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Souhrn

Transplantace plic je Casto posledni moZnosti IéCby pro pacienty v terminalni fazi
respiracniho selh&ni u onemocnéni plicniho parenchymu ¢i kardidlniho selhéni u primarni
a sekundarni plicni hypertenze. Hlavnim limitujicim faktorem dlouhodobé funkce
transplantovaného Stépu a preZiti pacientll po transplantaci plic je chronicka rejekce plic.
V patém roce po transplantaci je diagnostikovana priblizné u poloviny prijemcl, median
preziti od diagndzy se pohybuje mezi 1 a 3 lety dle fenotypu rejekce. Jeji ¢asnéjsi nastup je
spojen s rychlejSi progresi a hor§im prezitim plicniho Stépu. V souc€asné dobé se stale hledaji
spolehlivé prognostické markery, diky kterym by bylo moZzné urcit skupinu rizikovych
pacientll s vysokou pravdépodobnosti rejekce $tépu.

V této diplomove préci byl ve vzorcich bronchoalveolarni lavézni tekutiny,
ziskanych od pacientli po transplantaci plic, stanoven absolutni pocet bunék imunitniho
systému pomoci pritokové cytometrie a imunocytochemického barveni cytospinl. Dale
byly hodnoceny hlavni populace (lymfocyty, monocyto/makrofagova linie
a neutrofily) s bliz§im pohledem na subpopulace T-lymfocytdl (CD8* T-lymfocyty, CD4*
T-lymfocyty a Treg buriky). Zastoupeni zékladnich imunitnich bunék bylo hodnoceno také
u vybranych pacientl, u kterych byly k dispozici vzorky bronchoalveolarni lavazni tekutiny
odebrané v rlizném casovém obdobi. Tato analyza byla provedena rovnéz u pacientdl po
transplantaci plic s odliSnou primarni diagnézou.

Prace se dale vénovala analyze celkové bunécnosti a poétu alveolarnich makrofagu
a dalsich imunitnich bunék v plicnich biopsiich ziskanych od pacient(l po transplantaci plic
pomoci automatické zobrazovaci a analyzacni technologie TissueFAXS. Byla zjisténa
vyrazné Vvétsi celkova bunécnost a pocet alveolarnich makrofagl plicnich biopsii
u podskupiny pacientll s chronickou rejekci plic v porovnani s pacienty, u kterych k rejekci
plicniho transplantatu nedoslo.

Pozorované rozdily v celkové bunéénosti a poctu alveolarnich makrofag
transplantované plicni tkdné by mohly byt vyuZitelné jako vhodny prognosticky marker
u pacientd po transplantaci plic. Diplomova prace rovnéz potvrzuje vyuzitelnost automatické
analyzy oblasti bioptované tkané pomoci automatického zobrazovaciho a analyza¢niho
systému TissueFAXS.



Summary

Lung transplantation is often the last treatment option for patients in the terminal
phase of respiratory failure in pulmonary parenchyma or cardiac failure in primary
and secondary pulmonary hypertension. The main restrictive factor of a long-term function
of the transplanted graft and for the survival of patients after lung transplantation is a chronic
lung rejection. It is diagnosed in approximately half of the recipients five years after
the transplantation. Median survival since diagnosis varies between 1 and 3 years according
to the phenotype of rejection. Its earlier onset is associated with a faster progression
and a worse survival of the pulmonary graft. Currently, reliable prognostic markers are still
being sought to identify groups of patients with a high risk of graft rejection.

In this diploma thesis, the absolute number of cells of the immune system was
determined by flow cytometry and immunocytochemical staining of cytospins in samples
of bronchoalveolar lavage fluid obtained from patients after lung transplantation. Major
populations (lymphocytes, monocyte/macrophage lineage and neutrophils) were evaluated
with special emphasis to T-cell subpopulations (CD8" T-lymphocytes, CD4" T-lymphocytes
and regulatory T-cells).

Main immune cells were also evaluated in selected patients from whom samples
of bronchoalveolar lavage fluid were collected at different time points. This analysis was
also performed in patients after lung transplantation with a different primary diagnosis.

The study was also focused on the analysis of a total cellularity and the number
of alveolar macrophages and other immune cells in pulmonary biopsies obtained from
patients after lung transplantation using automatic imaging and analysis technology
TissueFAXS.

A considerably higher total cellularity and the number of alveolar macrophages was
found in lung biopsies obtained in a subgroup of patients with chronic lung rejection in
comparison to patients with no pulmonary transplant rejection.

Observed differences in total cellularity and the number of alveolar macrophages
of transplanted lung tissue could be useful as a suitable prognostic marker in lung transplant
patients. The diploma thesis also confirms the applicability of the automatic analysis
of bioptical tissue areas using the automatic imaging and analysis system TissueFAXS.
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Seznam symboli a zkratek

e AM - Alveolarni makrofag

e APC - Allofykocyanin

e APC-Cy7 - Allofykocyanin-cyanin 7

e AUC - Area under curve, plocha pod krivkou

e BAL - Bronchoalveolarni lavaz

e BALT - Bronchoalveolarni lavazni tekutina

e BOS - Bronchiolitis obliterans syndrom, syndrom obliterujici bronchiolitidy

e BSA - Bovinni sérovy albumin

e CD - Cluster of Differentiation, diferenciacni skupina

e CF - Cysticka fibroza

e CLAD - Chronic lung allograft dysfunction, chronicka dysfunkce plicniho Stépu

e DSA - Donor-specific antibody, donor-specifické protilatky

e EVLP - Eex vivo lung perfusion, ex vivo perflaze plic

e FITC - Isothiokyanét

e FRET - Forster resonance energy transfer, Foster(iv rezonan¢ni prenos energie

e FSC - Forward scatter, pfimy rozptyl

e HIV — Human immunodeficiency virus, virus lidské imunitni nedostatecnosti

e HLA - Human leukocyte antigen, lidsky leukocytarni systém

e HLTx - Heart-lung transplantation, transplantace bloku srdce a plic

e HRP - Horseradish peroxidase, kfenova peroxidaza

e CHOPN - Chronicka obstrukéni plicni nemoc

e |L-10 - Interleukin 10

e |IM - Intersticialni makrofag

e |PF - Idiopatické plicni fibroza

e ISHLT - International Society for Heart and Lung transplantation, Mezinarodni
spoleCnost pro transplantaci srdce a plic

e Kl - Konfiden¢ni interval

e LYM - Lymfocyty

e MHC - Major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

e MON/MAKRO - Monocyto/makrofagova linie

e NEU — Neutrofily
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NHBD - Non-heart-beating donor, darce s nebijicim srdcem

NK bunky — Natural Killer cells, pfirozeni zabijeCi

NR — Non-rejektor

OB - Obliterujici bronchiolitida

PBS - Phosphate buffer saline, fosfatovy pufr

PE — Fykoerythryn

PE-Cy7 — Fykoerythryn-cyanin 7

PerCP-Cy5.5 — Peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5

R — Rejektor

RAS — Restrictive allograft syndrome, restrikéni syndrom plicniho Stépu
ROC - Receiver operating characteristic,

ROI - Region of interest, oblast zajmu

SD - Smérodatna odchylka

SLTx — Single-lung transplantation, jednostranna transplantace plic
SSC - Side scatter, boc¢ni rozptyl

TNF-a — Tumor Necrosis Factor a, tumor nekrotizujici faktor a
Treg — Regulaéni T-lymfocyty

TRM - Tkaroveé rezidualni makrofag

UCHL - Ubiquitin C-terminal hydrolase L
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1 Uvod

Transplantace plic je moZnosti IéCby pro vybrané pacienty v terminalni fazi svého
plicniho onemocnéni. Pokud je transplantace Uspé3na, a jejich télo novy organ pfijme,
mohou opét Zit témeéf plnohodnotny Zivot. Existuji vSak nemald rizika vzniku infekce
a dalSich zavaznych komplikaci, kdy télo nakonec transplantovany organ odmitne. Ani dnes
stéle nejsou zndmé spolehlivé prediktivni markery, diky kterym by bylo mozné urcit skupinu
rizikovych pacientll s vysokou pravdépodobnosti odmitnuti $tépu.

Experimentélni ¢ast diplomové préce se zabyva charakterizaci zakladnich imunitnich
populaci v bronchoalveolarni lavazni tekutiné ziskané od pacientli po transplantaci plic
s vyuzitim metody pritokové cytometrie a imunocytochemického barveni pfipravenych
cytospint. U dvou pacientl po transplantaci plic byla navic sledovana zména v zastoupeni
zakladnich imunitnich populaci v Case a zastoupeni z&kladnich imunitnich populaci bylo
rovnéz stanoveno u pacientl po transplantaci plic s rozdilnymi primarnimi diagnézami. Déle
se prace zaméruje na vyhodnoceni celkové bunécnosti a poctu alveolarnich makrofagt
a dalSich imunitnich bunék v plicnich biopsiich ziskanych od pacient(l po transplantaci plic,
u kterych byl transplantovany plicni Stép UspéSné prijat, nebo se u nich projevila chronicka
rejekce plicniho transplantatu, pomoci automatického zobrazovaciho a analyzacniho

systému TissueFAXS.



2 Cile préace

e Vypracovani literarni reSerSe na téma transplantace plic a role imunitniho systému
u pacientdl po transplantaci plic.

e Charakterizace z&kladnich imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni tekutiné
ziskané od pacientd po transplantaci plic s vyuzitim metody pritokové cytometrie.

e Analyza celkové bunécnosti a poctu alveolarnich makrofagl a dal$ich imunitnich
bunék v plicnich biopsiich ziskanych od pacientli po transplantaci plic. Subanalyza
provedena u podskupin pacientli s chronickou rejekci a bez rejekce plicniho
transplantdtu za pomoci automatického zobrazovaciho a analyzac¢niho systému
TissueFAXS.



3 Literarni prehled

3.1 Transplantace plic

Transplantace plic je dnes dobfe prijatou a rutinni 1éCbou pro peclivé vybrané
pacienty v terminalni fazi respiracniho selhd&ni u onemocnéni plicniho parenchymu Ci
kardialniho selhani u priméarni a sekundarni plicni hypertenze. Bylo v3ak zapotfebi mnoha
experimentélnich studii a klinickych pokusl trvajicich nékolik desetileti k dosazeni tohoto
Uspéchu. Vibec prvni transplantace plic byla provedena 11. fijna roku 1963 v USA Jamesem
Hardym a jeho tymem. Pacient zemrel jiZ po 18 dnech, avSak Hardy timto zakrokem dokazal
moZnost provedeni Uspésné transplantace plic a vyvolal tak ve svété zajem o tuto metodu.
Teprve po objeveni cyklosporinu A Jeanem Borelem, jakoZto nového imunosupresivniho
¢inidla, byly hlaseny dlouhodobé Uspéchy na poli transplantace plic vedouci az k zahajeni
éry organovych transplantaci. V roce 1981 byla ve Stanfordu zdarné provedena
transplantace bloku srdce a plic (HLTx — heart-lung transplantation), nasledovéana prvni
jednostrannou transplantaci plic (SLTx — single-lung transplantation) pro idiopatickou plicni
fibrézu v roce 1983 a prvni oboustrannou transplantaci en bloc v roce 1986 pro sekundarni
emfyzém v Torontu. Vyvoj transplantace plic v soucasnosti pokraCuje s pouzitim plicnich
S$tépd pochazejicich od Zijicich darcd, od darcl s ,,nebijicim srdcem* (NHBD — non-heart-
beating donor) a od tzv. marginalnich déarc(i. Nové se také vyuziva rekondice $tépu béhem
ex vivo perfaze plic (EVLP - ex vivo lung perfusion) ve snaze pfekonat kriticky nedostatek
vhodnych darcd. Pravé nedostatek vhodnych darcl a funkénich $tépl brani vétSimu poctu
vykonanych transplantaci plic (Lischke, 2006; Venuta et van Raemdonck, 2017).

Podle registru Mezinarodni spolecnosti pro transplantaci srdce a plic (ISHLT -
International Society for Heart and Lung Transplantation) dochézi k neustalému zvySovani
poctu celosvétové provadénych transplantaci plic, pficemZ rocné se uvadi vice nez 3800
zékrokU (viz Obrazek 1). Toto zvyseni je zplsobeno pretrvavajicim nardistem oboustrannych
transplantaci plic, zatimco pocet jednostrannych transplantaci plic vykazuje ustaleny stav.
Stejné tak jako pocet kombinovanych transplantaci srdce a plic (Aigner et Klepetko, 2017;
Chambers et al., 2017).
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Obréazek 1: Pocet ro¢né provedenych transplantaci plic dle typu (pfevzato a upraveno
z Chambers et al., 2017).

3.1.1 Transplantace plicv CR

Program transplantace plic byl v Ceské republice zahajen tymem pod vedenim prof.
MUDr. Pavla Pafka, DrSc. na Ill. chirurgické klinice 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy
a Fakultni nemocnice v Motole v Praze 22. prosince 1997. Samotnému zékroku pfedchazela
intenzivni dvouleta priprava ve spolupraci se svétové uznavanym odbornikem v oblasti
transplantace plic prof. Walterem Klepetkem z Vidné (Pozniak et al., 2015).

Ve Fakultni nemocnici v Motole, jeZ je jediné pracovisté v Ceské republice
s programem transplantace plic, bylo do listopadu 2017 (spésné provedeno celkem 369
téchto  zékrokl  (http://www.kst.cz/plice-se-v-cesku-transplantuji-20-let-novou-sanci-
dostalo-369-lidi/, navitiveno dne 10. 1. 2018). Program transplantace plic v CR je timto
povaZzovan za nejlepsi ze vsech programil vychodni Evropy. Od roku 2016 se u nas provadi
pres 40 transplantaci plic rocné, pficemz vysledky jsou srovnatelné s jinymi vyspélymi

transplantacnimi centry (Lischke, 2017).

3.1.2 Indikace a kontraindikace transplantace plic
Do programu transplantace plic jsou zafazeni pacienti v termindlnim stadiu plicniho
onemocnéni, u kterych je riziko blizké smrti vy3si nezZ riziko samotné transplantace. Zaroveri
vSak musi platit, Ze aktualni zdravotni stav pacientl neohrozi dlouhodoby Uspéch a preziti
po naroCné operaci. Pacienti indikovani k transplantaci plic musi spliiovat nasledujici

kritéria:


http://www.kst.cz/plice-se-v-cesku-transplantuji-20-let-novou-sanci-dostalo-369-lidi/
http://www.kst.cz/plice-se-v-cesku-transplantuji-20-let-novou-sanci-dostalo-369-lidi/

Terminalni stadium chronického onemocnéni plic (monoorganové selhani)
s vyCerpanymi moznostmi konzervativni léCby

Rychly progres onemocnéni

Ocekavana doba preziti je vy3Si nez predpokladana doba stravend na Cekaci
listiné pro vhodny organ (12-18 mésicd)

Snizujici se kvalita Zivota v dlsledku progredujici imobility a zavislosti na
kysliku (Lischke, 2006).

Nejcastéjsi nemoci, pro kterou je u pacientd indikovana transplantace plic, je

chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN), nasledovana idiopatickou plicni fibrézou

(IPF), cystickou fibrézou (CF), primarni a sekundarni plicni hypertenzi a primarnim

emfyzémem plic (ar-antitrypsin deficience). DalSi parenchymalni a vaskularni onemocnéni

plic pFedstavuji pouze malé procento transplantaci plic provadénych po celém svété (Aigner
et Klepetko, 2017).
Absolutnich kontraindikaci pro transplantaci plic existuje pfekvapivé jen velmi

malo:

Nedavné maligni onemocnéni (vyjimku tvofi koZni skvamozni karcinomy
a bazaliomy). Do programu transplantace plic vSak mohou byt pfifazeni pacienti
bez zndmek relapsu maligniho onemocnéni po péti letech IéCby

Hepatitida B nebo C spojena s histologickym dilkazem vyznamného poskozeni
jater a infekce virem HIV. Tuto bariéru nicméné mohou brzy odstranit nedavne
Uspésné transplantace jater, ledvin a srdce u HIV pozitivnich pFijemcl

Aktivni ¢i nedavné koureni, drogova zavislost nebo zneuzivani alkoholu

Tézké psychiatrické onemocnéni

Opakované nedodrzeni Iékarské péce

Absence disledné a spolehlivé socialni podpory

Znacné deformity péatere Ci hrudi (Kotloff et Thabut, 2011; Lischke, 2006).

Existuji rovnéZz kontraindikace relativni, Kk jejimz posuzovani dochazi

v transplantacnich centrech individualné:

Osteopordza a jiné kostni nebo svalové onemocnéni
Extrémni kachexie nebo obezita

Infekce mykobakteriemi



e Koronarni choroba nebo dysfunkce levé komory a vyznamné onemocnéni
perifernich cév

e Rendlni insuficience — clearance kreatininu <50 mg/ml za minutu

e Psychosocialni nestabilita

e Potfeba invazivni mechanické ventilace (Aigner et Klepetko, 2017; Lischke,
2006).

3.1.3 Predtransplantacni vySetreni pFijemce

U pacienta indikovaného k transplantaci plic jsou v prvé fadé provedena vysSetfeni,
jez slouzi k uréeni celkové funkce organli a vylouceni systémovych nemoci a infekci.
Pozdéji pacient podstoupi specificka vysetfeni slouzici pro vybér nejvhodnéjsiho Stépu. Pro
vyhodnoceni optimalni shody Stépu a hostitele je nezbytné stanovit shodu krevnich skupin
a co nejpresnéji zmérit velikost hrudniku a pleurdlni dutiny pFijemce. V pripadé déti Ci
drobnych lidi jakoZto pFijemcl se ne vZdy transplantuje cela darcovska plice, ale napfiklad
jen jeden lalok. Pacient, ktery Gspésné projde vSemi hodnoticimi vySetfenimi, je poté zarazen
na Cekaci listinu (Kolek et al., 2014).

3.1.4 Darce a odbér plic

Z obecného pojeti je vhodnym darcem pacient, u kterého byla prokazana mozkova
smrt, a jehoZ rentgenovy snimek hrudniku nevykazuje patologicky nalez na plicich. Dérce
navic musi splfiovat obecné poZadavky pro multiorganovy odbér a dalsi specificka kritéria
pro odbér plic. Plice vhodného darce tedy maji zachovanou funkci a jsou kompatibilni
s pfijemcem ve velikosti a také v systému ABO. Odbér a nasledna prezervace plic jsou
provadény s cilem uchovat jejich morfologickou, a predevsim funkéni integritu. Tolerovana
doba studené ischemie, tedy doba od podchlazeni organu do zahajeni reperfuze, se u plic
pohybuje v rozmezi 6-8 hodin (Kolek et al., 2014; Lischke, 2006).

3.1.5 Transplantacni vykon
Po technické strance je transplantace plic dnes jiZ zcela zvladnutou metodou a rutinné
se provadi dva typy vykonl: jednostranna transplantace plic a bilateralni sekvenéni
transplantace plic (viz Obrazek 2). S pfibyvajicimi zkuSenostmi na poli transplantace plic
pfibyvaji také noveé operacni postupy s cilem minimalizovat trauma po operaci
a maximalizovat vyuZiti organl. Jednim znovych postupll operace je napriklad
transplantace pouze plicnich lalokd, kdy jsou malému prijemci implantovany pouze laloky
pochazejici od vétsiho darce. DalSim postupem je metoda transplantace plicnich lalokd od
6



zivych darcd. Ta se vyuziva zejména u déti s mukoviscidézou, pficemz jejich pribuzni
poskytnou dva plicni laloky (Kolek et al., 2014; Lischke, 2006).

Jednostranna e Oboustranna - Transplantace il Transplantace
transplantace transplantace srdce a plic plicnich lalokid
Obrazek 2: Ctyfi typy plicni transplantace: jednostranna, oboustranna, transplantace srdce
a plic a transplantace plicnich lalok(l zahrnujici i Zivé darce (pfevzato a upraveno
ze Sugarbaker et al., 2015).

3.1.6 Komplikace po transplantaci plic
Mezi tfi nejCastéjsi priCiny amrti pacienta po transplantaci plic patfi: infekce, Casna
dysfunkce tépu a obliterujici bronchiolitida, které je morfologickym vyjadfenim chronické
rejekce plic, jez je limitujicim faktorem dlouhodobé funkce Stépu. Tyto komplikace odréazi
neodpovidajici imunosupresivni terapii, kterd je v pfipadé plic, jakoZto vysoce
imunogenniho organu, velmi agresivni, coZ vede ke zvysené morbidité a mortalité.
3.1.6.1 Infekce
Infekce predstavuje nejcastéjSi pricinu morbidity a mortality a je zpravidla
lokalizovéna v transplantované plici. Patogeny infekce jsou viry, bakterie, mykozy a také
protozoa. Bakteridlni pneumonie je nejcastéjsi infekéni komplikaci vyskytujici se
u 10 % vSech prijemct, a to hned v prvnim tydnu po transplantaci.
3.1.6.2 Casna dysfunkce $tépu
Casna dysfunkce $tépu je b&hem prvnich dnl po transplantaci relativné bézna
a zplisobuje Umrti v 16 % pripad( v prvnich tfech mésicich po transplantaci.
3.1.6.3 Rejekce
Rejekce predstavuje specifickou imunitni odpovéd na pFitomnost Stépu, jedna se
o obrannou reakci hostitele na pritomnost cizich antigend. Pravé rejekce je hlavni komplikaci
omezujici dlouhodobé prFeziti. RozliSujeme ji na hyperakutni, akutni a chronickou.
Hyperakutni rejekce vznika plisobenim cytotoxickych protilatek, které se velmi

rychle vaZzou na endotel cév darcovského organu a zplsobuji tak cévni trombézu. Diky



screeningu téchto protilatek je hyperakutni rejekce témér zcela eliminovana (Kolek et al.,
2014; Lischke, 2006; Sato et al., 2011).

Akutni rejekce miize nastat kdykoli po transplantaci, vyskytuje se vsak zpravidla jiz
v prvnim roce po transplantaci a jeji incidence je i pfes uZivani silnych modernich
imunosupresiv stale vysoka. Zpocatku mlze probihat zcela bez pFiznakd, pripadné jsou
symptomy nespecifické (napf.: kaSel, duSnost). Diagn6za je zaloZena na pFitomnosti
perivaskularnich zanétlivych infiltrat(l, pfipadné pomoci zanétlivych infiltrat( dychacich
cest, které jsou sloZzeny prevazné z aktivovanych lymfocytl, eozinofill, neutrofild
a plazmatickych bunék. Mortalita akutni rejekce je velmi nizkd, avsak jeji pritomnost je
povazovana za rizikovy faktor pro rozvoj rejekce chronické (Reams et al., 2003).

Chronicka rejekce je hlavnim limitem dlouhodobého preziti u pacientl po
transplantaci plic. V patém roce po transplantaci je pfitomna priblizné u poloviny pacientd.
Histologicky je chronicka rejekce definovana jako obliterujici bronchiolitida (OB), ktera je
ovdem biopsii velmi obtiZzné zachytitelna. Proto byl do praxe zaveden termin bronchiolitis
obliterans syndrom (BOS), klinicky korelat OB, hodnotici obstrukéni ventilaéni poruchu,
a termin restrictive allograft syndrome (RAS) jako dalsi klinicko-histopatologicky obraz
chronické rejekce, lisici se od BOS predevsim pFitomnosti restrikéni ventilacni poruchy
a horsi prognézou. Oba zékladni fenotypy BOS a RAS zastfeSuje pojem chronicka
dysfunkce plicniho Stépu (CLAD - chronic lung allograft syndrom), jeZ je v soucasnosti
ekvivalentem chronické rejekce (Kolek et al., 2014; Lischke, 2006; Sato et al., 2011).

Patogenni mechanismus chronické rejekce neni stale znam. Predpoklada se vsak
ucast monocyto/makrofagové linie s epitelem dychacich cest, zvysené regulace antigend
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC - major histocompatibility complex),
kostimulacnich molekul a adheznich molekul vedoucich k uvolfiovani zé&nétlivych

a fibroproliferativnich mediatord (Reams et al., 2003).

3.1.7 Prognoza transplantace plic
Zhruba 80 % pacientli po transplantaci plic ma vyhled na doZiti jednoho roku,
polovina pacientd preziva 5 let a az tretina pacientll se doZiva 10 let (Valentova Bartakova
et al., 2014). Pohlavi a vék nemaji vliv na dobu preZziti pacienta po transplantaci plic, lepsi
progndzu vsak maji pacienti s diagnézou primarniho emfyzému plic, chronické plicni

obstrukéni nemoci a cystickeé fibrozy (Valentova Bartakova et al., 2014).



3.2 Imunitni systém po transplantaci plic

Plice predstavuji unikatni mikroprostfedi, v némz je respiratni povrch béhem
vymeény plynl pfimo vystaven potencialnim infekcim a znecistujicim latkdm prenasenych
vzduchem. Pravé imunitni systém pfed témito latkami chrani. Skodlivé latky a $tépy urcené
k transplantaci obsahuji proteiny nazyvané antigeny, které pokryvaji jejich povrch. Jakmile
tyto antigeny vstoupi do téla, imunitni systém je rozpozna, vyhodnoti jako cizi
a okamZité je napada. Cim vice jsou antigeny (u lidi se jedné o tzv. HLA — human leukocyte
antigen), mezi darcem a pfijemcem podobné, tim mensi je pravdépodobnost napadani
darovaného Stépu burikami imunitniho systému, které mize vést az k rejekci
transplantovaného Stépu. S cilem zabrédnit imunitnimu systému v napadeni nové
transplantovaného orgdnu se vyuZivaji imunosupresiva, ktera imunitni systém pfijemce
potlaci. | pri pouziti imunosupresiv vSak mize transplantace organu kvdli jejimu odmitnuti
selhat (Farrar et al., 2013; Villard, 2006).

Mechanismus rejekce plicniho transplantatu neni do soucasnosti zcela objasnén,
ovdem v souvislosti s ni se nejcastéji hovofi o donor-specifickych protildtkach (DSA)
(Hachem et al., 2010; Liu et al., 2016; Nayak et al., 2016) a tkanové rezidualnich
makrofazich, ¢i obecné o monocyto/makrofagové linii (Nayak et al., 2016; Reams et al.,
2003).

3.2.1 Tkanové rezidualni makrofagy (TRM)

TRM predstavuji populaci imunitnich bunék vyskytujicich se témér ve vSech tkanich
téla. Tvofi extrémné heterogenni skupinu, jez je disledkem mikroanatomickych
a tkanové specifickych funkci v pribéhu vyvoje i dospélosti, zajistujicich tkanovou
homeostazu a reakci na infekci a vznik zanétlivych procesl. Tyto jedine¢né fenotypy
s nejvétsi pravdépodobnosti reflektuji heterogenitu plivodu makrofagd a vliv tkanového
prostfedi, vnémzZ se nachadzi. TRM jsou zname pFedevSim svou Ulohou v pfedni linii
imunitni tk&nové obrany pro setkani s patogeny, jinymi environmentalnimi problémy nebo
transplantovanym Stépem (Davies et al., 2013). V plicich jsou znamy dva typy TRM, jez
hraji v imunitnim systému nesmirné dllezitou roli: intersticialni makrofagy (IM)
a alveolarni makrofagy (AM) (Nayak et al., 2016).

Intersticialni makrofagy vypliuji Uzky prostor mezi alveolarnim epitelem
a vaskularnim endotelem a podle Nayaka et al. (2016) tvofi pfiblizné 20 % vSech plicnich
TRM. Tyto bufky se nachazeji v relativné sterilnim a Cistém mikroprostfedi obklopenym
extracelularnim matrixem. Vzhledem k obtiznosti izolace IM existuje o nich jen malo
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poznatk( ohledné vlivu na biologii plic ve srovnani s AM (Schneberger et al., 2011).
Nedavné studie vSak ukazuji, Ze IM mohou modulovat funkce dendritickych bunék
k potlaceni alergii vzniklych vzduSnou cestou (Bedoret et al., 2009). Pravdépodobné se také
vyraznou mérou podileji na zanétlivé odpovédi po transplantaci plic produkci cytokinu
IL-10, regulaci fibrozy tkéni a na prezentovani antigenu (Bedoret et al., 2009; Cai et al.,
2014). Steinmidiller et al. tvrdi (2000), Ze vtomto pfipadé jsou vhodnéjSi jako antigen
prezentujici buriky nez AM.

Alveolarni makrofagy, jez jsou odvozeny z prekurzorl v periferni krvi a lokalni
proliferace (Schneberger et al., 2011), v alveolach slouZi jako prvni linie obrany proti
inhalovanym patogenim a také jako rezervoar chronickych patogend, napf. HIV (Murphy
et al., 2008). AM tvori 80 % plicnich TMR a funguji tedy jako profesionalni fagocyty
zapojujici se do fady imunitnich a zanétlivych procesti udrzujicich respiracni povrch
v homeostaze. AM jsou stacionarni bunky, které jsou stabilné pFipevnény k alveolarnimu
epitelu i béhem za&nétlivé reakce. Selektivni ztrata AM vede k selhani plic, smrtelné hypoxii,
vazné morbidité a mortalité v dUsledku virovych infekci. Funkéni poskozeni AM byva také
spojeno se vznikem plicni alveolarni proteindzy (Nayak et al., 2016). Zajimavosti je, Ze AM
produkci TNF-a zvySuji sekreci prozanétlivych cytokinl a chemokinl alveolarnimi
epitelovymi bunkami. Vzhledem ktomu, Ze alveolarni makrofagy exprimuji Fadu
rozpoznavajicich receptord, hraji rozhodujici roli pfi utvafeni imunitni odpovédi na
transplantovany $tép (Sharma et al., 2007). Jejich bunécny plivod a perzistence je vsak po
transplantaci plic stale nejasna. Nayak et al. (2016) ve své préci studoval pivod AM pomoci
shody v HLA systému u pacient( po transplantaci plic, a zjistil, Zze 94-100 % AM pritomnych
v bronchoalveolarni lavazni tekutiné bylo odvozeno od darce a AM od pfijemce nebyly
detekovany viibec. Navic pri analyze bunék bronchoalveolarni lavazni tekutiny po 3,5 letech
po transplantaci plic zjistil, Ze vétSina AM (>87 %) byla plvodem od darce. AM od déarce
odpovidaly na neshodu v HLA systému sekreci zanétlivych cytokind, ¢imz se spustila
kaskada zanétlivych reakci vedouci ke vzniku komplikaci transplantovanych plic. Pravé de
novo tvorba donor specifickych protilatek (DSA — donor specific antibody) je hlavni
komplikaci po transplantaci plic a rizikovym faktorem pro rozvoj chronické rejekce
(Hachem et al., 2010; Liu et al., 2016).

3.3 Bronchoalveolarni lavaz (BAL)
Bronchoalveolarni lavdZ (BAL) je diagnosticka bronchoskopicka technika vyuZivana
k ziskavani bunécnych i nebunéénych slozek, inhalovanych &astic, roztokd ¢i infekénich
10



organism( z dolnich cest dychacich a alveold (viz Obrazek 3). Ziskana tekutina je cennd pfi
stanoveni etiologie a aktivity mnoha plicnich onemocnéni, pripadné pfi posouzeni reakce na
I6Cbu (Meyer et al., 2012). VySetteni se provadi v ramci diferencialni diagnostiky nejasného
plicniho postiZeni, dale pfi zanétlivych plicnich onemocnénich ¢i nAdorovém onemocnéni
plic (SkFickova et Kolafikova, 2004; Tomiskova et Skfickova, 2010).

Obréazek 3: Lokalizace provedeni bronchoalveolarni lavaze (BAL) (pfevzato
z https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/bronchoalveolarni-lavaz-
moznosti-a-rizika-provedeni-interpretace-nekterych-vysledku-455842).

Odbér bronchoalveolarni lavazni tekutiny (BALT) provadi broncholog v lokalni,
pfipadné celkové anestezii pacienta. K vykonu se vyuZivd flexibilni bronchoskop
s pracovnim kanalem, skrze ktery je mozné pomoci injekeni stfikacky aplikovat lavazni
tekutinu do dychacich cest. Jako lavazni tekutina se pouziva fyziologicky roztok o objemu
100-300 ml a teploté 37 °C. Samotny vyplach je provadén z ¢asti bronchialniho stromu, kde
je plicni parenchym nejvice postizen. V pripadé, Ze je postizeno vice lalokd ¢i segment( plic,
je vhodny vyplach nejméné ze dvou postizenych oblasti. Vstfik fyziologického roztoku je
rozdeélen na nékolik mensich ¢asti o objemu 20-50 ml a rychlosti cca 5 ml za sekundu tak,
aby nedochazelo ke draZdéni pacienta. Navratnost roztoku by neméla klesnout pod 50 %,
proto je potieba brat v Gvahu jeji sniZzeni u starych osob, kurakd ¢i pacientl s obstrukénimi
chorobami. Nejcastéjsi aplikace je 4x 50 ml roztoku. Po provedeni vykonu je pacient vyzvan,
aby nékolikrat zakaslal, pficemz jsou odsaty zbytky vyplachové tekutiny v€etné bunécnych
i nebunéénych slozek. B&Zzné BAL obsahuje (4-10) x 10° bunék, kde vice nez 80 % tvori
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9% Normalizované excitace/emise

makrofagy, méné nez 15 % lymfocyty, méné nez 3 % neutrofily a méné nez 0,5 % eozinofily
(Skrickova et Kolafikova, 2004; Tomiskova et Skfickova, 2010).

3.4 Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je moderni molekularné biologickd metoda umoZiiujici
identifikaci bunék prostfednictvim detekce jejich specifickych znaki. Tato metoda spociva
v méfeni a analyze vybranych vlastnosti jednotlivych Castic (napf. bunék), které jsou
unaseny proudem kapaliny a ozafeny laserem. Zaznamenava se relativni velikost, relativni
granularita (vnitfni komplexita) a relativni intenzita fluorescence. Relativni velikost
a granularitu Ize urcit dle miry rozptylu paprsku, ktery na ¢astici dopada (Carter et Ormerod,
2000). Intenzita fluorescence odpovida mife exprese zkoumaného znaku, ktery byl oznacen
specifickou monoklonalni protildtkou konjugovanou s danym fluoroforem. Ozafenim
fluorofor( poté dojde k jejich excitaci a tim také k fluorescenci. V této metodé se vyuziva
detekce kombinace nékolika specifickych znak(l soucasng, avSak znacenych rliznymi
fluorofory. Je ovSem potfeba, aby dochazelo k minimalizaci pFekryti emisnich spekter
pouzitych fluoroford (Brown et Wittwer, 2000; Nolla, 2013; viz Obrazek 4).
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Obréazek 4: Graf excitaCnich (Carkovang) a emisnich (pIné linie) spekter vybranych
fluoroforll excitovatelnych pfi vinové délce 488 nm (pfevzato a upraveno

z http://www.bdbiosciences.com/us/s/spectrumviewer, navstiveno dne 19. 7. 2018).

Mezi nejcastéji pouzivané fluorofory patfi (Nolla, 2013):
e FITC (fluorescein isothiokyanat) — jedna se o fluorofor emitujici fluorescenéni

zareni v zelené Casti spektra, nebot’ jeho excitaCni/emisni spektrum dosahuje
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nejvyssich hodnot pfi vinovych délkédch 495 nm/575 nm. K excitaci je vyuZivan laser
0 vinoveé délce 488 nm.

e PE (fykoerythryn) — jedné se o fluorofor emitujici fluorescencni zafeni ve Zluté Casti
spektra, nebot’ jeho excitani/emisni spektrum ma nejvy3si hodnoty pfi vinovych
délkéach 565 nm/575 nm. K excitaci je vyuZivan laser o vinové delce 488 nm.

e PerCP-Cy5.5 (peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5) — jednd se o tandemovy
fluorofor, ktery je slozen z peridin-chlorofyl-proteinu a derivatu cyaninu Cy5.5.
ExcitaCni a emisni spektra PerCP dosahuji nejvysSich hodnot pfi vinovych délkach
482 nm/675 nm. Pokud se vSak PerCP dostane do kontaktu s Cy5.5, dojde
k Fosterovu rezonancnimu prenosu energie (FRET). Energie se tedy prenese
z excitovaného PerCP na Cy5.5, tudiz fluorescenci bude emitovat pouze Cy5.5.
Nejvyssi hodnota excitanich/emisnich spekter celého komplexu pak dosahne 690
nm. K excitaci je vyuZivan laser o vinove délce 488nm.

e PE-Cy7 (fykoerythryn-cyanin 7) — je slozen z komplexu fykoerythrinu a derivatu
cyaninu Cy7. Opét zde dochazi k FRET a nejvysSi hodnota excitacnich/emisnich
spekter celého komplexu dosahuje vinovych délek 565 nm/774 nm. K excitaci je
vyuzivan laser o vinové délce 488 nm.

e APC (allofykocyanin) — nejvyssi hodnoty jeho excitaCnich/emisnich spekter
dosahuji vinovych délek 650 nm/660 nm. K excitaci je vyuZivan laser o vinové délce
okolo 635 nm.

e APC-Cy7 (allofykocyanin-cyanin 7) — jedna se o komplex APC (allofykocyaninu)
a cyaninu Cy7. Opét dochdzi k FRET a nejvyssi hodnota excitacnich/emisnich
spekter celého komplexu dosahuje vinovych délek 650 nm/774 nm. K excitaci je

vyuzivan laser o vinové délce okolo 635 nm.

Pritokovy cytometr je pFistroj slozeny ze 3 systéml: fluidniho, optického
a elektronického.

e Fluidni systém je zodpovédny za pfenos Castic do detekEniho mista. VyuZivé se zde
hydrodynamické fokusace, ktera zajiStuje, Ze méFicim bodem projde vzdy pravé
jedna Castice

e Opticky systém se vyuziva pro generovani paprskl excitacnich laser(i a k pfenosu

excitacniho svétla do mista detekce. Do detektor(i vede také rozptylené excitacni
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svétlo a emitované svétlo, ato pomoci sady dichroickych zrcadel, ktera rozdéli zareni
dle jeho vinové délky.
e Elektronicky systém je sloZen z detektorli prevadéjici svétlo na elektrické napéti,

~ 77

a pocitace, slouziciho k zapisu a analyze dat.

V misté detekce dochazi k ozéfeni Castice excitanim paprskem, pficemz vznikaji
dva jevy. Nejprve se tento paprsek na ¢astici rozptyli a poté excituje fluorofory navazané na
Castici. Tyto fluorofory pak vyzafuji emisni svétlo. Rozptylené excitacni svétlo
a produkované emisni svétlo je pak zachyceno pomoci optického systému a pFivedeno
k detektordm. Projde-li ¢astice mistem detekce, projevi se jako pulz napéti na detektoru.
PocitaC poté zaznamenava detekované Castice jako tzv. udalosti, pficemz kazda udalost
obsahuje nékolik hodnot, které ji charakterizuji:

o Cas detekce

e FSC (forward scatter) — svétlo, rozptylené v malém thlu od plvodni drahy paprsku,
s intenzitou pfimo umérnou velikosti ¢astice

e SSC (side scatter) — svétlo, rozptylené ve velkém Ghlu od plvodni drahy paprsku,
s intenzitou pfimo Umérnou vnitfni sloZitosti ¢astice

e Relativni intenzita fluorescence v jednotlivych detek¢nich kanalech

Udalosti se detekuji jako pulz napéti na fotonasobici. Sledované hodnoty je moZzné
popsat vyskou piku, Sifkou piku a velikosti plochy pod kfivkou (Givan, 2013; Nolla, 2013).

Z Obréazku 4 lze vidét, Zze emisni spektra fluoroforli se prekryvaji. Pro spravné
vysledky pfi vicebarevnych experimentech je tedy potfeba provést tzv. kompenzaci, pfi niz
jsou namérena referencni data prostrednictvim jednobarevné znacenych kontrolnich vzorkd
(kulicky s fluorofory) s presné danymi vlastnostmi. Software pfistroje nasledné stanovi miru
prekryti v jednotlivych kanalech. Pfi méreni vzorkd poté namérené hodnoty prepocitava,
¢imZ odstrani vliv prekryti. Data jsou zobrazovana v podobé histogramu a scattergramu.
Histogramem je zndzornén pocCet udalosti s jednotlivymi hodnotami relativni intenzity
fluorescence v jediném kanalu. Scattergramem lIze vizualizovat dva parametry v kartézske
soustavé souradnic — vizualizuje tedy hodnoty relativni intenzity fluorescence dvou kanall
zaroven (Adan et al., 2017).

PFi méfeni jsou data vizualizovana v redlném Case. Pro vymezeni jednotlivych
populaci Ci skupin populaci se pouZiva tzv. gating. Gate je konkrétni misto v grafu,
vymezujici soubor dat (udalosti) se stejnymi ¢i podobnymi vlastnostmi. Pro vyselektovani

shlukujicich se bunék Ci prekryvajicich se udalosti se vyuZiva tzv. singletovy gate, diky
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némuz se na zakladé vysky (FSC-H) a vétsi plochy piku (FSC-A) od sebe ,,zdvojené“
udalosti odlisi (viz Obrazek 5). Zdvojené udalosti na scattergramu FSC-A/FSC-H jsou oproti
jednotlivym udalostem posunuty vpravo z diivodu delsiho prdchodu detektorem. Proto je
singletovy gate lokalizovan na levé strané grafu (viz Obrézek 6).

Vyska piku Vyska piku

Plocha pichu Plocha piku

Obrazek 5: Impulz napéti pFi detekci jednotlivé udalosti a pfi prekryvu dvou udalosti.
Prevzato a upraveno z https://expertcytometry.com/3-flow-cytometry-gates-that-will-
improve-the-accuracy-of-your-facs-data-analysis/.
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Obrazek 6: Scattergram FSC-A/FSC-H znazorfiujici gate singletd.

RovnéZz se vyuziva gatingu dle izotypové kontroly (pfitomnost protilatek
vytvarejicich nespecifické fluorescenéni pozadi vzorku), diky které Ize urcit hranici pozitivni

exprese ve vzorku i na jednotlivych subpopulacich. (viz Obrazek 7).
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Obréazek 7: Urceni pozitivni exprese znaku dle pozice piku izotypové kontroly
v histogramu vybraného fluorescencniho kanalu.

3.5 Automaticky zobrazovaci a analyzacni systém TissueFAXS

Automaticky zobrazovaci a analyzacni systém TissueFAXS (TissueGnostics GmbH,
Rakousko; viz Obrdzek 8) je technika kombinujici zékladni principy mikroskopovani
s automatickym skenovanim. Systém umoZriuje pofizovani zaznam( pfi velmi vysokém
rozliseni, a to jak ve viditelném svétle, tak ve fluorescenénim médu s nékolika rliznymi
kanaly. Je vhodny predevsim pro analyzu bunécnych preparétli a bioptovanych tkanovych
fezll a tkarnovych microarrays. Mikroskop je schopen automaticky skenovat az osm
podloZnich skli¢ek najednou, pficemz ziskané snimky pfedem ur€enych ploch studovaného
vzorku slozi v jeden celistvy obraz. Vysledné obrazy preparatd jsou poté analyzovany
pomoci softwarll HistoQuest a TissueQuest, kdy dochazi k detekci zajmovych prvki
a ziskani statistickych dat.

HistoQuest je software, ktery slouzi k analyze obraz(l ziskanych mikroskopovanim
ve viditelném svétle. S vyuZitim patentovaného algoritmu pro nukledrni segmentaci je
schopen detekovat a rozliSovat jednotlivé buriky, pficemz analyza mdze byt zamérena na
oblast jadra, cytoplazmy a také membran. HistoQuest detekuje barvené oblasti a hodnoti

jejich intenzitu, a rovnéz detekuje malé Utvary aZ na Grovni cytoskeletu. Vysledkem analyz
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jsou numerické hodnoty odpovidajici jednotlivym buné€nym populacim, které Ize dale
statisticky vyhodnocovat, vizualizované pomoci scattergramd a histogramd.

TissueQuest je software, ktery slouzi kanalyze obrazli ziskanych pomoci
mikroskopovani ve fluorescenénim mddu. Jeho prednosti je moZnost zobrazeni bunéénych
struktur pomoci skladani obrazll z rliznych fluorescencénich kanalli do jednoho vysledného

komplexniho obrazu (http://www.bga.su/info/TissueFAXS.pdf, navstiveno 11. 7. 2018).

Obréazek 8: Automaticky zobrazovaci a analyzacni systém TissueFAXS (pfevzato
a upraveno z https://crrd.kmu.edu.tw/images/117.jpg, navstiveno dne 11. 7. 2018).

17


http://www.bga.su/info/TissueFAXS.pdf

4 Material a metody

4.1 Biologicky material

e Charakterizace z&kladnich imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni

tekutiné ziskané od pacientll po transplantaci plic

Pro analyzu byly pouZity vzorky bronchoalveolarni lavazni tekutiny odebranych 28
pacientim po transplantaci plic. Cast vzorkd bronchoalveolarni lavazni tekutiny byla
odebréna a nasledujici den odeslana do nasi laboratofe z I11. chirurgicke kliniky 1. lékarské
fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice v Motole. Dalsi ¢ast vzorki
bronchoalveolarni lavdzni tekutiny pochézela z bronchologického pracovisté Kliniky
plicnich nemoci a tuberkulézy Fakultni nemocnice v Olomouci. Pfehled souboru pacient( je
znazornén v Tabulce 1.

Pacientovym podpisem informovaného souhlasu bylo umoznéno odebrat a nadale

pracovat se vzorky bronchoalveolarni lavazni tekutiny.

Tabulka 1: Soubor pacientd pro charakteristiku zakladnich imunitnich populaci

v bronchoalveolarni lavazni tekutiné.

Celkem
Pocet pacient(l 28
Muzi/zeny 17/11

e Analyza celkové bunécnosti a poctu alveolarnich makrofagli a dalSich

imunitnich bunék v plicnich biopsiich u pacient po transplantaci plic

Pro analyzu celkové bunéénosti a poctu alveolarnich makrofagd a dal$ich imunitnich
bunék v plicnich biopsiich byla pouzita sklicka s tkanovymi fezy plic od 18 pacientli po
transplantaci plic. Tkarnové preparaty byly poskytnuty Ustavem patologie a molekularni
mediciny 2. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy, kde doSlo k odbéru plicni tkané, jeji
parafinaci, krajeni a naslednému imunohistochemickému barveni, a slouzily k rutinni
diagnostice. U kaZzdého pacienta byly k dispozici prepardty pozitivni na znak CD4 pro
identifikaci pomocnych T-lymfocytl, CD8 pro identifikaci cytotoxickych T-lymfocytd,
CD20 pro identifikaci B-lymfocytli, UCHL pro identifikaci naivnich a pamétovych
T-lymfocytl a preparéty pozitivni na znak CD68 pro identifikaci makrofagd. Preparaty byly

zaroven barveny hematoxylinem pro vizualizaci jaderného obsahu vSech bunék.
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Pacienti byli rozdéleni do dvou podskupin, pficemz prvni podskupinu (R) tvorili
pacienti s chronickou rejekci plic a druhou podskupinu (NR) predstavuji pacienti bez rejekce
plicniho transplantatu (viz Tabulka 2). VVzorky bioptovanych transplantovanych plic byly

zkoumany retrospektivné.

Tabulka 2: Soubor pacientll pro analyzu celkové buné¢nosti a poctu alveolarnich

makrofagll a dalSich imunitnich bunék v plicnich biopsiich.

R NR Celkem
Pocet pacient(l 10 8 18
Muzi/zeny 7/3 6/2 13/5

R — pacienti s chronickou rejekci plic

NR — pacienti bez rejekce plicniho transplantatu
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4.2 Schéma postupu prace

e Charakterizace zékladnich imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni

tekutiné ziskané od pacientll po transplantaci plic

Méieni nativniho vzorku na Prijem vzorku
prutokovém cytometru Novocyte

Zaznam fyzickych vlastnosti

Lyzace erytrocytu

4

Extracelularni barveni Pf*ipra.vao
pomoci protilatek T T — cytospinu

Méfeni na prutokovém
cytometru BD FACSCanto II

Skenovani

Analyza ‘

Obrazek 9: Schéma postupu prace pfi charakterizaci zakladnich imunitnich populaci

v bronchoalveolarni lavazni tekutiné. Pfevzato a upraveno viz Seznam obrazk(.
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e Analyza celkové bunécnosti a poctu alveolarnich makrofagli a dalSich

imunitnich bunék v plicnich biopsiich u pacientl po transplantaci plic

Vlastni prace spocivala ve vyuziti automatického zobrazovaciho a analyzacniho
systému TissueFAXS (skenovani a analyza). Odbér vzorkl bioptovanych plic byl proveden
na Ill. chirurgicke Klinice 1. lékafské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
v Motole a pfiprava tkanovych preparéatd probéhla na Ustavu patologie a molekularni
mediciny 2. lékafské fakulty Univerzity Karlovy.

Odbér vzorku

Zhotoveni tkanovych preparati

Skenovani

Analyza

Obrazek 10: Schématické znazornéni ziskani vzorkd bioptovanych plic po zavérecnou

analyzu tkanovych preparat(. Pfevzato a upraveno viz Seznam obrazka.
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4.3 Laboratorni zpracovani vzork( bronchoalveolarni lavazni tekutiny
Vzorky bronchoalveolarni lavazni tekutiny byly odebrany do jedné Ci vice 25ml
zkumavek. Nejprve byly zaznamenany fyzické vlastnosti vzorku, jako je objem, pritomnost
¢astic a celkovy vzhled, a poté bylo ze vzorku odebrano do 5ml zkumavky pro pritokovou
cytometrii (BD Falcon) 150 ul. Do tohoto objemu vzorku bylo pfidano 1,5 pl protilatky proti
lidskému znaku CD45 znacené fluoroforem. Po 20 minutach inkubace v temném prostfedi
a pfi laboratorni teploté byl vzorek zméfen na pritokovém cytometru NovoCyte® (ACEA
Biosciences) za ucCelem stanoveni absolutniho poctu bunék v pfichozim vzorku
bronchoalveolarni lavazni tekutiny, ktery byl nezbytny pro pozdéjsi pripravu cytospinl (viz
kapitola 4.5 Priprava cytospinll). Zbyly objem plvodniho vzorku byl centrifugovan
10 minut pfi 10 °C a 1700 RCF. Supernatant byl odstranén a pokud byl vzorek bez
pritomnosti krve, pelet byl resuspendovan ve 2 ml PBS. Pokud byl vzorek krvavy, probéhla
5minutova lyzace erytrocytl pfidanim 5 ml lyzacniho pufru. Nasledné doslo k prefiltrovani
pomoci 70um nylonovy filtr do 12ml zkumavky. Plvodni zkumavka byla oplachnuta 2 ml
PBS atento objem byl opét filtrovan a spojen s pfedchozi frakci. Zkumavka s prefiltrovanym
vzorkem byla centrifugovana 10 minut pfi 10 °C a 600 RCF, supernatant byl odstranén
a k peletu bylo pfidano mnozstvi PBS v zavislosti na plivodnim objemu vzorku (viz Tabulka
3).
Z vhodnych vzork( bronchoalveolarni lavazni tekutiny byly vytvoreny cytospiny za
ucelem mikroskopické analyzy (viz kapitola 4.5 Pfiprava cytospind).

Tabulka 3: Celkovy objem bunécné suspenze a pocet zkumavek pro priitokovou

cytometrii v zavislosti na objemu plvodniho vzorku.

Objem plvodniho vzorku | Celkovy objem bunécné Poiet BD zkumavek
(ml) suspenze (pl)
<10 300 2
10-20 450 3
20> 600 4

22



4.4 Imunofenotypizace bronchoalveolarni lavazni tekutiny

Imunofenotypizace je identifikace bunék pomoci povrchovych i intracelularnich
znak{ (markerd, nejéastéji CD znakd), jeZ jsou pro urcité bunécné populace specifické (viz
Tabulka 4).

Bunécné suspenze ziskana zpracovanim vzorku bronchoalveolarni lavazni tekutiny
byla rozdélena po 150 pl do 5ml zkumavek pro pritokovou cytometrii (BD Falcon; viz
Tabulka 3), do kterych byl pfidan 1 pl protilatky proti znakiim CD4, CD8, CD11b, CD11c,
CD14, CD15, CD19, CD25, CD45, CD45R0, CD127 a HLA-DR konjugované s fluorofory
FITC, PE, PerCP-Cy5.5, PE-Cy7, APC a APC-Cy7. Vyjimku tvoril pouze koktejl protilatek
CD3 FITC/(CD16+CD56) PE, ktery byl pfidavan po 4 pl do kazdé zkumavky. Protilatky
byly smichany do Sestibarevnych kombinaci. Kromé specifickych protilatek byly pouZity
pro kazdy vzorek nespecifické protilatky izotypové kontroly. Po 20 minutach inkubace
v temném prostiedi a pfi laboratorni teploté byl vzorek zméfen na pritokovém cytometru
BD FACSCanto™ Il (BD Biosciences). Pouziti jednotlivych paneld bylo dano objemem
plvodniho vzorku bronchoalveolarni lavazni tekutiny (viz Tabulka 3). Panely byly
sestavené nejen pro nasi analyzu imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni tekutiné
u pacientll po transplantaci plic (viz Tabulka 4), ale také pro dalsi vyzkum probihajici na
Ustavu imunologie Iékafské fakulty Univerzity Palackého spole¢né s 1. a 2. lékarskou
fakultou Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnici v Motole. Proto nékteré znaky, které byly

meéreny, nebyly hodnoceny.

Tabulka 4: Kombinace protilatek proti prislusnym marker(im vyuzité pro charakterizaci

imunitnich bunék v bronchoalveolarni lavazni tekutiné u pacientl po transplantaci plic.

Buriky imunitniho systému Kombinace marker(
Leukocyty CD45*
T-lymfocyty CD3*

CD4" T-lymfocyty CD3" CD4"
CD8" T-lymfocyty CD3"CD8*
Regulaéni T-lymfocyty (Treg) CD4" CD25" CDh127
NK burky CD3 CD16" CD56*
Aktivované T-lymfocyty CD45RO" HLA-DR*
B-lymfocyty CD3 CD19*
Monocyty/makrofagy CD11b* CD11c" CD14"
Neutrofily CD15"
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4.5 PFiprava cytospin(

Cytospinovd metoda slouzi k vizualizaci studovanych bunék Ci jejich ¢asti pomoci
imunocytochemického barveni. Principem je fixace bunék v suspenzi na podlozni sklo, které
je poté barveno pomoci imunocytochemickych metod.

PFi zpracovani vzork(l bronchoalveolarni lavazni tekutiny (viz kapitola 4.3
Laboratorni zpracovani vzorkd bronchoalveolarni lavazni tekutiny) byla odebrana ¢ast
bunécné suspenze, ktera se dale nafedila na koncentraci 1000 bunék/ul. Z takto pfipravené
bunécné suspenze bylo odebrano 200 pl (200 000 bunék) a pfeneseno do nastavce predem
pfipraveneho cytospinového aparatu s podloznim sklem a filtraCnim papirem. Cytospinovy
aparat se vzorkem byl zajistén vickem a vloZen do centrifugy pro pfipravu cytospind
(Centrifuga Thermo Scientific™ Cytospin™ 4 Cytocentrifuge, Thermo Fisher Scientific
Inc., USA). Probéhla centrifugace po dobu 3 minut a pfi 72 RCF, béhem které se buriky
separovaly od suspenze a adherovaly na podlozni sklo. Pfebytecna tekutina byla vsaknuta
filtraCnim papirem. Cytospiny byly vyjmuty z cytospinového aparétu a nechaly se schnout
pfes noc pri laboratorni teploté. Po uschnuti byly buriky fixovany metanolem chlazenym na
4 °C po dobu 1 min v digestofi. Preparaty byly dale suseny v digestofi po dobu cca 30 min,
zabaleny do nylonového sacku, popsany a uskladnény pfi -20 °C. Takto pfipravené
cytospiny byly imunocytochemicky barveny (viz kapitola 4.6 Imunocytochemické barveni

cytospind).

4.6 Imunocytochemické barveni cytospind

Pro barveni cytospind bylo pouZzito nejprve imunocytochemické barveni pomoci
soupravy EnVision™+ Dual Link System-HRP (Dako). Postup barveni probihal dle
protokolu k soupravé daného vyrobcem: po vytaZeni cytospind z mrazaku a nasledném
rozmrazeni byl na preparaty aplikovan permeabilizacni roztok (0,1% saponin-0,5% BSA-
PBS). Inkubace probihala 15 min ve vlhké komirce ve tmé a za laboratorni teploty. Déle byl
aplikovan roztok pro blokovani endogenni peroxidazy (peroxidase block solution, Dako)
a roztok pro blokovani dalSich protein( (protein block serum-free, Dako). Mezi témito kroky
a po blokaci proteinl byl proveden promyvaci krok (0,1% saponin-0,5% BSA-PBS). Poté
byla pfiddna primarni mysi monoklonalni protilatka proti lidskému znaku CD68 (klon
Y1/82A; BioLegend), nacez inkubace probihala ve vihké komdrce a za laboratorni teploty
pres noc.

Druhy den byla na cytospiny po promyti aplikovana sekundarni protilatka proti

protilatce primarni znagena kienovou peroxidazou (EnVision™+ Dual Link System-HRP
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(Dako), inkubace probihala 60 min pfi laboratorni teploté. Déle byl po promyti aplikovan
roztok substrat-chromogen (inkubace 10 min) a hematoxylin (inkubace 5 min). Takto
nabarveny cytospin byl nakonec promyt destilovanou vodou, osu$en a po aplikaci
montovaciho média Glycergel Mounting Medium (Dako) zakryt krycim sklickem.

Dale bylo také pro barveni cytospinl vyuzito fluorescenéni barveni. Po vytaZeni
cytospintl z mrazaku a nasledném rozmrazeni byla pomoci olejového pera vytvorena hranice
okolo fixovanych bunék. Poté bylo na preparéaty aplikovano 100 ul roztoku 0,5% BSA-PBS,
jez byl inkubovan po dobu 5 min. Roztok byl odsat pomoci buniCiny a poté bylo na cytospin
aplikovano 100 pl permeabilizacniho roztoku (0,1% saponin-0,5% BSA-PBS). Inkubace
probihala po dobu 15 min ve vlhké komdrce ve tmé pfi laboratorni teploté. Roztok byl odsat
pomoci buniciny. Dale bylo aplikovano 100 pl roztoku blokujiciho endogenni peroxidazu
(peroxidase block solution, Dako), ktery byl inkubovan po dobu 7 min. Poté doSlo k promyti
cytospinl pridanim 100 pl roztoku 0,1% saponin-0,5% BSA-PBS a k inkubaci po dobu 7
min. Déle bylo aplikovano 100 pl roztoku pro blokovani protein (protein block serum-free,
Dako). Inkubace probihala po dobu 25 min. Roztok byl odsat pomoci buniciny a poté byl
cytospinovy preparat dvakrat promyt pridanim 100 ul roztoku 0,1% saponin-0,5% BSA-PBS
po dobu 7 min. Roztok byl odsat pomoci buniiny a poté byla na cytospin aplikovana
primarni mySi monoklonalni protiladtka proti lidskému znaku CD68 (klon Y1/82A;
BioLegend) o koncentraci 1:150 v roztoku 0,1% saponin-0,5% BSA-PBS a objemu 100 pl.
Inkubace s primarni protilatkou probihala pres noc ve vihké komirce pfi laboratorni teploté.

Druhy den byla primarni protilatka odsata pomoci buniciny a cytospinovy preparat
byl tfikrat promyt pridanim 100 pl promyvaciho roztoku (0,5% BSA-PBS) po dobu 7 min.
Nésledné byla na cytospin aplikovana sekundarni polyklonalni osli protilatka proti mysi
protilatce typu 1gG konjugovana fluoroforem AlexaFluor® 488 (ABCAM) o koncentraci
1:500 v roztoku 0,1% saponin-0,5% BSA-PBS a objemu 100 ul. Inkubace probihala ve vihké
komdrce v temnu a pfi laboratorni teploté po dobu 60 min. Cytospinovy preparat byl dale
tfikrat promyt pfidanim 100 pl promyvaciho roztoku (0,5% BSA-PBS) po dobu 5 min, lehce
propldchnut mirnym proudem destilované vody a suSen pfi laboratorni teploté po dobu 30
min. Nésledné bylo aplikovano 100 pl montovaciho média DAPI Fluoromount-G®
(SouthernBiotech) pro vizualizaci jaderného obsahu bunék. Cytospinovy preparat byl

dokoncen pfiloZenim kryciho sklicka.
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4.7 Skenovani a analyza pomoci systému TissueFAXS

Tkanové preparaty bioptovanych plic a cytospinové preparaty ze vzorkl
bronchoalveolarni lavazni tekutiny pacient(l po transplantaci plic byly vyhodnoceny pomoci
automatického zobrazovaciho a analyza¢niho systému TissueFAXS (TissueGnostics GmbH,
Rakousko; viz kapitola 3.5 Automaticky zobrazovaci a analyzacni systém TissueFAXS). Po
vloZeni az osmi podloznich sklicek s preparaty do drzaku vzork( byl proveden vybér vhodné
kamery v zavislosti na mikroskopovani ve svétlém poli (kamera PixeLINK M-4) €i ve
fluorescencnim mddu (kamera PCO Pixelfly USB monochrome). Poté byly objektivem
0 zvétSeni 0,5x automaticky vytvoreny ndhledy studovanych tkéani, diky kterym bylo mozné
specifikovat vybér zdjmovych oblasti (ROl — region of interest), jez byly urCeny ke
skenovani v maximalnim rozliSeni pfi pouZiti objektivu o zvétSeni 20x. PFi skenovani ve
fluorescenénim modu byly navic vybrany filtry pro fluorescen¢ni kanaly DAPI a FITC.
Mikroskop automaticky nasnimal obrazy z&jmovych oblasti v definovanych kanélech
v maximalnim rozliSeni a poskladal je do jednoho celistvého vysledného obrazu. Ten byl
poté analyzovan pomoci softwar(l HistoQuest a TissueQuest.

Po naskenovani preparatll byl prvnim krokem analyzy vybér ROl uréenych k vlastni
analyze. Oblasti nevhodné pro vyhodnoceni (potrhand tkan, fibroticka tkan, artefakty
a necistoty) nebyly do analyzy zahrnuty. U nékolika zajmovych oblasti pak byly nastaveny
parametry samotné analyzy, a to sice vybér barevného odstinu studovaného markeru,
velikost objektu obsahujici studovany marker a nastaveni bunécného pozadi. Nakonec
probéhla vlastni analyza, jejimz vysledkem byla numerické hodnota, udavajici pocet bunék

pozitivnich na studovany marker.

4.8 Statisticka analyza

Numerické hodnoty ziskané pomoci automatického zobrazovaciho a analyzacniho
systému TissueFAXS a pritokové cytometrie byly vyhodnoceny pomoci statistického
softwaru GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Ke srovnani
statistickych dat byly pouzity ROC (Receiver Operating Characteristic) kfivky a také
neparametricky Mann-Whitney U test. Hodnoty P<0,05 byly povaZovany za statisticky
vyznamné. Obrazky byly upraveny Ci vytvoreny ve FlowJo® X (FlowJo, LLC) a MS
PowerPoint 2016 (Microsoft Corporation).
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4.9 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.9.1 Pouzité chemikalie

Metanol (4 °C; mikroCHEM)

Bovinni sérovy albumin (BSA; SIGMA, kat. ¢. A2153-10G)

Saponin (SERVA, kat. €. 34655.01)

DAPI Fluoromount-G® (SouthernBiotech, kat. ¢. 0100-20)

Glycergel Mounting Medium (Dako, kat. ¢. C0563)

Monoklonélni mysi protilatka proti lidskému znaku CD68 (klon Y1/82A)
(BioLegend, kat. €. 333801)

Polyklonalni osli protilatka proti mysi protilatce 19G H&L (Alexa Fluor® 488)
(ABCAM, kat. ¢. ab150105)

Monoklonalni mysi protilatky pro lidskym znakim konjugované s fluorochromy
(BioLegend): FITC — CD3 (klon OKT3), CD4 (klon SK3), CD14 (klon M5E2),
lgG1 izotypovd kontrola (klon MOPC-21); PE - mix protilastek CD3
FITC/(CD16+CD56) PE (klon UCHT1/3G8+MEM-188), CD25 (klon M-A251),
CD274 (PD-L1) (klon 29E.2A3), IgG1l izotypovd kontrola (klon MOPC-21);
PerCP-Cy5.5 — CD4 (klon SK3), CD45 (klon 2D1), CD127 (klon A019D5), 1gG1
izotypova kontrola (klon MOPC-21); PE-Cy7 — CD8 (klon SK1), CD15 (klon
W6D3), CD279 (PD-1) (klon EH12 2H), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21);
APC — HLA-DR (klon L243), CD11b (klon CBRM1/5), CD45RO (klon UCHL1),
lgG1 izotypovd kontrola (klon MOPC-21), 1gG2 izotypova kontrola (klon
MOPC-173); APC-Cy7 — CD11c (klon Bul5), CD19 (klon SJ25C1), CD45 (klon
2D1), IgG1 izotypové kontrola (klon MOPC-21)

4.9.2 PouZité soupravy

EnVision™+ Dual Link System-HRP (DAKO, kat. &. K4063)

4.9.3 PouZité roztoky

1x PBS pufr (8 g NaCl, 200 mg KCI, 240 mg KH2POg4, 1,44 g NaxPOs, doplnit
destilovanou vodou do 1000 ml; pH 7,4) (Iékarna Fakultni nemocnice Olomouc)
Lyzacni pufr (8,3 g NH4Cl, 1 g KHCOs, 40 mg EDTA, doplnit destilovanou vodou
do 1000 ml; pH 7,29) (lékarna Fakultni nemocnice Olomouc)

Promyvaci pufr (0,5% BSA-PBS)
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Permeabilizacni roztok (0,1% saponin-0,5% BSA-PBS)

4.10 PouZité pristroje

Flowbox MSC 1.2 (Thermo Scientific GmbH)

Centrifuga 3K30 (Sigma Laborzentrifugen GmbH)

Centrifuga Thermo Scientific™ Cytospin™ 4 Cytocentrifuge (Thermo Fisher
Scientific Inc.)

Pritokovy cytometr NovoCyte® (ACEA Biosciences)

Prlitokovy cytometr BD FACSCanto™ II (BD Biosciences)

Laboratorni digestof N/900 M2 (MERCI, s.r.0.)

Automaticky zobrazovaci a analyzacni systém TissueFAXS (TissueGnostics GmbH)
Vortex V-1 plus (Biosan)

Minicentrifuga Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)
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5 Vysledky

5.1 Fyzické vlastnosti vzork(d bronchoalveolarni lavazni tekutiny
Pro vhodné laboratorni zpracovani studovanych vzork( bronchoalveolarni lavazni
tekutiny (n=28) bylo nutné nejdfive zmérit jejich objem (viz Tabulka 5). PFi rutinnich
vySetfenich vyuZzivajicich techniku BAL se rovnéz hodnoti celkovy vzhled této tekutiny. Pro
nasi analyzu zakladnich imunitnich populaci pomoci pritokové cytometrie vSak nebyla tato

fyzicka vlastnost relevantni, a proto nebyla hodnocena.

Tabulka 5: Objem studovanych vzork( bronchoalveolarni lavazni tekutiny.

Objem vzorkl (ml) Pocet vzork(
<10 2
10-20 11
20> 15

5.2 Vysledky méreni pomoci pritokové cytometrie

5.2.1 Identifikace a zastoupeni zdkladnich bunék imunitniho systému

S vyuzitim pritokové cytometrie byl pomoci exprese znaku CDA45 stanoven
absolutni pocet bunék imunitniho systému v jednotlivych vzorcich bronchoalveolarni
lavazni tekutiny ziskanych od pacientll po transplantaci plic. Jeho priimérna hodnota Cinila
173 x 10%/L (95% konfidenéni interval [KI] 121,2-225,2 x 10°%/L), coZ odpovidalo 30,1 % ze
vSech zaznamenanych bunék. Zbylé burky byly pravdépodobné neimunitniho plvodu,
pfipadné se jednalo o bunécné zbytky a dalSi Castice, jeZz se bézné v bronchoalveolarni
lavazni tekutiné vyskytuji.

V této diplomove préci byly hodnoceny pfedevsim hlavni populace imunitnich bunék
v bronchoalveolarni lavazni tekutiné (lymfocyty, monocyto/makrofagova linie a neutrofily)
s bliz8im pohledem na T-lymfocyty (viz Obréazek 11).
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Obréazek 11: Znazornéni hlavnich imunitnich populaci vzorku bronchoalveolarni lavazni
tekutiny (A) ve srovnani se vzorkem periferni krve (B) na scattergramu FSC/SSC.
Legenda: LYM - Ilymfocyty, MON/MAKRO - monocyto/makrofagova linie,
NEU — neutrofily.

Lymfocyty predstavovaly prevazujici Cast bunék imunitniho systému se
zastoupenim 41,9 % (KI 31,9-51,9 %). Buriky monocyto/makrofagové linie se vyskytovaly
v zastoupeni 33,5 % (KI 24,2-42,9 %). Neutrofil bylo ze vSech hlavnich populaci
imunitniho systému nejméné, a to sice 15,1 % (KI 8,7-21,5 %). Zastoupeni zékladnich
studovanych populaci imunitniho systému ve vzorcich bronchoalveolarni lavazni tekutiny

je znazornéno na Obrazku 12.
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Obréazek 12: Zastoupeni z&kladnich studovanych populaci imunitniho systému
ve vzorcich bronchoalveolarni lavazni tekutiny. Stfedova ¢ara predstavuje median, krabicova
Cast grafu pak 25. a 75. percentil a vousy grafu vymezuji hodnoty 5. a 95. percentilu.
Legenda: LYM - Ilymfocyty, MON/MACRO - monocyto/makrofagova linie,
NEU — neutrofily.

5.2.2 Analyza populaci lymfocytarniho gatu

Lymfocytarni buriky vzorkl bronchoalveolarni lavazni tekutiny ziskanych od
pacientll po transplantaci plic byly dale vybrany pro detailnéjsi analyzu jejich subpopulaci,
a to T-lymfocytl, B-lymfocytll a NK bunék.

Populace T-lymfocyt( byla zastoupena v nejvétsim poctu: 70,6 % (KI 64,4-76,7 %).
NK burky se vyskytovaly v zastoupeni 12,4 % (KI 7,7-17,1 %) a B-lymfocyty se
vyskytovaly v nejmensim zastoupeni 0,8 % (KI 0,3-1,3 %). V lymfocytarnim gatu (viz
Obrazek 11) se priimérné vyskytuje 16,2 % ostatnich neimunitnich bunék, které nebyly
hodnoceny.

Dale bylo v ramci T-lymfocytarni populace uréeno nasledujici primérné zastoupeni
subpopulaci: CD8* T-lymfocyty 49,9 % (KI 42,8-55 %) a CD4" T-lymfocyty 50,1 % (KI
44,1-56 %), ze kterych byla stanovena pritomnost minoritni populace Treg bunék 2,3 % (KI
1-3,7 %). Pomér zastoupeni CD4* a CD8" T-lymfocytl byl roven 1, coZz znaci primérné
shodny vyskyt téchto populaci vramci T-lymfocytl. Zastoupeni subpopulaci
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lymfocytarnich bunék ve vzorcich bronchoalveolarni lavazni tekutiny ziskanych od pacientd
po transplantaci plic je znazornéno na Obrazku 13.

V populacich CD4* a CD8" T-lymfocytll byla dale stanovena exprese aktivacniho
znaku CD45RO. V ramci CD4" byla detekovana pozitivita v 83,1 % (KI 78,5-87,7 %)
a u CD8" T-lymfocytl byla zaznamenana pozitivni exprese CD45RO znaku v 73 % (KI
66,8-79,2 %).

Ostatni buiiky
16,2 %o

CD4+ T-lymfocyty

.:\{.}. I r.'!"i:l

CD8+ T-lymfocyty
l |:;| ; |:__4 ] 4

Obréazek 13: Zastoupeni subpopulaci lymfocytarnich bunék ve vzorcich bronchoalveolarni

lavazni tekutiny ziskanych od pacientd po transplantaci plic.

5.2.3 Srovnani zastoupeni zdkladnich imunitnich populaci pFitomnych
v bronchoalveolarni lavazni tekutiné v ¢ase u vybranych pacientl po
transplantaci plic

U dvou vybranych pacientll po transplantaci plic (pacient A a pacient B) byla

hodnocena zména v zastoupeni zakladnich bunék imunitniho systému (lymfocyty,

monocyto/makrofagova linie, neutrofily) ve vzorcich bronchoalveolarni lavdzni tekutiny
odebranych v rizném ¢asovém obdobi.

U prvniho vzorku bronchoalveolarni lavazni tekutiny vybraného pacienta A jsme

stanovili nasledujici zastoupeni zakladnich bunék imunitniho systému: 43,1 % lymfocytd,

39,7 % bunék monocyto/makrofagové linie a 17,2 % neutrofild. U druhého vzorku
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bronchoalveolarni lavazni tekutiny, ktery byl od vzorku prvniho odebrany po 6 mésicich,
bylo zastoupeni zékladnich bunék imunitniho systému podobné: 39,3 % lymfocytd, 37,1 %
bunék monocyto/makrofagové linie a 23,6 % neutrofil(l. Doslo vSak k poklesu CD4*/CD8*
poméru z 1,1 na 0,8.

U prvniho vzorku bronchoalveolarni lavazni tekutiny vybraného pacienta B bylo
stanoveno nésledujici zastoupeni zékladnich bunék imunitniho systému: 66,1 % lymfocyt(,
21,2 % bunék monocyto/makrofagové linie a 12,7 % neutrofild. U druhého vzorku
bronchoalveolarni lavazni tekutiny, ktery byl od vzorku prvniho odebrany po 4 mésicich, se
zastoupeni zakladnich bunék imunitniho systému liSilo vyraznym néarlistem bunék
monocyto/makrofagové linie a neutrofilll a poklesem lymfocytl: 30,7 % lymfocytd, 32,9 %
bunék monocyto/makrofagové linie a 36,4 % neutrofil(d. U pacienta B rovnéZ doslo
k poklesu CD4*/CD8* poméru z 1,5 na 1,0.

Srovnani zékladnich imunitnich populaci pfitomnych v bronchoalveolarni lavazni
tekuting v ¢ase u vybranych pacient(l po transplantaci plic je zndzornéno na Obrazku 14.

PACIENTA - 1. VZOREK PACIENTA -2. VZOREK

Neutrofily _
172% =©

Neutrofily _
236 %

_ Lymfocyty
_ Lymfocyty 39.3 %
T 431 %
Po 6 mésicich
Monocyto/makrofiagova linie Monoeyto/makrofigova linie
39,7 % 371 %
PACIENT B - 1. VZOREK PACIENTB - 2. VZOREK
Neutrofily _
12,7 % . Neutrofily _ Lymfocyty

36,4 % 30,7 %

_ Lymfocyty
66,1 %

Po 4 mésicich

-

L Monocyto/makrofigova
Monocyto/makrofigova linie linie ‘on e

21.2 % 329%

Obrazek 14: Srovnani zastoupeni zakladnich imunitnich populaci pritomnych

v bronchoalveolarni lavazni tekutiné v ¢ase u vybranych pacientll po transplantaci plic.
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5.2.4 Srovnani zastoupeni zakladnich imunitnich populaci v bronchoalveolarni
lavazni tekutiné u pacientd po transplantaci plic s odlisSnymi primarnimi
diagndzami

Déle jsme zkoumali zastoupeni zakladnich imunitnich populaci u dvou nejcastéjSich
primarnich diagnoz, pro kterou podstoupili transplantaci plic, a to chronickou plicni
obstrukéni nemoc (CHOPN) a idiopatickou plicni fibrozu (IPF). U zkoumanych pacientd
s primarni diagn6zou CHOPN bylo procentualni zastoupeni zakladnich bunék imunitniho
systému (lymfocyty, monocyto/makrofagova linie, neutrofily) v jejich vzorcich
bronchoalveolarni lavazni tekutiny bylo 66,2 % lymfocytl, 27,9 % bunék
monocyto/makrofagové linie a 5,9 % neutrofild.

U pacient(l s primarni diagnézou IPF bylo procentualni zastoupeni zakladnich bunék
imunitniho systému: 71,3 % lymfocyt(i, 20,8 % bunék monocyto/makrofagové linie
a 7,9 % neutrofild.

Je patrné, Ze mezi pacienty po transplantaci plic s primarni diagn6zou CHOPN
a pacienty po transplantaci plic s primarni diagnézou IPF nebyl statisticky vyznamny rozdil

(viz Obrézek 15).
PACIENTI S CHOPN PACIENTIS IPF
Neutrgfil}f - Neutrofily _
v 79%

Lymfocyty
71,3 %
Lymfocyty
66,2 %o

Monocyto/makrofagova linie Monocyto/makrofiagova linie
27,9 % 20,8 %

Obrézek 15: Srovnéni zastoupeni zékladnich imunitnich populaci v bronchoalveolarni
lavazni tekutiné u pacientd po transplantaci plic s odliSnymi primarnimi diagndzami.

Legenda: CHOPN - chronické obstrukéni plicni nemoc, IPF — idiopaticka plicni fibréza.
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5.3 Cytospiny a mikroskopie

Cytospinové preparaty byly pfipraveny z vybranych studovanych vzorkd

bronchoalveolarni lavazni tekutiny ziskané od pacientli po transplantaci plic. S vyuzitim

imunocytochemického barveni pomoci systému EnVision™+ Dual Link System-HRP

(DAKO) byl pozorovan marker CD68 znaCici pFitomnost makrofagli a pomoci barveni

hematoxylinem byla pozorovéana bunécna jadra (viz Obréazek 16).

CD68 marker byl také detekovan pomoci fluorescenéniho barveni s vyuzitim

primarni monoklonalni protilatky proti lidskému znaku CD68 a fluoroforem (Alexa Fluor®

488) znaCené sekundarni polyklonalni protilatky.

nabarvena s vyuZitim DAPI (viz Obrazek 17).

Jadra bunék byla vtomto pfipadé
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Obrazek 16: Snimek cytospinu s detekovanymi makrofagy (pomoci markeru CD68, hnédé

zbarveni). Modra barva predstavuje bunécna jadra barvena pomoci hematoxylinu.
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Obréazek 17: Snimek cytospinu nabarveného fluorescenénim barvivem pro vizualizaci markeru

CD68, a to pomoci sekundarni protilatky nesouci fluorofor Alexa Fluor® 488 (zelena barva).

Modra barva predstavuje bunécna jadra barvena DAPI.

36



5.4 Vyhodnoceni celkové bunéénosti a poctu alveolarnich makrofagd
a dal$ich imunitnich bunék v plicnich biopsiich ziskanych od pacient(

po transplantaci plic
Tkanové preparaty bioptovanych plic ziskanych od pacientli po transplantaci plic
byly barvené hematoxylinem, diky kterému bylo mozné stanovit celkovy pocet bunék
u vsech studovanych podskupin pacientl. Dale byly diky imunohistochemickému barveni
cilenému na markery CD68 a CD20 hodnoceny podty alveolarnich makrofagli (CD68%)
a B-lymfocytd (CD20%). Pomoci rozmérd analyzované plochy tkarovych preparatl
a zjisténého poctu bunék byla urcena hustota bunék. Hodnoty vySe uvedenych analyz jsou

znazornény v Tabulce 6.

Tabulka 6: Vyhodnoceni poctu a hustoty bunék u jednotlivych podskupin pacientd.

R NR
Efoﬁcrﬁgr&ésaé')alyzované 6,18 mm? (x 4,14) 5,45 mm? (+ 3,76)
e (opacetvsee 47 781 (+ 46 628) 23 698 (+ 16 286)
E%?@?;? t‘fg{; 7328 (+ 2 860) 4 696 (+ 1 365)
Primeérna hustota CD68* 52 (+ 24) 21 (+ 25)

bunék/mm? (+ SD)
Pozn.: R - skupina pacientli s chronickou rejekci

NR - skupina pacient(l bez rejekce plicniho transplantatu

SD — smérodatna odchylka

5.4.1 Vyhodnoceni celkové bunéénosti

PFi vyhodnocovani celkové bunécnosti v tkanovych preparatech u studovanych
podskupin pacientll po transplantaci plic (viz Tabulka 6) bylo zjisténo, Ze skupina pacient(
s chronickou rejekci plic vykazovala signifikantné vyssi pocet viech bunék na 1 mm?
(P=0,0155) nez skupina pacientll bez rejekce plicniho transplantatu (viz Obrazek 18).
Vyznamné rozdily celkové bunécnosti v tk&novych preparatech u studovanych podskupin
pacient( po transplantaci plic rovnéz potvrzuje vypocitana ROC kfivka (viz Obrazek 19
a Tabulka 7). Hodnota testu podle plochy pod kfivkou (88,9 %) ROC kfivky znaci vysokou

senzitivitu a selektivitu testu.
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Obréazek 18: Pocet bunék na 1 mm? u jednotlivych skupin pacientti po transplantaci plic

(NR — pacienti bez rejekce, R — pacienti s chronickou rejekci plic).
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Tabulka 7: Atributy testu srovnani celkové bunécnosti u studovanych podskupin pacientd.

Hodnota Konfidenéni interval

Senzitivita 0,83 0,36-0,99
Specificita 0,83 0,36-0,99
AUC (%) 88,89 69,41-100
Presnost 0,83 0,52-0,98
Pozitivni prediktivni hodnota 0,83 0,36-0,99
Negativni prediktivni hodnota 0,83 0,36-0,99
Pomér skutecné pozitivity 5 0,81-31,01
Pomér falesné pozitivity 0,2 0,03-1,24
Cutpoint 6236

Pozn.: AUC - plocha pod kFivkou

5.4.2 Vyhodnoceni poctu alveolarnich makrofag(

Na zakladé poctu alveolarnich makrofagli (CD68*; viz Obrazek 20) a analyzované
plochy tkanovych preparatll byla zjisténa hustota alveolarnich makrofagl v tkanich na
1 mm? (viz Tabulka 6). Skupina pacientli s chronickou rejekci plic vykazovala signifikantné
vy$si podet alveolarnich makrofagli na 1 mm? nez skupina pacientli bez rejekce plicniho
transplantatu (P=0,0440; viz Obrazek 21). Hodnoty ROC kfivky ukazuji na dobrou kvalitu
testu podle AUC, znaCici vysokou senzitivitu a selektivitu testu (76,4 %) (viz Obrazek 22
a Tabulka 8).
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Obréazek 20: Alveolarni makrofagy pozitivni na studovany marker CD68 (hnédg).
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Obréazek 21: Poget alveolarnich makrofagl na 1 mm? u jednotlivych skupin pacientl po

transplantaci plic (NR — pacienti bez rejekce, R — pacienti s chronickou rejekci plic).
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Obrazek 22: ROC kfivka testu pro srovnani poctu alveolarnich makrofagll u studovanych

podskupin pacientd.
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Tabulka 8: Atributy testu srovnani poctu alveolarnich makrofagl u studovanych

podskupin pacientd.

Hodnota Konfiden¢ni interval
Senzitivita 1,00 0,54-1,00
Specificita 0,67 0,22-0,96
AUC (%) 76,39 44,04-100,00
Presnost 0,83 0,52-0,98
Pozitivni prediktivni hodnota 0,75 0,35-0,97
Negativni prediktivni hodnota 1,00 0,40-1,00
Pomér skutecné pozitivity 3,00 0,97-9,3
Pomér fale$né pozitivity 0,00 0,00
Cutpoint 15

Pozn.: AUC - plocha pod kFivkou

5.4.3 Vyhodnoceni dalSich imunitnich bunék
PFi vyhodnocovani poctu B-lymfocytll v tkariovych preparatech bylo zjisténo, Ze
z celého souboru pacientl po transplantaci plic byli na tento studovany znak pozitivni pouze
dva pacienti z kazdé podskupiny pacientll. Podobného vysledku bylo dosazeno pfi
hodnoceni dalSich klinicky béZné pouzivanych znakd CD4, CD8 a znaku UCHL. Z tohoto
dlvodu nebylo moZné provést statistické vyhodnoceni ziskanych dat, a tedy relevantni
analyzu téchto znakd.
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6 Diskuse

Transplantace plic je moZnosti 1éCby pro peclivé vybrané pacienty v terminalni fazi
respiracniho selh&ni u onemocnéni plicniho parenchymu ¢i kardidlniho selhéni u primarni
a sekundarni plicni hypertenze. Z dlouhodobeho hlediska funkce transplantovaného $tépu je
jejim limitujicim faktorem chronicka rejekce plic (van Herck et al., 2017; Lischke, 2006;
Verleden et al., 2015). V soucasné dobé stale neexistuji spolehlivé prognostické markery,
diky kterym by bylo mozné urcit skupinu rizikovych pacient s vysokou pravdépodobnosti
rejekce Stépu. Ukazuje se, Ze analyza bunécného profilu bronchoalveolarni lavazni tekutiny
a plicnich biopsii by mohly vyznamné pFispét k urceni pacientll s rizikem této zavazné
komplikace (Nayak et al., 2016; Verleden, 2007). Tato préace se proto zaméfila na studium
bunécnosti a zastoupeni imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni tekuting a plicnich
biopsiich ziskanych béhem protokolarnich odbérd u pacient(i po transplantaci plic.

V prvni Casti této diplomoveé prace byl ve vzorcich bronchoalveolarni lavazni
tekutiny ziskanych od pacientli po transplantaci plic stanoven absolutni pocet bunék
imunitniho systému. U naSeho souboru pacientli se pocet bunék pohyboval v rozmezi
79-368 x 10%/L. V predchozich studiich byly zjistény podobné, &i mirné zvy3ené podty
leukocytli v bronchoalveolarni lavazni tekutiné u transplantovanych pacientd, a to
98-274 x 10°%/L (Vanaudenaerde et al., 2008) a 100-1700 x 10%L (Ward et al., 1998).
Absolutni pocty leukocytdl v bronchoalveolarni lavazni tekutingé byly taktéz hodnoceny
u zdravych jedinc(, ktefi byli dale rozdéleni na skupinu nekufakd (48-180 x 10%/L) a skupinu
kuFakd (81-455 x 10%/L), mezi nimiz byl zjistén signifikantni rozdil (Heron et al., 2012).
Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze néktefi nasi transplantovani pacienti maji zvysené absolutni
pocty leukocytl oproti zdravym kontrolam. Zdali pocet bunék v bronchoalveolarni lavazni
tekuting souvisi s vysSim rizikem rejekce bude urcité pfedmétem dalSiho studia.

Déle byly hodnoceny zé&kladni populace imunitniho systému: lymfocyty,
monocyto/makrofagova linie a neutrofily v bronchoalveolarni lavazni tekuting. V' nasi studii
predstavovaly lymfocyty prevazujici populaci bunék imunitniho systému s prdmérnym
zastoupenim 41,9 %. Buriky monocyto/makrofagové linie se vyskytovaly v zastoupeni
33,5 % a neutrofildl bylo ze vSech hlavnich populaci imunitniho systému nejméng, a to
15,1 %. V dfivéjSich studiich bylo popsano zastoupeni jednotlivych imunitnich populaci
u dlouhodobé stabilnich pacientli po transplantaci plic, které se pohybovalo okolo 5-19 %
lymfocytl, 71-94 % makrofagl a 4-12 % neutrofilll (Slebos et al., 2002; Tiroke et al., 1999).

Béhem akutni rejekce Stépu vSak byla zjisténa zvySend variabilita v relativnim poctu
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lymfocytl (10-60 %), makrofagll (30-70 %) a taktéz zvyseni poctu neutrofilnich granulocyt(i
(15-30 %) (Greenland et al., 2014; Tiroke et al., 1999). Namérené hodnoty u nasich pacientd
byly velmi variabilni: lymfocyty (3,3-84,8%), makrofagl (5,4-81,8 %) a neutrofilnich
granulocytd (1,5-60,8 %). Dlvodem této heterogenity mdze byt rozdilna primarni diagnoza,
klinicky stav pacienta, rozdilna lé¢ba a dalsi parametry, které budou vyhodnoceny pfi ziskani
dat u vétsiho souboru pacientd.

Hlavni populaci, kterd je v bronchoalveolarni lavazni tekutiné zastoupena, je
monocyto/makrofagova linie. Z naSich vysledkd vyplyva, Ze Gast studovanych pacient,
u kterych bylo zjisténo zastoupeni této populace nad 70 %, vykazuje fenotyp dlouhodobé
stabilnich pacientll bez rizika rejekce transplantovaného Stépu (Slebos et al., 2002; Tiroke
et al, 1999). Zatimco pacienti s nizkym procentudlnim zastoupenim bunék
monocyto/makrofagové linie mohou patfit do skupiny s vyssim rizikem rejekce (Greenland
et al., 2014; Tiroke et al., 1999). Tuto hypotézu bude nutno ovéfit v asociaci s klinickymi
parametry u jednotlivych pacient(.

Dale jsme provedli detailnéjsi analyzu subpopulaci lymfocytl, kdy bylo zjisténo
majoritni zastoupeni CD3* T-lymfocytl (70,6 %). V rdmci T-lymfocytl byl v nasi skupingé
pacientl zaznamenan pomér primeérného zastoupeni CD4* a CD8* T-lymfocytl 1,0 + 0,1.
Jiz dfive publikované poméry CD4" a CD8" populaci se lisi mezi jednotlivymi studiemi
a nachazi se v rozmezi mezi 0,8 £ 0,5 (Griffith et al., 1988) a 3,0 £ 1,1 (Tiroke et al., 1999).
V literatufe se uvadi, Ze CD4* T-lymfocyty hraji dilezitou roli v patogenezi rejekénich
komplikaci, a to diky prezentaci alloantigenti pomoci HLA antigend I1. tfidy. Jejich vyssi
poCty se nachazeji predevsim u pacientl s rejekci (Duncan et al., 2002). Stejni autofi uvadéji,
ze nenalezli rozdily mezi CD8* T-lymfocyty mezi pacienty bez komplikaci a s chronickou
obliterujici bronchiolitidou (Duncan et al., 2002).

Dilezitou populaci CD4* T-lymfocytd u transplantovanych plic jsou regulacni
T-lymfocyty zajiStujici transplantacni toleranci a jejich snizené mnozstvi (<3,2 %) bylo
asociovano s rozvojem chronické rejekce (Bhorade et al., 2010). Dalsi studie poukazala na
spojitost mezi pritomnosti specifické populace regulaénich T-lymfocytli (CD3+CD4+CD25
hiFoxP+CCR7+) a dlouhodobé stability plicniho Stépu (Gregson et al., 2010). U naSich
pacientd jsme nalezli nizké zastoupeni regulacnich T-lymfocytl 2,3 %.

DalSi vyznamnou populaci v bronchoalveolarni lavazni tekuting, kterou jsme
sledovali v ramci lymfocytl, byly NK buriky s primérnym zastoupenim 12,4 %. Greenland
et al. (2014) ve své studii popsal asociaci mezi poftem NK bunék
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v bronchoalveolarni lavazni tekutiné a akutni rejekci Stépu a infekci po transplantaci plic.
Pacienti s infekci po transplantaci plic vykazovali procentualni zastoupeni NK bunék nad
5 %, zatimco pacienti s rejekci Stépu hodnoty pod 5 %. Stejné nalezy byly také popsany
u mysich modell popisujicich vyznamnou roli NK bunék vtoleranci vici
transplantovanému Stépu a zaroven ochrané proti chronicke rejekci plic (Jungraithmayr
et al., 2013). Déle jsme se zaméfili na B-lymfocyty, které jsme u naSich pacient(i detekovali
s prdmérnym zastoupenim 0,8 %. Je vSeobecné znadmo, Ze B-lymfocyty jsou
v bronchoalveolarni lavdzni tekuting zdravych kontrol zastoupeny pouze minoritné. Jejich
zastoupeni obvykle nepfesahuje 5 % (Harbeck, 1998). V bronchoalveolarni lavazni tekutiné
transplantovanych plic je pocet B-lymfocyt(i podobny, nicméng jejich procentualni narGst
po transplantaci plic byl asociovan s akutni rejekci Stépu (Greenland et al., 2014).

Déle jsme sledovali dva pacienty po transplantaci plic v ¢ase. U jednoho z nich
nedoSlo ke zméndm v zastoupeni hlavnich imunitnich populaci, ovsem druhy pacient
vykazoval narlst v poctu bunék monocyto/makrofagové linie a neutrofil(i. Slebos et al.
(2002) ve své studii analyzoval skupinu pacientli po transplantaci plic z hlediska zmén
v imunitnich populaci v dobé 75, 76-400 a 401-800 dni po transplantaci, pficemz
zaznamenal pouze mirny pokles lymfocytarni populace. Nardst poctu neutrofilli v Case
pozorovany u nami studovaného pacienta mize svédCit o infekénich komplikacich nebo
progresivnimu zanétlivému procesu (Benigni et al., 2014; Bonnet et Walsh, 2004)
predpokladat infekéni komplikace nebo moznost rejekce. Zaroven byl u obou pacient
zaznamenan snizujici se pomér CD4* a CD8* T-lymfocytarnich populaci. Tento vysledek
byl popsan i v dfivéjsi studii, kdy s pFibyvajicim ¢asem po transplantaci plic klesal pomér
CD4*/CD8* lymfocytli z dlivodu snizujiciho se po¢tu CD4* bunék v bronchoalveolarni
lavazni tekutiné (Crim et al., 1996). Studium zmén v zastoupeni bunécnych populaci
v rliznych obdobich po transplantaci mdze vyznamné prispét k pochopeni Gasové osy
imunitnich mechanizmd u transplantovanych jedincd.

PFi srovnani zakladnich imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni tekutiné
ziskané od pacientll po transplantaci plic s rozdilnymi primarnimi diagn6zami CHOPN
a IPF nebyl zjistén vyznamny rozdil. Tato data bude nutno ovéfit na vétSim souboru
pacient(l.

V dalSi Casti naSi studie jsme se zamérili na analyzu celkové bunécnosti a poctu
alveolarnich makrofagll a dalSich imunitnich bunék v plicnich biopsiich ziskanych od

pacientll po transplantaci plic pomoci inovativni automatické zobrazovaci a analyzaéni
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technologie TissueFAXS. Vyznamné veétSi celkova bunécnost plicnich biopsii byla
prokazana u podskupiny pacientd s chronickou rejekci plic v porovnani s pacienty, u kterych
k rejekci plicniho transplantatu nedoSlo. Dle naSich znalosti nebyl tento parametr zatim
u plicnich tkéni pacientd po transplantaci plic studovan. Vyhodou systému TissueFAXS je
moznost automatické analyzy nadstandardnich ploch bioptované tkané (desitky mm?), coz
klasickou mikroskopickou technikou neni mozné. NaSe studie naznaCuje vyuZitelnost
automatické analyzy oblasti bioptované tkané pomoci automatického zobrazovaciho
a analyzacniho systému TissueFAXS.

NaSe studie tak poukazuje na souvislost nizké celkové bunécnosti plicni tkané
u pacientl bez rejekce plicniho transplantatu s moznou dobrou prognézou po transplantaci
plic. PFi porovnani poctu plicnich makrofagl byl také pozorovan rozdil u studovanych
podskupin pacientd po transplantaci plic, kdy vys$si vyskyt makrofagl byl u pacient(
s rejekci. Tyto nalezy jsou ve shodé se soucasnou teorii vzniku chronické rejekce, kdy se
predpoklada dlezita role donor-specifickych protilatek (DSA) (Hachem et al., 2010; Liu
et al., 2016; Nayak et al., 2016). Ukazuje se, Ze klicovou Glohu v tvorbé DSA hraji donor-
specifické makrofagy (Liu et al., 2016; Nayak et al., 2016). DileZity je i nalez, Ze 94-100 %
AM pfitomnych v bronchoalveolarni lavazni tekutiné bylo odvozeno od darce a AM od
prijemce nebyly detekovany viibec (Nayak et al., 2016). Nayak et al. (2016) navic prokazal,
Ze i po 3,5 letech po transplantaci je vétSina AM (>87 %) v bronchoalveolarni lavazni
tekuting plic plvodem od darce. PrestoZe je potreba naSe vysledky potvrdit na vétSim
souboru pacientd, ukazuje se, Ze vyhodnoceni celkové bunécénosti a poctu makrofagl plicni
tkané by mohlo byt vhodnym prognostickym markerem u pacient(l po transplantaci plic.

NaSe studie prokazala, Ze charakterizace komplexniho bunécného profilu
bronchoalveolarni lavazni tekutiny a plicnich biopsii, véetné marker( aktivace, mlze pFispét
k identifikaci rizikovych pacientd, u kterych hrozi ¢asnéjsi nastup chronické rejekce a ktefi
by profitovali z individualizace imunosupresivniho reZzimu. NaSe pilotni nalezy musi byt
ovéfeny na Vvetsim souboru pacientll a podskupinach dle klinickych a laboratornich

parametrd.
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7 Zaver

V rédmci diplomové préce byly ve vzorcich bronchoalveolarni lavazni tekutiny
ziskanych od pacientdl po transplantaci plic stanoveny absolutni poéty bunék a zakladni
populace bunék imunitniho systému. Lymfocyty pfedstavovaly pfevaZzujici populaci bunék
imunitniho systému, poté buniky monocyto/makrofagové linie a nejméné bylo ze vSech
hlavnich populaci imunitniho systému neutrofild. Detailnéjs$i analyzou subpopulaci
lymfocytl bylo zjisténo majoritni zastoupeni CD3* T-lymfocytl, u kterych bylo
zaznamenano shodné primeérné zastoupeni CD4" a CD8* T-lymfocytl. Minoritnimi
populacemi lymfocytl obsazenymi v bronchoalveolarni lavazni tekutiné byly NK buriky
a B-lymfocyty. U dvou pacientl po transplantaci plic byla sledovana zména v zastoupeni
zakladnich imunitnich populaci v €ase. Zastoupeni zakladnich imunitnich populaci bylo
rovnéz stanoveno u pacientd po transplantaci plic s rozdilnymi primarnimi diagnézami.

Dalsi cast diplomové prace se zaméfila na analyzu celkové bunécnosti a poCtu
alveolarnich makrofagll a dalSich imunitnich bunék v plicnich biopsiich ziskanych od
pacient(l po transplantaci plic. U téchto pacient(l bylo znamo, zdali doslo k rozvoji chronické
rejekce plic, nebo se jednalo o pacienty, u kterych k rejekci nedoSlo. Inovativni technikou
automatického zobrazovaciho a analyzalniho systemu TissueFAXS byla zjisténa
signifikantné vétsi celkova bunécnost a pocet alveolarnich makrofagli plicnich biopsii
u podskupiny pacientd s chronickou rejekci plic v porovnani s pacienty, u kterych k rejekci
plicniho transplantatu nedoslo.

Ackoli je potreba nase nalezy potvrdit na vétSim poctu pacientli, ukazuje se, Ze
vyhodnoceni celkové bunéénosti a poétu alveolarnich makrofagl plicni tkané by mohlo byt
vhodnym prognostickym markerem u pacientdl po transplantaci plic. Nase nalezy také
dokazuji vyuzitelnost automatické analyzy oblasti bioptované tkané pomoci automatického
zobrazovaciho a analyzacniho systému TissueFAXS.
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