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ISHAGE
IVDR
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7- amino actinomycin D

Chiméricky antigenovy receptor

Cluster of differentiation neboli diferencia¢ni skupina
Cesky narodni registr darcti diend

Ceska Republika

Cesky registr darcti krvetvornych bunék

Fluorochrom Fluorescein isothiocyanate

Fakultni nemocnice Olomouc

Forward scatter neboli pfedni rozptyl
Hematopoetickd kmenova buiika

Human leukocyte antigens neboli lidské leukocytarni antigeny

International Society of Hematotherapy and Graft Engineering
Regulace in vitro diagnostiky

Kmenova bunka

Median fluorescencni intenzity

Main histocompatibility complex neboli hlavni histokompatibilni komplex

Fluorochrom Phycoerythrin

Side scatter neboli bo¢ni rozptyl



Uvod

Stanoveni poctu CD 34+ bunék je diilezitou informaci pro transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék. Populace bunék nesouci tento antigenni znak je po transplantaci
zodpovédna za znovuosidleni kostni dfené¢ a obnovu krvetvorby. Metoda pritokové
cytometrie v tomto sméru nabidla rychly, spolehlivy a reprodukovatelny test, ktery se stal
diky ISHAGE protokolu zlatym standardem pro stanoveni po¢tu CD 34+ bunék.

V roce 2022 v platnost vstoupilo nové Natizeni Evropského parlamentu a Rady EU o
diagnostickych zdravotnickych prostiedcich in vitro IVDR. Cilem tohoto nafizeni je zvysit
kvalitu, bezpecnost a ucinnost diagnostickych prostiedkd, a tim pfispét k ochrané
vetejného zdravi v Evropské unii. Nafizeni #idi vyrobu a uvadéni téchto prostiedkt na
evropsky jednotny trh a vyrazné ovliviiuje moznost vybéru a vyuziti diagnostickych
zdravotnickych prostiedkll v laboratofich. Zasadnim zplsobem toto nafizeni také meéni
moznost vyuziti in-house validovanych metod Vv klinickych laboratotich. Nyni je tedy
ptechodné obdobi, kdy klinické laboratoie musi tomuto nafizeni pfizptsobit své vybaveni,
produkty, zavedené metody a testy, které vyuzivaji. Celkové musi laboratoie provést
komplexni revizi svych procest, postupd a zajistit, ze budou pln¢ v souladu s nafizenim
IVDR, aby mohly nadale poskytovat spolehlivé a kvalitni diagnostické sluzby.

Laboratof pritokové cytometrie FNOL tedy v dohledné dobé ¢ekéa volba komeréniho
kitu, kterou bude nahrazena doposud pouZivana validovana in-house metoda pro stanoveni
poctu CD 34+ bun¢k. Cilem této prace je prostiednictvim medidnu fluorescenéni intenzity
porovnat komercné dostupné klony 581, 4H11[APG] a QBENd-10 protilatky anti CD 34 a
otestovat jejich klinické laboratorni pouZiti. Vysledkem prace by méla byt identifikace
klonu s nejvhodnéj$imi vlastnostmi pro stanoveni poc¢tu hematopoetickych kmenovych

bunck v darcovském Stépu pomoci pritokové cytometrie.



1 Soucasny stav reSené problematiky
1.1 Kmenové buiiky a krvetvorba
Kmenové buniky (KB) jsou zakladem pro vyvoj celého organismu (Zakrzewski, 2019).
Jsou to nespecializované buiiky schopné diferenciace ve kteroukoliv buniku naSeho téla.
Zaroven Si zachovavaji schopnost sebeobnovy. Mitotickym délenim vznika jedna buika
identicka s matefskou, ktera udrzuje pool kmenovych bunék (Seita, 2010). Druha buika
dava vzniknout alespon jednomu vysoce diferencovanému bunéénému typu. Z kmenovych
bunék vznikaji zaklady jednotlivych tkani. V dospélosti tyto KB udrzuji tkanovou
homeostazu, obstaravaji regeneraci poskozené tkan¢ a produkci novych bunck. Béhem
vyvoje organismu vznika celd hierarchie KB liSicich se svym diferenciaénim potencialem.
Kmenové buriky se daji obecné dé€lit na embryonalni KB a somatické KB (Seita, 2010).
Totipotentni KB jsou schopny se délit a diferencovat na jakoukoliv bunku v celém
organismu (Zakrzewski, 2019). Vykazuji nejvyssi diferenciaéni potencial a umoznuji
vytvaret embryonalni i extraembryondlni struktury. Po oplozeni, kdy dojde ke splynuti
vajicka se spermii, vznikd diploidni zygota. Bunky, které vznikaji, jsou prvnimi KB a
nazyvaji se embryonalni KB. Tyto buiiky se mohou pozdé&ji vyvinout do kterychkoliv
buné¢k ze tfi zdrodecnych listl nebo vytvotit naptiklad placentu. Ve stadiu blastocyty se jiz
vnitini bunky stavaji pluripotentnimi KB. To znamena, ze se diferenciacni potencial téchto
bunck snizil. Tyto buiiky jiz nemohou dat vzniku extraembryondlnich struktur. Dal$im
stupném jsou multipotentni KB. Ty maji uzsi spektrum diferenciace nez pluripotentni.
Mohou se specializovat na buiky specifickych bunéénych linii. Pfikladem je
hematopoeticka kmenova bunika (HKB), ktera dava vzniku nékolika typt krvinek. Pokud
jsou multipotentni buniky schopné pfemény na nepiibuzné typy bunék, oznacuji se jako
pluripotentni bunky. Oligopotentni KB se mohou diferencovat do nékolika typt bunéck.
Naptiklad hematopoetickd KB se déle diferencuje na erythroidni, myeloidni a lymfoidni
prekurzor. Tyto prekurzory jsou tedy oligopotentnimi KB. Unipotentni bunky se vyznacuji
nejniz§im diferenciaénim potencidlem se zachovanou vlastnosti opakovaného déleni. Casto
se oznacuji jako takzvané progenitorové bunky. Tvofii tedy jeden konkrétni bunécny typ.

V hierarchické struktufe krevniho systému je tedy na pocatku multipotentni HKB
(Seita, 2010). Krvetvorba je velice slozity a komplexné fizeny proces, ktery je vysledkem
pusobeni cytokind, hormont, ristovych faktorii a fady bunéénych interakei, na kterych se
podileji vlastni krvetvorné bunky spolu se stromatem kostni dien¢. Krvetvorba probiha tak,
ze z HKB vznikaji po celé fad¢ déleni a vyvojovych stadii terminalni diferencované bunky.

Tyto bunky jsou bézné ptitomny v periferni krvi, ve které poté plni své funkce.



1.1.1 Objev kmenové buiky

Objev kmenovych bun¢k byl vysledkem dlouhodobého vyzkumu a postupného vyvoje v
oblasti bunécné biologie a hematologie. Historicky je spojen s vyvojem mikroskopie a
technik pro pozorovani mikroskopickych objektu.

Jiz starovéci Rimané zkoumali schopnost skla zvétSovat predméty (Méndez, 2016).
Vsimli si, Zze sklo s tlustym stfedem a tenkymi okraji zplsobilo, Ze piedméty vypadaly
vetsi. Postupné se vyvinuly ndstroje jako je ruc¢ni lupa a cocky. Jejich prevladajici funkci
bylo poskytnout hrubé zvétSeni pii detailnich tukonech naptiklad ve Sperkafstvi,
hodinaistvi, posuzovani vldken v textiliich ¢i pozorovani malych pfedméti. V 16. stoleti
bratti Zacharias a Hans Jansenovi zacali experimentovat s uspofddanim sklenénych cocek,
coz vedlo k sestaveni prvnich mikroskoptd (Méndez, 2016). Pralom v mikroskopii nastal
v 17. stoleti. Toto obdobi je oznacovano jako zlatd éra mikroskopie. Diky technologickym
inovacim, jako je napiiklad brouseni Cocek, bylo mozné sestavit mikroskopy s lepsim
zvétSenim a rozliSovaci schopnosti (Noble, 2024). Ikonickymi jmény tohoto obdobi jsou
Robert Hooke a Antoni van Leeuwenhoek. Jejich prace polozila zéklady bunécné teorie a
ukdzala, ze zivy organismus je slozen z bun¢k. Béhem tohoto obdobi byla publikovana
fada klicovych dél. Jednim z nich je i Micrographia z roku 1665, jejimz autorem byl
Robert Hooke (Gest, 2004). Mimo jiné v knize popisuje sva pozorovani pod mikroskopem
a zavedl termin bunka ve védeckém kontextu. Antoni van Leeuwenhoek je povazovan za
prikopnika v mikrobiologii diky objevu mikroorganismt. Jako prvni také pozoroval a
popsal krevni buiiky, coZ piispélo k pochopeni sloZzeni a funkce krve. Vyznamnym dilem
jsou jeho dopisy Kralovské spole¢nosti (Gest, 2004). Zalozeni védeckych spole¢nosti pak
poskytlo moznost védctim sdilet své poznatky, vyménovat si nazory a navazat spolupraci
na vyzkumnych projektech, coz prispélo k rozvoji mikroskopie v 17. stoleti.

Diky pokroku v mikroskopickych technikdch bylo moZné podrobné&ji studovat
anatomii kostni dfené¢ a jeji funkce. Kombinace otazek zoblasti embryologie a
hematopoézy vedla na konci 19. stoleti ke vzniku konceptu kmenovych bunék a za misto
krvetvorby byla povazovana kostni dien (Ramalho-Santos, 2007). Definitivni dikazy o
existenci KB vsak byly prokazany az v 60. letech 20. stoleti. James Till a Ernest
McCulloch zaméfili svou praci na senzitivitu kostni dfen¢€ k ionizujicimu zafeni pro mozny
aplikacni potencial v 1é¢bé rakoviny. V sérii experimentt pracovali s my$im modelem, kdy
po silém ozafeni aplikovali mySim buinky kostni diené (Till, 2011; Becker, 1963).
Vysledkem jejich zkoumani bylo zjisténi schopnosti aplikovanych bunék kostni diené

tvofit uzliny ve slezin¢ s koloniemi rychle proliferujicich bun€k s nediferencovanymi a
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diferencovanymi buiikkami krevni fady. Tyto objevy ptedstavily zakladni dvé kritéria

definujici kmenové bunky, mezi které se fadi a tim byla multipotence a sebeobnova.

1.2 Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Prvni diskuse o pouziti kostni dien¢ a aplikaci jejich extraktt jako 1é¢ebné procedury byly
nastinény v roce 1896 (De la Morena, 2011). Nicméné praveé disledky druhé svétové valky
vnesly do popfedi vyzkum v oblasti transplantace tkani. Transfuze vyzadovaly peclivé
stanoveni krevni skupiny dle systému ABO, kozni $tépy byly potieba pro popalené obéti.
Piedevsim vSak bylo zjisténo, ze vysoké davky radiacniho zafeni vedou k selhani kostni
dfen¢ a nasledné smrti.

V roce 1957 probéehla prvni uspésna transplantace kostni diené pod vedenim doktora
Edwarda Donnalla Thomase i pfes to, Ze se v t¢ dobé o hematopoetickych kmenovych
bunach, transplantacnich antigenech a mozné imunitni reakci vedélo malo (Storb, 2012).
Jednalo se o pacienta sleukémii, kterému byl darovan $t€p od jeho jednovajecného
dvojcete. O rok pozd¢ji se francouzsky onkolog a imunolog Georges Mathé podilel na
transplantaci kostni dfen¢ od neptibuzenského darce péti pracovnikiim, ktefi byli vystaveni
celotélovému ozafeni pii nehodé jaderného reaktoru v Jugoslavii (Jansen, 2005). Po
transplataci u svych pacienti pozoroval a popsal odmitnuti §tépu hostitelem a uvazoval nad
tim jako nad imunitni reakci. Georg Mathé stejné jako Edward Thomas se nadale vénovali
vyzkumu ohledné moznosti transpantace jako Ié¢ebné metody hematologickych
onemocnéni a 60. 1éta se vedla v duchu vyvoje metod pro eradikaci nadorovych bunék
pomoci ozafovani (Jansen, 2005; Storb, 2012). Az do zacatku 70. let vSak byly
transplantace kostni dfen¢ dale netuspésné (Bortin, 1970). Pacienti podléhali infekcim nebo
tézké imunitni reakci i pfes to, ze byla pouzita kostni dfen od zdravych piislusnika rodiny.
Dochézelo ke komplikacim, kter¢ byly oznaceny jako sekudarni onemocnéni, coZ nyni
zname jako reakci $tépu proti hostiteli. Pfedchozi studie na inbrednich liniich hlodavct
vSak nenaznacovali, Ze by k tak silnym reakcim mélo dochazet (De la Morena, 2011;
Granot, 2020). Mnoho vyzkumnych pracovnikti v té dobé od moznosti transplantace jako
lécebné metody ustoupilo a oznacili individudlni variabilitu jedinct jako nepiekonatelnou
bariéru (Granot, 2020).

Kli¢ovou udalosti bylo zjisténi, Ze povrch vSech bun¢k kazdého jedince je jedine¢ny,
pficemz tento charakter je dan geny, které reguluji tvorbu specifickych protein-
sachraridovych komplext (Cunningham, 1977). Nobelovu cen za fyziologii a 1ékafstvi
vroce 1980 za své objevy ziskali Georg Snell, Jean Dausset a Baruj Benacerraf (The
Nobel Prize in Physiology or Medicine, 1980). Georg Snell za objev genetickych faktora u

mysi, které urcuji moznosti transplantace tkan€ z jednoho jedince na druhého a piedstaveni
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konceptu H antigent. Jean Dausset za prokazani existence H antigeni u ¢lovéka a
objasnéni genetickych faktort regulujicich jejich tvorbu. Baruj Benacerraf za ukazani, ze
geny urcujici individualni konstituci H-antigenli ve skutecnosti reguluji interakce mezi
jednotlivymi buiitkami imnunologického systému a jsou dulezité pro silu imnuitni reakce.
Rok 1958 se tak do historie zapsal jako dilezity milnik pocatkti objevu HLA systému
(Thorsby, 2009). Tento objev m¢l zasadni dopad na transplantaci kostni diené, ktera do té
doby byla experimentalni 1é¢ebnou metodou pro vybrané hematologické choroby. Od
pocatku vSak bylo ziejmé, ze HLA systém dosahuje zna¢ného polymorfismu (Bodmer,
2023). V tomto ohledu laboratofe navazaly mezinarodni spolupraci a workshopy
mezinarodniho testovani histokompatibility pokracuji dodnes. V pribéhu 20. stoleti se
rozvijely technity testovani HLA antigenli, coz umoznilo piesnéjsi a spolehlivéjsi
vyhodnoceni kompatibility mezi darcem a ptijemcem s minimalizovanim rizika odmitnuti
transplantatu. Dal§im objevem, ktery byl jednim z velkych prilomt na poli transplantaci a
mediciny, se stal objev cyklosporinu v 70. letech 20. stoleti. Toto imunosupresivum
podpotilo uspésnost transplantaci kostni diené (Heusler, 2001). Dalsi vyzkumné usili se
zaméfilo na G¢inné a tolerovatelné kondi¢ni rezimy celotélového ozateni. Vysledkem bylo
poskozeni pomaleji reagujicich tkani, pficemz Gc¢inek na dient a lymfoidni tkdné zlstava
stejny (Deeg, 1981). Tradi¢né byly HKB pro autologni ¢i alogenni transplantaci ziskavany
aspiraci kostni dfené z lopaty kosti kycelni pfi celkové anestezii. Koncem 80. let 20. stoleti
byla zjisténa moznost mobilizace HKB do krve pomoci ristového faktoru G-CSF (Bendall,
2014). To usnadilo i odbér HKB od darct a stalo se t0 postupem ¢asu upfednostiiovanou
variantou odbéru. V 90. letech doslo k mnoha zménam ve zptisobu provadeni transplantaci,
a to 1 diky pokroku v prevenci a 1écb¢ infekénich onemocnéni. Bylo zji§téno, Ze ptipravné
rezimy byly pfili§ toxické pro starSi pacienty i pacienty s vice komorbiditami, coz
v kombinaci s tim, Ze vétSina hematologickych malignit se vyskytuje u starSich pacientt,
bylo nezadouci (Granot, 2020). Diky zavedeni non-myeloablativnich a pfipravnyh
transplantaci. Vysla také najevo moZnost pfiznivého uc€inku reakce §tépu proti nadoru, kdy
darcovské T lymfocyty mohou byt prospésné v odstranéni rezidudlnich malignich bunék
(Storb, 2012). Do popiedi nyni vstupuje 1é¢ba pomoci CAR T-bunééné terapie, kdy jsou
pacientovi odebrany T-lymfcyty, které jsou nasledné geneticky modifikovany tak, aby na
svém povrchu exprimovaly chiméricky antigenovy receptor (CAR). Po zpétné infuzi
upravené a aktivované T-lymfocyt reaguji na specificky antigen pfitomny na povrchu
nadorovych bun¢k (Maus, 2016). Tato 1é¢ba je nyni dostupna uz i pro pacienty Fakultni
12



nemocnice Olomouc (FNOL). Diky nové dostupnym lé¢iviim bylo dosazeno pokroku
v prevenci reakce Stépu proti hostiteli. Rozsifila se tak moznost transplatace mezi
haploidentickymi pfibuznymi (Granot, 2020).

Pravdépodobnost, Ze se sourozenci budou shodovat v HLA genech je 1:4 neboli
25 %. S rostouci moznosti indikace transplantace kostni diené jako 1é¢ebného zakroku
bylo tfeba rozsifit okruh moznych darct déale nez jen na HLA kompatibilni ¢leny rodiny.
Zacaly se tedy na bazi dobrovolnosti zakladat registry darct kostni diené a byla tak
rozsifena moznost alogenni transplantace (Kharya, 2021). V Ceské Republice existuji dva
registry, a to Cesky registr darcti krvetvornych bunék (CRDKB) a Cesky narodni registr
darcti dfené (CNRDD), které kooperuji na principu mezinirodni spoluprace. Dle vyro&ni
zpravy CNRDD byl k 31.12.2022 podet aktivnich darc v registru 112 247 a bylo
provedeno celkem 60 odbéri (CNRDD, 2022). Zaroven od roku 2015 byla rozifena
hloubka typizace nové zafazenych darci na kompletni high-resolution typizaci 6 lokust
HLA -A,-B,-C,-DR,-DQ,-DP metodou sekvenovani nové generace. Z vyro¢ni zpravy
Ceského registru darcti krvetvornych bunék z roku 2023 vyplyva, e pocet aktivnich darct
je zde 38 174 a bylo provedeno celkem 18 odbérii (CRDKB, 2023). Registry dérct se staly
nadé&ji pro pacienty a umoznily hledani neptibuzného darce napftic etniky a zemémi.

Transplantace HKB se stala jednou z optimalnich moznosti pro Sirokou skalu
zivothrozujicich hematologickych, onkologickych, imunlogickych ¢i genetickcych poruch.
Poji se s tim v8ak i otazky etického a pravniho charakteru. Odstartovala totiz nova éra
regenerativni mediciny S pfislibem zlep$éni péce o lidské zdravi znovuobnovenim
funk¢nosti bunék, tkani, organti, které jsou poskozené v disledku nemoci nebo zranéni
s pouzitim kmenovych bungk ¢i jejich produkti (Kharya, 2021). Ne vzdy je vSak odebrané
mnozstvi HKB dostate¢né, a z toho divodu jsou jiz v dne$ni dobé vyvijeny techniky pro
moznost expanze HKB ex vivo (Bastani, 2023). Co se tyce transplantace HKB, jsou zde
stale oblasti, ve kterych je tieba ucinit pokrok (Akram, 2024; Granot, 2020; Feliciano,
2023). Patii mezi né vzajemné souvisejici problémy, jako naptiklad toXicicta ptipravného
rezimu, relaps onemocnéni, chronicka reakce Stépu proti hostiteli v pozdéjsich fazich po
transplantaci, poruchy funkce organi a dalsi. I pfes znaény pokrok v této oblasti je
transplantace HKB stale spojena s fadou komplikaci a vedlejsich u¢inki. Dilezité je i
neustalé hledani a rozSifovani registri darcti krvetvornych buné€k. Znevyhodnéni jsou
V tomto smeéru pacienti z etnickych mensin ¢i s genetickymi specifiky, pro které je Sance
najit vhodného darce omezena. 1 kdyz je transplantace HKB nyni bézn¢ dostupnou

1éCebnou terapii, v mnoha rozvojovych zemich je ptistup k této 1é€be znacné omezen.
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1.3 Marker CD34

V roce 1984 byla vytvoiena mys$i monoklonalni protilatka, ktera se vazala na bunky
nezralé myeloidni linie KG-1. Zaroven zde byla pozorovana nereaktivita se zralymi
granulocyty (Civin, 1984). Takto byl tedy poprvé objeven znak CD34 a byla nastinéna
moznost vyuziti této protilatky pro identifikaci a purifikaci HKB z kostni dfené. Tento
marker se rychle dostal do popiedi na poli zakladniho vyzkumu a klinické transplantace a
do dnesni doby je Siroce vyuzivan jako marker pro identifikaci, stanoveni poctu a izolaci
HKB. Mimo to byl tento marker identifikovan 1 u nékterych typta bunck
nehematopoetického ptivodu. Naptiklad byla pozorovana jeho exprese na endotelidlnich
prekurzorech ptedevs§im u kapilar ¢i na progenitorech fibroblastu, které se podileji na
tvorbé pojivové tkané (Fina, 1990; Brown, 1991). N¢které studie potvrzuji piitomnost
markeru CD 34 na povrchu rakovinnych kmenovych bunék, coz muze interferovat
s konven¢ni 1é¢bou (Kapoor, 2020; Dawood, 2014). Na tuto skute¢nost je tieba brat ohled
v klinickych aplikacich.

Existuje nékolik riznych transmembranovych proteind, které patii do rodiny CD 34.
Mezi tii nejvice signifikantni patii CD 34 hematopoeticky antigen, endoglykan a
podocalyxin (Nielsen, 2008). Jejich velikost se pohybuje od 90 do 170 kDa. Tyto proteiny
jsou si navzajem strukturné podobné a jako podrodina patii do rodiny sialomucini Zda se,
ze hraji dulezitou roli v riznych bunécnych procesech a ukazuje se jejich zapojeni do
procest jako je adheze, migrace, transdukce signall, zvySeni proliferace progenitorovych
bunék, ale i udrzeni jejich fenotypu. Gen pro CD34 se nachazi na chromozomu 1q32, coz
je zaroven oblast obsahujici geny kodujici molekuly vazajici se na adhezivni matrix a
komplementovou kaskadu. Geneticka kolokalizace naznaCuje potencialni soucinnou
expresi a tim i mozné funkéni propojeni (Lanza, 2001). Nicméné kompletni funkce CD 34
prozatim neni znama (Radu, 2023).

Antigen CD 34 je vysoce glykosilovana mucinu podobna struktura a diky tomu
exsituji rizné epitopy této molekuly, které mohou byt specificky rozpoznany fadou
protilatek. Nékteré z nich jsou i pfimo zavislé na piitomnosti glykosilace ¢i sialové
kyseliny na epitopu. Na =zaklad¢ citlivosti antigenu CD 34 k degradaci enzymy
neuramidasa z bakterie Vibrio cholerae a O-sialo-glycoproteasa z bakterie Pasteurella
haemolytica byly epitopy spolu s protilatkami rozfazeny do tii tiid (Sutherland, 1992).
Epitopy, které byly senzitivni k enzymatické degradaci obéma enzymy a tudiz i protilatky,
které je identifikovaly, byly zafazeny do 1. tfidy epitopl. Protilatky s epitopy, které byly
rezistentni k enzymu neuramidasa, ale senzitivni ke St€peni enzymem O-sialo-
glycoproteasa byly zatfazeny do II. tfidy epitopl. V této tfidé se nachdzi i protilatka
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QBENd-10, ktera je pfedmétem testovani v této praci. Protilatky s epitopy, které byly
rezistentni k obéma enzymuim, byly zafazeny do III. tfidy epitopi. V této tiidé se nachazi i
protilatky 581 a 4HI11, které jsou predmétem testovani v této praci. Tento systém
klasifikace byl vyvinut, aby pomohl s vybérem vhodné monoklonalni protilatky pro
vyzkumny tcel ¢i klinickou aplikaci. VéEtSina monoklonalnich protilatek byla generovana
imunizaci mysi s vyuzitim bunééné linie KG1 (Civin, 1984). Nicméné protilatka
QBENd-10 byla ziskana imunizaci pomoci endotelialnich bun¢k (Fina, 1990).

Vzhledem ktomu, ze antigen CD 34 je v hemapoetickém systému exprimovan
pouze na progenitorovych buiikich a ne na zralych krevnich buiikach, tak mutze byt
povazvan za marker HKB. Diulezité vSak bylo i zji§téni, jaka je distribuce epitopt I., 1l. a
II. tfidy markeru CD34 napfi¢ maturacnimi stadii HKB. To by totiz mohlo ovlivnit i volbu
protilatek pouZzivanych k detekci HKB. Vzorky kostni diené, bunky separatu z periferni
krve a pupecnikova krev byly analyzovany pomoci pratokové cytometrie z hlediska
exprese epitopu 1., II. a IIL. tiidy (Steen, 1996; Steen, 1998). Vysledkem analyzy bylo
zjisténi, Zze nékteré CD 34+ buniky postradaji expresi epitopu I. a II. tfidy, zatimco epitop
I1l. tfidy byl stabiln¢ exprimovan u vSech CD 34+ bunék. Na zdkladé toho byly
diskutovany divody rozdilné exprese jednotlivych epitopti na povrchu HKB. V tivahu byla
vzata i jejich moznd enzymaticka degradace v pribéhu maturace. Funkéni vyznam vsak
neni doposud odhalen. Stanoveni piesného poctu CD 34+ bun€k je prioritou pro
transplantaci. Na zakladé tohoto zjisténi by mély byt pro kvantifikaci a selekci CD 34+
bunék zvoleny protilatky spadajici do IIL. tfidy. Pfi pouziti protilatek zI. a II. tfidy by
mohlo dojit v pribéhu analyzy ke ztrat¢ urcité podskupiny CD 34+ bunék, coz by mohlo
prodlouzit ¢as obnovy krvetvorby po transplantaci.

1.4 Marker CD45
Antigen CD45 znamy také jako spolecny leukocytarni antigen je transmembranovy
glykoproteinovy receptor z rodiny tyrosin phosphatas o velikosti 180-220 kDa
(Rheinldnder, 2018). Antigen CD45 hraje zivotné dulezitou roli v proliferaci, diferenciaci
HKB, regulaci signalnich drah a aktivaci imunitnich bunék. Je vSudypfitomné
exprimovany na povrchu vSech jadernych hematopoetickych bungk a jejich prekurzorech,
kromé& vyzralych erytrocytl a desticek. Tento receptor je exprimovan V pomérné vysokém
zastoupeni a tvoii 5-10 % vsech glykoproteinli na povrchu lymfocyta.

Gen kodujici tyrosin phosphatasovy receptor typu C neboli znak CD45 se sklada
z 35 exond, z ¢ehoz Ctyfi z nich podléhaji alternativnimu mRNA splicingu (Hall, 1988).
Tyto exony koduji sekvenci piiblizné o délce 200 aminokyselin v blizkosti

extracelularniho N-konce. Transmembranova a intracelularni doména pak zistava
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identicka. 1 kdyz je extracelularni doména variabilni, z evolu¢niho hlediska se jedna o
vysoce konzervativni proteinovou strukturu typu l. To znamena, Ze tento protein prochazi
membranou pouze jednou a C-konec je na vnitini strané¢ membrany.

Isoformy maji riznou schopnost translokace do membranovych domén. Jejich
exprese se lisi napfi¢ bunéénymi typy a odrazi i matura¢ni stddium bunck (Al Barashdi,
2021). V praktické casti této prace pro potieby experimentu bylo tedy dilezité vyuzit
takovou protilatku anti CD45, ktera bude schopna identifikovat a vazat se na vSechny

isoformy receptoru.

1.5 Stanoveni po¢tu CD34+ bunék
Stanoveni poctu CD 34+ bun€k vbunééné suspenzi je dilezitou informaci pro
transplantaci HKB. Populace bunék nesouci tento antigenni znak je po transplantaci
zodpovédna za znovuosidleni kostni dfené a obnovu krvetvorby. Kvantifikace CD 34+
bunék V periferni krvi se také pouziva k vhodnému nacasovani separace (Chapple, 2000).
Metoda prutokové cytometrie v tomto sméru nabidla rychly, spolehlivy a reprodukovatelny
test, ktery se stal zlatym standardem pro stanoveni po¢tu CD 34+ bunék.

V ramci laboratote pritokové cytometrie ve FNOL se absolutni pocet CD 34+ bun¢k

stanovuje vypoctem na zakladé tohoto vzorce:

Pocet CD 34 + bunék

A { poc =
bsolutni potet CD34+= 5 2 e ek

- 1000 - Celkovy pocet leukocyti

Celkovy pocet leukocyti je Udaj =ziskany zhematologického analyzatoru
v jednotkach 10° na litr. Vysledna hodnota je abolutni pocet CD34+ bunék v jednom
mililitru. Separace se provadi, pokud je ve vzorku minimalng 100 - 103 bun¢k na mililitr.
U stépu se pak nasledné prepocitava, jaky je dostupny pocet 34+ bun€k na kilogram

hmnotnosti ptfijemce, kdy minimalni potfebny pocet bunék je 5 - 106 na kilogram.

Absolutni pocet CD34" bunék vml - V vaku)
Hmotnost prijemce

1000

Prepolet na hmotnost prijemce =

Tyto vypoCty jsou provedeny v ramci laboratofe prutokové cytometric FNOL a
nasledné zadany do laboratorniho systému.
1.5.1 ISHAGE protokol

Z pocatku metoda pro stanoveni poctu CD 34+ bun€k nebyla standardizovana a
doslo ke generovani zna¢né odliSnych dat napti¢ laboratofemi. Pracovni skupiny pouzily

razné CD 34 protilatky a vyvinuly celou fadu testi (Trischmann, 1993; Kreissig, 1994;
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Chen, 1994). Chybéla tedy validace téchto testt na urovni mezilaboratorni
reprodukovatelnosti, aby mohla byt zhodnocena vhodnost pro Sirokou klinickou aplikaci.
Zakladnimi pfedpoklady testti pro Sirokou klinickou aplikaci v tomto sméru bylo splnéni
nasledujicich kritérii (Sutherland, 1996). Jednoduchost, ktera by umoziovala Sirokou
aplikovatelnost napfi¢ laboratofemi. Vysoka senzitivita, protoze se jedna 0 buiiky s nizkym
zastoupenim. Pfesnost a reprodukovatelnost pro poskytnuti klinicky relevantnich a
spolehlivych vysledkl. V neposledni fad¢ pak rychlost pro analyzu v redlném case.

Na zacatku roku 1995 mezinarodni spole¢nost International Society of
Hematotherapy and Graft Engineering (ISHAGE) zfidila vybor, jehoz tkolem bylo
validovat rychlou, jednoduchou a citlivou metodu vyuzivajici pratokovou cytometrii pro
stanoveni poc¢tu CD34+ bunék v periferni krvi a produktech aferézy (Sutherland, 1996).
Vysledkem této prace byl ISHAGE protokol nabizejici vysokou miru standardizace a
minimalizace mezilaboratorni variability. Tento protokol se stal zakladem pro stanoveni
poctu CD 34+ bunek. Do opozice se vsak stavél i navrh pro vyuziti Milanského protokolu
(Wunder, 1994; Johnsen, 1997; Venditti, 1999).

Pro jednoduchost aplikace a moznost Sirokého pouziti napii¢ laboratofemi byla
detekce CD 34+ bun¢k zalozena na analyze 4 parametrd pomoci pratokové cytometrie
(Sutherland, 1996). Byla pouzita kombinace monklonalnich protilatek anti CD45
s navazanym fluorochromem Fluoresceinisothiocyanate (FITC) a anti CD34 s navazanym
fluorochromem  Phycoerythrin (PE). Dal$imi dvéma parametry byly piedni rozptyl
forward sactter (FSC) a bo¢ni rozptyl side scatter (SSC). Pravé detekce bunék s nizkym
zastoupenim, jako jsou HKB, zvySuje problémy s nespecifickou vazbou protilatek na
bunééné pozistatky ¢i mrtvé bunky, vliv autofluorescence a moznost rozliSeni mezi
skutecné negativnimi a skute¢né pozitivnimi udélostmi. V tomto sméru napomaha uZiti co
nejvice moznych markert, které by napomohly buiiky charakterizovat. Rozsifeni testu o
dal$i parametry by tak bezpochyb piineslo cenné informace a jisté vyhody. To bylo vSak
V pifimém rozporu s vytvotrenim testu pro klinické pouZiti, u kterého musi byt bran zfetel na
pofizovaci cenu reagencii, komplexitu a naro¢nost interpretace vysledku stejné tak jako na
pouziti multiparametrové analyzy, ktera je odvisla od laboratorniho vybaveni a v té dobé
nebyla standardem napfi¢ klinickymi laboratofemi.

Selekce vhodnych protlatek pro detekci HKB byla jednim z klicovych ptedpoklada
pro uspésnost celého protokolu (Sutherland, 1996). Antigen CD 34 je siln¢ glykosilovana
mucinu podobna struktura. Schopnost protilatek anti CD 34 detekovat antigen je zavisla na
mife glykosilace a ptfitomnosti sialové kyseliny na epitopu antigenu. Dulezité bylo tedy
vybrat komeréné dostupné protilatky schopné detekovat vSechny glykosilované varianty
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molekuly. Dalsim zjisténim bylo, Ze konjugace protilatky s fluorochromem muize ovlivnit
schopnost avidity a reaktivity protilatek. Jako vhodny fluorochrom k detekci HKB se
nabizel PE diky jeho jasnosti, kterd je vyhodou v detekci bun¢k s nizkym zastoupenim.
Dulezita tedy neni jen selekce vhodného klonu protilatky, ale i vybér klonu, u kterého
zustala zachovana silna avidita po konjugaci protilatky s fluorochromem. Monklonalni
protilatka anti CD 45 se pouziva pro znaceni leukocytarni populace a Vv kombinaci
s protilatkou anti CD 34 pro poskytnuti doplikového parametru k detekci populace
CD 34+ bun¢k. Znak podléhd alternativnimu splicingu, a proto bylo dilezit¢ pouzit
takovou protilatku anti CD 45, ktera bude schopna identifikovat a vazat se na vSechny

isoformy receptoru.

V priabéhu let doslo k modifikacim a rozsifeni tohoto protokolu a byly navrzeny jeho
mozné upravy. V ISHAGE protokolu zroku 1996 se absolutni pocet CD 34+ bunék
stanovoval vypocétem, kdy informace o poctu leukocyti byla ziskana z automatického
hematologického analyzatoru. Jednalo se o takzvanou dual platformu. V roce 1998 byl
tento protokol upraven tak, ze ke vzorku byl pfidan zndmy pocet fluorescen¢nich ¢astic
Flow-Count (Keeney, 1998). Tato tUprava pievedla zakladni ISHAGE protokol na
takzvanou single platform metodu, kterou bylo mozné piimo stanovit absolutni pocet
CD 34+ bun¢k. Dale byla upravena metoda zpracovani vzorku. Byla zavedena lyza
chloridem amonnym a pro omezeni chyb vyplyvajicich z promyvani, centrifugace a fixace
byla zavedena metoda lyzy bunék bez promyvani a fixace. Pfidano bylo i fluorescenéni
barvivo 7-amino actinomycin D (7-AAD) pro stanoveni zivotaschopnosti bunék. Tyto
upravy zlepSily pfesnost a senzitivitu ptiivodni ISHAGE metody a umozZnily pfimo stanovit

absolutni pocet viabilnich CD 34+ bunék ve vzorku (Keeney, 1998).

1.6 Pritokova cytometrie

Priitokova cytometrie je moderni bioanalytickd metoda zabyvajici se analyzou fyzikalnich
a chemickych vlastnosti jednotlivych c¢astic (Shapiro, 2003). Témito ¢asticemi jsou
nejcastéji bunky zivoc¢isného ¢i rostlinného piivodu. Lze vsak analyzovat i mnohem mensi
Castice, jako jsou napiiklad bunétné organely, virové Castice, jednotlivé molekuly proteint
a nukleové kyseliny. Cilem je zjisténi jejich poctu, velikosti, denzity vnitiniho obsahu a
individualnich vlastnosti. V klinické praxi je nejcastéjSim materidlem krev, produkty
aferézy, aspirat kostni diené, suspenze bunék ptipravena z tkdni nebo bunécné kultury. Pro
analyzu je nutné, aby se vzorek nachazel v suspenzi. Pro dosazeni relevantnich vysledku

by analyzovana suspenze méla obsahovat okolo 10°-10° ¢astic.
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Zékladnimi komponentami prutokového cytometru je systém fluidiky, opticky systém,
vypocetni systém a muze byt zafazen i sortovaci modul (Shapiro, 2003; Cibicek, 2014).
Vzorek je nasan a pomoci systému fluidiky unasen nosnou kapalinou do méfici cely. Diky
hydrodynamické fokusaci se vytvoii takzvané koaxialni proudéni vzorku a nosné kapaliny.
Vzorek pak prochazi konicky zuZzenou sekci a tim je zajisténo, ze méticim bodem projde
vzdy jedna ¢astice. To je dulezité, protoze prutokova cytometrie je metoda zalozena prave
na analyze vlastnosti jednotlivych ¢astic. V méficim bodé dochazi k interakci castic
s monochromatickym svétlem a rozptylu svétla. NejcastéjSim zdrojem svétla byvaji lasery
¢i UV lampa. Vysledny signal je pomoci optickych cest veden k detektorum. Rozptylené
svétlo dopadajici na detektor v rovin€ prochazejiciho svétla se nazyva pifimy rozptyl neboli
forward scatter. Jeho velikost odpovida povrchu analyzované ¢astice. Rozptylené svétlo
dopadajici na detektor umistény kolmo na osu dopadajiciho paprsku se nazyva bocni
rozptyl neboli side scatter. Jeho velikost v sobé odrazi vnitini strukturu a granularitu
Castice. Pokud je Castice znacena protilaitkou snavazanym fluorochromem ¢i
fluorescenénim barvivem, po ozaieni svétlem piislusné vinové délky dochazi k excitaci
fluorochromu a nasledné emisi zatfeni o vySsi vinové délce. VSechny tyto ziskané signdly
jsou nasledné¢ pfevadény na elektrické impulzy a pomoci pocitatového softwaru
zpracovany.

Prednosti pritokové cytometrie je moznost ziskani detailnich informaci o kazdé jednotlivé
bunice V kratkém Casovém tUseku na velkém pocétu bunék (Shapiro, 2003). Je to metoda
s Sirokym aplika¢nim potencionalem v riznych oblastech biologie, mediciny a vyzkumu.
Umoznuje studium zdkladnich biologickych procesti, diagnostiku nemoci a pfispiva
k vyvoji terapeutickych strategii. V klinickych laboratofich mtZzeme najit jeji uplatnéni
v hemato-onkologii, imunologii, ale i v molekularni biologii. Dal$imi specialnimi
variantami je naptiklad spekralni, obrazova ¢i hmotnostni cytometrie, které rozsituji

analytické moZnosti této metody.
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Obr. 1 Schéma zobrazujici zakladni komponenty pritokového cytometru. Pfevzato a upraveno dle:
https://www.creative-diagnostics.com/flow-cytometry-guide.htm (Flow Cytometry Guide, 2024)

1.6.1 Titrace protilatek

Po zjisténi co nejvice moznych informaci o vlastnostech cilové populace bunék, navrzeni
vicebarevného panelu, zajisténi bunék a potifebnych reagencii mize zalit proces
optimalizace panelu. Titrace protilatek je jednim z podstatnych krokd v tomto procesu.
Aby bylo mozné provadét piesna méteni fluorescence a identifikovat bunééné populace, je
potiebné maximalizovat signal a co nejvice snizit Sum (Shapiro, 2003). Vlastni Sum
systému je nevyhnutelny stejné tak jako autofluorescence bunck. Mozné je ale ovlivnit
praci se vzorkem a nastaveni experimentalnich podminek.

Znacené protilatky se vazi s vysokou afinitou na epitopy, vici kterym jsou cilené
vyprodukovany (Bushnell, 2015). Pokud by ke vzorku bylo pfidano nadmérné mnozstvi
protilatky a primarni cile by byly obsazeny, piebytecnd protilatka se zane vazat na cile
s nizkou afinitou, a tak muze dochazet k nespecifické vazbé protilatek. Dusledkem je
zvySeni fluorescence pozadi a stim souvisejici snizeni schopnosti rozliSit jednotlivé
populace. Dalsim faktorem, na ktery je potfeba brat zietel pfi planovani experimentu, je
hustota zastoupeni cilového antigenu ¢i molekul, které buiika nese. Jedna se zde o piidani
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adekvaniho mnozstvi protilatky. P¥i nedostatku protilatky nemusi dojit k oznaceni vSech
bun¢k s danym fenotypem. To by vedlo k podhodnoceni poctu cilovych bunck a falesné
negativnim vysledkim. Déle miZze dojit ke snizeni intenzity fluorescence populace
cilovych bunék. Nasledkem by byl pokles citlivosti detekce a zvySeni poméru signalu
k Sumu, kdy fluorescenéni signaly jsou slabsi.

Titrace se tedy pouziva k optimalizaci znaceni Vv pritokové cytometrii (Bushnell,
2015). Titracni experiment by mél probihat v souladu se zvolenymi experimentalnimi
podminkami (typ bunék a jejich pocet, inkubac¢ni doba a teplota pii které probihd). Je
dobrou praxi piidat i barvivo pro Zivotaschopnost pii titraci protilatek, protoze mrtvé
buniky mohou protilatky vazat nespecificky, coz by mohlo ztizit interpretaci vysledku.
Stejné tak je dobré pii analyze vzorku vyloucit dublety.

Buiky se barvi v sérii fedéni protilatky. (Bushnell, 2015) K ureni nejvhodné&jsi
koncentrace je mozné z naméfenych vysledt vypocitat staining index neboli index barveni.
Tento termin oznacuje miru rozdilu mezi intenzitou fluorescence pozitivné znacenych
bun¢k a intenzitou fluorescence negativnich kontrolnich bunék. Nasleduje sestaveni
titracni kiivky zavislosti koncentrace protilatky na indexu barveni. Cilem je zjistit fedéni
protilatky, které poskytuje nejjasnéjsi intenzitu fluorescence s minimalnim pozadim.

Pouzivat protilatky ve spravné koncentraci je tedy dilezité. U komeréné dostupnych
protilatek je v datovém listu uvedeno doporucené tfedéni protilatky, coz mize poslouzit
jako dobry vychozi orienta¢ni bod. Doporucena koncentrace vSak nemusi reflektovat
specifické experimentdlni podminky. Optimalni kontrace byva casto niz8i neZ
doporucovana. Titrace protilatek tedy nejen zlepsi znaceni bunék, ale mtize i usetfit penize

z laboratorniho rozpoc¢tu ur¢eného k nakupu reagencii.

1.6.2 Median fluorescencni intenzity

Pomoci pritokové cytometrie jsou analyzovany bufiky interagujici se svételnym paprskem
(Shapiro, 2003). Vsechny tyto ziskané signaly jsou nasledné pievadény na elektrické
impulzy a pomoci pocitacového softwaru zpracovany. Vysledkem méteni jsou data, ktera
je nasledné tfeba analyzovat, statisticky zpracovat a interpretovat. K zobrazeni dat jsou
pouzivany ruzné grafické zdznamy. To usnadiiuje jejich vizudlni analyzu a celkové
posouzeni datového rozlozeni. Vizualni analyza dat je v pritokové cytometrii prvnim a
klicovym krokem. Pokud jde o FSC a SSC jsou hodnoty na osach vyjadieny v relativnich
jednotkach a poskytuji informace velikosti bun¢€k a denzité vnitiniho obsahu. Déale mizeme
sledovat fluorescenci, ktera je na osach x a y zobrazena vV jednotkach intenzity
fluorescence. Hodnoty mohou byt zobrazeny v linearni nebo logaritmické skale.

V priatokové cytometrii se logaritmické meéfitko Casto pouziva pro zobrazeni rozsahu
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fluorescencni intenzity, protoze umoziuje efektivné zobrazit Siroky dynamicky rozsah
signalu od slabych hodnot po silné. Pro dalsi zpracovani je vSak potieba data vhodné
zredukovat tak, aby byla usnadnéna jejich interpretace. Dulezité je, aby z naméfenych dat
vyvstanuly podstatné a relevantni informace.

Z dat se tedy dale pocitaji riizné Ciselné charakteristiky, takzvané popisné statistiky,
které zachycuji rizné aspekty dat (Hron, 2013). Jedna se piedevs§im o charakteristiky miry
centrdlni tendence a rozptylenosti dat. Miry centralni tendence se snazi charakterizovat
typickou hodnotu z namétfenych dat. Uréuji, kde se na ¢iselné ose tato hodnota nachazi a
kolem jaké hodnoty se data centruji. Patii mezi né aritmeticky pramér, median a modus.
Jejich podstatu muizeme vidét pti bliz§im zaméfeni se na distribuci namétenych dat
V porovnani s aritmetickym primérem a modem Viz obr. 2. Vyhodou medianu je to, ze
neni tak citlivy na odlehlé hodnoty jako aritmeticky primér. Ndhodné promeénliva data
vSak nestaci charakterizovat pouze stfedni hodnotou. Data se stejnou stiedni hodnotou
muizou mit totiz rGznou rozptylenost. K hodnoceni miry rozptylenosti je mozné pouzit
variacni rozpéti, rozptyl, smérodatnou odchylku, varia¢ni koeficient ¢i empiricky kvantil.
Jako dal$i charakteristiky se mohou pouzit miry Spicatosti a Sikmosti. Na zéklad¢ téchto

informaci lze porovnat, jak se rozlozZeni dat podoba normalni Gaussové kiivce.

Modus Modus  pimsr 3\.1 odisn Modus

Median

(c)

~ / N

Modus Medidn Primér Primér Madidn Modus

Obr. 2 Schéma zobrazujici ptiklad uréeni medianu, modu a aritmetického priméru v zavislosti na
rozloZeni dat u grafii a-d. Pfevzato a upraveno podle knihy Biostatistical Analysis (Zar, 1999)

Pti grafickém zobrazeni namétenych dat miizeme vidét, Ze bunky na zaklad€ své
velikosti a denzity vnitiniho obsahu tvoii pomyslné shluky bunék, které ptredstavuji
jednotlivée populace (Cibicek, 2014). V zakladnim scatertrgramu FSC/SSC mutiZzeme

vizualn¢ odlisit populaci lymfocytl, monocyti a granulocytd. Intenzita fluorescence
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poskytuje informaci o hladin¢ exprese bunécnych znakl. Na zakladé exprese unikatni
kombinace bunécnych markerli je umoznéna identifikace riznych bunéénych populaci,
subpopulaci a analyza jejich fenotypu. Existuji barviva, ktera se ptfimo vazi na DNA a diky
tomu je mozné identifikovat buiiky v razné fazi bunécného cyklu. Analyza viability,
apoptozy a nekrozy muze poskytnout dulezité informace o funkéni aktivité bun¢k. Méfeni
fluorescenéni intenzity u jednotlivych bun¢k v kombinaci s informacemi o rozptylu svétla
poskytuje fadu kvalitativnich i1 kvantitativnich informaci, které mohou byt vyuzity pro
studium bunéénych populaci a riznych biologickych procesi, diagnostiku onemocnéni a
vyzkum v oblasti biologie a mediciny.

Jednim z parametri, na zdkladé¢ kterého je mozné nameéfena data v pritokové
cytometrii hodnotit, je median fluorescen¢ni intenzity (MFI). Median je hodnota, jez déli
fadu vzestupné sefazenych hodnot na dvé stejné pocetné poloviny. Jedna se tedy o stiedni
hodnotu fluorescen¢niho signalu v dané populaci bunck. V zavislosti na typu rozlozeni dat
median obvykle predstavuje ,typickou™ udalost a poskytuje tak informace o intenzité
fluorescence v ramci detekované bunétné populace. V této praci byly srovnavany
jednotlivé klony protilatky anti CD 34 pravé na zakladé MFIl. Median fluorescenéni
intenzity tedy piedstavoval typickou hodnotu fluorescence u populace CD 34+ bun¢k a

monocytl. Z téchto dat pak byla zpracovana statisticka analyza.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Cil prace

Cilem prace je prostiednictvim medianu fluorescenéni intenzity porovnat klony 581,
4H11[APG] a QBENd-10 protilatky anti CD 34 a otestovat jejich klinické laboratorni
pouziti. Vysledkem prace by méla byt identifikace klonu s nejvhodnéjsimi vlastnostmi pro
stanoveni poc¢tu hematopoetickych kmenovych bunék v darcovském S$tépu pomoci

pratokové cytometrie.
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3 Material a metodika

3.1 Biologicky material

Vzorky byly ziskany odbérem HKB pomoci aferézniho pfistroje z periferni krve darct pro
autologni ¢i alogenni transplantaci. Pacienti podstoupili odbér na Separa¢ni jednotce a
odebrany materidl byl nasledné zpracovan a uschovan v laboratoti Tkanové banky FNOL.
Vzorky byly ziskavany v ¢asovém obdobi od listopadu 2022 do biezna 2024. Celkové byla
provedena analyza 28 vzorki separatu HKB z periferni krve darcii. Analyza vzorki pro
ucely diplomové prace byla provedena v laboratofi Pritokové cytometrie v ramci Hemato-
Onkologické kliniky FNOL. Pro potifeby tohoto experimentu nebylo tfeba zvlastniho
odbéru separatu HKB. VysSetfeni byla provedena z materidlu ziskaného pro standardni
analyzu dle zvyklosti pracovisté. Toto dopliujici vySetfeni bylo provedeno
s informovanym souhlasem darce.

3.2 Chemikalie a protilatky )

Anti-Hu CD45 PerCP; Klon MEM-28; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD34 PE; Klon 581; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD34 PE; Klon 4H11[APG]; EXBIO Praha, a.s, CR

Anti-Hu CD34 PE; Klon QBEnd-10; EXBIO Praha, a.s, CR

RPMI-1640 Medium, Sigma-Aldrich Corporation, Némecko

Heparin Léc¢iva 5000 IU/ml injekéni roztok, Zentiva, k. s., Praha, CR

Lyzaéni roztok BD FACS lyse; Becton Dickinson, USA

BD FACS Diva™ CS&T IVD Beads; Becton-Dickinson Bioscience, USA

3.3 Pristrojové a laboratorni vybaveni

Vortex Mixer 230V EU; Labnet International Incorporation, USA

Pipety s rozsahem 2 -200 ul; Eppendorf, Némecko

Davkovac¢ Ceramus classic 1 -5 ml; Hirschmann, Némecko

BD FACS CantoTM Il Flow Cytometer; Becton-Dickinson Bioscience, USA
Analyticky software BD FACS Diva verze 8.0; Becton-Dickinson Bioscience, USA

3.4 Priprava vzorku

Vzorky byly zpracovany metodou Lyse no wash neboli lyzi bez promyti. Do stojanu na
zkumavky byly pfipraveny a popsany tfi zkumavky dle typu daného klonu protilatky a dale
jedna zkumavka na zfedény vzorek separatu HKB (5ml polystyrenové zkumavky
Skulatym dnem o velikostil2x75 mm). Nejprve bylo do kazdé ze tii zkumavek
napipetovano 5 ul protilatky anti CD 45. Nasledné bylo do kazdé ze zkumavek piidano
5 ul jednoho ze tfi klont protilatky anti CD 34. Vzorek separatu byl nejdiive nafedén
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v poméru 1:10. Do zkumavky bylo tedy napipetovano 50 ul separatu HKB a 500 ul RPMI
média obohacen¢ho o Heparin. Obsah zkumavky byl promichan na vortexu. K protilatkdm
bylo do zkumavky napipetovano 50 pl suspenze ziedéného separatu HKB. Obsah
zkumavek byl promichan na vortexu. Vzorky byly inkubovany ve tmé po dobu 15 minut
pii laboratorni teploté 25 °C. Po uplynuti doby inkubace byl pomoci davkovace Ceramus
classic ke vzorkim pfidan 1 ml lyzacniho roztoku BD FACS lyse pro odstranéni
ptipadnych erytrocyti. Obsah zkumavek byl opét promichan na vortexu. Vzorky byly
inkubovany ve tm¢ po dobu 20 minut pfi laboratorni teploté 25 °C.

Pro urCeni optimalni koncentrace pro dany experiment byla provedena titrace
protilatek. Buiiky byly barveny v sérii fedéni protilatky, kdy k 50 pl suspenze zfedéného
separatu HKB bylo pfidano 10, 5, 2 nebo 1 pl klonu dané protilatky. Vzorky byly nésledné

pfipraveny stejnym zpiisobem dle pfipravy vzorku a zméteny.

3.5 Analyza vzorki

Ptipravené vzorky byly analyzovany metodou vicebarevné prutokové cytometrie. Pomoci
protilatek anti CD 45 a tii klont protilaitky anti CD 34 bylo provedeno uréeni a
kvantifikace danych povrchovych bunéénych markeri. Analyza byla provedena na
pritokovém cytometru BD FACS Canto™ Il za pouziti analytického softwaru FACS Diva
verze 8.0. K analyze dat bylo ziskdno minimalné 400 udalosti CD 34 pozitivnich HKB.
Vysledkem bylo odecteni medidnu fluorescencni intenzity monocytli jako kontrolni
negativni populace a CD 34 pozitivnich HKB. Ovéteni pozitivity bylo provedeno pomoci
medianu fluorescenéni intenzity. Ziskand data dale statisticky zpracoval RNDr. Tomas
Fiirst, Ph.D. za pouziti softwaru MATLAB verze 7.5.0.342 (R2007b) a Statistics Toolbox
verze 6.1 (R2007b) s vyuzitim Kruskal-Wallis testu.

3.6  Vnitini kontrola kvality

Pratokovy cytometr BD FACS Canto TM II byl po celou dobu méfeni v pravidelnych
intervalech kalibrovan. Pfistroj byl kalibrovan pomoci mikrosfér BD FACS Diva™ CS&T
IVD Beads.

3.7 Gatovaci strategie

Nameétena data byla analyzovéna pomoci sekvencniho gatovani. Pomoci protilatky anti
CD 45 byly oznaceny vsechny bunky bilé krevni fady. Kolem téchto pozitivnich bun¢k byl
vytvoren gate P1. Bunky z gatu P1 byly promitnuty do scattergramu CD 34 proti SSC.
Potencialni CD 34 pozitivni bunky byly ohraniceny gatem P2. Stejné€ tak byla pomoci gatu
oznacena populace monocytii. Buiikky z gatu P2 byly promitnuty do scattergramu CD 45
proti SSC. Vyobrazené buiiky tvoii shluk s charakteristicky nizkym SSC a nizkou az
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sttedni hodnotou fluorescence. Kolem téchto bunék byl utvoien gate P3. Nespecificky
znacené udalosti, agregaty bunék ¢i bunky vybocujici od této charakteristiky nebyly do
tohoto gatu zahrnuty. Buniky z gatu P3 byly promitnuty do scattergramu FSC proti SSC.
Bunky tvofici shluk udalosti s charakteristikou mirné¢ vyssiho FSC a nizkého SSC byly
ohraniceny gatem P4. Tyto bunky spliuji vSechny kritéria a jsou identifikovany jako cilova
populace hematopoetickych kmenovych bunék dle protokolu ISHAGE. Nésledné byl
vytvoren scattergram CD 34 PE proti SSC zobrazujici populaci z gatu P4 a populaci
monocytlt. Kolem téchto bunék byly vytvotfeny gaty MFI Monocyty a MFI CD34+, ze

kterych byla nasledn¢ odectena hodnota medianu fluorescencni intenzity.
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Obr. 3 Zakladni scattergram FSC/SSC naméteného vzorku. Cerné signaly zobrazuji malé &astice,
fragmenty bunék ¢i jiné necistoty oznacujici se terminem debris neboli odpad.
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Obr. 4 Scattergram CD 45 PerCP proti SSC zobrazuje vSechny naméfené udalosti. Gate P1
ohranicuje CD 45 pozitivni bunky. Cerné signaly zobrazuji malé ¢astice, fragmenty bunék ¢i jiné
necistoty oznacujici se terminem debris neboli odpad.
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Obr. 5 Scattergram CD 34 PE proti SSC. Zelené¢ signaly odpovidaji populaci monocyti na zaklade
jejich nizké SSC charakteristiky a negativity na marker CD 34. Zluté signaly zna¢i potencialni
CD 34 pozitivni bunky.
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Obr. 6 Scattergram CD45 PerCP proti SSC zobrazuje buiiky z gatu P2. Pomoci gatu P3 je blize
charakterizovana populace s nizkym SSC a nizkou az stfedni hodnotou fluorescence. Nespecificky
znacené udalosti, agregaty buné€k ¢i bunky vybocujici od této charakteristiky nebyly do tohoto gatu
zahrnuty.
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Obr. 7 Scattergram FSC proti SSC zobrazuje bunky z gatu P3. Pomoci gatu P4 je oznacena cilova
populace hematopoetickych kmenovych bun¢k dle protokolu ISHAGE.
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Obr. 8 Scattergram CD 34 PE proti SSC zobrazuje populace z gatu P4 a Monocytt. Kolem téchto
bunék byly vytvoreny gaty MFI Monocyty a MFI CD 34+, ze kterych byla nasledné¢ odectena
hodnota medianu fluorescen¢ni intenzity.
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Obr. 9 Scattergram CD 34 PE proti SSC zobrazujici populaci monocyti (zelené signaly) a populaci
CD 34+ hematopoetickych kmenovych bunék (¢ervené signaly).
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Obr. 10 Scattergram FSC proti SSC zobrazujici populaci hematopoetickych kmenovych bunék
(Cervené signaly) na zaklad¢é jejich velikosti a denzity vnitiniho obsahu. Z grafu je mozné
pozorovat, ze populace hematopoetickych kmenovych bunék se v zakladnim FSC/SSC
scattergramu nachazi mezi lymfocyty (populace pod HKB) a monocyty (populace nad HKB).

31



4 Vysledky
4.1 Titrace klonu protilatek

Kurceni nejvhodnéjsi koncentrace byl z naméfenych hodnot nejdiive vypocitan
rozdil medianu fluorescenéni intenzity pozitivnich CD 34+ bunék a negativni kontrolni
populace monocytd. Tato hodnota rozdilu byla nasledné vynesena do grafu v zavisloti na
pfidaném mnoztvi protilatky. Nasledné¢ na zdkladé vzorce pro index barveni, ktery
vyjadfuje miru rozdilu mezi intenzitou fluorescence pozitivné znacenych bunck a
intenzitou fluorescence negativnich kontrolnich bun¢k s ohleden na rozptylenost dat, byl
vytvofen druhy graf. Pro populaci CD 34+ bunék byl vypocitan podil medianu
fluorescenéni intenzity a robustni Standardni odchylky této populace. Stejné tak byl
vypocitan podil medianu fluorescencni intenzity a robustni standardni odchylky populace
monocytll. Nasledné byly tyto vypocitané hodnoty od sebe odecteny a vyslednd hodnota
byla vynesena do grafu v zavisloti na pfidaném mnoztvi protilatky. Sestavenim téchto
titracnich kiivek byla zjisténa optimalni koncentrace protilatek pro dany experiment. Bylo
tedy nalezeno fedéni protilatky poskytujici nejjasnéjsi intenzitu fluorescence s minimalnim

pozadim.
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Obr. 11 Graf zavislosti mnozstvi pfidané protilatky anti CD 34 klonu 581 na rozdilu medianu
fluorescencni intenzity populace CD 34+ bun¢k a monocyta.
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Obr. 12 Graf zavislosti mnozstvi pfidané protilatky anti CD 34 klonu 581 na indexu barveni.
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Obr. 13 Graf zavislosti mnozstvi pfidané protilatky anti CD 34 klonu 4H11[APG] na rozdilu
medianu fluorescenéni intenzity populace CD 34+ bun¢k a monocytu.
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Obr. 14 Graf zavislosti mnozstvi ptidané protilatky anti CD 34 klonu 4H11[APG] na indexu
barveni.
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Obr. 15 Graf zavislosti mnozstvi pfidané protilatky anti CD 34 klonu QBENd-10 na rozdilu
medianu fluorescenéni intenzity populace CD 34+ bunék a monocytu.

34



Titrace protilatky klonu QBEnd-10

1,2

Index barveni
“_CJ
[=2]
T

Mnoistvi pfidané protilatky (ul)

Obr. 16 Graf zavislosti mnozstvi pfidané protilatky anti CD 34 klonu QBENd-10 na indexu barveni.

Z naméfenych dat titrace protilatek byla pro kazdy klon sestavena dvojice grafli.
V prvnim z nich byl na osu y vynesen rozdil medianu fluorescencni intenzity CD 34+
populace a monocytt. U vSech tii klonti se zd4, Ze nejvodnéjsi by mohlo byt ptidani 5-10
ul, protoze je zde nejvétsi rozdil medianu fluorescenéni intenzity. Nebyl zde vSak bran
ohled na rozptylenost dat. S ohledem na tento faktor byl ke kazdému klonu protilatky
vytvofen druhy graf. U klonu protilatky 581 a 4H11[APG] je v grafu mozné pozorovat
peak v oblasti okolo 5 pl, coz poukazuje na fedéni protilatky poskytujici nejjasnéjsi
intenzitu fluorescence s minimalnim pozadim. U klonu QBENd-10 se zda byt nejvhodné;si
pfidani 2-5 pl protilatky nicméné i1 po piidani 10 pl je index barveni srovnatelny a
nedochazi zde ke zvySeni pozadi barveni. Na zdklad¢ zvazeni vysledkl titrace, cile
experimentu, doporu¢eného mnozstvi ptfidani protilatky vyrobcem s piihlidnutim
k ekonimickému faktoru naklad na reagencie bylo zvoleno ptidani 5 ul k 50 ul suspenze

zfedéného separatu HKB u vSech tii klonti protilatky anti CD 34.
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4.2 Vysledek statistického zpracovani dat

Celkové bylo analyzovano 28 vzorkl separatu HKB z periferni krve darcti. U kazdého
vzorku byla provedena analyza stanoveni poctu hematopoetickych kmenovych bunék
pomoci tfi klonl protilatky anti CD 34. Z kazdého méfeni byl odecten pocet CD 34
pozitivnich bunék, monocytd a MFI téchto populaci. Odeéten byl také celkovy pocet

leukocytu.
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Obr.17 Graf zavislosti MFI CD 34+ bunék na MFI monocytii. Cervené symboly odpovidaji
odectenym hodnotam u klonu 4H11[APG]. Zelené symboly odpovidaji odeétenym hodnotam u
klonu 581. Modré symboly odpovidaji ode¢tenym hodnotam u klonu QBEnd-10. Velikost symbolu
je pfimo umérna poméru poctu monocyti/ CD 34 pozitivnich bunék.

Z grafu je mozné vycist Ze MFI bun¢k u klonu QBEnd-10 byl celkové niz8i v porovnani
s klony 4H11[APG] a 581. Dle velikosti symbolu je mozné odecist, ze pomér poctu

mocytt ku po¢tu CD 34 pozitivnich bunék nema zasadni vliv na fluorescenci.
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Obr. 18 Graf zavislosti MFI CD 34+ bun&k na MFI monocyti. Cervené symboly odpovidaji
odectenym hodnotam u klonu 4H11[APG]. Zelené symboly odpovidaji odectenym hodnotam u
klonu 581. Modré symboly odpovidaji odectenym hodnotam u klonu QBEnd-10. Velikost symbolu
je ptimo umérna poméru poctu CD 34 pozitivnich bunek a poctu leukocyta.

Z grafu je mozné vy¢ist, ze MFI jak CD 34+ bunék tak monocyti u klonu QBENd-10 byl
celkové nizsi v porovnani s klony 4H11[APG] a 581. Pro zhodnoceni, ktery zklont
dokaze nejlépe odlisit pozitvni populaci CD 34 bun¢k bude tedy potfeba porovnat pomér
MFI, protoze rozdil by zde uméle znevyhodnoval klon QBEnd-10. V grafu ho tedy neni
mozné vizualné pfimo porovnat s kKlony 4H11[APG] a 581. Pfi vizualnim zhodnoceni je
klon 581 v porovnini s klonem 4H11[APG] schopny na zakladé medianu fluorescenéni
intenzity lépe odliSit populaci CD 34 pozitivnich bunék, kdy naméfené hodnoty se
vyskytuji v pomyslném pravém spodnim kvadrantu. Dle velikosti symbolu je mozné
odecist, ze pomér poctu CD 34 pozitivnich bunék a poctu leukocyti méa vliv na
fluorescenci. Pomérove vétsi symboly jsou na ose x posunuty smérem vlevo. Ke kazdému
vzorku bylo pfidano stejné mnoztvi klonu jednotlivych protilatek. Cim vice leukocytil a
¢im vice CD 34 pozitvnich bun¢k vzorek obsahoval, tim se ve vzorku nachazelo vice
potenciondlnich mist, kam protildtka mohla nasednout. Zde vyvstava vyznam dileZitosti

titrace protilatek na zaCatku experimentu.
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Obr. 19 Box plot znazorfujici pomér MFI CD 34 pozitivnich bunék a MFI monocytt u klond 581,
4H11[APG] a QBEnd-10 protilatky anti CD 34. Cervené oznaéeny median v box plot grafu u klonu
581 se rovna 27.8625. U klonu 4H11[APG] je to 19,9105 a u klonu QBENd-10 je to 19,5947.
Rozdil mezi klonem 581 a klony 4H11[APG] a QBEnNd-10 je na zakladé neparametrického
Kruskal-Wallis testu statisticky vyznamny na hladin¢ p < 0,0001. Klon 581 tedy dokaze nejlépe
odlisit pozitivni populaci CD34 bun¢k od populace monocytl, které jsou pouzity jako negativni
kontrola.

Celkové bylo analyzovano 28 vzorkli separdtu HKB z periferni krve darct.
Vysledkem statistické analyzy je, Ze rozdil mezi klonem 581 a klony 4HI1[APG] a
QBENd-10 stanoveny pomoci Kruskal-Wallis testu je statisticky vyznamny na hlading
p <0,0001. Klon 581 tedy dokaze nejlépe odlisit pozitivni populaci CD34 bun¢k od
populace monocyti a zda se byt vporovnani sklony 4H11[APG] a QBEnd-10

nejvhodnéjsi pro stanoveni poctu HKB pomoci pritokové cytometrie
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5 Diskuze

Uspé&sna obnova krvetvorby po transplantaci zaleZi zvelké &asti na infuzi adekvatniho
mnozstvi zivotaschopnych CD 34+ bunék. Pritokova cytometrie je standardni metodou
pro jejich enumeraci. Zlatym standardem napfti¢ laboratofemi z celého svéta se stal
ISHAGE protokol z roku 1996 s jeho modifikovanou verzi z roku 1998 (Sutherland, 1996;
Keeney, 1998). Jednim z kritérii, na které byl kladen diraz pii zavadéni tohoto protokolu,
byla jednoduchost aplikace, aby bylo mozné jeho Siroké pouziti. Pouziti multiparametrové
analyzy je odvislé od laboratorniho vybaveni a v t¢ dobé nebylo standardem napfi¢
klinickymi laboratofemi. Diky zna¢nému technologickému pokroku ve vyvoji pratokovych
cytometri je V dne$ni dob¢, co se tyCe konvenéni pritokové cytometrie, V klinickych
laboratofich béZn¢ umoznéna analyza 8-10 barevného panelu (Chattopadhyay, 2012). S tim
souvisi 1 moznost komplexné&jsi analyzy bunécnych populaci. Pratokovy cytometr, na
kterém byla provadéna analyza vzorkli, umoznuje souCasnou analyzu az 8 barevného
panelu. Nabizi se tedy moznost rozsiteni zakladniho ISHAGE protokolu o dalsi markery.
Tento tlak je vyvijen i z druhé strany, diky znacnému pokroku na poli bunétné terapie.
Jako vhodné markery pro rozsifeni protokolu byly navrzeny napiiklad znaky CD3 a CD19
(Haussmann, 2022). U testu pro klinické pouziti je vSak nutné i nadale brat zietel na
pofizovaci cenu reagencii, komplexitu a narocnost interpretace vysledku a na to, jakeé
informace potiebujeme analyzou ziskat. U konvenéni prutokové cytometrie je s kazdou
dalsi protilatkou piidanou do panelu nutné dobie zvolit i konjugované fluorochromy z
divodu nasledné kompenzace.

V labratofi pritokové cytometrie FNOL se provadi analyza po¢tu HKB na zakladé
protokolu ISHAGE z roku 1996. Standardné jsou pouzivany protilatka CD 45 PerCP klon
MEM-28 a protilatka CD 34 PE klon 581. Absolutni pocet CD 34+ bunék Se stanovuje
vypoctem, kdy informace o poctu leukocytl je ziskana z automatického hematologického
analyzatoru. Jednd se tedy o takzvanou dual platformu. Druhym pfistupem je analyza
vzorkd pomoci single platform metody. V ramci komparativnich studii byly tyto dva
pfistupy porovnany a bylo zjisténo, ze mezi nimi neni signifikantni rozdil (Barbosa, 1999;
Chapple, 2000; Ngoma, 2011; Naithani, 2017). Oba tyto piistupy maji své vyhody i
nevyhody. Single platform metoda je rychlejsi diky kombinaci vice krokt do jednoho
postupu. Vysledkem analyzy je pfimé stanoveni absolutniho poctu CD 34+ bun¢k. K tomu
je vsak zapotiebi vyuziti referencnich kontrol, které i zvysuji cenu analyzy. Single platform
metoda byla v minulosti pro stanoveni absolutniho poc¢tu CD 34+ bun¢k Vv laboratofi
prutokové cytometrie FNOL pouzivana. Stanoveni krevniho obrazu je vSak u tohoto typu

vzorka standardnim vySetfenim, a tak s pfihlédnutim k ekonomickému faktoru bylo
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zvoleno vyuzivani dual platform metody. Dale je také zvlast’ analyzovana viabilita $tépu
pomoci protilatky CD 45 PerCP klon MEM-28 a fluorescen¢niho barviva 7-AAD.
Kontrola viability §tépu je dualezitou informaci ve vSechn fazich. Zejména pak po
rozmrazeni $tépu pied jeho pouzitim pro transplantaci. V ramci standardni analyzy poctu
CD 34+ bun¢k v laboratoii pratokové cytometrie FNOL neni fluorescencni barvivo
7-AAD piimou soucasti panelu. U bungk, které jsou identifikovany jako CD 34+ tedy
nelze s jistotou fici, zda se jednd o zivé ¢i mrtvé buiky. To mize zkreslovat vysledné
informace. Viabilita $tépu je v8ak hodnotou, ktera jde ruku v ruce s informaci o pocétu
CD 34+ bun¢k. Pokud by tedy viabilita $t€pu byla nizka, bylo by nutné této skutecnosti
pfizpusobit cely proces transplantace. Pfidani fluorescen¢niho barviva 7-AAD piimo do
panelu by vsak zlepsilo senzitivu a specifitu tohoto testu.

Pritokova cytometrie je metoda zabyvajici se zkoumanim jednotlivych bunék a
jejich vlastnosti. Bézné se vSak ve vzorcich vyskytuji takzvané doublety a také agregaty
protilatek. Doublety jsou shluky dvou ¢i vice bun€k. Diky spravné ptipraveé vzorku je jim
mozné Castecné predchdzet. U modernich pritokovych cytometrii je vSak jiz mozné na
zaklad¢ analyzy pulzniho rozptylu svétla tyto doublety odlisit (Rico, 2023). Analyza
singletti neboli jednotlivych bungk je bézné rozsitenou praxi u analyzy bunétného cyklu,
ur¢eni DNA ploidie a sortovacich exprimentli. Az na nékolik vyjimek vSak neni bézné
vyuzivana v klinickych aplikacich prutokové cytometrie. Zatazeni odliSeni singletd od
doubleti by tak mohlo byt vhodnou aktualizaci ISHAGE protokolu. Vyhodou odtranéni
doubletl je pfesnéjsi kvantifikace bunék. Doublety tvoii dvé a vice bunck, které jsou
identifikovany jako jedna. To v analyze vede ke zkresleni informaci o velikosti, granularité
a expresni hladin¢ povrchovych markerd. Do analyzy jsou tim vnaSeny chyby a
znesnadnuje t0 spradvnou interpretaci dat. Pokud technické parametry pritokového
cytometru umoznuji odstranéni doubetii, pak nejsou vyrazné zvySeny naroky na ostatni
Casti procesu. ZvySeny jsou naroky pouze na analyzu dat a interpetaci vysledkd, kdy je
tento krok pfi gatovani potieba piediadit standardnimu gatovacimu postupu.

Pfedmétem této prace je prostfednictvim medianu fluorescencni intenzity porovnat
tii klony protilatky anti CD34. Po objevu markeru CD 34 bylo vyprodukovano znacné
mnozstvi protilatek, které se specificky vazi na rizné epitopy tohoto markeru. Na zaklad¢
citlivosti antigenu CD 34 k degradaci enzymy neuramidasa z bakterie Vibrio cholerae a
O-sialo-glycoproteasa z bakterie Pasteurella haemolytica byly epitopy spolu s protilatkami
roziazeny do tfi tfid (Sutherland, 1992). Vzhledem ktomu, Ze antigen CD 34 je
V hemapoetickém systému exprimovan pouze na progenitorovych bunkéch a ne na zralych
krevnich bunikach, tak mize byt povazovan za marker HKB. Dulezitym zjisténim bylo, ze
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napfi¢ maturacnimi stadii nékteré CD 34+ buiky postradaji expresi epitopi 1. a II. tfidy,
zatimco epitop III. tfidy byl stabilné exprimovan u vsech CD 34+ bunék (Steen, 1996;
Steen, 1998). Pro kvantifikaci a selekci CD 34+ bun¢k by mély byt tedy zvoleny protilatky
spadajici do III. tfidy. Pti pouziti protilatek z I. a II. tfidy by mohlo dojit v pritbé¢hu analyzy
ke ztraté urCité podskupiny CD 34+ bunck. Toto kritérium jiz nespliiuje protilatka
QBENd-10, ktera spada do II. tfidy. Vyplyva to i z vysledku statistického zpracovani, kdy
se protilatka QBENd-10 jevi jako nejméné vhodny klon. Zajimavym faktem je i to, ze
protilatka QBEnd-10 byla ziskana odliSnym zplsobem a to imunizaci pomoci
endotelialnich bunék. (Fina, 1990) Epitopy markeru CD 34 a jejich zastoupeni tak mohou
byt i na téchto endotelidlnich bunkach odlisné. Jak je vidét, samotna analyza struktury
mize mnohé napoveédét 1 0 funkci. 1 pres dilezitost markeru CD 34 pro transplantaci
krvetvornych bunék a jeho Sirokého klinické pouziti, je stale piekvapivé malo znamo 0
funkci CD 34 (Radu, 2023).

Stanoveni poctu CD 34+ bunék v normalni periferni krvi, mobilizované periferni
krvi, pupecnikové krvi, produktech aferézy nebo kostni dieni je validovanou in-house
metodou Vv ramci Hemato-onkologické kliniky FNOL. Doposud bylo mozné, aby si
laboratote vyvijely a pouzivaly takzvané in-house metody. Dne 26. 5. 2022 v platnost
vstoupilo nové Nafizeni Evropského parlamentu a Rady EU o diagnostickych
zdravotnickych prostiedcich in vitro IVDR 2017/746/EU. Zarovén dne 22. 12. 2022
vstoupil v platnost zakon ¢. 375/2022Sb. 0 zdravotnickych prostfedcich a diagnostickych
zdravotnickych prostfedcich in vitro, ktery zavadi IVDR Natizeni do Ceské legislativy.
Cilem tohoto nafizeni je zvysit kvalitu, bezpecnost a u€innost diagnostickych prostredkii
S prispénim k ochrané vetejného zdravi v Evropské unii. Natizeni IVDR tedy tidi vyrobu a
uvadéni in vitro diagnostickych zdravotnickych prostiedkli na evropsky jednotny trh a
vyrazné ovliviluje moznost vybéru a vyuziti diagnostickych zdravotnickych prostredka
Vv laboratotich. Dle rizikovosti se déli zdravotnické prostfedky do tiid A-D plus A-sterilni.
Pro tyto tfidy plati pfechodna obdobi, do kdy nejpozd€ji musi mit certifikaty podle IVDR.
Toto ptrechodné obdobi plati i pro klinické laboratote, které musi tomuto nafizeni
pfizpisobit své vybaveni, produkty, zavedené¢ metody a testy které vyuzivaji. Celkové
musi laboratofe provést komplexni revizi svych procest a postupi a zajistit, ze budou plné
v souladu s nafizenim IVDR, aby mohly nadale poskytovat spolehlivé a kvalitni
diagnostické sluzby. Klinické laboratofe budou moci pouzivat in-house metody pouze
Vv piipadé, ze v EU nebudou zadné komeréné dostupné CE 1VD produkty pro diagnostiku
zadaného parametru a budou muset spliiovat dal$i podminky. Naptiklad pouzivané
diagnostikum musi mit dal$i benefit pro diagnostiku a 1é¢bu onemocnéni v porovnani
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s komer¢né dostupnymi diagnostiky. Cena diagnostika, byt’ by byla mnohonéasobné¢ vyssi,
neni brana jako relevantni argument pro pouziti in-house metody. S timto nafizenim jsou
spojeny obavy klinickych laboratofi. Tykaji Se zna¢ného zvySeni nakladd, zvySeni
administrativni zatéze, omezeni nabidky diagnostickych prostiedkii na trhu, ztraty in-house
metod a znemoznéni diagnostiky vyzkumem s dasledkem na vliv na dostupnost
specializované péce pro pacienty.

Laboratof prutokové cytometrie FNOL tedy v dohledné dobé ¢eka volba komer¢niho kitu,
kterou bude nahrazena doposud pouzivana in-house metoda.V této praci byly na zakladé
medianu fluorescenéni intenzity hodnoceny klony 581, 4H11[APG] a QBENd-10. Jedna se
o komer¢né dostupné klony protilatky anti CD 34. Na zakladé vysledkl této prace se
nejvhodnéjsim klonem pro stanoveni po¢tu HKB zda byt klon 581. Tento klon dokazal na
zaklad¢ medianu fluorescenc¢ni intezity nejlépe odlisit pozitivni populaci CD 34 bunék od
populace monocytd. Vysledek této prace by tak mohl napomoci volbé vhodného

komer¢niho kitu.
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6 Zavér

Marker CD 34 se pouziva ke stanoveni poc¢tu HKB v aspiratu kostni diené, produktech
aferézy, pupe¢nikové krvi a normélni i mobilizované periferni krvi. Usp&$na obnova
krvetvorby po transplantaci zalezi zvelké casti na infuzi adekvatniho mnozstvi
zivotaschopnych CD 34+ bunck. Tato prace byla zaméfena na porovnani kloni 581,
4H11[APG] a QBENd-10 protilatky anti CD 34 na zakladé medianu fluorescenéni intenzity
s cilem identifikovat klon s nevhodné&jsimi vlastnostmi pro stanoveni poctu HKB pomoci
prutokové cytometrie.

V ramci teoretické ¢asti byly posany KB, jejich vlastnosti a to, jak jsou zapojeny do
procesu krvetvorby. Byl zde poskytnut uceleny pohled na historicky vyvoj metody
transplantace HKB jako 1é¢ebné procedury od prvnich kracki k vyty¢eni aktualnich vyzev,
se kterymi se transplantace HKB potyka, az po nastinéni mozného vyvoje do budoucna. Co
se tyCe pratokové cytometrie jako analytické metody pouzivané k analyze vzorkd, byly zde
popsany markery CD 34 a 45, ISHAGE protokol, dulezitost spravné volby protilatek,
jejich titrace a vyuziti medianu fluorescenéni intenzity pro charakterizaci buné¢nych
populaci. V praktické ¢asti byla popsana gatovaci strategie, kterd byla pouzita pii analyze
naméfenych dat. Uveden zde byl vysledek titrace jednotlivych klont protilatky anti CD 34
a statistického zpracovani namétenych dat.

Jako nejvhodnéjsi klon pro stanoveni poctu HKB pomoci pritokové cytometrie se
v porovnani s klony 4H11[APG] a QBENd-10 zda byt klon 581. Tento klon dokazal na
zaklad¢ medianu fluorescenc¢ni intezity nejlépe odlisit pozitivni populaci CD 34 bunék od
populace monocytl. Vysledek této prace by mohl byt ndpomocny pii volbé komeréniho
Kitu pro stanoveni po¢tu HKB v souvislosti s nafizenim IVDR. Dilezitym zjisténim je i to,
ze pro kvantifikaci a selekci CD 34+ bun¢k by mély byt vybirany protilatky specifické vici
epitopum III. tfidy. Vhodnou tpravou by mohla byt aktualizace pouzivaného ISHAGE
protokolu zatazenim odliseni singletti od doubletii do analyzy. Umoznilo by to ptesnéjsi

kvantifikaci bunék.
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Piiloha 1 Datovy list k protilatce CD 45 klon MEM-28

Product
Cat. Mumber/Size

Technical Data Shest

Antl-Hu CD45 PerCP
PC-222-T025 25 tests
PC-222-T100 100 tests

For Research Use Only.
Mot for use in diagnostic or therapeutic procedures.

Antigen

Clone

Format

Reactivity
Megative species
Application
Application details

Excitation laser
Isotype
Specificity

Other names
Waorkshop
Immunogen

Entrez Gene IO

Gene name

MCEI Full Gene Name
UniProt ID

CD45
MEM-28
PerCP

Human

Horse

FC (QC tested)

Flow cytometry: The reagent is designed for analysis of human blood cells using 10 pl reagent / 100 pl of
whole blood or 10° cells ina suspension. The content of a vial (1 ml) is sufficient for 100 tests.

blue (488 nm)
Mouse IgG1

The antibody MEM-28 reacts with an extracellular epitope on all alternative forms of human CD45 antigen
(Leukocyte Common Antigen). a 180-220 kDa single chain type | transmembrane protein expressed at high
level on all cells of hematopoietic origin, except erythrocytes and platelets.

LCA, T200, LYS, B220, GP180, TPC

HLDA IIl: W5 Code ML 833a

Human thymocytes and T lymphocytes.

5788

PTPRC

protein tyrosine phosphatase receptor type C
PO&575

Preparation

Formulation
Storage and handling

Purified antibody is conjugated with activated Pendinin-Chlorophyll Protein (PerCP) under optimum
conditions and unconjugated antibody and free fluorochrome are removed by size-exclusion
chromatography.

Stabilizing phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4, 15 mM sodium azide
Store at 2-8°C. Protect from prolonged exposure to light. Do not freeze.

Images and References

www.exbio.cz
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Piiloha 2 Datovy list k protilatce CD 34 klon 581

Product
Cat. Number/Size

Technical Data Sheet
Anti-Hu CD34 PE

1P-664-TO25 25 tests
1P-664-T100 100 tests
For Research Use Only.

Mot for use in diagnostic or therapeutic procedures.

Antigen

Clane

Format

Reactivity
Megative species
Application
Application details

Excitation laser

CD34

581

PE

Mon-human primates, Human
Sheep

FC{QC tested)

Flow cytometry: The reagent is designed for analysis of human blood cells using 20 pl reagent / 100 pl of
whole blood or 102 cells in 2 suspension. The content of a vial (2 ml) is sufficient for 100 tests.

blue (488 nm)

Isotype Mouse 1gG1 kappa

Specificity The mouse monoclonal antibody 581 reacts with an extracellular epitope of CD34, 3 110-115 kDa
monomeric transmembrane phosphoglycoprotein expressed on hematopoietic progenitors cells and on the
most pluripotential stem cells; it is gradually lost on progenitor cells. The antibody recognizes the class 111
CD34 epitope resistant to neuraminidase, chymopapain and glycoprotease.

Workshop HLDA V- WS Code MAZT

Entrez Gene ID 047

Gene name CD34

MCEI Full Gene Mame CD34 molecule

UniProt ID p2890s

Preparation Purified antibody is conjugated with R-phycoenythrin (PE) under optimum conditions. Unconjugated
antibody and free fluorochrome are removed by size-exclusion chromatography.

Formulation Stabilizing phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4, 15 mM sodium azide

Storage and handling

Store at 2-8°C. Protect from prolonged exposure to light. Do not freeze.

Images and References

www.exbiocz
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Piiloha 3 Datovy list k protilatce CD 34 klon 4H11[APG]

Product
Cat. Number/Size

Technical Data Sheet

Anti-Hu CD34 PE
1P-297-T025 25 tests
1P-297-T100 100 tests

For Research Use Only.
Mot for use in diagnostic or therapeutic procedures.

Antigen

Clone

Format

Reactivity
Application
Application details

Excitation laser
Isotype
Specificity

Workshop

Immunogen

Entrez Gene ID
Gene name
MNCEI Full Gene Mame

CD34

4AH11[APG]

PE

Human

FC (QC tested), ICC

Flow cytometry: The reagent is designed for analysis of human blood cells using 20 pl reagent / 100 pl of
whole blood or 10° cells in 2 suspension. The content of a vial (2 ml) is sufficient for 100 tests.

blue (488 nm)
Mouse IgG1

The mouse monoclonal antibody 4H11[APG] reacts with extracellular class Il epitope on CD34, a 110-115
kDa monomeric transmembrane phosphoglycoprotein expressed on hematopoietic progenitors cells and on
the most pluripotential stem cells; it is gradually lost on progenitor cells. The antibody 4H11[APG]
completely blocks binding of class Il antibodies BIRMA K3 and 8G12 on KG1a cell line.

HLDA VI: W5 Code M MASS

Permanent human cell line derived from peripheral leucocytes of a patient suffering from chronic myeloid
leukasmia.

247
cDa4
CD34 molecule

UniProt ID P2B904

Preparation Purified antibody is conjugated with R-phycoerythrin (PE) under optimum conditions. Unconjugated
antibody and free fluorochrome are removed by size-exclusion chromatography.

Formulation Stabilizing phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4, 15 mM sodium azide

Storage and handling

Store at 2-8°C. Protect from prolonged exposure to light. Do not freeze.

Images and References

www _exbio.cz
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Piiloha 4 Datovy list k protilatce CD 34 klon QBEnd-10

Product
Cat. Mumber/Size

Technical Data Sheet

Anti-Hu CD34 PE
1P-566-T025 25 tests
1P-566-T100 100 tests

For Research Use Only.
Mot for use in diagnostic or therapeutic procedures.

Antigen

Clone

Format

Reactivity
Megative species
Application
Application details

Excitation laser

Isotype
Specificity

Workshop
Immunogen

Entrez Gene ID

Gene name

MNCEBI Full Gene Name
UniProt ID

CD34

QBEnd-10

PE

Mon-human primates, Human
Dog, Sheep, Rat, Cow

FC (QC tested)

Flow cytometry: The reagent is designed for analysis of human blood cells using 20 pl reagent / 100 pl of
whole blood or 10° cells in a suspension. The content of a vial (2 ml) is sufficient for 100 tests.

blue (488 nm)
Mouse 1gG1

The antibody QBEnd-10 reacts with an extracellular class Il epitope on CD34, 3 110-115 kDa monomenc
transmembrane phosphoglycoprotein expressed on hematopoietic progenitors cells and on the most
pluripotential stem cells; it is gradually lost on progenitor cells. This antibody haz been also used as an
endothelial marker.

HLDA W: WS Code BP275, EO38, MADSS, MRO?
Human endothelial vesicles

247

CD34

CD34 molecule

P28906

Preparation

Formulation

Storage and handling

Purified antibody is conjugated with R-phycoerythrin (PE) under optimum conditions. Unconjugated
antibody and free fluorochrome are removed by size-exclusion chromatography.

Stabilizing phosphate buffered saline (PBS). pH 7.4, 15 mM sodium azide
Store at 2-8°C. Protect from prolonged exposure to light. Do not freeze.

Images and References

www.exbio.cz
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Priloha S Titrace klonti protilatek

'\s:‘;:‘:“e" MFI MFI rSD rSD Index

protilétky (ul) Monocyty CD34 Monocyty CD34 barveni
10 6027 48257 2938 15404 1,081
clon 581 5 1376 41471 605 12058 1,165
2 800 34722 339 10772 0,863
1 601 30000 255 9687 0,740
10 2999 45354 1333 14922 0,790
Klon 5 2064 36223 1003 12256 0,898
AH11(APG) 2 1068 24114 507 8234 0,822
1 670 16707 299 5575 0,756
10 1197 32107 560 10145 1,027
5 779 20990 359 6908 0,869
Klon QBEnd-10 2 423 11250 181 3489 0,887
1 251 4108 102 1428 0,416
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Priloha 6 Namérena data

Datum Pohlavi / Protilatka MFI Pocet MFI CPI(D);Zi Pocet

odbéru  rok narozeni anti CD34 Monocytd Monocytld CD34+ bunék bunik Leukocytt
Klon 581 1753 35588 33449 703 136552

07.11.2022 Z/1975 Klon 4H11(APG) 3242 45102 36222 951 168200
Klon QBEnd-10 1171 38217 15900 759 167547

Klon 581 948 32112 33747 805 123113

09.11.2022 Z/1975 Klon 4H11(APG) 1436 21402 32858 681 88064
Klon QBEnd-10 578 25350 12510 484 91200

Klon 581 981 4452 26594 704 23245

10.11.2022 M/1968 Klon 4H11(APG) 1683 2029 21143 418 124564
Klon QBEnd-10 663 4005 8611 713 25165

Klon 581 744 16048 51503 891 56919

24.11.2022 M/1968 Klon 4H11(APG) 3541 4406 50832 709 39884
Klon QBEnd-10 1991 5022 16072 844 67551

Klon 581 2071 17077 52697 847 51157

24.11.2022 M/1968 Klon 4H11(APG) 1788 25758 47290 733 65981
Klon QBEnd-10 1018 39672 15995 1045 90860

Clone 581 929 29758 35955 1376 88338

25.01.2023 M/1958 Clone 4H11(APG) 1390 29067 38287 996 72235
Clone QBENnd-10 550 30195 13438 1049 79628

Klon 581 1520 20289 36787 847 69743

25.01.2023 M/1997 Klon 4H11(APG) 2236 32404 29952 1073 104902
Klon QBEnd-10 746 46031 11589 1346 142074

Klon 581 3073 15990 36093 1136 77077

26.01.2023 2/1956 Klon 4H11(APG) 4670 20468 36809 966 84110
Klon QBEnd-10 1379 20123 13224 615 71474

Klon 581 915 38094 40581 1133 100326

26.01.2023 M/1958 Klon 4H11(APG) 1665 29992 40893 933 79279
Klon QBEnd-10 549 32858 16943 912 97247

Klon 581 2350 50817 56994 849 112942

24.02.2023 M/1985 Klon 4H11(APG) 1915 79590 49260 958 135618
Klon QBEnd-10 742 116608 21354 1622 208462
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Datum Pohlavi / Protilatka MFI Pocet MFI Pocet Pocet

odbéru  Rok narozeni anti CD 34 Monocytd Monocytld CD 34+ bunék CD 34+ bunék Leukocyti
Klon 581 2576 19526 42775 975 121588

27.02.2023 M/1963 Klon 4H11(APG) 1463 26949 36156 827 129063
Klon QBEnd-10 781 54935 13107 1519 244276

Klon 581 1314 41652 33005 590 76957

27.02.2023 M/1963 Klon 4H11(APG) 1782 49521 27006 655 151281
Klon QBEnd-10 751 74365 11002 1027 142821

Klon 581 1465 84439 38048 925 148933

28.02.2023 M/1963 Klon 4H11(APG) 2162 99111 36968 1066 171207
Klon QBEnd-10 911 85848 17021 761 146833

Klon 581 953 35824 38915 993 98450

14.03.2023 M/1965 Klon 4H11(APG) 1380 43911 35171 1061 108256
Klon QBEnd-10 497 51685 11642 1150 139521

Klon 581 1403 40232 38506 1052 157242

30.03.2023 M/1973 Klon 4H11(APG) 2420 30136 35897 875 122187
Klon QBEnd-10 681 32743 10151 795 129124

Klon 581 1389 13811 25461 1081 64742

20.04.2023 2/1979 Klon 4H11(APG) 2028 15102 20130 987 64964
Klon QBEnd-10 685 15658 7457 1094 70141

Klon 581 751 40133 35732 985 108596

27.04.2023 M/1970 Klon 4H11(APG) 1097 32447 30234 928 99304
Klon QBEnd-10 499 43695 13882 1058 112734

Klon 581 1183 21586 29470 1056 51918

28.04.2023 7/1961 Klon 4H11(APG) 1294 27072 18635 1018 56667
Klon QBEnd-10 548 27994 11237 1115 59330

Klon 581 1027 66051 36906 1545 266656

18.05.2023 M/1966 Klon 4H11(APG) 498 39171 25339 722 123194
Klon QBEnd-10 560 80315 10208 1335 249904

Klon 581 1290 27573 36260 985 99818

08.06.2023 7/1955 Klon 4H11(APG) 1428 34435 23224 944 100865
Klon QBEnd-10 782 40247 12237 1156 127391
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Datum Pohlavi/ Protilatka MFI Pocet MFI Pocet Pocet

odbéru  Rok narozeni anti CD 34 Monocytd Monocytld CD 34+ bunék CD 34+ bunék Leukocyti
Klon 581 1119 48173 44652 942 120852

22.06.2023 M/1970 Klon 4H11(APG) 1795 47759 38322 875 109045
Klon QBEnd-10 736 45698 17452 1044 122452

Klon 581 608 7304 24959 1066 34016

03.08.2023 7/1956 Klon 4H11(APG) 1209 7656 26007 1058 32720
Klon QBEnd-10 392 8737 8071 861 34106

Klon 581 1614 10989 24218 1114 63108

10.08.2023 M/1963 Klon 4H11(APG) 2722 12630 19669 826 60315
Klon QBEnd-10 994 24797 8365 1590 106550

Klon 581 1007 41908 43467 816 154668

17.08.2023 7/1961 Klon 4H11(APG) 1407 23088 41832 620 148629
Klon QBEnd-10 533 80220 13864 1224 286623

Klon 581 760 64019 25878 698 139371

27.10.2023 M/1964 Klon 4H11(APG) 868 70205 18305 667 151660
Klon QBEnd-10 387 66300 9482 573 148584

Klon 581 1189 8926 32836 1594 76281

28.02.2024 M/1957 Klon 4H11(APG) 1875 9505 33609 1630 89926
Klon QBEnd-10 604 11174 12970 1621 81530

Klon 581 894 40129 39930 1254 127540

07.03.2024 7/1959 Klon 4H11(APG) 1205 32665 29227 967 98001
Klon QBEnd-10 487 29197 13685 1018 107073

Klon 581 1359 44060 41632 2034 168 565

08.03.2024 7/1959 Klon 4H11(APG) 2010 17239 37652 1020 81838
Klon QBEnd-10 734 28959 20671 1020 101247
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