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1 Úvod 

U mnohobuněčných organismů je udržování homeostázy výsledkem jemné rovnováhy 

mezi proliferací buněk a jejich degenerací. Buňky během své existence rostou, 

diferencují se, dělí se, plní své příslušné funkce v organismu, a nakonec podstupují 

programovanou buněčnou smrt, kdy jsou v konečném důsledku odstraněny z organismu 

fagocytózou. V každé fázi života je buňka podrobena řadě stimulací vedoucích 

k uvolnění submikronových fragmentů z plazmatické membrány. Tyto částice jsou 

obecně označovány jako extracelulární vezikuly (EV). Jednou z podskupin a předmětem 

této práce jsou tzv. mikropartikule (MP), nazývané také mikrovezikule (Hugel et al., 

2005; van der Pol et al., 2012).  

 První náznak existence tohoto kompletního signálního mechanismu byl 

publikován v roce 1946 v práci autorů Chargaff et West, kteří se zabývali 

tromboplastickým proteinem (dnes tromboplastin). Analýzou srážecího času 

supernatantu (aktivovaný koagulační čas) z bezbuněčné krevní plazmy při různě 

nastavených centrifugačních rychlostech došlo k jeho významnému prodloužení, 

a to ve vysokorychlostní ultracentrifugační frakci (31 000 g). Následně byl sediment 

z této frakce přidán zpět do krevní plazmy, kde posléze došlo ke zkrácení srážecího 

času. Tento experiment poukázal na skutečnost, že bezbuněčná plazma obsahuje 

subcelulární faktor aktivující srážení krve. 

 Další posun v této oblasti byl uskutečněn o více než 20 let později vědcem 

Wolf P. v roce 1967, který pomocí elektronového mikroskopu demonstroval 

subcelulární frakci malých vezikul vzniklých z krevních destiček. Tyto vezikuly 

následně pojmenoval jako „platelet dust“. Z hlediska velikosti se jednalo o velmi malé 

částice v průměru mezi 20 až 50 nm. V následujících letech se postupně začal provádět 

výzkum i v této nevelmi probádané oblasti. 

 V roce 1994 Satta et al. popsala mikropartikule vzniklé původem z monocytů. 

Tyto MP byly generovány po stimulaci monocytů pomocí lipopolysacharidů. Následně 

v roce 1999 byly popsány další MP vzniklé z lidských endoteliálních buněk umbilikální 

žíly (Combes et al., 1999).  

 Těmito objevy v oblasti extracelulárních vezikul začalo rozkrývání nového 

signálního mechanismu intracelulární buněčné komunikace. Ke známým 

mechanismům, jako je přímý kontakt buňky s buňkou a transfer informace pomocí 
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sekretovaných molekul, přibyl třetí mechanismus, intracelulární transfer pomocí 

extracelulárních vezikul (Raposo et Stoorvogel, 2013). 

 V současné době studium tohoto třetího mechanismu přináší nové poznatky 

v mnoha biologicko-chemických směrech vedoucích k pochopení signálních 

mechanismů v lidském těle. Funkce EV včetně MP je odkrývána nejen 

ve fyziologických procesech, ale také v patologických stavech. Vliv MP se objevuje 

u řady procesů, jako je angiogenese, poškození krevního systému (např. infart 

myokardu), krevního srážení, řízení imunity organismu nebo u nádorových onemocnění 

(Hugel et al., 2005). 

 Předmětem této práce je studium a detekce MP v oblasti hematologických 

malignit. Základní metodou pro rychlé stanovení diagnózy u pacienta s hematologickou 

malignitou je průtoková cytometrie. Pomocí navázaných protilátek na povrchové 

antigeny na buňkách periferní krve lze díky použití laseru fenotypizovat cílenou 

populaci, a tím i získat informace o druhu hematologické malignity. Detekce MP, které 

nesou stejné povrchové antigeny/proteiny jako mateřská buňka, tak může být využita 

jako doplňková metoda pro stanovení diagnózy, sledování aktivity onemocnění 

u pacienta, stanovení minimální reziduální nemoci nebo v případech, kdy se ložisko 

nádoru nachází v místech, kde případná biopsie není proveditelná. 
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2 Současný stav řešené problematiky 

2.1 Extracelulární vezikuly 

Extracelulární vezikuly (EV), jež jsou uvolňovány z prokaryotických i eukaryotických 

buněk jako signální částice, jsou malé fosfolipidovou dvouvrstvou obalené částice 

o velikosti v rozmezí 30 nm až 1 µm. Z důvodu jejich malé velikosti (až 100× menší 

než nejmenší buňky) a různorodosti jsou obtížně počítány a fenotypizovány 

konvenčními metodami. V současnosti se mezi nejpoužívanější metody pro detekci EV 

řadí: elektronová mikroskopie (EM), nanoparticle tracking analysis (NTA), dynamic 

light scatter (DLS), resistive pulse sensing (RPS) a konvenční a dedikovaná průtoková 

cytometrie (princip jednotlivých metod je shrnut v Tab. 1). Metody EM, NTA i RPS 

jsou schopné zjistit údaje o průměru a koncentraci EV, ale dosahují svého limitu 

u multi-parametrické fenotypizace (multi-parameter phenotyping) jednotlivých EV. 

Naopak průtoková cytometrie je schopna tuto multi-parametrickou fenotypizaci 

u jednotlivých EV provést. Proto se ze zmíněných metod jeví použití průtokové 

cytometrie s vysokým rozlišením jako nejslibnější způsob detekce těchto částic (van der 

Pol et al., 2012; Rupert et al., 2017; Welsh et al., 2017). 

 

 

 

 
Tab. 1 Shrnutí hlavních technik a jejich principu měření pro charakterizaci extracelulárních 

vezikul (EV); (Upraveno podle Rupert et al., 2017) 

 

Metoda Princip měření Měřitelná veličina 

Elektronová 

mikroskopie 

Vytvoření snímku částic pomocí elektronů  

(v řádu nanometrů) 

Struktura a 

morfologie  

Nanoparticle tracking  

analysis (NTA) 

Sledování Brownova pohybu částic ve 

fluorescenčním nebo scattering modu 

Velikost částic 

Měření intenzity scatteringu jedné částice a 

následně její korelace s velikostí 

determinovanou pomocí NTA 

Refraktivní index 

Dynamic light scatter Analýza fluktuace intenzity scatteringu částic 

při Brownově pohybu 

Velikost částic 

Resistive pulse sensing 

(RPS) 

Měření změny vodivosti přes snímaný pór při 

průchodu částice 

Velikost částic 

Kvantifikace rychlosti průchodu částic přes 

pór v přítomnosti elektrického pole;  

ve spojení s měřením velikosti pomocí RPS 

Zeta potenciál 

Průtoková cytometrie Měření intenzity scatteringu nebo  

fluorescence částic indukované pomocí laseru 

Intezita 

fluorescence 
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Buňky jsou schopny uvolňovat velké množství těchto částic do svého okolí. Proto 

tělní tekutiny jako krev či moč obsahují obvykle 1010 těchto vezikul v 1 ml (Dragovic 

et al., 2011). Funkce EV spočívá v mnoha procesech, jako je například nitrobuněčná 

signalizace, koagulace či vylučovací procesy. Jelikož EV mohou hrát roli 

i v patologických stavech, vzrůstá jejich význam pro terapii a diagnostiku různých 

onemocnění nebo pro hledání nových markerů k určení zdravotního stavu daného 

pacienta. Vzhledem k povaze EV je jejich klasifikace velmi obtížná (van der Pol et al., 

2010). 

 

2.1.1 Nomenklatura 

Z důvodu vysoké náročnosti detekce i různých postupů při klasifikaci neexistuje 

konsenzus o nomenklatuře těchto buňkou uvolňovaných vezikul. Jako příklad lze uvést 

pojmenovávání vezikul po buňkách nebo tkáních, ze kterých byly uvolněny 

[např. prostatosomy – prostatou uvolňované vezikuly (Stegmayr et Ronquist, 1982)]. 

Nicméně tento typ pojmenování neposkytuje vodítka pro klasifikaci s ohledem na typ 

zahrnutých vezikul (van der Pol et al., 2012). 

Podle dalších studií došlo u EV k rozdělení na exosomy, mikropartikule 

a apoptotické vezikuly. Dodatečně byly na základě fyzikálně-chemických vlastností 

zahrnujících velikost, hustotu, sedimentaci, složení lipidů či subcelulární původ, 

charakterizovány ektozomy, membránové částice a vezikuly podobné exosomům. 

(Théry et al., 2009).  

Ačkoliv je tato klasifikace prozatím nejrozsáhlejší, je velmi obtížné ji používat 

v každodenní praxi. Jako příklad lze uvést vezikul o velikosti 50 nm, který může být 

podle tohoto schématu klasifikován jako exosom, ektozom, membránová částice, 

vezikul podobný exosomu nebo apoptotický vezikul. Dále lze zmínit fakt, že v praxi je 

příprava vezikul různorodá. Existuje velké množství pracovních protokolů, které 

umožňují zvýšit izolaci jednoho druhu EV nad jiným (Théry et al., 2009; van der Pol 

et al., 2012). 

Podle van der Pol et al. (2012) by se měly rozdělovat extracelulární vezikuly na čtyři 

základní skupiny – exosomy, mikrovezikuly (mikropartikule), membránové partikule 

a apoptotické vezikuly. Existence ektosomů a exosomům podobné vezikuly byla 

zpochybněna na základě provedených experimentů (Théry et al., 2009; van der Pol 

et al., 2012). 
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Ektosomy byly jako částice pozorovány pouze in vitro. Dále v době, kdy byly 

popsány u neutrofilů, nebylo ještě známo, že neutrofily uvolňují i MP (Dalli et al., 

2008). Velikost těchto částic, jež je udávaná jako 50–200 nm, byla studována metodou 

průtokové cytometrie za použití 200nm polystyrenových nebo křemičitanových kuliček 

(oxid křemičitý – SiO2). Nicméně při srovnávání polystyrenových a křemičitanových 

kuliček se synteticky vyrobenými lipidovými vezikuly bylo zjištěno, že polystyrenové 

a křemičitanové kuličky rozptylují více světla při vlnové délce 488 nm (forward scatter 

mode – FSC) pro danou velikost částice než syntetické vezikuly. Ve výsledku tak došlo 

ke zkreslení počtu a velikosti měřených částic (Chandler et al., 2011; van der Pol et al., 

2012). 

Exosomy podobné vezikulům o velikosti 55 kDa byly prokázány u receptoru 

pro Tumor necrosis factor (TNF receptor). Následně bylo omylem hlášeno, že se nejvíce 

vyskytují ve frakci kondiciovaného média z lidských endoteliálních buněk umbilikální 

žíly (HUVEC) nebo u tělních tekutin získaných bronchoalveolární laváží 

při centrifugaci 175 000 tíhového zrychlení (g), zatímco se převážně vyskytují 

v 100 000g frakcích, což jsou frakce, ze kterých se obvykle izolují i exosomy (Théry 

et al., 2009). Mikrofotografie z transmisního elektronového mikroskopu dále 

dokumentují poškozené a přerušené vezikuly, což ztěžuje odhad skutečné velikosti 

vezikul. Došlo také k prokázání výskytu exosomů v kondiciovaném médiu z lidských 

HUVEC i v tekutinách z bronchoalveolární laváže (Admyre et al., 2003; Walker et al., 

2009). 

 

2.2 Mikropartikule  

Mikropartikule (MP) jsou vezikuly odvozené od plazmatické membrány, které jsou 

vylučovány ze stimulovaných nebo apoptotických buněk (Obr. 1). Jejich přítomnost je 

interpretována proximálními nebo vzdálenými buňkami v základních fyziologických 

procesech jako je mezibuněčná komunikace, hemostáza a imunita. Naproti tomu, 

se u patologických stavů často objevují změny počtu nebo charakteristik těchto vezikul 

(Hugel et al., 2005). 

Přestože je MP obtížné popsat přesnou definicí, často bývají definovány jako 

heterogenní populace sférických struktur o průměru 100 až 1000 nm. Jejich izolace 

se obvykle provádí centrifugací v rozmezí 10 000 až 20 000 g. Od exosomů (průměr 50  
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Obr. 1 Schematický obrázek mikropartikule odvozené ze stimulované nebo apoptotické buňky. 

Jelikož jsou mikropartikule uvolňovány z mateřské buňky jako fosfolipidové vezikuly, 

získávají tak i její specifické antigeny a bioaktivní efektory. Legenda: MHC – hlavní 

histokompatibilní komplex; GPI – glykosilfosatidylinositol (Upraveno podle Hugel et al., 

2005) 

až 100 nm) se odlišují nejen velikostí, ale i vznikem. Zatímco MP jsou uvolňovány 

z plazmatické membrány pomocí ektocytózy jako fosfolipidové vezikuly, tudíž 

exprimují specifické antigeny rodičovské buňky, exosomy oproti tomu vznikají jako 

předformované vezikuly v intracelulárním kompartmentu a jsou následně vylučovány 

fúzí endosomálních oddílů s plazmatickou membránou buněk (Piccin et al., 2007; Théry 

et al., 2009; Mause et Weber, 2010; van der Pol et al., 2012). 

 

2.2.1 Formování mikropartikulí 

Formování MP je proces, při kterém dochází ke změně asymetrie fosfolipidů 

v plazmatické membráně buňky. Ačkoliv přesný molekulární mechanismus není zcela 

objasněn, cytoskeletální reorganizace a změny v symetrii fosfolipidů ve fosfolipidové 

dvouvrstvě jsou klíčovými procesy vedoucími ke vzniku většiny MP. Formování je 

Nepeptidové 

mediátory 

MHC 

P-selektin 

Integriny 
Fosfatidilserin  

Tkáňový faktor  

GPI-vázané 

proteiny 

Regulace 

apoptózy 

Signální 

transdukce 

S cytoskeletonem 

spojené proteiny 

Buněčná stimulace 

Membránové receptory 

0,1 – 1 µm 
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obvykle zahájeno aktivací buňky různými agonisty nebo vyvoláním její buněčné smrti 

neboli apoptózy (Morel et al., 2011). 

Složení a distribuce membránových fosfolipidů v cytoplazmatické membráně je 

velmi specifické: Zatímco cholinfosfolipidy [fosfatidilcholin (FC) a sfingomyelin (SM)] 

jsou lokalizovány ve vnější membránové vrstvě, aminofosfolipidy [fosfatidilserin (FS) 

a fosfatidilethanolamin (FE)] se vyskytují převážně na vnitřní straně plazmatické 

membrány. Celkem pět proteinů je zapojeno do regulace asymetrické distribuce těchto 

fosfolipidů, což má za následek tvorbu MP. Tyto proteiny byly popsány jako flopassa, 

scramblasa, aminofosfolipid translokasa (flipassa), calpain a gelsolin (Bevers et al., 

1999; Piccin et al., 2007). Pátý zmíněný protein gelsolin není přítomný ve všech 

buňkách, ale jeho výskyt byl potvrzen např. u krevních destiček (Lind et al., 1982). 

Formování MP je zahájeno aktivací buňky pomocí různých agonistů. Přitom stimul 

může být pro každý typ buňky jiný. Například krevní destičky mohou být aktivovány 

stimulací trombinem, kolagenem či Ca ionoforem A23187 (Barry et al., 1997), 

endoteliální buňky a monocyty uvolňují MP po aktivaci bakteriálními lipopolysacharidy 

(Watanabe et al., 2003) či cytokiny TNF a interleukinem-1 (Leeuwenberg et al., 1992). 

Po aktivaci buňky následuje influx iontů Ca2+ z endoplazmatického retikula do cytosolu. 

Zvýšená koncentrace iontů Ca2+ v konečném důsledku aktivuje proteiny scramblasy 

(Williamson et al., 1992), gelsolin (Gremm et Wegner, 1999) a calpain (Pasquet et al., 

1996). Naopak inaktivuje flipassu (Bitbol et al., 1987). 

Za fyziologického stavu je v buňkách aktivní protein flipassa (EC 7.6.2.1; Obr. 2). 

Jedná se o ATP dependentní kontinuálně exprimovanou translokasu, která je velmi 

specifická pro aminofosfolipidový transport (FS a FE) z vnější strany membrány 

do vnitřní proti jejich elektrochemickému gradientu. Na každý přenos molekuly FS 

nebo FE je spotřebována jedna molekula ATP. Aktivita translokasy je inhibována 

zvýšenou koncentrací cytosolických iontů Ca2+ uvolněných z endoplazmatického 

retikula (Bitbol et al., 1987; Beleznay et al., 1993; Burger et al., 2013). Druhý aktivní 

lipidový transporter flopassa (Obr. 2), který je zahrnut do proteinové rodiny ABC 

transportérů (ATP vazebný kazetový transporter), naopak působí opačným směrem 

oproti translokase. Tento obrácený transport je méně specifický než u translokasy, 

jelikož dochází k transportu cholin- i aminofosfolipidů. Rychlost přenosu fosfolipidů 

směrem na vnější stranu membrány je velmi malá s poločasem kolem 1,5 h na rozdíl 

od přenosu směrem dovnitř, který má poločas kolem 5 až 10 minut. Inhibice flopassy 
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i translokasy nastává také v důsledků deplece ATP, modifikace histonů nebo 

sulfhydrylové oxidace (Bevers et al., 1999; Burger et al., 2013). 

 

 

Obr. 2 Schematický obrázek znázorňující formování mikropartikulí při buněčné aktivaci. 

Při aktivaci buňky dochází k influxu iontů Ca2+ z endoplazmatického retikula, což má 

za následek změny asymetrie membrány a změny v submembránovém cytoskeletu. 

Červené šipky znázorňují směr, kterým dochází k transportu fosfatidilserinu (FS) 

a fosfatidilethanolaminu (FE) ve fosfolipidové dvouvrstvě v případě aktivního lipidového 

transporteru (Upraveno podle VanWijk et al., 2003). 

 

Třetí lipidový transporter v pořadí, fosfolipidová scramblasa (nejznámější PLSCR1, 

37 kDa; Obr. 2), je skupina homologních proteinů, jež se vyskytují u všech 

eukaryotických organismů. Scramblasy jsou aktivovány při různých buněčných 

událostech, jako je apoptóza či poškození buňky nebo buněčná aktivace. V plazmatické 

membráně fungují jako obousměrný nespecifický lipidový transportér nezávislý 

na spotřebě ATP, který je aktivovaný influxem Ca2+. Po aktivaci způsobují ztrátu 

asymetrie fosfolipidové dvouvrstvy, která se vyznačuje vysokým obsahem FS na vnější 

straně membrány. FS je typický fosfolipid přítomný na povrchu MP (Bevers et al., 

1999; Zwall et al., 2004; Sahu et al., 2007). 
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Kromě změny asymetrie membrány jsou nutné i změny v submembránovém 

cytoskeletu. V této úloze hrají důležitou roli proteiny calpain (Obr. 2) a gelsolin. 

Calpain (EC 3.4.22.52) je cytosolický cystein proteasový enzym, který je při aktivaci 

influxem iontů Ca2+ z endoplazmatického retikula a zároveň i transportem přes 

plazmatickou membránu do cytosolu translokován do membrány cytoskeletu 

(Wencel-Drake et al., 1991; Pasquet et al., 1996). V této rodině proteinů jsou zahrnuty 

dva nejprostudovanější izoemzymy 𝜇 a m calpain, které mají identickou 30 kDa malou 

podjednotku, ale rozdílnou velkou 80 kDa podjednotku. V závislosti na nárůstu 

koncentrace intracelulárních iontů Ca2+ dochází postupně k autolýze velké 80 kDa 

katalytické podjednotky tohoto enzymu na aktivní proteasu (76–78 kDa) (Samis et al., 

1987; Suzuki, 1987). Hlavní funkce calpainu při tvorbě MP je proteolýza 

cytoskeletálních filament, zejména talinu a 𝛼-aktininu, což má za následek remodelaci 

submembránového cytoskeletu (Fox et al., 1990; Miyoshi et al., 1996). V případě 

onemocnění trombotickou trombocytopenickou purpurou byla zjištěna velká tvorba MP 

v přítomnosti aktivovaného calpainu (Kelton et al., 1992).  

Druhý protein gelsolin je specifický pro tvorbu MP v krevních destičkách 

(spolupracuje s calpainem). Aktivací cytosolickým influxem Ca2+ [obsahuje více 

vazebných domén pro ionty Ca2+; obvykle váže 2 ionty Ca2+ (Gremm et Wegner, 1999)] 

se gelsolin připojí na aktinové filamenta (F-actin), která následně rozdělí. Při tomto 

procesu zůstává navázán na tzv. ostrém konci (barbed end) jako čepička. Výsledkem 

je vznik krátkých aktinových filament, která se nemohou k sobě opět připojit nebo 

se prodlužovat na ostrých koncích. Tímto způsobem se celá síť rozvolní (Hartwig, 1992; 

McGough et al., 1998). 

K uvolňování MP dochází také v raných fázích apoptózy (Obr. 3) (Piccin et al., 

2007). Zde je vznik MP spojován zejména s tzv. membránovým blebbingem. Jedná 

se o vznik nepravidelných plazmatických výčnělků neboli blebů (až 2 𝜇m), které 

vznikají součinností Rho-guanosin trifosfátové activity a rozvolněním cytoskeletu. 

Blebbing je charakteristický pro programovanou buněčnou smrt, nicméně se objevuje 

i u buněčného pohybu a cytokineze (Fackler et Grosse, 2008). 

 Proces uvolnění MP je zprostředkováván fosforylací myosinových lehkých řetězců 

(MLC) pomocí aktivované serin/treonin Rho-associated protein kinasy I (ROCK I; 

EC 2.7.11.1), jedné z efektorů malé GTPasy Rho (Amano et al., 1996). Aby došlo 

k aktivaci ROCK I, musí být kinasa nejprve štěpena na jejím C-konci (na rezidui Asp 

1113) apoptotickým enzymem kaspasou-3 (EC 3.4.22.56) (Sebbagh et al., 2001).  
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Obr. 3 Formování mikropartikulí v raných fázích apoptózy. Vnik MP při apoptóze je spojen 

s aktivací kinasy ROCK I štěpením pomocí kaspas. ROCK I následně způsobí změny 

v membránovém cytoskeletu. Legenda: ROCK I – Rho-associated protein kinasa I 

(Upraveno podle VanWijk et al., 2003) 

 

Tato signalizace byla prokázána aktivací ROCK I u neapoptotické Jurkat buněčné linie 

(T linie), kde v konečném důsledku došlo k blebbingu u více jak 80 % buněk. Výsledky 

tak naznačují velkou úlohu kinasy ROCK I v procesech programované buněčné smrti 

a s tím i spojenou tvorbu MP. U apoptotických MP z Jurkat buněk byl dále prokázán 

přenos těchto MP na makrofágy, kde v některých případech došlo až k aktivaci 

apoptózy. Tento jev nebyl u jiných buněčných linií prokázán (Distler et al., 2005). 

Důležitá úloha kaspasy-3 ve štěpení ROCK I byla prokázána in vitro sledováním 

průběhu apoptózy u buněčné linie rakoviny prsu MCL-7. Při vyvolání apoptózy u této 

linie, jež je defektní v CASP-3 genu, sice dojde k buněčné smrti, ale nedochází 

k fragmentaci DNA ani k morfologickým změnám čili blebbingu plazmatické 

membrány (Jänicke et al., 1998). 

Po zformování MP je možno sledovat jejich původ pomocí specifických 

povrchových proteinových markerů mateřské buňky. Této skutečnosti se využívá 

zejména u metody průtokové cytometrie nebo ELISA. Například určení přítomnosti 

imunotypových znaků cluster of differentation (CD) 3, CD4 nebo CD8 značí 
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T-lymfocytární původ (Kammer et al., 1988), MP z krevních destiček (platelet derived 

MP – PDMP) exprimují glykoproteiny IIb-IIIa (Salanova et al., 2007) nebo 

glykoprotein IX (CD42a) (Hickey et al., 1989). Podobně detekujeme na povrchu 

endoteliálních MP (EMP) znaky CD 31, CD34, CD51, CD54, CD62E (E-selektin), 

CD62P (P-selektin) a CD146. (Mutin et al., 1997).  

Díky negativnímu náboji FS na povrchu MP, lze tyto struktury specificky detekovat 

také antikoagulantem Anexinem V. (Koopman et al., 1994). Nicméně přesnost detekce 

může záviset na složení plazmatické membrány mateřské buňky. U některých druhů MP 

proto dochází ke zkreslení výsledků. Jako příklad lze uvést EMP, kde výsledná detekce 

Anexinem V vykazuje až 35× nižší koncentraci než při použití typického povrchového 

znaku na EMP (CD31 nebo CD62E) (Horstman et al., 2004). 

 

2.2.2 Biologické funkce mikropartikulí 

Během formování získávají MP velkou řadu komponent pocházejících z mateřské 

buňky. Tato skupina zahrnuje proteiny, lipidy i genetický materiál (DNA, RNA 

i microRNA – miRNA) (Obr. 4). Přitom proces, při kterém jsou inkorporovány do MP, 

není náhodný (Norling et Dalli, 2013). 

Například při proteomické analýze EMP metodou kapalinové chromatografie 

s hmotnostní spektrometrií (LC/MS) byla zjištěna rozdílná distribuce proteinů 

u porovnávaných skupin MP. Při srovnání tří rozdílných populací EMP [nestimulované, 

stimulované plasminogenem aktivátorem inhibitorem typu I (PAI-1) nebo TNF-𝛼] 

uvolněných z buněčné linie HUVEC bylo identifikováno 231 unikátních proteinů pro 

EMP, 104 proteinů po stimulaci PAI-1 a 70 proteinů pro TNF-𝛼, přičemž společných 

proteinů pro všechny tři skupiny bylo nalezeno 432. Tyto výsledky ukazují, že obsah 

MP se mění v závislosti na jejich vnějším stimulu (Peterson et al., 2008). 

Jelikož formování MP je velmi regulovaný a selektivní proces, můžeme 

předpokládat, že MP hrají důležitou roli v mezibuněčné komunikaci. Za fyziologických 

podmínek lze naměřit malé množství MP cirkulujících v periferní krvi (Toth et al., 

2007; Barteneva et al., 2013). Z tohoto množství mají podle fenotypu největší 

zastoupení PDMP (až 80 %), které doplňuje 10 % leukocytárních MP a 10 % EMP 

(George et al., 1982; Ghosh et al., 2010). U patologických stavů naopak dochází 

ke zvýšení koncentrace i změně fenotypu MP, což naznačuje určitou roli těchto částic 
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u různých druhů onemocnění zahrnující malignity či autoimunitní a kardiovaskulární 

onemocnění (Ghosh et al., 2010; Barteneva et al., 2013).  

  

Obr. 4 Schematické znázornění obsahu mikropartikulí využívajících pro mezibuněčnou 

komunikaci. Legenda: (IL-1𝛽) – interleukin-1𝛽; CCR5 – C-C chemokinový receptor typu 

5; CXCR4 – C-X-C chemokinový receptor typu 4; (GPIIb/GPIIIa) – glykoproteinový 

receptor IIb/IIIa; AnxA1 – Anexin A1; Shh – morfogen Sonic hedhedog; PAF – faktor 

aktivující krevní destičky; PAF-AH – PAF acetylhydrolasa; 12-LOX – 12-lipoxygenasa. 

(Upraveno podle Norling et Dalli, 2013) 

 

2.2.2.1 Transport lipidů 

Předmětem výzkumu transportu lipidů prostřednictvím MP se stávají zejména 

polynenasycené mastné kyseliny a kyselina arachidonová (Ak). Přenos Ak pomocí MP 

byl prokázán z krevních destiček do sousedních endotheliálních buněk. Tento proces 

způsobí expresi enzymu cyklooxygenasa-2 (COX-2; COX-1 zůstává inaktivní; 

EC 1.14.99.1), která následně metabolizuje Ak na prostaglandiny a tromboxan (Barry 

et al., 1997). Přenos Ak se zdá být důležitý také v případě onemocnění revmatoidní 

artritidou. Při zkoumání vlivu MP na fibroblastoidní synoviální buňky byla zjištěna 

silná exprese COX-2, mikrosomální prostaglandin E synthasy 1 (EC 5.3.99.3) 

a prostaglandinu E2 (PGE2) za opětovné inaktivity COX-1. Pomocí izotopového značení 

(3H Ak) byl zjištěn přenos Ak z leukocytů do fibroblastů prostřednictvím MP, kde 
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posléze došlo k metabolizaci Ak na PGE2. Případný přenos PGE2 mikropartikulemi 

nebyl prokázán (Jüngel et al., 2007). 

MP jsou také schopny přenášet bioaktivní lipidy. PAF (platelet-activating factor 

neboli faktor aktivující krevní destičky) je biologicky aktivní cholin fosfoglycerid 

moderující primárně aktivaci krevních destiček, ale také polymorfonukleárních 

leukocytů (PMN), monocytů a makrofágů. Funguje dále jako zprostředkovatel 

patologické reakce zejména u zánětů a alergií (Prescott et al., 1990). Endotoxinová 

stimulace lipopolysacharidy a triacyl-cystein-modifikovanými proteiny 

gramnegativních i pozitivních mikroorganismů způsobuje u PMN syntézu PAF jako 

odezvu proti patogenu. Syntetizovaný PAF je následně uvolněn prostřednictvím MP. Při 

inhibicí enzymu calpainu během formování MP nedochází k uvolnění PAF z leukocytů, 

což indikuje, že tento proces je nutný pro PAF transcelulární aktivitu (Watanabe et al., 

2003). 

 

2.2.2.2 Transport proteinů 

MP jsou schopny přenášet řadu funkčních proteinů s různými regulačními funkcemi. 

Mezi takto transportované proteiny patří cytokiny, receptory, adhesní molekuly, 

regulační proteiny, enzymy a další molekuly. (Norling et Dalli, 2013). 

Cytokiny jsou klíčové mediátory regulace zánětlivé odpovědi. Jedním z důležitých 

prozánětlivých cytokinů je interleukin-1𝛽 (IL-1𝛽). Hladina tohoto cytokinu roste 

v reakci na bakteriální infekci a lipopolysacharidovou stimulaci. IL-1𝛽 je syntetizován 

jako velký prekurzorový protein, který musí být sestřižen na aktivní cytokin. Sestřih 

je řízen aktivovaným inflamasomem skládajícím se z kaspasy 1 (EC 3.4.22.36), 

apoptosis associated speck-like protein containing a CARD (ASC) a leucine rich repeat 

containing protein – NLRP3 (Schroder et Tschopp, 2010). Při analýze MP vzniklých 

z monocytů, indukovaných lipopolysacharidy, dochází k aktivaci endoteliálních buněk 

(HUVEC). Nejenže byl v izolovaných MP detekován IL-1𝛽, ale i komponenty 

z inflamazomu nutné k jeho sestřihu (ASC, NLRP3 a kaspasa 1). Tato skutečnost 

naznačuje, že MP jsou schopny zesílit prozánětlivé reakce aktivací endoteliálních buněk 

(Wang et al., 2011). 

MP jsou schopny přenášet i funkční enzymy. U MP z krevních destiček byl prokázán 

přenos enzymu 12-lipoxygenasa (EC 1.13.11.31), který se účastní biosyntézy 

lipoxinu A4, což je významný protizánětlivý mediátor (Tang et al., 2010). Žírné buňky, 
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jež obsahují velké množství prekurzoru leukotrienu A4 (Murakami et al., 1995), byly 

inkubovány s PDMP, což v konečném důsledku zvýšilo biosyntézu lipoxinu A4. 

Zároveň byl během tohoto přenosu prokázán protizánětlivý efekt produktu. To, zda jsou 

schopny přenášet enzym 12-lipoxygenasu MP i z jiných buněčných linií, bylo 

prokazováno na MP z leukocytů. Přenos a ani samotný enzym se nepodařilo detekovat 

(Tang et al., 2010).  

Poté co byl v PDMP zjištěn biolipid PAF, byl detekován také enzym PAF 

acytelhydrolasa (PAF-AH; EC 3.1.1.47), který moderuje aktivitu Ca2+ independentní 

fosfolipasy A2 (EC 3.1.1.4). Ta degraduje PAF na inaktivní metabolit lyso-PAF 

a hydrolyzuje oxidované fosfolipidy (Tselepis et Champman, 2002; Mitsios et al., 

2006). Tyto PAF-AH PDMP byly nalezeny ve vyšším počtu u pacientů podstupujících 

koronární angioplastiku, což naznačuje, že hrají roli při juxtakrinní signalizaci 

u kardiovaskulárních onemocnění (Mitsios et al., 2006). 

MP jsou rovněž schopny přenášet receptory, které jsou původem z mateřské buňky 

a přenáší se na MP během jejich formování. PDMP jsou schopny přenášet 

glykoproteinový receptor IIb/IIIa (GPIIb/GPIIIa) do plazmatické membrány neutrofilů, 

které se účastní neinfekčních zánětlivých procesů. Přenesený receptor společně 

s 𝛽2-integriny aktivuje nukleární faktor κB (NF-κB), jehož aktivita je u neutrofilů 

důležitá pro jejich přežití a tvorbu dalších mediátorů zánětu (Choi et al., 2003; Salanova 

et al., 2007). Přenos receptorů byl prokázán i u patologických stavů. C-C chemokinový 

receptor typu 5 (CCR5), koreceptor pro přenos makrofágového tropismu viru lidské 

imunitní nedostatečnosti (HIV)-1, je schopen se přenášet pomocí MP z CCR5+ 

mononukleárních buněk periferní krve na CCR5- endoteliální buňky (32 pb delece 

zvyšuje rezistenci buňky vůči viru), a umožňuje tak pravděpodobně infekci 

deficientních CCR5- buněk (Mack et al., 2000). Stejný princip se uplatňuje při přenosu 

C-X-C chemokinového receptoru typu 4 (CXCR4) z PDMP a MP uvolněných 

z megakaryocytů na buňky, které tento receptor postrádají. CXCR4 receptor funguje 

stejně jako koreceptor CCR5, tentokrát však pro přenos T-tropismu HIV a umožňuje 

tak infekci původně imunních buněk (Rozmyslowicz et al., 2003). 

Přenos bioaktivních proteinů může ovlivňovat další signální dráhy v lidském 

organismu. Například morfogen Sonic hedgedog (Shh) je důležitý zejména pro 

normální růst. Kromě jeho role při embryotickém vývoji se v dospělém organismu Shh 

signální dráha účastní buněčné diferenciace, proliferace a angiogeneze (Bailey et al., 

2007). Schopnost akumulovat a přenášet Shh protein byla prokázána 
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u T-lymfocytárních MP. Shh pozitivní MP jsou schopny spustit diferenciaci lidských 

K562 pluripotentních erytroleukemických buněk směrem k megakaryotické linii 

(Martínez et al., 2006). V případě inkubace ShhMP s endoteliálními buňkami došlo ke 

zvýšení jejich adheze a expresi mRNA proangiogenních faktorů jako je hepatocytový 

růstový faktor, IL-1𝛽, metaloproteinasa 1 (EC 3.4.24.7) nebo vaskulární endoteliální 

růstový faktor A (VEGF A). Všechny zmíněné proangiogenní faktory se přitom účastní 

tvorby nových cév u nádorem indukované angiogeneze (Soleti et al., 2009).  

Kromě cytokinů mohou být zánětlivé reakce vyvolávány i proteiny. Například přenos 

protizánětlivého 37 kDa proteinu anexin 1 (AnxA1) byl prokázán u MP původem 

z polymorfonukleárních leukocytů (PMN; lze také uvádět jako granulocyty). PMN-MP 

s AnxA1 byly detekovány při adhesi granulocytů na monovrstvu buněk HUVEC. 

Ovšem při intravenózním podání PMN-MP došlo ke snížení samotného náboru 

(recruiment) a adheze PMN. Výsledky tak ukazují na pro- i protizánětlivé účinky 

PMN-MP v místě zánětu (Dalli et al., 2008). 

 

2.2.2.3 Transport microRNA  

MiRNAs jsou skupina malých 22 pb nekódujících RNA, které se vážou na messenger 

RNA (mRNA); působí jako endogenní post-translační regulátory genové exprese (Cai 

et al., 2004). Interakce miRNA s mRNA je velmi komplexní a není dosud přesně 

pochopena. Přesto bylo popsáno více jak 1000 rozdílných lidských miRNA. Rovněž 

se udává, že přibližně 1/3 genů kódující lidské proteiny je regulována právě miRNA 

(Lewis et al., 2005). Vzhledem k tomu, že v krevním séru jsou zastoupeny RNasy, které 

urychleně degradují RNA, bylo dalším předmětem zkoumání, jakým způsobem jsou 

miRNA chráněny před degradací (Diehl et al., 2012). 

Porovnáním různých miRNA v periferní krvi bez nebo s PDMP u pacientů 

s ischemickou chorobou srdeční (ICHS) metodou real-time PCR byl prokázán 

predominantní výskyt miRNA v MP (Diehl et al., 2012). 

Srovnáváním obsahu miRNA metodou nové generace sekvenování (NGS) 

u stimulovaných a nestimulovaných THP-1 (monocyty) a HUVEC buněk, a za stejných 

podmínek i jejich uvolněných MP, pak byly získány další důležité informace. 

Z porovnávaných profilů miRNA vyplynul rozdíl v obsahu rozdílných miRNA mezi 

MP a buňkami, ze kterých vznikly (podobně jako tomu bylo u proteinů). Odlišnosti 

v obsahu rozdílných miRNA nalezneme také v MP uvolněných z buněk stimulovaných 
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i nestimulovaných. Získané poznatky naznačují existenci specifického transportního 

mechanismu jednotlivých miRNAs z mateřské buňky do MP (Diehl et al., 2012).  

Rozdíl v obsahu i množství miRNA je viditelný také u PDMP izolovaných z pacientů 

s odlišnou diagnózou (pozorováno na pacientech se stabilní a akutní ICHS). Rovněž 

byly v MP zjištěny specifické miRNA, které jsou spojeny s různými kardiovaskulárními 

onemocněními, MP miRNA se tak jeví jako potencionální biomarkery [např. 

miRNA-133 v MP z krevních destiček – infarkt myokardu (Villar et al., 2011)] (Diehl 

et al., 2012). 

Za fyziologického stavu se v MP z periferní krve (zejména PDMP) vyskytují různé 

miRNA (miRNA-223, miRNA-484, miRNA-191, miRNA-016, miRNA-024 a další) 

(Hunter et al., 2008). Předpokládá se, že jejich úloha je zejména v diferenciaci buněk 

a hematopoezi. Ze zmíněných miRNA je nejabundantnější miRNA-223 (Hunter et al., 

2008), která hraje úlohu v proliferaci myeloidního progenitoru, v diferenciaci a aktivaci 

granulocytů (Johnnidis et al., 2008) a osteoklastů (Sugatani et Hruska, 2007). 

Přenos genetického materiálu pomocí MP může vést k významné modulaci chování 

recipientní buňky. Deregibus et al. (2007) prokázal, že MP z endoteliálních 

progenitorových buňek mohou modulovat chování zralých klidových endoteliálních 

buněk pomocí horizontálního transferu miRNA, přičemž došlo k jejich re-programování 

na angiogenní fenotyp. Absorpce a začlenění MP závisela na expresi 𝛼4 a 𝛽1 integrinů 

na povrchu MP, zatímco jejich funkce byla potlačena inkubací MP s RNasami. 

 

2.3 Chronická lymfatická leukemie 

Chronická lymfatická leukemie (CLL) je nejčastější forma leukemie v západním světě. 

CLL je charakterizována klonální proliferací a akumulací neoplastických B-lymfocytů 

v periferní krvi, kostní dřeni, lymfatických uzlinách a slezině. Onemocnění je 

diagnostikováno zejména u starších pacientů kolem 65 let života. Ovšem existují 

i případy pacientů s diagnózou CLL pod 55 let. Z hlediska pohlaví je četnost 

onemocnění u mužů a žen v poměru 2 : 1. Průběh onemocnění může být velmi 

variabilní. Zatímco někteří pacienti vedou relativně normální život až do výrazné 

progrese onemocnění, jiní umírají v rozmezí 1 až 5 let od stanovení diagnózy (Rozman 

et al., 1995, Parikh et al., 2013). Celosvětová incidence je v rozmezí 1 až 5.5 případů 

na 100 000 obyvatel. Do roku 2004 se za země s nejvyšším výskytem onemocnění CLL 

považovaly Austrálie, USA, Irsko a Itálie (Redaelli et al., 2004). 
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V současnosti se ke stanovení prognózy a klinického stádia onemocnění používají 

dvě klasifikace – stanovení dle Bineta (Binet et al., 1981) a stanovení dle Raie (Rai 

et al., 1975). Zatímco klasifikace dle Raie (Tab. 2) rozděluje pacienty podle úrovně 

lymfocytózy (lymfocytóza zároveň nesmí být spojena s jiným jevem např. infekcí), 

 

Tab. 2 Klasifikace dle Raie (Upraveno podle Hallek et al., 2008) 

 
Modifikovaný 

Rai 

Tradiční Rai Klinické stádium 

Nízké riziko 

(LR) 

0 Lymfocytóza v krvi nebo kostní dření; lymfoidní buňky 

pod 30 %  

Střední riziko 

(IR) 

I a II Lymfocytóza; zvětšené uzliny; splenomegalie  

a/nebo hepatomegalie 

Vysoké riziko 

(HR) 

III  Anémie (hemoglobin pod 110 g/l),  

IV Trombocytopenie (krevní destičky pod 100x109 l) 

 

klasifikace dle Bineta (Tab. 3) se provádí podle počtu postižených oblastí lymfatické 

tkáňové skupiny (lymfatické uzliny krku, třísel a v podpaží; játra a slezina) a výskytu 

anémie a trombocytopenie u pacienta (Rai et al., 1975; Binet et al., 1981). 

Až u 95 % pacientů je u maligních B-lymfocytů zjištěna zvýšená exprese 

antiapoptotického proteinu B cell lymphoma-2 (Bcl-2) ve srovnání s normálními 

lymfocyty. Tato nadexprese je jen velmi zřídka způsobena translokací t (14,18), 

typičtější pro non-Hodgkingské lymfomy. Spíše se může jednat o demetylaci na alelách 

genu Bcl-2 nacházejícím se na chromozomu 18 v kombinaci s dalšími mechanismy 

regulující Bcl-2 expresi (Hanada et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 
Tab. 3 Klasifikace dle Bineta (Upraveno podle Hallek et al., 2008) 

 
Stupeň Klinické stádium 

A Hemoglobin ≥ 100 g/l; krevní destičky ≥ 100x109 l;  

postižené oblasti ≤ 2 

B Hemoglobin ≥ 100 g/l; krevní destičky ≥ 100x109 l;  

postižené oblasti ≥ 3 

C Hemoglobin ≤ 100 g/l; krevní destičky ≤ 100x109 l;  

postižené oblasti ≥ 3; Anémie a/nebo trombocytopenie 

Postižené 

oblasti 

Hlava a krk zahrnující Waldeyerův kruh; Axily; Třísla včetně povrchové  

femorální oblasti; hmatná slezina; hmatná játra 
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2.3.1 Diagnostika chronické lymfatické leukemie 

Diagnostika tohoto onemocnění se provádí na základě návodu vytvořeného v roce 1988 

a 1996 pracovní skupinou National Cancer Institute – sponsored Working Group 

on CLL. Na základě International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia je 

každoročně tento návod aktualizován (Hallek et al., 2008). 

Obvykle se CLL detekuje u asymptomatických pacientů z normálního krevního 

vyšetření periferní krve, kde je potřeba přítomnost 5 × 109 klonálních B-lymfocytů/l 

(5000/µl) po dobu minimálně 3 měsíců. Klonalita cirkulujících B-lymfocytů musí být 

následně potvrzena průtokovou cytometrií. Leukemické buňky identifikované 

z krevního nátěru jsou morfologicky malé, zralé lymfocyty s úzkým lemem cytoplazmy 

a hustým (denzním) jádrem s nerozlišitelným jadérkem a částečně agregovaným 

chromatinem. Za další charakteristické znaky CLL jsou považovány Gumprechtovy 

jaderné stíny a tzv. rozmazané buňky (smudge cells) (Hallek et al., 2008; Swerdlow 

et al., 2017).  

Ke specifičtější detekci se následně používá screening povrchových antigenů 

na B-lymfocytech průtokovou cytometrií. Typický imunofenotyp CLL nese pozitivní 

B-lymfocytární antigeny CD19 a CD23 a vykazuje významnou koexpresi 

T-lymfocytárního antigenu CD5. Naopak negativní jsou antigeny FMC7, CD10 a slabá 

nebo žádna exprese je u antigenu CD22 (Matutes et al., 1994). Slabou expresi oproti 

fyziologickým lymfocytům vykazují dále znaky CD20, již zmíněný CD19 (Ginaldi 

et al., 1998), CD79b (Moreau et al., 1997) a povrchové lehké a těžké řetězce 

imunoglobulinů IgM/IgD (Geisler et al., 1991). Antigen CD200 je ve velké míře také 

pozitivní a lze ho použít pro odlišení CLL od onemocnění lymfomem z plášťových 

buněk, kde je exprese CD200 pouze na malé populaci CD5+ buněk nebo úplně chybí 

(Palumbo et al., 2009). Stručný popis zmíněných antigenů je uveden v Tab. 4. 

Na základě známého imunofenotypu CLL B-lymfocytů byl vytvořen hodnotící 

systém (Tab. 5), který každému znaku (CD5+, CD22+/-, CD23+, FMC7- a povrchové 

imunoglobuliny) přiřadí hodnotu 1 nebo 0 podle toho, zda se jedná o typickou nebo 

atypickou CLL. Výsledné skóre nabývá hodnot od 5 „typické“ pro CLL po 0 značící 

„atypické“ pro CLL (Matutes et al., 1994). Od roku 1998 lze nahradit znak CD22 

za CD79b (Moreau et al., 1997), který zpřesňuje výsledné skóre. Celé hodnocení 

lze používat k odlišení typické CLL od ostatních B-buněčných malignit. 
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Tab. 4 Stručný přehled antigenů využívaných pro diagnostiku CLL průtokovou cytometrií. 

(Převzato a upraveno podle: Starostka et Mikula, 2014) 

 

Antigen Struktura kDa Funkce 

CD5 Transmembránový 

glykoprotein 

67 CD72 ligand 

CD10 Integrální membránový 

protein 

100 Neutrální endopeptidasa 

CD19 Membránový  

glykoprotein 

95 Regulace, aktivace a diferenciace B-lymfocytu 

CD20 Membránový protein 33 – 37 Regulace, aktivace a diferenciace B-lymfocytu 

CD22 Transmembránový 

glykoprotein, izoformy 

130/140 

 

Aktivace a diferenciace B-lymfocytu 

CD23 Transmembránový 

protein; asociace s 

 MHC. II třídy 

45 Nízkoafinitní receptor pro IgE 

CD79b Glykoprotein; asociace 

s SmIg 

33 – 45 Struktura BCR komplexu 

CD200 Membránový  

glykoprotein* 

41 – 47* Exprimován ve více buněčných liniích (B linie, 

v podmnožině T linie, endoteliální buňky,…)†; 

Interakce s CD200R (imunoglobulinový 

inhibitorový receptor)‡;  

Supresivní efekt na imunitní odpověď 

zprostředkovanou T linií‡ 

FMC7 Glykoprotein 105 Regulace, aktivace a diferenciace B-lymfocytu 
*Zdroj: Yi et al., 2012; 
†Zdroj: Wright et al., 2001 
‡Zdroj: Hoek et al., 2000; Wright et al., 2003 

 

 

 

 

 

 

 
Tab. 5 Hodnotící systém pro určení B-CLL nabývají v celkovém součtu hodnot 0 (atypická 

CLL) až 5 (typická CLL). (Upraveno podle Matutes et al., 1994) 

 
 Body 

Membránový marker 1 0 

Povrchové imunoglobuliny 

(SmIG) 

Slabě pozitivní Středně/silně pozitivní 

CD5 Pozitivní Negativní 

CD23 Pozitivní Negativní 

CD22/CD79d* Slabě pozitivní/ negativní Středně/silně pozitivní 

FMC7 Negativní Positivní 
*Od roku 1998 lze marker CD22 nahradit za CD79d pro zpřesnění výsledku (Moreau et al., 

1997) 
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2.3.2 Molekulární cytogenetika 

Analýza molekulární cytogenetiky B-CLL byla v počátcích ze dvou důvodů poměrně 

obtížná. Za prvé B-CLL buňky velmi pomalu proliferují. To potvrzuje analýza 

buněčného cyklu CLL B-lymfocytů v periferní krvi, kde bylo zjištěno, že většina 

populace (99 %) se nachází v G0/G1 fázi buněčného cyklu (Andreeff et al., 1980). 

Za druhé mitogen fytohemaglutinin používaný v 60. a 70. letech byl stimulátor 

T-lymfocytů na úkor B-lymfocytů. Použitím B-buněčných aktivátorů lipopolysacharidů 

a obzvlášť 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetátu došlo ke zlepšení cytogenetické 

definice CLL (Caligaris-Cappio et Hamblin, 1999). V 70. letech došlo k vývoji různých 

barvících technik řadících se do tzv. konvenční cytogenetiky. Mezi tyto metody barvení 

kondenzovaných chromozomů zejména v metafázi buněčného cyklu patří např.: 

nefluorescenční barvení Giemsa banding (Drets et Shaw, 1971; Dutrillaux et Lejeune, 

1971; Speicher et Carter, 2005), fluorescenční barvení Quinacrine banding (Caspersson 

et al., 1968) nebo Reverse banding (Dutrillaux et Lejeune, 1971). Reverse banding 

funguje na principu obráceného barvení Geimsa díky kontrolovanému zahřívání 

chromozomů před samotným barvením (Dutrillaux et Lejeune, 1971). Použití Giemsa 

banding a Quinacrine banding bylo významné například při objevu nejznámější 

translokace 9/22 Filadelfského chromozomu u onemocnění chronické myeloidní 

leukémie, kde se původně uvažovalo, že se jedná pouze o deleci 22q (Rowley, 1973). 

 Nejvýraznější přínos je připisován metodě fluorescenční in situ hybridizace (FISH), 

která využívá chromozomálně specifické centromerické próby pro detekci numerických 

chromozomových abnormalit (odchylky od normálního počtu chromozomů) v dělících 

se i v nedělících se (interfázových) buňkách (Que et al., 1993). 

Nejčastější chromozomální abnormalitou je delece chromozomu 13q14 vyskytující 

se u poloviny (až 55 %) diagnostikovaných pacientů (Döhner et al., 2000). V deletované 

oblasti CLL-MDR (minimální deletovaný úsek) o velikosti méně než 300 kb bylo 

identifikováno snížení exprese nebo úplná ztráta funkčnosti u miRNA genů miR15 

a miR16 (Calin et al., 2002). Ztráta funkčnosti klastru DLEU2 (deleted in leukemia 

2 gene)/miR-15a/16-1urychluje proliferaci B-lymfocytů modulací exprese genů 

kontrolující průběh buněčného cyklu zejména v přechodech G0/G1 a G1/S fáze. Jedná 

se zvýšenou expresi genů pro cykliny (CCNE1, CCND2, CCND3) a cyklin dependentní 

kinasy CDK4/CDK6 (EC 2.7.11.22). V důsledku také dochází k nárůstu fosforylace 

retinoblastomového proteinu – Rb (Klein et al., 2010). Samotný gen pro Rb, důležitý 
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regulátor buněčného cyklu, bývá deletován na jedné z alel v 30 % případů. Pokud však 

zároveň nedojde na druhé alele ke ztrátě funkčnosti proteinu, není tato delece tak 

významná jako u genů miRNA (Liu et al., 1993). 

Delece 11q je pozorována jako druhá nejčastější aberace až u 18 % procent případů 

(Döhner et al., 2000). V úseku 11q22.3-22.1 dochází k deleci genů RDX (Radixin), 

FDX1 (Ferredoxin 1) a nejvýznamnějšího ATM (Ataxia telangiectasia mutated) 

(Döhner et al., 1997). ATM je serin/treonin protein kinasa (EC 2.7.11.1), jejíž hlavní 

úloha spočívá v buněčné odpovědi na poškození DNA zejména u dvouvláknových 

zlomů (Shiloh et Ziv, 2013). Proto je delece 11q spojována s horší prognózou a je také 

charakteristická pro mladší pacienty v pokročilejším stádiu onemocnění (Döhner et al., 

1997). 

Trisomie 12 (12+) se vyskytuje kolem 16 % případů (Döhner et al., 2000). Zvýšená 

exprese genů nacházejících se na chromozomu 12 byla mapována pomocí metody 

microarray. Touto metodou bylo nalezeno sedmnáct genů nacházejících se přímo 

na chromozomu 12, které měly rozdílnou expresi (některé geny zobrazeny v Tab. 6) 

(Haslinger et al., 2004). V další studii byly pomocí reverzně-transkriptasove PCR 

nalezeny jiné geny s vyšší expresí. Jednalo se o geny regulující buněčný cyklus 

exprimující CDK4, cyklin dependentní kinasový inhibitor 1B (p27kip1) a transkripční 

faktor E2F. Zvýšená exprese E2F však může být také způsobena v důsledku nadexprese 

CDK4. Jako hlavní mechanismus patogeneze u 12+ lze tedy považovat zvýšenou expresi 

určitých genů (Kienle et al., 2005). Následně se Winkler et al. (2005) snažil nahlédnout 

na expresi těchto genů přímo na proteinové úrovni. Westernblottingem porovnával 

expresi genů (p27, CDK4, CDK2, STAT6, Smac/DIABLO a další) mezi zdravými 

jedinci, CLL pacienty bez 12+, CLL s 12+ a maligními buněčnými liniemi (Jurkat, 

JVM-2, EHEB). Protein p27 byl sice nadexprimován u 12+, nicméně stejná úroveň 

exprese byla pozorována i u pacientů bez 12+. Protein CDK4 vykazoval u obou skupin 

velmi slabou expresi. V obou případech nebyla u zdravých jedinců zaznamenána žádná 

exprese p27 i CDK4. Z hlediska proteinové úrovně se tedy zdá, že žádný z výše 

zkoumaných proteinů není v důsledku exprimován právě trisomii 12. Nicméně jak 

autoři zároveň uvádí: zvýšená exprese genů pro CDK4 a p27 se na RNA úrovni může 

ve výsledku nacházet pod limitem kvantifikace imunoblottingem (Winkler et al., 2005).  
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Tab. 6 Ukázka některých rozdílně exprimovaných genů nacházejících se na chromozomu 12 u 

onemocnění CLL s chromozomální abnormalitou trisomie 12+ (Upraveno podle Haslinger 

et al., 2004) 

 
Aberace Název genu Locus 

ANAPC5, PDL-108 Anafázi zprostředkující komplex podjednotka 5 12q24 

GIT2 G proteinem spojený receptor kinásový-interaktor 2 12q24.1 

SNRPF Malý nukleární ribonukleoproteinový polypeptid F 12q23 

M6PR Manosa-6-fosfátový receptor (Ca2+ dependentní) 12q13 

MYF6 Myogenický faktor 6 (Herculin) 12q21 

SFRS9 Splicing faktor, arginin/serich-rich 9  12q24 

 

I když se delece 17q objevuje u nízkého procenta případů (7 %), je často spojována 

s nejhorší prognózou (Döhner et al., 2000). Důvodem je delece v úseku 17q13, která 

významně omezuje funkčnost genu TP53 (Zenz et al., 2008; Rossi et al., 2009). Tzv. 

nádorový supresor p53 funguje jako transkripční faktor pro exprimování velkého 

množství proteinů, jehož hlavní úloha spočívá v dějích jako je navození apoptózy nebo 

regulace buněčného cyklu (Levine et Oren, 2009). Mezi známé proteiny exprimované 

aktivovaným proteinem p53 patří například cyklin dependentní kinázový inhibitor 

p21(El-Deiry et al., 1993) nebo proapoptotický BAX (Miyashita et Reed, 1995). 

U některých pacientů dochází kromě monoalelické delece TP53 také 

k bodovým mutacím tohoto genu na alele druhé. Byly nalezeny také případy, kdy došlo 

pouze k mutaci genu bez případné delece. Nicméně špatná prognóza je přibližně stejná 

pro všechny tři varianty (pouze 17q; 17q a mutace TP53 na druhé alele; mutace TP53 

bez 17q). Při diagnostice by se tak měly sledovat kromě 17q i jednotlivé změny 

v oblasti genu kódující TP53 na obou alelách (Zenz et al., 2008; Rossi et al., 2009).  

Nejméně častá aberace, vyskytující se do 6 %, se nachází na chromozomu 6. Jedná 

se o deleci úseků 6q21 a 6q27 (Stilgenbauer et al., 1999; Döhner et al., 2000). Z těchto 

dvou úseků je častější 6q21. Předmětem zkoumání je nalézt v deletovaných oblastech 

klíčový tumor supresorový gen, který by byl zahrnut v patogenesi onemocnění 

(Stilgenbauer et al., 1999). Sledováním exprese genů na chromozomu 6 metodou 

miccroaray byla nalezena zvýšená exprese genů v oblasti 6q21.3. Jednalo se zejména 

o geny kódující členy histonové rodiny H2A a H2B (Haslinger et al., 2004). Jako 

možnou kandidátku pro tumor supresorový gen lze brát E3 ligasu HACE1 (EC 2.3.2.26) 

v oblasti 6q21. Tato ligasa je downregulována u velkého počtu malignit. Zejména 

u onemocnění ledvin neboli Wilmsova tumoru (epigeneticky hypermetylací ostrůvků 

CpG – CpG-177) a dále u lymfomů, nádorů prsu a plic nebo u osteosarkomu. Možná 
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hlavní úloha HACE1 ligasy spočívá v regulaci buněčného cyklu při buněčném stresu 

redukcí proteinu cyklinu D1 (Zhang et al., 2007). 

 

2.3.3  Prognostické faktory/nástroje u CLL 

Jako klasický přístup stanovení prognózy pacienta, vedle klasifikace dle Raie (1975) 

nebo Bineta (1981), se pro určení délky přežití pacienta používá tzv. zdvojovací čas 

lymfocytů (lymphocyte doubling time – LDT). Vědecký tým Montserrat et al. (1986) 

jako první porovnával LDT v závislosti na Binetově stupnici, analýze kostní dřeně, 

časovém období, kdy pacientovi není aplikována léčba a přežití. LDT je tedy čas, 

za který dojde ke zdvojnásobení počtu lymfocytů v periferní krvi od diagnostikování 

onemocnění. Pokud uvažujeme pouze o samotném stanovení LDT, je pacientům 

s hodnotou 12 a méně měsíců predikována horší prognóza oproti pacientům s více než 

12 měsíci, kteří se dožívají významně déle. Porovnáním LDT s Binetovou stupnicí bylo 

zjištěno, že u pacientů s nižším LDT ve stadiu A nebo B dochází rychleji ke zhoršení 

prognózy (tedy ze stupně A na B nebo B na C). LDT se tedy dá využít jako dobrý 

nástroj pro predikci zhoršení prognózy daného pacienta a k včasnému zahájení léčby 

(Montserrat et al., 1986; Molica et Alberti, 1987). 

Jako další stanovení lze do klasického přístupu zahrnout sérové markery. Jedná 

se o sérovou tymidin kinasu – sTk (EC 2.7.1.21) (Hallek et al., 1992; Matthews et al., 

2006), rozpustný β2-mikroglobulin – s𝛽2-m (Di Giovanni et al., 1989; Molica et al., 

1999) a rozpustnou CD23 (Reinisch et al., 1994; Molica et al., 1999). Jejich zvýšené 

hodnoty v krevním séru mohou samostatně nebo v kombinaci mezi sebou či s dalšími 

klinickými faktory (např. Binetova stupnice, LDT, CD38+ nebo mutační stav IgVH 

genu) pomoci předpovědět délku přežití pro daného pacienta. (Molica et al., 1999; 

Matthews et al., 2006). Mezi hlavní výhody prognostických sérových markerů řadíme 

jejich jednoduchost získávání z periferní krve a spolehlivost v určení prognózy pacienta 

nezávisle nebo v závislosti na ostatních faktorech. Problém je ovšem v jejich cut off 

hodnotách, které se mohou v různých laboratořích lišit. V ideálním případě tak musí 

dojít ještě k vylepšení standardizace těchto sérových markerů. Další limit spočívá 

v ovlivnění hladiny jednotlivých markerů v periferní krvi jinými faktory nezávislými 

na CLL (Cramer et Hallek, 2011). Například pro sTk dochází ke zvýšení její 

koncentrace v krvi vlivem virové infekce nebo deficitem vitamínu B12 (Hallek et al., 

1992). Hladinu s𝛽2-m ovlivňují infekce a velmi významně glomelurární filtrace 
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(glomerulal filtration rate). Proto lze pro přesnější analýzu s𝛽2-m spojit stanovení s𝛽2-m 

v periferní krví se stanovením glomerulární filtrace (Delgado et al., 2009). 

Novější prognostické faktory již byly částečně zmíněny v předchozí kapitole 2.3.2, 

kde bylo stanovení spojeno s detekcí chromozomálních aberací. Podle výskytu aberací 

se dá predikovat délka přežití daného pacienta (v případě nezahájení léčby). Jedná 

se tedy o jedny z nejdůležitějších faktorů pro předvídání přežití. Pacienti se 17q delecí 

mají obvykle nejhorší prognózu (medián přežití 9 měsíců). S mediánem 13 měsíců je 

následuje druhá tzv. horší prognóza a to delece 11q. Trisomie 12q se udává jako střední 

délka přežití (medián 33 měsíců). Pacienti s normálním karyotypem mají medián 49 

měsíců a nejdelší doba přežití připadá na pacienty pouze s delecí 13q (medián 92 

měsíců). U pacientů s delecí 17q nebo 11q byla ve větší míře případů diagnostikována 

CLL již v pokročilejším stádiu onemocnění (Döhner et al., 2000). 

Vedle špatné prognózy u pacientů s delecí nebo mutací genů p53 (Zenz et al., 2008. 

Rossi et al., 2009) nebo ATM (Döhner et al., 1997) byly zjištěny i další důležité mutace 

zhoršující prognózu pacienta v genech NOTCH1 a BIRC3 (lze uvádět také jako cIAP2). 

Mutace NOTCH1 (kolem 15 % případů) je pravděpodobně velmi významně spojena 

s agresivnějším průběhem trisomie 12 (až 40 % pacientů s 12+). U genu NOTCH1 

dochází na posledním exonu k posunu čtecího rámce 2 bp delecí úseku označeného jako 

P2515f. Výsledkem této delece je zkrácený protein (Balatti et al., 2012). Jiná mutace 

se může objevit v nekódující sekvenci zahrnující 3´region způsobující změnu splicingu 

u posledního exonu vedoucí rovněž ke krácení proteinu (158 pb delece) (Puente et al., 

2015). Protein NOTCH1 hraje důležitou roli jako transkripční faktor různých genů 

účastnících se buněčné diferenciace, proliferace a apoptózy. Mezi tyto geny patří 

například protoonkogen c-myc (Palomero et al., 2006). Druhý gen BIRC3 exprimuje 

aktivní protein, který spolu s dalšími proteiny potlačuje nekanonickou signální dráhu 

NF-κB. Mutace tohoto genu způsobuje nefunkčnost RING domény proteinu vedoucí 

ke ztrátě E3 ligasové aktivity. Neregulovaná nekanonická dráha NF-κB zvyšuje 

proliferaci i délku přežití u B-lymfocytů (Zarnegal et al., 2008). Mutace BIRC3 

se vyskytuje přibližně u 4 % diagnostikovaných případů CLL. Ovšem 

u fludarabin-refrakterních a relabujících pacientů se výskyt pohybuje okolo 25 % (Rossi 

et al., 2012). 

Analýzou mutací IgVH genu (gen pro variabilní oblast těžkého řetězce 

imunoglobulinu – VH) lze pacienty rozdělit na dvě skupiny CLL s odlišným klinickým 

průběhem onemocnění. Skupina s nemutovaným IgVH genem se od skupiny 
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s mutovaným IgVH genem odlišuje atypickou morfologií, isolovanou trisomií 12 

a rychlejší progresí onemocnění (medián přežití 95 měsíců oproti 293 měsícům; poměr 

nemutovaný/mutovaný gen se pohybuje kolem hodnoty 50 : 50). Z hlediska původu 

CLL z určitého stádia vývoje B-lymfocytů je nemutovaný IgVH gen spojen s naivními 

B-lymfocyty, a naopak mutovaný s paměťovými lymfocyty (Damle et al., 1999; 

Hamblin et al., 1999). Cut off hodnota pro odlišení mutovaného a nemutovaného IgVH 

genu byla stanovena pro nemutovaný gen jako ≥ 98% homologie s genem zárodečné 

linie (Damle et al., 1999; Kröber et al., 2002), i když jiná studie naznačuje použití cut 

off hodnoty ≥ 97 % jako lepší ukazatel ve stanovení prognózy (Kröber et al., 2002). 

Mezi další markery, které lze sledovat, se řadí trans-membránový glykoprotein 

typu 2, CD38, měřený pomocí průtokové cytometrie. Vysoká exprese tohoto znaku 

do jisté míry koreluje s nemutovaným IgVH genem. Proto analýza pozitivity CD38 (cut 

off hodnota 30 % ≤) byla zpočátku brána jako jednodušší metoda pro určení 

nemutovaného IgVH genu pro některé klinické laboratoře (Damle et al., 1999). Další 

studie však prokázaly, že až u 30 % případů analýza exprese antigenu CD38 může 

selhat v určení statusu mutovaného VH genu. Při těchto studiích byly používány cut off 

hodnoty pro pozitivitu CD38 7 % (Kröber et al., 2002), 20 % a 30 % (Hamblin et al., 

2002). Pozitivita CD38 je tedy brána jako nezávislý prognostický faktor na mutaci VH 

genu i Binetově stupnici. Nicméně dohromady mohou být tyto faktory použity k selekci 

pacientů s nejhorší prognózou (medián přežití CD38+/nemutovaný IgVH je 8 let, oproti 

26 letům CD38-/mutovaném IgVH) (Hamblin et al., 2002). 

 

2.3.4 Funkce CLL mikropartikulí 

Jak už bylo dříve v této práci zmíněno, MP neovlivňují pouze normální biologické 

funkce, ale uplatňují se i v patologických stavech. V případě CLL jsou vzniklé 

mikropartikule/mikrovezikule uvolňovány z nádorově transformovaných B-lymfocytů. 

Přitom počet těchto částic v periferní krvi při progresi onemocnění neustále narůstá 

a stává se tak dominantním fenotypem. Bylo také prokázáno, že tyto částice jsou 

schopny interagovat s maligními i normálními buňkami kostní dřeně (bone marrow 

stroma cells – BMSC) (Ghosh et al., 2010). 

Při studiu signálních drah metodou western blot u BMSC bylo zjištění, že CLL MP 

jsou schopny aktivovat signální dráhy pro protein kinasu B (AKT, EC 2.7.11.1). CLL 

MP tuto dráhu aktivují díky přenosu receptoru Axl do plazmatické membrány buněk. 
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Následně aktivací signální dráhy AKT/mTOR/p70S6K/HIF-1𝛼 dojde u takto 

ovlivněných buněk k nadexpresi VEGF, jenž je významný při angiogenezi a je brán 

jako tzv. faktor přežití pro CLL buňky. Další dva proteiny byly exprimovány přes 

signální dráhu AKT/GSK3𝛽/𝛽-katenin. Jedná se o významné regulátory buněčného 

cyklu c-myc a cyklin D1. Vše tedy nasvědčuje tomu, že CLL MP působí jako faktor 

přežití pro CLL buňky a následně se spolupodílejí na zhoršení prognózy pacienta i větší 

odolnosti proti v současné době používaným léčivům (Ghosh et al., 2010). 

CLL MP mohou také ovlivnit progresi onemocnění a rezistenci vůči léčivům vlivem 

svých povrchových antigenů. Antigen CD52 (cíl alemtuzumabu), a CD20 

(cíl rituximabu) byly detekovány také na povrchu CLL MP (Ghosh et al., 2010). 

V případě CD52 dokonce došlo při in vitro stimulaci k poklesu exprese tohoto antigenu 

u CLL B-lymfocytů a naopak k nárůstu přímo na CLL MP. Rozdíl exprese CD52 byl 

nalezen také mezi normálními a CLL B-lymfocyty (zdravé buňky exprimují na svém 

povrchu až 3x více CD52). Výsledky tak naznačují, že dochází ke snížení exprese CD52 

v důsledku uvolňování tohoto antigenu na povrchu MP (Boysen et al., 2017). 

Akumulace CD52 a CD20 na povrchu CLL MP může potencionálně vázat specifické 

monoklonální protilátky, v důsledku čehož může dojít ke snížení léčebných účinků 

alemtuzumabu a rituximabu (Ghosh et al., 2010; Boysen et al., 2017). 

  



27 

 

3 Experimentální část 

3.1 Cíle práce  

Hlavní náplň praktické části spočívá ve vytvoření vhodné metodiky detekce 

a kvantifikace mikropartikulí u chronické lymfocytární leukemie. Jelikož se jedná 

o extremně malé částice, je nutno modifikovat tovární nastavení cytometru pro oddělení 

šumu signálu přístroje od signálu tvořeného těmito částicemi. 
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4 Materiály a metodika 

4.1 Chemikálie a protilátky 

Karboxyfluorescein diacetát – CFDA; Sigma – Aldrich s.r.o., USA 

anti-Hu CD5 PerCP – Cy5.5; Klon: L17F12; Becton-Dickinson Bioscience, USA 

anti-Hu CD19 PE – Cy
Tm7; Klon: 4G7; EXBIO Praha a.s., ČR 

anti-Hu CD52 Pacific BlueTm; Klon: HI186; EXBIO Praha a.s., ČR 

BD FACSDivaTm CS&T IVD Beads; Becton-Dickinson Bioscience, USA 

Roztok PBS s albuminem:  

80,0 g NaCl, 2,0 g KCl, 36,4 g Na2HPO4
*12H2O, 2,4 g KH2PO4, do objemu 1000 ml 

destilované vody; K roztoku PBS přidáme 22% Bovinní sérový albumin (BSA; 

Sanquin Reagents B.V.; Nizozemsko) poměr 100 ml PBS ku 10 ml 22% BSA  

 

4.2 Přístrojové a laboratorní vybavení 

Vortex Mixer 230V EU; Labnet International Incorporation, USA 

Pipety s rozsahem 0,1µl až 1 ml; Eppendorf, Německo 

BD FACSCantoTM II Flow Cytometer; Becton-Dickinson Bioscience, USA 

 

4.3 Metodika 

4.3.1 Krevní vzorky 

Krevní vzorky byly získány z odběrů periferní krve při rutinním vyšetření ve Fakultní 

nemocnici Olomouc v časovém období od září 2018 do března 2019. Aby se zabránilo 

koagulaci, byla krev odebírána do antikolaguačních zkumavek 

s ethylendiamintetraacetátem tridraselným (K3EDTA). Celkově bylo na analýzu 

dvoubarevných experimentů (CD5+/CD19+) měřeno 76 vzorků pacientů ve věkovém 

rozmezí 42 až 86 let v různém stádiu onemocnění CLL. Na trojbarevné experimenty 

(CD5+/CD19+/CD52+) bylo měřeno dalších 11 vzorků. 

Pro stanovení kontrolních měření byly použity vzorky zdravých dárců krve 

z transfůzního oddělení Fakultní nemocnice Olomouc. 

 

4.3.2 Příprava vzorků 

Do plastové zkumavky (5 ml polystyrenová zkumavka s kulatým dnem o velikosti 

12*75 mm) bylo napipetováno 50 µl nesrážlivé periferní krve pacientů s diagnózou 

chronické lymfatické leukemie. Následně bylo přidáno 1 µl CFDA, 5 µl protilátky anti-
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Hu CD5 PerCP – Cy5.5 a 5 µl anti-Hu CD19 PE – Cy7. Vzorek byl následně vortexován 

a inkubován ve tmě při laboratorní teplotě (25 ℃) po dobu 30 minut. Po uplynutí doby 

inkubace byl vzorek naředěn 0,5 ml roztokem PBS s albuminem a analyzován 

na průtokovém cytometru. V případě, že byl vzorek příliš koncentrovaný, byl přidán 

další alikvotní podíl roztoku PBS s albuminem.  

Ke vzorkům nebyl, oproti běžným metodikám, přidán lyzační roztok pro odstranění 

erytrocytů z důvodu navýšení kvantity signálu přijímaného analyzátorem.  

 

4.3.3 Průtoková cytometrie 

4.3.3.1 Vnitřní kontrola kvality 

Z důvodu náročnosti měření MP a získání co nejpřesnějších výsledků pro následné 

statistické zpracování dat, podléhal průtokový cytometr BD FACSCantoTM II po celou 

dobu práce vnitřní kontrole kvality. Přístroj byl v pravidelných časových intervalech 

kalibrován pomocí mikrosfér BD FACSDivaTm CS&T IVD Beads. 

 

4.3.3.2 Threshold 

Jak už bylo v textu zmíněno (kapitola 2.2), MP jsou heterogenní skupina sférických 

částic o velikosti 100 nm až 1 µl (Théry et al., 2009). Jejich velikost (zejména pod 500 

nm) se nachází pod limitem rozlišení světelné mikroskopie (400–700 nm). Dalším 

problémem je determinace refraktivního indexu (RI) v side scatter/forward scatter 

(SSC/FSC) modu, jelikož obvykle používané polystyrenové nebo křemičitanové 

kalibrační kuličky mají rozdílný RI oproti RI heterogenní skupiny EV. (Chandler et al., 

2011, Gardiner et al., 2014). Fluorescenční signál také nemusí být dostatečný k detekci 

pro menší EV (nadřazená skupina pro MP). Buněčné proteiny, které jsou exprimovány 

na rodičovské buňce, mohou být přítomny v méně než 100 kopiích na od nich 

odvozených vezikulách. Exprese proteinů je tak limitována velikostí povrchu 

samotných EV (Nolan, 2015). 

Během měření MP byl vypnutý tzv. treshold, který je za normálních okolností 

většinou nastaven na úroveň, která se nachází nad slabým signálem/výkonem laseru 

na FSC i SSC a tzv. šumem pozadí (Welsh et al., 2017). Z důvodu vypnutému tresholdu 

nebyly vzorky lyzovány (více kapitola 4.3.2). 
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4.3.3.3 Detekce mikropartikulí, gatovací strategie 

K označení buněk bílé krevní řady a dále nezlyzovaných buněk červené krevní řady 

a krevních destiček byl použit fluorescenční marker karboxyfluorescein diacetát 

(CFDA). CFDA prochází přes cytoplazmatickou membránu buněk, kde následně 

dojde k hydrolýze diacetátových skupin pomocí intracelulárních nespecifických 

esteras (Obr. 5). Po odštěpení vzniká negativně nabitá molekula fluoresceinu, která je, 

v případě jejich nepoškozené membrány, díky svému náboji zadržována uvnitř buněk 

(Hoefel et al., 2003). Vzhledem k povaze cytoplazmatické membrány MP je CFDA 

schopna označit i samotné MP. CFDA odlišuje MP od nesférických fragmentů 

cytoplazmatické membrány. Měření bylo prováděno také v FSC/CFDA(FITC) modu 

(Obr. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 5 Mechanismus účinku fluorescenční značky karboxyfluorescein diacetátu, která je 

po průchodu přes cytoplazmatickou membránu buňky štěpena intracelulárními 

esterasami na molekulu karboxyfluoresceinu. Účinkem esteras dochází k hydrolýze 

diacetátových skupin. Vzniklá negativně nabitá molekula karboxyfluoresceinu obtížně 

prochází zpět přes membránu. Po ozáření laserem emituje příslušný signál. (Převzato 

a upraveno podle Hoefel et al., 2003) 

Intracelulární 
esterasy 

5-(a 6-) CFDA 5-(a 6-) CF 
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Obr. 6 Výsledek měření CFDA proti forward scatter u pacienta s nově diagnostikovaným 

onemocněním CLL (Binet B); Zelené a červené signály patří buňkám červené a bílé 

krevní řady, krevním destičkám a dalším fragmentům, nečistotám nebo nenavázaným 

protilátkám. Fialově označená oblast přísluší MP s pozitivním signálem na antigen 

CD5+. 

 

Následně byla v FSC/SSC modu, spolu v závislosti na FSC/CFDA(FITC) modu, 

vyselektovaná oblast pravděpodobného výskytu MP označená v našem případě jako 

P1 (Obr. 7). 

 

Obr. 7 Výsledek měření MP zaznamenaný analyzátorem v side scatter vs forward scatter 

modu; Celková suma signálu periferní krve u pacienta s nově diagnostikovaným 

onemocněním CLL (Binet B); P1 je vyselektovaná oblast předpokládaného vyskytu 

CLL MP; Modré a fialové signály přísluští pozivitě znaku CD5 
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Z oblasti P1 byly zaznamenávány veškeré signály. Jako pozitivní populace CLL 

MP byla sledována dvojitá pozitivita antigenů CD5+/CD19+. Pro statistické zpracování 

výsledků měřené populace CLL MP byl nastaven gate pro 10 000 signálů pozitivních 

na antigen CD5 (Obr. 8). Stejný gate byl použit i pro trojbarevné experimenty 

CD5+/CD19+/CD52+. Po stanovení míry pozitivity CD5+/CD19+ MP byla pro změření 

vzorků nastavena kompenzace fluorochrom – % fluorochrom (PE – Cy7 – % PerCP –

 Cy5.5) v rozmezí 40 až 70 % podle rozlišení dvojitě pozitivní/negativní. Relativní % 

zastoupení CLL MP bylo následně stanoveno z celkové sumy všech změřených 

signálů. 

V Tab. 7 je ukázka nastavení velikosti napětí jednotlivých laserů u průtokového 

cytometru BD FACSCantoTM II, které bylo používáno po celou dobu měření vzorků a 

kontrol. Nastavené napětí se může lišit mezi přístroji od různých výrobců i přístroj od 

přístroje v rámci sumace tolerancí při výrobě. 

 

 

Obr. 8 Ukázka gatovací strategie pro detekci CLL MP; Ve vyznačené oblasti je napočítáno 

10 000 signálů, které přísluší fyziologickým i CLL MP pozitivním na antigen CD5. 

Měření přísluší pacientovi s nově diagnostikovým onemocnění CLL ve stádiu Binet B. 

 

 

Tab. 7 Ukázka nastaveného napětí na jednotlivých laserech u průtokového cytometru BD 

FACSCantoTM II pro prokol na měření CLL MP. 

 

 FSC SSC FITC Pacific 

Blue 

PerCP-

Cy5-5 

PE-Cy7 

Napětí (V) 370 205 380 450 500 680 
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4.3.4 Statistické zpracování výsledků 

Pro porovnání vztahu mezi maligními B-lymfocyty a z nich uvolněných CLL 

mikropartikulí byl jako nejvhodnější zobrazení zvolen lineární vztah relativního 

% zastoupení maligních B-lymfocytů proti přirozenému logaritmu relativního 

% zastoupení CLL MP v periferní krvi pacientů. Pro výpočet korelace, zda existuje 

vztah mezi nádorovou náloží a populací CLL MP, byl použit Spearmanův korelační 

koeficient. P – hodnota byla vždy počítána pro hladinu významnosti p <0,05. Veškeré 

statistické zpracování výsledků bylo provedeno ve statistickém programu Statistica 

verze 13.4.0, TIBCO software, USA. 
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5 Výsledky 

5.1 Charakteristika měřené skupiny pacientů  

Analýza MP byla prováděna na pacientech (n = 76) v různých fázích onemocnění 

CLL. Z toho bylo 45 můžu a 31 žen (poměr M/Ž = 1,45/1). Pacienty lze rozdělit 

do několika skupin, a to na pacienty s novou diagnózou (n = 10), aktivním 

onemocněním před nebo v první linii používaných terapeutik (n = 26) i neaktivním 

onemocněním (n = 6) ve stádiu sledování progrese s případnou nutností zahájení 

aktivní léčby, dále v remisi (n = 7) nebo v opětovném relapsu onemocnění (n = 24). 

U tří pacientů nebylo možné zjistit aktuální stav onemocnění ani případná aplikovaná 

léčiva. 

Z této množiny neprobíhala u 38 pacientů během analýzy vzorků léčba. Druhá 

skupina pacientů (n = 35) byla v době analýzy MP léčena různými chemo- 

a imonuterapeutiky. Největší zastoupení v této skupině mělo léčivo Ibrutinib (n = 21), 

což je inhibitor B-buněčné receptorové signalizace (B-buněčný receptor = BCR) 

působící prostřednictvím inhibice Bruton tyrosin kinasy (EC 2.7.10.2) (Honigberg 

et al., 2010.), používá se zejména u pacientů s relabujícím onemocněním. Druhou 

častěji používanou variantou byla kombinace léčiv Rituximab-idelalisib (n = 8), kde 

Idelalisib funguje jako inhibitor 𝛿 izoformy fosfatidylinositol-3 kinasi (PI3K; 

EC 2.7.1.137), čímž způsobuje pro-apoptotickou aktivitu maligních B-lymfocytů (Wu 

et al., 2013). Oproti tomu Rituximab má jiný mechanismus účinku: Toto léčivo působí 

jako anti-CD20 chimerická monoklonální protilátka, která zabíjí B-buňky různými 

mechanismy, jako je aktivace komplementu tzv. complement-dependent cytoxicity 

(CDC), indukce apoptozy nebo po vazbě na nádorový antigen dojde k aktivaci 

imunitního systému tzv. antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) (Johnson et 

Glennie, 2003). 

 

5.2 Vizualizace dvoubarevných měření CLL MP 

Použitím dvoubarevného experimentu CD5+/CD19+ jsme detekovali dvojitě pozitivní 

CLL MP (Obr. 9A). Jedná se o MP, u kterých byl detekován B-lymfocytární znak 

CD19 a T-lymfocytární znak CD5. Pozitivita obou znaků je pro onemocnění CLL 

typická. Pro lepší rozlišení výsledku došlo po analýze k následné kompenzaci 

(Obr. 9B) fluorescenčního přesvitu.  
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Výsledek měření, zda se jedná o mikropartikule uvolňované 

z maligních B-lymfocytů, byl srovnáván s kontrolními vzorky zdravých dárců krve 

měřením znaků CD5+/CD19+ (Obr. 9C), ale také samostatně proti side scatteru 

(Obr. 10). V případě měření kontrolních vzroků nebyly CLL MP podle předpokladu 

detekovány. Jelikož za fyziologického stavu se antigen CD5 vyskytuje 

na T-lymfocytech a na B-lymfocytech je exprimován výhradně při maligních stavech. 

Ostatní zaznamenané signály u kontrolních vzorků dvojitěpozitivních antigenů 

CD5+/CD19+ lze přičíst fluoresčenčnímu přesvitu, nečistotám nebo volným 

nenavázaným protilátkám. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 9 A) Detekované mirkopartikule u pacienta s nově diagnostikovaným onemocněním CLL 

(Binet B), CLL mikropartikule jsou dvojitě pozitivní na B-lymfocytární antigen CD19 

a T-lymfocytární antigen CD5. Detekované byly také MP pozitivní pouze na antigen 

CD5. Pro lepší rozlišení dvojitě pozitivních CLL MP od případných fyziologických MP 

byl výsledek rozkompenzovován ve formátu fluorochrom – % fluorochrom (PE – Cy7 – 

% PerCP – Cy5.5) v rozmezí 40–70 %; C) Kontrolní vzorek zdravého dárce krve. 

Pozitivně zachyceny mikropartikule se znakem CD5 bez pozitivity na CD19. MP 

pozitivní pouze na znak CD5 jsou pravděpodobně uvolňovány z T-lymfocytů. 

 

A B
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Obr. 10 A) Porovnání výsledků měření pozitivity antigenu CD5 u pacienta s diagnózou CLL 

a kontrolního vzorku zdravého jedince. Fialový signál patří pouze pozititě antigenu 

CD5. Jako světle modrý signál jsou označeny CLL MP, které jsou zároveň pozitivní 

i na znak CD19; B) Stejné porovnání výsledků pro antigen CD19. Modře značené jsou 

CLL MP. Fialové signály jsou naopak pozitivní pouze antigen CD19; Červené signály 

patří červeným a bílým buňkám krevní řady, krevní destičkám a nečistotám. 

Ve vzorcích i kontrolách byla také zaznamenána CD5+ skupina MP bez pozitivy 

na antigen CD19 naznačující tak, že tyto MP byly uvolněny z fyziologických 

T-lymfocytů.  

Na Obr. 11 jsou vizualizovány CLL MP u pacientů v různém stádiu onemocnění. 

Demonstrují tak, v jakých případech je možné sledovat průběh onemocnění nejenom 

pomocí sledování počtu maligních B-lymfocytů. Populaci CLL MP lze například 

sledovat u pacientů ve stavu neaktivního onemocnění (Obr. 11A) nebo v průběhu 

léčby po relapsu onemocnění (Obr. 11B). Využití sledování populace CLL MP lze 

také aplikovat na sledování minimální reziduální nemoci (MRN) a získat tak 

informace u úspěšnosti aplikované léčby (Obr. 11C). 

 

A 
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Obr. 11 Vizualizované ukázky detekovaných CLL MP v různých fázích onemocnění. 

A) Pacient ve stadiu sledování před nasazením první linie léčiv (Binet A) B) Pacient 

změřený v odstupu 30 dní u relabujícího onemocnění. C) Měření CLL MP u pacienta 

v remisi, analyzováno v rámci sledování minimální reziduální nemoci (MRN). 

 

  

B 

C
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5.3 Statistická analýza naměřených dat 

Pro statistickou analýzu byly využity data pacientů o pohlaví, % zastoupení CLL 

B-lymfocytů (CD19/CD5), CLL MP (CD19/CD5) v periferní krvi a nasazenou léčbou 

imunoterapeutiky nebo inhibitory BCR signalizace. 

Výsledky % zatoupení CLL B-lymfocytů byly získány při rutinním vyšetření 

periferní krve. Na Obr. 12 je model lineárního vztahu CLL B-lymfocytů proti 

logaritmu MP, na kterém chceme ukázat v jaké části grafu se nachází kontrolní vzorky 

dárců krve, u kterých se předpokládá, že dvojitá pozitivita znaků CD19/CD5 bude 

velmi nízká až žádná. U pěti pacietů byly výsledky velmi blízké kontrolním vzorkům. 

V další části práce již nebude tento typ vyhodnocení kontrolní měření obsahovat. 

 

 

 

 

 

 

Obr. 12 Graf lineární závislosti % zastoupení CLL B-lymfocytů proti logaritmu % zastoupení 

CLL MP v periferní krvi. Červeně označené body přísluší kontrolním vzorkům 

od zdravých dárců krve (n = 10). Modře vyznačené body (n = 5) přísluší pacientům 

s diagnózou CLL, kteří byli v době odebrání vzorků po léčbě ve fázi MRN. Jejich 

výsledky % zastoupení B-lymfocytů i MP jsou tedy velmí blízké kontrolním vzorkům. 

Poslední skupina (zelená) přísluší pacientům v různém stádiu onemocnění CLL. 
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Cílem analýzy bylo stanovení vztahu mezi CLL B-lymfocyty a jimi uvolňovanými 

MP. Pro tyto analýzy byl zvolen model lineárního vztahu CLL B-lymfocytů proti 

logaritmu MP. Z výsledné analýzy (Obr. 13) jsme získali rovnici přímky [y = -4,3133 

+ 0,0704*x neboli Log (% CLL MP) = -4,3133 + 0,0704 *(% CLL B-lymfocyty)]. 

Dále byl určen Pearsonův korelační koeficient (r = 0,88), který určil, že počet MP je 

přímo závislý na počtu B-lymfocytů. Zároveň se P hodnota rovná 0,00. Pro výpočet 

P-hodnot byla použita hladina významnosti p < 0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 13 Graf lineární závislosti % zastoupení CLL B-lymfocytů proti logaritmu % zastoupení 

CLL MP v periferní krvi. Korelační koeficient r = 0,88 ukazuje na přímou závislost 

vzniklých MP na počtu maligních B-lymfocytů. P hodnota se rovná 0,00 při hladině 

významnosti p < 0,05. 
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Dále jsme sledovali, jestli je námi zjištěný vztah ovliňěn pohlavím a použitím 

určitého typu léčiva. V analýze byl porovnáván vliv pohlaví u 45 můžu a 31 žen 

na vztah CLL-B-lymfocytů a CLL MP. Z Obr. 14 vyplývá, že pohlaví na náš 

stanovený vztah nemá příliš velký vliv. 

 

 

 

 

Obr 14. Graf lineární závislosti % zastoupení CLL B-lymfocytů proti logaritmu % zastoupení 

CLL MP v periferní krvi s ohledem na pohlaví pacientů. Z grafu vyplývá, že pohlaví 

nemá přiliš velký vliv na tvorbu CLL MP. 

 

To, zda i typ léčby dokáže ovlivnit náš vztah pro tvorbu CLL MP bylo dokazováno 

u pacientů lečených lečivy BCR signalizace (n = 22) a imunoterapeutiky (n = 32). 

V obou případech nebyl prokázán vliv použití léčiv inhibitorů BCR signalizace 

(Obr. 15) nebo imunoterapeutik (Obr. 16) na vztah tvorby CLL MP a počtu CLL 

B-lymfocytů. Zároveň je k tomu potřeba dodat, že u obou skupin byl zahrnut lék 

Ibrutinib, který byl zastoupen u skupiny inhibitorů BCR signalizace 21 z 22 vzorků 

a u skupiny imunoterapeutik 21 z 32 vzorků. Pro zjištění vlivu imunoterapeutik 

na formování CLL MP je tedy do budoucna potřeba získat více vzorků pacientů 

léčených jiným léčivem než Ibrutinibem. 
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Obr. 15 Graf lineární závislosti % zastoupení CLL B-lymfocytů proti logaritmu % zastoupení 

CLL MP v periferní krvi při v závislosti na léčbě pomocí inhibitorů BCR signalizace. 

Mezi sebou je porovnáváno 22 pacientů léčených (z toho 21× léčivo Ibrutinib) a 54 

pacientů nelečených inhibitory BCR signalizace. 

 

 

Obr. 16 Graf lineární závislosti % zastoupení CLL B-lymfocytů proti logaritmu % zastoupení 

CLL MP v periferní krvi v závislosti léčbě pomocí imunoterapeutik. 32 z 76 pacientů 

bylo v době analýzy léčeno pomocí imunoterapeutik. Z toho u 21 pacientů bylo použito 

léčivo Ibrutinib (zahrnut i do inhibitorů BCR signalizace). Pro lepší interpretaci 

výsledků je tak potřeba získání většího množství dat. 
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Ze získané rovnice přímky Log (% CLL MP) = -4,3133 + 0,0704 *(% CLL 

B-lymfocyty) (Obr. 13) jsme vytvořili predikci počtu CLL MP (Obr. 17). Tato 

predikce je vztažená na % obsah CLL B-lymfocytů v periferní krvi. Z rovnice přímky 

vyplývá, že každý 10% nárůst CLL B-lymfocytů zvýší počet vytvořených MP na 

dvojnásobek. 

 

Obr. 17 Model počtu MP měřených proti predikovaným hodnotám získaných z rovnice 

přímky vztažených pouze na % zastoupení CLL B-lymfocytů. Šipka ukazuje skupinu 

výsledků pacientů, pro které predikce selhává. Jedná se o pacienty, u kterých byly 

odebrány vzorky periferní krve po léčbě ve fázi minimálního reziduálního onemocnění 

(MRN). 

 

5.4 Trojbarevné experimenty CD5/CD19/CD52 

Po analýze mikropartikulí pomocí antigenů CD5/CD19 byl následně také zkoumán 

výskyt antigenu CD52 na povrchu CLL MP.  

Podle práce Boysen et al., 2017 totiž dochází při in vitro stimulaci k poklesu 

exprese antigenu CD52 u CLL B-lymfocytů, a naopak k nárůstu přímo na CLL MP. 

Antigen CD52 by tak měl být lepší diagnostický marker než CD19 na povrchu 

mikropartikulí. V rámci dalších experimentů byla realizována trojbarevná měření 

CD5/CD19/CD52 s cílem prozkoumat vzájemné zastoupení antigenů na povrchu CLL 

MP.  
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Z prvních výsledků měření (Tab. 8) lze vidět narůst počtu CLL MP v závislosti 

na měření relativního % zastoupení dvojitě pozitivních znaků CD5/CD19, CD5/CD52 

a CD19/CD52. Z uvedených dat vyplývá, že největší zastoupení má pozitivita znaků 

CD52/CD5, následuje CD52/CD19 a nejmenší množství signálů je přiřazeno znakům 

CD19/CD5. V kontrolních vzorcích (Tab. 8) ovšem byly také detekovány 

pravděpodobně fyziologicky uvolněné MP nesoucí znaky CD52/CD19 a CD52/CD5. 

Zejména dvojitá pozitivita znaků CD52/CD5 může u zdravých jedinců dosáhnout 

srovnatelných hodnot jako u pacientů. Dvojitá pozitita znaků CD19/CD5 by měla být 

tak jako u předchozích kontrol velmi nízká. Detekované signály jsou opět způsobeny 

fluoresčenčním přesvitem, nečistotami nebo volnými nenavázanými protilátkami. 

Stejný závěr lze demonstroval na scattergramech pacientů (Obr. 18), kde můžeme 

vidět větší intenzitu signálu pro CLL MP se znaky CD52/CD5 a CD52/CD19 než pro 

CD19/CD5. U měření antigenu CD52 také není potřeba ve zvolené sestavě protilátek 

CD19/CD5 provádět kompenzaci. V tomto případě, tedy dochází k menší chybě při 

gatování cílové oblasti výskytu MP. U kontrolních vzorků (Obr. 19) je také ukázán 

výskyt signálů MP se znaky CD52/CD19 a CD52/CD5, který může být přiřazen 

k fyziologickým MP uvolněných z B- i T-lymfocytů. 

Pro ověření, zda a jakou měrou dochází k ovlivnění výsledků vlivem exprese 

antigenu CD52, je potřeba větší počet měření a následné statistické zpracování dat, což 

přesahuje rozsah této práce.  

 

Tab. 8 Ukázka výsledků relativního zastoupení (%) MP v periferní krvi u pacientů 

s diagnózou CLL a u zdravých jedinců. Sledována byla dvojitá pozitivita znaků 

CD19/5, CD52/5 a CD52/19.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Pacient Imunotypizace  
B-lymfocytů (%) Imunotypizace CLL MP (%) 

CD 19+/5+ CD 19+/5+ CD 19+/52+ CD 52+/5+ 
1. 39,1 0,80 0,86 1,11 
2. 34,5 0,42 0,40 0,99 
3. 6,7 0,21 0,26 1,01 
4. 71,9 1,11 1,31 1,48 
5. 0,07 0,01 0,10 0,23 

Kontrolní skupina  
1. – 0,07 0,09 1,05 
2. – 0,05 0,08 1,13 
3. – 0,08 0,12 1,50 
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Obr. 18 Vizualizované výsledky trojbarevného měření CD5/CD19/CD52 u CLL MP 

A) Porovnání výsledků měření pozitivity antigenu CD5. Modré signály jsou přiřazeny 

MP s pozitivitou CD19/CD5. Tmavě zelené signály patří pro MP s CD52/CD5. 

Z obrázku A je patrný vyšší výskyt MP s antigenem CD52. B) Vizualizace CD19/CD5 

MP po kompenzaci a CD52/CD5 MP bez kompenzace. C) Vizualizace pozitivity MP 

s antigeny CD52/CD19 bez kompenzace.  
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Obr. 19 Vizualizované výsledky trojbarevného měření CD5/CD19/CD52 u kontrolních vzorků 

zdravých dárců krve. A) Gatovací strategie pro pozitivitu antigenu CD5. Napočítáno 

10 000 signálů. Zeleně zvýrazněný signál přísluší zároveň pozitivitě znaku CD52. 

B) Dvojitá pozitivita CD19/CD5. Pravděpodobně způsobena nečistotami, nenavázanými 

protilátkami či fluorescenčním přesvitem. C) Dvojitá pozitivita znaků CD52/CD19 

příslušící fyziologickým MP z B – lymfocytů. D) Dvojitá pozitivita znaků CD52/CD5. 

Přísluší fyziologickým MP uvolněných z T – lymfocytů. 

  

A B 

C D 
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6 Diskuze 

V této práci jsme prokazovali antigeny CD19, CD5 a CD52 na povrchu CLL 

mikropartikulí. Exprese antigenů CD19 a CD52 u CLL MP byla publikována ve více 

vědeckých pracích např. Ghosh et al., 2010 (CD19), De Luca et al., 2017 

(CD19/CD52) nebo Boysen et al., 2017 (CD19/CD52). Antigen CD5 byl detekován 

na povrchu CLL EV v práci Belov et al., 2016. V žádné ze zmíněných prací nebyla 

pro detekce MP/EV použita CFDA. 

Hlavním výstupem práce je zjištění, že se vzrůstající náloží maligních B-lymfocytů 

v periferní krvi pacienta stoupá také počet z nich uvolněných CLL mikropartikulí. 

Ghosh et al., 2010 uvádí, že počet CLL MP stoupá v závislosti na Raiově škále, která 

se mimo jiné stanovuje podle hodnoty lymfocytózy. Spojitost mezi absolutním počtem 

B-lymfocytů a počtem CLL MP výše citovaní autoři nevyvrátili ani nepotvrdili. 

Rozdílný je také způsob analýzy: CLL MP byly dle Ghosh et al. napřed separovány 

centrifugací a následně analyzovány pomocí protilátek CD20, CD19, Anexinu V a 

přidáním kuliček pro kalibraci v oblasti výskytu MP.  

V naší práci jsme MP detekovali přímo z nezlyzované krve pacientů pomocí 

barviva CFDA, které selektivně značí mikropartikule a protilátek proti antigenům CD5 

a CD19 pro charakterizaci CLL MP. 

Náš analytický protokol byl také navržen pro rychlou laboratorní odezvu, která se 

pohybuje včetně inkubace v časovém rozmezí několika desítek minut díky vynechání 

pracovního úkonu centrifugace, která v práci autorů Ghost et al., 2010 prodlužuje 

celkový čas analýzy do řádu hodin. Na druhou stranu nelze vyloučit vyšší variační 

koeficient výsledků z důvodu možné přítomnosti nečistot a nenavázaných protilátek, 

jelikož MP nebyly před analýzou separovány z periferní krve. K porovnání obou 

způsobů detekce CLL MP by bylo v rámci dalšího výzkumu potřeba zpracovat 

simultání analýzu CLL MP oběma způsoby.  

Nárůst počtu MP na Raiově škále byl také potvrzen De Luca et al., 2017. MP byly 

opět centrifugovány a značeny pomocí Anexinu V a CD19, proběhla také vnitřní 

standardizace pomocí kalibračních kuliček. Autoři rovněž nenašli asociaci mezi 

absolutním počtem B-lymfocytů a z nich vzniklých CLL MP. Zároveň ale udávají, 

že úroveň MP v periferní krvi je spojená s vysokou nádorovou náloží.  

U obou skupin léčiv (inhibitory BCR signalizace a imunoterapeutika) nebyl 

prokázán vliv na populaci CLL MP: Stejného závěru dosáhla práce autorů Boysen 
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et al., 2017, kde bylo zjištěno, že léčivo Ibrutinib nemá vliv na spontánní tvorbu CLL 

MP v in vitro podmínkách. Jelikož jako hlavní inhibitorem BCR signalizace byl 

u pacientů naší kohorty aplikován právě lék Ibrutinib, který jsme zároveň v analýze 

zařadili také do skupiny imunoterapeutik, získané poznatky naznačují, že tento lék 

nemá žádný vliv na populaci CLL MP. Nicméně podle Yeh et al., 2015 je léčivo 

Ibrutinib schopno blokováním BCR signalizace významně snížit populaci další 

podskupiny extracelulární vezikul, a to exosomů. Funkčnost BCR signalizace u CLL 

B-lymfocytů je tak pravděpodobně významnější pro sekreci exosomů než pro 

mikropartikule/mikrovesikule. 

Podle Boysen et al., 2017 je pro detekci CLL MP vhodnější povrchový antigen 

CD52, který se nachází ve větším množství na povrchu CLL B-lymfocytů a následně 

i MP, než antigen CD19. Naopak De Luca et al., 2017 dosáhli při analýze opačného 

výsledků. Rozdíl může být způsoben zařazením heterogenní kohorty pacientů, která 

byla analyzována. Boysen et al. měl v kohortě pacientů větší množství případů s kratší 

dobou přežití a horší prognózou, což dokládají výsledky cytogenetických vyšetření. 

Albirat et al. už v roce 2004 ukázal, že vyšší hladiny antigenu CD52 jsou detekovány 

u nemocných pacientů s kratší dobou přežití a horší cytogenetickou prognózou 

a podporují obě verze zmíněných autorů. V této práci nebyl získán dostatečný počet 

výsledků pro zhodnocení využití tohoto antigenu pro analýzu. Při měření byl prokázán 

vyšší výskyt CLL MP s dvojitou pozitivitou antigenů CD52/CD5 nebo CD19/CD5 než 

pro CD19/CD5.  

Problém ale může spočívat v samotném výskytu antigenu CD52. CD52, též známý 

jako CAMPATH-1H, což je 21 – 28 kDa velký glykopeptid připojený k membráně přes 

glykosilfosfatidylinositolovou kotvu. Tento glykopeptid se nachází na B-lymfocytech, 

ale zároveň i na T-lymfocytech (Rowan et al., 1998). Tato skutečnost se ukázala 

v kontrolních vzorcích, kde došlo k detekci MP s fenotypem CD52/CD19 řadícím se 

pod fyziologicky sekretovaným MP z B-lymfocytů a fenotypem CD52/CD5 patřícím 

k MP z T-lymfocytů. Obě tyto skupiny tak mohou při analýze ovlivnit výsledek měření 

a způsobit nepřesnost.  
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7 Závěr 

Tato práce byla zaměřena na metodiku detekce mikropartikulí a jejich využití 

pro diagnostiku a sledování odpovědi na léčbu u nemocných s chronickou lymfatickou 

leukemií.  

Jedná se o uzavřené membránové struktury velmi malých rozměrů, konstitutivně 

vytvářené mnoha typy buněk, hrající roli ve fyziologických i patologických procesech, 

např. v mezibuněčné komunikaci, v regulaci hematopoézy, udržování mikroprostředí 

včetně mikroprostředí tumoru, v regulaci apotózy a podobně. Jsou rovněž schopny 

cíleně transportovat široké spektrum proteinů a RNA k akceptorovým buňkám, čímž 

doplňují „klasickou“ cestu mezibuněčné komunikace, založenou na interakcích mezi 

ligandem a receptorem, která je zprostředkována cytokiny, chemokiny, atd. a jejich 

receptory. 

V rámci teoretické části byla popsána nadřazená skupina mikropartikulí, 

a to extracelulární vezikuly. Následně jsme se věnovali popisu formování 

mikropartikulí z mateřské buňky a biologické a patologické funkci mikropartikulí. 

Teoretická část se také zabývala systematickým popisem chronické lymfatické 

leukemie z hlediska diagnostiky, cytogenetiky a prognostických faktorů. 

V praktické části byly metodou průtokové cytometrie detekovány CLL 

mikropartikule. Pomocí statistické analýzy se podařilo prokázat závislost počtu 

mikropartikulí na velikosti nádorové nálože. Ovlivnění populace MP v periferní krvi 

bylo rovněž zkoumáno u terapeutik inhibitorů BCR signalizace a imunoterapie.  

Byl vytvořen a úspěšně otestován nový postup analýzy nádorových mikropartikulí 

pomocí mnohobarevné průtokové cytometrie. Oproti stávajícím postupům bylo 

použito značení pomocí CFDA, což umožnilo vynechat separaci předpokládaných 

mikropartikulí pomocí centrifugace. Ve výsledku tak došlo k významnému zkrácení 

laboratorní odezvy, což by v konečném důsledku mohlo zrychlit detekci 

mikropartikulí u hematologických malignit obecně a nejen u chronické lymfocytární 

leukemie. Zároveň byl také demonstrován způsob, jak lze metodu vylepšit a zpřesnit, 

a to použitím antigenu CD52 místo CD19. Nicméně pro tyto účely je potřeba analýza 

většího množství pacientů.  

Mikropatikule jsou novým a doposud jen velmi málo probádaným kompartmentem 

tvořeným produkty různých typů buněk. Jejich významný biologický efekt, rychlý 

transport krevním řečištěm a specificita, se kterou lze identifikovat jejich původ, 
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z nich činí potenciální diagnostický cíl, navíc dosažitelný s minimální invazivitou 

odběrem periferní krve. Jedná se zejména o časnou detekci hematologických 

i solidních tumorů, sledování minimální reziduální nemoci, popř. o identifikaci 

tumorů, které nelze z různých důvodů bioptovat. 

Od nové metodiky očekáváme mimo výše uvedeného i nový pohled 

do problematiky interakcí mezi nádorem a hostitelem, zvýšení kvality stávajících 

vyšetření směrem k vyšší sensitivitě a specificitě cestou aplikace technických 

vylepšení získaných při rozvoji nové metodiky a v neposlední řadě, vzhledem 

k aktuálnosti problematiky, hodnotný zdroj dat pro publikaci a pokračující výzkum. 

Veškeré získané poznatky z této práce mohou otevřít nové možnosti v oblasti studia 

a diagnostiky patologických i fyziologických mikropartikulí a zpřístupnit tuto 

diagnostiku i pro diagnostické laboratoře v nemocničních zařízeních. 
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9 Seznam použitých zkratek 

12+ Trisomie 12 

Ak Arachidonová kyselina 

Akt Protein kinasa B 

AnxA1 Anexin A1 

ASC Apoptosis associated speck-like protein containing a CARD 

ATM Ataxia telangiectasia mutated 

Bcl-2 Protein B cell lymphoma – 2 

BCR B-buněčný receptor 

CCR5 C-C chemokinový receptor typ 5 

CD Diferencianční skupina neboli cluster of differentiation 

CDK Cyklin dependentní kinasa 

CFDA Karboxyfluoresein diacetát 

CLL Chronická lymfatická leukemie 

COX Cyklooxygenasa 

CXCR4 C-X-C chemokinový receptor typ 4 

DLS Dynamic light scatter 

EM Elektronová mikroskopie 

EMP Endoteliální mikropartikule 

EV Extracelulární vezikuly 

FC Fosfatidilcholin 

FE Fosfatidilethanolamin 

FISH Fluorescenční in situ hybridizace 

Flipassa Aminofosfolipid translokasa 

FS Fosfatidilserin 

FSC Forward scatter 

HIV Virus lidské imunitní nedostatečnosti 

HUVEC Lidské endoteliálních buňky umbilikální žíly 

ICHS Ischemická choroba srdeční 

Il-1𝛽  Interleukin 1𝛽 

LDT Zdvojovací čas lymfocytů (lymfocyte doubling time) 

miRNA MicroRNA 

MLC Myozinové lehké řetězce 
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MP Mikropartikule 

mRNA Messenger RNA 

MRN Minimální reziduální nemoc 

NF-κB Nukleární faktor κB 

NLRP3 Leucine rich repeat containing protein 

nm Nanometr 

NTA Nanoparticle cracking analysis 

PAF Aktivátor krevních destiček (platelet-activating factor) 

PAF-AH Aktivátor krevních destiček – acetylhydrolasa  

PAI-1 Plasminogene aktivátor inhibitor typu I 

p27 Cyklin dependentní kinasový inhibitor 1B 

pb Pár basí 

PDMP Platelet-derived mikropartikule 

PGE2 Prostaglandin E2 

PMN Polymorfonukleární leukocyty 

Rb Retinoblastomový protein 

RI Refraktivní index 

ROCK 1 Serin/treonin Rho-associated protein kinasa I 

RPS Resistive pulse sensing 

Shh Sonic hedgehog 

SM Sfingomyelin 

SSC Side scatter 

sTk Sérová tymidin kinasa 

s𝛽2-m  Rozpustný β2-mikroglobulin 

TNF-α Tumor necrosis factor 

VEGF Vaskulární endoteliální růstový faktor 


