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NaSe sktisenosti so spracovanim a analyzou bronchoalveolarnych lavazi.
Ondrejkové A., ‘Bobov&ak M.

Plicni oddéleni Krajské nemocnice T.Bati, a.s., Zlin
"VUCHP, Nova Polianka

Na zédklade niekolkoro¢nych skusenosti hodnotime vyznam analyzy bronchoalveolarnej
lavaze (BAL) v diagnostike imunopatologickych pl'icnych procesov.

BAL sa ziskava pii vySetreni flexibilnym bronchoskopom, pri ktorom sa do bronchialneho
stromu postihnutej Casti plic instiluje 100 -300 ml fyziologického roztoku zohriateho na
37°C a aspiruje sa bronchoalveolarna lavazna tekutina. Ziskany material prefiltrujeme cez
gazu a spocCitame pocet buniek. Zastupenie imunokompetentnych buniek v BAL hodnotime
mikroskopicky i metddou prietokovej cytometrie.

Nespornou vyhodou tohoto vySetrenia je, Ze pocet a zastupenie imunokompetentnych buniek
v BAL podava informaciu o zépalovych a imunitnych procesoch priamo v postihnutom
tkanive. V praci hodnotime cytologicku analyzu BAL.

Stbor. V praci prezentujeme stibor 1705 spracovanych BAL. ZvysSené zastipenie lymfocytov
(nad 18,0 %) malo mikroskopicky 633 BAL (37,0 %) — tieto lavdze sme d’alej hodnotili
prietokovou cytometriou. Subor 630 BAL s lymfocytarnou alveolitidou sme rozdelili do troch
zékladnych skupin: 1. aktivna sarkoidoza plic I-III (n =225), 2. sarkoidoza plic v liecbe
kortikoidmi (n=102), 3.iné intersticiadlne plicne procesy (n= 303).

V prvej faze analyzy sme hodnotili zastipenie lymfocytov v BAL a zakladné populécie
T-lymfocytov (CD3, CD4, CDS).

Vysledky: vsetky tri skupiny mali spolocnu vyrazni lymfocytarnu alveolitidu s takmer
vyluénou prevahou CD3+ T-lymfocytov (>90,0%). Statisticky vyznamna bola vyrazna
prevaha CD3+CD4+ T-ly a vys§i pomer CD4/CD8 u pacientov s aktivnou sarkoidézou pluc
oproti inym skupinam. V tejto skupine sme zaznamenali zvySenu expresiu aktivacného
markru HLA DR na T-lymfocytoch. V druhej skupine u pacientov so sarkoidézou pluc
v lieCbe sice stdle pretrvava pomerne vyrazna lymfocytdrna alveolitida, ale ucinok
imunosupresivnej terapie sa prejavuje zniZzenim poctu CD4+ T-ly v alveolarnom priestore.
V tretej heterogénnej skupine réznych intersticidlnych pltcnych procesov boli hlavnymi
bunkami alveolitidy CD3+ T-lymfocyty, ale s normalnou distribliciou subpopulacii CD4 a
CDs8.

Zo 633 analyzovanych lymfocytarnych BAL sme len v troch pripadoch zaznamenali
fenotypovo iny typ alveolitidy nez CD3+T. V dvoch pripadoch boli v BAL zmnozené
monoklonalne B-lymfocyty a histologicky bolo verifikované lymfoproliferativne ochorenie.
V jednom pripade boli v BAL zmnozené NK bunky. V prednaske predkladdme strucné
kazuistiky tychto ojedinelych pripadov.

Z celkového poctu 1705 vySetrenych BAL sme dvakrat zistili alveolarnu lipoproteinozu plc
a rovnako dvakrat bronchioloalveolarny adenokarcinom.

Zaver. 1. lymfocytarna alveolitida je patologicky nélez, ktory sprevadza viaceré intersticialne
,klasickej* lymfocytarnej alveolitide sa nachddzaju v alveoldrnom priestore vylu¢ne
T-lymfocyty. V beZnej rutinnej praxi preto uplne postacuje analyza CD3+ T-lymfocytov v
BAL a ich subpopulécii CD4 a CD8, pripadne aktivacného markru HLA DR. 3. Cytologické
vySetrenie BAL md pomocny diagnosticky vyznam pri intersticialnych pl'icnych ochoreniach,
najviac vSak pfi sarkoidoze. 4. Diagnosticky je prinos BAL pri alveolarnej lipoproteindze,
granulomatdze z Langerhansovych buniek a zhubnych nadoroch.



Prikaz HLLA B27 na zakladé¢ prutokové cytometrie a genové analyzy

Lochmanovd A., Mrézek J., Cermdkovd R.*

OKIA ZU Ostrava
*deétskad revmatologie FNsPO

Bechtérevova choroba je zanétlivé onemocnéni, které zasahuje ptevazné klouby patete a
panve, v tadé ptfipadd mohou byt zasazeny i jiné¢ casti téla. Patii do skupiny tzv.
»séronegativnich spondylartropatii“ a byva oznaCovéana také jako ankylozujici spondylitida
(AS). Je velmi siln¢ asociovana s antigenem I. tiidy HLA-B27, ktery vyskytuje u 90-95 %
pacientll. Samotny prikaz antigenu B27 vSak k diagnoze ankylozujcici spondylitidy nestaci,
testovani B27 se vyuziva jen pro vylouceni této diagndzy. Pti¢ina vzniku Bechtérevovy
choroby je zatim stdle neznamad, existuje fada hypotéz. Nékteii autoti predpokladaji, ze B27
vaze specifické patogenni peptidy a prezentuje je cytotoxickym T lymfocytim, jini vznik
»~defektni“ molekuly B27, casto byvd zminovana tzv. zkiiZzend imunitni reakce mezi
enteropatogennimi bakteriemi a HLA-B27. Zatim je definovano patnact alelnich variant (B27
B*2701-15) Nejcastéjsi alela, kterd je asociovand s AS, je B*2705 (v Ceské populaci se
vyskytuji pouze alely B*2705 a B*2702 a ob¢ jsou stejné asociované s AS), zatimco alely
B*2706 a B*2709 nejsou spojeny s AS a maji protektivni vliv.

Laboratorni prikaz antigenu HLA-B27 byl doneddvna provadén metodou
mikrocytotoxického testu. V soucasné dobé je suspéchem vyuzivdna metoda pritokové
cytometrie a do poptedi se dostavaji i metody DNA analyzy. Ty detekuji HLA-B27 na trovni
genotypu na rozdil od vySe uvedenych metod, které jsou zalozeny na fenotypickém priikazu.

V nasi praci jsme srovnavali prukaz antigenu HLA- B27 metodou pratokové cytometrie za
uziti diagnostické soupravy HLA-B27 Kit firmy BD Bioscience a monoklondlni protilatky
anti-HLA-B27/HLA-B7 firmy Beckman Coulter a metodou DNA analyzy za uziti Reverzniho
hybridiza¢niho kitu pro pritkaz HLA-B alely B* a cytochromu P450 2D6 frimy GenlID.

Vysetiovany soubor tvofilo 10 pacienti détské revmatologické ambulance. Metodou
pratokové cytometrie a genové analyzy bylo dosaZeno stejnych vysledkti z hlediska
HLA-B 27 pozitivity. HLA-B7 pozitivitu nebylo mozno hodnotit, nebot’ alela HLAB*7301,
kterd je v soupravé fy GenlD ptitomna, slouzi k vylouceni zkiiZzené reaktivity, nikoliv
prikazu HLA-B7 pozitivity. Rizikova alela CYP2D6*4 byla prokdzana u dvou pacientu,
vzhledem k soucasné pozitivit¢ CYPD6 se vSak nejednd o homozygotni nosice této alely.

Ve srovnani s metodou genové analyzy je metoda pritokové cytometrie pro prikaz
HLA-B27 rychlejsi a technicky i ekonomicky mén¢ naro¢nd. Pouzité monoklonélni protilatky
snizuji riziko zkiiZzené reakce na minimum a umoziuji kromé prikazu HLA B27 i detekci
HLA B7. Vzhledem k tomu, ze jak metoda pritokové cytometrie, tak metoda genové analyzy
detekuje HLA-B27 alely komplexné a nikoli jednotlivé z hlediska jejich rizika, jevi se metoda
prutokové cytometrie, za piedpokladu, Ze laboratot vlastni pratokovy cytometr, jako
vyhodnéjsi. Metoda genové analyzy muze vhodné doplnit metodu pratokové cytometrie ve
spornych pitipadech HLA-B27 pozitivity resp. negativity. Moznost soucasné detekce CYP2D6
resp.homozygotnich nosici CYP2D6*4 poskytuje doplitujici informaci z hlediska patogeneze
a dalsiho mozného vyvoje onemocnéni.



Nase prvni zkuSenosti s metodou stanoveni endotelialnich partikuli
v periferni krvi pacienti s B-CLL

Vokurkova D'., Smolej L*., Kudlova M'.

'Ustav klinické imunologie a alergologie, Fakultni nemocnice a Lékaiska fakulta UK, Hradec
Kralové

*ILinterni klinika, oddé&leni klinické hematologie, Fakultni nemocnice a Lékaiské fakulta UK,
Hradec Kralové

Pro rGst nadoru a jeho metastazovani ma zasadni vyznam novotvorba cév neboli angiogeneze,
s jejiz pomoci je nadorové lozisko zasobovano zivinami a kyslikem. Jde o komplexni proces,
zahrnujici degradaci bazalni membrany ptvodni cévy, proliferaci a vyzravani endotelii se vznikem
nové kapilary a kone¢né vznik funkéni cévy. Za fyziologickych okolnosti jsou faktory podporujici
angiogenezi v dynamické rovnovaze s faktory, které ji potlacuji. Snizeni u¢innosti angiogenni aktivity
ma za nasledek poruchu hojeni ran nebo pomalé hojeni zlomenin, naopak zvySend podpora
novotvorby cév ma krom¢ vyznamné ulohy v rustu nadorového loziska a v metastazovani také podil
na patogenezi dalSich nemoci, jako je revmatoidni artritida, retinopatie nebo chronicky zanét.

Vsechny cirkulujici krevni buiiky — endotelidlni nevyjimaje — jsou schopny uvolilovat
membranové fragmenty — endotelidlni mikropartikule (EMP) o velikosti mensi jak 1 um, pfiCemz na
svém povrchu nesou alespon néktery zantigenti ptivodni bunky. Timto zptsobem vznikaji i
trombocytarni (PMP), leukocytarni (LMP) a erytrocytarni mikropartikule (RBCMP). Zvysené
mnozstvi endoteliarnich mikropartikuli bylo zjisténo u pacientii s akutnim koronarnim syndromem,
s lupus anticoagulans, u trombotické trombocytopenické purpury, akutniho infarktu myokardu,
roztrousené sklerozy a paroxysmalni nocni hemoglobinurie.

Snazili jsme se metodu stanoveni endotelidlnich mikropartikuli zavést na naSem pracovisti. Je
to pomérnée slozitd metoda zavisla na presnosti a Cistot¢ hadickového systému pratokového cytometru.
Castice 1 um jsou jiz velice malé a pohybuji se na rozhrani detekce cytometru. Je nutné pouzivat isté
promyvaci roztoky, kontrolovat u nich mnozstvi naCtenych castic pfi nastavenych parametrech a
nasbirat minimalné 500 000 castic. Mnozstvi endotelialnich mikropartikuli je velice nizké, pohybuje
se v promilovych hodnotach, a tak se udavaji hodnoty absolutni, které¢ ziskdme piidanim znacenych
kuli¢ek k méfenému vzorku. Slozité bylo zpracovani materialu. Rlzni autofi pouzivaji rtzné
zpracovanou periferni krev a rtiznou Skalu na endotelialnich bunkach vyskytujicich se antigenti —
CD31, CD51, CD54, CD44, CD105, CD144, apod.

Nam se nakonec osvédcilo pouziti plazmy chudé na trombocyty (platelet poor plasma, PPP) a
kombinace protilatek proti endotelidlnim buitkdm (endoglin - CD105, VE-cadherin - CD144) a
trombocytim (CD41), takze jsme ziskali informaci, jak o poc¢tu endotelidlnich (CD105+/CD41-,
CD144+/CD41-), tak trombocytarnich (CD105+/CD41+, CD144+/CD41+) mikropartikulich.

Touto metodou jsme stanovili poCet endotelidrnich a trombocytarnich mikropartikulich u
pacientl s chronickou lymfatickou leukémii (B-CLL) a kontrolniho souboru zdravych darct.. Soubor
pacientd je zatim maly, ale pfedbézna statistika prokazala statisticky vyznamné zvySeni poctu
endoteliarnich a trombocytarnich mikropartikuli u pacienti s B-CLL.

Préace vznikla za podpory spolecnosti Liga proti rakoviné Praha a vyzkumného zaméru MZO
00179906 MZ CR



Membranové molekuly krevnich desticek

Hrebackova Jana, Koubek Kristian
Ustav hematologie a krevni transfiize

Krevni desti¢ky se uplatiuji pii hemostdze, jak v ¢asné fazi pii tvorb¢ tzv. destickového
trombu, tak i pfi procesech koagulace. Krevni desticky adheruji k porusenému cévnimu
povrchu a agreguji, pri¢emz uvolnuji fadu latek, které ovliviiuji reakci cév a maji vliv na dalsi
pribéh hemostdzy. Na povrchu krevnich desticek jsou membranové molekuly, které
zprostiedkovavaji celou fadu funkci (aktivace, adheze, agregace), které se uplatiiuji pii
riznych normalnich i patologickych procesech. Na adheze a agregaci krevnich desticek se
podileji ptevazné 1 integrin (CD29), gplllb (CD36), gpllb (CD41), gpIX (CD42a), gplba
(CD42b), gplbp (CD42c), gpV (CD42d), gpla (CD49b), gpllla (CD61), P-selektin (CD62P),
JAM-1 (CD321). V ramci inventarizace lidského leukocytarniho systému je snaha i jednotlivé
destickové molekuly zahrnout do CD nomenklatury, z nichz znaky CD9, CDw12, CDw17,
CD23, CD29, CD31, CD36, CD41, CD42,a,b,c,d, CD46, CD47, CD49b, CD49e, CD49f,
CD51, CD54, CD59, CD60a,b,c, CD61, CD62P, CD63, CD82, CD84, CD92, CDI102,
CD107a, CD107b, CD109, CD110, CD114, CD140a, CD140b, CD141, CD147, CDI151,
CD154, CD165, CD173, CD226, CD245, CD321 a CD324 jsou jiz zavzaty. U téchto
molekul se detailnéji objasnuje molekularni hmotnost, genetickd determinace, jejich exprese
a 1 funkce. Mimo to se uptfednostiiuje jejich vyznam pro patogenézi a patofysiologii krevnich
desti¢ek. Molekuly CD41/CD61 jsou zakladnim diagnostickym znakem pro Glanzmannovu
trombastenii a molekuly CD42a,b,c,d maji vyznam u Bernard-Soulierova syndromu.
Jednotlivé molekuly se prokazuji pritokovou cytometrii za pouziti vhodné znacenych
protilatek.

V tomto sdéleni se zaméfime na charakter jednotlivych molekul na krevnich desti¢kach, i
kdyZ bude nastinén jejich vyvoj v rdmci destickové fady. Tato fada je ovliviiovana pomoci
hematopoetickych ristovych faktorit (TPO, EPO, GM-CSF, SCF, IL3, IL6, IL7, IL11), které
v interakci se svymi receptory navozuji vznik krevnich destiek. Krevni desticky také
produkuji nékteré cytokiny a chemokiny (EGF, TGF- B, PDGF, IL-1, HGP, PD-ECGF,
CXCL-1), které se uplatituji ve zpétnovazebnich mechanizmech.

Poznamka: Sdéleni bylo podporeno vyzkumnym zameérem UHKT pro léta 2005-2012.



CD antigeny a krevni skupiny na bunkach erytrocytarni rady
Koubek Kristan, Hfebackova Jana, Pisacka Martin

VSeobecné se pfijima, ze vychozi krevni burfikou hemopoézy je pluripotentni
kmenova burka, ktera u dospélého jedince se nachazi v mikroprostfedi kostni dfené
predstavované neurovaskularni siti s organizovanymi loZisky krvetvornych bunék.
Pluripotentni kmenové buriky jsou mononuklearni burfiky o velikosti 7-10p s jemnym
rozptylenym chromatinem a s 1-3 velkymi jadérky. Pfedpoklada se, ze tvofi méné
nez 0,01% vSech bunék kostni dfené. Tato bufka mize nést na svém povrchu HLA-
DR a CD34 antigeny. Pluripotentni kmenové burnky maiji schopnost sebeobrany a
dalSi proliferace do progenitorovych a prekurzorovych bunék. Kmenova burika je tak
vychozi bunkou pro razné dalSi buriky (monocyty, granulocyty, lymfocyty) a také pro
erytrocyty a  krevni destiCky. Cela hematopoéza je ovladana siti rlznych
hematopoetickych rustovych faktord, kde navic jsou vytvoreny riizné zpétné vazby.

Vyvoj bunék v erytrocytarni radé (Cervené krevni fadé) probiha v kostni dfeni, kde
z myeloidniho progenitoru (CFU-GEMM) vznika pfes BFU-E a CFU-E progenitory
C¢asny normoblast a ortochromatofilni normoblast az k retikulocytu, jenz dava vznik
normalni ¢ervené krvince erytrocytu (normocytu). Cely vyvoj vzniku erytrocytu z jeho
progenitoru je provazen &tyfmi mitdzami probihajici v dfeni kostni a probiha pfiblizné
Ctyfi dny. Erytrocyty se dostavaji do obvodové krve hlavné diapedezi endotelovymi
burikami kostni dfené. Ke ztraté bunécného jadra dochazi v ortochromatofilnim
erytroblastu, retikulocyt je bez jadra. Normoblasty predstavuji asi 1/5 bunék kostni
dfené a jejich pomér k burikdm myeloidni Fad}/ se pohybuje mezi 1:2 az 1:5. Zhruba
se odhaduje, Ze se tvofi a také zanika 2x 10" erytrocytt za den, pficemz v pfipadé
zvySené potfeby se toto mnozstvi mulze zvysit az 10x. Zanik erytrocytu probiha
extravaskularni fagocytézou retikuloendotelového systému ve sténé sinusoidl. Na
povrchu erytrocytu je cela fada riznych antigent (vytvarejici tfeba krevni skupiny),
které jsou zafazovany do tz. CD nomenklatury. Bunky erytroidni fady maiji také na
svém povrchu rGzné receptory pro transferin (CD71 antigen), kde komplex
transferinu s receptorem vstupuje do buriky za uvolnéni zeleza. Mimo to tyto bunky
maji také receptory pro erytropoetin. EPO ma zakladni dopad na hematopoetické
buriky, specialné na proliferaci a diferenciaci bunék erytrocytarni fady a to tim
zpusobem, Zze se vaze na svUj receptor a zprostiedkovava tak prfenos informace do
bunééného jadra. Burika na to pak reaguje, Ze dochazi k jeji proliferaci a diferenciaci
az k vytvoreni Cervenych krvinek. PoCet Cervenych krvinek u zdravého muze kolisa
v rozpéti 4,5 -6,3x 10'%/I au zeny 4,2-5,4x 10"/l v obvodové krvi. Erytrocyty
maji  Zivotnost nékolik dna, pfiemz staré erytrocyty jsou eliminovany
mononuklearnim fagocytovym systémem. Erytrocyty maji na svém povrchu celou
fadu molekul, z nichZ nékteré jsou antigeny krevnich skupin a jiné jsou zahrnuty do
CD systému. V nékterych pfipadech nesou krevni skupiny i CD oznaceni. Hlavni
krevni skupiny, které nesou i CD oznacdeni jsou (CD15 = Lewis, CD35 = Snops,
CD44 = Indian, CD77 = Pk, CD99 = XG, CD173 = H typ 2, CD233 = Band3/Diego,
CD234 = Duffy, CD235a = MNs, CD236 = Gerbich, CD238 = Kell, CD239 =
Lutheran, CD240CE = Rh30CE, CD240D = Rh30D, CD240DCE = Rh30D/CE.



V patogenézi a v patofysiologii riiznych vrozenych ¢i ziskanych defektd se uplatriuji
nejruznéjSi  molekuly zpUsobujici poruchy erytrocytarnich funkci. Napf. u
paroxysmalni noéni hemoglobunurie dochazi u nemocnych k postiZzeni
membranovych molekul kotvenych GPIl. Receptorem pro vstup nékterych
patogennich plasmodii (Plasmodium knowlesi) je chemokinovy receptor oznaCovany
jako DARC. Pro Plasmodium falciparum je receptorem CD236 (glykoforin C), pro
nékteré echoviry a Escherichia coli je receptor CD55 (DAF) a pro Haemophilus
influenzae a poliovirus je molekula oznaCovana jako CD44.

Poznamka: Sdéleni bylo podporeno vyzkumnym zameérem UHKT pro léta 2005-2012.



Vztahy mezi abnormalitami B a T lymfocyti a jejich zavislost na véku u
pacientti s CVID

~ Vlkova M. ’
Fakultni nemocnice u sv. Anny, Ustav klinické imunologie a alergologie (UKIA)

BéZny variabilni imunodeficit (CVID) je onemocnéni s neznamou patogenezi. Ackoliv byly
popsany rtizné abnormality T- a B-lymfocytt, jejich patologicka role je nezndma.

Vysettili jsem diferenciacni znaky B-lymfocytt (CD21, CD27, IgM, IgD), CD4+ T lymfocyta
(CD45RA, CD45RO, CD62L) a také aktivacni znaky CD4+ lymfocytia (CD25, CD27, CD28,
CD29, HLA-DR) u 42 pacientii s CVID a 33 zdravych kontrolnich osob.

U pacientd s poklesem poctu zralych (CD21+) a pamétovych (CD27+) B lymfocyti (skupina
Ia podle “Freiburské ” klasifikace) jsme pozorovali nejvétSi zmény diferenciacnich a
aktiva¢nich znakt (vzestup CD29, HLA-DR, CD45RO a pokles CD27, CD62L, CD45RA).

U pacienti CVID jsem pozorovali korelace mezi nezralymi B lymfocyty (IgM+CD21-) a
expresi znakii CD27, CD62L, CD45RA, CD45RO a HLA-DR na CD4+ lymfocytech. Zadna z
téchto korelaci nebyla nalezena u kontrolni skupiny.

Nalezli jsem korelace mezi v€kem pacientli a expresi CD27 a CD45RA na CD4+ lymfocytech
a [gD+CD27- a IgD+CD27+ na B lymfocytech. Tyto korelace nebyly nalezeny u kontrolni
skupiny.

Nase studie ukazala, Zze zmény v subpopulacich T a B lymfocytl jsou vzajemné zavislé a
navic mohou byt ovlivnény vékem pacient.



