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Abstrakt

Transplantace plic je vyznamnou lééebnou moZnosti pro vybranou skupinu
pacienti v terminalnim stadiu plicnich onemocnéni. Nasledné komplikace,
kam patii rizné typy rejekci a infekci u pacientti po transplantaci plic komplikuji
dlouhodobé piezivani pacientd ajsou hlavnimi pfi¢inami Gmrti.  Stav
transplantovaného $tépu u pacientd po transplantaci plic se posuzuje na zakladé
transbronchialni biopsie Stépu. V soucasné dobé jsou vyhleddvany nové
neinvazivni diagnostické metody, které by urcovaly rizikové pacienty s velkym
rizikem vyskytu rejekci. Jednou z moznosti vyuziti je imunofenotypizace bunék
bronchoalveolarni lavazni tekutiny od pacienti po transplantaci plic pomoci
prutokové cytometrie.

V experimentalni ¢asti prace byla provedena imunofenotypizace hlavnich
imunitnich populaci v bronchoalveolarni lavazni tekutiné odebrané pacientim
po transplantaci plic neinvazivni metodou bronchoalveolarni lavaze. Pomoci
prutokového cytometru bylo detekovano, Ze nejvice zastoupenou hlavni populaci
imunitnich bun€k byly makrofagy, populace lymfocyta a neutrofili tvofily
minoritni zastoupeni. Dale bylo analyzovano procentualni zastoupeni populace T-
lymfocyti, NK bungk, B-lymfocyta asubpopulace T-lymfocytd (CD4" T-
lymfocyty, CD8" T-lymfocyty a CD4" regula¢ni T-lymfocyty) v bronchoalveolarni
lavazni tekuting.

V diplomové praci bylo dale porovnavano procentudlni zastoupeni populaci
imunitnich bun€k v bronchoalveolarni lavazni tekutiné u podskupin pacientli
po transplantaci plic s odbérem v dobé akutni rejekce a bez akutni rejekce.

Byly porovnany  procentualni  zastoupeni  populaci  imunitnich  bunék



v bronchoalveolarni lavazni tekutiné¢ a V periferni krvi. Imunocytochemickym
barvenim bun€k byly vizualizovany vybrané znaky na populaci makrofagl

na cytospinech.
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Abstract

Lung transplantation is a significant treatment option for a select group of patients
having terminal lung diseases. Subsequent complications involving different types
of rejections and infections in lung transplant patients prevent from long-term
survival of those lung transplant patients and are the major causes of death. Status
of transplant graft in lung transplant patients is assessed by transbronchial graft
biopsy. New non-invasive diagnostic methods which would identify high-risk
patients with a high risk of rejection are currently being sought. One of the options
of the application is immunophenotyping of bronchoalveolar lavage fluid from lung
transplant patients using flow cytometry.

The experimental part of the thesis performs the immunophenotyping of the major
immune populations in bronchoalveolar lavage fluid that was taken from lung
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Cile prace

e Vypracovani literarni reSerSe na téma transplantace plic, komplikace
po transplantaci plic a imunofenotypizace bunc¢k bronchoalveolarni lavazni
tekutiny.

e Imunofenotypizace bunék bronchoalveolarni lavdzni tekutiny u pacientl
metodou pritokové cytometrie.

e Porovnani procentualniho  zastoupeni populaci imunitnich  bunék
v bronchoalveolarni lavazni tekutiné u podskupin pacientt po transplantaci
plic s akutni rejekci a bez akutni rejekce.

e Srovnani  procentudlni  zastoupeni  populaci  imunitnich  bunck
Vv bronchoalveolarni lavazni tekutiné a v periferni krvi.

e Imunocytochemické barveni bun¢k proti znaku CD68 a CD14 na cytospinech

z bronchoalveolarni lavazni tekutiny od pacientii po transplantaci plic.

e Analyza vysledki a porovnani s klinickymi daty.



1 UVvOD

Transplantace plic je Vv soucasnosti zavedenou lé¢ebnou metodou pacientd
se zavaznym plicnim onemocnénim, u nichz byly vycerpany vsechny konzervativni
metody 1é¢by. Doslo k vyznamnému pokroku v oblasti prezervace organu,
chirurgickych technik, imunosupresivnich terapeutickych latek a monitorovani
funkce alostépu u piijemct po transplantaci plic (Whitson et al., 2014).

V soucasné dobé€ jsou vyhleddvany nové neinvazivni diagnostické metody, které
by urcovaly rizikové pacienty s velkym rizikem vyskytu rejekci. Jednou z moznosti
vyuziti je cytometrie s detekci imunofenotypizace bronchoalveolarni lavazni tekutiny
(BALT) u pacientd po transplantaci plic. Analyza BALT ziskané neinvazivni
metodou bronchoalveolarni lavaze (BAL), by mohla byt uziteCna pii zjiSténi
pravdépodobnosti vyskytu rejekci.

Teoretickd cast diplomové prace byla zaméfena na transplantaci plic,
komplikace po transplantaci plic (hyperakutni, akutni, chronickou rejekci a infekci)
a metodu BAL. V dalsi ¢asti byly popsany populace imunitnich bunék. V posledni
kapitole teoretické cCasti byly shrnuty metody pratokova cytometrie
a imunocytochemie.

V ramci experimentalni ¢asti byla provedena imunofenotypizace bunck v BALT
od pacienti po transplantaci plic pomoci pratokové cytometrie. Vysledky
byly porovnavany s procentualnim zastoupenim populaci imunitnich bunék v BALT
u podskupin pacientd po transplantaci plic s akutni rejekci a bez akutni rejekce.
Dale bylo provedeno imunocytochemické barveni bun¢k proti znaku CD68 a CD14

na cytospinech z BALT od pacientii po transplantaci plic.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Historie transplantace plic

Transplantace plic dospéla pocatkem 80. let 20. stoleti k tspésné 1é¢bé vybranych
pacientti v kone¢ném stadiu plicniho onemocnéni (Christie et al., 2012). Trvalo
nékolik desetileti, nez se dosdhlo téchto tuspéchi experimentdlnimi studiemi
a klinickymi pokusy. Vyvoj na rutinni proceduru byl ¢asoveé delsi nez U jinych typt
transplantaci v disledku hojeni bronchialni anastomoézy (propojeni cév transplantatu
a prijemce), vysoké imunogenicity plic (schopnosti vyvolat imunitni odpovéd)
S nutnosti iImunosuprese a podstatnym rizikem vyskytu plicni infekce (Venuta a Van
Raemdonck, 2017).

Prvni pokusy transplantace plic byly zaznamenany na psech. V roce 1946
se Vladimir Petrovi¢ Démichov pokusil o jednostrannou transplantaci plic psa,
nicméné doslo k selhani transplantatu (Langer, 2011).

Prvni uspé$na transplantace u ¢lovéka byla provedena Jamesem Hardym
ajeho tymem Vroce 1963 na univerzité v Mississippi. Nicméné pacient zemiel
po osmnacti dnech na selhani ledvin (Hardy et al., 1963). James Hardy prokazal
moznost technicky uspéSné transplantace plic a vyvolal tak celosvétové zajem
o0 tuto metodu (Lischke, 2006).

Mezi lety 1963-1983 bylo provedeno piiblizn¢ 40 transplantaci plic, avSak
bez dlouhodobého pieziti pacientti (Grover et al., 1997). V 80. letech byl zvySeny
zajem o transplantaci hrudniku s objevem nové imunosupresivni latky cyklosporinu
A vedouci k dramatickému pokroku v oblasti transplantace plic (Lima et al., 1981;
Goldberg et al., 1983). Cyklosporin A se stal od svého zavedeni zakladnim kamenem
imunosupresivnich rezimi a pfispél ke zlepSeni vysledkti pro pieziti pacientd
po transplantaci plic (Lloveras, 2004).

Vroce 1981 byla ve Stanfordu hlasena prvni Gspé€$na kombinovana
transplantace srdce a plic (Reitz et al., 1982). V roce 1983 byla provedena uspésna
jednostranna transplantace plic u pacientt s plicni fibrézou na univerzité v Torontu
(Toronto Lung Transplant Group, 1986), nasledovana oboustrannou transplanta¢ni
technikou. V dnesni dob¢ je bilateralni sekvenéni transplanta¢ni technika (postupna

implantace jedné a poté druhé plice) béZné¢ uZivana, protoZe zlepSuje hojeni



dychacich cest a také predchazi kardiopulmondlnimu bypassu (mimotélnimu

krevnimu ob¢hu) (Reitz et al., 1982).

2.2 Transplantace plic v Ceské republice

Program plicnich transplantaci byl v Ceské republice zahajen tymem profesora Pavla
Pafka na Ill. chirurgické klinice 1. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni
nemocnici Motol v Praze prvni transplantaci plic provedenou 22.12.1997.
Této operaci predchazela dvouletd piiprava ve spolupraci s profesorem Walterem
Klepetkem ve Vidni (Pozniak et al., 2015). Ve Fakultni nemocnici Motol se provadi
od roku 2016 pies 40 transplantaci ro¢né, pfiCemz v roce 2018 byly transplantovany
plice 42 pacientim (Koordina¢ni stfedisko transplantaci (KST): https://www.kst.cz/
(5. 3. 2019)).

2.3 Indikace, kontraindikace a vybér prijemci

Transplantace plic je indikovana u vybranych pacientl s chronickym onemocnénim
plic v kone¢ném stadiu, u kterych selhava nebo neni k dispozici uc¢inna lé¢ebna
terapie (Orens et al., 2006). U téchto pacientl jsou vycerpany vSechny konzervativni
lécebné moznosti a jejich ocekdvana doba pieziti se pohybuje pod 12-18 mésict
(Lischke, 2006). Primarnim cilem transplantace plic je zlepSeni kvality zivota
piijemct a prodlouzit délku jejich zivota (Trulock et al., 2005). Mezi typy plicnich
onemocnéni indikovanych k transplantaci plic fadime: obstruk¢éni, Septické,
fibrotické a cévni onemocnéni. Nejéastéj$imi onemocnénimi vedouci k indikaci
transplantaci plic jsou: chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN), idiopaticka
plicni fibroza (IPF), cysticka fibroza (CF), emfyzém plic (as-antitrypsin deficience)
a primarni plicni arterialni hypertenze (Christie et al.,, 2012). Rostouci pocet
programu transplantace plic vedl Kk zvySujicimu se poctu pacientli uvedenych
na cekaci listin€, a to v disledku nedostatku vhodnych organti a vyvoji ptisnéjsich
kritérii pro kandidaturu. Proto hraje zasadni roli vybér pfijemcu, ktefi by spliovali
tato kritéria pro transplantaci plic a vykazovali by pfiznivé vyhlidky do budoucna
(Orens et al., 2006).

Mezi relativni kontraindikace pro transplantaci plic fadime:

e Osoby ve véku star$i nez 65 let (Trulock et al., 2005)

e Kriticky nebo nestabilni klinicky stav


https://www.kst.cz/

e Velmi omezeny funk¢ni stav se Spatnym rehabilitacnim potencidlem

e Kolonizace vysoce rezistentnimi nebo vysoce virulentnimi bakteriemi,
houbami nebo mykobakteriemi (Orens et al., 2006)

e Zavazni obezita s indexem t&lesné hmotnosti vy$si nez 30 kg-m? (Kanasky et
al., 2002)

e Zavazna nebo symptomaticka osteopordza

e Mechanickd ventilace (vybrani pacienti bez dalSich akutnich
nebo chronickych organovych dysfunkci) (Orens et al., 2006)

e Jiné zdravotni stavy, které nezptisobuji poskozeni organii v kone¢ném stadiu
(diabetes mellitus, systémova hypertenze, onemocnéni peptického viedu
(Zalude¢niho  viedu),  gastroezofagealni  reflux  (jicnovy  reflux)
nebo ischemicka choroba srde¢ni) (Parekh et al., 2005).

Absolutni kontraindikace pro transplantaci plic:

e Vyskyt maligniho onemocnéni v poslednich dvou letech (s vyjimkou kozni
skvamozni malignity a malignity bazalnich bunék)

e Pokrocila dysfunkce hlavnich organt (napf. srdce, jater nebo ledvin),
vyznamné poskozeni funkce levé komory, pacienti s koronarnim
onemocnénim tepen

e Chronicka extrapulmonarni infekce vcetné chronické aktivni virové
hepatitidy B, C a virus lidské imunodeficience (HIV)

e Vyznamna deformita hrudni stény/patete

e Neudrzitelny psychiatricky nebo psychologicky stav spojeny s neschopnosti
spolupracovat nebo dodrzovat Iékaiskou 1é¢bu

e Absence disledné nebo spolehlivé socialni podpory

e Zavislost na latce (napf. alkohol, tabak nebo narkotika), bud’ aktivni

nebo béhem poslednich 6 mésict (Orens et al., 2006).

2.4 Cekaci listina

Nejdiive bylo pfidéleni plic zaloZeno ve Spojenych statech pouze na ¢ekaci listing,
kde nebyl kladen daraz na zavaznost onemocnéni nebo potencialni pfinos
po transplantaci plic. Mnoho pacientti bylo umisténo na ¢ekaci listinu nezavisle
na zavaznosti onemocnéni. V piipad€, ze byl dostupny darcovsky organ a pacienti

se nachazeli na pofadniku v ¢ekaci listing, byla provedena transplantace.



v

Casto neprezili v disledku dlouhé ¢ekaci doby (Egan et al., 2006).

V roce 2005 byla zavedena nova strategie pro alokaci plic na zékladé vypoctu
plicniho alokaéniho skoére (LAS) (Egan et al., 2006). Vypocet LAS je zalozen
na mite naléhavosti (predpokladany pocet dni pteziti bez transplantace béhem
nasledujiciho roku na ¢ekaci listin€) a méfitku pravdépodobnosti (ocekavany pocet
dni pfeziti béhem prvniho roku po transplantaci) (Iribarne et al., 2009).

Cilem rozvoje aloka¢niho systému bylo snizit imrtnost pacientti na ¢ekaci
listiné, upfednostnit kandidaty na zaklad¢ lékatské naléhavosti a sniZit dobu
na ¢ekaci listiné vzhledem k priorité ziskani darcovského organu (Egan a Edwards,
2016). B¢éhem cekaci doby jsou pacienti v pé¢i oSetfujicich Iékait. Nejdiive
je pacientim poskytnuta rehabilitacni péce, aby byli co nejlépe pripraveni
Kk planované operaci. Cilem rehabilitacni péce je posilit svalstvo a zlepSit nutri¢ni
stav pacienta (Lischke, 2006).

V Ceské republice dochazi pacienti kazdé tii mésice na pravidelné kontroly
do transplanta¢niho centra Fakultni nemocnice Motol v Praze. Pacientim se hodnoti
rychlost progrese zakladniho onemocnéni anasledné¢ je aktualizovano

piredtransplanta¢ni vySetteni (Lischke, 2006).

2.5 Darce a odbér plic

Pfidéleni darcovského organu potencialnimu pfijemci je ovlivnéno nékolika kritérii
na zaklad¢, Kkterych je posuzovana kvalita  darcovského  organu.
Nicméné transplantace plic zGstdva stidle omezena poctem dostupnych organd,
které by spliovaly kritéria, na rozdil od jinych transplantovanych organt (Yeung
a Keshavjee, 2014).

Pfi hodnoceni darcovského organu je posuzovana shoda s krevni skupinou
systému ABO ptijemce, velikost organti a schopnost vymény plynt (Boasquevisque
et al., 2009). Provadi se rentgenové vySetieni hrudniku a bronchoskopie, které slouzi
k vylouceni hrubé infekce nebo anatomické abnormality. RovnéZz se vykondva
kone¢né makroskopické pozorovani plic (Yeung a Keshavjee, 2014).

V ptipadé, Ze je organ odebran z lidského téla je vystaven ischemickému
a reperfuznimu poskozeni, coz mize mit za nasledek docasnou nebo trvalou

dysfunkci organu po transplantaci. Ulohou prezervace plic je minimalizovat



ischemické ucinky zachovanim funkéni a morfologické integrity plic, ¢imz dochazi

ke zlepseni funkce plic (de Perrot et al., 2003).

2.6 Operace

Mezi nejznaméjsi transplantacni postupy se fadi jednostranna a bilateralni
transplantace plic. Vybér pfislusného postupu se odviji na zéaklad¢ indikaci
transplantace a prijemce, stejné jako na dostupnosti organti od darce (Thabut et al.,
2008; Weiss et al., 2009). Dale jsou zavadény nové transplantacni postupy napf.
transplantace plicnich lalokt a transplantace lalokd od Zzivych darct, za ucelem
minimalizace traumat po operaci a maximalniho vyuziti organt. V piipadé
transplantace plicnich lalokli je umoznéno malému pfijemci implantovat
pouze laloky vétsiho darce. Zatimco transplantace lalokd od Zivych darct poskytuje
dva plicni laloky od dvou ptibuznych osob (Lischke, 2006).

2.7 Komplikace po transplantaci plic

A

Mezi nejbézn€jsi komplikace po transplantaci plic, které jsou rovnéz hlavnimi

pri¢inami umrti, fadime primarni dysfunkci §t€pu (PGD), rejekce a infekce.

2.7.1 Primarni dysfunkce $tépu

V ¢asném pooperacnim obdobi se PGD vyskytuje u 10 az 25 % piijemct
po transplantaci plic. Jedna se o hlavni pti¢inu morbidity a mortality a je zptisobena
ischemickym poskozenim transplantované plice béhem jeji manipulace (Christie et
al., 2005). Navic pacienti po PGD maji dlouhodobé zhorSenou plicni funkci
a predpoklad k zvySenému vyskytu bronchiolitis obliterans syndromu (BOS),
ktery je projevem chronické rejekce $tépu (Daud et al., 2007). PGD je akutnim
stavem projevujicim se b&hem nékolika hodin po transplantaci plic, kdy vznika

plicni edém (Christie et al., 1998).

2.7.2 Rejekce

Rozeznavame nékolik typi rejekci plicniho §tépu jako je hyperakutni, akutni
(celularni a humoralni) a chronickou rejekci. V roce 1996 byla aktualizovana
klasifikace rejekce plicniho §tépu dle Mezinarodni spole¢nosti pro transplantaci srdce
a plic (ISHLT) (Yousem et al., 1996) a piezkoumana v roce 2007 (Stewart et al.,
2007a) (Tab. 1).



Tab. 1 Rejekéni stupné dle ISHLT

1996 2007
A. Akutni rejekce A. Akutni rejekce
AO0- normalni Stupen 0- zadna
Al- minimalni Stupeit 1- minimalni
A2- mirna Stupeil 2- mirna
A3- stiedni Stupen 3- stfedni
Ad- t&zka Stupen 4- tézka
B. Zanét dychacich cest B. Zanét dychacich cest
BX- nehodnotitelny vzorek
BO- Zadna Stupen 0- zadna
B1- minimalni Stupen 1R- nizka
B2- mirna Stupeii 2R- vyssi
B3- stfedni Stupent X- nedostupna
B4- tézka
C. Chronicka rejekce dychacich cest C. Chronicka rejekce dychacich cest
Bronchiolitis obliterans Obliterujici bronchiolitida
a- aktivni 0- neptitomna
b- neaktivni 1- ptitomna
D. Chronicka vaskularni rejekce D. Chronicka vaskularni rejekce

zrychlena ateroskleréza plicnich cév zrychlena ateroskleréza plicnich cév
Stépu Stépu

2.7.2.1 Hyperakutni rejekce

Objevuje se béhem prvnich minut az hodin po transplantaci plic. Je zptisobena
piitomnosti donor-specifickych protilatek proti lidskym leukocytarnim antigenim
(HLA) darce, které se nachazeji v pfijemci jiz pied transplantaci. Tyto protilatky
indukuji aktivaci komplementu a stimulaci endotelovych bunék. Nasledné zpusobuji
cévni trombdzu a poskozuji §tép. V soucasné dobé se hyperakutni rejekce vyskytuje
ziidka z duvodu piedtransplanta¢ni kontroly kompatibility s krevni skupinou systému

ABO a vylouc¢eni ptitomnosti HLA protilatek v piijemci (Moreau et al., 2013).

2.7.2.2 AKutni rejekce

Vyskytuje se vrozmezi prvniho tydne az n€kolika mésict po transplantaci plic
a je zpusobena imunitni odpovédi fizenou proti §tépu (Mengel et al., 2012).
Nejcastéjsi formou akutni rejekce je akutni celularni rejekce (ACR),
ktera je S nejvétsi pravdépodobnosti diagnostikovana béhem prvnich 6 mésict

po transplantaci plic (Hopkins et al., 2002). Aloreaktivni T-lymfocyty pfijemce



reaguji pfimo nebo nepiimo na HLA darce a iniciuji odmitnuti alostépu plic
(Martinu et al., 2009). Mezi rizikové faktory pro ACR fadime nesoulad s HLA darce
a piijemce (Quantz et al., 2000) a geneticky determinované rozdily ve vrozené
a adaptivni imunologické odpovédi pfijemce na alostép (Girnita et al., 2008;
Colobran et al., 2009). Mechanismy vedouci k akutni rejekci nejsou zcela objasnény
a predpoklada se, ze odpoveéd’ piijemce na alostép je modulovana nesouladem HLA
mezi darcem a pfijemcem, faktory prostiedi, rovnéz povahou i intenzitou
imunosuprese a infekci (Martinu et al., 2009).

Diagn6za ACR je zaloZena na pfitomnosti zanétlivych perivaskularnich
infiltratd nebo zanétlivych infiltratd dychacich cest, které jsou slozeny pievazné
z aktivovanych lymfocytl, ale také eozinofilli, neutrofili a plazmatickych bunék
(Husain et al., 2013). Histopatologické vysSetieni plicni tkané odrazi zavaznost
perivaskularniho nebo peribronchialniho zanétu v plicnim alostépu a na zakladé
kritérii dle ISHLT je hodnocen rejekéni stupenn ACR (Stewart et al., 2007a).

ACR, stupen A

Zanétliva perivaskularni infiltrace tvofi zaklad ACR stupné A. Dle distribuce
a intenzity infiltrace rozlisujeme nasledujici stupné ACR.

e Stupen AX: nehodnotitelny vzorek, neporusena plicni tkan nebo tepénka

a zilka, coz vylu€uje stanoveni piitomnosti/neptitomnosti perivaskuldrnich

infiltrati

e Stupen AO: (bez  akutni  rejekce) normalni  plicni  parenchym
bez perivaskularnich infiltrata

e Stupen Al: (minimalni akutni rejekce) roztrouSené perivaskuldrni infiltraty,
vzacné eozinofily, bez endotelitidy (postizeni cév)

e Stupen A2: (mirnd  akutni rejekce) Casté  perivaskuldarni infiltraty

z aktivovanych lymfocytti, plazmacytoidnich lymfocyti a makrofagu,

eozinofild, pritomna endotelitida

e Stupen A3: (stftedni akutni rejekce) husté perivaskuldrni infiltraty
mononuklearnich bun¢k a endotelitidou rozsifeny do alveolarnich stén,
ptitomné eozinofily a neutrofily

e Stupen Ad: (t¢zka akutni rejekce) difuzni perivaskularni, intersticidlni

a alveolarni infiltraty mononukledrnich zanétlivych bunék, poskozeni



plicnich bungk, endotelitidy, nekréza epitelidlnich bun€k, hyalinnich

membran, krvaceni, pfitomné neutrofily (Husain et al., 2013) (Obr. 1).

Zianét dychacich cest, stupen B

Zanét dychacich cest muze byt pfitomen V neptfitomnosti perivaskuldrnich

infiltratd. Infiltraty stupné B predstavuji klinicky vyznamny typ akutni rejekce.

Bylo prokazano, ze jsou velmi silnym rizikovym faktorem pro vyvoj chronické

rejekce.

Stupen BX: nehodnotitelny vzorek

Stupent BO: bez ditkaz(i zanéth dychacich cest

Stupen B1 (B1R): (minimalni zanét dychacich cest) nékolik aktivovanych
lymfocytll a plazmatickych bun€k v podslizni¢ni vrstvé praduSinek, vzacné
eozinofily, neni pozorovana ptitomnost lymfocytl uvnitt epiteli a poskozeni
epitelt

Stupen B2 (B1R): (mirny zanét dychacich cest) vétsi mononuklearni bunky
V podslizniéni  vrstvé priduSinek, vice eozinofild, malo neutrofil
a plazmatickych bunck

Stupen B3 (B2R): infiltrace se rozsifuje od podslizni¢ni vrstvy prudusinek
do epitelu, bez epitelialniho poskozeni

Stupen B4 (B2R): poskozeni epiteli (nekroza a zména tkané v jinou), Cetné

lymfocyty uvniti epitelt (Husain et al., 2013) (Obr. 1).



Obr. 1 Rejekeni stupné akutni rejekce dle ISHLT; A minimalni ACR, stupeni A; B mirna
ACR, stupen A2; C stfedni ACR, stupenn A3; D minimalni zanét dychacich cest, stupen B1;
E mirny zanét dychacich cest, stupenn B2; F stfedni zanét dychacich cest, stupenn B3; barveni
hematoxylinem a eosinem, zvétseni 200x (Husain et al., 2013).

Pribéh ACR muize byt asymptomaticky nebo s vyskytem nespecifickych
ptiznakd, jako je kaSel, duSnost a zvySena teplota (de Vito Dabbs et al., 2004).
U pacientl s asymptomatickym pribéhem je provedena transbronchidlni biopsie,
kterd nadale zustava zlatym standardem, jelikoz nebyly prokazany biomarkery
k identifikaci pacienti s ACR (Trulock et al., 1992; Guilinger et al., 1995).
Vzhledem k nespecifické povaze klinickych ptiznakii a Spatné specifi¢nosti plicnich

funk¢nich testl je kladen diraz zejména na histopatologické vysSetfeni plicni tkané
(Martinu et al., 2009).
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2.7.2.3 Chronicka rejekce

Dlouhodobé preziti po transplantaci plic je omezeno hlavné v dusledku BOS
(Estenne et al., 2002), ktery je projevem chronické rejekce Stépu. Chronicka rejekce
postihuje 50 % pacienti po 5 letech a 75 % pacienti po 10 letech (Christie et al.,
2010). Chronicka rejekce se obvykle vyskytuje po 1 roce po transplantaci plic,
ale mize se objevit jiz béhem nékolika tydnt (Husain et al., 2013). Z hlediska
patologického je chronicka rejekce oznacovana jako obliterujici bronchiolitida (OB)
(Burke et al., 1984; Glanville et al., 1987). Nicméné je obtizné prokazatelna
transbronchialni biopsii, a proto se uziva pro chronickou rejekci termin klinicko-
patologicky BOS, ktery definuje funk¢éni poruchy plic (Estenne et al., 2002).
Chronicka rejekce dychacich cest, OB, stupen C
Ackoli je casto obtizné diagnostikovat OB transbronchidlni biopsii,
I pfesto zastava charakteristickym histologickym rysem chronické rejekce stupné C.
e Stupen CO: bez OB
e Stupen Ca (C1R): asymetrické nebo soustiedné, podslizniéni zmnoZeni
vaziva, které zpusobuje CasteCnou nebo uplnou obstrukci dychacich cest
se zanétem
e Stupen Cb (C1R): asymetrické nebo soustiedné, podslizniéni zmnozeni
vaziva, které zpusobuje ¢asteCnou nebo uplnou obstrukci dychacich cest

bez zanétu (Husain et al., 2013) (Obr. 2).

Obr. 2 Chronicka rejekce dychacich cest, OB; barveni hematoxylinem a eosinem, zvétSeni
100x (Husain et al., 2013).
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Chronicka vaskularni rejekce, stupein D
Chronickd vaskularni rejekce stupné D neni diagnostikovéana transbronchidlni biopsii.
e Stupen D: zesileni tepének a zilek s/bez zanétlivych infiltrata (Husain et al.,

2013).

Hlavnim rizikovym faktorem pro vyvoj BOS je vyskyt opakovanych akutnich
plic (Sharples et al., 2002). U ptijemct transplantovanych plic se rozviji v rizné mite
progresivni obstrukce dychacich cest, ktera posléze vede ke sniZzeni funkce plic
az k uplnému selhani dychani (Estenne et al., 2002). Ptedpokladalo se, chronicka
dysfunkce alostépu plic (CLAD) je pfitomna pouze jako BOS, jejimz projevem
je OB, ktera vede k poklesu vitalni kapacity plic (FEV1) a nakonec ke ztraté Stépu.

Nicmén¢, autofi ve studii poukdzali na novou formu CLAD, zvanou restrik¢éni

v v

etal., 2011).

2.7.3 Infekce

Infekce se mize kdykoliv vyskytnou u piijemct po transplantaci plic a je hlavni
pri¢inou morbidity a mortality (Fishman a Rubin, 1998). Bakterialni infekce
se obvykle vyskytuji Vv prvnim mésici po transplantaci plic, pfiCemz virové
a houbové infekce béhem prvnich 3 az 6 mésicu (Husain et al., 2013). Mezi bakterie
zpusobujici infekci patii zejména gram-negativni bakterie, napt. Pseudomonas
aeruginosa a Klebsiella (Collins et al., 2000). Infekce plicniho alostépu je obvykle
diagnostikovana na =zaklad¢ klinickych pfiznakt, mikrobiologickych kultur
a sérovych virovych testl. Ptilezitostné se vyuziva diagnoza transbronchidlni biopsii

(Husain et al., 2013) (Obr. 3).
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Obr. 3 Priklad bakterialni infekce; barveni hematoxylinem a eosinem, zvétseni 200x (Husain
etal., 2013).

2.8 Bronchoalveolarni lavaz

Jedna se o metodu, ktera umoziuje ziskat sekrety s leukocyty z dychacich cest,
bunééné slozky (invazivni bakterie) a nebunécné komponenty (cytokiny, virové
Castice atd.). Analyzou BALT mlzeme zjistit napt. diferencialni pocet leukocytl
nebo dal$i informace, které mohou pomoci pti diagnostice a lécbé rliznych plicnich
onemocnéni (Meyer, 2007).

Ziskani BALT probihd nasledujicim zptisobem: Po lokdlni anestezii
je do hornich dychacich cest zaveden flexibilni fiberoopticky bronchoskop
(Whitehead et al., 1995). Poté je postupné aplikovan fyziologicky roztok (37 °C)
pomoci injekéni stiikacky fiberooptického bronchoskopu s celkovym objemem
vrozmezi 100 az 250 ml a rozd€len na tii az pét alikvot. Nésledné je nasavana
BALT po 20 az 60 ml alikvotnich podilech (Martin et al., 1985). Minimalni ziskany
objem BALT by mél byt vétsi nebo rovny 5 % aplikované¢ho objemu fyziologického
roztoku. Pro bunéénou analyzu je zapotiebi minimalné 5 ml BALT (Meyer et al.,
2012). Prvni alikvotni podil BALT reprezentuje buriky a sekrety dychacich cest
(Martin et al., 1985) a slouzi tedy pro mikrobiologickou analyzu. Dal$i alikvotni
podily pfedstavuji bunky =z plicnich sklipkii a jsou uréeny k bunétné analyze
(Baughman et al., 2000) (Obr. 4).

BALT je zpracovana a analyzovana za ucelem detekce infek¢énich cinitelt
a buné&cnych komponent. Bunéény profil BALT u vétSiny zdravych nekouficich osob
by mél obsahovat 80-90 % alveolarnich makrofagiti (AM), 5-15 % lymfocyti a velmi
nizké procentualni zastoupeni neutrofild (3 %) a eozinofild (méné nez 1 %)

(Costabel a Guzman, 1992).
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Obr. 4 Oblast provedeni BAL (Bronchoalveolarni lavaz- moznosti a rizika provedenti,
interpretace  nékterych  vysledka: https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina-
priloha/bronchoalveolarni-lavaz-moznosti-a-rizika-provedeni-interpretace-nekterych-
vysledku-455842 (23. 11. 2018)).

2.9 Imunofenotypy bunék

Hematopoeticky systém je rozdélen do dvou samostatnych linii, tj. lymfoidni linie,
ktera je zodpovédna za adaptivni imunitu a myeloidni linie zahrnujici morfologicky,
fenotypicky a funkéné odlisné typy bun€k vrozené imunity, rovnéz sem patii
erytrocyty a krevni desticky. Tvorba bunéénych komponent se nazyvd hematopoéza
a probiha primarné v kostni dieni, kde n€kolik hematopoetickych kmenovych bunék
(HSC) vede k diferencovanému potomstvu. Hematopoetické bunky ztraceji svij
proliferativni potencial a diferenciacni kapacitu. Posléze jsou postupné ziskavany
charakteristické terminaln¢ diferencované zralé bunky, které maji, s vyjimkou
nékterych  typtt  lymfoidnich  bun€k, pomérné kratkodobou  Zivotnost,
ktera se pohybuje  od nékolika hodin (granulocyty) az tydnd (erytrocyty)
a je nezbytna k doplnovani funk¢nich bun¢k (Fiedler a Brunner, 2012).

V hematopoetickém systému je puvod vSech krevnich bunék odvozen
od HSC, ktera je schopna regenerace a dava vznik multipotentnim progenitorim
(MPP) (Chotinantakul a Leeanansaksiri, 2012). MPP ztraceji vlastni potencial
regenerace a vedou ke vzniku spoleénych lymfoidnich (CLP) a myeloidnich
progenitori (CMP). CMP piechazi k progenitoru erytrocytt/megakaryocytt (MEP)
nebo spole¢nému progenitoru granulocytli, monocytd a makrofagh (GMP). CLP
vytvaieji prekurzory T-lymfocytt, B-lymfocytt, NK bun¢k a dendritickych bunék
(DC). Prekurzory DC mohou pochazet jak z CMP tak z CLP (Kanji et al., 2011;
Chotinantakul a Leeanansaksiri, 2012) (Obr. 5).
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Obr. 5 Hematopoéza, pfevzato a upraveno z: (Dzierzak a Philipsen, 2013).

Imunitni systém se sklddda ze série efektorovych mechanismil,
které jsou schopny niit patogenni organismy, jako jsou bakteric, houby, viry,
a parazité (Carrillo et al., 2017). Imunitni systém je tvofen dvéma typy imunitnich
odpovédi, zahrnujici antigen-specifickou (adaptivni) imunitni odpovéd’ a vrozenou
(ptirozenou), kterd rozpozndvd molekuldrni struktury na povrchu asociované

s patogenem (PAMP) (Koenderman et al., 2014).

2.9.1 Buiky prirozené (vrozené) imunity

Monocyty
Monocyty jsou buiiky, které se vyvijeji v kostni dfeni a poté se uvoliuji do krevniho
ob¢hu, kde cirkuluji pfiblizné¢ 72 hodin. Posléze emigruji do riznych tkani

a zde se dale diferencuji na makrofagy nebo klasické myeloidni dendritické bunky
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(mDC). Monocyty tvofi hlavni typ mononuklearnich fagocytd v krvi a jsou ¢leny
rodiny myeloidnich bun¢k (Franga et al., 2017). Mezi hlavni funkce monocytu
se fadi jejich zapojeni do vrozené imunitni odpovédi proti patogeniim. V piipadé
zanétlivych procesit jsou krevni monocyty dopravovany do mist s infekei,
kde dochazi k jejich dozravani v makrofagy nebo DC a ucastni se $tépeni patogenu
(Jakubzick et al., 2017). Monocyty v plicich se vyskytuji pouze v aktivované formeé
jako makrofagy a d€li se na tii typy: tkanové rezidualni makrofagy (TRM),
intersticialni makrofagy (IM) a AM. Pokles makrofagi pod 75 % v BALT
je spojovan s akutni rejekci u pacientt po transplantaci plic (Greenland et al., 2014).
Tkanové rezidualni makrofagy
TRM se vyskytuji ve vétSiné tkani v téle. Pfedstavuji odlisné bunécné populace
Z hlediska fenotypu a funkce. Jednd se o velice heterogenni populaci,
Ktera je disledkem mikroanatomickych a tkanové specifickych funkci béhem vyvoje
a v dospélosti. Jsou rovnéZz nedilnou soucasti tkanové funkce a homeostazy.
Tyto jedinecné fenotypy pravdépodobné odrazeji heterogenitu jejich pivodu a vliv
prostiedi tkané v které se vyskytuji. Nicméné TRM jsou nejvice znamé pro svou
ulohu jako imunitni strazci, ktefi jsou umisténi v pfedni linii tkanové obrany
pro setkani s patogeny nebo enviromentalnimi problémy (Davies et al., 2013).
Intersticialni makrofagy
IM nebyly plné charakterizovany a jejich funkce in vivo zdstava neznama. IM
jsou fenotypicky a funk¢éné odlisné od AM. V porovnani s AM maji niz$i fagocytarni
potencial a jsou u¢inngjsi pti stimulaci proliferace T-lymfocytd in vitro (Bedoret et
al., 2009). IM jsou schopny produkovat interleukin-10 v rovnovazném stavu.
V reakci na mikrobialni produkty jsou IM soucasti integralni sit€ vrozenych
imunoregula¢nich mechanismu plic. IM jsou schopny pusobit proti rozvoji alergenu
indukovanym zanétem dychacich cest (Lehnert et al., 1985; Gong et al., 1994;
Toussaint et al., 2013).

Alveolarni makrofagy
AM jsou umisténé v prostoru mezi vzdusnou a plicni tkani. Poskytuji prvni linii
fagocytarni obrany proti vniknuti mikroorganismi do dolnich dychacich cest.
Kromé fagocytarnich a mikrobicidnich funkei rovnéZ po stimulaci vylucuji fadu
chemickych medidtordi, ¢imZ hraji roli pfi regulaci zanétlivych reakcich v plicich

(Hauschildt a Kleine, 1995). AM jsou stacionarni bunky, které¢ mohou byt nalezeny
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ptipojené k alveolarnimu epitelu béhem ustaleného a zanétlivého stavu (Westphalen
et al., 2014). Selektivni ztrata AM vede k plicnimu selhani, tézké morbidité
a mortalit¢ v dusledku virovych infekci (Schneider et al., 2014). Zatimco funk¢ni
poskozeni bylo spojeno s plicni alveolarni proteinasou (Happle et al., 2014).
Procentudlni zastoupeni AM je snizené¢ béhem akutni rejekce v dusledku narastu
neutrofili a lymfocytd v BALT (Vanaudenaerde et al., 2006). 94-100 % AM
detekovanych v BALT jsou odvozené od darce a pretrvavaly v plicnim $tépu i 3,5
roku po transplantaci plic (Nayak et al., 2016).
Dendritické burnky
DC piedstavuji vyznamné spojeni mezi vrozenou a adaptivni imunitou (Koenderman
et al., 2014). Jedna se o heterogenni populaci bunék prezentujici antigen,
které jsou rozhodujici pro iniciaci imunitni odpovédi (Boltjes a van Wijk, 2014). DC
jsou klasifikovany na dva podtypy: mDC a plazmocytoidni DC (pDC). Klasické
mDC jsou burniky specializované na zpracovani a prezentaci antigenii s vVysokou
fagocytickou aktivitou a produkci cytokinti (Koenderman et al., 2014). pDC
jsou ptitomny v kostni dfeni a ve vSech perifernich organech. Na virovou infekci
reaguji masivni produkci interferont typu I. Plsobi také jako bunky prezentujici
antigen a v fizeni odpovédi T-lymfocytd (Colonna et al., 2004). Zvyseny pocet DC,
je detekovan u pacienti s OB po transplantaci plic (Leonard et al., 2000).
Neutrofilni granulocyty

Neutrofily také znamé jako polymorfonukledrni leukocyty (PMN) jsou nejvice
zastoupenym typem bunék v krvi (Mayadas et al., 2014). Piedstavuji asi 70 % vSech
leukocytt a vice nez 10! bunék je produkovano denné v kostni dfeni (Dancey et al.,
1976). Za normalnich podminek zistavaji neutrofily v krevnim ob¢&hu jen nékolik
hodin (polo¢as rozpadu se odhaduje na 6-12 h) nez opusti tkan (Summers et al.,
2010). Neutrofily jsou eliminovany v tkanich makrofagy procesem fagocytozy
(Mayadas et al., 2014). Neutrofily hraji hlavni roli pfi mikrobialnich infekcich.
Po proniknuti patogent do epitelidlnich bariér pfedstavuji neutrofily prvni bunécnou
linii obrany vrozené imunitni odpovédi. Neutrofily prochéazeji krevnimi cévami
amigruji do mista infekce pomoci chemotaktickych faktori a cytokind.
Jsou produkovany jako zanétlivé signdly béhem poskozeni tkané zplsobené
invaznimi patogeny. Nasledné neutrofily iniciuji proces fagocytézy v misté infekce

prostfednictvim rozpoznani PAMP svymi receptory jako jsou TLR (Toll-like
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receptory). Neutrofily vykazuji své antimikrobialni u¢inky uvoliovanim reaktivnich
forem kysliku a cytotoxickych slozek obsazenych v jejich granulich, jako je napf.
AMP (Kobayashi et al., 2017). Neutrofilie nad 12% v BALT po mésici
od transplantace plic je asociovana s akutni rejekci (Shennib et al., 1996; Tikkanen et
al., 1999; Tikkanen et al., 2001).

Eozinofily
Interleukin 5 (IL-5) je specificky pro eozinofilni linii a je zodpovédny za selektivni
diferenciaci (Sanderson, 1992) a uvoliiovani eozinofilii z kostni difen¢ do periferniho
obéhu (Collins et al., 1995). Eozinofily jsou multifunkéni leukocyty, které se podileji
na patogenezi Cetnych zanétlivych procesi (Rothenberg, 2004). Vedle mnoha
efektorovych u¢inkli eozinofili mohou tyto bufiky rovnéz iniciovat antigen-
specifické imunitni odpovédi tim, ze pusobi jako antigen prezentujici bunka (Shi et
al., 2000; MacKenzie et al., 2001). Nizké procento eozinofila (<1 %) v BALT se
vyskytuje u stabilnich piijemct plic (Slebos et al., 2002), zatimco zvySené pocty
eozinofili jsou detekovany pii akutni rejekci nebo pfitomné infekci u pacientd

po transplantaci plic (Mogayzel et al., 2001).
Bazofily

Jedna se o buniky v kostni dieni, které se 1i$i od ostatnich leukocyti svym fenotypem
a funkci (Carrillo et al., 2017). Bazofily jsou schopny propojit vrozenou a adaptivni
imunitu véetné schopnosti indukovat a S§ifit imunitni odpovédi zalozené na Th2
pomocnych lymfocytech (Knol a Olszewski, 2011). Zejména jsou vyznamné u v§ech
alergickych onemocnéni, v¢etné alergické rymy, astmatu, kopfivky atd. (Carrillo et
al., 2017). Uloha bazofilti u piijemcti po transplantaci plic neni dosud podrobné
prozkoumana. Nicméné, mirné zvySeni bazofild v BALT je spojeno s akutni rejekci
(Tikkanen et al., 1999; Greenland et al., 2014).
Zirné buiiky

Jedna se o granulované tkanové rezidentni bunky (Wedemeyer et al., 2000; Galli
a Tsai, 2010). Zimé buiiky cirkuluji jako nezralé a migruji do vaskularizovanych
tkani, kde dokoncuji svou diferenciaci. Spolu s DC piedstavuji prvni imunitni buriky,
které interaguji s enviromentdlnimi antigeny, patogeny, toxiny, a proto mohou byt
povazovany za ,strazce® vrozeného imunitniho systému (Galli et al., 1999). Zirné
bunkky mohou hrat roli v akutni odezvé na plicni alo$tép. U pacientii po transplantaci

plic s OB se pocet zirnych bunek zvysuje (Yousem, 1997).
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2.9.2 Bunky specifické (adaptivni) imunity

T-lymfocyty
T-lymfocyty vznikaji v kostni dfeni a migruji do brzliku, kde dochazi k jejich zrani.
Po zrani v brzliku exprimuji T-lymfocyty unikatni molekulu vézajici antigen
na povrchu bunék zvanou T-bunétny receptor (TCR) (Moss et al., 1992). V krvi
a sekundarnich lymfatickych organech je 60-70 % T-lymfocytd CD4" CD8 (CD4")
a30-40 % T-lymfocytt CD4" CD8" (CD8"). CD4" T-lymfocyty jsou obecné
oznacovany jako ,pomocné bunky“ a aktivuji jak humoralni imunitni odpovéd’,
tak i bunééné odezvy (hypersenzitivni odezvy). CD8" T-lymfocyty vykazuji hlavni
cytotoxickou aktivitu proti nadorovym bunkam a bunkam infikovanych
intracelularnimi  mikroby. Cést cirkulujicich CD4* T-lymfocytd, znamych
jako prirozené regulaéni T-lymfocyty, hraje dilezitou regula¢ni ulohu, ktera ptisobi
jako modulace imunitni odpovédi. Tyto buniky jsou charakterizovany povrchovou
expresi antigenit CD4, CD25 a intraceluldrni expresi transkripéniho faktoru P3
(FoxP3) nezbytného pro jejich vyvoj (Sakaguchi et al., 2006). Ve studii autofi
uvadéji zastoupeni T-lymfocytli s primérnym zastoupenim 60 % u stabilnich
ptijemcu po transplantaci plic (Whitehead et al., 1995).

NK bunky
NK bunky nemohou zprostfedkovat adaptivni imunitni odpovéd’, protoze postradaji
antigen specifické receptory (Lanier, 2005). Piedpokladalo se, ze NK bunky
se vyvijeji v kostni dfeni, nicméné studie ukazaly, ze se vyskytuji vylucné
v sekundarnich lymfatickych organech (Freud et al., 2005). NK bunky
jsou vyznamnymi efektorovymi lymfoidnimi bufikami vrozeného imunitniho
systétmu. Slouzi tedy jako klicCovy prvek v rychlém rozpoznani infikovanych
a tumorigennich bune¢k, které mohou zptsobit poskozeni integrity hostitelskych tkani
(Cerwenka a Lanier, 2001). Procentualni zastoupeni mensi nez 5 % NK bunck
v BALT je spojovano s akutni rejekci. Zatimco zvySené procentualni zastoupeni NK
bunék v BALT je asociovano Svétsi pravdépodobnosti vyskytu infekce
po transplantaci plic (Greenland et al., 2014).

B-lymfocyty
B-lymfocyty jsou definovany produkci protilatek (Chaplin, 2010). Protilatky,
také znamé jako imunoglobuliny jsou glykosylované proteinové molekuly pfitomné

na povrchu B-lymfocytti (povrchové imunoglobuliny), které slouzi jako antigenni B-
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bunééné receptory (BCR). Mohou byt rovnéz sekretovany do extraceluldrniho
prostoru, kde mohou vazat a neutralizovat své cilové antigeny. B-lymfocyty
jsou proto spojeny s humoralni imunitou, ale nyni vime, Ze hraji také dulezitou roli
vbunééné imunité. Utastni se aktivace T-lymfocytl prostiednictvim antigenni
prezentace, kostimulace (pomocné stimulace), a produkce cytokini. Slouzi také
jako regula¢ni bunky, které moduluji bunéénou i humoralni odezvu (Hoffman et al.,
2016). Zvysené procento B-lymfocytt je spojovano s akutni rejekci (Gregson et al.,
2008; Greenland et al., 2014).

2.10 Imunocytochemie

Imunocytochemie je metoda pro vizualizaci antigenu na povrchu ¢i uvnitf bunék
za vyuziti znaCenych protilatek, které jsou na né specificky vazany. Detekovatelna
znacka na primarni ¢isekundarni protildtce poskytuje méfitelny signal, pomoci
kterého je sledovéna vazebnd reakce a zaroven je urCena kvalitativni/kvantitativni
mira stupné vazby (Vazquez-Gutiérrez a Langton, 2015).

Primarni protilatky se specificky vazi na antigen, kterym mize byt protein,
glykolipid, sacharid, malda molekula nebo DNA. Protilatky jsou tvofeny dvéma
velkymi tézkymi a dvéma malymi lehkymi fetézci. Jsou produkovany bilymi
krvinkami, tzv. plazmatickymi bunkami. Existuje n€kolik rtiznych typt tézkych
fetézcil, podle kterych rozliSujeme ttidy protilatek. Obecna struktura vSech protilatek
je velmi podobnd, nicméné se liSi malou oblasti na konci fetézct, kterd je extrémneé
proménna, neboli variabilni. Kazda z téchto variant se pak mize vazat na rozdilny cil
(antigen). Unikatni ¢ast antigenu rozpoznana protilatkou se nazyva epitop. Protilatky
se vazou na specifické epitopy antigenti, které se mohou skladdat z kratkych tseku
aminokyselin anebo z konformaénich struktur proteinu (Nethercott et al., 2011).

RozliSujeme polyklonalni a monoklondlni protilatky. Polyklondlni protilatky
obsahuji n¢kolik protilatek, které obvykle rozpoznavaji nckolik riznych epitopt
na jediné molekule. Naproti tomu monoklonalni protildtky maji unikatni definovany
typ protilatky a rozpoznavaji jediny epitop na molekule (Nethercott et al., 2011).

Hlavni rozdily v metod¢ imunocytochemie spocivaji v typu protilatek
(monoklonalni, polyklonalni) vaZicimi se na epitopy; ve zplsobu, jakym je znacka
ptipojena ke komplexu protilatka-antigen (pfima, nepfimd); v typu pouzitého znaceni
(napt. Castice koloidniho zlata, fluorescencni znacka a enzymy jako peroxidasa

a alkalicka fosfatasa) a v pouzitém zatizeni, kterym je detekovan komplex protilatka-
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antigen (elektronova, svételna nebo fluorescencni mikroskopie) (Vazquez-Gutiérrez
a Langton, 2015).

V imunocytochemii se pouZzivaji oba typy znaceni protilatek jak piimé,
tak i neptimé. V pripadé¢ piimého znafeni se pouziva pouze primarni protilatka
s navazanou detekovatelnou znackou. Vyhodami piimého znaceni je jednoduchy
postup a minimdlni nespecifické barveni pozadi. Nevyhodou piimého znaceni
je, ze vyzaduje velké mnozstvi purifikované protilatky a vysledny signal je slaby,
jelikoz se na kazdy antigen vaze pouze jedna znaCena primarni protilatka (Vazquez-
Gutiérrez a Langton, 2015).

Nepiimé znaceni zahrnuje vicestupniovy proces, kdy se primarni protilatka
vaze naantigen a nasledné je navazana sekundarni protilatka s detekovatelnou
znackou napt. komplex: lidsky antigen-anti-lidska mysi primarni protilatka-kozi
anti-mysi sekundarni protilatka. Nékolik znac¢enych sekundarnich protilatek se miize
vazat na jednu primarni protilatku avysledny signdl je  silngjsi,
protoze je amplifikovan (Vazquez-Gutiérrez a Langton, 2015) (Obr. 6).

Imunocytochemie s pouzitim antigen-specifickych protilatek je rychlym
a snadnym nastrojem, jak urcit, zda je populace buné¢k homogenni nebo heterogenni
vzhledem K ur¢itému molekularnimu markeru. Umoziuje vizualizaci jednotlivych
bun¢k v kolonii nebo kultute. Poskytuje celkové hodnoceni exprese uréitého markeru

Vv celé kultufe za urcitych kultivaénich podminek (Nethercott et al., 2011).

A B znacka
sekundarni
protilatka \
znacka
primarni priglzium’
protilatka / \ protllatka/ \

antigen ‘ anti gen‘

buika burka

Obr. 6 A piimé znaCeni, B nepfimé znaceni, pievzato a upraveno z: (Vazquez-Gutiérrez
a Langton, 2015).
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2.11 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie poskytuje kvalitativni i kvantitativni informace. Pouziva
se pro imunofenotypovani riznych vzorkd, véetné celé krve, kostni dfené, télnich
vypotkd, mozkomi$niho moku, moé¢i a podobné¢ (Brown a Wittwer, 2000).

Pritokova cytometrie umoziuje multiparametrickou analyzu velkého
mnozstvi bunék béhem kratké doby. Uvnitt pritokového cytometru se buiky
Vv suspenzi zachycuji do proudu nosné tekutiny, kterd vytvaii lamindrni tok unasejici
buiiky do detekéniho mista, kudy prochdzi jeden nebo vice laserovych paprski.
Na zaklad¢ rozptylu laserového paprsku v riznych uhlech je mozné uréit rozdily
ve velikosti a wvnitini struktuife (granularité¢) buinky a zaroven detekovat svétlo
emitované fluorescenéné znaCenymi protilatkami. Monoklondlni protilatky
konjugované s fluorescen¢nimi barvivy, tzv. fluorochromy, se vazi s bunécnymi
slozkami, diky kterym lze identifikovat Sirokou Skalu antigen bunécného povrchu
¢iuvnitt  buiky. Fluorochromy na specificky navdzanych protilatkach
jsou po prichodu laserovym paprskem excitovany do vysSiho energetického stavu
a po navratu do klidovych stavli emituji svételnou energii pii vysSich vinovych
délkach. Vyzafované svétlo se rozSifuje ve vSech smérech a shromazduje
se pies optiku, ktera sméruje svétlo na fadu filtrii a dichroickych zrcadel, které izoluji
jednotlivé pasy vinovych délek. Svételné signaly jsou detekovany pomoci
fotonasobici a digitalizovany pro nasledné pocitacové analyzy. Vysledna informace
se obvykle zobrazuje v histogramu nebo ve dvourozmérném formatu dot-plot
(Brown a Wittwer, 2000).

Pouziti vice fluorochromti, které maji podobné vinové délky, umoziuje méfit
soucasn¢ ne€kolik bunéénych znakl, coz se vyuziva k diskriminaci jednotlivych
bunéénych populaci, napiiklad subpopulaci lymfocytt. Podle Kklasifikace
diferencia¢ni skupiny (CD) lze lymfocyty rozdélit na B-lymfocyty (CD19%), T-
lymfocyty (CD3") se subklasifikaci na CD4" T-lymfocyty a CD8" T-lymfocyty.
Lymfocyty spolu s dals§imi bunéénymi populacemi hraji dulezitou roli v rejekci
transplantovanych organd. Fenotypicka analyza bunék BALT muize odhalit nékteré

zmény buné¢nych profilti po transplantaci plic (Tiroke et al., 1999).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Material

3.1.1 Chemikalie

3,3"-diaminobenzidin (DAB) (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

4’ 6-diamidin-2-fenyildol (DAPI) Fluoromount-G® (SouthernBiotech, USA)
Destilovana voda

Hematoxylin (Serva, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Methanol (Mikrochem, Ceské republika)

Montovaci médium Glycergel (Dako, USA)

Primarni monoklondlni krali¢i protilatka proti lidskému znaku CD14 (klon
M5E?2) (BioLegend, USA)

Primarni monoklonalni mysi protilatka proti lidskému znaku CD68 (klon
Y1/82A) (BioLegend, USA)

Saponin (Serva, Némecko)

Sekundarni polyklonalni kozi protilatka proti krali¢i protilatce IgG HL (Alexa
Fluor® 488) (ABCAM, Anglie)

Sekundarni polyklonalni osli protilatka proti mysi protilatce IgG HL (Alexa
Fluor® 488) (ABCAM, Anglie)

Trypanova modi (Sigma-Aldrich, Ceska republika)

Fluorochromy konjugované s monoklonalnimi mysimi protilatkami proti lidskym

znaktim (BioLegend, USA):

Fluorescein isothiokyanat (FITC)— CD3 (klon OKT3), CD4 (klon SK3),
CD14 (klon M5E2), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21)

Fykoerythryn (PE)- smés protilatek CD3FITC/(CD16+CD56) PE (klon
UCHT1/3G8+MEM-188), CD25 (klon M-A251), CD274 (PD-L1) (klon
29E.2A3), 1gG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21)
Peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5 (PerCP-Cy5.5)- CD4 (klon SK3), CD45
(klon 2D1), CD127 (klon A019D5), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-
21)
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3.1.2

3.1.3

Fykoerythryn-cyanin 7 (PE-Cy7)— CD8 (klon SK1), CD15 (klon W6D3),
CD279 (PD-1) (klon EH12 2H), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21)
Allofykocyanin (APC)- HLA-DR (klon L243), CD11b (klon CBRM1/5),
CD45RO (klon UCHL1), IgG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21), 1gG2
izotypova kontrola (klon MOPC-173)

Allofykocyanin-cyanin 7 (APC-Cy7)- CD11c (klon Bul5), CD19 (klon
SJ25C1), CD45 (klon 2D1), 1gG1 izotypova kontrola (klon MOPC-21)

Soupravy

EnVision™ + Dual Link System-HRP (Dako, USA)

Roztoky a média

Fosfatovy pufr (1x PBS)

8,0 g NaCl

0,2 g KCI

0,24 g KH2PO4

1,44 g Na2POq

Doplnit destilovanou vodou do 1000 mi
pH=7,4

Lyzaéni roztok

8,3 g NH4Cl

1,0 g KHCOs

0,04 g EDTA

Doplnit destilovanou vodou do 1000 mi
pH= 7,29

Fetalni hovézi sérum (1% FBS)

500 ul FBS

Doplnit 1x PBS pufrem (pH= 7,4) do 50 ml
Promyvaci roztok (0,5% BSA-1x PBS)
0,05 g BSA

Doplnit 1x PBS pufrem (pH= 7,4) do 10 ml
Permeabiliza¢ni roztok (0,1% Saponin-0,5% BSA-1x PBS)
0,01 g Saponinu
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0,05 g BSA
Doplnit 1x PBS pufrem (pH= 7,4) do 10 ml

3.1.4 Biologicky material

BALT a periferni krev byly odebrany pacientim po transplantaci plic na Ill.
Chirurgické klinice 1. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy, Fakultni nemocnice
Motol v Praze a na Klinice plicnich nemoci a tuberkuldozy Fakultni nemocnice

v Olomouci.

3.1.5 Programy a software

Flow Jo® verze 10.5.3
GraphPad Prism verze 5.03
MedCalc® verze 14.8.1
Statistica verze 13.4.0.14

3.1.6 Pristroje

Automaticky zobrazovaci a analyzaéni systém TissueFAXS (TissueGnostics
GmbH, Rakousko)

Centrifuga 3K30 (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Némecko)

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

Flowbox MSC 1.2 (Thermo Scientific GmbH, Némecko)

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

Mini Centrifuga Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, Ceska republika)
Priittokovy cytometr NovoCyte® (ACEA Biosciences, USA)

Svételny mikroskop (Carl Zeiss, Ceské republika)

Vortex V-1 plus (Biosan, Ceska republika)

3.1.7 Statisticka analyza

K analyze dat byly vyuzity programy Statistica, MedCalc a GraphPad Prism.
U naméfenych dat byla testovana normalita pomoci Shapirova-Wilkova testu.
V piipadé, Ze bylo normalni rozdéleni dat, byl vyuZit parametricky t-test.
Pokud bylo rozdéleni dat bez normality, byla data testovana neparametrickym testem

Mann-Whitney. Za signifikantni statistické rozdily mezi daty bylo povazovano
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P<0,05. Kolacovy graf byl vytvofen v programu Statistica a krabicové grafy
v programu MedCalc. V programu Flow Jo® byly upraveny ziskané zdznamy (dot-

ploty) z mé&feni na pritokovém cytometru NovoCyte®.

3.2 Metody

3.2.1 Zpracovani bronchoalveolarni lavazni tekutiny

Nejprve byly jednotlivé vzorky BALT dukladné oznaleny Cisly a byl zaznamenan
objem, vzhled a ptitomnost ¢astic ve zkumavce. Do 5ml zkumavky, ur¢ené k méteni
na pritokovém cytometru NovoCyte®, oznacené jako nativni vzorek
bylo po dukladném promichani BALT pipetovano 150 pl vzorku a 1,5 ul protilatky
CD45 konjugované s fluorochromem APC-Cy7. Vzorek byl inkubovan 20 minut
ve tmé pii laboratorni teploté a poté zméfen na priitokovém cytometru NovoCyte®.
Nativni vzorek byl pouzit k urcéeni celkového poctu vSech imunitnich bunék.

Zbytek BALT byl pienesen Pasteurovou pipetou do nové 50ml zkumavky.
Zkumavka byla centrifugovana pii 1700 g, teploté 10 °C, po dobu 10 minut.
Poté byl odlit supernatant do odpadu a pelet byl resuspendovan. Nasledné byly
pridany Pasteurovou pipetou 2 ml 1x PBS pufru. Buiky byly resuspendovany
pipetovanim.

Podle vzhledu vzorku (bez pfitomnosti krve/krvavy) byl uréen nasledujici
postup. V piipadé, ze vzhled vzorku byl bez pfitomnosti krve, obsah zkumavky
byl ptefiltrovan ptes 70 pm filtr do nové 12ml zkumavky. Do puvodni zkumavky
byly ptidany Pasteurovou pipetou 2 ml 1x PBS pufru, aby byly oplachnuty stény
zkumavky a pies filtr pfidany k piefiltrovanému vzorku.

Pokud byl vzorek pred zpracovanim krvavy, bylo do zkumavky pitidano
Pasteurovou pipetou 5 ml lyzacniho roztoku, ktery byl pouzit k odstranéni erytrocytii.
Vzorek byl lyzovan 5 minut, dokud nebyl vzorek ve zkumavce ¢iry. Béhem lyzovani
byla zkumavka opatrné promichavana pievracenim. Posléze byl obsah zkumavky
prefiltrovan pfes 70 pum filtr do nové 12ml zkumavky. Do plivodni zkumavky
byly ptidany Pasteurovou pipetou 2 ml 1x PBS pufru, aby byly oplachnuty stény
zkumavky a byly opét piefiltrovany pfes 70 um filtr k prefiltrovanému vzorku.
Dale bylo ptidano Pasteurovou pipetou 1x PBS pufr cca 1 cm pod okraj zkumavky.
Zkumavka byla centrifugovana pii 600 g, teplot¢ 10 °C, 10 minut. Supernatant

byl odlit do odpadu. Pelet byl resuspendovan a zbyly objem ve zkumavce byl zméten
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pipetou. Dle tabulky (Tab. 2) byl k resuspendovanému peletu pipetovan roztok 1%
FBS. FBS bylo pouzito k zablokovani vychytavani protilatek Fc receptory
na povrchu nékterych imunitnich bunék. Pipetovanim byla bunéfna suspenze
promichdna a rozd€lena po 150 ul do pfislusného poctu 5ml zkumavek,

které byly dale pouzity na imunofenotypizaci.

3.2.2 Imunofenotypizace bronchoalveolarni lavazni tekutiny

Do jednotlivych oznacenych zkumavek byly k bunéné suspenzi pipetovany
protilaitky konjugované s fluorochromy proti specifickym bunéénym znakim
imunitnich bunék v BALT dle tabulky (Tab. 3).

[zotypova kontrola slouZila k uréeni fluorescenéniho pozadi vzorku. Kazda
protilatka konjugovana s fluorochromem byla pipetovana po 1 ul k bunécné suspenzi,
mimo smés protilatek CD3+CD16+CD56, kdy byly pipetovany 4 pl. Takto oznacené
vzorky byly inkubovany 20 minut ve tmé pii laboratorni teploté.

Pfed méfenim na pritokovém cytometru NovoCyte® byly vSechny zkumavky
dikladn¢ vortexovany. Na piistroji byl nastaven objem nasavani vzorku a panely
protilatek konjugované s fluorochromy proti specifickym bunéénym znakiim

sledovanych na imunitnich bunkach v BALT.

Tab. 2 Stanoveni po¢tu zkumavek BALT pro prutokovou cytometrii

Pocet Pivodni objem vzorku Celkovy objem
zkumavek [mI] [u]]
2 méné nez 10 300
3 10-20 450
4 vice nez 20 600

Tab. 3 Kombinace CD znakd imunitnich bunék v BALT

Kombinace CD znakli Imunitni bunky
CD45" Leukocyty
CD3CD19* B-lymfocyty
CD3* T-lymfocyty
CD3* CD4* CD4" T-lymfocyty
CD3* CD8"* CD8" T-lymfocyty
CD4* CD25* CD127 Regulagni T-lymfocyty
CD3* CD45RO" Pamétové T-lymfocyty
CD3 CD16" CD56" NK bunky
CD15* Neutrofily

CD11b* CD11c' CD14*

Makrofagy



3.2.3 Imunofenotypizace periferni krve

U vybranych pacientli byly ziskdny kromé vzorkti BALT 1 vzorky periferni krve,
které byly zpracovany pro imunofenotypizaci. Po 50 ul vzorku krve bylo pipetovano
do 5ml zkumavek a byly ptidany protilatky proti specifickym povrchovym znaktim
(viz. Tab. 3) konjugované s fluorochromem, stim rozdilem, Ze oproti BALT,
se v krvi detekuji monocyty misto makrofagi. Po 20minutové inkubaci byl vzorek
zlyzovan lyzaénim roztokem (4 ml) po dobu asi 2 minut. Zkumavky
byly centrifugovany pii 400 g, laboratorni teploté, po dobu 7 minut. Supernatant
byl slit a pelet resuspendovan ve 3 ml 1x PBS pufru a opét centrifugovan pti 400 g,
laboratorni teploté, po dobu 7 minut. Opét byl supernatant odlit a pelet findlné
resuspendovan ve 300 ul 1x PBS pufru. Vzorky byly zméfeny na pritokovém
cytometru NovoCyte®.

3.2.4 Priprava cytospini

Z vybranych vzorkli BALT byly pfipraveny cytospiny, které byly posléze pouzity
pro imunocytochemické barveni.

Pro stanoveni poctu bunék v suspenzi bylo vyuzito metody pocitdni bunck
V Neubauerové komurce. Do mikrozkumavky bylo pipetovano 9 ul bunécné
suspenze a 1 pl Trypanové modii. Pipetovanim byla suspenze bun¢k promichana.
Na Neubauerovu komutrku pod kryci sklicko bylo pipetovano 10 pl smési
a bunécnost vzorku byla pozorovana pod svételnym mikroskopem. Byly spocitany
zivé neobarvené bunky v deseti Ctvercich ohrani¢enych tfemi ¢arami. Rozméry
jednoho ctverce byly 0,2x0,2 mm. Z primérného poctu zivych bunék byl uréen pocet
bunék v 1 ml bunétné suspenze. Vzorek byl poté nafedén pomoci 1x PBS pufru
na uréity objem tak, aby na jeden cytospin piipadalo 200 000 bun¢k na 200 pl
suspenze. Nasledné byla zkompletovdna cytospinova sestava skladajici
se z podlozniho skla a jednoho filtracniho papiru s otvorem. Oznacené podlozni sklo
bylo vlozeno do kovového klipu. Na podlozni sklo byl polozen filtracni papir.
Plastovy nastavec byl pfiloZen tak, aby se otvor na plastovém kryl s otvorem
ve filtraénim papiru a suspenze tak mohla prochazet na podloZni sklo. Cytospinova
sestava byla vlozena do drzdku cytocentrifugy. Zkumavka s nafedénou bunécnou
suspenzi byla vortexovdana a do plastového nastavce bylo pipetovano 200 pl

této suspenze. Vzorek byl centrifugovan pifi 72 g, pfi laboratorni teploté¢ po dobu
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3 minut. Po odstranéni filtratniho papiru bylo podlozni sklo opatrné¢ vyjmuto
z drzaku a ponechano schnout na buni¢in€ ptes noc pii laboratorni teploté v digestofi.
Po zaschnuti bylo podlozni sklo v digestofi fixovano ponofenim na jednu minutu
do vychlazeného methanolu a poté ponechano schnout v digestofi 10 minut.
Dale byla zkontrolovana pfitomnost bunék na podloznim skle pod svételnym
mikroskopem. Podlozni sklo bylo zabaleno do kousku polyethylenového sacku

a uskladnéno v krabicce v mrazéku pti -20 °C.

3.2.5 Imunocytochemické barveni cytospinii

3.2.5.1 Chromogenni barveni cytospini

Prvni den byla jedna cast cytospini inkubovana s primarni mysi protilatkou
proti lidskému znaku CD68 a druha ¢ast cytoSpini inkubovéana s primarni kralic¢i
protilaitkou proti lidskému znaku CD14. Druhy den byly vSechny cytospiny
inkubovany se sekundarni protilatkou soupravy (EnVision™ + Dual Link System-
HRP) a barveny chromogennim barvivem DAB.

Po vyjmuti cytospini z -20°C byla pozorovana bunéénost vzorku
na cytospinech pod svételnym mikroskopem. V digestofi byl pomoci olejového pera
nakreslen kruh kolem fixovanych bun¢k na cytospinech.

Fixované butniky na cytospinech byly promyty 2 kapkami 1x PBS pufru.
Cytospiny byly inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté v digestofi. Po inkubaci
byl pomoci buni¢iny odsat 1x PBS pufr. Poté byly cytospiny permeabilizovany
2 kapkami permeabiliza¢niho roztoku (0,1% Saponin-0,5% BSA-1x PBS)
a cytospiny inkubovany 15 minut pii laboratorni teploté ve vlhké komirce ve tmé.
Po kazdé probehlé inkubaci byl odsat buni¢inou roztok a nasledné byly ptidany
2 kapky jednotlivych roztokli na cytospiny. Byly pfidany 2 kapky roztoku
blokujiciho endogenni peroxidasu. Cytospiny byly inkubovany 7 minut
pfi laboratorni teplot¢ ve vlhké komirce ve tmé. Dale byly piidany 2 kapky
permeabiliza¢niho roztoku a cytospiny byly inkubovany 15 minut pfi laboratorni
teploté ve vlhké komitirce ve tmé. Poté byly pfidany 2 kapky blokovaciho roztoku
blokujiciho proteiny a cytospiny byly inkubovany 25 minut pfi laboratorni teploté
ve vlhké komitirce ve tmé.

V pribéhu inkubace byla nafedéna primarni mys$i protilatka proti lidskému

znaku CD68 (100x a 50x) a primarni krali¢i protilatka proti lidskému znaku CD14
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permeabilizacnim roztokem. Po inkubaci byly pfidany 2 kapky permeabiliza¢niho
roztoku, cytospiny byly ponechdny 15 minut p#i laboratorni teploté¢ ve vlhké
komirce ve tmé. Po odsati roztoku bylo pipetovano 100 pl 100x nafedéné primarni
mysi protilatky proti lidskému znaku CD68 na jeden cytospin a na druhy 100 pl 50x
nafedéné primarni mysi protilatky proti lidskému znaku CD68. Dale bylo pipetovano
100 pl 100x natedéné primarni krali¢i protilatky proti lidskému znaku CD14
na jeden cytospin a na druhy 100 pl 50x nafedéné primarni krali¢i protilatky
proti lidskému znaku CD14. Poté byly cytospiny inkubovany v digestoii ve vlhké
komtirce pii laboratorni teploté pies noc.

Dalsi den byl pomoci buni€iny odsat prebyte¢ny roztok s primarni protilatkou.
Nasledné cytospiny promyty 2 kapkami promyvaciho roztoku a cytospiny
inkubovany 5 minut pii laboratorni teploté ve vlhké komirce ve tmé. Cytospiny
byly tiikrat promyty promyvacim roztokem (0,5% BSA-1x PBS) a posléze
byl roztok odsat buni¢inou.

Poté byly ptidany 2 kapky sekundarni protilatky soupravy (EnVision™ + Dual
Link System-HRP) na cytospiny, které byly dale inkubovany 60 minut
pii laboratorni teploté ve vlhké komirce ve tmé. Poté byly cytospiny dvakrat
promyty promyvacim roztokem, cytospiny byly inkubovany 5 minut pii laboratorni
teploté ve vlhké komiirce ve tmé a roztok byl po inkubaci opét odsat buni¢inou.
Na cytospiny byly ptfidany 2 kapky DAB chromogenu a cytospiny inkubovany
10 minut pii laboratorni teplot€¢ ve tm&. Cytospiny byly dvakrat promyty
destilovanou vodou, vysuSeny v proudu vzduchu v digestoii a pozorovany
pod svételnym mikroskopem.

Na cytospiny bylo pipetovano 100 pl barviva hematoxylinu a cytospiny
byly inkubovany 5 minut, pii laboratorni teploté. Nasledné byly cytospiny promyty
destilovanou vodou a cytospiny byly vysuSeny v proudu vzduchu v digestofi.
Na cytospiny byla pfidana 1 kapka montovaciho média Glycergelu.

Cytospiny byly ptekryty krycim sklickem pro nasledné pozorovani

na skenovacim mikroskopu TissueFAXS.

3.2.5.2 Fluorescencni barveni cytospint

Prvni den byla jedna c¢ast cytospinu inkubovana S primarni mys$i protilatkou
proti lidskému znaku CD68 a druhd cast cytospini byla inkubovana S primarni

kralici protilatkou proti lidskému znaku CD14. Druhy den byly cytospiny

30



inkubovany s fluorescenéné znacCenou sekundarni protilaitkou proti primarni
protilatce a jadernym fluorescenénim barvivem DAPI Fluoromount-G®.

Vzorky od pacientti byly zpracovavany vzdy po dvou cytospinech, kdy se postup
zpracovani lisil az v fedéni primarni protilatky proti lidskému znaku CD68 a CD14
(100x a 50x).

Po vyjmuti cytospini z-20°C byla pozorovana bunéénost vzorku
na cytospinech pod svételnym mikroskopem. Pomoci olejového pera byl v digestofi
nakreslen kruh kolem fixovanych bunék na cytospinech.

Fixované buiiky byly promyty 2 kapkami promyvaciho roztoku (0,5% BSA-1x
PBS). Cytospiny byly inkubovany 5 minut pifi laboratorni teploté. Po inkubaci
byl pomoci buni¢iny odsat promyvaci roztok. Poté byly buiky permeabilizovany
2 kapkami  permeabiliza¢niho roztoku (0,1% Saponin-0,5% BSA-1x PBS)
a cytospiny inkubovany 15 minut pfi laboratorni teploté ve vlhké komirce ve tmé.
Po inkubaci byl odsat bunic¢inou roztok a nasledné byly ptidany 2 kapky jednotlivych
roztokii na cytospiny, kdy po kazdé inkubaci byl nasledné odsat roztok pomoci
buni¢iny. Byly pfidany 2 kapky blokovaciho roztoku blokujiciho endogenni
peroxidasu. Cytospiny byly inkubovany 7 minut pfii laboratorni teploté ve vlhké
komurce ve tmé. Dale ptidany 2 kapky permeabilizaéniho roztoku a cytospiny
byly inkubovany 15 minut pfilaboratorni teplot¢ ve vlhké komirce ve tmé.
Poté piidany 2 kapky roztoku blokujiciho proteiny a cytospiny byly inkubovany 25
minut pii laboratorni teploté ve vlhké komtirce ve tmé.

V pribéhu inkubace byla nafedéna neoznaCena primarni mysi protilatka
proti lidskému znaku CD68 (100x a 50x) a primarni krali¢i protilatka proti lidskému
znaku CD14 (100x a 50x) permeabiliza¢nim roztokem. Po inkubaci byly pfidany
2 kapky permeabiliza¢niho roztoku, cytospiny byly inkubovany 15 minut
pti laboratorni teploté ve vlhké komirce ve tmé. Nasledné bylo pipetovano 100 pl
100x natedéné primarni mys$i protilatky proti lidskému znaku CD68 na jeden
cytospin a 100 pl 50x nafedéné primarni mysi protilatky proti lidskému znaku CD68
na druhy cytospin. Stejnym zptsobem byla pipetovana na cytospiny primarni krali¢i
protilatka proti lidskému znaku CD14. Cytospiny s primarni protilatkou
proti lidskému znaku CD68 a CD14 byly inkubovany v digestofi ve vlhké komurce
pii laboratorni teploté ptes noc.

Dalsi den byl pomoci buni¢iny odsat ptebyte¢ny roztok s primarni protilatkou.

Nasledné byly cytospiny promyty 2 kapkami promyvaciho roztoku a cytospiny
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inkubovany 5 minut pfi laboratorni teplot¢ ve vlhké komurce ve tmé. Cytospiny
byly tikrat promyty promyvacim roztokem a mezi kazdym promytim byl roztok
odsat bunicinou.

Bylo pipetovano 100 pl sekundarni polyklonalni osli protilatky proti primarni
mys3i protilatce IgG konjugovana fluorochromem AlexaFluor® 488 (ABCAM) (500x
nafedénd promyvacim roztokem) na oba cytospiny. Dale bylo pipetovano 100 pnl
sekundarni polyklondlni kozi protilatky proti primarni kralici protilatce IgG
konjugovand fluorochromem AlexaFluor® 488 (ABCAM) (500x nafedéni
promyvacim roztokem) na oba cytospiny, které byly inkubovany 60 minut
pii laboratorni teploté ve vlhké komirce.

Poté byly cytospiny dvakrat promyty promyvacim roztokem, -cytospiny
inkubovany 5 minut pfilaboratorni teploté ve vlhké komirce a roztok
byl po inkubaci opét odsat buni¢inou. Cytospiny byly dvakrat promyty destilovanou
vodou, vysuSeny vproudu vzduchu v digestofi a pro kontrolu pozorovany
pod svételnym mikroskopem.

Na cytospiny bylo pipetovano 100 pl média DAPI Fluoromount-G®, které slouzi
jednak jako montovaci médium a zaroven jako jaderné barvivo vazajici se na DNA,
které je mozné detekovat jako modrou fluorescenci. Cytospiny byly prekryty krycim

sklickem pro nasledné pozorovani na fluorescencnim skenovacim mikroskopu

TissueFAXS.
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4 VYSLEDKY

Pacientim po transplantaci plic byla odebrana BALT na III. Chirurgické klinice
1. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol v Praze. BALT
byla prevezena na pracovisté Ustavu imunologie Lékatské fakulty Univerzity
Palackého v Olomouci, kde byla zpracovana k ziskani dat o zastoupeni imunitnich
bunék v BALT, které byly dale vyuzity pro statistické vyhodnoceni a korelaci
s klinickymi daty. V ramci Moravy byla pacientim odebrana BALT po transplantaci
plic na Klinice plicnich nemoci a tuberkulozy Fakultni nemocnice v Olomouci,
ktera byla rovnéz pouzita pro zpracovani a naslednou analyzu. K analyze byla uréena
BALT od pacientii po transplantaci plic, ktera odpovidala druhému alikvotnimu
podilu pfi odbéru BALT. PficemZz prvni alikvotni podil BALT slouzil
pro mikrobiologickou analyzu, ktera byla provedena vramci nemocnice,
kde byla odebrana BALT.

V ramci diplomové prace bylo analyzovano celkem 106 BALT
0d 66 pacientd po transplantaci plic. Pfi zpracovani byl zaznamenan objem a fyzicky
vzhled BALT, kdy objem BALT byl relevantnim ukazatelem pro zpracovani BALT
(Tab. 4). Z hlediska fyzického vzhledu byla BALT nejcastéji opalescentni, mlé¢né
zakalena, s vyskytem drobnych ¢astic a shluk.

Z celkového poctu BALT od pacientl po transplantaci plic tvotili 63,6 %
muzi a 36,4% Zeny. V&k pacienth se pohyboval od 18 do 75 let,
piriemz byl zaznamenan nejvyssi vyskyt BALT od pacientit ve véku mezi 60 az 69
lety, cozodpovida 42,4 % vSech pacienti (Obr. 7). Ktransplantaci plic
byli indikovani zejména pacienti s diagnozami: CHOPN, IPF a CF. BALT
byla odebrana pacientim v rtiznych ¢asovych rozmezich, tj. mésici az n¢kolika let
po transplantaci plic za Gcelem sledovani jejich zdravotniho stavu. Pro zhodnoceni
aktudlniho zdravotniho stavu po transplantaci plic byla BALT pacientiim odebrana

nékolikrat.

Tab. 4 Cetnost objemil analyzovanych BALT

Pavodni objem Pocet BALT
[ml]
mén¢ nez 10 4
10-20 31
vice nez 20 71
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24 l-f % 106 %
6.1%

424 %

Legenda:

Bl 18a19let
[ 20-29 let
I 30-39 Let
40-49 let
I 50-59 let
[ 60-69 let
70+ let

Obr. 7 Kolacovy graf vékového rozmezi pacientti po transplantaci plic.

4.1 Zastoupeni populaci hlavnich imunitnich bunék

V bronchoalveolarni lavazni tekutiné

Z méfeni na priitokovém cytometru NovoCyte® byly ziskany zaznamy (dot-ploty),
které¢ slouzily k vyhodnoceni procentudlniho zastoupeni hlavnich populaci
imunitnich bunék v BALT od pacientll po transplantaci plic. Na zéklad¢ exprese
znaku CD45" bylo stanoveno absolutni zastoupeni imunitnich bunék (leukocyti)
vV BALT od pacientl po transplantaci plic, které dosahovalo primérného zastoupeni
28,6 % s konfiden¢nim intervalem v rozsahu od 22,4 do 34,8 %. Ostatni burky,
které se vyskytovaly v BALT byly neimunitniho pavodu, epitelové buiky a jiné
Castice. Primérna koncentrace leukocytd v BALT byla 76,2 x 10° leukocytty/l
s konfidenénim intervalem od 38,6 do 113,8 x 10° leukocytt/l. Podle (Obr. 8),

jsou znazornény krabicové grafy v diplomové praci.
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Obr. 8 Vzorovy krabicovy graf s popisem.
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Nejvice zastoupenou populaci hlavnich imunitnich bunék v BALT
od pacientt po transplantaci plic byla populace makrofagi s primérnym
zastoupenim 91,1 % a konfidenénim intervalem v rozsahu od 90,0 do 92,2 %.
Populace lymfocytt se vyskytovala v BALT s pramérnym zastoupenim 4,4 %,
s konfiden¢nim intervalem od 3,6 do 5,2%. Zatimco nejméné byla zastoupena
v BALT populace neutrofili s primérnym zastoupenim 2,6 % a konfiden¢nim
intervalem od 2,0 do 3,1 % (Obr. 9).

4.2 Zastoupeni imunitnich bunék v lymfocytarni populaci

V bronchoalveolarni lavazni tekutiné

V BALT od pacientli po transplantaci plic byly analyzovany populace imunitnich
bunék T-lymfocytl, NK bun&k a B-lymfocytl a subpopulace T-lymfocyti: CD8* T-
lymfocyty, CD4* T-lymfocyty, CD4* regula¢ni T-lymfocyty v ramci populace T-
lymfocytt.

Ptevazujici zastoupeni v lymfocytarni populaci tvofila populace T-lymfocytt
S prumérnym zastoupenim 75,1 % a konfiden¢nim intervalem od 71,4 do 78,8 %.
Populace NK bunék se vyskytovala s primérnym zastoupenim 9,9 % a konfiden¢nim
intervalem od 7,2 do 12,7 %. Nejméné byla zastoupena populace B-lymfocytt
S prumérnym zastoupenim 0,5 % a konfiden¢nim intervalem od 0,3 do 0,7 %

(Obr. 10).
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Obr. 9 Procentualni zastoupeni populaci makrofagt, lymfocyti a neutrofili v BALT.
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Obr. 10 Procentualni zastoupeni populaci T-lymfocytti, NK bunék a B-lymfocytd v BALT.
Ctverce v grafu znazornuji odlehlé hodnoty.

Subpopulace CD8" T-lymfocyti se vyskytovala s primérnym zastoupenim
51,3 %, s konfidenénim intervalem od 47,4 do 55,2 %, S normalnim rozdélenim dat
(W=0,976). Pramérné zastoupeni subpopulace CD4" T-lymfocyti bylo 47,9 %,
s konfidenénim intervalem od 44,0 do 51,8 %, S normalnim rozdélenim dat
(W=0,973). Neparovym t-testem byly zjistény mezi subpopulaci CD8* T-lymfocytt
a CD4" T-lymfocyth statisticky nevyznamné rozdily (P= 0,217) (Obr. 11).

Primérné zastoupeni poméru CD4*/CD8* T-lymfocytt
bylo 0,9 a konfidenéni interval dosahoval hodnot od 1,0 do 1,4. Dale byly sledovany
CD4" regula¢ni T-lymfocyty. Vyskytovaly se s primérnym zastoupenim 2,4 %,
pticemz konfiden¢ni interval byl od 1,1 do 3,6 %. Primérné zastoupeni exprese
znaku pamétovych bundk CD45RO" na CD4* T-lymfocytech bylo 80,5 %,
konfiden¢ni interval dosahoval hodnot v rozsahu od 76,5 do 84,6 %. Zatimco exprese
znaku pamétovych bunék CD45RO*" na CD8" T-lymfocytech byla s primérnym

zastoupenim 70,2 % a konfiden¢nim intervalem od 65,5 do 74,9 %.
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Obr. 11 Srovnani procentualniho zastoupeni populaci CD8" a CD4" T-lymfocyti v BALT.

Byla sledovana exprese aktivaéniho znaku HLA-DR na NK buikach
s prumérnym zastoupenim 33,8 % a konfiden¢nim intervalem od 22,5 do 45,1 %,
bez normality dat (W=0,888). V BALT svyssi bunétnosti NK bunék (>10 %)
byla exprese aktivaéniho znaku HLA-DR s primérnym zastoupenim 43,3 %,
konfidenéni interval dosahoval hodnot od 23,5 do 63,0 %, S normalnim rozdélenim
dat (W=0,917). Neparovym t-testem bylo zjisténo, ze BALT s vy$§im zastoupenim
NK bun¢k (>10 %) vykazovaly trend k vy$§im hodnotdm povrchové exprese HLA-
DR na NK bunkach oproti BALT s niz§im poc¢tem NK bun¢k (<10 %) se statisticky
nevyznamnymi rozdily (P= 0,097) (Obr. 12). Praimérné zastoupeni exprese HLA-DR
vV BALT s niz§im zastoupenim NK bunék bylo S primérnym zastoupenim 25,5 %,

konfidenéni interval dosahoval od 11,9 do 39,0 %, s normalnim rozdélenim dat
(W=10,917).
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Obr. 12 Srovnani exprese HLA-DR na NK buiikach (vice nez 10 % NK bunék) a NK bun¢k
(méné nez 10 % NK bunck) v BALT.
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4.3 Zastoupeni populaci imunitnich bunék v bronchoalveolarni

lavazni tekutiné ve vztahu k akutni rejekci

Bylo analyzovano procentudlni zastoupeni vybranych populaci imunitnich bungk,
(makrofagd, lymfocytd, neutrofili, NK bunék, poméru CD4"/CD8" T-lymfocyti)
Vv BALT a zkouman jejich vztah k riznym typtim akutni rejekce. PfiCemz data z BAL
byla porovnavana s daty z transbronchialni biopsie. Jednotlivé populace imunitnich
bun¢k v BALT byly rozdéleny do tii skupin typti akutni rejekce (pacienti bez akutni
rejekce A0, s minimalni akutni rejekci Al a pacienti s mirnou akutni rejekci A2).

U pacientil bez akutni rejekce A0 byly makrofagy vice zastoupeny v BALT
ve srovnani se skupinou pacientli s rejekei typu Al. Primérné zastoupeni makrofagh
u skupiny pacientti bez rejekce A0 bylo 91,9 %, s konfiden¢nim intervalem od 89,1
do 94,6 %, s normalnim rozdélenim dat (W= 0,894). Dale primérné zastoupeni
makrofagii u skupiny pacientd s rejekci typu Al bylo 88,9 %, s konfiden¢nim
intervalem od 85,3 do 92,5 % a normalnim rozdélenim dat (W= 0,780). Makrofagy
u skupiny pacientti s rejekci typu A2, nebyly vyhodnoceny z diivodu nedostatku
klinickych dat, i kdyz je patrné, ze oproti skupinam A0 a Al maji néktefi pacienti
S typem rejekce A2 vyznamné snizené procentualni zastoupeni populace makrofagi.
Neparovym t-testem byly zjiStény mezi populaci makrofaghi u skupiny pacientii
bez rejekce A0 a rejekce typu Al v BALT statisticky nevyznamné rozdily (P= 0,300)
(Obr. 13).
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Obr. 13 Srovnéni procentualniho zastoupeni makrofagl u skupiny pacientll bez rejekce A0
a rejekce typu Al v BALT.
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Lymfocyty u skupiny pacientll bez rejekce A0 byly méné zastoupeny v BALT
S prumérnym zastoupenim 3,6 %, s konfiden¢nim intervalem od 2,2 do 5,0 %,
s normalnim rozdélenim dat (W= 0,950) ve srovnani se skupinou pacientl s rejekci
typu Al. Lymfocyty u skupiny pacienti srejekci typu Al byly s primérnym
zastoupenim 4,3 % Vv BALT, s konfiden¢nim intervalem od 2,7 do 5,8 %,
s normalnim rozdélenim dat (W= 0,819). Lymfocyty u skupiny pacientl s rejekci
typu A2, nebyly vyhodnoceny z divodu nedostatku klinickych dat. Neparovym t-
testem byly zjistény mezi populaci lymfocyti u skupiny pacientii bez rejekce A0
a rejekce typu Al v BALT statisticky nevyznamné rozdily (P= 0,596) (Obr. 14).
Neutrofily byly méné zastoupeny v BALT u skupiny pacientli bez rejekce AO
s prumérnym zastoupenim 1,3 %, s konfiden¢nim intervalem od 0,9 do 1,7 %,
s normalnim rozdélenim dat (W= 0,955). Neutrofily u skupiny pacientt s rejekci
typu Al byly vice zastoupeny v BALT ve srovnani se skupinou pacientti bez rejekce
AO0. Neutrofily u skupiny pacientt s rejekei typu Al byly S praimérnym zastoupenim
2,9 %, s konfiden¢nim intervalem od 1,8 do 4,0 %, bez normalniho rozdéleni dat
(W=0,805). Neparametrickym testem Mann-Whitney byly zjistény mezi populaci
neutrofili u skupiny pacientl bez rejekce AO a rejekce typu Al v BALT statisticky
nevyznamné rozdily (P=0,188) (Obr. 15). Z grafu je patrné, ze oproti skupinam A0
a A1 maji nckteti pacienti s typem rejekce A2 procentudlni zastoupeni neutrofil
vyznamng zvysene.
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Obr. 14 Srovnani procentualniho zastoupeni lymfocyti u skupiny pacientti bez rejekce A0
a rejekce typu Al v BALT.
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Obr. 15 Srovnani procentualniho zastoupeni neutrofild u skupiny pacientii bez rejekce A0
a rejekce typu Al v BALT.

NK buiiky u skupiny pacientti bez rejekce A0 byly vice zastoupeny v BALT
S prumérnym zastoupenim 7,5 %, s konfiden¢nim intervalem od 4,5 do 10,5 %,
s normalnim rozdélenim dat (W= 0,951). NK bunky u skupiny pacienti s rejekci
typu Al byly méné zastoupeny v BALT sprumérnym zastoupenim 4,7 %,
s konfiden¢nim intervalem od 2,8 do 6,7 %, s rozdélenim dat, které nedosahovalo
normality (W=0,773). NK buiky uskupiny pacientd srejekci typu A2,
nebyly vyhodnoceny z divodu nedostatku klinickych dat, i kdyz je patrné, ze oproti
skupiné A0 maji pacienti stypem rejekce A2 vyznamné snizené procentudlni
zastoupeni populace NK bunék. Neparametrickym testem Mann-Whitney
byly zjistény mezi populaci NK bun¢k u skupiny pacientti bez rejekce AO a rejekce
typu Al v BALT statisticky vyznamné rozdily (P= 0,047) (Obr. 16).
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Obr. 16 Srovnéni procentualniho zastoupeni NK bunék u skupiny pacientti bez rejekce A0
a rejekce typu Al v BALT.
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Primérné zastoupeni poméru CD4*/CD8" T-lymfocyti u skupiny pacientii
bez rejekce AO bylo nizsi ve srovnani se skupinou pacientt s rejekci typu Al.
Primérné zastoupeni poméru CD47/CD8" T-lymfocyti u skupiny pacienti
bez rejekce (AQ) bylo 1,4, s konfiden¢nim intervalem od 1,1 do 1,8, s normalnim
rozd€lenim dat (W= 0,889). Primérné zastoupeni poméru CD4*/CD8" T-lymfocyti
u skupiny pacientd srejekci typu Al bylo 1,1, s konfiden¢nim intervalem
0d 0,7 do 1,6, bez normalniho rozdeleni dat (W=0,770). Primérné zastoupeni
poméru CD4*/CD8" T-lymfocytd u skupiny pacientl srejekci typu A2,
nebylo vyhodnoceno z divodu nedostatku klinickych dat. Neparametrickym testem
Mann-Whitney byly zjistény mezi pomérem CD4*/CD8" T-lymfocytt u skupiny
pacientll bez rejekce A0 a rejekce typu Al v BALT statisticky nevyznamné rozdily
(P=0,060) (Obr. 17).
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Obr. 17 Srovnani zastoupeni poméru CD4°/CD8" T-lymfocyti u skupiny pacientl
bez rejekce AO a rejekce typu AL v BALT.
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4.4 Sledovani pacientl po transplantaci plic v ¢ase

Pacientim po transplantaci plic byly odebrany vzorky dvéma metodami:
transbronchialni biopsii a BAL. Protokolarni transbronchialni biopsii byly odebirany
vzorky vzdy Vv prvnim, tfetim, Sestém a dvanactém mésici. Na oddéleni patologie
prislusné nemocnice, kde byly biopsie provedeny, byly vyhodnoceny stupné akutni

rejekce a zanétu dychacich cest.

4.4.1 Vyskyt akutnich rejekci u pacienti 1 mésic po transplantaci

U devatenacti z 66 pacienti nebyla k dispozici klinickd data z transbronchialni
biopsie. V tabulce (Tab. 5) byly ohodnoceny stupné akutni rejekce a zanétu
dychacich cest u pacientli v dobé prvniho mésice po transplantaci plic, stanoveny
metodou transbronchidlni biopsie, ze které je patrné, ze nejvice pacientli nema zadné
znamky akutni rejekce (A0, n=22), méné¢ pak bylo pacienti s minimalnimi
znamkami akutni rejekce (A1, n= 18). Pouze u 7 pacientli byly zaznamenany znamky

mirné akutni rejekce.

Tab. 5 Vyskyt akutni rejekce a zanétu dychacich cest u pacientti v dobé prvniho mésice
po transplantaci plic stanoveny metodou transbronchilni biopsie

Stupné akutni rejekce a zanétu Pocet pacienti
dychacich cest n= 47
“A0 B0 16

“A0 SBX
A1 B0
A1 TTB1
AL SBX
A2 B0
A2 5BX

DDk O W o O

“A0 Bez akutni rejekce; YAl Minimalni akutni rejekce; *A2 Mirna akutni rejekce; SBX
Nehodnotitelny vzorek; ~BO Bez dikazii zandti dychacich cest; "TB1 Minimalni zan&t
dychacich cest.
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4.4.2 Vyskyt akutnich rejekci a korelace s imunitnimi populacemi
V bronchoalveolarni lavazni tekutiné
Pro dlouhodobé sledovani pacienti béhem prvniho roku po transplantaci

bylo vybrano 5 pacientd, u kterych byly vzorky odebrany metodou transbronchialni

biopsie (protokolarni) (Tab. 6) a rovnéz byla u stejnych pacientii provedena BAL.

Tab. 6 Sledovani vybranych pacientd (n=5) v pribéhu prvniho roku po transplantaci plic
metodou transbronchialni biopsie

Pacient O\;lzzbrfl?l Typ rejekce
1. mésic A2 SBX
A 3. mésic *A0 “BO
6. mésic TA1 7Bl
1. mésic *A0 SBX
B 3. mésic *A0 SBX
6. mésic TAL SBX
1. mésic *A0 “BO
C 3. mésic TA1 SBX
6. mésic A2 1B1
1. mésic “A0 SBX
b 3. mésic A1 B0
6. mésic “A0 SBX
12. mésic A2 B0
1. mésic “A0 SBX
. 3. mésic A1 B0
6. mésic “A0 SBX
12. mésic A2 B0

“A0 Bez akutni rejekce; YAl Minimalni akutni rejekce; *A2 Mirna akutni rejekce; SBX
Nehodnotitelny vzorek; ~ B0 Bez ditkazii zandtd dychacich cest; "Bl Miniméalni zanét
dychacich cest.
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Pacient A (ZENA, 21 let): Pacientce po transplantaci plic byla odebrana
BALT metodou BAL v prvnim a ve tfetim mésici. V ramci tfetiho mésice se vyrazné
snizilo procentudlni zastoupeni NK bunék ve srovnani s prvnim mésicem.
Byl zaznamenan narist primérného zastoupeni poméru CD47/CD8" T-lymfocyti
a procentualniho zastoupeni neutrofili (Tab. 7).

Pacient B (MUZ, 61 let): Pacientovi po transplantaci plic byla odebrana
BALT metodou BAL ve tfetim a v Sestém mésici. V Sestém mésici se vyrazné
zvysilo procentudlni zastoupeni populace NK bunék a byl zaznamenan pokles
procentudlniho zastoupeni populace lymfocytli a primérného zastoupeni poméru
CD4*/CD8" T-lymfocytl ve srovnani s tietim mésicem (Tab. 8).

Pacient C (MUZ, 63 let): Pacientovi po transplantaci plic byla odebrana
BALT metodou BAL ve tietim a v Sestém mésici. V Sestém mésici se znacné zvysilo

procentualni zastoupeni populace lymfocytd ve srovnani s tietim mésicem (Tab. 9).

Tab. 7 Procentualni zastoupeni populaci imunitnich bunék v BALT u pacienta A v prvnim
a ve tietim mesici

Odbér Lym(])‘/ocyty Makiofégy Neu:[)rofily NK (l))uﬁky CD}EI/lgerF Typ_ a1k<utni
BALT [%] [%] [%] %] T ymfocytn  "eJekee
1. mésic 6,9 81,7 1,3 9,2 1,0 A2 BX
3. mésic 59 87,8 2,4 2,5 14 A0

Tab. 8 Procentualni zastoupeni populaci imunitnich bunék v BALT u pacienta B ve tfetim
a Vv Sestém meésici

y Lymfocyty Makrofagy Neutrofily NK buiky P(imer + Typ akutni
Odbér [%] [%] [%] [%] CD4*/CD8 rejekee
BALT T-lymfocytt

3. mésic 3,8 86,3 0,5 7,5 1,9 A0 BX
6. mésic 1,0 82,8 0,5 15,3 0,4 Al BX

Tab. 9 Procentualni zastoupeni populaci imunitnich bunék v BALT u pacienta C ve tfetim
a v Sestém mésici

Pomeér

Odber Lym(])‘ocyty Makgofégy Neu'(t)rofily NK (l?uf]ky CD4'/CDS* Typ all(cutni
BALT [%] [%] [%] %] ymfocyta  reiekee
3. mesic 0,5 87,0 1,4 10,1 1,0 Al BX
6. mesic 2,4 84,9 1,5 11,0 0,4 A2 B1
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Pacient D (MUZ, 64 let): Pacientovi po transplantaci plic byla odebrana
BALT metodou BAL ve tfetim, v Sestém a ve dvanactém mésici. Ve srovnani
s Sestym a dvanactym meésicem byly NK bunky nejvice zastoupeny ve tietim mésici
a nejméné byly zastoupeny neutrofily. Zatimco v Sestém mésici bylo sniZeno
procentualni zastoupeni lymfocytli ve srovnani s tfetim mésicem. Ve dvanactém
mésici bylo vyrazné snizeno procentualni zastoupeni NK bun¢k (Tab. 10).

Pacient E (ZENA, 45 let): Pacientce po transplantaci plic byla odebrana
BALT metodou BAL ve tfetim, v Sestém a ve dvanactém mésici. Ve tfetim mésici
byla populace lymfocytli ve srovnani s Sestym a dvanactym mésicem zna¢n¢ snizena.
V Sest¢tm mésici byly nejméné zastoupeny neutrofily a bylo znacné zvySené
procentudlni zastoupeni NK. Ve dvandctém mésici bylo vyrazné zvyseno
procentudlni zastoupeni lymfocytli, zatimco prumérné zastoupeni pomeéru
CD4*/CD8" T-lymfocytt bylo znaéné snizeno ve srovnani s tfetim a Sestym mésicem
(Tab. 11).

Tab. 10 Procentualni zastoupeni populaci imunitnich bunék v BALT u pacienta D ve tfetim,
v Sestém mésici a ve dvanactém mésici

Pomér
Odbér  Lymfocyty Makrofagy Neutrofily NK butiky CD4'/CD8"  Typ akutni
BALT [%] [%] [%] [%] T-lymfocyth rejekce
3. mé&sic 2,9 79,4 0,3 16,6 0,8 Al B0
6. mé&sic 0,6 90,0 1,2 7,4 0,9 A0 BX
12. mésic 15 92,4 4,1 1,6 0,5 A2 B0

Tab. 11 Procentualni zastoupeni populaci imunitnich bunék v BALT u pacienta E ve tfetim,
v Sestém meésici a ve dvanactém meésici

Pomeér
Odbér  Lymfocyty Makrofagy Neutrofily NK buiiky CD4*/CD8"  Typ akutni
BALT [%] [%] [%] [%] T-lymfocytt rejekce
3. mésic 3,5 80,4 8,9 4.4 2,7 Al BO
6. mésic 59 83,4 0,8 8,2 1,7 A0 BX
12. mésic 12,0 77,0 10,0 0,5 1,0 A2 BO
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4.5 Zastoupeni populaci imunitnich bunék v periferni Kkrvi

a bronchoalveolarni lavazni tekutiné

V periferni krvi byla znaéné¢ prevladajici populace neutrofili. Nejméné
byly zastoupeny v periferni krvi monocyty, pfiCemz monocyty se v BALT
vyskytovaly pouze v aktivované formé jako makrofagy Ve srovnani s BALT
byla zde nejvice zastoupena populace makrofagt (Obr. 18).

Bylo sledovano primérné zastoupeni populaci imunitnich bun¢k v periferni
krvia BALT od pacientd (n= 7) po transplantaci plic.

Monocyty byly méné zastoupeny v periferni krvi, s primérnym zastoupenim
4,9 %, skonfiden¢nim intervalem od 2.4 do 7,3 %, s normalnim rozdélenim dat
(W=0,901). Monocyty v BALT (pouze aktivovana forma jako makrofagy) byly vice
zastoupeny v BALT s primérnym zastoupenim 90,2 %, s konfiden¢nim intervalem
od 85,1 do 95,3 %, s normalnim rozdélenim dat (W= 0,978). Parovym t-testem
byly zjistény mezi populaci monocyti v periferni krvi a makrofagh v BALT
statisticky vyznamné rozdily (P< 0,0001) (Obr. 19).
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Obr. 18 Srovnani procentualniho zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék v periferni
krvi a v BALT. A) Periferni krev; B) BALT. FSC Piimy rozptyl svétla; SSC Bo¢ni rozptyl
svétla.
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Obr. 19 Srovnani procentualniho zastoupeni monocytti v periferni krvi a makrofagti v BALT.

Lymfocyty byly vice zastoupeny v periferni krvi, s primérnym zastoupenim
6,2 %, s konfiden¢nim intervalem od 3,7 do 8,7 %. Pii testovani normality
bylo zjisténé normalni rozdéleni dat (W= 0,940). Mén¢ se lymfocyty vyskytovaly
v BALT, spriumérnym zastoupenim 3,8 %, S konfiden¢nim intervalem od 2,0
do 5,6 % a s normalnim rozdélenim dat (W= 0,864). Parovym t-testem byly zjistény
mezi populaci lymfocytii v periferni krvi a BALT statisticky nevyznamné rozdily
(P=0,095) (Obr. 20).
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Obr. 20 Srovnani procentualniho zastoupeni lymfocyti v periferni krvi a BALT.
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Neutrofily byly vice zastoupeny v periferni krvi, S primérnym zastoupenim
84,2 %, s konfiden¢nim intervalem od 79,1 do 89,3 %, s normalnim rozdélenim dat
(W=10,880). Mén¢ byly neutrofily zastoupeny v BALT, s primérnym zastoupenim
4,3 %, s konfiden¢nim intervalem od 0,0 do 8,8 %, s normalnim rozdélenim dat
(W= 0,827). Parovym t-testem byly zjistény mezi populaci neutrofilti v periferni krvi
a BALT statisticky vyznamné rozdily (P= 0,002) (Obr. 21).

T-lymfocyty byly méné zastoupeny v periferni krvi, s primérnym
zastoupenim 47,2 %, s konfiden¢nim intervalem od 25,4 do 68,9 %, s normalnim
rozdélenim dat (W=0,900). Vice byly T-lymfocyty zastoupeny v BALT,
s prumérnym zastoupenim 74,6 %, s konfiden¢nim intervalem od 58,1 do 91,1 %,
Snormalnim rozdélenim dat (W=0,810). Parovym t-testem byly zjistény
mezi populaci T-lymfocytii v periferni krvi a BALT statisticky vyznamné rozdily

(P=0,002) (Obr. 22).
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Obr. 21 Srovnani procentualniho zastoupeni neutrofilt v periferni krvi a BALT.
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Obr. 22 Srovnani procentualniho zastoupeni T-lymfocytt v periferni krvi a BALT.

NK buiiky byly vice zastoupeny v periferni krvi, S primérnym zastoupenim
24,0 %, s konfiden¢nim intervalem od 6,8 do 41,2 %, s normalnim rozdélenim dat
(W=10,851). Mén¢ byly NK bunky zastoupeny v BALT, s primérnym zastoupenim
13,7 %, s konfiden¢nim intervalem od 0,0 do 32,6 %, s rozd€lenim dat bez normality
(W=0,694). Neparametrickym testem Mann-Whitney byly zjist€ény mezi populaci
NK v periferni krvi a BALT statisticky nevyznamné rozdily (P= 0,085) (Obr. 23).
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Obr. 23 Srovnani procentualniho zastoupeni NK bun&k v periferni krvi a BALT. Ctverec
Vv grafu znazornuje odlehlou hodnotu.
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CD8" T-lymfocyty byly vice zastoupeny v periferni krvi, S primérnym
zastoupenim 52,0 %, s konfiden¢nim intervalem od 32,2 do 71,9 %, s normalnim
rozd€lenim dat (W= 0,926). Méné byly CD8" T-lymfocyty zastoupeny v BALT,
s prumérnym zastoupenim 44,7 %, s konfiden¢nim intervalem od 27,6 do 61,7 %,
snormalnim rozdélenim dat (W=0,901). Parovym t-testem byly zjiStény
mezi populaci CD8" T-lymfocytl v periferni krvi a BALT statisticky nevyznamné
rozdily (P= 0,574) (Obr. 24).

CD4" T-lymfocyty byly vice zastoupeny v periferni krvi, s primérnym
zastoupenim 47,9 %, s konfiden¢nim intervalem od 28,0 do 67,7 %, s normalnim
rozd€lenim dat (W= 0,927). Méné byly CD4" T-lymfocyty zastoupeny v BALT,
S prumérnym zastoupenim 28,6 %, S konfidencnim intervalem od 22,2 do 35,1 %,
snormalnim rozdélenim dat (W=0,977). Parovym t-testem byly zjiStény
mezi populaci CD4" T-lymfocytl v periferni krvi a BALT statisticky nevyznamné
rozdily (P= 0,079) (Obr. 25).
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Obr. 24 Srovnani procentualniho zastoupeni CD8" T-lymfocyti v periferni krvi a BALT.
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Obr. 25 Srovnani procentualniho zastoupeni CD4" T-lymfocyta v periferni krvi a BALT.

CD8" CD45RO" T-lymfocyty byly méné zastoupeny v periferni krvi,
s prumérnym zastoupenim 20,5 %, s konfiden¢nim intervalem od 5,8 do 35,2 %,
s normalnim rozdé&lenim dat (W= 0,861). Vice byly zastoupeny CD8" CD45RO" T-
lymfocyty v BALT, s primérnym zastoupenim 77,6 %, S konfiden¢nim intervalem
od 69,0 do 86,3 %, snormalnim rozdélenim dat (W= 0,981). Parovym t-testem
byly zjistény mezi populaci CD8" CD45RO* T-lymfocyti v periferni krvi a BALT
statisticky vyznamné rozdily (P< 0,0001) (Obr. 26).
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Obr. 26 Srovnani procentualniho zastoupeni CD8" CD45RO" T-lymfocyti v periferni krvi
a BALT.
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CD4" CD45RO" T-lymfocyty byly méné zastoupeny v periferni krvi,
s prumérnym zastoupenim 52,8 %, s konfiden¢nim intervalem od 28,0 do 77,6 %,
s normalnim rozdélenim dat (W= 0,878). Vice byly CD4* CD45RO"* T-lymfocyty
zastoupeny v BALT, s primérnym zastoupenim 83,1 %, S konfiden¢nim intervalem
od 73,6 do 92,5%, snormalnim rozdélenim dat (W= 0,875). Parovym t-testem
byly zjistény mezi populaci CD4* CD45RO" T-lymfocyti v periferni krvi a BALT
statisticky vyznamné rozdily (P= 0,031) (Obr. 27).
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Obr. 27 Srovnani procentualniho zastoupeni CD4" CD45RO" T-lymfocytli v periferni krvi
a BALT.
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4.6 Imunocytochemické barveni cytospini

Z prislusnych vzorkit BALT od pacienti po transplantaci plic byly pfipraveny
cytospiny, které byly pouzity k imunocytochemickému barveni.

V ptipadé chromogenniho barveni byla jedna ¢ast cytospinti inkubovana
S primarni mysi protilatkou proti lidskému znaku CD68 a druha cast cytospini
inkubovana s primarni krali¢i protilatkou proti lidskému znaku CD14. Druhy den
byly cytospiny inkubovéany se sekundarni protilatkou soupravy (EnVision™ + Dual
Link System-HRP) a barveny chromogennim barvivem DAB.

Byly pozorovany znaky CD68 a CDI14, které detekovaly ptitomnost
makrofagové populace ve vzorku BALT. Znak CD68 byl silné exprimovan
Vv cytoplazmatickych granulech makrofagt (Obr. 28). Zatimco na povrchu makrofagi
byl exprimovan znak CD14 (Obr. 29). Proto chromogenni barveni cytospini proti
znaku CD14, nebylo tak intenzivni jako u barveni cytospini proti znaku CD68.
K vizualizaci bunécnych jader bylo pouzito barvivo hematoxylin.

Na obrazcich (Obr. 28 a 29) bylo na cytospinech patrné vyssi zastoupeni

lymfocytii v BALT, coz by mohlo znacit nastupujici akutni rejekcei plicniho $tépu.

Obr. 28 Cytospiny z chromogenniho barveni, znak CD68 detekoval makrofagovou populaci
(hnédé zbarveni) a pomoci barviva hematoxylinu byla pozorovana bunétnd jadra (modré
zbarveni).
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Obr. 29 Cytospiny z chromogenniho barveni, znak CD14 detekoval makrofagovou populaci
(hnédé zbarveni) a pomoci barviva hematoxylinu byla pozorovana bunécna jadra (modré
zbarveni).

Fluorescenénim barvenim byla jedna ¢ast cytospinii inkubovana s primarni
mysi protilaitkou proti lidskému znaku CD68 (Obr. 30). Druha cast cytospini
byla inkubovana s primarni krali¢i protilatkou proti lidskému znaku CD14 (Obr. 31).
Druhy den byly cytospiny inkubovany s fluorescenéné znafenou sekundarni
protilatkou proti primarni protilatce. K vizualizaci bunéénych jader bylo pouzito
fluorescenéni barvivo DAPI Fluoromount-G®. Z obrazkia (Obr. 30 a 31) je patrné
pievazujici zastoupeni makrofagt na cytospinech z BALT. Bylo mozné pozorovat

znacnou velikost (az desitky um) a vysokou granularitu u makrofagové populace.
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Obr. 30 Cytospiny z fluorescen¢niho barveni, znak CD68 detekoval makrofagovou populaci
(zelené zbarveni) a pomoci fluorescenc¢niho barviva DAPI byla pozorovana bunécna jadra
(modré zbarveni).
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Obr. 31 Cytospiny z fluorescenéniho barveni, znak CD14 detekoval makrofagovou populaci
(zelené zbarveni) a pomoci fluorescencniho barviva DAPI byla pozorovana bunécéna jadra
(modré zbarveni).
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5 DISKUZE

Transplantace plic je zavedenym 1éCebnym piistupem U vybranych skupin pacientt
s pokroc¢ilym plicnim onemocnénim (Arcasoy a Kotloff, 1999; Yusen et al., 2015).
Navzdory zlepSeni v chirurgické, pooperacni a imunosupresivni oblasti
je vsak celkové preziti po transplantaci plic nizsi, na rozdil od pacientd, u kterych
byl transplantovan jiny organ (Orens a Garrity, 2009; Yusen et al.,, 2015).
Je to zptisobeno predevsim rozvojem chronické rejekce plic, jejimz nejcastéjSim
fenotypem je syndrom bronchiolitis obliterans. Hlavnim rizikovym faktorem
pro rozvoj chronické dysfunkce plic je vyskyt opakovanych epizod akutni rejekce
vyssiho stupné (Sharples et al., 2002). K diagnéze akutni rejekce se vyuziva
invazivni metoda transbronchialni biopsie (Stewart et al., 2007b). Nicméné, autofi
Greenland et al. (2014) ve svych studiich uvadéji, ze imunofenotypizace imunitnich
bunék BALT mize byt pouzita k posouzeni pravdépodobnosti akutni rejekce
U pacientl po transplantaci plic.

Cilem predkladané diplomové prace je imunofenotypizace populaci
imunitnich buné¢k BALT u pacientt po transplantaci plic.

V diplomové praci bylo stanoveno absolutni zastoupeni imunitnich bunék
(leukocytt) v BALT od pacientt po transplantaci plic, které dosahovalo prumérného
zastoupeni 28,6 % s konfiden¢nim intervalem v rozsahu od 22,4 do 34,8 %.
Primérna  koncentrace leukocytt v BALT byla 76,2x10%° leukocytiy/l
s konfidenénim intervalem od 38,6 do 113,8 x 10° leukocyti/l. V literatuie byly
publikovany mirné vys$§i poéty leukocyti v BALT (140-442 x 10° leukocyti/l)
u stabilnich pfijemct po transplantaci plic (Greenland et al., 2014). I kdyz v jiné
studii byly pocty leukocyti proménlivé v zavislosti na ¢ase po transplantaci (75 dni
po transplantaci 234 x 10° leukocytd/l, po 2. roce 120 x 10°® leukocytii/I) (Slebos et
al., 2002). V nasi praci nebyly poéty leukocytti vztazené k dobé po transplantaci.
V jiné studii byly zjiStény u pacientl s akutni rejekci vyrazné zvySené poclty
leukocytti (200-700 x 10° leukocytt/l) ve srovnani s pacienty bez rejekce (Greenland
et al., 2014).

V ramci této diplomové prace bylo dale hodnoceno procentualni zastoupeni
hlavnich populaci imunitnich bun¢k (makrofagl, lymfocytii, neutrofili) v BALT
od pacientti po transplantaci plic. Nejvice zastoupenou populaci imunitnich bunék

VBALT byly makrofagy Sprimérnym zastoupenim 91,1 %, s konfidencnim
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intervalem od 90,0 do 92,2 %. Populace lymfocytu se vyskytovala Sprimérnym
zastoupenim 4,4 %, s konfidenénim intervalem od 3,6 do 52% a nejméné
byly zastoupeny neutrofily s primérnym zastoupenim 2,6 %, S konfidenénim
intervalem od 2,0 do 3,1 %. Autofi ve svych studiich uvadéji podobna procentualni
zastoupeni hlavnich populaci imunitnich bunék v BALT u stabilnich piijemct
po transplantaci plic: 71-94 % makrofaga, 5-19 % lymfocyti a 4-12 % neutrofilt
(Tiroke et al., 1999; Slebos et al., 2002). V dalsi studii bylo zjisténo snizené
procentualni zastoupeni populace makrofagi na 30-70 % v BALT u skupiny pacientt
s akutni rejekci (Vanaudenaerde et al., 2006; Speck et al., 2016). Zaroven
byl zaznamenan znaény procentudlni narust populace lymfocytd na 10-60 %.
Zvyseny byly rovnéz neutrofily na 15-30 % oproti 4-12 % ve srovnani se skupinou
stabilnich ptijemct (Vanaudenaerde et al., 2006; Speck et al., 2016). V piipadé
procentudlniho zastoupeni lymfocyti v BALT ncktefi autoii uvadéji zvySeni
piiakutni rejekci, avSak v ptipad¢€ obliterujici bronchiolitidy naopak dochazi
ke snizeni procentualniho zastoupeni této populace (Reynaud-Gaubert et al., 2002).
Nicmén¢, rtuznorodé vysledky mohou souviset s riznymi metodickymi pfistupy,
casovymi body odbéru BALT, diagndzou pacientli a imunosupresivnimi reZimy.

Déle v diplomové praci bylo hodnoceno procentualni zastoupeni populaci
lymfocytarnich bun¢k (T-lymfocytti, NK bun¢k a B-lymfocytii) a subpopulaci T-
lymfocytt (CD4" T-lymfocytt, CD8* T-lymfocyti a CD4" regula¢nich T-lymfocyti)
v BALT. Vramci lymfocytarni populace byly ptevladajici T-lymfocyty v BALT
S primérnym zastoupenim 75,1 %, s konfidenénim intervalem 71,4-78,8 %.
Déle byla analyzovdna subpopulace CD4* T-lymfocytd a CD8* T-lymfocytd.
Primérné zastoupeni subpopulace CD4" T-lymfocytt bylo 48,0 %, s konfidenénim
intervalem 44,0-51,8 %. Subpopulace CD8* T-lymfocyt byla primérné zastoupena
51,3 %, skonfiden¢nim intervalem 47,4-55,2 %. Pramérné zastoupeni pomeéru
CD4*/CD8" T-lymfocyta bylo 0,9, s konfiden¢nim intervalem 1,0-1,4.

Ve studii Whitehead et al. (1995) uvadégji 60-ti % zastoupeni T-lymfocytt,
CD4" T-lymfocyty sprimérnym zastoupenim 25% a CD8" T-lymfocyty
S pruimérnym zastoupenim 40 % u stabilnich pfijemcti po transplantaci plic.
Prumérné zastoupeni poméru CD4*/CD8" T-lymfocyti se u stabilnich piijemct
po transplantaci zna¢né lisila mezi jednotlivymi studiemi: 0,8 (Griffith et al., 1988)
a 3,0 (Hamm et al., 1991). Vysledky naméiené v ramci diplomové prace se shoduji

s vy§e uvedenymi studiemi az na hodnoty CD4" T-lymfocytl, které byly vyssi v nasi
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skupin¢ pacientd. Nicméné, ve studii na zvifecim modelu byl pozorovan pokles
poméru CD4*/CD8" T-lymfocyti v souvislosti s vyskytem akutni rejekce v disledku
zvySeni CD8" T-lymfocytt u krys (Higashi et al., 1987; Kondo et al., 1993).

Dale byly hodnoceny CD4" regulaéni T-lymfocyty s primérnym zastoupenim
2,4 %. Na zvifecich modelech tolerance transplantace bylo zjisténo, ze regulac¢ni T-
lymfocyty mohou zabranit vzniku rejekce (Neujahr et al., 2009). Jina studie Bhorade
et al. (2010) uvadi, Ze vyssi procentudlni zastoupeni CD4" regula¢nich T-lymfocytl
nad 3,2 % mize ochranit pfed vznikem BOS. V diplomové praci bylo naméfené
procentudlni zastoupeni CD4" regula¢nich T-lymfocyti niz§i neZ v uvedené praci,
ackoliv v nasi skupin€ pacientiim nebyl diagnostikovan BOS.

Na nasem souboru bylo detekovano procentualni zastoupeni NK bunék 9,9 %
v rdmci lymfocytdrni populace. Nékteti autoti zjistili procentudlni pokles zastoupeni
populace NK bun¢k béhem akutni rejekce (mensi nez 5 %) a kombinované rejekce
s infekci (Greenland et al., 2014). Zatimco zvySené procentualni zastoupeni vétsi
nez 5 % NK bun¢k v BALT spojuji s vétsi pravdépodobnosti infekce po transplantaci
plic (Greenland et al., 2014). Tyto nalezy byly v souladu s nové¢jSim vyzkumem,
kdy bylo prokazano, ze deficit NK bunék v BALT se zvétsuje béhem akutni rejekce
pii studiu transplantace plic u mysi (Jungraithmayr et al., 2013). V nasi skupiné
pacientd bylo zjisténo, Ze pacienti s vy$§im procentualnim zastoupenim populace NK
bunék méli zdroven zvySenou expresi HLA-DR na NK bunkéch ve srovnani
s pacienty s niz§im procentudlnim zastoupenim populace NK bunék, coz svéd¢i
0 aktivaci této populace.

Nejméné zastoupenou populaci vV BALT byly B-lymfocyty s primérnym
zastoupenim 0,5 % v ramci lymfocytarni populace. V literatuie bylo zvySené
procentudlni zastoupeni B-lymfocyti asociovano s akutni rejekci (Gregson et al.,
2008; Greenland et al., 2014).

V diplomové praci jsme se dale zaméfili na srovndni procentudlniho
zastoupeni hlavnich imunitnich populaci a subpopulaci T-lymfocyti v BALT
a periferni krvi od sedmi pacientli po transplantaci plic. Analyza periferni krve
odhalila zvySené zastoupeni populace neutrofild S primérnym zastoupenim 84,2 %,
populace NK bunék s primérnym zastoupenim 24,0 % a Siroké rozmezi primérného
zastoupeni poméru CD4*/CD8" T-lymfocytd od 0,2 do 2,6. Tyto vysledky mohou
poukazovat na infekéni stav, ¢iznamky rejekce. Po analyze imunitnich bunék

vVBALT a srovnani s periferni krvi bylo zjiSténo, Ze u nékterych pacientd
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jsou vysoké procentualni zastoupeni populace NK bunék detekovany v obou
vzorcich, stejné jako mirné zvySené procentualni zastoupeni populace lymfocytd
¢i neutrofill, jejichz zvySeni u pacientl s akutni rejekci bylo popsano v literatuie
(Shennib et al., 1996). Tikkanen et al., (2001) stanovili miru neutrofilic nad 12 %
v BALT po mésici od transplantace plic jako ukazatel akutni rejekce (se specifitou
82 % a citlivosti 74 %). Zajimavé bylo zjisténi, ze nejvétsi rozdily v imunitnich
populacich mezi krvi a BALT, byly u CD4" a CD8" CD45RO* pamétovych T-
lymfocytl, pfiemz mnohondsobné vyssi procentudlni zastoupeni byly detekovany
v BALT.

Nekteii autoti Whitehead et al. (1995) demonstrovali vyrazné rozdily mezi T-
lymfocyty a jejich subpopulacemi v BALT a ve vzorcich periferni krve. Nicméné
se tyto poznatky neshoduji s vysledky naméfenymi v rdmci diplomové prace. Autoii
vjiné studii poukazuji na sniZené procentualni zastoupeni CD4" T-lymfocyth
v BALT, zatimco procentudlni zastoupeni CD8* T-lymfocytl zlstava stabilni
po transplantaci, coz vede ke sniZeni primérného zastoupeni poméru CD4*/CD8* T-
lymfocyti (Crim et al., 1996). Duvod snizeni primérného zastoupeni poméru
CD4*/CD8" T-lymfocytd v BALT zlstava nejasny, nicméné mohlo by se jednat
0 akumulaci cytotoxickych T-lymfocytii v plicnim stépu bez ptiznaki rejekce plic
(Prior et al., 1992).

V diplomové praci byly hodnoceny populace imunitnich bun¢k v BALT
vztazené ke tfem skupinam pacienti (pacienti bez akutni rejekce, s akutni rejekci
typu Al a typu A2) podle typu rejekce ziskané z hodnoceni vzorku transbronchialni
biopsie. Byly zjistény zna¢né rozdily, zejména v procentudlnim zastoupeni populace
makrofagii, neutrofilit a NK bunék mezi podskupinami pacientl s rejekci a pacienty
bez rejekce, i kdyz statisticky nebylo mozné z diivodi malého poctu pacientt
(stypem rejekce A2) ziskat statisticky relevantni vysledky. Nizké procentualni
zastoupeni populace NK bunék v BALT wu pacientd sakutni rejekei
vsak byly v naprosté shodé s literaturou (Greenland et al., 2014).

V dalsi casti diplomové prace jsme sledovali zmény procentudlniho
zastoupeni populaci imunitnich buné¢k v BALT u péti pacientli béhem prvniho roku
po transplantaci plic. U pacienta A dosSlo k nartstu procentualniho zastoupeni
populace NK bunék, coz by naznacovalo spiSe na pfitomnost infekce nebo aktivaci
procestt v plicich. U pacienta B doslo pouze k lehkému zvySeni procentualniho

zastoupeni populace lymfocytl, pficemz se nalez z transbronchidlni biopsie zménil
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Vv pribéhu roku ze stavu bez rejekce na znamky rejekce typu Al. V pripadé pacienta
C, u kterého doslo k rozvoji rejekce Al, doslo k poklesu procentualniho zastoupeni
populace NK bun¢k. U pacienta D doSlo v souladu se vy$$im stupném rejekce A2
ke zvySeni procentudlniho zastoupeni neutrofilti, stejné jako u pacienta E,
kde soucasné doslo ke zvySeni procentualniho zastoupeni lymfocytd a sniZeni
procentudlniho zastoupeni populace NK bunék. Nase vysledky naznacuji,
ze procentudlni zastoupeni imunitnich populaci v BALT velmi casto koreluje
s klinickym stavem pacienta po transplantaci.

NasSe nalezy prokazaly heterogenni vysledky v bunééném rozpoctu v BALT
U pacientl po transplantaci plic. Diivodem rtznorodych vysledki mohou byt rtizné
primarni  diagnoézy pacientd, doby odbéru BALT, metodické pfistupy
a imunosupresivni rezimy. Vysetteni BALT cytometrickou imunofenotypizaci samo
0 sob& nemuze byt pouzito k diagnostice akutni rejekce, avSak ve spojeni s dalSimi
vySetfenimi se miiZze stat uZiteCnym voditkem ke stanoveni sprdvné diagnozy
a pouziti vhodné 1é¢by. NaSe pilotni data naznacuji rozdily mezi skupinou pacientt
bez akutni rejekce a s akutni rejekci. Bude potieba dalsi studie, aby potvrdily

piinosnost vySetfeni imunitnich bunék v BALT pro diagnostiku rejekci.
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6 ZAVER

V teoretické Casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma transplantace plic,
komplikace vzniklé po transplantaci plic. Déle jsou v diplomové praci detailnéji
popsany imunofenotypy imunitnich bunék. V neposledni fad¢ jsou shrnuty metody
pritokova cytometrie a imunocytochemie.

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla provedena imunofenotypizace
imunitnich bunék BALT u pacienti po transplantaci plic, které byly odebrany
metodou BAL. V experimentalni casti bylo stanoveno absolutni zastoupeni
imunitnich buné¢k a procentudlni zastoupeni hlavnich imunitnich populaci
(makrofagti, lymfocyti a neutrofild) v BALT od pacienti po transplantaci plic.
Nejvice byly v BALT zastoupeny makrofagy, dale lymfocyty a nejméné neutrofily.

V diplomové praci byla analyzovana lymfocytarni populace (T-lymfocyty,
NK bunky, B-lymfocyty) a subpopulace T-lymfocytd (CD4" a CD8* T-lymfocyty
a CD4" regulaéni T-lymfocyty). V ramci lymfocytarni populace byly pievladajici T-
lymfocyty a nejméné byly zastoupeny B-lymfocyty. Minoritni zastoupeni v ramci
subpopulaci T-lymfocyti piedstavovaly CD4" regulacni T-lymfocyty. U sedmi
pacientll po transplantaci byly srovndny procentudlni zastoupeni imunitnich bun¢k
v BALT a vV periferni krvi.

Déle byly hodnoceny populace imunitnich bun¢k v BALT aporovnany
se stupném akutni rejekce. Zde byl zaznamenan se zvySujicim Se stupném akutni
rejekce vyznamny narast procentualniho zastoupeni populace neutrofili a zaroven
pokles procentualniho zastoupeni populace makrofagu a NK bunék.

V dalsi ¢asti diplomové prace bylo vyhodnoceno procentudlni zastoupeni
populaci imunitnich bunék v BALT od péti pacientli v obdobi béhem jednoho roku
po transplantaci plic. Vysledky byly porovnavany s aktudlnim stupném akutni
rejekce. Z vysledkt bylo patrné, Zze zmény v procentualnim zastoupeni imunitnich
populaci v BALT se méni v zavislosti na stupni akutni rejekce, poptipade
pritomnosti infekce.

I kdyZ nelze imunofenotypiza¢ni analyzou BALT, jako materidlu ziskaného
neinvazivni metodou BAL, ziskat stoprocentni vysledky potvrzujici klinicky stav
pacienta po transplantaci plic, jevi se tato metoda jako velmi uZite¢na pro zptfesnéni

diagnézy a v rozhodovani vybéru vhodné 1écby.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ACR
AM
APC
APC-Cy7
BAL
BALT
BCR
BOS
BSA
CD
CF
CLAD
CLP
CMP
DAB
DAPI
DC
FBS
FEV1
FITC
FoxP3
FSC
GMP
HIV
HLA
HRP
HSC
CHOPN
IL-5
IM
IPF
ISHLT

akutni celularni rejekce
alveolarni makrofagy
Allofykocyanin
Allofykocyanin-cyanin 7
bronchoalveolarni lavaz
bronchoalveolarni lavazni tekutina
B-bunécny receptor

bronchiolitis obliterans syndrom
Hovézi sérovy albumin
diferencia¢ni skupiny

cysticka fibréza

chronicka dysfunkce alostépu plic
spole¢ny lymfoidni progenitor
spole¢ny myeloidni progenitor
3,3’- diaminobenzidin

4’ 6-diamidin-2-fenyildol
dendritické bunky

Fetalni hovézi sérum

vitalni kapacita plic

Fluorescein isothiokyanat
transkrip¢ni faktor P3

piimy rozptyl svétla

spole¢ny progenitor granulocytli, monocyti a makrofaga
virus lidské imunodeficience
lidsky leukocytdrni antigen
kienova peroxidasa
hematopoetické kmenové buiiky
chronicka obstrukéni plicni nemoc
interleukin 5

intersticidlni makrofagy
idiopaticka plicni fibroza

Mezinarodni spolecnost pro transplantaci srdce a plic
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LAS
mDC
MEP
MPP
NK

OB
PAMP
PBS
pDC
PE
PE-Cy7
PerCP-Cy5.5
PGD
PMN
RAS
SSC
TCR
TLR
TRM

plicni alokac¢ni skore

klasické myeloidni dendritické bunky
spole¢ny progenitor erytrocytl/megakaryocytii
multipotentni progenitor

ptirozeni zabijeci

obliterujici bronchiolitida

molekularni struktury na povrchu asociované s patogenem
fosfatovy pufr

plazmocytoidni dendritické buiiky
Fykoerythryn

Fykoerythryn-cyanin 7
Peridin-chlorofyl-protein-cyanin 5.5

primarni dysfunkce $tépu

polymorfonuklearni leukocyty

restrikéni syndrom aloStépu plic

bocni rozptyl svétla

T-bunécny receptor

Toll-like receptor

tkanove rezidudlni makrofagy
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