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UvVOD

Hematologické malignity jsou velice vazna onemocnéni krvetvorby. Lymfomy,
jako nadorova onemocnéni vyskytujici se obvykle v lymfatickych uzlinach, mohou
infiltrovat 1 kostni dfen. Leukémie, oproti lymfomtim, postihuji pfevazné piimo kostni
dren. Vznika maligni klon leukocytl a normalni krvetvorba je potlacena. Mzou vznikat
i anémie z nedostateného mnozstvi erytrocytli a infekéni stavy z divodu snizeni
Imunitniho systému. Po¢et nemocnych s hematologickou malignitou diagnézou piibyva
a hledaji se nové poznatky, které by pomohly pii pochopeni této skupiny onemocnéni.
V soucasné dobé¢ existuje spousta modernich 1ékt, které pomahaji problematiku zvladat.
Pro mnohé pacienty (hlavné s akutni formou leukemie) vSak i nadale zistava jedinou
Sanci transplantace hematopoetickych bunék.

Transplantace hematopoetickych bunék je nahrada patologické krvetvorby
za zdravou hematopoézu. Pii transplantaci se aplikuji bud’ hematopoetické bunky
pacienta (autologni transplantace) anebo zdravého darce (alogenni transplantace).
Dulezitym aspektem uspésnosti transplantace je regenerace hematopoézy, ktera je pred
transplantaci zni¢ena chemoterapii. Posupné se vyvijeji vSechny leukocytarni
subpopulace az do Uplné obnovy vSech slozek imunitniho systému. V rdmci své prace
jsme se zaméfili na sledovani regenerace jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci.

Nejprve jsme se vénovali charakteristice jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci, pfesnéji T-lymfocytim, B-lymfocytim a NK bunkam. V dalsi kapitole
jsou uvedeny hlavni druhy hemato-onkologickych chorob, jejich projevy a diagnostika.
Ke konci teoretické Casti jsme se zabyvali typy odbéru kostni diené€, transplantaci
a potransplanta¢ni stavy pacienta.

V ramci praktické ¢asti jsme se vénovali popisu metodiky, kterou jsme v této
préci pouzivali v¢etné popisu ziskdvani vysledkl. Na konci uvadime ziskané vysledky,
které jsou popsany slovné i graficky. V ramci diskuze jsou prezentovany ziskané

vysledky a jejich nasledné srovnani s dostupnou literaturou

10



TEORETICKA CAST

1 LEUKOCYTY

Leukocyty, neboli bilé krvinky jsou bunky imunitniho systému, které obsahuji

jadro. Diferencuji se z pluripotentni kmenové buniky v kostni dfeni (dale jen DK),

ze které se vyvoj premistuje do sekundédrnich lymfatickych orgént a cilovych tkéni.

V nasem téle dokazi zit n€kolik hodin (granulocyty) az fadu let (pamét'ové lymfocyty).

Jejich mnozstvi cirkulujici v krvi se pohybuje mezi 4 - 10 - 10%/1.

Z pluripotentni kmenové builkky vznikaji 2 linie leukocytt: myeloidni

a lymfoidni. Z myeloidni se vyvijeji monocyty, granulocyty, Zirné bunky, dendritické

buiiky (dale jen DC). B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK (z anglictiny ,,natural killer*)

bunky zastupuji lymfoidni fadu (Penka, Tesafova a kol., 2011). Znazornéni vyvoje

jednotlivych linii je ukdzano na obr. 1.

Obr. 1 Diferenciace leukocyti
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Zdroj: http://slideplayer.cz/slide/1903558/
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1.1 Lymfocyty

Patfi mezi zékladni bunky lymfatické tkan¢, lymfy, krve. V periferni krvi
zabiraji 15 - 40% z celkového poctu leukocytti. S kulatym tvarem, nesegmentovanym
jadrem a lemem kolem cytoplazmy, dosahuji priméru 7 - 12 um. Ty se nasledné d¢li
na 3 zakladni populace: T-lymfocyty, B-lymfocyty, NK buiky. Které se déli na dalsi
subpopulace. (Ferencik, Rovensky, Matha, 2002).

1.1.1 T-lymfocyty

Mezi zékladni buniky ziskané imunity patii T-lymfocyty. Jejich vyvoj
je regulovan cytokiny, transkripénimi faktory i nitrobunéénymi signalnimi molekulami.
Lymfocyty prodé€ldvaji fadu zmén membranové vybavy a pteskupovani genovych
segment vedoucich k vytvofeni funkéniho receptoru T-lymfocyti - TCR.
Preskupovanim genti vznika vysoké variabilita vazebnych mist téchto receptort, ¢imz
je zajisténa specificka imunitni odpoveéd’ na Siroké spektrum antigend. Existuji dva typy
receptort liSici se sloZenim svych fetézci, ze kterych je TCR sloZzen — TCRof a TCRYS.
Prvni z nich je na pfevazné ¢asti T-lymfocyti, proto se budu podrobnéji vénovat vyvoji
této skupiny (Hofejsi, Bartinkova, Brdicka, et al. 2013).

Prekurzory T-lymfocyti vstupuji do thymu jako tzv. pro-thymocyty. Genové
preskupovani zacind nejprve pro TRCP, prob&hne-li GspéSné, na povrchu lymfocytu
se objevi pre-TCR. Poté se d¢j piesune na geny pro TCRa a vznikne definitivni TCR.
V této fazi, kdy thymocyty krom& TCR maji na svém povrchu i koreceptory CD4 a CDS8,
dochéazi k negativni nebo pozitivni selekci. Pfi negativni selekci se eliminuji burky,
které nejsou schopny rozeznat MHC proteiny, tedy buiiky s nefunkénim TCR. Pozitivné
selektovany jsou pouze ty lymfocyty, které rozpoznaji MHC proteiny. Pozdé&ji
si zachovavaji expresi CD4 nebo CD8 a jako zralé T-buiky opoustéji thymus.

(Barttiikova, Hofejsi, Spirek, et al. 2013)
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1.1.1.1 Kvalifikace T-lymfocyta
Podle riznych funkci rozliSujeme rizné subpopulace T-lymfocyta (tab. 1).

Tab. 1 Podskupiny Th-lymfocytu

Populace Subpopulace Diferenciacni antigen
Thl CD4+
Th-lymfocyty Th2 CD4+
Thi7 CD4+
Tc-lymfocyty CD8+
nTreg CD4+, CD25+
Treg-lymfocyty i
iTreg CD4+,CD25-

Zdroj: Bartankova, Paulik, 2011

CD4+ T-lymfocyty

Subpopulace Th-lymfocyti se déli na dvé dalsi subpopulace. Pomahaji
B-lymfocytim (Th2) neboli makrofagim (Thl). Pomocné T-lymfocyty rozeznavaji
antigeny pomoci MHC II. t¥idy (Barttifikové, Brdicka, Spisek et al. 2013).

Th1 buiky chrani organismus pied intracelularnimi parazity, produkuji cytokin
interferon y (INF-y). Ten aktivuje makrofagy, které mohou znicit parazity uvnitt buiky.
Th2 jsou zaméfeny proti extracelularnim mikroorganismiim. Pomoci IL-4, IL-5, IL-6
(interleukin), které vytvareji, stimuluji B-lymfocyty k tvorbé protilatek. Thl a Th2
se produkci cytokinti navzajem ovliviiuji. Interleukin 12 a INF-y podporuji tvorbu Thl,
ale inhibuji Th2. Naopak diky tvorbé IL-4, IL-10 dochazi k stimulaci Th2.

Th17 pomahaji u zanétlivych procest, hlavné diky expresi IL-17 podporujici
zanétlivé reakce imunitniho systému.

Do této skupiny patii také lymfocyty supresorové, znamé jako T-regs. Vyznacuji
se expresi CD4+, CD25+, FoxP-3. V udrZovani imunitni tolerance hraji dalezitou roli

pomoci exprese IL-10, TGF-f (Parham, 2015).

CD8+ T-lymfocyty
Cytotoxické T-lymfocyty ni¢i buiky infikované viry nebo jinymi

intracelularnimi parazity poptipadé maligné transformované buiky.
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Ve zralé cytotoxické bunky se diferencuji po rozpoznani komplexu antigenu s
MHC 1. na povrchu bun¢k prezentujici antigen. Avsak jejich diferenciace je zavisla
na Thl-lymfocytech produkujici IL-2 (Barttiikova, Hofejsi, Spisek et al. 2013).

Efektorové buinky eliminuji rGzné typy bunék pomoci granuli obsahujici
perforiny a grazymy. Perforiny jsou proteiny vytvarejici do cilové bunky diry, kterymi
se dostavaji grazymy dovniti. Ty pomoci své proteolytické aktivity spoustéji apoptozu
a cilova buiika hyne. Bunécnou smrt mohou navodit i pomoci FAS ligandu na svém
povrchu, ktery se navaze na molekulou FAS na cilové bunce (Ferencik, Rovensky,

Shoenfeld, et al. 2005).

1.1.2 B-lymfocyty

Za protiladtkovou imunitni odpovéd’ zodpovidaji B-lymfocyty s typickymi znaky
CD 19, 20. Vznikaji v KD, ale dozradvani pokracuje v sekunddrnich organech po setkani
s antigenem. Pro finalni diferenciaci je zapotiebi vazba antigenu na B cell receptor (dale
jen BCR). Ten je tvoien povrchovym imunoglobulinem a signalizaénimi molekulami.
Povrchovy imunoglobulin rozeznévajici antigeny, se sklada z lehkych a téZkych fetézci.
Jelikoz se vyskytuji rlizné struktury antigentl, je zapotiebi i1 riznorodost BCR. Tomu
je docileno pomoci tzv. preskupovanych V, D, J, C segmenti (Hofejsi, Bartinkova,
Brdicka et al. 2013).

Béhem rekombinace B-lymfocyt projde vyvojovou etapou: pro B-lymfocyt,
pre B-lymfocyt, B-lymfocyt. Vyvoj =zafinda na tézkém fetézci pieskupenim
D, J a pozdéji mezi DJ a V segmenty v pro B-lymfocytu. Produktivni VDJ spojeni vede
k expresi tézkého fetézce, ktery je charakteristickym znakem dalSiho stadia vyvoje
pre-B bunky (Janeway Murphy, Travers et al. 2012). Pieskupovani dale pokracuje
na lehkém fetézci. Nejdiive dochazi k pieskupovani fetézce kappa, neni-li Uspésné,
zacnou se preskupovat geny na fetézci lambda. Po UspéSném preskupeni lehkych
fetézcu se bunka stava nezralym B-lymfocytem, ktery na svém povrchu produkuje IgM.
K dalsimu vyvoji dochazi az po setkani s antigenem. Jako prvni dochazi k somatickym
mutacim, vytvaii se BCR s velikou afinitou a poté k izotypovému ptfesmyku, diky
kterému dochdzi ke zméné tfidy imunoglobulinu (viz nize) (Barttnikova, Hofejsi,

Brdicka et al. 2013).
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1.1.2.1 Imunoglobuliny

Protilatky jsou zdkladni molekuly imunitnitho systému zodpovidajici
za specifickou imunitni odpovéd’. Imunoglobuliny tvoifi dva lehké fetézce ( k, A) a tézké
fetézce (0, v, a, W, €). Jsou spojené disulfidickymi mustky, které udavaji kone¢ny tvar
imunoglobulinu do pismene Y. Konec jedné Casti se oznacuje jako variabilni doména
a slouzi k uchyceni antigenu. Druhy konstantni konec pfichycuje protilatku k povrchu
bunky.

Podle tézkého fetézce a uspoiadani molekuly se imunoglobulinu rozdé€luji
do péti tfid - IgG, IgM, IgA, IgE, IgD. Jejich ulohou je antimikrobialni obrana pomoci
tif mechanismu: neutralizace, opsonizace, aktivace komplementu (tab. 2) (Jilek, 2005).

Neutralizaci blokuji toxiny, které se uvolituji z mikroorganismi nebo brani jejich
pfilnuti na hostitelskou buitku. Pomoci opsonizaéni funkce je oznafeny mikrob
pro fagocyty ¢i Tc-buiiky lépe viditelny, tudiz ho rychleji zlikviduji. Pro aktivaci
se protilatka navaze na povrch buiky, zméni svou konformaci a zaktivuje klasickou

cestu komplementu (Ferencik, Rovensky, Shoenfeld et al. 2005).

Tab. 2 Zakladni charakteristika imunoglobulini

Ti¥ida Lokalizace Funkce
_ o _ ptestup pies placentu, sekundarni
[e]€ sérum, intersticidlni tekutina
odpoveéd
M sérum aktivace komplementu, primarni
g
povrch B - lymfocytt odpoveéd’
IgA sérum, sliny, slzy, mléko ochrana sliznic, opsonizace
IgE sérum, povrch sliznic ochrana proti parazitim
sérum, )
IgD receptor pro antigen
povrch B - lymfocyti

Zdroj: Barttiikova, Brdicka, Spisek, Hotejsi 2013
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1.1.2.2 Protilatkova odpovéd’

Imunitni reakce zalozené na protilatkdch rozdélujeme na nezavislou, zavislou
na T-lymfocytech. Dalsi déleni je na primarni a sekundarni odpovéd’.

Nezavislé mohou byt pouze zralé B-lymfocyty s funkénim BCR. Podnétem
pro diferenciaci B-lymfocytu na plazmatickou bunku jsou lipopolysacharidy
a polymerni bilkoviny. Slouzi jako antigeny vézici se na povrch BCR. AvsSak
nezavislost neni Gplna. B-lymfocyty potiebuji cytokiny, které produkuji T - lymfocyty.

U zavislé reakce B-lymfocyt nemize dozrat bez interakce s Th2-lymfocytem.
B-lymfocyt rozpoznéd antigen, ktery po zpracovani vystavi na svém povrchu pomoci
MHC Il. Pokud Th2-lymfocyt rozezna stejny antigen a produkuje potfebné cytokiny,
po setkani B-lymfocyt vyzrava v plazmatickou buiiku produkujici protilatky. V piipadé
setkani s Th2-lymfocytem, ktery zaznamenal jiny antigen, je potieba cytokinové
stimulace a vazby kostimulaéni molekuly CD40L na receptor CD40 (Sterzl, 2007).

V piipadé, ze se bunka setkala s antigenem poprvé, spusti se primarni
protilatkova odpoveéd’. Aktivuji se B-lymfocyty s nejprve se tvotici IgM a pozdéji IgG
protilatkou. Po skonéeni reakce protilatky zlstavaji v plazmé a tvoti se pamétové bunky,
které mohou byt z obou lymfocytd. Pietrvavaji v lymfatickych organech, a pokud
se opét setkaji se stejnym antigenem, vznika sekundéarni reakce, ktera je mnohem

rychlejsi (Hofejsi, Bartinkova, Brdi¢ka et al 2013).

1.2 NK buiky

Jedna se o granularni lymfocyty patiici mezi mechanismy nespecifické imunity.
Z celkového poctu lymfocytl zastupuji NK buniky v PK 5 - 20%. Na povrchu vSech
NK bungk je charakteristicka exprese hlavni molekuly CD56. U vétSiny téchto bun¢k
nachazime 1 CD16 neboli Fc receptor rozpoznavajici buiikky opsonizované protilatkou.
Mezi aktivatory fadime INFo a B, které produkuji bunky infikované viry (Krejsek,
Kopecky, 2004).

Na povrchu NK bungk je fada aktiva¢nich a inhibi¢nich receptort, ktera zajist'uji
spravnou funkci. Inhibi¢ni receptory rozpoznavaji na povrchu bunék molekuly MHC 1.,
které exprimuji vSechny zdravé bunky. Virem infikované a naddorové bunky maji tuto
expresi snizenou a tudiz se stavaji tercem NK bunck. Hlavni mechanismus u¢inku
je stejny jako v ptipad¢ Tc-lymfocyti popsané v kapitole 1.1.1. Dal$im mechanismem

je cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach. Kdy dochazi k aktivaci NK bunék
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prostfednictvim vazby opsonizaéni protilatky na aktivacni Fc receptor. (Barttnkova,
2013, Sterzl, 2007).
Zvlastnim typem jsou NKT buriky, které maji antigenni receptory NK bun¢k i

T-lymfocytid. Rozeznavaji glykoproteiny v komplexu s CDI1 nikoliv s MHC 1. tiidy
(Ferencik, Rovensky, Matha, 2002).

17



2 HEMATO-ONKOLOGICKA ONEMOCNENI

2.1 Leukémie

Podle rychlosti priabehu a typu bun¢k rozdélujeme onemocnéni na:
e Akutni (leukémie s rychlym pribéhem, ktera bez Casné diagnézy vede k fatdlnim
nasledktim)
- akutni myeloidni leukémie (AML)
- akutni lymfaticka leukémie (ALL)
e  Chronické (pomalu rozvijejici se onemocnéni, s kterym miize pacient zit fadu let
I bez 1é¢by)
- chronickd myeloidni leukémie (CML)
- chronické lymfaticka leukémie (CLL)

2.1.1 Akutni myeloidni leukémie

Rozvoj AML je charakterizovan bujenim myeloblasti utlacujici normalni
krvetvorbu. Vyskytuje se pfevazné u starSich lidi nad 60 let.

Genetické vySetfeni ndm pomdha zatadit pacienty do tii rizikovych podskupin.
Neprizniva AML, kdy pfeziti pacienta je pod 15%. Standardni AML se 45%
pravdépodobnosti a pfiznivdA AML vyznacujici se 60% UspéSnosti. Podle téchto
podskupin a dostupnosti darce krvetvornych bunék se odviji volba 1écebného postupu.
V prvnim kroku je vzdy cilem dosahnout ustupu nemoci pomoci chemoterapie. Podle
stavu a prognézy pacienta mize nasledovat transplantace hematopoetickych bunék

(Vokurka, 2008).

2.1.2 Akutni lymfoblasticka leukémie

Oproti AML potlacuje krvetvorbu narist lymfoblastl, ale pfiznaky se zvlaStné
nelisi. Pribéh onemocnéni se odviji od véku pacienta, kdy u déti je lymfoblasticka
leukémie dobie lécitelna az vylécitelna. Komplikace se objevuji u veéku nad 60 let.

Nizka citlivost a genetické zmény davaji Sanci na dlouhodobé pieziti u 10% pacientii
(Vokurka, 2008).

2.1.3 Chronicka myeloidni leukémie
Geneticky podminénd CML vychazejici z pluripotentni kmenové buiiky, patii
do skupiny myeloproliferativnich onemocnéni. Vznika translokaci mezi chromozomy

¢. 9, 22 (Philadelhia chromosom) (Kacirkova, Vit, 2007).
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Predstavuje 15 - 20% vsech leukémii. MozZnost vyskytu roste s vékem pacienta.
Postizeni byvaji predevsim muzi nad 50 let. Roéné onemocni pfiblizné¢ 1 dospéli
z 100 000 (Faber, 2010). Vétsina piipadu je zjisténa ndhodné pii rutinnim odbéru krve.
Unava, bolesti bficha, sniZzeny vykon patii mezi nejéast&jsi symptomy (Adam, Krejéi,
Vorlicek a kolektiv, 2008). Lécba v podobé podani inhibitorii thyrosinkinaz je velice

G¢inna. Avsak u nékterych pacienttl je nutné stalé uzivani (Stefanek, 2011).

2.1.4 Chronicka lymfaticka leukémie

Je nejcastéjsi onemocnéni krvetvorby s vyskytem u pacientli kolem 65 let. Patii
mezi heterogenni skupinu onemocnéni s nekontrolovatelnym mnozenim lymfocyti.
Muze probihat bud’ pozvolnym zplsobem i bez zahdjeni 1é¢by nebo s vyraznou
Klinickou aktivitou vyzadujici terapii (Faber, 2010).

Rizikovost CLL se odviji od probéhlé nebo neprob¢hlé mutace IgVH gent.
Podskupina obsahujici mutaci IgVH genii se vyznacuje dobrou léCbou a prognoézou,
kterd umoziuje dobu pifezivani 25 let. Naproti CLL bez mutace a pfitomnost dalSich
rizikovych faktor, umoziuje dobu preziti 8 let. Tento fakt je dulezity pfi vybéru
vhodné terapie, kterou obvykle byva chemoterapie. V ojedinélych piipadech
se pristupuje k transplantaci KD (VVokurka, 2008).

2.2 Myelodysplasticky syndrom

MDS nemé poruchu jen v bilé fade¢, ale 1 v Cervené a destickové. V tomto
ptipadé je typickd anémie, leukopenie 1 trombocytopenie. Dal§im projevem nemoci
je deformace tvaru a poskozeni funk¢nosti bun¢k neboli dysplazie. Jelikoz neexistuje
typicky klinicky obraz pro diagn6zu, mize probihat u kazdého pacienta jinak. Postizeny
jsou pievazné opét muzi kolem 65 let.

Zavaznou roli hraje také vysoka rizikovost nemoci, pii které mize MDS piejit
do AML. Proto je dilezita vCasna diagnostika a 1écba pomoci transfuzi, antibiotik
nebo alogennich transplantaci. Presto vSak pacienti castéji umiraji na selhani

KD nez na AML (Adam, Krej¢i, Vorlic¢ek a kolektiv, 2008).

2.3 Mnohocetny myelom
Mnohocetny myelom je nemoc, kterd se mize vyvijet velice pomalu. Rozvoj
muze trvat tydny az mésice. Geneticka porucha plazmatickych bunék zptisobuje jejich

hromadéni v kostech. Mohou tak vznikat poruchy v kostech (zlomeniny)
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a je potlacovana ostatni krvetvorba. Plazmatické bunky produkuji paraprotein, ktery
se uklada v ledvinach a tim dochazi k jejich poskozeni (Vokurka, 2008).

Vékovy median se opét pohybuje kolem 66 let. Vyjimetné se mohou objevit
piipady, u nichZ jsou osoby v dob¢ stanoveni diagnézy mladsi 40 let. I pfes zavedeni
novych 1€kt je délka zivota pacienta kratkd. Myelom se da 1é¢it chemoterapii
a autologni transplantaci, ovSem upln¢ vylécit ho Ize jen v omezenych piipadech (Adam,

Krej¢i, Vorlicek a kolektiv, 2008).

20



3 TRANSPLANTACE HEMATOPOETICKYCH BUNEK

Transplantace hematopoetickych bunék je 1écebnd procedura, nahrazujici
poskozenou krvetvorbu pacienta za zdravou tkan od dérce. Ti jsou nejprve hledani

Vv ptibuzenském okruhu nemocného.

3.1 Typy transplantaci

Podle puvodu bunék délime transplantace na dva typy:

1 Autologni transplantace pouziva vlastni krvetvorné buiky odebrané ve stadiu
remise nebo pfed zahajenim chemoterapie. Béhem 1écby chemoterapii
je nenavratné poskozena kostni dien. Proto se po ukonceni podava odebrany §tép,
ktery obnovi tvorbu bunék. Jelikoz jde o bunky pacienta, neni nutné
po transplantaci uzivat imunosupresiva potlacujici imunitu.

2 U alogenni transplantace se vyuzivaji bunky ziskané od zdravého darce. Tyto
transplantace rozdélujeme na:

a) Ptibuzenské - sourozenci, rodi¢e. Nejvétsi pravdépodobnost, ze znaky MHC

I. a IL. tfidy budou totozné, je u identickych sourozencl.. Vzacné se syngenni
transplantace provadi u jednovajeénych dvojcat.

b) Nepiibuzenské - darce nalezeny prostiednictvim mezinarodniho registru.

U jinych ptibuznych a neptibuznych s jednou neshodou.

Vzhledem k tomu, ze transplantujeme buiiky imunitniho systému, je nutné aby
byly buiiky piijemce co nejvice totozné s buitkami darcovskymi. NejduleZitéjsi je shoda
v MHC znacich leukocytl, kdy idealni darce ma vSechny antigeny stejné s pacientem.
Cim je vétsi neshoda v MHC znacich, tim se zvysuje pravdépodobnost, Ze buiiky darce
zareaguji na télo pfijemce a projevi se zavaznd komplikace transplantace
hematopoetickych bunék — reakce Sté€pu proti hostiteli.

Alogenni transplantace probihaji nejcastéji s darci, které maji MHC shodu
10/10 popt. 9/10 (tj. 10 resp. 9 MHC znaku je shodnych). V ojedinélych ptipadech
se pristupuje k tzv. haploidentické transplantaci, kdy je shoda 5/10. V téchto ptipadech

jde nejéastéji o transplantace mezi détmi a rodici (Krej¢i, Mayer, 2016).

3.2 Odbér a typy transplantovaného materialu
V dnes$ni dobé jsou nejcastéjSim zdrojem hematopoetickych bunék periferni

kmenové bunky, v mensi mife kostni dien a pupecnikova krev.
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Odbér perifernich kmenovych bunck probihd po stimulaci ristovym faktorem
pro granulocyty a makrofdgy (GM-CSF). Vyplavené hematopoetické bunky jsou
sbirany leukocytaferézou. Tato metoda je dnes zcela standardni a provadéna
bez dlouhodobé hospitalizace a narkézy. Krev je odebirana v rozmezi 200 - 300ml
do citratové antikoagulace, kdy produktem je leukocytarni koncentrat obsahujici
hematopoetické buiiky. Tento typ odbéru se vyuzivda u autolognich i alogennich
transplantaci. Jelikoz mnozstvi erytrocytl je v kone¢ném produktu minimalni. Zminény
postup se da pouzit i v ptipad¢ neshody krevnich skupin.

Kostni dient patfi mezi historicky star§i zdroje hematopoetickych bunék.
Celkovy objem darované diené je obvykle 1000 - 1500ml. Doba hospitalizace trva
3 dny, je spojovana s bolestmi v misté v pichu a 8 tydenni regeneraci KD darce. Odbér
se provadi pod narkézou, kdy je pomoci jehly odebran vzorek z lopatky kosti kycelni.
Poslednim zdrojem je pupecnikova krev. Ta se vSak vyuziva v ojedinélych situacich.
Z pravidla tehdy, nepodafilo-li se najit vhodného alogenniho darce u pediatrickych

pacienti (Cetkovsky, Mayer, Stary et al. 2016).

3.3 Alogenni transplantace a post-transplanta¢ni komplikace

Osetiujici 1ékar pied transplantaci zhodnoti rizika a faktory ovlivitujici ispéSnost
transplantace. Mezi hlavni kritéria patii vek, celkovy zdravotni stav pacienta a prognoza.
Cim vys§i kalendaini vék, tim stoupa riziko potransplanta¢nich komplikaci. Vékova
hranice pro transplantace je obvykle 65 let, ale je mozné provadét az do véku 70, pokud
je celkovy klinicky stav dobry (Zavadova et al. 2015).

Pted vlastni transplantaci nejprve nemocny podstoupi pfedtransplantacni rezim.
V této fazi je pacient vystaven vysokému riziku infekci. Protoze neefektni krvetvorba
pomoci cytostatik nebo chemoterapie se zni¢i, aby se uvolnilo misto pro novou
krvetvorbu. Ta vSak musi obsahovat nejvice shodné znaky na leukocytech, jinak
by mohlo dojit k zavazné reakci §tépu proti hostiteli.

Ke snaze zabranit t€émto komplikacim, jsou poddvany imunosupresiva, které
tlumi imunitni systém. Samotny proces pak probihd podobn¢ jako transfiize. Po Zilnim
podéni si krvetvorné builkky samy najdou misto v KD, usidli se a postupna obnova
ptichazi do 2 - 3 tydnil (Krej¢i, Mayer, 2016).

I pres sebelepsi vybér déarce se jednd o dlouhotrvajici 1écbu s vétsi

pravdépodobnosti uzdraveni u déti. Je zde 1 riziko navratu choroby, které zalezi
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na druhu onemocnéni a typu zakroku. U autolognich transplantaci je riziko dvakrat vétsi
nez u alogennich.

Komplikace spojené s transplantaci se nemusi tykat pouze relapsu choroby.
Mohou se objevit nasledky po probéhlé chemoterapii - neplodnost, porucha funkce
Stitné zlazy, infekce (Ml¢och, 2009).

3.4 Obnova krvetvorby

Pomaly nartst krvinek poukazuje na ptihojeni $tépu a uspesSnost transplantace.
Vysetieni krevniho obrazu (déle jen KO) umozni pozorovat tento d¢j, trvajici i mésice
az roky. Rychlejsi rekonstrukce krvetvorby se vyskytuje u autolognich transplantaci
(larocci, 2017).

Jelikoz po transplantaci nastupuje krvetvorny utlum, pacient podle poticby
dostava transfiize erytrocytl, trombokoncentrati. Podanim ruastovych faktort
se da urychlit mnozeni bunék. Erytropoetin podporuje rust ¢ervenych krvinek, G-CSF
zase rust granulocytl. Den kdy se objevi neutrofilni granulocyty, se oznacuje jako
pfihojeni. Tvorba krevnich desticek je oproti lymfocytim opozdéna. I ptes objeveni
neutrofilnich granulocytl je tu stdle moznost infekci nebo krvaceni a to do té doby,

neZ vznikne dostateéné mnozstvi krvinek (Svojgrova, Koza, Hamplova, 2006).
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PRAKTICKA CAST

4 CIL
Cil mé bakalarské prace je zjistit, jak probihd regenerace lymfocytarnich

subpopulaci po alogenni transplantaci kostni diené.

5 HYPOTEZA

Pti sledovani krevniho obrazu Ize zjistit, ze se z populace leukocytl regeneruji
jako posledni lymfocyty. Piedpokladd se, ze vramci lymfocytarnich subpopulaci
se budou nejdiive regenerovat lymfocyty zodpovédné za imunitni odpoveéd

zprostiedkovanou buitkami a az nasledné bunky zodpovédné za produkci protilatek.

6 METODIKA VYZKUMU

K méfeni zékladni lymfocytdrni subpopulace v periferni krvi je vyuZzivéna
pritokova cytometrie. Tento postup je standardni metodou sledovani regenerace
hematopoézy na Hematoonkologickém oddéleni FN Plzen. Pouziti dat v této praci

je se schvalenim FN Plzen.
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6.1 STANOVENI LYMFOCYTARNICH SUBPOPULACI

Stanoveni zastoupeni subpopulaci lymfocytl v periferni krvi, slouzi pro zakladni
posouzeni obnovy krvetvorby a stavu bunéfné imunity. Prvni hodnoceni probiha

v okamziku, kdy hodnota leukocytdl presahne 1 x 10%I. Nasledné stanoveni probiha

v intervalech 7 - 10dni.

6.1.1 Princip

Na pratokovém cytometru se stanovuje diferencidlni rozpocet leukocytl

a procentualni zastoupeni

procentualni zastoupeni a absolutni poéty subpopulaci lymfocytii (bb. x 10%1 = bb./u ).

6.1.2 Reagencie a material

e monoklonalni protilatky:

lymfocytarnich subpopulaci.

CD45 Krome Orange, Beckman Coulter, Kat. ¢. B36294
CD19 PECy7, Beckman Coulter, Kat. ¢. IM3628

CD3 FITC+CD16/56PE — Exbio, Kat. ¢. ED7054

CD4 Pacific Blue — Beckman Coulter, Kat. ¢. B49197
CD8 PerCP — Exbio, Kat. ¢. PC-207-T100

e lyzacni roztok — amonium chlorid

e zkumavky 12 x 75mm — BD Bioscience

e mikropipety —1 - 10ul, 1 - 50ul, 100 - 1000ul; $picky

6.1.3 Postup

1  Piipravime si Cistou zkumavku - do

které ptepipetujeme 50ul krve pacienta

a ptidame 2pul monoklonalnich protilatek (tab. 3).

Tab. 3 Panel pouZivanych monoklonalnich protilatek

Kombinace protilatek

Analyza

CD45 KO

CD19 PECy7
CD3 FITC

CD16 + CD56 PE
CD4 pPB

CD8 PerCP

gate z CD45/SS na lymfocyty
analyza B-lymfocyt (CD19+)
T-lymfocytd (CD3+),

NK bun¢k (CD3negCD16+56poz)
Th-lymfocytti (CD3+CD4)
Tc-lymfocyta (CD3+CD8)

Zdroj: Hemato-onkologicka laboratot FN Plzen

25

Vysledkem méfeni jsou




Inkubujeme 15 minut ve tmé. Protilatka znaCena fluorescenci se mezitim navéaze
na protein.

Po inkubaci ptfiddme 500ul lyzacniho roztoku, pro hemolyzu erytrocyta.
Inkubujeme 15 minut ve tm¢ a méfime pomoci pritokového cytometru Navios,
analyzu provadime v software Kaluza. Poté pocitame procentudlni zastoupeni
jednotlivych subpopulaci na kvantitativni hodnoty (k tomu pouzijeme hodnoty

krevniho obrazu z Ustavu klinické biochemie a hematologie FN Plzeit).

Absolutni zastoupeni lymfocytii:

procento CD3 3
lymfocyty (bunék/pl) = x hodnota WBC x 10°/ul

100

Absolutni pocet jednotlivych subpopulaci vypocitame:

procento CD3
CD3 (bunék/pl) = 00 x absolutni pocet lymfocyta
1

procento CD19
CD19 (bunék/ul) = x absolutni pocet lymfocytl

100

procento CD3+CD4+

CD4 (bunék/pl) = x absolutni pocet lymfocyta
100
procento CD3+CD8+
CD8 (bungk/pl) = X absolutni pocet lymfocytl
100

procento CD16/56+
CD16/56 (buné¢k/pl) = x absolutni pocet lymfocyti
100

6.2 Gatovaci strategie

Softwarovy program Kaluza umoziiuje analyzovat snadno a rychle miliony

bunék. Pomoci charakteristickych znakl pro dané populace miizeme zagatovat v daném

Dot Plotu sledované lymfocyty - postup je zndzornén v nasledujicim schématu

(Obr. 2,3,4,5,6,7).
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Obr. 2 Rozdéleni bunék podle exprese CD45 a granularity (SSC) na zakladni
populace (monocyty, granulocyty, lymfocyty)
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Obr. 3 Vybér lymfocyti pomoci znaku CD45, ktery je pro né typicky.
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Obr. 4 Stanoveni procentualniho zastoupeni T-lymfocyti pomoci znaku CD3.
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Obr. 5 Procentualni zastoupeni B-lymfocyti stanovenych znakem CD19
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Obr. 6 Gatovani Th-lymfocyti pomoci znaki CD3 a CD4.
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Obr. 7 Gatovani Tc-lymfocyti pomoci znaku CD3, CD8.
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Obr. 8 Gatovani NK bunék pomoci znaku CD3, CD16 + 56.
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6.3 Statistické hodnoceni

Statistika byla provedena ve spolupraci s Bc. Martinem Lebou z Katedry
kybernetiky ZCU. Pro vyhodnoceni dat byl zvolen Mann-Whitneyiv test (= Wilcoxon
rank sum test), ktery porovnaval rozdily mezi mediany jednotlivych méfeni na hladiné

vyznamnosti 5%. Zpracovani dat probihalo v programu MATLAB.

Nulova hypotéza (h) = priméry jsou stejné
h = 0 = stejné mediany,

h=1 =rozdilné mediany
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7 VYSLEDKY

Celkem bylo sledovano 17 pacientii po alogenni transplantaci kostni dfené.
U vSech pacientll bylo méfeno zastoupeni lymfocytd a jednotlivych lymfocytarnich
subpopulaci. Vyvoj jednotlivych subpopulaci byl sledovan u ¢tyfech po sobé jdoucich
vysetienich.

Jednotlivé procentualni zastoupeni i1 kvantita bunék mezi pacienty byly
jizod prvniho nabéru s variabilnim rozdilem. Doslo tudiz k velkému rozptylu
sledovanych parametrt pii statistickém hodnoceni, zpisobenou variabilitou
jednotlivych pacientd. Proto jsme hodnotili procentudlni zménu u jednotlivych pacientt,
tj. prvni hodnotu jsme oznacili jako 100% a u nésledujicich hodnot jsme spocitali, kolik
procent tvofi z ptivodni hodnoty. Viz. priloha ¢. 1 - 12. Z téchto hodnot pak bylo
nasledné provadéno statistické vyhodnoceni. Viz ptiloha €. 13.

V porovnanim s prvnim méfenim bylo zjisténo, ze kromé CD3 + CD4 +
(Th-lymfocytt) doSlo u vSech sledovanych populaci k narstu koncentrace bungk.
Tyto zmény odpovidaly celkové regeneraci leukocytd. Pti sledovani procentualni
zastoupeni jednotlivych subpopulaci jsme zachytili trend poukazujici na zvySeni slozek
bunééné imunity (NK bunky, Tc-lymfocyty) a pokles slozek protilatkové imunity
(B-lymfocyty). Jednotlivé populace popisujeme V nasledujicich kapitolach.

Tab. 4 Procentualni zastoupeni jednotlivych populaci

% % % % %

znak Méfeni1 | Méfeni2 | MéFenil | Méieni 1

fyziologicka

(median) (median) (median) (median)
Lymfocyty 15-40 7 4 5 9
CD3 58 -85 67 61 62 70
CD3+CD4 27 - 64 16 9 9 10
CD3+CD8 19 - 48 39 38 32 55
CD19 7-23 3 3 2 2
CD16+56 5-34 16 30 23 25
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7.1 Lymfocyty

Pti sledovani procentudlniho zastoupeni vykazovaly hodnoty pokles oproti
prvnimu méfeni ve druhém a tfetim méfeni a to s medianem 63% u druhého a 71%
u tfettho. V poslednim stanoveni jiz doSlo k regeneraci lymfocyti a k jejich zvyseni
na 115% ptvodni hodnoty. Pti kvantifikaci bun¢k na pl krve byl nejprve zachycen
nariist na 126% oproti prvnimu meéfeni, poté nésledoval pokles na piivodni hodnotu
nasledovan opétovnym nartistem na 154% vychozi hodnoty. V nasledujicich grafech
jsou zobrazena procentualni (graf 1) a kvantitativni zastoupeni lymfocyti (graf 2).

Zadné rozdily nebyly statisticky signifikantni.

Graf 1 Procentualni zastoupeni lymfocytu
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Graf 2 Kvantitativni zastoupeni lymfocyti
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7.2 T-lymfocyty

Trend u T-lymfocytd se podobal trendu u celkovych lymfocytd, i kdyz v ramci
procentudlniho zastoupeni nedoslo k dosazeni resp. pievySeni prvni hodnoty meéfeni.
Hodnoty tvorily 86% (druhé méteni), 88% (tfeti méfeni) a 97% (teti méteni) z ptivodni
hodnoty (graf 3). Pti kvantitativnim méieni dochazelo postupné k zvySovani zastoupeni
T-lymfocytii a to konkrétné na 111% (druhé méfeni), 124% (druhé méfeni) a 143%
(téeti méfeni) z ptivodni hodnoty (graf 4). Zadné rozdily nebyly statisticky signifikantni.

Graf 3 Procentualni zastoupeni T- lymfocyta
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Graf 4 Kvantitativni zastoupeni T-lymfocyti
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7.3 Th-lymfocyty

U procentualniho zastoupeni Th-lymfocyti dochédzelo k postupnému poklesu
hodnot na 82%, 65% az 56% z ptivodni hodnoty (graf 5). Pokles byl také zaznamendm
u kvantitativniho zastoupeni, kde vSak hodnoty zacaly klesat az od tfettho méfeni
na91% a u c¢tvrteho dosahovaly 89% z plvodni hodnoty. Mezi prvnim a druhych
méfenim byl rozdil pouze 2% (graf 6). Zadné rozdily nebyly statisticky signifikantni.

Graf 5 Procentualni zastoupeni Th - lymfocytu
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7.4 Tc-lymfocyty

CD8+ T-lymfocyty kopirovaly trend zachyceny u lymfocyt. U procentualniho
zastoupeni nejprve doslo u druhé a tfetiho méfeni k poklesu hodnot na 91% resp.96%,
u ¢tvrtého méteni jiz hodnoty dosahovaly 132% z vychoziho prvniho méfeni (graf 7).
Kvantita bunék postupné rostla a to na 110% (druhé méfenti), 127% (tfeti méteni) a 171%
(étvrté méfeni) zpivodni koncentrace (graf 8.) Zadné rozdily nebyly statisticky

signifikantni.
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Graf 8 Kvantitativni zastoupeni Tc - lymfocyti
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7.5 B-lymfocyty

U B-lymfocyti byl zachycen opaény trend jako u T-lymfocyti. V druhém
meéfeni doSlo vramci procentudlniho zastoupeni k mirnému narGstu na 114%,
nasledoval pokles na 67% (tieti méfeni) az 61% (Ctvrté méfeni). Oproti tomu
Vv kvantitativnim stanoveni tento trend nebyl zachycen a u vSech méteni doslo k nartstu
proti prvnimu stanoveni a to na 153% (druhé méteni), 114% (tfeti méfeni) a 200%
(¢tvrté méfeni). Zastoupeni B-lymfocytl vSak bylo velmi nizké a tak tyto trendy mohou

byt zkresleny chybou malych ¢isel. Zadné rozdily nebyly statisticky signifikantni.

Graf 9 Procentualni zastoupeni B - lymfocyti
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7.6 NK bunky

V populaci NK bunc¢k byly zachyceny nejvétsi zmény. U procentudlniho
zastoupeni doslo k vyraznému zvySeni na 181% (druhé méteni) a az na 200% (tfeti
méteni) z pavodni hodnoty. Nésledné¢ hodnoty mirné poklesly, ale stale byly vyssi
nez hodnoty z prvniho stanoveni, ve kterém byl median 145%. U kvantitativniho
zastoupeni dosahly hodnoty béhem druhého méteni na 262% plivodni hodnoty a poté
mirné klesaly na 214% resp. 211% (tfeti resp. ¢tvrté méfeni). Ani zde nebyly rozdily
statisticky signifikantni.

Graf 11 Procentualni zastoupeni NK bunék
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8 DISKUZE

Cilem této bakalatské prace bylo zjistit, jak probiha regenerace lymfocytarnich
subpopulaci po alogenni transplantaci kostni diené. Zabyvali jsme se domnénkou, kterd
predpokladd nejdiive regeneraci u lymfocyti zodpovédnych za bunéfnou imunitu
(cytotoxické T-lymfocyty a NK buiiky) a az pozdé&ji za protilatkovou (B-lymfocyty).
Pro toto sledovani jsme pouzili pritokovou cytometrii, pomoci které jsme stanovili
lymfocyty a jejich subpopulace ve ¢tyfech po sobé jdoucich nabérech.

Je znamo, Ze po transplantaci hematopoetickych bunék jako prvni regeneruji
granulocyty a az jako posledni lymfocyty a jejich jednotlivé subpopulace (Ogonek,
Kralj Juric, Ghimire et al. 2016). V nasi studii jsme zaznamenali ve vS§ech méfenich
snizené zastoupeni lymfocytid oproti standardnim fyziologickym hodnotam. Nejnizsi
zastoupeni  vykazovaly B-lymfocyty, kter¢é byly po celou dobu znaéné
pod fyziologickym rozmezim a jejichz standardni dobou regenerace je zhruba 1- 2 roky
(Park, Park, Jang et al. 2015, (Marie-Cardine et al. 2008). Nejrychleji po transplantaci
z lymfocyti regeneruji NK bunky, jejichz hodnoty jsou po transplantaci v prvnich
mésicich vyssi. (Williams, Gress, 2008). V naSem souboru se pohybovaly na horni
hranici fyziologickych rozmezi, stejné jako cytotoxické T-lymfocyty. Oproti tomu
pomocné Th-lymfocyty byly po celou dobu monitorace pod fyziologickym rozmezim,
coz odpovida vysledkim jinych zahrani¢nich studii (Seggewiss, Einsele, 2010).

B-lymfocyty se objevuji nejpomaleji (Marie-Cardine et al. 2008).
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ZAVER

Tato bakaléiska prace s ndzvem "Sledovani populaci T, B, NK bun¢k u pacientti
s hemato-onkologickym onemocnénim" se ¢leni na teoretickou a praktickou ¢ast.

Méli jsem za cil zjistit jak probihd regenerace lymfocyti a lymfocytarnich
subpopulaci po transplantaci hematopoetickych bun¢k.

Vysledkem je potvrzeni nasi hypotézy, ze nejdiive se regeneruji elementy
bunkami  zprostfedkované imunity NK bunky a Tc-lymfocyty a B-lymfocyty, které
zodpovidaji za protilatkovou odpovéd’ se regenerovali az jako posledni. Jelikoz jsme
sledovali jen 17 pacienti a mezi jednotlivymi pacienty je zna¢na variabilita, vysledky
nasi prace nebyly statisticky prikazné a je nutné dal$i monitorovani u vétsSiho souboru

pacientd.
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SEZNAM ZKRATEK

AML - akutni myeloidni leukémie (acute myelogenous leukemia)
ALL - akutni lymfaticka leukémie (acute lymphocytic leukemia)

BCR - B-bunéény receptor (B-cell receptor)

CML - chronicka myeloidni leukémie (chronic myelogenous leukemia)
CLL - chronicka lymfaticka leukémie (chronic lymphocytic leukemia)
CD - diferenciac¢ni antigen (cluster of differentiation)

DC - dendritické bunky (dendritic cells)

G-csf - rastovy hormon pro granulocytarni fadu leukocytu

Ig - imunoglobulin

IL - interleukin

INF - interferon

KD - kostni dien

KO - krevni obraz

MHC - hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
MDS - myelodysplasticky syndrom

NK - pfirozeni zabijeci (natural killer)

NKT - NK T-lymfocyt (natural killer T-cell)

PK - periferni krev

Tc-lymfocyt - cytotoxicky T-lymfocyt (cytotoxic T-cell)

TCR - T-bunéény receptor pro antigen (T-cell receptor)

Th-lymfocyt - pomocny T-lymfocyt (helper T-cell)

T-reg - regulaéni T-lymfocyt



SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Podskupiny Th — IymfoCytll ......cccooiiiiiiieieie e 13
Tab. 2 Zakladni charakteristika imunoglobulinl..............cccooeiiiiiiiiiiices 15
Tab. 3 Panel pouzivanych monoklondlnich protilatek............ccccevviiiiiiniiiiniiiiciiinns 25

Tab. 4 Procentualni zastoupeni jednotlivych populaci ........cccccocvvviiiiiiiiniiiin e 31



SEZNAM GRAFU

Graf 1 Procentualni zastoupeni LymfoCYtl .........ccooeiiiiiiiiiiiiece s 32
Graf 2 Kvantitativni zastoupeni Llymfocytll .........cooviiiiiiiiiiiiiccee s 32
Graf 3 Procentudlni zastoupeni T- lymfOCYtl......c.covvvviiiiiiiiiiiiiiie e 33
Graf 4 Kvantitativni zastoupeni T-1ymfoCytl.......cccovvveiiiiiiiieiicieceese e 33
Graf 5 Procentudlni zastoupeni Th - lymfocytl..........ccooveiiiiiiiiiiiiecs 34
Graf 6 Kvantitativni zastoupeni Th - lymfocytl.........cccoovviiiiiiiiiiiiees 34
Graf 7 Procentudlni zastoupeni Tc - lymfoCytl........cocvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 35
Graf 8 Kvantitativni zastoupeni Tc - lymfoCytl.......ccccovviiiiiiiniiiiiii e 35
Graf 9 Procentudlni zastoupeni B - Llymfocytll .........ccoeiviiiiiiiiiiiiceee s 36
Graf 10 Kvantitativni zastoupeni B - lymfocytll ........cccooveviiiiiiiiiiiciecen 36
Graf 11 Procentudlni zastoupeni NK bun€k ........cccoccoiiiiiiiiiiiiie e 37

Graf 12 Kvantitativni zastoupeni NK bunék ...........cccoooviieiiiiiiie e 37



SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1 Diferenciace leUKOCYL .....ccvviviiiiriiiiiiieieee e 11
Obr. 2 Rozd¢leni bun¢k podle exprese CD45 a granularity (SSC) na zakladni populace
(monocyty, granulocyty, IYMTOCYLY) .....ccoeiveiiiieiiece e 27
Obr. 3 Vybér lymfocyti pomoci znaku CD45, ktery je pro né typicky. .....ccoovvvvveiiinnnne 27
Obr. 4 Stanoveni procentudlniho zastoupeni T-lymfocytl pomoci znaku CD3........... 28
Obr. 5 Procentudlni zastoupeni B-lymfocytl stanovenych znakem CDI109 .................. 28
Obr. 6 Gatovani Th-lymfocytlh pomoci znakli CD3 a CDA4. ......cccevvvveiiiiiiiiie e 29
Obr. 7 Gatovani Tc-lymfocyti pomoci znakti CD3, CDS8..........ccccvviiiiiiiiiiiniiee s 29

Obr. 8 Gatovani NK bunék pomoci znakti CD3, CD16 + 56. ......ccccevviiiiiinieiiiienn, 30



SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1 Procentudlni zastoupeni lymfocyta
Ptiloha 2 Zastoupeni lymfocytd v bb/ul

Ptiloha 3 Procentudlni zastoupeni T - lymfocyti
Ptiloha 4 Zastoupeni T - lymfocytii v bb/ul
Ptiloha 5 Procentudlni zastoupeni Th - lymfocyti
Ptiloha 6 Zastoupeni Th - lymfocytt v bb/ul
Ptiloha 7 Procentudlni zastoupeni Tc - lymfocyta
Ptiloha 8 Zastoupeni Tc - lymfocytii v bb/ul
Ptiloha 9 Procentudlni zastoupeni B - lymfocyti
Ptiloha 10 Zastoupeni B - lymfocyt v bb/ul
Ptiloha 11 Procentualni zastoupeni NK bunék
Ptiloha 12 Zastoupeni NK bunék v bb/ul

Ptiloha 13 Statistické zpracovani



PRILOHY

Ptiloha 1 Procentudlni zastoupeni lymfocyta
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Ptiloha 2 Zastoupeni lymfocytd v bb/ul
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Ptiloha 3 Procentudlni zastoupeni T - lymfocytl

% [p1 [p2 [p3 [p4 [ps [pe [p7 [P8 [P9 [p10 P11 [P12 [P13 [P14 [P15 [P16 [P17 [median
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Ptiloha 6 Zastoupeni Th - lymfocytt v bb/ul
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Ptiloha 7 Procentudlni zastoupeni Tc - lymfocyta
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3| 45,9] 31,6| 30,1] 20,6 61,4 19,2| 61,8] 73,3| 30,6] 25| 189| 16,1] 17,8 51,1] 60,6 63,3] 359 31,64
4] 59,4 48,8] 22,6] 22| 62,5] 38,8 74,1] 67,1] 45,5] 24,9] 7,98] 19,5| 54,8] 58,1 68,7] 74,6 61,4] 54,78

Ptiloha 8 Zastoupeni Tc - lymfocyti v bb/ul

bb/ullp1 [P2 [P3 [P4 [ps [p6 [P7 [P8 [P9 [P10 [P11 [P12 [P13 [P14 [P15 [P16 [P17 |median
1| 321] 41 230 69] 68 81 643 39| 59] 97| 55 80| 1323] 165 115| 47| 41 80
2| 360] 24| 314] 119] 268] 97| 350| 511] 58] 114] 7| 1071372 39| 126] 44| 39] 114
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Ptiloha 9 Procentudlni zastoupeni B - lymfocyti

% [p1 |2 [p3 [p4a [ps [p6e [p7 [P8 [P9 [P10 [P11 P12 P13 P14 [P15 [P16 [P17 |median
1] 492| 0,26 7,28 2,75 7,66 1,42 0,39] 1,12] 0,15| 3,7| 0,21] 5,98| 6,64 3,71| 3,15 11,2] 29[ 3,15
2| 28] 0,25] 2,13 3,02 3,94 1,22 2,18 0,28] 1,24] 7,83] 0,79 6,79] 9,2 4,63 4,84 8,06 8,47] 3,02
3] 5,77 1,61] 1,73] 2,08 3,91 0,95 1,69] 04| 0,77] 57| 0,554| 3,37] 0,25| 01| 1,37 4,35 6,29] 1,69
4] 5,16] 1,43] 1,51] 1,69] 3,79 0,76 0,53] 4,47| 0,75 12,5 0,41] 3,03] 3,24] 1,44] 0,38 2,86 3,15] 1,69

Ptiloha 10 Zastoupeni B - lymfocyti v bb/ul

bb/ullpr [P2 [P3 [P4 [ps [P [P7 [P8 P9 [P10 [P11 [P12 [P13 [P14 [P15 [P16 [P17 [median
11492 1] s4 9 13 s| 3 3] 1] 10 af 15| 131] 14 7] 10| 3[ 7
2 28 1] 28] 17| 25| 5| 23] 3] 3] 22| 1] 37| 200 4] 14 9o 9o 9
3[577] 5| 26| 7| 46| 5| 7| e[ 2] 8| o 15| 2 5| 8 5| 9o 6
4516 2] 2511 6| 34| 10 7] s6] 2] 22 o 14 29 7| 5| 5| 14 7

Ptiloha 11 Procentudlni zastoupeni NK bunék

% |1 [p2 [p3 [pa [ps [pe [p7 [P8 [P9 [p10 P11 [P12 [P13 [P14 [P15 [P16 [P17 |median
1| 96| 25,7 21,4 15,5 24,9 62,9] 563] 59,7| 585| 6,27] 39,9 26| 9,3] 8,06| 13,6] 9,13] 13,4] 1551
2| 14,1] 52,7] 31,6] 29,6] 22,9( 65,1| 26,9] 37,9] 52,1] 29,7| 77,8 49,6] 12,9] 19,4] 24,7| 32,6| 13,4] 29,72
3| 19,3] 53,2] 32,2| 33,9] 14,5] 68,5 15,9 17,4 9,48] 28| 68,6] 56,6| 60,2| 20,5] 23,4 18,1] 233[ 23,44
4| 17,3 43,5 24,7] 26,2] 16,2] 51,9] 7,76 23,5 32,9] 26,2] 86,6] 58| 26,1] 16,7] 19,8] 13,2] 12,2[ 24,65

Ptiloha 12 Zastoupeni NK bun¢k v bb/ul

bb/ullpr [P2 [P3 [P4 [ps [p6 [p7 P8 [p9 [P10 [P11 [P12 [P13 [P14 [P15 [P16 [P17 [median
1| 96| 42| 158] 51| 43 213| 47| 146] 181] 17| 47] 65| 184] 30| 31 8 10 47
2| 14,1] 146| 414] 163| 145] 291| 281] 417| 52,1] 85| 57| 269 281 16| 72| 35| 14] 145
3[ 193] 181] 483| 109| 171] 368] 69| 270] 29| 382| 44| 249| 390| 30[ 141] 20| 33[ 141
4| 17,3] 74 288] 94| 147] 675 99| 296] 93] 46| 79| 265| 236] 81 236] 21| 4] o4




Ptiloha 13 Statistické zpracovani

Lymfo CcD3 CD3+CD4
porovnavana méfeni:|  1vs2 1vs3 Tvsd 1vs2 1vs3 1vsd 1vs2 1vs3 Tvsd

h 0 0| 0| 0 0 0| 0| 0 0

% zastoupeni p-value 0,352384| 0,654322( 0,408438| 0,121151( 0,168283 1] 0,408438| 0,168283| 0,098272

median 1.méfeni 6,72 6,72 6,72 67,09 67,00 67,00 15,75 15,75 15,75

median porovnavaného méfeni 3,94 5,46 8,97 60,71 61,64 70,31 9,09 9,35 10,06

h ] 0 0| 0| 1] 0 0 ] 0|

bb/ul p-value 0,389189| 0,782895( 0,062892| 0,654297( 0,428243| 0,065348| 0,972517| 0,83625| 0,94508

median 1.méfeni 266 266 266 162 162 162 40 40 40|

median porovnavaného méfeni A47 311 485 195 159 395 26 35 45

Ptiloha 13 (pokracovani) Statistické zpracovani
CD3+CD8 cD19 NK
1vs2 1vs3 dvsd Avs2 1vs3 1vsd 1vs2 1vs3 dvsd
0 0 0| 0 0| 0| 1 0 0
0,352384| 0,704778| 0,228001| 0,67937| 0,317861| 0,546637| 0,038771| 0,085038( 0,190584]
39,45 39,45 39,45 3,15 3,15 3,15 15,51 15,51 15,51
38,14 31,64 54,78| 3,02 1,69 1,69 29,72 23,44 24,65
0 0 1 0 0| 0| 0| 0 1
0,717484| 0,22132| 0,038756 0,36933| 0,876431| 0,360232| 0,051594| 0,073217| 0,017456
80 80 80 7 7| 7| 47 47 A7)
114 103 271 9 6 7| 145 141 94
legenda: h ...0=stejné mediany, 1 =rozdilné mediany (na hladiné vyznamnosti 5%)

** Wilcoxon rank sum test ** oba soubory dat jsou z rozdéleni se stejnym medianem

nulova hypotéza = priméry jsou stejné
pokud "1" ? nulova hypotéza se zamita (nejsou stejné)
pokud "0" ? nulova hypotéza se nezamitd (mediany jsou stejné) na hladiné vyznamnosti <=5% ...



