich kontakti a uplatnéni na svétovém vé-
decko-vyzkumném féru

5) Tisténé a interaktivni publikace k jednotlivym semindftm

OD FYZIOLOGIE K MEDICINE

Casovy harmonogram projektu

2009 Organizaéni start projektu, pfiprava seminaru
nabor ucastnik(l do brnénského cyklu seminaru

2010 0266 66e6

Brno Cyklus seminafua v regionu Brno
nabor Gcastnikd pro olomoucky cyklus seminaru

2011 02866 66006

Olomouc Cyklus seminart v regionu Olomouc

20 1 2 Zavereéna konference brnénské i olomoucké
skupiny registrovanych; zavér a obhajoba projektu

Obr. 1.1. - Casovy harmonogram projektu Od fyziologie k mediciné
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1.2. Projektové diskusni seminafe

Jednotlivé semindfe probfhaji v neformdlni pfdtelské atmosféfe. Sklddaji se z Césti teo-
retické a navazujici ¢asti praktické, kdy maji icastnici moZnost uplatnit ziskané teoretické

poznatky pf{mo v praxi.

Prvni etapa projektovych semindfd jiz tspésné probéhla v regionu Brno v pribéhu roku
2010. Byla garantovéna Veterindrnf a farmaceutickou univerzitou v Brné ve spolupréci s Usta-
vem Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR a fadou externich spolupracovniki.

V ndvaznosti na prvnf cyklus projektovych semindid realizovanych v roce 2010 v re-
gionu Brno, probihd druhy cyklus semindfi v regionu Olomouc (Gnor-prosinec 2011).
Podobné jako v brnénské etapé, probihaji olomoucké semindfe ve dvou cyklech: jarnim

(4 semindfe) a podzimnim (3 semindfe).

Olomoucké semindfe jsou zastitovdny odborniky z Pfirodovédecké a Lékaiské fakulty Uni-

oLomMmouc

JARNI CYKLUS 2011

. < 2011
Leden gistrace do UNOROVEH
inare (vybér ze 3-4 termil
Unor gistrace do BREZNOVE| vovani UNOR(
inare (vybér ze 3-4 termil seminare
4 gistrace do DUBNOVEH ovani BREZN
Brezen 'ninén"e (vybér ze 2-4 termi seminare
gistrace na zahranicni lvovani DUBN
Duben '(urzi (jen jeden termin) ' - seminare 0-

éerven - zari: Projektové prazdniny

oLomMmouc

PODZINMNI CYKLUS 2011

ZaFi gistrace do RIJNOVEHO 2011
inare (vybér ze 3-4 termi

Rijen g. do LISTOPADOVEHO Ivovani RiJNO
inare (vybér ze 3-4 termi seminare

Absolvovani
PADOVEHO s
Absolvovani
INCOVEHO sel
Jaro 2012

Spole¢na zavérecna konference vsech ucastnikl projektu (brnénskeé i olomoucké skupiny
registrovanych)

H g. do PROSINCOVEHO
Llstopad 'ninéie (vybér ze 3-4 termi

Prosinec

Obr. 1.2. - Casovy harmonogram jarniho (a) a podzimniho (b) cyklu projekto-
vych semindrii v regionu Olomouc

verzity Palackého ve
spoluprdci s fadou

externich spolu-
pracovnikdl  (védci,
1ékati, pedagogové

i pracovnici biome-
dicinckych instituct
a provozd).

VSechny  pro-
jektové  materidly
vydané pro ucast-
niky k semindfim
v regionu Brno,
ziskajl v tiSténé po-
dobé také dcastnici
semindfd v regionu
Olomouc a naopak.
Pro ostatni zédjem-
ce jsou materidly
v elektronické po-
dobé spolu s dalsimi
informacemi o pro-
jektu k dispozici na
projektovych — we-
bovych  strdnkdch:
http://cit.vfu.cz/
fyziolmed/

Casovy harmo-
nogram  olomouc-
kych semindid je
zndzornén na ob-
rézku 1.2.a,b



1.3. Ohlédnuti za seminafem Imunologie
a imunomodulacni terapie

V dubnu 2011 probéhl tieti z jarniho cyklu projektovych semindit v regionu Olo-
mouc. Semindf probéhl ve spoluprdci s farmaceutickou spole¢nosti Teva v Opavé-Komadro-
vé, kterd pisobi na ¢eském trhu od roku 1997. Spojenim se spole¢nosti IVAX Pharmaceu-
ticals s.r.0., (dfive Galena a.s.), se v roce 2006 stala jednou z nejvyznamnéjsich domdcich
farmaceutickych spole¢nosti. Spole¢nost Teva je globdlni farmaceutickou korporaci se
zévody po celém svéte.

Teoretickd ¢dst semindfe, kterou vedl RNDr. A. Vrdna, vedouci pracovnik oddéleni
mékkych Zelatinovych tobolek, byla zaméfena na imunologii T lymfocytd, transplantac-
n{ imunologii, imunosupresivni 1é¢bu, vyrobu monoklondlnich protildtek a jejich vyuziti
v rdmci potransplanta¢ni imunosuprese. Druhd ¢ést teoretického semindfe byla, pod ve-
denfm RNDr. Jarmily Vrénové,vénovédna registraci 1é¢ivych pfipravka a jejich klinickému
hodnocen{ (obr. 1.3.-1.4.) V praktické &4sti semindfe méli studenti piileZitost podivat
se pfimo do provozu vyroby imunosupresivnich pifpravkd (mékké Zelatinové tobolky
a ordln{ roztoky s cyklosporinem). V tzv. novém zédvodé NOSD byly pfedstaveny modern{
vyrobni technologie pevnych 1ékovych forem (obr. 1.5. — 1.7.)

Obr. 1.3. - Semindr Imunologie a imunomodulacni terapie 15. 4. 2011

Titul doprovodné publikace (a); Ucast-
nici semindre ve Skolicim stredisku Tevy
(b); Priprava vystoupeni RNDr. ]. Vrdnové
- legislativa spojend s registract éki (c).




Obr. 1.4. - Semindr Imunologie a imunomodulacn{ terapie
Ndzorny vyklad dr. A. Vrdny o monoklondlnich protildtkdch (a); OZiveni teoretického vykladu- praktickd

demonstrace mezibunécné komunikace mezi burikami specifické imunity, vedouct k ,vyronu cytokini
(dr. A. Vrdna a doc. M. Fellner) (b).

Obr. 1.5. - Semindr Imunologie a imunomodulacni terapie
Cdst tcastniki semindre 15. 4. (dr. A. Vrdna uprostred) (a); Vstup do nového zdvodu NOSD Teva (b).

Obr. 1.6. - Semindri Imunologie a imuno-
modulacni terapie

Spolecny obéd v prostordch nové jidelny
zdvodu Teva.



Obr. 1.7. - Semindi' Imunologie a imunomodulacni terapie
Specidini ochranné prostredky pro vstup do vyrobnich prostori (a); Nezbytnd hygienickd opatrent pred vstu-
pem do prostoru vyroby cytostatik (b); vstup do kontrolovaného pdsma vyroby cytostatik (c).
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2.1. Hematopoéza - avod

Hematopoéza (krvetvorba) je proces, béhem kterého hematopoetickd kmenové butika
diferencuje do mnoha bunéénych typl (obr. 2.1.). Zakladnimi vlastnostmi hematopoetic-
ké kmenové buriky jsou schopnost sebeobnovy a pluripotence. Sebeobnova je obecnou
vlastnosti kmenovych bunék (viz projektovd publikace ,Kmenové butiky — vyuZit{ ve
vyzkumu a klinické praxi“ ISBN 978-80-244-2690-7). Pluripotence znamend Siroky dife-
renciacni potencidl — hematopoetickd kmenovd buiika vytvéi{ vSechny buné¢né populace
krve po cely Zivot organizmu. Proliferace a diferenciace pluripotentni kmenové buiiky
vyZaduje kromé plisobenf réstovych faktord (hormony a cytokiny) také jiné fyzikdln{ in-
terakce s podplrnymi stromdalnimi bufikami a chemické interakce se sérovymi faktory.!

Pluripotentni kmenova bunka
Myeloldni Lymfoldni

e

—

HIBO INATEN

Hrra bufks  neutrofil soznall
[mastocyt] {diapedéza)

Obr. 2.1. - Hierarchie hematopoézy (upraveno podle Abbas a kol., 2000).

" Weissman IL, Anderson DJ, Gage F: Stem and progenitor cells: origins, phenotypes, lineage commitments,
and transdifferentiations. Annu Rev Cell Dev Biol. 2001;17:387-403.

2 Abbas AK, Lichtman AH, Pober JS: Cytokines. In: Cellular and molecular immunology. 4th ed. W.B. Saun-
ders, 2000, str. 235-269.
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Krvetvorba je jediny vyvojovy proces, ktery probihd po cely Zivot ¢lovéka. Krvetvorba je
v pribéhu vyvoje lidského organizmu rozdélena na tfi hlavni obdobi. Prvni hematopoeticky
systém vznikd extraembryondlné ve Zloutkovém vaku, kde se diferencujf ostriivky mezen-
chymadlnich elementd — tzv. krevni ostrivky — a rozlisuji se v nich tfi vrstvy — endodermadlni
vrstva (podporuje riist), centrdlni vrstva hematopoetickych bunék, které se nakonec vyviji
v erytroblasty a endotelidlni vrstva, kterd krevni ostriivky obklopuje. Prvnimi detekovatel-
nymi, liniové specifickymi hematopoetickymi butikami jsou primitivn{ erytroblasty. Tomuto
systému fikdme primitivni hematopoéza, resp. primitivni erytropoéza. Krvetvorba je totiZ
v tomto obdob{ témét vyhradné erytroidni.

Ve druhém, hepatoliendlnim obdob{ jsou hlavnim mistem krvetvorby jdtra (a v mensi
mife i slezina) a opét pfevazuje erytropoéza.

Od 10. tydne intrauterinnfho vyvoje je zahdjena hematopoéza v kostn{ dfeni. Krvetvorba
ve fetdlnfch jétrech ustdva v obdobf tésné po narozeni, krvetvornym orgdnem zUstdvd po
cely Zivot jedince pouze kostni dfefl. Primdrnimi lymfopoetickymi orgdny jsou kostni dfeni
a thymus, odkud lymfoidn{ butiky migrujf do sekunddrnich lymfatickych tkénf a orgdnt.?

V pribéhu vytvateni definitivni hematopoézy dochdzi k jejimu rozrznéni do vSech he-
matopoetickych fad. Rozriiznéni hematopoézy, tzv. liniovd specifikace, za¢ind diferenciact
hematopoetické kmenové butiky na myeloidn{ a lymfoidn{ progenitor. Ze spole¢ného proge-
nitoru myeloidni fady vznikajf dals{ diferenciaci erytrocyty, trombocyty, granulocyty a mono-
cyty. Lymfoidni progenitor dava vznik B a T lymfocytim a NK butikdm* (viz obr. 2.1.).

Procesy, které ¥{d{ hematopoetickou liniovou specifikaci jsou pfedmétem intenzivniho
vyzkumu; pfedpoklddd se kombinovany dcinek rGznych vnitfnich a vnéjsich faktor. Vniti-
nimi faktory rozumime kli¢ové transkripéni faktory, které vazbou na promotory nebo zesilo-
vace transkripce iniciuji nebo zvySujf genovou expresi liniové-specifickych genovych sad.>

2.2. Signalni transdukce v regulaci hematopoézy

Ve svém pfirozeném prostiedi, tj. v krvetvorné tkdni, jsou hematopoetické buriky
vystaveny plisoben{ celé fady biochemickych, chemickych a fyzikédlnich interakci. Z nich
nejdtleZitéjsi jsou hematopoetické ristové faktory. Patf{ sem jak nékteré hormony (jako
erytropoetin), tak cytokiny jako napf. interleukiny, interferony a jiné. Plsobeni hemato-
poetickych rdstovych faktor® 1ze shrnout do tf{ bodd:

1) Reguluji pfeZivani bunék, tj. zastavuji bunécné déje, které by jinak spustily kaskddu
procest vedoucich k apoptéze.

2) Stimuluji buné¢nou proliferaci, tj. spoustéji ty bunécné déje, které vedou k progresi
bunécného cyklu.

3) Spoustéji signalni drahy diferenciace, tj. reguluji expresi liniové-specifickych tran-
skripénich faktor a jinych, pro urcité stddium maturace specifickych gend.

3 Neéas E a spolupracovnici: Patologicka fyziologie organovych systéma, Cast I. Praha: UK v Praze, 2003,
379 stran.

4 Akashi K, Traver D, Miyamoto T, Weissman IL: A clonogenic common myeloid progenitor that gives rise to
all myeloid lineages. Nature. 2000;404(6774):193-197.

5 Orkin SH, Zon LI: Hematopoiesis and stem cells: plasticity versus developmental heterogeneity. Nat Immu-
nol. 2002;3(4):323-328.
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Na zacétku signdlnich drah hematopoetickych riistovych faktor@ jsou specifické mem-
brénové receptory, které se aktivujl vazbou hematopoetického riistového faktoru a zaha-
jujf aktivaci signdlnf dréhy (obr. 2.2.).

LIGAND: hormon, ristovy faktor
(napi. inzulin, interleukiny atd.)

Receplorovi

Intraceluldrni
doména receptoru
(proteinkinaza)

Signaini drahy
kaskady fosforylaci

GENOVA
EXPRESE

Obr. 2.2. - Princip bunécné signalizace tyrozin kindzovym receptorem. K aktivaci receptoru dochdzi skrze
Jjeho dimerizaci (nebo oligomerizaci) a ndslednou autofosforylaci, kterd vede k aktivaci celé kaskddy fosfory-
laci pres vnitrobunécné prenasece signdlu aZ ke konecnym akceptordm signdlu — transkripcnim faktorgm.
Ty spoustéji v jddre expresi cilovych gend, jejichZ proteinové produkty oviiviiuji osud buriky. Pri liniové
specifikaci, stejné jako pri diferenciaci hematopoetickych progenitord, hraji dileZitou roli interakce liniove-
specifickych transkripcnich faktord (upraveno podle z Divoky, 2002).°

Bunécné receptory mohou mit samy kindzovou aktivitu (napf. PDGFR, receptor
pro destickovy rlistovy faktor), nebo ji nemaji (jako GM-CSF receptor, receptor pro
granulocytdrni a makrofdgové kolonie stimulujici faktor nebo EPOR, erytropoetinovy
receptor), ale v tom pfipadé jsou asociovdny s kindzami (jako Src, Jak), jejichZ aktiva-
ce po navdzdan{ cytokinu pfedstavuje rozhodujici krok pro pfenos signdlu.

Z biochemického hlediska jsou kindzy definovény jako pocetnd skupina enzymd
ze tFidy transferdz, které katalyzuji pfenos fosfatovych zbytkG z ATP na substrat.
Nejcastéji fosforylovanymi aminokyselinami signdlnich molekul jsou tyrozin, serin
a threonin. Cytoplasmatické domény receptord nebo s receptory asociované kindzy
se fosforyluji (tj. aktivuji) a interaguji s dal$imi proteiny, které jsou soucédsti ndsledné

5 Divoky V: Molekularni patofyziologie vybranych dédi¢nych poruch erytropoézy. Habilitacni prace. Olomouc:
LF UP v Olomouci, 2002, 81 stran komentare a soubor publikovanych praci.
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kaskady proteint pfendasejicich signdl. Signdl pfendseny kKindzovou kaskddou (jejiZ
soucdsti byvd fada nereceptorovych tyrozinovych kindz) se nakonec realizuje fosfory-
laci cilovych proteint (transkripénich faktord), které se pfemisti do jadra a spoustéji
expresi cilovych gent (obr. 2.2.). Na proteinové trovni se pak produkty téchto gent
UcCastni regulace sebeobnovy, proliferace, pfeZitf nebo diferenciace hematopoetickych
bunék.”

2.2.1. Transkrip¢ni regulace hematopoézy

V pribéhu vytvateni definitivni hematopoézy dochdzi k jejfmu rozriznéni do viech
hematopoetickych fad. Hematopoetickd liniovd specifikace a diferenciace je vysledkem
kombinovaného t¢inku riiznych transkripénich faktort (TF). TF jsou regulaéni proteiny,
které vazbou na promotory nebo zesilovace transkripce zahajuji nebo zvySuji genovou
expresi (obr. 2.3.).

CAGGTG (N)QGATA Cilovy gen )

Obr. 2.3. - Model transkripcnich komplext nasedajicich na promotory erytroidné-specifickych geni. Kom-
plex muiZe mit funkci pozitivniho i represivniho reguldtoru transkripce, podle stupné hematopoetické speci-
fikace a diferenciace buriky, ve které se komplex vytvdri (upraveno podle Wadmana a spol., 1997).¢

Fyziologické dynamické zmény exprese TF v hematopoetickych prekurzorech vedou
k zesilen{ nebo potlaceni genové exprese tak, Ze vysledkem je transkripce skupin gentd
specifickych pro danou hematopoetickou linii, resp. urcujicich fenotyp dané hematopoe-
tické linie (obr. 2.4.). Abnormdln{ exprese fady TF, zplisobend mutacemi gend kédujicich
TF, vede k poruchdm v hematopoetické liniové specifikaci a v diferenciaci jednotlivych
krevnich fad a je asociovdna se vznikem fady chorob, jako riznych typh akutnich leuké-
mif (viz déle). Mezi tyto TF patif napf. SCL/TAL-1, LMO-2, PU.1, GATA-2 a dalsi.

" Divoky V., Veselovska J., Piterkova L. (2010): Etiologie a patogeneze. In: Faber E. a Indrak K. (editofi):
Chronicka myeloidni leukémie, pp. 17-29, Galén, Praha.

8 Wadman IA, et al: The LIM-only protein Lmo2 is a bridging molecule assembling an erythroid, DNA-binding
complex which includes the TAL1, E47, GATA-1 and Ldb1/NLI proteins. EMBO J. 1997;16(11):3145-57.
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Obr. 2.4. - Hematopoetickd liniovd specifikace a diferenciace je rizend pisobenim transkripcnich faktori
(TF). Kromé TF zminénych v textu jsou za liniovou specifikaci zodpovédné i dalsi TF, jako GATA-1 a GATA-
3. HSC = hematopoetickd kmenovd burika; CLP = spolecny lymfoidni progenitor; CMP = spolecny myeloid-
ni progenitor; GMP = progenitor granulocytd a makrofdgt; MEP = progenitor megakaryocytd a erytrocyta.
Upraveno podle Akashiho a spol. (2000).

Transkripén{ faktory jsou zodpovédné za to, které sady gentt v daném bunécném
typu (tj. v dané butice v daném Case na daném misté) ,pracuji“ (obr. 2.3.). Napt. exprese
erytroidné-specifického transkripénfho faktoru GATA-1 je dilezitd nejen pro iniciaci lini-
ové-specifické transkripce v erytroidnich butikdch, ale i pro vlastn{ erytroidni diferenciaci
a maturaci. V samotnych erytroidnich butikdch se GATA-1 vdZe ke specifické sekvenci
(T/A)GATA(A/G), kterd se nachdzi v regula¢nich oblastech v8ech erytroidné-specifickych
gent, véetné genl kédujicich globiny, erytroidni membrdnové proteiny, genu, ktery ké-
duje erytropoetinovy receptor, atd.

2.2.2. Poruchy regulace hematopoézy

Proces krvetvorby v pribéhu Zivota je velmi dynamicky a je izce propojen s reakci
organizmu na hypoxii (pfedeviim prostiednictvim tvorby Cervenych krvinek), a s imunit-
nf odpovéd{ organizmu, pifedevsim s bilymi krvinkami jako sloZkami imunniho systému.

9 Akashi K, Traver D, Miyamoto T, Weissman IL: A clonogenic common myeloid progenitor that gives rise to
all myeloid lineages. Nature. 2000;404(6774):193-197.
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Krvetvorba reaguje na fadu podnétt, jako jsou krevnf ztréty, infekce, systémové choroby
atd. Poruchy krvetvorby, at uZ vrozené nebo ziskané, ovliviiujf cely organizmus a mus{ byt
dobfe a vCasné diagnostikovény a 1éceny.

Mezi vrozené poruchy regulace krvetvorby patfi napf. nékteré vrozené anémie,
vrozené polycytémie (stavy s patologicky zvySenym objemem Cervené krevni masy), né-
které vrozené imunitn{ poruchy, vrozené poruchy srdZeni krve atd. K ziskanym poru-
chdm regulace krvetvorby patf{ krevni nddorovéd onemocnéni, jako jsou leukémie.

V ptipadé leukemické transformace kumuluje hematopoetickd kmenovd burtika,
ptipadné liniovy progenitor genetické zmeény, které a) znemozni normdlni diferenciac-
nf program, b) znemozZn{ odstranéni mutované buiiky programovanou buné¢nou smrti
— apoptézou a ¢) podporuji sebeobnovu a proliferaci.!! Nekteré leukemické buniky majf
charakter tzv. leukemické kmenové butiky s vysokou schopnosti proliferace, sebeobnovy
a preZitf a pfipadné i omezené diferenciace. Leukemické kmenové buriky jsou zodpo-
védné za perzistenci minimdln{ rezidudlni choroby a za rozvoj leukemického klonu pti
relapsu leukémie (viz publikace ,Kmenové buriky — vyuZiti ve vyzkumu a klinické praxi“
ISBN 978-80-244-2690-7).

Leukemickd transformace je zaloZena na stejnych principech jako nddorové trans-
formace u solidnich tumord; dochédzi zde ke akumulaci fady genetickych zmén. Kromé
jiného jde o aktivaci protoonkogent na onkogeny a o inaktivaci nddorovych supresoro-
vych gend. Onkogeny se Ucastni regulace proliferace a diferenciace bunék a jako nemu-
tované protoonkogeny F{df tyto procesy ve zdravych buiikdch. Charakter protoonkogent
maji napt. geny pro signdlni molekuly s tyrozinkindzovou aktivitou a geny pro
transkripéni faktory, tj. geny, jejichZ proteinové produkty tvof{ sloZky signdlnich drah
(viz 2.2.). Aktivaci protoonkogenu napf. diisledkem mutace dochédzi ke zvySené a ne-
kontrolované proliferaci bunék nebo k zablokovédn{ diferenciace krevni fady (viz 2.2.1.).
Nédorové supresorové geny za fyziologickych stavli naopak tlumi proliferaci bunék; ké-
dujf vétSinou proteiny regulujici progresi bunécného cyklu nebo apopt6zy nebo proteiny
udrZujici stabilitu genomu. Pro vznik leukémie jsou pravdépodobné zapotiebi mutace
v obou typech gent. Pro aktivaci onkogenu sta¢f mutace pouze v jedné alele (dominantn{
mutace), pro vyfazeni z funkce tumor-supresorového genu jsou potfebné mutace dvé
— v obou aleldch (recesivni mutace).

2.3. Cervené krvinky a hemoglobin

Erytropoéza je vysoce regulovany, nékolikastupfiovy proces tvorby a obnovy cCer-
venych krvinek. Erytropoéza pfedstavuje prvni diferencovanou hematopoetickou linii,
kterd se objevuje béhem ontogeneze v krevnich ostriivcich Zloutkového vacku. Vzhledem
k funkéni dileZitosti produkce ¢ervenych krvinek je to pochopitelné - erytropoéza je tzce
spjata s produkc{ hemoglobinu a jeji hlavn{ funkci je dopravit do tkdnf organismu kyslik.

© Look AT: Oncogenic transcription factors in the human acute leukemias. Science. 1997;278(5340):1059-
1064.

"Reya T, Morrison SJ, Clarke MF, Weissman IL: Stem cells, cancer, and cancer stem cells. Nature.
2001;414(6859):105-111.
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2.3.1. Hierarchie a regulace erytropoézy

Béhem nitrodéloZnfho vyvoje jsou Zloutkovy vécek a fetdlni jétra pfedevsim erytropo-
etickymi orgdny. Hematopoetické riistové faktory (tj. vnéjsi, ,extrinsic“ faktory), produko-
vané bufikami v mikroprostied{ téchto organt, v kombinaci s transkripénimi faktory (tj.
vnitfnimi, ,intrinsic* faktory) zarucujf proliferaci a paralelné také diferenciaci hematopo-
etické kmenové buriky do erytroidniho liniové determinovaného progenitoru (tzv. Casny
erytroidni progenitor, BFU-E, burst-forming unit-erytroid). Tzv. pozdn{ hematopoetické
cytokiny ndsledné f{d{ procesy termindln{ diferenciace a paralelni maturace do pozdniho
erytroidniho progenitoru (CFU-E, colony forming unit-erythroid), do erytroblastu, reti-
kulocytu a do ¢ervené krvinky (obr. 2.5.).

Erytroblast Retikulocyt

BFU-E

A: Transhkripéni faktory

TAL1; LMOZ; GATA-2

GATA-1

B: Riistové faktory

SCF

-
IL3, GM-CSF

EFO

Obr. 2.5. - Vybrané vnitrni a vnéjst faktory nezbytné pro optimdini proliferaci a/nebo diferenciaci jednot-
livych erytroidnich stddii v procesu erytropoézy. HSC = hematopoetickd kmenovd burika; BFU-E a CFU-E
— viz vysvétleni v textu. Erytroblasty jsou jaderné prekurzory Cervenych krvinek se schopnosti délit se, které
se nachdzeji v kostni dreni. Retikulocyty jsou prechodné formy bunék mezi jadernymi erytroblasty a zralymi
(bezjadernymi) erytrocyty, tj. mladé erytrocyty po vypuzeni jddra, se zbytky barvitelné RNA a ribozomd.
TALL, LMO2, GATA-2, GATA-1 a EKLF jsou transkripcni faktory (TF). SCF (stem-cell factor), IL3 interleukin
3, GM-CSF (granulocyto-makrofdgovy kolonie-stimulujici faktor), EPO (erytropoetin) jsou hematopoetické
ristové faktory. Upraveno podle Divoky, 2002."

Hlavnim fyziologickym humordlnim regulatorem erytropoézy je hormon eryt-
ropoetin (EPO). Je to glykoprotein v dospélosti produkovany v ledvindch a v minimédlnfm
mnoZzstvi také v jdtrech. Za normdlnich okolnostf je produkce EPO aktivovdna bud sniZe-
nym objemem erytrocytdrni masy (anémie) nebo sniZenou kyslikovou saturaci ¢ervenych
krvinek (hypoxemie), které vedou ke zvySenf tkdiiové hypoxie. Efekt EPO na erytroidni pro-

2 Divoky V: Molekularni patofyziologie vybranych dédi¢nych poruch erytropoézy. Habilitacni prace. Olomouc:
LF UP v Olomouci, 2002, 81 stran komentare a soubor publikovanych praci.
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genitory je zprostfedkovan specifickym erytropoetinovym receptorem (EPOR). EPOR je
exprimovén ptevdzné na CFU-E a v men$f mfife i na BFU-E a proerytroblastech.

2.3.2. Hemoglobin

obsaZend v Cervenych krvinkdch. Jeho hlavni funkcf je pfenos kysliku (O,) z plic do tkdni,
podil na pfenosu oxidu uhli¢itého (CO,) z tkdni zpét do plic a podil na transportu signdlnfho
plynu oxidu dusnatého (NO). Stfedn{ hmotnost hemoglobinu v erytrocytu (MCH, mean cor-
puscular hemoglobin) kolisd mezi 27—-34 pg. Hemoglobin (Hb) je tvoten bilkovinou — globi-
nem — a prostetickou skupinou, hemem, ktery obsahuje iont Zeleza. Na syntéze Hb se tedy
podilejf tfi rizné bunécné procesy: syntéza globinl, syntéza protoporfyrinu (hemového
prekurzoru) a pifjem iontl Zeleza.

VSechny lidské Hb molekuly jsou tetramery sestdvajici ze dvou rznych pard globino-
vych fetézcl (obr. 2.6.). Jeden par globinovych fetézci je produkovan geny B-globinového
lokusu a druhy par fetézctl je produkovan geny a-globinového lokusu (obr. 2.7.). Bilkovinnd
slozka Hb dospélého typu, oznacovaného jako HbA, se sklddd ze dvou fetézci alfa a dvou
fetézcl beta (obr. 2.6.). Kazdy fetézec véZe jednu hemovou skupinu uloZenou v kapsovych
dutindch (obr. 2.6.). Hem je protoporfyrin, jehoZ zdkladem je Ctvefice pyrolovych jader
(tetrapyrol). Ve stfedu tetrapyrolového jadra je Sestivazny a dvojmocny iont Zeleza. Ctyfmi
vazbami je iont Zeleza vézdn v tetrapyrolovém kruhu, jednou na globinovy fetézec a zbyld

Obr. 2.6. - Schéma molekuly Hb dospélého typu, HbA (vievo). KaZdy globinovy rfetézec vdZe jednu proste-
tickou skupinu — hem (v sedé barve). Detail hemové kapsy jednoho globinového retézce (vpravo). Cdstecné
prevzato a upraveno, Steinberg a spol. (2001)."

'3 Steinberg MH, Forget BG, Higgs D, Nagel RL (editofi): Disorders of Hemoglobin: Genetics, Pathophysio-
logy and Clinical Management. Cambridge University Press, 1268 stran, 2001.
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vazba je ur€ena pro kovalentn{ interakci s molekulou kysliku. Jedna molekula Hb tedy
muZe vézat Ctyti kyslikové molekuly. Krystalografické studie odhalily, Ze se hem nachazi
v hydrofobni hemové kapse, kterou vytvaii kazdy ze ¢tyf globinovych fetézcl a kterd
branf priniku vody a chrénf ionty Zeleza pfed autooxidaci.

p-globinovy lokus - 11p15.5
Ay WP &

- & Gy B
E ———1 i
) Zoutkovy vatek  Slezina

WW Kostni dreft ‘

o2+ol

Globinovy fetézec [%]

¢ 10 20 3 0 10 20 3B 40

Tydny pred a po narozeni

a—globinovy lokus - 16pter

c2 Wwol wo2 ol o _

2 al o1 )
B

HI-0O § =

Obr. 2.7. - Struktura globinovych lokust a syntéza globind. Schematické zndzornéni beta-globinového
lokusu na chromozomu 11 a alfa-globinového lokusu na chromozomu 16. Beta-LCR a HS-40 jsou regulacni
oblasti globinovych genovych rodin. Funkcni geny na lokusech jsou vyznaceny cerné, nevybarvené obdéini-
ky jsou pseudogeny (psi). Jednotlivé globinové retézce syntetizované ve Zloutkovém vdcku, jétrech, sleziné
a kostni dreni béhem ontogenetického vyvoje jsou vyjddrené v procentu celkového Hb. Prepnuti z embry-
ondlnich Hb na Hb fetdini (HOF) je ukonceno v 10. tydnu; pfepnuti z HbF na Hb dospelého typu probihd
v obdobi tésné po narozent. Upraveno podle Weatherall D.J., 2001."

4 Weatherall DJ: Phenotype-genotype relationships in monogenic disease: lessons from the thalassaemias.
Nat Rev Genet. 2001;2(4):245-255.
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Hemoglobinové pfepindni (anglicky ,hemoglobin switching®) je postupnd kvalita-
tivnf ndhrada Cervenych krvinek v krevnim fecisti, kdy Cervené krvinky obsahujici pte-
vézné jeden typ hemoglobinu jsou nahrazeny Cervenymi krvinkami obsahujicimi jiny typ
hemoglobinu.” Pfehled lidskych Hb syntetizovanych v pribéhu vyvoje jedince uvadi tab.
1. Jednotlivé globinové fetézce syntetizované ve Zloutkovém vacku, jétrech, sleziné a kost-
ni dfeni béhem ontogenetického vyvoje, vyjddtené v procentu celkového globinu, jsou
zndzornény na obr. 2.7, Pfepnuti z embryondlnich hemoglobind Zloutkového va¢ku na
Hb fetdlnich jater (HbF) je ukonceno v 10. tydnu; pfepnuti z HbF na Hb dospélého typu
probihd v obdob{ tésné po narozeni. V dospélosti jsou v kostni dfeni produkovdny dva
typy Hb: HbA (tvot{ asi 98 %) a minoritné zastoupeny HbA2 (tvofijen 1-3 %) . Zbytkovy
HbF byvé u normdlnfho dospélého Clovéka zastoupen méné neZ v 1 % celkového Hb.

Tabulka 1: Lidské hemoglobiny syntetizované v priibéhu vyvoje jedince

Erytropoeticky Globinové Oznaceni
organ Fetézce hemoglobinu
Zloutkovy vacek {2€2 Hb Gower-1
C2y2 Hb Portland
02g2 Hb Gower-2
Fetalni jatra a2y2 HbF
Kostni dien 0202 Hb A2
232 Hb A

2.3.3. Patologie Cervené krevni fady

Patologické stavy cervené krevni fady jsou velmi rozmanité, a maji povahu monogen-
nich chorob i komplexnich nemoci. Zminime jen nékteré.

Anémie jsou charakterizovdny sniZenym mnoZstvim Hb a/nebo sniZenym po-
Ctem erytrocytd. Funkéné vedou anémie ke sniZzené kapacité krve transportovat kyslik.
Anémie mohou byt ziskané nebo vrozené. Nejcastéjsi pficinou ziskané anémie je ne-
dostate¢ny pifjem Zeleza do organizmu (tzv. sideropenickd anémie) nebo nedostatek
vitamfnu B12 a kyseliny listové (tzv. megaloblastova anémie). Casté jsou i anemické stavy
doprovazejici jiné nemoci (jako anémie chronickych zdnétlivych chorob, anémie malig-
nit). BéZné jsou i ziskané poruchy dynamické struktury hemoglobinové molekuly, jako
je kojeneckd methemoglobinémie nebo karboxyhemoglobinémie u kutdkd. Methemoglo-
binémie maji zvySeny methemoglobin (Met-Hb) neboli ,ferrihemoglobin®, ve kterém
je dvojmocné Zelezo obsaZené v hemu oxidovdno na trojmocné Zelezo (Fe3+). Met-Hb
nemuZe vdzat kyslik. Erytrocyty majf enzymaticky systém (s methemoglobin reduktézou),

® Nienhuis AW, Stamatoyannopoulos G: Hemoglobin switching. Cell. 1978;1:307-15.
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ktery redukuje Met-Hb na deoxyHb. Novorozenci maji nizkou aktivitu methemoglobin
reduktdzy. Kojeneckd methemoglobinémie, spousténd vysokym obsahem dusi¢nand ve
vodé, je zplsobend tim, Ze dusi¢nany jsou v zaZivacim traktu redukovdny na dusitany,
které reaguji s oxyhemoglobinem za vzniku Met-Hb. Vysokou afinitou k Hb se vyznacuje
oxid uhelnaty (CO). Oxid uhelnaty je poutdn mnohem pevnéji neZ kyslik. Vznikd karbo-
xyhemoglobin, ktery tvof{ u kufdkd 5 az 10 % celkového Hb.

Z vrozenych (kongenitdlnich) anemickych poruch jsou béZné membrénové poruchy erytro-
cytl (vedouci napf. k tzv. eliptocytéze, viz kapitola 4., obr. 4.2.), enzymatické poruchy erytro-
cytarnich enzymt, poruchy globinové syntézy (hemoglobinopatie) a nékteré poruchy metabo-
lismu Zeleza.

Hemoglobinopatie jsou nejrozsifenéjsi monogenni dédi¢né nemoci na svété. Postihujf asi
7 % svétové populace. Jsou zplisobeny bud’ poruchou syntézy nékterého z globind, jejimZ disled-
kem je nerovnovaha v poméru a- a B-globinovych fetézcl v erytrocytech (kvantitativnf globinové
poruchy, talasemie) a nebo syntézou strukturdlné abnormalnich globinovych fetézcl (kvalita-
tivni globinové defekty, hemoglobinové varianty). Dalsi klasifikace hemoglobinopatif je zalo-
Zend na typu postiZeného globinového genu, resp. jeho peptidového produktu. RozliSujeme tak
a- nebo B-talasemie, o- nebo B-globinové varianty ap. Mutantni alely a- nebo (-globinového genu
jsou recesivné dédicné; heterozygoti jsou vétsinou bez klinickych pi{znakd, postiZeni (nemocni)
jsou homozygoti nebo dvojiti heterozygoti, ktet{ trpf tzv. inefektivni (neti¢innou) erytropoézou
a hemolytickou anémif (pfed¢asny rozpad Cervenych krvinek). Hemoglobinopatie se vyskytuj
pfevdzné v malarickych oblastech. Globinové mutace poskytujf heterozygotnim nosi¢tm ochra-
nu pfed maldrif. To v pribéhu evoluce pfevaZilo nad cenou, kterou plati homozygoti, jejichZ
postiZent je letdlni. Do Ceské populace byly mutované alely importovany z oblasti Sttedomof,
ale také z Mongolska a jinych oblasti Asie — v historickych obdobich, ale import mutantnich
alel probihd i dnes. NaStést{ se u nds setkdvdme vétSinou jen s heterozygoty, nosi¢i mutované
globinové alely. Homozygoti nebo dvojitf heterozygoti mutantnich talasemickych alel nebo alel
hemoglobinovych variant se u nds vyskytuji ojedinéle. Mivaji téZkou chudokrevnost, pocet re-
tikulocyt byvd zvysen, v krevnim ndtéru jsou ndpadné riizné abnormality v morfologii Cerve-
nych krvinek (viz kapitola 4., obr. 4.4.), ptitomny byvaji i erytroblasty. Nemocnf jsou vétSinou
trvale zdvisli na transflizn{ 16¢hé.

2.3.4. Diagnostika poruch ¢ervené krevni fady

V zdkladnim laboratornim vySetien{ vychdzime z mnoZstvi hemoglobinu (v gramech/
litr), poctu erytrocytd, hematokritu (hodnoty vyjadiujici pomér bunééné a plazmatické
¢asti krve) a z odvozenych hodnot, kterymi jsou stfedni objem erytrocytu (MCV'®, ve
femtolitrech), primérné mnoZstvi hemoglobinu v erytrocytu (MCH", v pikogramech)
a stfedni koncentrace Hb v erytrocytech (MCHC'®, v gramech na decilitr). Normdln{
parametry zdravého dospélého ¢lovéka (muZe) jsou uvedeny v kapitole 3. na obr. 3.4.
P¥i sniZenych hodnotdch MCV a MCH potom hovofime o mikrocytérni (kapitola 4, obr.
4.3.) resp. hypochromni (kapitola 4., obr. 4.5.) anémii.

6 MCV - mean corpuscular volume
7 MCH - mean corpuscular hemoglobin
8 MCHC - mean corpuscular hemoglobin concentration

22



Rada poruch pak mfiZe byt odhalena pomoci dal$ich biochemickyich testd (jako jsou
parametry metabolizmu iont{ Zeleza), morfologickych zmén ¢ervenych krvinek, a jinych,
Casto specializovanych laboratornich vySetfeni.

Abnormadlnf hemoglobinové varianty jsou ¢asto nestabiln{ a zplisobuji ndpadnou he-
molyzu, projevujici se retikulocytézou (viz praktické stanoveni poctu retikulocytl, kapi-
tola 3.2.). BéZnym vysetfenim u téchto pacient( je elektroforéza hemoglobinového lyzd-
tu na gelu. Abnormdln{ hemoglobinova varianta se zdménou jedné aminokyseliny vede
ke zméné néboje Hb molekuly a tim i ke zméné mobility v elektrickém poli (obr. 2.8.).
Také pfetrvdn{ (tfeba i mirné) fetdinfho hemoglobinu (HbF) v dospélosti méd diagnostickou
vypoveédn{ hodnotu.

Na molekuldrné-genetické drovni pak provddime sekvenacni analyzu kandiddtnich
gent s cilem najit konkrétni mutaci zodpovédnou za dany fenotyp.

HbF HbA

abnormalni Hb —— W

Obr. 2.8. - Nativni elektroforéza hemoglobinového lyzdtu.

Zdkladni metodou detekce proteind je separacni metoda — elektroforéza, kterd vyuZivd rozdilné mobility
proteint v gelu v elektrickém poli na zdkladé velikosti, ndboje nebo konformace proteinu. V nativni
elektroforéze se studuji proteiny v nativnim (prirozeném stavu). Na gelu je lyzat novorozence s pruhem
zodpovidajicim HbF, nékolik zdravych dospélych osob s pruhem pro HbA, a jeden heterozygot pro abnor-

madini hemoglobinovou variantu, kterd putuje v gelu odlisné od HbA i HbF. HOK FN Olomouc.

2.4. Molekularni podstata akutnich leukemii

Hematologické malignity jsou rznorodou skupinou onemocnéni, protoZe téméf kazdé
z vyvojovych stadif krvetvorné butiky miZe byt postiZeno nddorem. Akutn{ leukémie (AL)
je neoplastickd (nddorovd) proliferace krvetvornych bunék, kterd vznikd jako ndsledek ge-
netickych zmén v hematopoetické kmenové butice nebo v hematopoetickém progenitoru.
Dtsledkem téchto zmén je vznik leukemického klonu. Dosud se nevi, které viechny faktory
u ¢lovéka leukemii spoustéji, pfedpoklddd se pouze, Ze se jednd o multifaktoridlni ptvod.

AL mohou byt primarni nebo sekunddrni. Primarnf{ (de novo) AL vznikajf jako p¥fmy désledek
kumulace fady genetickych zmén v hematopoetické kmenové buiice (obr. 2.9.). Sekundérni AL
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vznikajf jako disledek a pokracovén{ pfedchoziho hematologického nebo jiného nddorového one-
mocnéni, které bylo u nemocného ,primédrn{“. Touto primédrni chorobou byva nejcastéji myelo-
dysplasticky syndrom (MDS), pi{p. chronicky myeloproliferativni syndrom (MPS) typu chronické
myeloidn{ leukémie (CML) nebo polycytemia vera (PV). Vznik AL na pozadi MDS ¢i MPS je jen
dovrSenim plné nddorové transformace leukemického klonu. Sekunddrni AL mohou vznikat i jako
disledek chemoterapie a/nebo radioterapie jiné primédrn{ malignity (tzv. ,therapy-related” AL).1?

NORMALNI
DIFERENGIACNI
PROGRAM

Kmenava
bufika /pmgemtor

AKUTHNI
LEUKEMIE

dalsi
genetickeé
rmény

Obr. 2.9. - Schéma vzniku leukemického klonu u akutni leukémie. Burika, kterd ddvd vzniknout leukemii,
je bud’ kmenovd burika nebo cdstecné diferencovand burika, tzv. hematopoeticky progenitor. Mutace tran-
skripcniho faktoru (TF) vede k (Cdstecnému) bloku diferenciace prislusné krevni fady. DalSi akumulované
genetické zmeény ddvaji burice vyhodu preZiti, proliferacni vyhodu, prip. dalsi viastnosti leukemické buriky.

Vznik AL je vétsinou asociovan s mutacemi onkogennich transkripnich faktord, které hra-
ji roli v diferenciaci hematopoetickych bunék.?’ Transkripén{ deregulace vede k poruchdm ¢i
zastavé diferenciace hematopoetickych bunék a spole¢né s dal$imi mutacemi (které mohou po-
stihovat kindzy bunécného cyklu, apoptotické proteiny, receptorové kindzy atd.) iniciuji ndstup
agresivnich leukemif.?! V dvoustupiiovém modelu leukemogeneze, ktery je testovdn na mysich
modelech, zplsobuji onkogenn{ transkripéni faktory zéstavou diferenciace pfeprogramovéni vy-
voje, coZ je nezbytné, ale ne dostatecné pro vznik leukémie. Teprve ndsledujici (druhd) mutace
vybavi butiky schopnosti proliferovat a obstdt v konkurenci, coZ je znakem kompletn{ leukemo-
genn{ transformace (viz také kapitola 2.2.2.).

9 Larson RA: Is secondary leukemia an independent poor prognostic factor in acute myeloid leukemia? Best
Pract Clin Haematol. 2007;20(1):29-37.

20 Look AT: Oncogenic transcription factors in the human acute leukemias. Science. 1997;278(5340):1059-
1064.

2 Deguchi K, Gilliland DG: Cooperativity between mutations in tyrosine kinases and in hematopoietic trans-
cription factors in AML. Leukemia. 2002;16(4):740-744.
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Aktivace gend transkripénich faktort u AL md dvé hlavni formy, obé formy jsou vétsi-
nou vysledkem chromozomové translokace:

A.V T-lymfoidnich progenitorech se geny kédujici transkripéni faktory Casto dostdvaji
translokacf do blizkosti genti kédujicich fetézce T-bunécnych receptord (TCR) nebo, u B-
lymfoidnich bunék, do blizkosti gent pro imunoglobuliny. Vysledkem je abnormdlni,
trvale zvySend exprese translokovanych gend kédujicich transkripéni faktory.

B. Castéji viak dochazi k tomu, e se reciprokou translokaci (vyménou &4sti dvou nehomo-
logickych chromozomtl), vytvoif novy fizni gen, ktery kéduje novy chimericky pro-
tein.

Translokace, které zahrnuji geny transkrip¢nich faktort u akutni lymfoblastické leuké-
mie (ALL) a akutni myeloidn{ leukémie (AML) jsou Casto specifické pro dany typ leukémie.
Znamend to, Ze nové (chimerické) transkripéni faktory narusujf expresi gend tak, Ze pozmé-
fuji normdlni program bunéc¢né diferenciace, ptip. i proliferace a apoptézy (obr. 2.10.).

Fuzni TF

~Standardni* transkrip&ni faktor Onkogenni transkripéni faktor

i

LAktivni* transkripéni stav chromatinu Inaktivni chromatin

Obr. 2.10. - Mutace genu, ktery kéduje transkripcni faktor (TF) md vétsinou povahu chromozomdlni trans-
lokace, kterou vznikd kvalitativné novy fizni gen, kddujict onkogenni transkripcnif faktor. ,Standardni“
transkripcni faktor udrZoval expresi ,svych“ cilovych gend. Onkogenni transkripcni faktor modifikuje chro-
matin na inaktivni formu a exprese puvodnich cilovych genu transkripcniho faktoru je zastavena.

Geny, které kéduji hematopoetické transkripéni faktory, se tedy Casto chovaji jako
protoonkogeny, jejichZ mutac{ vznikaji dominantn{ onkogeny. Abnormdini protein pocha-
zejici z mutované alely potlaci pak i funkci proteinu, ktery pochdzi ze standardnf alely.

2.4.1. Akutni myeloidni leukémie

Akutni myeloidni leukémie (AML) je klinicky a geneticky heterogenn{ skupina one-
mocnéni. AZ 60 % nemocnych md v nddorovych butikdch ziskané chromozomové zmény,
které majf diagnosticky a prognosticky vyznam. Nékteré z téchto zmeén jsou zcela specific-
ké pro dany typ leukémie a jsou spojené se Spatnou nebo s dobrou prognézou.
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AML vychdzi z myeloidnich bunék kostni diené. Star$i (ale stdle v praxi pouZivand)
tzv. FAB Klasifikace?? délila AML do 7 typl podle vyzravan{:>
MO - akutnf myeloblastickd leukémie minimdlné diferencovand
M1 - akutni myeloblastickd leukémie bez vyzrdvani
M2 - akutnf myeloblastickd leukémie s vyzravanim
M3 - akutni promyelocytdrni leukémie
M4 - akutni monomyelocytdrni leukémie
M5a - akutn{ monoblastickd leukémie
M5Db - akutni monocytérni leukémie
Mé6a - erytroleukémie
M6b - Cisté erytroidn{ leukémie
M7 - akutnf megakaryoblastovd leukémie

P¥i diagnéze se zjistuje procento tzv. blastd (myeloidnich bunék se zablokovanou di-
ferenciaci) ve dfeni, ale i jejich morfologie (napf. azurofilni granulace, které tvoii tzv.
Auerovy tycky, viz kapitola 4., obr. 4.11.). Nezastupitelnd je cytogenetickd analyza od-
halujici chromozomovou pifestavbu asociovanou s danym typem AML. Napfiklad ndlez
translokace zahrnujicf chromozom 11923 s genem MLL (mixed lineage leukemia, nékdy
oznacovany ALL1) s ndslednym vznikem faznfho genu kédujictho novy (chiméricky) tran-
skripénf faktor (obr. 2.11.) je spojen se vznikem AML-M5b s nepfiznivou prognézou.

Obr. 2.11. - Tzv. FISH (Flu-
orescent in situ hybridisati-
on) analyza chromozomi
leukemické buriky (zasta-
vené v metafdzi bunécné-
ho déleni) za pouZiti dvou
specifickych sond, z nichZ
jedna hybridizuje ke genu
MLL (sonda znacend zele-
nou fluorescenci) a druhd
ke genu AFI10 (gen naché-
zejici se na chromozomu
10, sonda znacend Ccerve-
nou fluorescenci). V buri-
ce doSlo k duplikaci genu
MLL a jedna MLL kopie se
dostala translokaci do fize
s genem AF10, za vzniku
fizniho onkogenniho tran-
skripcniho faktoru MLL/
AF10. Prevzato z Jarosovd
a spol., 2005.%

22 francouzsko-americko-britska klasifikace akutnich leukemii

% Penka M, Krahulcova E, MatySkova M: Hematologie. UCebni text. Institut pro dal$i vzdélavani pracovnikl
ve zdravotnictvi v Brné, 1994, 110 stran.

2 Jarosova M, Takacova S, Holzerova M, Priwitzerova M, Divoka M, Lakoma I, Mihal V, Indrak K, Divoky
V:. Cryptic MLL-AF10 fusion caused by insertion of duplicated 5'part of MLL into 10p12 in acute leukemia:
a case report. Cancer Genet Cytogenet. 2005;162 (2):179-182.
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2.4.2. Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutn{ lymfoblastickd leukémie (ALL) je nejcastéj§im malignim nddorovym onemoc-
nénim détského véku. Tvoti az Ya détskych nddord. Vyskytuje se Castéji u déti z hos-
podéisky vyspélych zemi. Déti s chromozomdlnimi poruchami (jako je napf. Downdv
syndrom, Bloom(v syndrom aj.) jsou 10x vice ohroZeny leukémif v prvnich 10 letech
svého Zivota.

ALL vznikd maligni transformaci progenitoru, ktery se diferencuje do lymfoblast.
Nekontrolovatelnym mnoZenim téchto lymfoblastd dochdzi k potlacen{ réstu ostatnich
krevnich bunék (trombocytd, erytrocytl a leukocytt), coZ zplisobuje rdzné krvacivé pro-
jevy, anémii a zvySenou ndchylnost k infekcim. Onemocnén{ za¢ind v kostni dfeni, kterd
je velmi dobfe zdsobena cévami, proto se blasty mohou $ifit do ostatnich tkdnf a orgdn.
Také se uklddaji v téchto orgdnech (lymfatické uzliny, slezina a jdtra), ty se pak zvétSujf
a dochdz{ k poruse jejich funkce. Lymfoblasty maji velmi omezenou nebo Zddnou funkéni
schopnost, proto byva potlatena humordln{ i buné¢nd imunita.

ALL patf{ mezi heterogenni onemocnéni, s rozdilnymi klinickymi pfiznaky, laborator-
nimi ndlezy, morfologii nddorovych bunék a jejich rozdilnym fenotypem a genotypem.

Dle FAB Kklasifikace se ALL morfologicky déli do t¥{ skupin: L1, L2 a L3:
L1 - malé nddorové buriky- uniformn{ populace
L2 - malé i velké nddorové butiky- heterogenn{ populace (viz kapitola 4., obr. 4.12.)
L3 - velké nddorové buiiky s basofilni cytoplazmou a vakuolizaci

Toto délen{ je v8ak ponékud zastaralé a nenf pfili§ pfinosné pro stanoveni prognézy
a 1é¢by, proto se dnes pouzivd Kklasifikace akutnich lymfoblastickych leukémif dle WHO?*
a EGIL.?®

WHO Klasifikuje ALL podle toho, jaké buné¢né znaky nesou:

B- lymfoblastické leukémie/lymfomy jsou Castéjsf a nesou znaky prekurzort B lymfo-
cytl (tvoff asi 75% ze viech ALL).

T- lymfoblastické leukémie/lymfomy jsou vzdcné, nesou znaky prekurzord T lymfocy-
td (tvofi 25% ALL dospélého véku).

Evropskd skupina pro imunologickou Kklasifikaci leukémii (EGIL) déli leukémie
na zdkladé jejich imunofenotypu. V klinické praxi se imunofenotyp ALL urcuje pratoko-
vou cytometrii. Jednotlivé leukocytérni populace 1ze rozlisit na zdkladé tzv. CD (,cluster
of differentiation”) antigent pf¥itomnych na povrchu bunék. Na obr. 2.12. je ptiklad imu-
nofenotypizace nemocného s ALL, s pfevahou lymfoblastdl pozitivnich pro antigen CD-10
(77 %) a CD-19 (70 %) a s niz8im zastoupenim lymfoblastd s antigenem CD-20 (31 %).
Tato charakteristika, spolu s detekcf dalsich povrchovych nebo intraceluldrnich antigent,
umoznila diagnostikovat tento typ ALL jako tzv. ,Common B-ALL“. Tato charakteristika
mtzZe specifikovat formu zvolené 1é¢by u daného pacienta.

2 World Health Organization
26 European Group for the Immunological Characterization of Leukemias
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CD10+ CD19+ CD20+/-

Obr. 2.12. - Imunofenotypizace kostni drené nemocného s ALL. Suspenze mononukledrnich bunék byla
inkubovdna se specifickymi protildtkami proti prislusnym antigenim, které urcuji imunofenotyp leukemic-
kych lymfocyti. Pozitivni buriky pro dany antigen se nachdzeji v levém hornim poli. HOK FN Olomouc.

2.5. Chronické leukémie

Chronické leukémie narozdil od akutnich leukémii probihajf relativné pomalu, nejsou tak
agresivni, leukemické butiky chronickych leukémii mohou diferencovat (tj. nemaji blok dife-
renciace), ale majf zvy$enou proliferaci a pfeZiti (poruchu apoptézy). Tzv. myeloproliferativni
neoplazie (MPN) jsou myeloidni hematologické malignity vychézejici z postizené kmenové
butiky. Soucasnd klasifikace MPN podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) z roku 2008
uvddi osm odliSnych jednotek: chronickd myeloidn{ leukémie (CML) (viz kapitola 4., obr.
4.10.), polycythemia vera (PV), esencidln{ trombocytemie (ET) (viz kapitola 4., obr. 4.7.), pri-
mérni myelofibréza (PMF), systémovd mastocytéza, chronickd eozinofilni leukémie, chronickd
neutrofiln{ leukémie a myeloproliferativni neoplazie jinak nezatrazené.

Chronicka lymfaticka leukémie (CLL) vychdzi z lymfocytt a byva fazena k malignim
lymfomtim (nddory lymfatickych tkdnf). CLL postihuje vétSinou starsf osoby a Casto byvd zjis-
téna ndhodné pfi zvétSeni uzlin. Laboratorné je charakteristickd dominance zralych lymfocytd
v krevnim obraze a ndlez tzv. Gumprechtovych stin@ (viz kapitola 4., obr. 4.6.).
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2.6. Pouzité zdroje a podékovani

Kromeé zdrojli, které jsou uvedeny pifmo v textu, byly pro sepsdni této publikace pouZity
diplomové a bakaldfské prace studentd, ktef{ svoji praci vykondvali na Hemato-onkologické Kli-
nice LF UP a na Ustavu biologie LF UP. Jim, a predeviim jejich koliteltim, pat¥ pod&kovéni
za pomoc pii sestavenf tohoto textu. Dalsfm zdrojem informacf byly zévérecné zprdvy grantl
feSenych na téchto dvou pracovistich.

Jsou to zvlaste:

Divokd Martina:

Vedouc{ préce:

Hlobilovd Marta:

Skolitel:

Ruszovd Veronika:

Vedoucd préce:

Divoky Vladimir (Resitel):

Spolufesitel:

Molekuldrni biologie vybranych hematologickych malignit. Diplo-
mova prace, Olomouc, 2008, 53 stran.

prof. RNDr. Mgr. Marie Jaro$ovd, CSc.

Molekuldrné genetickd analyza vybranych hematologickych cho-
rob. Diplomovd préce, Olomouc, 2011, 52 stran.

RNDr. Martina Divokd

Laboratorni diagnostika ALL. Absolventskd préce, Olomouc, 2011,
82 stran.

Anna Lapcikovd

Molekuldrné-biologické mechanizmy dédicnych poruch tvorby .
Zéavére¢nd zprava IGA MZ CR N/6739-3. UP Olomouc, 55 stran a
piflohy, 2004.

prof. MUDr. Karel Indrék, DrSc.
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3.1. Organizace prace v hematologické laboratori

(HOK)

3.1.1. Preanalyticka faze — pfijem materialu

VySettovany materidl — Ziln{ krev — odebrand do zkumavky s protisrdZlivym roztokem

(K3EDTA) je dopravovdna ke zpracovani na pffjmovou laboratof HOK FN Olomouc.

P

V rdmci pffjmu probihd:

kontrola Gdajl na Zddance a kontrola poZadavk{ k vySetienf,

kontrola tddného oznacen{ odebraného materidlu;

vizudln{ kontrola odebraného vzorku (pfedepsané mnozstvi);

tfidéni dodaného materidlu podle poZadavkd k vysetfent

(krevn{ obraz - KO, KO + diferencidln{ rozpocet leukocytd, atd., viz obr. 3.1.);
ttidéni materidlu podle preferenci na vySetfeni

o ,vitdln{ indikace“

0 ,statim“

o0 ,rutinni vysetfeni®

zaddni pozadavkd na vysetfeni do laboratorniho informacéniho systému = pfidéleni
¢isla vySetfent;

oznacen{ Zddanky i vzorku identifikacnim ¢fselnym kddem.

Dokumant & Fm-LO09-035-HOK-004, str. 11, Vera &:2
‘ ’ FAKULTNI NEMOCNICE ZADANKA NA KREVNI OBRAZ
oLoMouC

Hemato- onkologickd kinlka
L P, Pavicve &, 778 20 Olomowe.

ematolgie@incla

Emu\ln.l-m prijem malendh ol 558 443 268
PACIENT {uni Jow o RUTI
wmmm STATIM * t
e [
O~ Oz |mmmm [ W
ZADATEL _—
- — Fazitn, 1L 8 podsts Waate:

Teleton Csbient:

= vechie shulednd datum odbén (DAl ditum vrstevend tadank) SDELENI PRO LABORATOR - cnece @
Dpoogsnd [ EM on Ow
O omie 2 Sty [ cytostasia [ whaze [ iF

Dt a £ ocibobes = Cutum a Eas phimu Domiczianty T inb fomiex

POZADOVANE VYSETRENI - sonacee 8
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i spenm g bl Lo bt i s st Obr. 3.1. - Foto Zddanky FN Olomouc.




3.1.2. Stanoveni zakladnich parametra krevniho obrazu (HOK)

Stanoveni parametr krevniho obrazu (KO) patii mezi zdkladn{ vySetfeni kazdého
nemocného. Mezi hlavn{ parametry KO pati{ pocet cervenych krvinek (erytrocytd), pocet
bilych krvinek (leukocyt(l) a poCet krevnich desticek (trombocytd) v periferni krvi. Pocty
krvinek v litru krve se u kazdého jedince vztahujf k tzv. referenénim hodnotdm (stano-
venym ze skupiny zdravych lidi). Uvaddéjf se rzné referen¢nf hodnoty pro novorozence,
déti a dospélé i pro muZe a Zeny. KO se na HOK stanovuje na automatickych hematolo-
gickych analyzdtorech (obr. 3.2.). Tyto analyzdtory vSak soucasné (kromé zdkladnfho
poctu krevnich elementd) méfi také dals$i parametry erytrocytd, parametry trombocytd
a diferencidln{ rozpocet leukocytl (viz ddle).

Obr. 3.2. - Automaticky analyzdtor Sysmex XE-5000, generujict kromé zdkladnich parametrd KO i pa-
rametry erytrocytt, trombocytd a péti-populacni diferencidl. Jednd se o technologii pritokového cytometru,
vyuzivajict k analyze kombinace laseru a cytochemického barvent. Nékteré parametry jsou Stanoveny pomo-
¢t lyzy bunék za specifickych podminek. HOK LF UP a FN Olomouc.

Vlastni méfeni na hematologickych analyzatorech zahrnuje nésledujici kroky:

e dikladné promichan{ vzorkl pied vlastnim méfenfm;

e méfen{ vzorki v kazetovém mddu podle preferenct;

e méfen{ v netypickych odbérovych nddobkdch v manudlnim mdduy;

¢ zhodnocenf naméfenych parametrdl, zvdZeni nutnosti dal§tho zpracovani{ a zhotoven{
nétéru periferni krve pro stanoveni manuélniho diferencidinfho rozpoctu leukocytl
(viz obr. 3.3.).
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Hematologicky analyzator
+ petipopulacni diferencialni rozpoc
KO + peti lacni difi ialni cet

schvaleni a odeslani zhotoveni a barveni manuélni zhotoveni
vysledkil natéru PK na natérovém natéru PK a obarveni
a barvicim automatu

Diferencilni rozpotet DM36
Optické hodnoceni diferencialniho rozpoétu v mikroskopu

Zapis vysledku do |laboratornino informaéniho systému
Schvaleni a odeslani vysledku na oddélen|

Obr. 3.3. - Schéma zdkladnich krokd prdce v laboratori rutinniho provozu HOK FN Olomouc.

3.1.3. Péti-populacni diferencidlni rozpocet

a stanoveni retikulocytu

Jednd se o procentudlni stanoveni jednotlivych typt leukocytl a pfip. i stanoveni reti-
kulocyt metodou pritokové cytometrie v kombinaci s cytochemickym barvenim a Iyzou

bunék na automatickych analyzdtorech (obr. 3.2.).

Fyziologické hodnoty diferencidlniho rozpoctu krve dospélého ¢lovéka:
Segmenty neutrofiln{ 50-75%

Eozinofily 1-5%
Bazofily do 1%
Lymfocyty 15-40%
Monocyty 3-10%

Referen¢ni meze retikulocyt na HOK FN Olomouc: 5-25 %o
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Odchylky v diferencidlnim rozpoctu leukocytd vypovidaji o vyskytu infekcf, zdnéta,
o0 poruchdch imunitnfho systému i o0 moZné ptitomnosti nddorového onemocnéni. Stano-
ven{ retikulocytl umozZiiuje posoudit dynamiku vzniku a zdniku erytrocytl. Na obrdzcich
3.4. azZ 3.6. jsou ukdzky vystupl z automatického analyzatoru Sysmex XE-5000 u zdra-
vého jedince (0br. 3.4.) a u nemocného s mikrocytdrni anémif (obr. 3.5.) a s chronickou
lymfatickou leukémif (obr. 3.6.).
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Laboratofe Hemato-onkalog. klinlky Telefon: 585 B53 288 e-mail: hematologie@fnol.cz
HOK FN Olomouc www.fnol.cz
I.P. Pavlova® 77500 Olomouc OpantIMS STAPRO 5.1, o
Nazev metody Vysledek Jednotky Meze Hodnoceni
KREVN| OBRAZ
Leukocyty 4,89 10%1 4,00 - 10,00 Aol |
Erytrocyty 4,62 1024 4,00 -580 i k|
Hemoglobin 146 all 135-175 1
Hematokrit 0,43 . 0,40 - 0,50 | I*|
Sif objem ERY 92,0 fi 82,0-98,0 1 11
Hemoglobin ERY 318 Pg 28,0-340 I (il
Stf bar.konc.ERY 344 g/dl 320-360 1 [
Sife distr. ERY 132 % 10,0 - 15,2 [ |
Trombocyty 168 108/ 150 - 400 1 *l
St objem tromb., 10,5 fi 78-110 | I*1
Diferencial z analyzatoru
Lymifocyty % 31.8 % 20,0-450 ! I+
Maonocyty % 11.9 % 20-12,0 | 1+ 1
Neutrofily % 54.4 % 450 - 70,0 | 1+ |
Eozinofily % 14 kS 0,0-50 I ¥
Bazofily % 0.4 % 0,0-20 I 1*1 |
Lymfocyty # 1,56 1091 0,80 -4,00 I ™1 |
Monocyty # 0,58 10494 0,08-1,20 i i+ !
Neutrofily # 2,66 10481 2,00-7,00 1 1*1 |
Eozinofily # 0,07 10%80 0,00-0.50 I [*1 I
Basaofily # 0,02 1094 0.00-0,20 I 1*1 !

Obr. 3.4. - Priklad vystupu z automatického analyzatoru Sysmex XE-5000 se zakladnimi parametry
KO, s parametry erytrocyti, trombocyti a s péti-populacnim diferencidlem leukocyti. Jednd se
0 zdravého jedince, hodnoceni vsech parametrt (*) je vzdy uprostied referencnich mezi.

35



11

Laboratofe Hemat g. kliniky Talefon! 585853 268 e-mall: hematologie@inol.cz
HOK FN Olomouc www.friol.cz
‘P Pavicva & TG00 Cltiiotc OpenLIMS STAPRO 8.1 0
Mazev metody Vysledek Jednotky Meze Hodrioceni
KREVNI OBRAZ -
Leukocyty 475 10%an 4.00 - 10,00 ! k4]
Enytrocyty 4,03 10M24 3,80-5.20 | I*i
Hemoglobir 75 all + 120-160 * 11 1
Hematokrit 0,28 , 0,35-0,47 L I B R &
Slf.ah]em ERY 65,3 Al B2.0-98.0 *| [ i
Hemaglobin ERY 186 pa 28,0-340 ¥ (] |
St bar.konc.ERY 28,5 g/dl 32,0-360 *1 [ |
Site distr; ERY 17.2 % 10,0-152 I [ i
Trombacyty 212 10%/1 150 - 400, [ LA
Stf.objem tromb. 9.0 fl 78-110 Fooxl I
Diferencial z analyzatoru
Lymfecyty % 32.2 % 20,0-45.0 P
Monocyty % 10,5 B 2,0-12.0 | [=1 I
Neutrofily % 56.7 % 450 - 70,0 Lol
Eozinofily % 0,2 a4 0,0-50 Fooarl o
Bazofity % 04 % 0,0-2,0 Eooae
Lymifocyty # 1,53 108 0,80 - 4,00 1 |
Moneeyty # 0,50 10481 0,08-1,20 =1 1
Neutrofily # 2,89 10%0i1 2.00-7.00 i*1 1
Eozinofily # 0,01 100911 0,00 - 0,50 (R3] I
Basofily # 0,02 10491 0,00-0,20 i 1"l I
Diférencial manualni e .
Manualni DIF dodame
Proved|
Retikulocyty
Retikilooyty 0.008 rafio 0,006 - 0,025

Obr. 3.5. - Priklad vystupu z automatického analyzdtoru Sysmex XE-5000 se zdkladnimi parametry KO,
S parametry erytrocytd, trombocyti a s péti-populacnim diferencidlem leukocytd. Jednd se o nemocného
s hypochromni mikrocytdrni anémiti. Zikladni pocet erytrocyti na litr krve je u nemocného sice v nor-
me, ale abnormdlné sniZeny jsou hodnoty hemoglobinu, hematokritu, a nékteré dalsi parametry erytrocytu
(viz také kap. 4. — Obrazovd priloha, Obr. 4.3.). Diferencidlni rozpocet leukocytii je normdini.
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Laberatofe Hemato-onkolog. kiinlky Telefor; 585658 2688 e-mail: hematologie@fnol.cz
HOK FN Olomouc www fral.cz
P Paviova8 77500 Dlomouc DpentiMS STAPRO s. 1. 0.

Nazev metody Vysledek Jednotky: Meze Hodnoceni

KREVNI OBRAZ o - — - :
Leukocyty 212,45 10%an 4,00+ 10,00 I |
Erytrocyty 3,05 107120 4.00-580 T I

Hemoglabin ag gll 135175 S
Hematolkrit 0,34 0,40 -0,50 LI O
Str.objem ERY 1105 fl 82.0-98.0 T
Hemaglobin ERY 325 pa 28,0+340 [ L T
St bar konc. ERY 294 gidl 32,0 36,0 b
Sife distr, ERY 17.9 % 10,0 - 15,2 o1 “
Trombocyty : 177 10891 150 - 400 S M
Stf.objem tromb. 97 fi 7.8-11,0 Y

Diferenciél z analyzétoru
Lymfocyty % 95,8 % 20,0-450 [
Monocyty % 2.2 % 29-120 [ [ I
Neutrofily % 07 % 45,0 - 70,0 S S I
Eozinofily % 0.1 % 0,0-50 [ I
Bazofily % 12 % 0.0-20 LS
Lymfocyty # 203,53 10780 0,80 - 4,00 [ R
Mongcyty # 4,72 10nar 0:.08- 1,20 T e
Meutrofily # 1,38 10481 2,00.-7,00 “ 1)
Eozinofily # 0,24 10%9 0,00- 0,50 N L
Basofily # 2,57 10791 0,00+ 0,20 [ B £

Obr. 3.6. - Priklad vystupu z automatického analyzdtoru Sysmex XE-5000 se zdkladnimi parametry KO,
s parametry erytrocytd, trombocyti a s péti-populacnim diferencidlem leukocytii. Jednd se o nemocného
s chronickou lymfatickou leukémii. Zdkladni pocet leukocyti na litr krve je u nemocného vyrazné zvy-
Sen, a v diferencidlnim rozpocCetu dominuji lymfocyty (viz také kap. 4. — Obrazové priloha, Obr. 4.6.).

3.1.4. Zhodnoceni natéru periferni krve a manudlni diferencial
krevniho obrazu

Jedna se o procentudln{ stanovenf jednotlivych typt bilych krvinek mikroskopicky na
specidlné obarveném mikroskopickém preparétu.

Zhotoveni a barveni natéru periferni krve

* automatické zhotoveni pomoci nétérového a barviciho automatu

e manudlni zhotoveni ndtéru, jeho fixace a obarveni panoptickym barvenim (May-
Griinwald, Giemsa-Romanowski).
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Vyhodnoceni manudlniho diferencidlniho rozpo¢tu v mikroskopu

zacindme vzdy pfehlednym zhodnocenim ndtéru PK pii zvétSeni 200x aZ 400x;

vlastn{ hodnocenf provddime pti zvétSeni 1 000x imerznim objektivem:

1. kvantitativn{ hodnoceni, tj. diferencidln{ rozpocet leukocytl (na 100 element)
(obr. 3.7.);

2. kvalitativn{ hodnocenf morfologickych zmén bunék vSech vyvojovych fad;

zapis vysledkl do laboratorniho informac¢niho systému (viz obr. 3.3.).
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Lab Fe Hemat kalog. kliniky Telefon: 585 853 288 e-mail: hematologie@fnal.cz
HOK FN Qlomouc www.fnol.cz J
I.P. Paviova8 77500 Olomouc OpenLIMS STAPRO 5. 1 o,
Nazev metody Vysledek Jednotky Meze Hodnoceni
KREVNI OBRAZ
Leukocyty 82,55 10080 4,00 - 10,00 1 | i*
Erytrocyty 4,51 10824 3,80 - 5,20 1 1
Hemaoglobin 131 all 120 - 160 *| 1
Hematokrit 0,41 2 0.35-0,47 “l 1
Stf.objem ERY 90,2 fl B82,0-98,0 | “l i
Hemoglobin ERY 29,0 pg 28,0-340 I "l |
Sif. bar. konc.ERY 32,2 g/dl 32,0-380 *1 !
Sife distr. ERY 15,9 o 10,0 -152 I (I I+
Trombocyty . BET 10481 150 - 400 I il I+
Stf.objem tromb. 11.8 fl 7.8-11.0 (I "™
Diferencial z analy wru
Lymfocyty % nelze h. % 20,0 -45,0 ! (I I
Monocyly % nelze h. % 2.0-12,0 (I I
Neutrofily % nelze h % 45,0 - 70,0 ' I
Eozinofily % nelze h. k0 0.0-50 il I
Bazofily % nelze h. % 0,0-20 I 1
Lymfocyty # nelze h. 104g/| 0,80 - 4,00 I I
Monocyty # nelze h. 1008/ 0,08 - 1,20 (I I
Neutrofily # nelze h 10ha 2,00 - 7,00 1 (. I
Eazinofily # nelze h 10°G/1 0.00 - 0,50 i [ I
Basofily # nelze h. 108/t 0,00 - 0,20 1 [ I
Diferencial manuaini
Manualni DIF proveden F
Neutrafilni segment 47 % 47 -70 1 [} I
MNeutrafilni ty& 18 ki 0-4 1 11 I
Eozinofily 1 % 0-5 I I+ I
Bazofily 2 % 0-1 N
Monocyt 1 L 2-10 1 1 I
Lymfocyt 7 %% 20 - 45 *1 [ 1
Neutrof metamyelocyt 5 % 0-0 I [ 1%
Meutrofilni myelocyt 18 % 0-0 | (I | *
Anizocytoza *
Toxicka granulace +
Proved| Dwvofakova
Retikulocyty

Retikulocyty 0,020 ratio 0,005 - 0,025 | I i

Obr. 3.7. - Priklad vystupu z automatického analyzdtoru Sysmex XE-5000 se zdkladnimi parametry KO,
s parametry erytrocytd, trombocytd. PocCet leukocyti na litr krve je u nemocného vyrazné zvySen. Vyraz-
né patologicky diferencidlni rozpocet musel byt vyvhodnocen manudlné. Diferencidlni rozpocet leukocyti
hodnoceny na 100 element( ukdzal prevahu granulocytdrni fady, s vyzrdvajicimi elementy, ale s posunem
k mladsim formam. Jednalo se o nemocného s chronickou myeloidni leukémii,
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3.1.5. Obsluha natérového a barviciho automatu

Nétérovy a barvici automat SP-1000i (obr. 3.8.) zhotovi na zdkladé pfedem definova-
nych podminek standardn{ natér periferni krve. Vyuzivd vysledk naméfenych hemato-
logickym analyzdtorem, napf.hodnotu hematokritu tak, aby nétér periferni krve byl vzdy
optimdlni pro dals$i zpracovdni. Zhotoveny nétér oznaci identifika¢nim cislem, obarvi
panoptickym barvenim a osusi. Tento prepardt je ptipraven k hodnoceni v mikroskopu,
nebo pomoci hematologického analyzdtoru DM96.

L

Obr. 3.8 - Hematologicky analyzétor Sysmex XE-5000 a nédtérovy a barvici automat SP-1000i.

3.1.6. Vyuziti automatu pro diferencialni rozpocet periferni krve

Hematologicky analyzdtor DM96 (obr. 3.9.) hodnot{ natéry periferni krve, zhotovené po-
moci ndtérového a barvictho automatu (viz priklady v Obrazové piiloze, kap. 4.). MiZeme
jej vyuzit i ke skenovdni ndtérd kostni dfené a prepardtd, zhotovenych centrifugact likvoru
a jinych biologickych materiald. V kazetovém systému pomoci mikroskopu probihd skenova-
nf v8ech obarvenych element(i v natéru periferni krve. Naskenované obrazy jsou pomoci de-
finovanych parametrt pfedklasifikované do jednotlivych bunéénych subpopulaci. P¥i vlastnim
hodnoceni je tfeba vSechny naskenované elementy prohlédnout a zafadit, hodnotime také
morfologii leukocytd, erytrocytll a trombocytt. Vysledek je exportovan do laboratorntho in-
formacniho systému. Vyhodou analyzdtoru je i moZnost uchovén{ vSech provedenych analyz
ijejich sdilenf a zasildn{ na jind pracovisté.
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Obr. 3.9. - Hematologicky analyzator DM96 (HOK FN Olomouc).

3.1.7. Schvalovani vysledki a jejich export

Pfed odesldnim vysledk® na jednotlivd oddéleni probéhne vZdy:

kontrola naméfenych hodnot;

srovndni s pfedchézejicimi vySetfenimi daného pacienta;

vyhodnocenfi ziskanych parametr KO;

schvaleni, uvolnéni vysledkd a jejich export na jednotlivd oddélenf (viz obr. 3.3.).

3.2. Praktické alohy seminafe

V rdmci semindfe budou demonstrovény vysledky laboratornich metod a ukézky in-

terpretace vysetfeni na Hemato-onkologické klinice (HOK) a na Ustavu biologie (UB):

Zhotoveni a barveni ndtérd perifern{ krve

Hodnoceni manudinfho diferencidintho rozpoctu v mikroskopu

o piehledné zhodnocenim ndtéru PK pti zvétSeni 200x az 400x

o vlastni hodnocen{ pti zvétSeni 1 000x imerznim objektivem (kvantitativni hodno-
cenf na 100 elementd a kvalitativn{ hodnocen{ morfologickych zmén bunék)

stanoveni poCtu retikulocytl (viz kapitola 4., obr. 4.13.)

Charakteristika vybraného hemato-onkologického onemocnéni (chronickd myeloidni

leukémie) (HOK, UB)
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4. OBRAZOVA PRIiLOHA

Fotogalerie natéru periferni krve a kostni dfené

K focenf byl pouZit fluorescenéni mikroskop Olympus BX51,
s digitdln{ barevnou kamerou DP70 (Ustav biologie LF UP),
pfipadné Hematologicky analyzdtor DM96
(Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc).

Autor fotografii:

A. Lapcikovd, Hemato-onkologickd klinika LF UP Olomouc.
U jednotlivych fotografif je uvedeno ptvodnf zvétsen.
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1000x.

Obr. 4.2. - Ndtér periferni krve pacienta s ndpadnou eliptocytozou. Pozorujeme i rozdilnou velikost
Cervenych krvinek (anizocytézu) a rizné dalsi odchylky tvaru erytrocytd (poikilocytézu). Hematologicky
analyzator DM96, orig. zvétseni 1000x.
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Obr. 4.3. - Néter periferni krve pacienta s mikrocytdrni anémii. Namérend hodnota MCV (stredni-
ho objemu erytrocytii) byla vyrazné sniZena. Hematologicky analyzdtor DM96, orig. zvétseni 1000x.
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Obr. 4.4. - Ndtér periferni krve pacientky s velmi téZkou vrozenou anémii, konkrétné se jednalo
0 pacientku s talasemii major. Pozorujeme ndpadnou anizocytozu, anizochromdzii, tercovité erytrocyty
i riizné tvarové odchylky Cervenych krvinek. Hematologicky analyzdtor DM96, orig. zvétseni 1000x.
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Obr. 4.5. - Hypochromni erytrocyty v ndtéru periferni krve u nemocné s vyrazné snizenou hladinou
hemoglobinu. Hematologicky analyzdtor DM96, orig. zvétseni 1000x.

; ! B9l 200 el
Obr. 4.6. - Ndtér periferni krve nemocného s chronickou lymfatickou leukémit. V krevnim obraze
Je ndpadnd leukocytdza a lymfocytéza. V ndtéru dominuji zralé lymfocyty, velmi casto nachdzime tyto

lymfocyty rozetfené a popisujeme je jako tzv. bunécné (Gumprechtovy) stiny. Hematologicky analyzdtor
DMY6, orig. zvétseni 500x.
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Obr. 4.7. - Obraz ndtéru periferni krve nemocného s esencidlni trombocytémii. Jednd se o typ
myeloproliferativni choroby s postiZzenim myeloidnich rad. V ndtéru periferni krve je vidét zmnozeni
vyzrdvajicich myeloidnich elementi (neutrofilii) a zvidsté vyrazné zmnoZeni rdzné velkych trombocytd.
Hematologicky analyzdtor DM96, orig. zvétseni 500x.

45



o
Obr. 4.8. - Ndteér kostni diené s priméfenym zastoupenim vsech vyzravajicich vyvojovych rad.
Mikroskop Olympus BX51, orig. zvétseni 500x.

i I

Obr. 4.9. - Normdlné bunécny ndtér kostni dfené. Granulopoéza, erytropoéza i megakaryopoéza
jsou zastoupeny primérené. Mikroskop Olympus BX51, orig. zvétseni 500x.
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Obr. 4.10. - Ndtér kostni diené pacienta s chronickou myeloidni leukémii. Pro toto myeloprolifera-
tivni onemocnéni je charakteristickd vyrazné hyperceluldrni kostni dreri, dominuji elementy vyzrdvajici
granulocytdrni rady, pozorujeme vyssi zastoupeni eosinofilnich a basofilnich polynukledrd. Mikroskop
Olympus BX51, orig. zvétseni 500x.
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Obr. 4.11. - Kostni drer pacienta s akutni myeloidni leukémii. V diferencidlnim rozpoctu je vice
nez 20 % blastickych bunék s bohatsi cytoplazmou a vyraznymi jadérky. V nékterych myeloblastech po-
zorujeme jemnou granulaci a také tzv. Auerovy tycky (Sipka), které jsou specifické pro akutni myeloidni
leukémii. Mikroskop Olympus BX51, orig. zvétseni 1000x.

Obr. 4.12. - Kostni diert nemocného s akutni lymfoblastickou leukémil. Je vidét akumulace lymfob-
lastd s dzkym lemem basofilni cytoplazmy. V blastickych burikdch pozorujeme vakuolizaci, jddra rizné
velkych lymfoblasti jsou casto clenéna zdrezy. Mikroskop Olympus BX51, orig. zvétseni 1000x.
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Obr. 4.13. - Prikaz retikulocyti po supravitdlnim barveni periferni krve brilantkresylovou modri. Viast-
ni hodnoceni pri zvétseni 1 000x imerznim objektivem (kvantitativni hodnoceni na 100 bezjadernych
bunék).
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