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1. UVOD

Sepse je zavazny, zivot ohrozujici stav, ktery je hlavni pfic¢inou morbidity a
mortality po celém svété. V¢asna identifikace sepse a okamzité nasazeni antimikrobialni

1é¢by je kli€ové pro preziti pacienta.

Diagnostickych metod ke stanoveni sepse existuje hned nékolik. C-reaktivni
protein a prokalcitonin jsou dva bézné pouzivané markery v klinické praxi. Tyto
markery se vSak ukazuji jako ne zcela spolehlivé a jejich hladiny se zvySuji az nékolik
hodin po vniku patogenu do krevniho ob&éhu a vzniku sepse. Dalsi metodou je
mikrobiologické stanoveni patogent v hemokultute. Tento zplsob je vSak zdlouhavy a

casto neposkytuje ptesné vysledky z diivodu zaléceni pacienta antibiotiky.

V poslednich letech se ukazuje, ze zvySend exprese CD64 na granulocytech
souvisi se septickymi stavy a mohla by tak byt vhodnou metodou pro stanoveni sepse
pomoci prutokové cytometriec u zavazné¢ nemocnych dospélych pacienti. CD64 je
glykoprotein podilejici se na imunitni odpovédi. Tento imunoglobulinovy receptor se za
fyziologickych podminek v malém mnoZstvi exprimuje na neutrofilnich granulocytech,
ale pfi zadnéctu jeho exprese prudce nariista. Z tohoto ditvodu se jevi jako vhodny marker
sepse. Jeho potencidlni vyuziti u hemato-onkologickych pacientl, ktefi jsou po

transplantaci krvetvornych buné€k v tézké agranulocytoze, je klicové.



CILE PRACE

Zpracovani literarni reSerSe na téma sepse a jeji diagnostika, popis principil
pritokové cytometrie.

Zvladnuti techniky stanoveni exprese CD64 na granulocytech metodou
pratokové cytometrie.

Statisticky prikaz korelace mezi expresi CD64 na granulocytech a pfitomnosti
sepse.



3. LITERARNI PREHLED
3.1. Definice sepse

Sepse patii mezi hlavni pfiCiny umrti u kriticky nemocnych pacienti a jeji
incidence neustale roste. Hlavnim problémem je pozdni diagnostika a opozdéné ¢i

nespravné nasazeni antimikrobidlni 1éCby.

Termin sepse (sepsis) plivodné oznacoval zkazené maso ¢i hnilobu a jako prvni
jej pouzil Hippokrates. V naSich zemich byla sepse ¢asto oznaovana jako tzv. otrava
krve. Prvni védecka definice byla publikovana vroce 1914 v praci némeckého
bakteriologa Huga Schmottmiillera. Ten ji definoval jako pfitomnost loziska bakterialni
infekce, ze kterého se vyplavuji bakterie do krevniho tecisté, coz vede k celkovym
projevim a metastatickym infekcim. Roku 1989 Roger Bone poprvé pouzil termin
syndrom systémové zanétové reakce (SIRS — Systemic Inflammatory Response

Syndrome), jehoz piiznaky jsou uvedeny v Tabulce 1 (Holub, 2007; Holub, 2018).

Tabulka 1: Diagnosticka kritéria SIRS (Bone et al., 1992)

Télesna teplota >38 °C nebo <36 °C
Tepova frekvence >90/min
Dechova frekvence >20/min nebo PaCO, <32 mm Hg (4,3 kPa)

>12 000/mm3 nebo <4000/mm? nebo
Pocet leukocyti
pocet nezralych neutrofilt (ty¢i) >10 %

Vroce 1991 probéhla konsenzudlni konference v Chicagu, na které byla
definovana sepse jako systémova zanétliva odpovéd na infekci (Bone et al., 1992).
Sepse komplikovana organovou dysfunkci byla oznacena jako tézka sepse. Ta mlze
postoupit az do stadia septického Soku. JelikoZz pro konstatovani diagnézy SIRS byla
postacujici pfitomnost pouze dvou ze vSech uvedenych ptiznaki, byla tato definice
kritizovana z divodu malé specifi¢nosti a vysoké falesné pozitivity (Singer et al., 2016).
Proto byl v roce 2001 na dalsi konsenzualni konferenci rozsifen seznam diagnostickych
kritérii sepse (Tabulka 2) a byl navrzen staging sepse pomoci tzv. PIRO klasifikace.
Ta méla pomoci 1épe posoudit stav a progndézu pacienta. Koncept PIRO vychazel ze
¢tyt hlavnich charakteristik sepse: predispozice k sepsi (P), vyvolavajici infekce (1),
hostitelska odpovéd’ na infekci (R) a stav organa (O) (Martin, 2012).



Tabulka 2: Diagnosticka kritéria sepse (Levy et al., 2003)

Prokézana ¢i predpokladand infekce a néktery z nasledujicich ptiznaka:

Hore¢ka ¢i hypotermie, tachykardie, tachypnoe, porucha
Obecné priznaky ) _ _
védomi, hyperglykémie bez vysvétlitelné pfi¢iny

Leukocytéza ¢i leukopenie, zvySeny C-reaktivni protein,
Zanétlivé ukazatele o
zvyseny prokalcitonin

Ukazatele tkanové perfuze Zvyseny laktat, zhorSeny kapilarni navrat

Nevysvétlitelnd  hypoxie, akutni oligurie, koagula¢ni
Piiznaky organové dysfunkce

poruchy, ileus, hyperbilirubinémie, trombocytopenie

V unoru 2016 vysla nova definice sepse, kterou vytvoftili zastupci dvou velkych
odbornych spole¢nosti — ESICM (European Society of Intensive Care Medicine) a
SCCM (Society of Critical Care Medicine). Byla nazvana Sepsis-3 a méla za cil odlisit
sepsi od nekomplikované infekce (Holub, 2018). Sepse je nové definovana jako zivot
ohrozujici organova dysfunkce plynouci z nepfimétené odpovédi hostitele na infekci
(Singer, 2016). Dalsim problémem byla nepfili§ vypovidajici kritéria SIRS, nebot
mohla byt pfitomna i u pacientll bez infekce nebo u nemocnych s ptiznivou prognézou.
Pozornost tedy byla pfesunuta na znamky organové dysfunkce, jejiz zavaznost byla
kvantifikovana skorovacim systémem SOFA (Sequential Organ Failure Assessment),
ktery je uveden v Tabulce 3. Sepse je zde klinicky definovana jako vzestup SOFA skore
o vice nez dva body pfi prosté pritomnosti infekce (Singer et al., 2016). Septicky Sok je
pak charakterizovan jako sepse s pfitomnosti buné¢nych, metabolickych a obéhovych
abnormalit, které jsou tak zdvazné, ze mohou vést ke smrti. Pro klinické stanoveni
septického Soku je dulezita ptitomnost perzistujici hypotenze, pii které je nutné podéavat
vasopresory k udrzeni dostatecného stiedniho arterialniho tlaku pfi soucasném zvyseni

laktatu v krvi (Shankar-Hari et al., 2016).




Tabulka 3: SOFA skore (Singer et al., 2016)

. . Skore
Organ/systém 0 1 > 3 2
Resoiracni p
espiracni system >400 <400 <300 | <200sUPV | <100sUPV
[mm Hg]
Koagulace
> < <
Trombocyty [ 10%] >150 150 <100 <50 20
Jatra
e <20 20-32 33-101 102-204 >204
Bilirubin [umol/l]
Kardiovaskularni MAP MAP DOP <5 DOP 5,1-15 DOP >15 nebo
systém ~70 mm Ha | <70 mm Ha | nebo DOB nebo A <0,1 A >0,1 nebo
Hypotenze/davky KA | = g g nebo NA <0,1 NA >0,1
Centralni nervovy
systém 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow Coma Scale
ITe_dvmy 300-440 nebo 440 nebo
Kreatinin [umol/l] <110 110-170 171-299 <500 ml/24 <200 ml/24 hod
nebo diuréza hod

Legenda: UPV = uméla plicni ventilace, MAP = stfedni arterialni tlak, KA = katecholaminy,
DOP = dopamin, DOB = dobutamin, A = adrenalin, NA = noradrenalin (vSechny katecholaminy
v ng/kg/min)

Jelikoz byla klinicka kritéria sepse vytvofena primarné pro pacienty na
jednotkach intenzivni péce, byla nékdy obtizn¢ pouzitelna u pacienti na standardnich
odd¢€lenich. Z tohoto divodu byl vytvofen novy skorovaci systém, tzv. quick SOFA
(qSOFA), ktery by mél zav¢as vyhledat rizikové septické pacienty a soucasné by byl
méné naro¢ny na dostupnost laboratornich vysetieni. Pacient, u néhoz jsou dle gSOFA
pritomny alespon dva ze tii uvedenych parametri (Tabulka 4), je povazovan za

rizikového (Holub, 2018).

Tabulka 4: gSOFA skoére (Singer et al., 2016)

Dechova frekvence >22 dech@/min
Alterace stavu védomi GCS <15
Systolicky tlak <100

Legenda: GCS = Glasgow Coma Scale




3.2. Patofyziologie sepse

Pii priniku bakterialniho patogenu do téla typicky dojde ke vzniku zanétlivé
odpovédi. Jako prvni je aktivovan vrozeny imunitni systém, dojde K produkci fady
prozanétlivych cytokini a videdlnim pfipadé je patogen touto obrannou linii
eliminovan (Stearns-Kurosawa et al., 2011). U né€kterych pacienti vSak muze lokalni
zanét ¢i poskozeni tkané progredovat v syndrom systémové zanétlivé odpovédi. Pacienti
se SIRS s predpokladanou ¢i potvrzenou infekci jsou povazovani za septické. Jednim
Z hlavnich problémi sepse je vyvoj syndromu multiorgdnové dysfunkce (MODS —
Multiple Organ Dysfunction Syndrome), ktera muze vyustit az v multiorganové selhani
(MOF — Multiple Organ Failure) (Jacoby, 2002).

Patogen po vstupu do téla exprimuje signalni molekuly, tzv. PAMPs (Pathogen
Associated Molecular Patterns). Ty jsou imunitnim systémem rozpoznavany pomoci
PRRs (Pattern Recognition Receptors) a spouSti odpovidajici  reakci
(Chousterman et al., 2017). PAMPs jsou vysoce konzervativni antigeny, typicky
bakterialniho ¢i houbového pivodu. Po navazani na PRRs je spusténa kaskada reaket,
zahrnujici mimo jiné i lyzu buné€k a vyliti intraceluldrnich molekul do extracelularniho
prostoru. Tyto molekuly se nazyvaji DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) a
stejné jako PAMPs indukuji zanétlivou odpovéd’. Soucasné télo zahajuje kompenzacni
protizanétlivou reakci, tzv. CARS (Compensatory Anti-Inflamatory Reaction), ktera
Nejprve se predpokladalo, ze pokud bude CARS pievazovat nad SIRS, dojde
k imunosupresi, ktera zvysi nachylnost pacienta k sekundarni (napf. nozokomialni)
infekci. Pozdé&ji se vSak ukazalo, Ze jde spi§ o kombinaci SIRS a CARS, tzv. MARS
(Mixed Antagonistic Response Syndrome), pii které jsou aspekty prozanétlivé

rrrrr

(Chun et al., 2017).
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Obrazek 1: Schématické znazornéni patofyziologie sepse.

PAMPs a DAMPSs jsou rozpoznavany receptory (PRRs) jako jsou TLRs a NLRs. Nerovnovaha
mezi prozanétlivou a protizanétlivou odpovédi vede k deregulaci imunitni homeostazy.
Vysledkem je zhorSeni v odstrafiovani patogenu a multiorganové selhani. PAMPs = Pathogen
Associated Molecular Patterns, DAMPs = Damage Associated Molecular Patterns, NLRs =
NOD-like receptory, TLRs = Toll-like receptory, SIRS = syndrom systémové zanétové reakce,

rrrrr

Pro indukci zanétlivé odpovédi je dulezita translokace NF-xB
(Nuclear Factor-xB) do jadra a nasledna aktivace cilovych gend véetné gent kodujicich
cytokiny (Chousterman et al., 2017). Cytokiny jsou Siroka skupina relativné malych
proteind, které jsou produkovany a uvoliiovany s cilem bunécné signalizace. Mizeme je
rozdélit do nekolika kategorii: interleukiny (IL), chemokiny, interferony, tumor
nekrotizujici faktory (TNF) a ristové faktory. Obecné se cytokiny déli na prozanétlivé,

-----

podporuji imunosupresi (Stearns-Kurosawa et al., 2011). Mezi nejvyznamné;si
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prozanétlivé cytokiny patii IL-1B, IL-6, TNF-oo a mezi protizanétlivé IL-10
(Chousterman et al., 2017).

3.3.  Jak by mél fungovat dobry biomarker?

Narodni ustav zdravi (NIH — The National Institutes of Health) definuje
biomarker jako ukazatel, ktery by mél objektivné méfit a hodnotit normalni biologické
procesy nebo odpovéd’ na terapeuticky zasah. Biomarkery by mély byt méftitelné presné
a opakovatelné. Mély by byt pouzitelné jako diagnosticky nastroj pro identifikaci
onemocnéni ¢i abnormalnich stavi, stejné tak pro staging onemocnéni, progndzu a
reakci na terapii (Biron et al., 2015). Jako marker sepse bylo navrzeno a klinicky
testovano vice nez 170 riznych molekul, ale zadna z nich neméla 100% specifitu pro

sepsi (Vincent, 2016).

3.3.1. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je cytokin sekretovany aktivovanymi monocyty a
makrofagy, majici $iroké rozpéti biologickych aktivit (Russel et al., 2018). V 80. letech
minulého stoleti byly n¢kolika nezavislymi skupinami studovany jeho odlisné funkce,
a proto ziskal mnoho ndzvi na zdklad¢ své biologické aktivity. Az pozdéji byl nazev
sjednocen na IL-6 (Kishimoto, 1989). V pocate¢nim stadiu zanétu je syntetizovan
Vv lokalni 1ézi a poté je krvi transportovan do jater, kde vyvola rapidni indukci produkce
proteini akutni faze (C-reaktivni protein, sérovy amyloid A, fibrinogen a dalsi) a
funguje jako varovny signal pro celé télo (Tanaka et al., 2014). U zdravych dospélych je
koncentrace IL-6 vrozmezi 0,2-7,8 pg/ml a pifi sepsi muize presahnout hodnotu
1600 pg/ml (Molano Franco et al., 2015). Nékolik studii ukazalo, Ze zvySena hladina
IL-6 u septickych pacientt koreluje se zvySenou mortalitou. Nemocni s hodnotami
vyssimi nez 500 pg/ml vykazovali 11% umrtnost, kdezto hodnoty vyssi nez 7500 pg/ml
byly asociovany s 37% umrtnosti. Jednd se tedy o vyznamny prognosticky marker
(Russel et al., 2018). IL-6 patii mezi prozanétlivé cytokiny, stejné jako IL-1, IL-8 ¢i
TNF-o.. Prestoze jsou prozanétlivé cytokiny dobrymi ukazateli infekce, jsou
produkovany také po chirurgickém zakroku, u autoimunitnich poruch, virové infekei ¢i

pii odmitnuti transplantatu, coz snizuje jejich specifitu (Biron et al., 2015).



3.3.2. C-reaktivni protein

C-reaktivni protein (CRP) byl popsan roku 1930 a sviij nazev ziskal ze
schopnosti precipitace C-polysacharidu Streptoccocus pneumoniae V plazm¢ béhem
akutni faze zapalu plic (Tillett et Francis, 1930). CRP je protein akutni faze, ktery je
syntetizovan a uvolfiovan jatry jako soucast nespecifické reakce na zanét ¢i poskozeni
tkan¢ (Gabay et Kushner, 1999). Z tohoto duvodu se rutinné vyuziva ke stanoveni
pritomnosti zanétu v téle (Santonocito et al., 2014). CRP je také schopen rozlisit mezi
virovou a bakterialni infekci, coZ je vyznamné pii rozhodovani o nasazeni antibiotické
1é¢by (Biron et al., 2015). Fyziologicka hodnota CRP je 0,8 mg/l, avSak po stimulaci
v akutni fazi mize jeho hladina nartst az na 500 mg/l. Hladina vyssi nez 5 mg/l znaci
bakterialni zanét. Syntéza CRP je pod kontrolou IL-6 a pfi zdnétu se zacne zvySovat po
zhruba 6 hodinach, maxima pak dosahne do 48 hodin. Polocas rozpadu CRP v plazmé
je asi 19 hodin (Pepys et Hirschfield, 2003). Ackoli je CRP citlivy marker, neni ptili$
specificky, jelikoz jeho hladina naristd u vSech zanétlivych poruch, vcetné
nekomplikovanych pooperacnich stavii. Obecné je CRP vhodngjsim markerem pro

vylouceni sepse nez pro jeji potvrzeni (Vincent, 2016).

3.3.3. Prokalcitonin

Prokalcitonin (PCT) je prohormon kalcitoninu a je fyziologicky produkovan
C-bunikami $titné zlazy (Maruna et al., 2000). Vzestup jeho hladiny v séru byl poprvé
spojen s diagnozou sepse v roce 1993 (Assicot et al., 1993). Fyziologicka hladina PCT
v séru je méné nez 0,1 ng/ml, avSak mize byt vyssi u novorozenct prvni 2-4 dny po
porodu. Hladina vyssi nebo rovna 0,5 ng/ml je povazovana za abnormalni a znaci
pfitomnost sepse. Pii bakterialni infekci se mize hladina PCT zvysit az nad 100 ng/ml
(Nieves et al., 2017). Hladina PCT v séru narusta pfiblizné od 4 hodin po nastupu
systétmové infekce a maxima dosahuje mezi 8-24 hodinami. Tyto udaje se vSak
u riznych zdroji mirné lisi. Polocas rozpadu PCT je 24 hodin (Kibe et al., 2011). Tento
véasny nardst a relativné kratky polocas rozpadu déla z PCT dobry marker infekce.
Ackoli je jeho specifita o néco vyssi nez u CRP, nevyhodou je, ze koncentrace PCT
nekoreluje se zadvaznosti sepse Ci s imrtnosti. Monitoring koncentrace PCT v séru je
vSak cenny pro sledovani klinické odpovédi na terapii a hraje dilezitou roli ve snizeni

zbytecného uzivani antibiotik v prostfedi JIP (Larsen et Petersen, 2017). PCT mize byt



také uziteny pro rozliSeni mezi bakterialni a virovou infekcei, jelikoz zfidkakdy nartsta

pii virové infekci (Lee, 2013).

3.3.4. CDb64

CD64 neboli FcyRI (Fc-gamma receptor 1) je glykoprotein, ktery se vaze na
Fc ¢ast molekuly IgG (Guyre et al., 1989). Fc receptory se podileji na vrozené a
adaptivni imunitni odpovédi a stimuluji bud fagocytéozu nebo protilatkami
zprostfedkovanou cytotoxicitu (Biron et al., 2015). Jedna se tedy o vysokoafinitni
imunoglobulinovy receptor exprimovany v nizkych koncentracich na neaktivovanych
neutrofilech. Jeho hladina prudce stoupa po infuzi prozanétlivych cytokini a jeho
exprese ¢asové a kvantitativné koreluje s expresi téchto prozanétlivych cytokint jako
jsou IFN-y, TNF-a a IL-6. (Larsen et Petersen, 2017). CD64 je povazovan za ¢asny
marker sepse, jelikoz jeho hladina narlsta jiz hodinu po bakterialni infekci. Exprese
CD64 poté zustava stabilni po vice nez 24 hodin (Dai et al., 2017). Za fyziologickych
podminek je hladina CD64 na membrané neutrofild asi 1000 molekul na bunku. Po
aktivaci neutrofili prozanétlivymi cytokiny se tato hladina mize zvysit az 10x
(Hoffmann, 2011). CD64 vykazuje vyS$i senzitivitu i specificitu nez CRP ¢i IL-6
(Umlauf et al., 2013). Vyvoj pritokové cytometrie umoznil rychlé a precizni stanoveni
exprese CD64 z velmi malého objemu krve (Dai et al., 2017).

3.3.5. sSTREM-1

Vroce 2000 byl objeven novy receptor exprimovany na neutrofilech a
monocytech, hrajici roli v zanétlivé odpovédi, ktery byl nazvan TREM-1, neboli
Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1. TREM-1 aktivuje zanétlivou reakci,
mediatory (IL-10) (Bouchon et al., 2001; Zhang et Zhang, 2018). Rozpustna forma
(STREM-1) je uvolnéna do ob&hu po proteolytickém odsStépeni extracelularni domény
metaloproteazou (Petric et al., 2018; Zidan et al., 2016). V literatufe jsou udavany ruzné
hodnoty pro cut-off (od 40 do 3500 pg/ml) (Larsen et Petersen, 2017). Ve srovnani
s CRP a dalsimi markery STREM-1 1épe koreluje s vaznosti zanétlivého onemocnéni a

muze byt pouzit ke zhodnoceni 1é¢by a prognozy infekce. (Zhang et Zhang, 2018).
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3.4. Mikrobiologicka diagnostika sepse

Standartni diagnostickou metodou sepse je mikrobiologické stanoveni patogent
v hemokultufe (Cantey et Baird, 2017). Cilem kultivace u septickych pacienti je
izolovat mikroorganismy pro identifikaci a testovani citlivosti k antibiotikiim, aby bylo

mozné optimalizovat pocateéni terapii (Westh et al., 2009).

Optimalni je odbér dvou vzorki v jedné sad¢ (pro aerobni i anaerobni kultivaci)
pfed nasazenim antimikrobialni 1ééby (Morgenthaler et Kostrzewa, 2015).
Na 1 hemokultiva¢ni nadobku se odebira kolem 10 ml krve a lahvicka je vlozena do
specialniho inkubdtoru na 5-7 dni. Obsah pozitivni lahvi¢ky je vyockovan na tuhé
kultivaéni pidy a z roztéru je zhotoven mikroskopicky preparat, ktery se barvi podle
Grama. Dale je provedeno stanoveni citlivosti diskovou metodou piimo z obsahu
lahvicky (tzv. pifima citlivost). Zaroven s odbérem krve se bere stér z klize pacienta
vV misté vpichu, ktery se poté kultivuje na tuhé pdé pro vylouceni kontaminace jehly pii

odbéru (Komendova, 2017).

Opozdéni v nasazeni antimikrobidlni 1é€by mulZe byt pro nemocného
poskozujici, avSak okamzity zaCatek terapie s potencialni ztratou citlivosti detekce
patogenu také (Sheer et al., 2018). Dalsim problémem je rychlé nasazeni
sirokospektralnich antibiotik, coz muze vést ke vzniku rezistence. Rychla a spravna
pocatecni antimikrobialni 1écba je klicova pro tspéSnost vyléceni septickych pacientd,
jelikoz  mira  pieziti  neléCenych  pacientt  klesa  kazdou  hodinou

(Morgenthaler et Kostrzewa, 2015).
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3.5.  Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je bioanalytickd metoda, kterd vyuziva jevii ohybu a
rozptylu svétla spolu s interakci fotonti s fluorochromy navdzanymi na protilatkovém
nosi¢i k vizualizaci a kvantifikaci cilovych bun€k. Analyzované elementy jsou k
méficimu bodu unaseny nosnou kapalinou uZivatelsky definovanou rychlosti s pfesnymi
rozestupy, coz dovoluje pfifadit naméfend data kazdé jednotlivé métfené buiice a pouzit

je tak k dalsi analyze (Shapiro, 2003).

Pocatky prutokové cytometrie sahaji do 50. let minulého stoleti, kdy si Wallace
Coulter nechal patentovat Coulterttv impedancni princip. Jednalo se 0 metodu stanoveni
poctu a velikosti Castic ve vodivé kapaliné (Macey, 2007). Roku 1972 skupina Lena
Herzenbergera piedstavila FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorter), coz je
pratokovy cytometr, ktery dokdze oddélit fluorescenéné znacené bunky ze smiSené
populace. O dva roky pozd¢ji Becton-Dickinson predstavil komeréné dostupnou verzi
tohoto pfistroje (Adan et al., 2016; Shapiro, 2003). V roce 1975 Kohler a Milstein
popsali zpiisob standardizovatelné produkce monoklonalnich protilatek, za coz obdrzeli
Nobelovu cenu. Tento objev umoznil reprodukovatelnou imunofenotypizaci pomoci
monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorochromy (Sinkorova et Zarybnicka,
2008).

V poslednich  desitkach let doslo v prutokové cytometrii  k mnoha
technologickym pokrokim, které umoziuji sou¢asné méfeni mnoha parametru na jedné
bunice. Nejvyznamngj$im pokrokem bylo rozsifeni klasického designu o dalsi vykonné
lasery. Spolu s vyvojem novych fluorochromt se nyni rutinné vyuziva 18-parametrova
pratokova cytometrie. Nedavno se stala komercné dostupnou 30-parametrova pratokova
cytometrie a v brzké dobé by mohlo byt dosazeno az 50 parametrti v jedné analyze
soucasné. Jedna se o spojeni principu prutokové cytometrie s hmotnostni spektrometrii,
tzn. CyTOF (Cytometry by Time-Of-Flight), ktera teoreticky umozihuje méfit az
100 parametri souc¢asné. Nevyhodou tohoto systému je, Ze méfené buiiky jsou béhem
procesu analyzy zni¢eny, coz znemoziuje nasledné sortovani ¢astic. Dalsi technologii je
spektralni pratokova cytometrie, ktera se lisi od klasické priutokové cytometrie tim, Ze
vyuziva specialni disperzni optiku a linearni array detektord, které zaznamenavaji celé
emisni spektrum. Tim je mimo jiné vyieSen problém s autofluorescenci. Spojenim

prutokové cytometrie a multispektralnim zobrazovacim systémem S vysokym
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rozliSenim vznikla tzv. zobrazovaci pritokova cytometrie (imaging flow cytometry).
Dokaze poftidit nékolik snimkt jedné bunky rychlosti 5000 bun¢k za sekundu. Tim
ziskdme dalsi informace o morfologii bunky, kolokalizaci ¢i bunécné signalizaci.
Odlisnym principem funguje tzv. zobrazovaci hmotnostni cytometrie (imaging mass
cytometry), ktera skenuje tkanové fezy a odpafovanim mista vedle mista ziskame

informace o0 32 markerech z kazdého spotu (Sayes et al., 2016).

Pratokovy cytometr je tvofen 3 zakladnimi vzajemné propojenymi systémy
(fluidika, optika a elektronika). Soucasti specializovanych cytometri muze byt

i sortovaci systém.
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Obrazek 2: Schéma priitokového cytometru se sortovacim modulem

Suspenze bunék je unalena nosnou kapalinou skrz prutokovou komurku k méficimu bodu.
Fluorescen¢né znacené bunky zde prochdzeji laserovym paprskem, ¢imz dojde k rozptylu
svétla. Detektory zaznamenavaji pfimy rozptyl (FSC = forward scatter), bo¢ni rozptyl (SSC =
side scatter) a intenzitu fluorescence. Tyto optické signaly jsou pak pievedeny na elektrické a ty
jsou graficky znazornény v pocitaci. Nekteré specializované cytometry obsahuji sortovaci
systém, ktery slouzi kseparaci vybranych populaci bun¢k. PMTs = fotonasobice

(photomultiplier tubes) (pfevzato z: https://www.cellsignal.com/contents/ /overview-of-flow-

cytometry/flow-cytometry-overview, online 9. 3. 2020)
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3.5.1. Fluidni systém

Zajistuje transport suspenze bunék do pritokové komurky. Zde jsou bunky
sefazeny jedna za druhou a prochazeji laserovymi paprsky, ¢imz dojde k excitaci
fluorochromu navézaného na protilatce (Sinkorova et Zarybnicka, 2008). Suspenze
bunék je vstfikovana do pritokové komurky, kde je obklopena proudem nosné kapaliny
(tzv. sheath fluid). Jedna se vétsinou o fyziologicky roztok obohaceny o fosfatovy pufr a
protipénivé ptisady (PBS = phosphate-buffered saline) a protéka pod niz$im tlakem nez
vzorek. Tim je dosazeno koaxialniho proudéni, kdy je proud vzorku zaostfen do stiedu
nosné kapaliny a bunky protékaji jedna za druhou. Tento jev se nazyva hydrodynamicka
fokusace a zajisti uniformni pozici jednotlivych bunék vzhledem k paprsku laseru
(Adan et al., 2016).
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Obrazek 3: Hydrodynamicka fokusace ve fluidnim systému
Nosna kapalina zaostiuje bunéénou suspenzi tak, aby jednotlivé buiky prochazely laserem
jedna za druhou. Tento jev se nazyva hydrodynamicka fokusace. (pfevzato a upraveno z:

https://www.abcam.com/protocols/introduction-to-flow-cytometry, online 14. 2. 2020)
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3.5.2. Opticky systém

Zahrnuje lasery (excitatni zdroje) a sbérné optické dréhy, které zachycuji
fluorescenéni a rozptylené zareni pomoci systému cocek, zrcadel a optickych filtrt.
Toto zafeni pak pfivadi na opticky aktivni vrstvu optoelektronickych detektori
(fotonasobict a fotodiod), které tvofi rozhrani mezi optickym a elektronickym
systémem pritokového cytometru (Sinkorova et Zarybnicka, 2008). Jakmile buika
protne laserovy paprsek, dojde K rozptylu svétla, a ten je nasledné detekovan. Prvnim
meéfenym parametrem je piimy rozptyl (FSC — Forward scatter), ktery je méfen pod
stejnym uhlem jako laserovy paprsek. Odpovida velikosti a povrchu bunky. Druhym
parametrem je bo¢ni rozptyl (SSC — Side scatter), ktery je méfen pod tthlem 90°. Odrazi
granularitu a vnitini komplexitu bunék (Adan et al., 2016). Dalsim parametrem je
intenzita fluorescence emitovana po ozafeni fluorescenéné znacenych protilatek
navazanych na antigeny bun€k. Pomoci téchto parametri dokdZeme rozlisit rizné typy

bunék v heterogenni populaci (Virgo et Gibs, 2012).

SSC + granularita
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Obrazek 4: Schéma rozptylu svétla (FSC a SSC) v optickém systému
Ptimy rozptyl (FSC) odpovida velikosti a povrchu bunky, zatimco bocni rozptyl (SSC)
odpovida granularité¢ a vnitini komplexité buniky. SSC je méfen pod thlem 90°. (pfevzato a

upraveno z: Adan et al., 2016)

15



3.5.3. Elektronicky systém

Z technického hlediska se jedna o nejslozitéjsi systém pratokového cytometru.
Jeho ukolem je prevadéni optickych signali (fluorescence a rozptyl) na signaly
elektronické, které dale zesiluje, digitalizuje a zpracovava do formy, kterou je graficka
reprezentace jednotlivych bunék na monitoru fidiciho pocitace
(Sinkorova et Zarybnicka, 2008). Svételny signal je generovan, jakmile Gastice putujici
v proudu kapaliny protne laserovy paprsek. Tento signdl je pifeveden na napetovy puls
pomoci fotodetektord. Existuji dva typy detektord, které se 1isi svou citlivosti: fotodiody
slouzi k detekci silngjsich svételnych signalti generovanych FSC a fotonasobice detekuji
a zesiluji slabsi signaly generované SSC a fluorescenci (Adan et al., 2016). Fotony
svétla dopadajici na detektory jsou prevedeny na elektricky impuls, ktery je zpracovan
pomoci ADC (Analog-to-Digital Converter). Tento pfevodnik méni elektricky puls na
¢iselny digitalni signal. Intenzita fluorescence je zaznamenavana vypocetnim systémem

a zobrazena jako frekvence distribuce (Macey, 2007).
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Obrazek 5: Schématické znazornéni principu head-on typu fotonasobice

Fotonasobi¢ je vakuova trubice obsahujici fotokatodu, fadu zesilovacich elektrod (dynod) a
anodu. Po dopadu fotonu na fotokatodu dojde k fotoelektrickému jevu — k vyrazeni elektront
nad povrch fotocitlivé vrstvy. Elektrony jsou pak urychlovany mezi dynodami pomoci
elektrického napéti. Pii dopadu urychlenych elektront na dynodu dojde k emisi vétsiho poctu
elektronti (tzv. sekunddrni emise), ¢imz dojde ke znasobeni poctu elektront, které jsou
urychlovany k dal§i dynod¢€. Zesileny proud elektroni pak dopadd na anodu a vznikne
elektricky puls.

(pfevzato a upraveno z: http://www.olympusconfocal.com/theory/pmtintro.html, online
25. 2. 2020)
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3.5.4. Fluorescence

Jedna se o fyzikalni jev, pii kterém molekuly absorbuji svételné zafeni o urcité
vinové délce (excitace) a nasledn¢ dojde k vyzaieni svétla o delsi vinové délce (emise).
Rozdil mezi maximalni vinovou délkou absorpcniho a emisniho spektra se nazyva
Stokestiv posun a souvisi S pfeménou ¢asti energie v nezafivych procesech (uvolnéni
tepla, rezonancni pienos na okolni molekuly). Absorpéni a emisni spektrum
fluorochromu je ovlivitovano také podminkami prostiedi, jako je pH, koncentrace ionti
¢i konjugace s jinymi molekulami (Shapiro, 2003). Pouze malo bunéénych komponent
je ptirozen¢ fluorescencnich. Pro ziskani vice informaci o bunéném stavu je mozno
buniky barvit fluorescenénimi sondami nazyvanymi fluorochromy nebo fluorofory.
Napriklad antigeny na povrchu ¢i uvnitt buiiky lze identifikovat pomoci fluorescenéné
znacenych protilatek (McCarthy, 2007). Fluorochromy jsou obvykle organické
slouCeniny s aromatickymi jadry a delokalizovanymi elektrony schopnymi excitace.
Bézn¢ se pouziva nékolik fluorochromd, jako je FITC (Fluorescein-isothiocyanate),
PE (Phycoerythrin), APC (Allophycocyanin) a dalsi. (Shapiro, 2003).

Stokestv posun
Aabs " Aem

Absorpce

Intenzita

—
400 500 600 700
Vinova délka (nm)
Obrazek 6: Stokestiv posun
Stokestiv posun odpovida spektralnimu posunu mezi absorpénim (Aabs) a emisnim (Aem)
maximem. Tyto ztraty jsou zptisobené nezafivymi procesy a bézn¢ dochazi k posunu k relativné

vy$§im vlnovym délkam. (pievzato z: Vranka, 2016)

17



4, MATERIAL A METODY
4.1. Biologicky material

Vzorky periferni krve od pacientli s podezienim na sepsi ziskané pii1 odbérech na
oddélenich KAR (Klinika anesteziologie a resuscitace), IPCHO (Intenzivni péce
chirurgickych obor) a HOK (Hemato-onkologickéa klinika) ve Fakultni nemocnici
Olomouc v obdobi od ledna 2019 do tinora 2020.

4.2. Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Lyzacéni roztok:

EXCELLYSE I Lysing solution (Exbio)

Znacené protilatky:

Anti-Hu CD45 PacificOrange™, Clone 2D1 (Exbio)
Anti-Hu CD3 APC, Clone MEM-57 (Exbio)

Anti-Hu CD4 PacificBlue™, Clone MEM-241 (Exbio)
Anti-Hu CD8 PerCP, Clone MEM-31 (Exbio)
Anti-Hu CD15 FITC, Clone MEM-158 (Exbio)
Anti-Hu CD64 PE, Clone 10.1 (Exbio)

Kalibracni kulicky:
FACSDiva™CS&T IVD beads (Becton-Dickinson Bioscience)

4.3. Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

Pipety Eppendorf Research - 20, 200 (Eppendorf)
Vortex Mixer 230 V EU (Labnet)
Priitokovy cytometr BD FACS Canto™ Il (Becton-Dickinson Bioscience)
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4.4,

Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1. Odbér zilni krve pro hematologicka vySetieni

Tento krok byl provadén zdravotnickym persondlem na oddéleni KAR, IPCHO a HOK.

1.

2.

N o &~ W

4.4.2.

Nejprve je ptipraven material a pfislusna dokumentace.

Po zajisténi vhodné polohy paze je aplikovan turniket a je posouzena kvalita
Zilniho stavu.

Misto vpichu je pecliveé vydezinfikovano doporu¢enym prostiedkem.

Krev je odebrana pomoci vakuove uzaviené¢ho odbérového systému.

Misto vpichu je zakryto sterilni gazou.

Kazdé zkumavka s aditivy je ithned po odbéru n¢kolikrat jemné pievracena.

Spravné oznacené zkumavky s Zddankami jsou odeslany do laboratofe HOK.

Vyseti‘eni periferni krve metodou priitokové cytometrie

Pfiprava vzorku pro vySetfeni povrchovych antigent:

1.

Do zkumavky je aplikovano 5 pl znacené protilatky a 50 ul nesrazlivé periferni

krve.
Obsah zkumavky je vortexovan a necha se inkubovat pii pokojové teploté ve

tme po dobu 10 minut.

Nasledné je ptfidano 1,5 ml lyzac¢niho roztoku a vzorek je inkubovan pfii

pokojové teploté ve tmé po dobu 30 minut.

Meéfeni na prutokovém cytometru:

1.

Stanoveni exprese antigenu CD64 je provadéno pomoci analytického software
BD FACSDiva™v. 8.0.1.
Vzorky jsou vySetfovany v pifislusném protokolu.

Ziskana data jsou pocitacové vyhodnocovana.

Vnitini kontrola kvality:

Spravna funkce pfistroje je pravidelné ovéfovana pomoci kalibra¢nich kuli¢ek

FACSDiva™CS&T IVD beads.
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Detekce CD64 a gatovaci strategie:

Cytometricka analyza pacienta z oddéleni KAR s potvrzenou sepsi je zobrazena na
Obrazcich 7 a 8.

1. Nejprve je vyclenéna CD45+ leukocytarni populace pomoci fluorescenéné
znadené protilatky Anti-Hu CD45 PacificOrange™. Lymfocyty a monocyty jsou
zobrazeny Cervené, granulocyty zelené. Non-leukocytarni  populace
(nezlyzované erytrocyty) je cern¢.

2. Vyclenéni CD3+ lymfocytarni subpopulace pomoci fluorescenéné znacené
protilatky Anti-Hu CD3 APC.

3. Vyclenéni CD4+ lymfocytarni subpopulace pomoci fluorescencné znacené
protilatky Anti-Hu CD4 PacificBlue™.

4. Vyclenéni CD8+ lymfocytarni subpopulace pomoci fluorescenéné znacené
protilatky Anti-Hu CD8 PerCP-Cy5-5-A.

5. Dale je vyclenéna CDI15+ granulocytarni populace pomoci fluorescenéné
znacené protilatky Anti-Hu CD15 FITC-A.

6. Poté je zobrazena CD64+ proti SSC pomoci fluorescenéné znacené protilatky
Anti-Hu CD64 PE.

7. Nakonec je stanovena exprese CD64 na CD15+ granulocytech (CD64+/CD15+),

ktera slouzi ke kvantifikaci sepse.
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Obrazek 7: Cytometricka analyza pacienta z oddéleni KAR s potvrzenou sepsi (1. ¢ast)

1.

CD45+ leukocytarni populace (CD45 Leucogate). Lymfocyty a monocyty cCervené,

granulocyty zelené. Non-leukocytarni populace ¢erné.

CD3+ lymfocytarni subpopulace
CDA4+ lymfocytarni subpopulace
CD8+ lymfocytarni subpopulace
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Obrazek 8: Cytometricka analyza pacienta z oddéleni KAR s potvrzenou sepsi (2. ¢ast)

5. CD15+ granulocytarni populace

6. CD64+ proti SSC

7. Kvantifikace CD64+/CD15+ bung¢k (zelen¢)
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45. Statisticka analyza

Ke zjisténi, zda je CD64 potencialné¢ vhodnym markerem ke stanoveni sepse bylo
provedeno statistické zpracovani vysledkii pomoci programu MATLAB (2010), verze
7.10.0 (R2010a), The MathWorks Inc., Massachusetts. Byly zjistovany hodnoty cut-off
pro CD64 u pacienti z oddéleni IPCHO a KAR a u pacientd z oddéleni HOK. Dale byla
zjisténa senzitivita a specificita tohoto markeru a byla porovnana s ostatnimi
naméfenymi markery (CRP a PCT). Byly zpracovany ROC kiivky (Receiver Operating
Characteristic) téchto markerti a byla ziskana hodnota AUC (Area Under the Curve).

P-hodnota mensi nez 0,0001 byla ve vSech analyzach statisticky signifikantni.
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5. VYSLEDKY
5.1. Charakteristika méfené skupiny pacienti

Stanoveni sepse pomoci exprese CD64 na neutrofilnich granulocytech u
nemocnych dospélych bylo provadéno na 2 skupindch pacientl. Prvni skupina
zahrnovala 42 pacientti z oddéleni IPCHO a KAR a druha skupina zahrnovala 18

pacientti z oddéleni HOK. Jednalo se o muze 1 zeny ve v€éku od 33 do 91 let.

5.2.  Stanoveni markeru sepse

U pacientu byly stanoveny nasledujici markery sepse (Tabulka 5 a Tabulka 6):
Celkovy pocet leukocyti (WBC — White Blood Cells) a neutrofilni granulocyty (Ne)
byly stanoveny pomoci hematologického analyzatoru v Laboratofi krevnich obrazl a
cytomorfologie. Pomoci pritokového cytometru byla provedena imunofenotypizace a
bylo kvantifikovano mnozstvi CD64+/CD15+ bunck. Na oddéleni klinické biochemie
(OKB) byly stanoveny hodnoty CRP (norma do 5 mg/l) a PCT (norma do 0,5 ug/l).
Tyto markery byly méfeny pouze u nékterych pacientii z oddéleni IPCHO a KAR.
V Laboratofi Gstavu mikrobiologie bylo provedeno mikrobiologické stanoveni patogenu
v hemokultufe a na jejim zaklad€ byl stanoven status sepse (sepse jistd = pacient ma
pozitivni vSechny markery sepse a zaroven pozitivni hemokulturu; sepse
pravdépodobnd = pacient ma pozitivni vSechny markery sepse, ale negativni
hemokulturu vlivem antimikrobialni 1é¢by; negativni = pacient nema pozitivni markery

sepse a ma negativni hemokulturu).

Tabulka 5: Naméfené hodnoty markert sepse u pacientti z oddéleni IPCHO a KAR

VySetirovani markeri sepse u pacienti IPCHO a KAR

ot | ey ertomerftoie | mUnfenotypizace | OKE
Status sepse

pontavi| ROK | \wBC [109] | Ne [101] CD64[“:,2C]3D15+ [%F;/FI’] [ZE/-:_]

m 1950 17,74 12,33 12,1 83,3 - | pravdépodobna
f 1948 28,81 27,11 93,8 179,8 | 68,34 | pravd€épodobna
m 1962 17,67 16,24 98,4 450,8 | >100 | pravd€podobna
m 1962 14,83 13,86 98,3 469,8 | >100 | pravdépodobna
m 1946 8,32 7,54 54 - - pravdépodobna
m 1951 25,98 22,83 76,6 98,6 | >100 | pravdépodobna
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Vysetirovani markeri sepse u pacienti IPCHO a KAR

paceoiod | abrash s ctomeriogi | ImUnGRenOypizace | OKE

Status sepse

pontavi| oK | \wac [109] | Ne [101] CDG“[’%C]DE’* [ﬁfé/ﬂ’] [ZE/T]

m 1952 44,23 40,17 7,0 203,4 | >100 | pravdépodobna
f 1937 26,69 25,86 4,6 320,4 | 36,85 negativni
f 1929 18,79 15,85 46,9 337,2 | 6,56 | pravdépodobna
m 1960 16,73 13,11 2,9 82,7 | 0,2 negativni
m 1965 24,07 22,74 5,7 110,6 | 18,6 negativni
m 1974 28,11 24,79 99,1 93,5 | 6,15 | pravdépodobna
m 1964 11,54 10,40 1,9 16,07 - negativni
m 1974 24,24 21,34 24,2 90,1 | 2,31 | pravdépodobna
m 1974 52,20 49,01 56 371 | 7,56 |pravdépodobna
m 1953 27,18 23,67 53 33,1 57 negativni
m 1965 11,52 10,28 20,1 107,5 | 21,5 | pravdépodobna
m 1960 13,97 10,47 1,0 129,9 - negativni
m 1941 7,37 6,65 1,1 2154 - negativni
m 1957 41,9 40,08 99,0 420,7 | 75,77 | pravdépodobna
m 1949 54,25 51,15 99,7 296,4 | 24,96 | pravdépodobna
m 1964 30,79 23,80 0,9 214 | 64 negativni
m 1965 11,52 10,28 20,1 359 | 5,7 |pravdépodobna
f 1940 19,30 17,33 85,6 189,8 | 21 | pravdépodobna
f 1943 44,03 32,92 96,5 358,8 | 19,48 | pravdépodobna
m 1956 20,52 19,66 65,5 349,7 | 22,46 | pravdépodobna
m 1945 79,53 25,39 62,3 86 12,5 | pravdépodobna
m 1956 34,40 30,50 2,0 21,4 14,8 negativni
m 1952 18,90 16,72 0,6 23,4 | 21,4 negativni
f 1935 7,26 4,46 1,4 11,4 | 236 negativni
f 1935 7,26 4,46 1,4 257 | 11,4 negativni
m 1935 19,81 18,49 41,4 198,7 | 23,5 | pravdépodobna
m 1935 14,80 13,77 13,8 99,2 | 19,7 | pravdeépodobna
m 1956 10,76 6,28 4,2 25,9 | 145 negativni
m 1935 18,56 17,03 2,2 14,7 11 negativni
m 1954 16,28 14,60 0,2 11,6 58 negativni
f 1928 13,66 12,82 4,5 159 | 11,8 negativni
f 1928 10,25 9,50 20,0 39,8 | 10,4 |pravdépodobna
f 1947 22,62 17,8 8,4 25,8 | 20,3 | pravdépodobna
f 1928 9,77 8,61 20,1 39,8 | 12,5 |pravdépodobna
m 1961 11,02 8,24 1,2 169 | 54 negativni
f 1941 13,62 11,93 5,7 21,7 | 97 negativni

Legenda: WBC = leukocyty, Ne = neutrofilni granulocyty, OKB = oddéleni klinické biochemie,
CRP = C-reaktivni protein, PCT = prokalcitonin, sepse jista = pozitivni markery sepse +
pozitivni hemokultura, sepse pravdépodobna = pozitivni markery sepse + negativni
hemokultura, negativni = markery sepse a hemokultura negativni
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Tabulka 6: Naméfené hodnoty markerti sepse u pacientd z oddéleni HOK

VySetiovani markeru sepse u pacienta HOK
Udaje o Laboratoi krevnich .
pacientovi obrazii a cytomorfologie I melfEmeiayp 22t
Status sepse
Pontavi [ RO | WBC [10%] | Ne [10°1] CDG“[’QEDE*

f 1948 0,24 0 79,2 pravdépodobna
f 1948 0,15 0 32,7 pravdépodobna
f 1948 0,08 0,03 82,0 pravdépodobna
m 1979 4,61 3,21 58,6 pravdépodobna
f 1946 2,02 0,96 74,5 pravdépodobna
m 1957 5,59 5,29 99,3 jista

f 1971 3,37 2,14 0,3 negativni

f 1962 0,30 0,01 39,8 pravdépodobna
m 1970 11,14 10,62 17,5 pravdépodobna
f 1940 11,47 7,63 3,5 negativni

f 1940 15,66 10,7 2,1 negativni

m 1953 11,17 7,92 0,8 negativni

m 1966 48,38 41,87 88,2 pravdépodobna
f 1954 0,17 0 54,1 pravdépodobna
f 1953 15,64 15,0 28,4 pravdépodobna
m 1986 0,01 0 8,5 pravdépodobna
m 1954 5,60 3,22 0,1 negativni

f 1987 6,07 3,77 0,1 negativni

Legenda: WBC = leukocyty, Ne = neutrofilni granulocyty, sepse jista = pozitivni markery sepse
+ pozitivni hemokultura, sepse pravdépodobna = pozitivni markery sepse + negativni
hemokultura, negativni = markery sepse a hemokultura negativni

5.3. Cytometrické stanoveni sepse

Pomoci pfislusného protokolu pro detekci CD64+/CD15+ bunék jsme
identifikovali tyto buniky a stanovili jejich mnozstvi ve vzorku. Kombinace téchto znaka

na neutrofilnich granulocytech je charakteristicka pro pacienty se sepsi.

Na nasledujicim obrazku jsou zobrazeny ptiklady vyskytu rizného mnozstvi
CD64+/CD15+ bunék u pacientii z oddéleni IPCHO a KAR s riiznym statusem sepse.
U pacienta bez prokazané sepse se CD64+/CD15+ bunky téméf nevyskytuji
(Obrazek 9A). Nizké zastoupeni CD64+/CD15+ bun¢k je zobrazeno na Obrazku 9B.
U pacienta s potvrzenou sepsi lze pozorovat velké mnozstvi CD64+/CDI15+ bun¢k
(Obrazek 9C).
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Obrazek 9: Porovnani naméfenych hodnot CD64+/CD15+ bunék u pacientli z oddéleni
IPCHO a KAR s riiznym statusem sepse

A: CD64+/CD15+ buiiky u pacienta bez prokazané sepse

B: Nizké zastoupeni CD64+/CD15+ bunék (modie)

C: Vysoké mnozstvi CD64+/CD15+ bunék u pacienta s potvrzenou sepsi (modie)
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U pacienti z oddéleni HOK je identifikace CD64+/CD15+ bunék sloZitéjsi,
jelikoz maji z dlivodu imunosuprese po transplantaci krvetvornych bunék velmi snizené
hodnoty granulocyti. I tak je vSak hladina exprese téchto antigennich znakli na

granulocytech relativné vysoka. Na Obrazku 10 jsou zobrazeny scattergramy pacienta

Vv tézké agranulocytoze.
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Obrazek 10: Detekce CD64+/CD15+ bunék u pacienta z oddéleni HOK v tézké
agranulocytoze

A: CD45+ leukocytarni populace — granulocyty témét chybi

B: CD15+ granulocytarni populace — mnozstvi granulocytt je velmi nizké

C: CD64+/CD15+ bunky jsou zastoupeny i na tak nizké populaci granulocyti
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5.4.  Statisticka analyza namérenych dat

Pro statistickou analyzu byla vyuzita namétend data o celkovém poctu leukocytt
(WBC), pocet neutrofilnich granulocytti (Ne), mnozstvi CD64+/CD15+ bun¢k, hodnoty
CRP a PCT a status sepse (Tabulka 5 a Tabulka 6).

5.4.1. Pacienti z oddéleni IPCHO a KAR

U této skupiny pacientli jsme m¢li namétena data o hodnotach CRP a PCT, se
kterymi jsme porovnavali CD64 jako marker sepse. Z celkového poctu 42 meélo

24 pacientl pravdépodobnou sepsi a 18 pacienti bylo negativnich.

Na Obrazku 11 vidime graf porovnavajici namétené hodnoty CD64 proti CRP,
ze kterého jsme ziskali pravdépodobnou hodnotu cut-off pro stanoveni sepse pomoci
CD64. Cut-off byl stanoven na hodnotu 6. Pacienti s hodnotou CD64 >6 mé¢li sepsi
pravdépodobnou a pacienti pod touto hodnotou méli status sepse negativni. Jedinou
vyjimkou byl pacient s hodnotou CD64 = 5,4. U ného byla sepse stanovena jako
pravdépodobna. Bohuzel u tohoto pacienta nebyly zmétfeny hodnoty CRP ani PCT a

nebyl tak zahrnut v tomto grafu.
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Obrazek 11: Graf srovnani CD64 a CRP jako marker sepse u pacientti z oddéleni
IPCHO a KAR. Pacienti bez prokdzané sepse jsou zobrazeni zelené€, pacienti S

potvrzenou sepsi jsou Gervené. Cervena piimka demonstruje cut-off = 6 pro CD64.
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Hodnoty blizici se 0 nebyly vgrafu dobie viditelné. Z toho divodu byla
provedena transformace X = log(1+x). Na Obrazku 12 je zobrazen graf porovnavajici
namétené hodnoty CD64 proti CRP ve zlogaritmované podobé. Tim jsou 1épe viditelna
data s nizkymi hodnotami CD64 a CRP. Z téchto grafit mtizeme usoudit, Ze CRP je jako

marker sepse nespolehlivy.
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Obrazek 12: Zlogaritmovana podoba grafu srovnavajiciho CD64 a CRP jako markery
sepse u pacientll z oddéleni IPCHO a KAR. Pacienti bez prokazané sepse jsou

zobrazeni zelen€, pacienti s potvrzenou sepsi jsou ¢erveng.

Stejna analyza a naslednd transformace byla provedena s naméfenymi
hodnotami CD64 a PCT. Zlogaritmovanou podobu grafu srovnavajiciho CD64 s PCT je
mozno vidét na Obrazku 13, ze kterého lze vycist, Ze PCT také neni spolehlivym

markerem sepse.
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Obrazek 13: Zlogaritmovana podoba grafu srovnavajiciho CD64 a PCT jako markery
sepse u pacientl zoddéleni IPCHO a KAR. Pacienti bez prokdzané sepse jsou

zobrazeni zeleng, pacienti s potvrzenou sepsi jsou cerven¢.

Ze vSech naméfenych hodnot CD64+/CD15+, CRP a PCT byly vytvoteny ROC
ktivky, které jsou zobrazeny v Obrazku 14. Z ROC kiivky pro CD64+/CD15+ byla
stanovena senzitivita = 0,96 a specificita = 1. AUC = 0,9954. Je zde jasné vidét, ze CRP
a PCT maji mnohem niZsi specificitu i senzitivitu. AUC pro CRP = 0,8575, AUC pro

PCT = 0,7030.
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Obrazek 14: ROC kiivky pro CD64+/CD15+ (€erveng), CRP (zelen¢) a PCT (modfe).
AUC pro CD64+/CD15+ =0,9954, pro CRP = 0,8575, pro PCT = 0,7030.
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5.4.2. Pacienti z oddéleni HOK

Z celkového poctu 18 pacientl, m¢l 1 pacient sepsi jistou, 11 pacientl sepsi
pravdépodobnou (tito pacienti byli spojeni do 1 skupiny) a 6 pacientl bylo negativnich.
U téchto pacientii nebyly méfeny hodnoty CRP a PCT, jelikoz nemaji optimalné
fungujici imunitni systém z diivodu imunosuprese po transplantaci krvetvornych bunék
a tyto markery u nich nemusi poskytovat validni vysledky. Z toho divodu nebylo
mozné porovnat data 0 CD64 s CRP nebo PCT. Bylo vsak mozné srovnat hodnoty
CD64 snaméfenymi hodnotami neutrofilnich granulocyti (Ne), ziskanych
Z hematologického analyzatoru (Obrazek 15). U vétSiny pacientii byly hodnoty Ne
velmi nizké a u 4 pacientli byly tyto hodnoty dokonce rovny nule. Jak uz vSak bylo
demonstrovano na vysledcich scattergramu u pacienta HOK, tyto granulocyty ve vzorku
ve skutecnosti jsou. A pouze pritokovy cytometr je dokdZe zaznamenat a stanovit
pfesnou hodnotu CD64+/CDI15+ ve vzorku, a tak detekovat sepsi. Tedy i pacienti s
nulovymi hodnotami nebo nizkymi hodnotami Ne méli relativné vysoké hodnoty
CD64+/CD15+. Cut-off byl i zde stanoven na hodnotu 6. Na Obrazku 16 je zobrazen
stejny graf ve zlogaritmované podobg.
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Obrazek 15: Graf srovnani CD64 a Ne u pacientli z oddéleni HOK. Pacienti bez
prokédzané sepse jsou zobrazeni zelené, pacienti s potvrzenou sepsi jsou cCervene.

Cervena piimka demonstruje cut-off = 6 pro CD64.
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Obrazek 16: Zlogaritmovand podoba grafu srovnavajiciho CD64 a Ne u pacientl
z oddéleni HOK. Pacienti bez prokazané sepse jsou zobrazeni zelené, pacienti s

potvrzenou sepsi jsou cerveng.
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6. DISKUSE

Sepse je hlavni pfi¢inou morbidity a mortality zavazné¢ nemocnych pacientti po
celém svété. Ti Casto vyzaduji podplrnou 1é¢bu na jednotce intenzivni péce z divodu
multiorganového selhani. VEasna identifikace sepse a okamzité nasazeni 1éCby je
extrémné dilezité pro zvySeni Sanci na preziti u septickych pacientli. Az do nedavna
byla sepse definovana jako pfitomnost dvou nebo vice pozitivnich kritérii pro syndrom
systémové zanétlivé reakce (SIRS) pii souCasném potvrzeni ¢i podezieni na infekci.
Nova definice sepse (tzv. Sepsis-3) je definovana jako zivot ohrozujici organova
dysfunkce plynouci z nepfiméfené odpovédi hostitele na infekcei a klinicky se stanovuje
jako vzestup SOFA skore o vice nez dva body pii pfitomnosti infekce. V dnesni dob¢ se
pro laboratorni stanoveni sepse vyuziva né€kolik biochemickych markert. Mezi
nejcastéji pouzivané patiti CRP a PCT. Jejich hladiny se vSak nezvySuji bezprostiedné

po vzniku sepse a tato prodleva muze byt kriticka (Larsen et Petersen, 2017).

V této praci jsme se zabyvali potencidlem vyuziti exprese CD64 na neutrofilnich
granulocytech jako ¢asného markeru sepse u zavazné¢ nemocnych dospélych. Pomoci
statistické analyzy byl u pacientd z oddéleni IPCHO a KAR stanoven cut-off pro
potvrzeni sepse na hodnotu 6. Ptfi této prahové hodnoté byla senzitivita 0,96 a
specificita 1, AUC =0,9954. Tim by se dalo fict, ze CD64 je témét dokonalym
markerem pro stanoveni sepse. Né&kolik starSich studii vykazovalo podobné vysoké
hodnoty. Hsu et al. porovnavali stanoveni sepse pomoci CD64 a PCT u pacienti na
jednotce intenzivni péce (JIP). Studie zahrnovala 66 pacientd s klinicky potvrzenou
sepsi a 19 negativnich kontrol. Hodnota cut-off byla stanovena na expresi
CD64 >4300 molekul/neutrofil. Pfitéto hodnoté byla senzitivita 89,1 %, specificita
95,9 % a AUC =0,928 (Hsu et al., 2010). Podobnou studii provedli Cardelli et al. se
skupinou 112 pacientd z JIP a 50 negativnich kontrol. Pfi cut-off >2398 molekul
CD64/neutrofil byla senzitivita 96 %, specificita 95 % a AUC = 0,97 (Cardelli et al.,
2008). Vysledky téchto studii prokazuji, Ze CD64 by mohl byt idedlnim markerem pro
stanoveni sepse. Jiné studie vSak toto tvrzeni nepodporuji. Yin et al. se zabyvali
stanovenim sepse pomoci CD64 na oddéleni urgentniho pfijmu. Studie zahrnovala
151 pacientt a 20 negativnich kontrol. Pfi stanoveni cut-off hodnoty na 5,45
vykazovalo CD64 vyssi specificitu (75 %) a senzitivitu (89 %) ve srovnani s PCT, CRP,
SOFA a poctem leukocyti. AUC = 0,879 pro CD64, coz byla nejvyssi hodnota ze vSech
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danych markert (Yin et al., 2020). Tyto hodnoty se vSak ani zdaleka neblizi nasim
vysledkim. Podobné vysledky ziskali i Yeh et al., kteti provedli meta-analyzu 14 studii
s celkovym poctem 2 471 pacientt (1 304 se sepsi a 1 167 kontrol) z JIP a oddéleni
urgentniho pfijmu. Cut-off se mezi témito studiemi li§il. Souhrnnd senzitivita byla
87 %, specificita 89 % a AUC = 0,94. Po srovnani CD64 s CRP a PCT vykazovala
vy$$i senzitivitu 1 specificitu. Analyza podskupin ukazala, Ze studie s vice nez
100 pacienty vykazovaly signifikantné niz§i souhrnnou senzitivitu (82 %) a specificitu
(85 %) nez studie s méné nez 100 pacienty (Yeh et al., 2019). To by mohl byt problém

I unasi prace, ktera zahrnovala pouze 42 pacientt z oddéleni IPCHO a KAR.

V nasi praci jsme se zabyvali také stanovenim sepse pomoci CD64 u pacientli na
oddéleni HOK, ktefi podstoupili transplantaci krvetvornych bunék. Mezi casté
post-transplanta¢ni komplikace patii sepse, SIRS, houbové, bakterialni ¢i virové
infekce, reakce Stépu proti hostiteli (GVHD = Graft versus Host Disease), odmitnuti
Stépu ¢i selhani piihojeni §tépu (Stanchi et al., 2019). GvHD je castou komplikaci
alogenni transplantace krvetvornych bunék, ktera postihuje stfeva, jatra, ktzi a sliznice,
a tim ohrozuje vysledek 1écby a zivot pacienta. Akutni GvHD vznikd zmnoZenim
darcovskych T-lymfocytll v organismu hostitele a jejich reakci proti tkanim piijemce.
Tyto aktivované T-lymfocyty produkuji IL-1 a IL-2, které aktivuji dalsi T-lymfocyty
a dochazi k tzv. cytokinové boufi. GVHD vsak neni upln¢ nezadouci, jelikoz pfi ni
dochazi také k tzv. reakci $tépu proti leukémii (GvL = Graft versus Leukemia), ktera ma

zadany protinadorovy efekt (Pink et al., 2011).

Dalsi komplikaci je zvySené riziko vzniku infekce souvisejici s navozenou
imunosupresi. Po chemoterapii nastdva tzv. neutropenickd faze, kterd je definovdna
snizenym poctem neutrofilnich granulocyt. Pokud jejich pocet klesne na méné nez
0,5 x 10%1 krve, hovoiime 0 agranulocytéze. Po transplantaci krvetvornych bunék
nastava tzv. pre-engraftment faze, béhem které dochazi krom¢ jiného také k obnové
neutrofill, coZz mize trvat 2-3 tydny. Neutrofily jsou dilezité u vrozené imunitni
odpovédi proti mikroorganismim. Pacienti s neutropenii maji zaroven snizené i celkové
mnozstvi leukocytil a tim padem se u nich nevyskytuji klasické zanétlivé priznaky jako
u zdravych jedinct (Cho et al., 2018). Klinické symptomy infek¢nich komplikaci jsou
navic téZko rozpoznatelné od téch neinfekcnich, jako je napt. GVHD. Primarni terapii

GvHD je zvySena imunosuprese, coz muze kriticky zhorsit infekci. Z tohoto dtvodu je
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véasna diagndza a spravna 1écba rozhodujici pro vysledny stav pacienta. Stanchi et al.
provedli studii, ve které se zabyvali identifikaci jednotlivych post-transplantanich
komplikaci pomoci CRP a PCT. Ukazalo se, ze ani jeden z téchto markeri neni
spolehlivym ukazatelem, ktery by jednoznac¢né odlisil jednotlivé stavy (Stanchi et al.,
2019).

Vyznamnym zjist€énim nasi prace proto bylo, Ze i kdyz méli HOK pacienti
z pohledu hematologického analyzatoru velmi nizké az nulové hodnoty neutrofild, i tak
se na nich pfi sepsi exprimovalo velké mnozstvi CD64, které jsme cytometricky
dokézali zaznamenat. Hematologicky analyzator totiz stanovuje krevni obraz z fixniho
objemu krve, ktery je pomérné maly. Tento vzorek navic obsahuje vSechny buiky
krevni fady, takze pii velmi nizkych poctech neutrofili a po zaokrouhleni mize byt
vysledkem nula. Pritokovy cytometr ndm vsSak umoziluje manudlni nastaveni poctu
analyzovanych bungk, a navic Si mizeme vybrat jen urcitou populaci bunék, které
chceme pocitat (napf. granulocyty). Diky tomu lze stanovit sepsi 1 u nemocnych v tézké
neutropenii ¢i agranulocytdze (napf. po transplantaci krvetvornych buné¢k). Z tohoto
divodu je CD64 slibnym markerem pro odliSeni sepse od neinfek¢nich stavi jako je

napt. GVHD.

CD64 jako marker sepse ma mnoho vyhod. Kromé vysoké senzitivity a
specificity je jeho stanoveni velmi rychlé a nenaro¢né. Od odbéru krve pacienta, pies
ptipravu a inkubaci vzorku a nasledné méfeni na pritokovém cytometru, trva necelou
hodinu. Jeho hladina nartista v krvi jiz hodinu od pocatku sepse a z tohoto divodu mutze
byt antimikrobialni 1é€ba zapocata velmi rychle. Exprese CD64 na aktivovanych
neutrofilech je velmi vysoka, a proto je jednoduché odlisit sepsi od jinych neinfekénich

stavi, coZ je kliové pro vysoce predléCené hemato-onkologické pacienty.

Nevyhodou této metody je nedostupnost pritokového cytometru v mensSich
nemocnicich. Vzorky by se musely vtomto piipadé posilat do nemocnic, které
pritokovy cytometr maji, a tim by se prodlouzil Cas laboratorni odpovédi. Presné
stanoveni CD64 také zavisi na schopnostech a zkuSenostech pracovnika obsluhujiciho
prutokovy cytometr. V idedlnim ptipadé by méfeni mélo byt automatizované a vzdy za
stejnych podminek. Dalsi nevyhodou se mize zdat cena jednoho testu. Pro ptipravu
1 vzorku se pouziva 6 znacenych protilatek, u kterych se cena momentalné pohybuje

kolem 8 500 K¢ za 1 zkumavku na 100 testt (firma Exbio). Celkové to vychazi na
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51 000 K¢ na 100 testd. 1 test tedy vychazi ptiblizné na 510 K¢, pokud pomineme cenu
prutokového cytometru. I tak pozitiva CD64 jako markeru sepse silné¢ pievazuji nad

negativy.

V budoucnosti by bylo zajimavé zjistit, zda by hodnoty CD64 dokazaly
predikovat imrtnost pacientli. Dale by se mélo prostudovat vyuziti CD64 jako rychlého
ukazatele ispéSnosti antimikrobiadlni 1éCby pii sepsi. Kazdopadné by pted zavedenim do
klinické praxe bylo vhodné vysledky ovéfit na vétsim vzorku pacientd formou

prospektivni zaslepené studie.
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7. ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala expresi CD64 jako markeru sepse u zdvazné

nemocnych dospélych.

V teoretické ¢asti byly shrnuty nejnovéjsi poznatky 0 sepsi, jeji patofyziologii a
diagnostice pomoci biochemickych markeri ¢i hemokultury. Dale byly popsany

zakladni principy pritokové cytometrie a jeji inovace.

V praktické ¢asti byla popsana metodika odbéru periferni krve, pfiprava vzorku
a jeho nasledné méfeni pomoci pratokové cytometrie. Vysledky byly statisticky
zpracovany a byla potvrzena korelace mezi expresi CD64 na granulocytech a
pfitomnosti sepse. Dale bylo potvrzeno, Ze CD64 je spolehlivéjsim markerem sepse,
jelikoz se jeho senzitivita i specificita blizily 1. Cut-off pro CD64 byl stanoven na
hodnotu 6.

V této praci byl prokdzan vyznam vyuziti exprese CD64 na granulocytech ke
stanoveni sepse u zavazné¢ nemocnych dospélych. Vyznamnym zjist€énim je moznost
vyuziti této metody u pacientli po transplantaci krvetvornych buné€k, u kterych klasické
metody stanoveni sepse selhdvaji a sepse muze byt mylné zameénéna s neinfekénimi

stavy jako je napft. reakce Stépu proti hostiteli, coz miize byt pro tyto pacienty smrtelné.
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