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Anotace

Tato prace se zabyva dulezitosti diagnostiky akutni lymfoblastické leukémie pomoci
ruznych aktualné pouzivanych metod. Klade si za cil porovnani efektivity stanoveni
diferencialniho rozpoctu leukocytli periferni krve a kostni diené pod mikroskopem
a metody flowcytometrie, coz by mohlo pomoci optimalizovat diagnostiku ALL,
pfipadné (po piezkoumdni) dalSich typd leukémie ve zdravotnictvi. Sesbirana data
pochazi celkem od 32 pacienti Détské nemocnice FN Brno diive diagnostikovanych
s akutni lymfoblastickou leukémii v letech 2022 a 2023. Kazdy ze vzorki jednotlivych
pacientl byl zkouman standardizovanym zplsobem, z n¢hoz byla poté data
zaznamenavana. Z analyzy nasbiranych dat vyplyva, ze metoda flowcytometrie je
pfesngjsi, co se identifikace krevnich buncék tyce a také co se tyCe mnoZstvi
zanalyzovaného vzorku jako takového. Neumoziuje vSak pozorovat morfologii bunék,
narozdil od metody diferencidlniho rozpoctu pod mikroskopem, coz je pro diagnostiku
nemoci s naruSenim trilinearni hematopoézy mnohdy esencialni. Na zaklad¢ prace tak Ize
konstatovat, Ze ob¢ ze zkoumanych metod jsou pro diagnostiku ALL dilezité a neni
mozné jednu z nich nahradit druhou. Prace ukézala vyhody a nevyhody zkoumanych
metod, které je nezbytné pii jejich vyuziti zvazit, a piinesla tak nové poznatky v oblasti
diagnostiky leukémii.
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Annotation

This study discusses the importance of diagnosing acute lymphoblastic leukaemia using
the various current methods. It aims to compare the effectiveness of a differential
leukocyte count of peripheral blood and bone marrow samples and flow cytometry, which
could help to improve the diagnosis of ALL or (after review) other types of leukaemia in
healthcare settings.

The data collected came from 32 patients cured in the Children's Hospital University
Hospital Brno who were previously diagnosed with acute lymphoblastic leukaemia in
2022 and 2023. All patient samples were examined thoroughly and consistently, and the
resulting data were recorded accurately. Analysis of the collected data shows that the flow
cytometry method is more accurate in the blood cell identification and the amount of
sample analysed per se. However, unlike the method of the differential leukocyte count,
it does not allow us to observe the morphology of the cells, which is often essential for
the diagnosis of disruption of trilinear haematopoiesis disease. Thus, based on this work,
it can be concluded that both investigated methods are crucial for the diagnosis of ALL,
and one method cannot be replaced with the other. This work has shown the advantages
and disadvantages of the investigated methods, which must be considered when using
them. It has thus provided new insights into the field of leukaemia diagnosis.

Keywords

acute lymphoblastic leukaemia in children; diagnosis of leukaemia; microscopic
differentiation; flow cytometry; peripheral blood; bone marrow
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Seznam pouzitych zkratek
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BCR-ABL

cCD (antigeny)
CD (antigeny)
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DNA

FSC
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MHC

NK (buiiky)
ODHB

PAS (barveni)
Ph

PK
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SSC
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akutni lymfoblasticka leukémie
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fuze sekvence Abelsonova genu (ABL = Abelson tyrosine-kinase
gene) a sekvence pro protein klastrové oblasti zlomu (BCR =
breakpoint cluster region gene)

cytoplasmic cluster of differentiation

cluster of differentiation

chronicka lymfatickd leukémie

chronicka myeloidni leukémie

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
forward scatter (piimy rozptyl)
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komplex)

natural Killers

Oddéleni détské hematologie a biochemie
Periodic acid Schiff

Filadelfsky chromozom

periferni krev

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)
side scatter (bo¢ni rozptyl)

T-cell receptor (T-bunéény receptor)



cTdT cytoplasmic terminal deoxynucleotidyl transferase
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Autorska poznamka

Mimo kapitolu vénujici se jednotlivym typim leukémie je oznaceni blast brano jako
synonymum pro lymfoblast s ohledem na téma této prace. Je samoziejmosti, ze v jiném
mén¢ specifikovaném kontextu by se jednalo o omyl, jelikoz jako blasty jsou oznacovany
obecné nedospéla stadia (prekurzory) riznych typt leukocytt.

Zaroven jsou, pokud neni uvedeno jinak, vSechny obrazky a fotografie v této praci dilem
autora této prace.
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1 UvoD

Leukémie je nadorové onemocnéni postihujici krvetvorbu pacienta a fyziologickou
funkci jeho krevnich bunék. Prvni zminky o leukémii se objevuji v roce 1845 od védct
Johna Hughese Benneta a Rudolfa Virchowa, ktefi tuto nemoc popsali nezavisle na sob¢.
Ptiznaky podobné tém, jez se vyskytuji u pacientii S leukémii vSak byly popsany 1 hloubéji
v historii. (Krahulova a Vorlicek, 1998)

Leukémie je vazné onemocnéni a rocné podle GLOBOCAN 2022 a WHO je celosvétove
diagnostikovano kolem 487 000 tisic lidi (GLOBOCAN 2022, 2022). V zavislosti na
konkrétnim typu nebere ohled na pohlavi, vek, ani pivod a vyrazné omezuje kohokoliv
S touto nemoci bojujiciho. Podlehli na ni a podobna onemocnéni riizné zndmé osobnosti
jako Marie Curie-Sktodowska, Iréne Joliot-Curie, Charles Bukowski, ¢i Alan Shepard.
(On This Day, bez roku) Ptipad kazdého diagnostikovaného pacienta je vSak unikatni
a cilem védy je zajistit, aby lidské Zivoty zlstaly touto nemoci nepoznamenané.

Diagnostika je zaloZena na vySetfeni krevniho obrazu. Na zdkladé morfologie bun&k
dochazi ke stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytl v periferni krvi a v kostni dfeni.
Pocet leukocytli na zakladé specifickych antigenii pak uréuje metoda flowcytometrie
a nemén¢ dulezité je vySetfeni cytogenetické a molekuladrné genetické.

V soucasné¢ dobé probihaji vyzkumy =zabyvajici se zarazenim umélé inteligence
a neuronovych siti do rozpoznavani bun¢k v krevnich vzorcich za vyuziti morfologie
pritomnych bunck. Toto probiha ovSem pouze v oblasti vyzkumnych laboratofi.
Vzhledem k obrovské specificité projevi leukémie u jednotlivych pacientt, predevsim co
se morfologie bunék tyc¢e, neni aktualné mozné néco takového do klinické praxe zavést
(vlastni myslenka po konzultaci s odborniky z FN Brno).

Diagnostika leukémie jako takova je esencialni pro dalsi 1€cbu pacienta. Nejen pro to si
tato prace klade za cil srovnani metod vyuzivanych pro diagnostiku, a to konkrétné
u détskych pacientll s akutni lymfoblastickou leukémii. Chce zjistit, jaky je rozdil
Vv analyze a vysledcich vzorkl pii stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytti pod
mikroskopem a pfi zpracovani vzorku flowcytometrem. Zjisténé vysledky by pak
nasledné mohly pfinést nové poznatky v této oblasti a téZ by mohly pomoci pii
optimalizaci pouZiti t€chto metod pfi diagnostice.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Hematopoéza

Samotny nazev pochazi z feckych slov haima- = Krev a -poiesis = tvorba, v ¢estiné tedy
uzivany nazev krvetvorba. Jedna se o proces, pii kterém dochézi k diferenciaci krevnich
buné¢k. U lidi se ¢asto mluvi o tzv. trilinearni hematopoéze.

Pted narozenim probihd v fadé tkani, od Zloutkového vacku embrya po jatra plodu,
slezinu, lymfatické tkan¢ a nakonec Cervenou kostni dfen. Po narozeni se hematopoéza
vétsSinove vyskytuje v Cervené kostni dieni. Ta se u déti mize vyskytovat i v dlouhych
kostech, v dosp€losti je vSak ptitomna pouze v kostech lebky, v panevni kosti, v obratlich,
v hrudni kosti a v proximalnich epifyzach pazni a stehenni kosti.

Jednotlivé krevni elementy vznikaji mitézou a nésledné cytokinezi z multipotentni
hematopoetické kmenové buiiky, neboli hemocytoblastu za ptisobeni hematopoetickych

rustovych faktort.
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Obr. 1: Hematopoéza (zdroj: https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-
dentistry/hematopoietic-tissue)
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2.1.1 Krev

Krev je tekutd tkan tvorici vyznamnou c¢ast naSich organismd. Svymi vlastnostmi
umoziuje prubéh neskute¢ného mnozstvi riznych reakci a d&jti probihajici v nasich
télech.

Typické funkce krve v organismu jsou:
1. Transportni

Krev rozvadi dychaci plyny jako je kyslik a oxid uhli¢ity, rizné ziviny, mineralni
latky, ¢i vitaminy.

2. Homeostaticka

Krev zajistuje stalou teplotu organismu, jez je esencialni pro obrovskou fadu procesii
a udrzuje biogenni molekuly v optimalnim prostfedi pro jejich fungovani. Také se
podili na stabilizaci vnitiniho objemu a onkotického tlaku (osmoticky tlak zptisobeny
bilkovinami) 1 pH prostfedi, které je také dilezité pro prib¢ch riznych reakci.

3. Obranna

Krev vytvafi prostfedi pro imunitni reakce diky leukocytim, které zajist'uji obranu
vuci patogeniim a jinym Skodlivym faktoram.

Tekutost krve zajiStuje krevni plazma. Ta je asi z 91 % sloZena z vody, 7 % ptedstavuji
bilkoviny a zbyld 2 % tvofi rizné anorganické (ionty) a organické latky (glukoza,
cholesterol). Mimo to se v krvi nalézaji tzv. krevni elementy. Sem se fadi erytrocyty
neboli Cervené krvinky, leukocyty neboli bilé krvinky a trombocyty neboli krevni
desticky.

2.1.2 Periferni krev

Jako periferni krev se oznaluje krev, ktera obiha v cévach celého téla. Casto se pojem
periferni krev uvazuje jako protiklad ke kostni dfeni, v niz se také nachazi krevni bunky.
(UZIS CR, bez roku) U pacientii s leukémii se tato nemoc ¢asto v periferni krvi promitne
(u ALL je to naptiklad patologicky vyskyt nedospélych blastll) a jeji vySetfeni je tak
diilezité pro diagnostiku pacienta.
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Odbér periferni krve

Odbér periferni krve se zpravidla provadi z periferni zily ptedlokti nebo piedloketni
jamky vzhledem Kk jejich lehké dostupnosti. Misto vpichu se vzdy vydezinfikuje a odbér
se provede za pouziti injekéni jehly nasatim injekéni stiikackou nebo pomoci podtlaku
do specialni odbérové zkumavky. (LF UPOL, bez roku) Ta je oznacena a dopravena na
potiebné odd¢leni, ¢i laboratot k potiebnym vySetfenim.

2.1.3 Kostni dien

Kostni dfen je m&kka houbovita tkan, kterou je mozné nalézt uvniti kosti. V kostni dieni
probiha z hematopoetickych kmenovych bun¢k tvorba krevnich elementt, leukocytd,
erytrocytll a trombocytl, jiz se oznatuje jako hematopoéza. (UZIS CR, bez roku)
Vzhledem k tomu, Ze leukémie jsou poruchou hematopoézy, je analyza odebranych
vzorki kostni dfené esencidlni pro diagnostiku daného pacienta. Vysetieni kostni dfené
obvykle navazuje na patologicky nalez v periferni krvi.

Odbér kostni direné

Kostni dfent pacientll je ziskavana pfi mistnim znecitlivéni specidlni jehlou, pfi¢emZ misto
odbéru se 1isi dle véku daného pacienta. Napiiklad odbér z panevni kosti umoznuje jednak
nasati kostni diené do stiikacky, jednak odbér valecku kostni diené. U hrudni kosti je
naopak mozny pouze odbér kostni diené do stiikacky. Misto odbéru vzdy voli 1ékai podle
typu leukémie, na kterou ma podezieni. (Krahulova a Vorlicek, 1998)

2.1.4 Krevni elementy
Erytrocyty

Erytrocyty neboli Cervené krvinky jsou nejzastoupenéj$i bunky nasi krve. Vznikaji
Z hematopoetické kmenové builkky procesem zvanym erytropoéza. Dospélé maji
bikonkavni tvar, jsou bezjaderné a pruzné. Zeny maji piiblizné 4,5 miliont erytrocytil na
mm?3 krve, muzi vice, a to asi 5,5 milioni na mm3. Priimér bunék se pohybuje kolem 7 az
8 um. Jejich hlavnim ukolem je pfendset molekuly kysliku z plicnich sklipki k ostatnim
bunkam daného organismu v podobé oxyhemoglobinu. Od téchto bunék také odnase;ji
¢ast vzniklého oxidu uhli¢itého v podobé karbaminohemoglobinu zpét do plic. Jejich
zivotnost je fyziologicky 100 az 120 dni a poté dochazi k jejich rozpadu, hemolyze.

V erytrocytech jsou pfitomny molekuly ¢erveného krevniho barviva hemoglobinu. Ten
se sklada z celkem c¢tyt globulinovych jednotek a hemu obsahujiciho Zelezo, jenZ ma
zminovanou afinitu vazat molekuly kysliku. (Betts et al., 2013) (SUNY OER Services,
Anatomy & Physiology | & Il — OLI, bez roku)
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Trombocyty

Trombocyty neboli krevni destiCky nejsou pravé bunky, ale pouze ulomky bunck
megakaryocytd. Ty vznikaji z hematopoetické kmenové builky procesem
megakaryocytopoézy a jejich primér se pohybuje kolem 50—-100 um. Samotné krevni
desti¢ky pak vznikaji tzv. trombocytopoézou. V jednom mm? krve se jich vyskytuje asi
200 az 300 tisic a jejich Zivotnost dosahuje deseti dni. Jejich pramér se pohybuje kolem
2—4 um. Jejich primarni funkci je zastava krvaceni, hemokoagulace. (Betts et al., 2013b)
(SUNY OER Services, Anatomy & Physiology | & 11 — OLI, bez roku)

Leukocyty

Leukocyty neboli bilé krvinky jsou narozdil od ostatnich zminénych krevnich elementt
jaderné bunky. Tvar jejich jadra je navic asto pozndvacim znakem pro urceni jich typu.
Nevyskytuji se jen v krvi, ale i v mize, & v tkafiovém moku. Na jeden mm?® krve je jich
asi 5-8 tisic. Vznikaji z hematopoetické kmenové buriky procesem leukocytopoézy
a jejich zivotnost se 1isi v zavislosti na krevnim typu. Jejich dilezitou schopnosti je
diapedeze neboli schopnost prostupovat do potiebnych tkani mezi sousednimi bunkami
a také pozitivni chemotaxe, ktera zajistuje to, ze jsou leukocyty ptfitahovany do mista
potieby na zakladé chemického signalu. (Betts et al., 2013b) (SUNY OER Services,
Anatomy & Physiology | & Il — OLI, bez roku)

Leukocyty se d€li na dvé skupiny v zavislosti na pritomnosti dobfe pozorovatelnych
barvitelnych granul v cytoplazmé:

a) Granulocyty (granularni leukocyty) s dobfe pozorovatelnymi granuly
V cytoplazmé

Neutrofily jsou nejcastéji se vyskytujici leukocyty v krvi a dosahuji az 70 %
celkového poctu leukocytl. Maji primeér 10-14 um. Granula v jejich cytoplazmé
jsou spiSe svétld a na kysela a bazickd barviva reaguji malo. Dospé€lé neutrofilni
leukocyty maji segmentované jadro a oznacuji se jako neutrofilni segmenty.
Mimo to lze v krvi fyziologicky v minimalnim mnoZstvi nalézt i neutrofilni tycky,
které maji jadro ve tvaru rohlicku. Neutrofily velmi rychle reaguji na ptitomnost
infekce a maji schopnost fagocytdzy. Ve svych granulich obsahuji lysozym,
enzym naruSujici bunécné stény bakterii, peroxid vodiku, ¢i proteiny zvané
defenziny, které rozrusuji plazmatické membrany bakterii a hub.
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Eosinofily ptedstavuji 2-4 % celkového poétu leukocyti. Jejich prumér se
pohybuje okolo 10-16 um. Jejich jadro je dvou az tii lalo¢naté. Jsou barvitelné
kyselym barvivem a jejich granula se zbarvuji do oranzovortizova. Zvyseny pocet
je typicky pfi alergiich, nebo za ptitomnosti paraziti v téle. Ve svych granulech
obsahuji latky jako je eosinofilni kationtovy protein, eosinofilni peroxidaza,
neurotoxin odvozeny z eosinofill, argininovy a na zinek bohaty hlavni bazicky
protein, histamindza a aryl-sulfataza.

Basofily jsou nejméné Casté ze vSech leukocyti a tvoii jich asi jen 1 %. Maji
Vv priméru 10-12 pm. Jejich jadro je dvoulalocné. Jsou barvitelné bazickymi
barvivy, pficemz jejich granula jsou poté tmaveé modrofialova a prekryvaji téméet
celou buniku. Obsahuji protisrazlivy heparin a také histamin, jenz hraje roli pfi
alergickych reakcich.

b) Agranulocyty

Lymfocyty jsou druhym nejcastéj$im typem leukocyti a tvori 20-30 % celkového
poctu. Vznikaji v kostni dfeni, ale velka Cast jejich vyvoje probiha v lymfatickych
tkanich. Casto maji primér okolo 8-12 um, ale mohou byt i vétsi. Maji jadro
kulovitého tvaru. Obvykle se ¢leni na tii typy. NK bunky jsou schopné detekovat
latky na plazmatické membrané bunck a rozpoznat tak rakovinné bunky, bunky
infikované virem, nebo dalSi bunky s atypickymi povrchovymi proteiny.
Ptedstavuji tak nespecifickou imunitu organismu. VéEtsinou se jedna o lymfocyty
vétSich velikosti. Lymfocyty mensSich velikosti jsou pak B-lymfocyty a T-
lymfocyty. B-lymfocyty zajistuji specifickou latkovou imunitu. Dospivaji
Vv kostni dieni. T-lymfocyty zajistuji specifickou bunéénou imunitu a dospivaji
v brzliku. B-lymfocyty i T-lymfocyty stoji za tvorbou tzv. pamétovych bunék po
setkani s urCitym patogenem a zajistuji tak rychlou imunitni reakci. VéEtsi
mnozstvi jich byva pii virovych infekcich.

Monocyty jsou nejvétsi z leukocytli a maji prumér asi 15-22 pm. Piedstavuji asi
2-8 % celkového poctu leukocytl. Maji zahnuté jadro s laloky. V jejich
cytoplazmé se vyskytuji jemnd svétla granula obsahujici lysozomalni enzymy
a peroxidazy. Makrofagové jsou potom ty monocyty, které se z krve dostaly do
tkani, kde pohlcuji rizné zbytky, cizi patogeny, opotfebované erytrocyty a mnoho
dalSich bunék, které jiz neplni svou funkei.
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2.2 Leukémie

Leukémie je onemocnéni krvetvorby postihujici kostni dien pacienta a jeho krevni bunky.
Dochézi k nadmérnému mnozeni nékterych stadii bilych krvinek a v disledku toho je
potlacena tvorba jinych krevnich elementti v kostni dfeni. U pacientli mohou nastat rtizné
situace jako je naptiklad trombocytopenie, anémie, leukocytopenie, ¢i leukocytoza.
Pribéh je u jednotlivych pacientii rozdilny a zavisi nejen na typu leukémie, se kterou je
diagnostikovan, ale i na mnoha dal$ich faktorech véetné fyzického a psychického zdravi.
(Krahulova a Vorlicek, 1998) (Chennamadhavuni et al., 2025)

2.2.1 Typy leukémii

Leukémie Ize délit nejprve dle rychlosti nastupu a délky trvani (pribehu) na akutni
a chronické. Akutni onemocnéni je obecné to, jenz ma rychly nastup a téZ pomérné rychly
prubéh. Pacient pak Casto bez 1é€by nemoci rychle podléha. Chronické onemocnéni
naopak nastupuje pomaleji a také déle trva. Casto je odhaleno mnohem pozdé&ji, nez se
Vv téle pacienta objevi.

U akutnich forem leukémie se abnormalné¢ mnozi tzv. blasty, tedy nedospéla stadia
leukocytt, kterd se mnozi velmi rychle. U chronickych leukémii se mnozi bunky zralejsi,
které proliferuji pomaleji (nez napt. blasty) a i proto se u pacientll pfiznaky objevuji
pozdéji.

Déle je mozné leukémie délit podle toho, jaké z krevnich bunck jsou postizeny.
U myeloidnich leukémii jsou zasazeny myeloidni bunky, z nichz poté diferenciaci
vznikaji erytrocyty, trombocyty, ¢i granulocyty a monocyty. Lymfatické leukémie se
charakterizuji zménou pii diferenciaci lymfoidnich bun¢k, ze kterych fyziologicky
vznikaji lymfocyty. Specifickych typt a podtypu je teoreticky nespocet, mezi ¢tyti hlavni
typy leukémii se vSak tadi tyto:

I.  Akutni myeloidni leukémie (AML)
Il.  Chronickéd myeloidni leukémie (CML)
1. Akutni lymfoblastickd leukémie (ALL)
IV.  Chronicka lymfaticka ¢i lymfocytarni leukémie (CLL)
Akutni myeloidni leukémie (AML)

Jedna se o poruchu hematopoézy charakteristickou proliferaci a hromadénim nezralych
myeloidnich prekurzorii, myeloblastti, v kostni dfeni 1 v periferni krvi, odkud se Casto Sifi
i dale do téla. Jedna se o nejcastéjsi z akutnich leukémii u dospélych pacientd. Postihuje
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pacienty spise ve vy$§im véku, pfi¢emz praimérny vék pii diagnoze je asi 68 let. Castgji
pak tento typ leukémie postihuje muze. (Yale Medicine, bez roku)

Chronicka myeloidni leukémie (CML)

Jinak se také oznaCuje jako chronicka granulocytickd ¢i myelocyticka leukémie.
U pacientii dochézi k tomu, Ze urcita zména v genomu vede k tvorbé abnormalniho genu
BCR-ABL!. V tomto pfipadé se za¢nou myeloidni prekurzory nekontrolované délit, coz
vede k projevim CML. Diagnéza byva zpravidla stanovena ve véku kolem 65 let, u
pacientt détského véku je vzacna. Castéjsi je u muzi. (Yale Medicine, bez roku)

Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

U pacientii s akutni lymfoblastickou leukémii nastdva onemocnéni hematopoézy, pii
némz bunky lymfoidni linie pfichdzeji o schopnost diferenciace. Dochéazi tak
k abnormalnimu déleni lymfoidnich prekurzort, lymfoblastd. Existuji dva hlavni podtypy
ALL, kter¢ se rozliSuji podle postizeného typu lymfocyti. U B-lymfocyti se jednéa o B-
ALL, u T-lymfocyta T-ALL. B-ALL ptedstavuje ptiblizné 85 % détskych piipadii ALL
a 75 % ptipadt dospélych. T-ALL pak tvofii asi 15 % ptipadd u déti a 25 % piipadi
U dospélych. ALL muze byt také rozliSovdna podle pfitomnosti nebo nepfitomnosti
genetické zmeény, tzv. Filadelfského chromozomu, jenz muize progndézu pacienta
ovlivitovat. Podtypy vzhledem k tomuto hledisku se pak oznacuji jako Ph+ a Ph-. Nejvice
se objevuje u détskych pacient ve véku do 5 let, kdy maji pacienti i nejlepsi prognodzu.
U dospélych je méné Casta. V o néco vetsim mnozstvi se projevuje u muza. (Yale
Medicine, bez roku)

Chronicka lymfaticka ¢i lymfocytarni leukémie (CLL)

Tento typ chronické leukémie je typicky abnormalnim délenim a poruchou apoptozy
zralych B lymfocyti. Tyto nemocné a poSkozené bunky se poté hromadi v krvi pacientd,
jejich kostni dieni, lymfatickych uzlinach, jatrech a slezing, kde ¢asto zplsobuji rizné
komplikace. Jedna se o nejéastéji diagnostikovanou leukémii u dospélych a jeji vyskyt je
hojny u starSich pacientd kolem 70 let a vice. (Yale Medicine, bez roku)

2.2.2 Priciny vzniku leukémie

Jasné pticiny vzniku leukémie nejsou znamy, ale predpoklada se, Ze se ve vétsiné ptipadi
jedn4 o kombinaci nékolika faktortl. Cast je pravdépodobné dana geneticky, a tedy lidé
s rodinnymi pfislusniky postizenymi leukémii maji téZ pro vznik leukémie jistou

! Chromozomy 9 a 22 v priibéhu hematopoézy navzajem vyméni ¢ast svych genetickych informaci. Kdyz
u chromozomu 22 dochézi k takovéto zmeéné, oznacuje se jako Filadelfsky chromozom. Jeho pfitomnost
potvrzuje vyskyt CML. Zminénd vyména pak vede k vytvoreni nového genu, BCR-ABL. Tento gen
produkuje tyrosin-kinazovy protein, ktery indukuje nekontrolované déleni granulocytu.
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predispozici. Nejedna se vSak o pfimo prokazanou skute¢nost. Vyrazné vznik leukémie
ovliviuji také vnéjsi faktory, tedy okolni prosttedi. Zvysené riziko pfedstavuje predevsim
ionizujici zafeni, styk s riznymi chemikaliemi, jako je typicky benzen, ¢i podstoupeni
chemoterapie. Mimo to se ukazalo, ze lidé majici urcité¢ genetick¢é syndromy nebo
chromozomalni abnormality, jako je Downlv syndrom a trisomie chromozomu 8, se
S riznymi typy leukémie téz 1€¢i Castéji. Jsou pripady, kdy se leukemie objevi u pacienta,
ktery byl jiz v minulosti 1é¢en pro jiné nadorové onemocnéni. (Pfizer, bez roku) Na
vzniku nékterych piipadi CLL a ALL u dospélych pacientt se spolupodileji onemocnéni
imunity a prodélané virové infekce. (Chennamadhavuni et al., 2025)

2.3 Diagnostika leukémii a pouzivané metody

K diagnostice dochazi v ptipadé, Ze se u dan€ho pacienta projevi nékteré z priznak, které
mohou byt pro leukémii typické. Je tieba davat si pozor piedev§im na bolest, horecky
a zimnice, nevysvétlitelny tbytek na véaze, no¢ni poceni, nevolnost a také na snadné
délani jizev, & vétsi krvaceni i z drobnych ranek. Casto je ale leukémie, predevim na
zaCatku, asymptomaticka.

Diagnoza se provadi nejprve analyzou krevniho obrazu pomoci hematologického
analyzatoru. Pfi objeveni jakychkoli nesrovnalosti €i podezieni na ptitomnost patologii
je nutné krevni vzorky pacienta dale piezkoumat. To probiha za stanoveni diferencialniho
rozpoc¢tu leukocytli pod mikroskopem, a to primarn¢ v periferni krvi a v piipadé
nefyziologického nalezu v odebrané kostni dfeni. Dalsi z pouzivanych metod pro
diagnostiku je flowcytometrie, jejiz vyhodou je jesté vEétsi presnost prezkoumani vzorka
a moznost stanoveni konkrétniho typu leukémie podle rtznych stadii leukocyti zde
pritomnych. Velmi dulezitou roli v diagnostice hraji 1 vySetfeni cytogeneticka
a molekularn¢ geneticka, kterda mnohonasobné zptesiiuji diagndzu daného pacienta.

2.3.1 Hematologicky analyzator

Pfi zpracovani prace hematologicky analyzator pifimo vyuzit nebyl, jelikoZ prace se
vénuje az tém metodam, které se vyuzivaji k diagnostice leukémie ptimo. Hematologicky
analyzator je v8ak prvnim krokem pii analyze krevnich vzorku a dava tak primarni
informaci o tom, zdali je odebrany vzorek fyziologicky.

Postup prace s hematologickym analyzatorem:

1. do analyzatoru se vkladaji celé zkumavky (ty se pfed vloZenim museji oznacit
nalepkou s ¢islem a s ¢arovym kodem)

2. zkumavka zajede do analyzatoru a pfistroj si piecte ¢arovy kod (aby vedél,
0 jakého jde pacienta)
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3. analyzator zkumavku promicha a za¢ina dany vzorek diferencovat (zaznamenava
pocty a roli pro né€j hraje velikost bunék i jejich morfologie)

4. analyzator kontroluje i mnozstvi hemoglobinu, nebo napf. jestli nejsou ve vzorku
pritomny shluky; nékteré Casti krve pak lze i barvit fluorescen¢nimi barvami
(typicky trombocyty)

5. nehlasi-li analyzator problém, nebo neni-li vzorek tieba piekontrolovat pod
mikroskopem, odesila se vysledek na patii¢né odd¢leni

6. pokud naopak hematologicky analyzator nahlési problém, ¢i néjakou patologii
(monocytdéza neboli zvySené mnozstvi monocyt, trombocytopenie neboli
snizené mnozstvi trombocytl apod.), krevni vzorek je tfeba dale analyzovat, napf.
pod mikroskopem

Vyhody pouziti hematologického analyzatoru:
e rychlost zpracovani vzorkl
e komplexnost zpracovani

e spocitani a celkova analyza vétsiho mnozstvi bunék nez u analyzy vzorku pod
mikroskopem

e mensi potieba specializace pro praci s nim
Nevyhody pouziti hematologického analyzatoru:
e neni znama morfologie bunék

e mize dojit k mylné diagnoze — typicky pseudotrombocytopenie, kdy analyzator
nepoznd, jestli je ve vzorku malé mnozstvi trombocytil, nebo srazeniny

2.3.2 Mikroskopovani krevniho vzorku

Analyza krevniho vzorku zpravidla nasleduje po analyze hematologickym analyzatorem.
Tento krok je velmi dilezity, jelikoz pohled na morfologii bun€k ve vzorku ptindsi pfi
diagnostice pacienta dali informace o jeho zdravotnim stavu. ZkuSeni morfologové ¢asto
pouze z pohledu na buniky dokaZou odvozovat obrovské mnoZstvi uzite¢nych informaci,
které hematologicky analyzator neni schopen podat.
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Princip svételné mikroskopie

Mikroskop je opticky pfistroj uréeny k pozorovani velmi malych objektd, jejichz velikost
se pohybuje pod rozlisitelnosti pouhym okem. Optickéd soustava mikroskopu se sklada
z celkem dvou spojnych cocek. Prvni ze spojnych cofek ma malou ohniskovou
vzdalenost, je blize k pozorovanému objektu a nazyva se objektiv. Druhé ze spojek ma
veétsi ohniskovou vzdalenost, lezi v blizkosti oka a oznacuje se jako okular.

/ okulav

/ tubus okulavu

objeletiv
revolverova®
hoveee / stolele
Svorko.
/ ki(zovy posun
mokvoiroub
zdroy svétlo

/ stotwv

Obr. 2: Popis mikroskopu (zdroj: autor)

Pozorovany predmét se umisti v blizkosti ohniska objektivu, pficemz objektiv poté
vytvoti skutecny, prevraceny a zvétSeny obraz. Mikroskop je konstruovan tak, aby se
tento vznikly obraz nachazel v oblasti ohniska okuldru. Okular tak funguje jako lupa,
kterou si pozorovatel mize prohliZet obraz vytvoieny objektivem. (Tarabek et al., 2006)

Svételnad mikroskopie je jednim z nejjednodussich typt optické mikroskopie. Svétlo ze
svételného zdroje mikroskopu, ktery byva zpravidla umistén piimo pod vzorkem,
prochdzi vzorkem a je zachyceno nad nim umisténym objektivem. Kontrast
pozorovaného vzorku je poté generovan absorpci svétla v hustéjSich oblastech vzorku.
(Wang a Fang, 2012)
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Princip mikroskopie s imerznim olejem

Imerzni olej se pouziva ve svételné mikroskopii k vylepsSeni zobrazeni pozorovaného
vzorku. Vyuziti imerzniho oleje jako soucasti optického systému mikroskopu zajistuje

jasngjsi a ostrejs$i obraz, nez kdyby imerzni olej pfi pozorovani vzorku vyuzit nebyl.

Obr. 3: Mikroskopovani s imerznim olejem (zdroj: autor)

Diivodem je to, Ze imerzni olej odstrani vSechny vzduchové bublinky a mezery mezi
kondenzorem a spodni ¢asti sklicka a mezi horni ¢asti skli¢ka a ¢ockou objektivu médiem,
jez ma index lomu rovny nejniz§imu indexu lomu téchto komponenti mikroskopu ze skla.
K mikroskopovani s imerznim olejem je vzdy tfeba vyuzit imerzni objektiv, ktery je
k tomuto typu mikroskopie uzptisoben. Ten je také potieba od imerzniho oleje pravidelné

Cistit, aby se na né&j nezachytaval prach a nesniZoval kvalitu zobrazeni vzorku. (Sacher
2000)

Vyhody mikroskopie pfi analyze krevnich vzorkii:

e pod mikroskopem lze vidét morfologii jednotlivych bunék (zda jsou reaktivni,
maji granula, vakuoly ¢i jak vypada jejich jadro)

e je mozné objevit i véci, které napf. v diagnéze nebyly piedpokladany —
abnormalni mnozstvi bun€k apod.
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Nevyhody mikroskopie pfi analyze krevnich vzorki:
e relativné ¢asove naro¢na metoda

e Cloveék musi byt pomérné specializovany a kvalifikovany — pro vyhodnoceni
vzork je tieba znat morfologii mnoha typt bunck

e roli zde hraje lidska chyba — ne vzdy je jednoduché stanovit, o ktery typ leukocytu
se jedna

2.3.3 Cytochemicka vySetieni

Pti cytochemickém vySetfeni vzorku je mozné pouzit rizné typy chemikalii, které svou
reakci se vzorkem dokazuji vlastnosti specifické pro urcité druhy leukocyt. Vysledek
danych chemickych reakci je pak viditelny pod svételnym, nebo elektronovym
mikroskopem podle pouzité latky. Velmi rozsifena byla tato vySetieni predev§im diive
a Vv dnesni dobé jsou z velké ¢asti vytlatena metodou flowcytometrie, jez je v tomto
ohledu velmi pfesna a rychla. Presto se néktera z nasledujicich ¢inidel pouzivaji doposud,
a to konkrétné predevsim myeloperoxidaza.

Kysela fosfataza

Jedna se o lysozomalni enzym fyziologicky se nachazejici v lymfocytech, monocytech,
makrofazich a megakaryocytech. V klinické praxi je vyuzivana k blizsi klasifikaci
lymfoproliferativnich onemocnéni. Vyznamnéjsi pozitivita je typickd u T-
lymfoblastickych leukémii a pii diagnostice ALL je tak pouzivana K rozliSeni mezi T-
lymfoblastickou a B-lymfoblastickou leukémii.

Obr. 4: Vzorek s kyselou fosfatazou (zdroj: atlas ODHB FN Brno
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PAS

PAS reakce se vyuzivaji k cytochemickému prikazu latek jako je glykogen a jemu
podobné v cytoplazmé krevnich elementl. Pfi diagnostice ALL se vyuzivaji predev§im
k odliseni T-lymfoblastické a B-lymfoblastické leukémie — lymfoblasty vychazejici z B-
lymfocytl maji charakteristicky jemna az hruba zrna.

Obr. 5: Vzorek s PAS (zdroj: atlas ODHB FN Brno)

Myeloperoxidaza

Myeloperoxidaza je lysozomalnim enzymem, jenz je piitomny v primarnich
(azurofilnich) granulich neutrofild a monocytl. Pozitivni myeloperoxidazova reakce se
ve vzorcich projevuje hnédym az ernym zbarvenim. V klinické praxi je dileZitd pro
podrobnéjsi diagnostiku myeloidnich leukémii a poméha rozlisit mezi ALL a AML —
ALL ma negativni nalez, zatimco AML ma nalez pozitivni. (Pecka et al., 2010)
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Obr. 6: Vzorek s myeloperoxidazou (zdroj: atlas ODHB FN Brno)

2.3.4 Flowcytometrie

Flowcytometrie je dalSi z metod vyuzivanych pfi analyze krevnich vzorku. V oblasti
hematologie se vyuziva zpravidla pii podezieni na vaznéjsi patologické stavy pacienti,
jako jsou naptiklad rizné typy leukémii.

Princip flowcytometrie

Na povrchu jednotlivych bunék jsou exprimovany rizné molekuly, které se oznacuji jako
CD antigeny?. Pravé témi se riizné typy krevnich bunék a jejich vyvojova stadia lisi.
Ptesné toho se pak vyuziva ve flowcytometrii po navdzani ptislusnych monoklonéalnich
protilatek® s fluorochromy* na tyto antigeny. VloZeny vzorek je vhanén tistim do pfistroje
a je veden kapilarou do kyvety. Projiti pouze jedné buiiky v jednom ¢asovém okamziku
je umoznéno tzv. hydrodynamickou fokusaci. Ta vznika rozdilem tlakd ve vzorku
(respektive kapiléte) a v tzv. unasejici tekuting.

2 Antigeny jsou molekuly exprimované na povrchu bunék.

% Monoklonalni protilatky jsou protilatky stejného typu (,,klony”); kazdy typ se specificky
vaze na jeden konkrétni typ antigenu.

4 Fluorochrom je fluorescenéni barvivo schopné se vazat na uréité latky.
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Jakmile se buiika dostane do kyvety, mize dojit k jeho analyze. Na urovni kyvety se
nachdazi zpravidla nékolik laserii. Ty jsou namifeny na prochéazejici bunky a zpiisobuji po
jejich expozici emitaci fotont.

o

fluorescentne

\ deteotor

bulea. / Calstice

wnaléeycw
tekutina

vzovek
Obr. 7: Princip flowcytometrie (zdroj: autor)

Emitované fotony jsou poté zaznamenavany detektory, riiznymi komplexy cocek, zrcadel
a filtrh. Je tak moZné zaznamenat jednak antigeny dané buniky (pomoci zachycené
fluorescence), jednak i ¢aste¢nou morfologii buiiky. Tou je v piipadé flowcytometrie
mySlena pfitomnost granul v cytoplazmé, ¢i tvar a fragmentace jadra dané bunky a jeji
velikost. Flowcytometry totiz zaznamenavaji 1 pfimy (forward scatter, FSC) a boc¢ni
rozptyl (side scatter, SSC), coz jsou hodnoty vypovidajici o lomu svétla na daném
,povrchu” a intenzité odrazenych paprskt. Pro uvedeni ptikladu jsou naméfené hodnoty
vys$$i pravé u bunck s vétsi granulaci, ¢i u bunék s vice fragmentovanym jadrem.
(McKinnon 2018)
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Vyhody pouZziti flowcytometrie:
e zanalyzuje az 50 000 bunék ve vzorku za zlomek Casu
e rychlost analyzy vzorku
e piesnost

e rozliSeni i téch bungk, které morfologicky vypadaji velmi podobné — B-lymfocyty
a T-lymfocyty; lymfocyty a lymfoblasty

Nevyhody pouziti flowcytometrie:
e neni znama morfologie bunék (napf. jak vypadaji jejich jadra)
e pomérné drahé (jedna analyza se pohybuje kolem 7 az 10 tisic)

e ziména nékterych bungk (blasty za bazofily®; patologické klonalni lymfocyty za
nepatologické®), ale max. v 1 % piipadi

2.3.5 Cytogeneticka a molekularné geneticka vySetieni

Cytogenetické vySetfeni zahrnuje testovani vzorkil tkané, krve nebo kostni diené
Vv laboratofi, za Ucelem hledani zmén v chromozomech, vcetné jejich zlomenych,
chyb¢jicich, pireskupenych nebo nadbyteCnych ¢asti. Pravé zmeény v urcitych
chromozomech mohou signalizovat vyskyt rakovinného onemocnéni. Cytogenetika mtize
byt pouzita k diagnostice onemocnéni nebo stavu, planovani 1é€by nebo zjisténi toho, jak
dobie 1é¢ba funguje. (National Cancer Institute, 2011)

Molekularn€ geneticka vySetfeni jsou téz zasadni pii hodnoceni stavu pacienta.
Genotypizace muze poskytnout cennou diagnézu onemocnéni, progndézu a ukazatele
progrese, pomoci ke spravnému vybéru 1écby a identifikovat genové specifické
terapeutické cile. Mnoho genetickych testii mlize analyzovat zmény genil, chromozomil
a proteinll. Odbornik pfi vybéru vhodného testu ¢asto musi zvazit né€kolik faktort, véetné
podezielych stavl a jejich moznych genetickych variaci. Molekularni testy se zamétuji
na zmény v jednom, nebo vice genech. Tyto testy analyzuji sekvenci nukleotidil
v genetickém kodu jedince. (Ishida et al., 2025)

® V tomto piipadé lze leukocyty dofenotypovat. Zaména tedy zpravidla nenastava.
® Toto mlize nastat v ptipadg, Ze jich je malé mnoZstvi a vyskytuji se ve vzorku i fyziologické lymfocyty.
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Zkoumané genetické abnormality pri diagnostice ALL (Hoffbrand et al., 2006)

Typ leukémie Geneticka abnormalita Zapojené onkogeny
Prekurzorova ALL B-linie t(12;21) TEL, AML1
t(4;11) AF4, MLL (ALL1, HRX)
1(9;22) ABL, BRC
t(1;19) PBX-1, E2A
hyperdiploidie
hypodiploidie
B-ALL t(8;14) MYC na IgH lokus
t(2;8) MYC na IgK lokus
t(8;22) MYC na Ig) lokus
T-ALL t(1;14) TAL-1 na TCRS lokus
1(8;14) MYC
t(11;14) RBTN-1 nebo RBTN-2
t(7;9) TAL-2 na TCRp lokus

Tab. 1: Nejéastéjsi genetické abnormality u ALL

2.4 Lécba leukémii

Leukémie je mozné 1€Cit nc¢kolika typy 1éceb Ci jejich kombinacemi. Vzdy zalezi na
konkrétni diagnostice pacienta, jeho fyzickém stavu a mnoha dalSich faktorech, které
utvaii unikatni pristup k 1écbé. Nize jsou zminéné nejCastéji vyuzivané typy 1éCby
leukemii.

2.4.1 Chemoterapie

Cytotoxicka terapeutika, ¢i cytostatika jsou latky, jejichz ucelem je cilit na rychle se
proliferujici rakovinné buiky. Vzhledem k jejich nekontrolovatelnému dé€leni, ucinkuji
chemoterapeutika ¢asto na bunécny cyklus danych bunék. Zptisobuji destabilizaci DNA,
poskozeni struktury DNA, inhibuji syntézu DNA a RNA, ovliviyji funkce tubulinu
jakoZto 1 spravné fungovani déliciho vieténka, ¢imz dochézi k zastaveni déleni buiiky.
Mezi sekunddrni ucinky patii 1 ovlivnéni biogeneze mitochondrii, ¢i produkce
kyslikovych radikal.

Cytostatika je nutné podéavat ve specialnich kombinacich a pfedem stanovenych ¢asovych
rozestupech, aby byl maximalizovan jejich Uc¢inek. Chemoterapeutika jsou vétSinou
podavana intravendzné a nékdy (u ALL) 1 intratekdlné, tedy do mozkomiSniho moku.
Existuji ale 1 ve formé tablet. Chemoterapie probihd v opakujicich se n€kolikadennich
cyklech podle stavu a diagndzy pacienta. (Krahulové a Vorlic¢ek, 1998)
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2.4.2 Cilena terapie

Cilena terapie je v dnesni dob¢ pouzivana stale Castéji vzhledem ke své specificité ucinku
na rakovinné bunky. Pouzivana terapeutika jsou vzdy volena s ohledem na genetické
vySetfeni pacienta a jeho diagnézu. Existuje jich nepfeberné mnozstvi s riznymi ucinky,
nejcastéji témi cytotoxickymi na rakovinné bunky. U leukemickych pacient
s Filadelfskym chromozomem se naptiklad vyuzivaji terapeutika zvana inhibitory
tyrosinkinazy, které napadaji protein vznikajici pifi pfepisu genetické informace
Z abnormalniho genu BCR-ABL, viz vySe. Cilend terapie miZze také cilit tieba na
povrchové antigeny abnormalné se proliferujicich bunék. (American Cancer Society,
2024b), (Salvaris a Fedele, 2021)

2.4.3 Radioterapie

Radioterapie vyuziva vysokoenergetické ¢astice nebo viny, jako jsou typicky rentgenové
paprsky, gama paprsky, elektronové paprsky nebo protony, ke zni¢eni nebo poskozeni
rakovinnych bunék. PouZité zareni funguje tim zpiisobem, Ze uvnitt rakovinnych bunék
déla malé zlomy v DNA. Tyto zlomy pak znesnadnuji rakovinnym bunikam v rlstu
adéleni a Casto vedou i1 k jejich smrti. Radiacni terapie je obvykle lokalni 1écba
a ovliviiuje tak pouze tu Cast t€la, na niz ma byt 1écba cilend. Radia¢ni 1écba je planovana
tak, aby poskodila rakovinné buiiky s co nejmens$im poskozenim blizkych zdravych
bunék. Urcity typ radioterapie muze vyuzivat i radioaktivni latky, které se podéavaji do
zily nebo usty a opét cili na rakovinné bunky pacienta. (American Cancer Society, 2024a)

2.4.4 Imunoterapie

Imunoterapie je 1écba, kterd vyuziva urcité ¢asti imunitniho systému daného pacienta
K boji s rakovinnymi bunikami. Miize fungovat n¢kolika riznymi zpusoby. Imunoterapie
Casto stimuluje nebo posiluje pfirozenou obranyschopnost imunitniho systému, coz vede
k efektivnéjSimu vyhleddvani abnormalnich rakovinnych bun¢k ¢i k jejich siln€jsSimu
napadeni a poskozeni. Mimo to je mozna i tvorba rtiznych latek v laboratotich, které jsou
nasledné vyuzity k obnoveni, nebo zlepSeni fungovani imunitniho systému, opét pii
hledani a napadeni rakovinnych bunék. (American Cancer Society, 2019)

2.4.5 Transplantace kostni difené

Transplantace kmenovych bunék se pouZivaji k nahrad€ bunck kostni diené, které byly
znieny rakovinou nebo chemoterapii ¢i radioterapii v pribchu 1écby pacienta. Existuji
rizné druhy transplantaci kmenovych bunék. VSechny tyto druhy ovSem vyuZzivaji velmi
vysoké davky terapeutik k zneSkodnéni rakovinnych bunék. To ¢asto vede k poskozeni
vSech bun€k kostni dfené, coZ ma za nasledek uplné zastaveni krvetvorby.
Transplantované kmenové bunky tak pfindSeji moznost, jak krvetvorbu u pacienta
obnovit. (American Cancer Society, 2020)
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Transplantace se pak vzdy lisi podle darce, pfiC¢emz se rozliSuji tyto typy:
e syngenni — darcem kmenovych bunék je jednovaje¢né dvojce pacienta

e alogenni — darcem kmenovych bunék je jina osoba
o pribuzenska (darcem je pribuzny pacienta, nejcastéji sourozenec)
o nepiibuzenska (darce je vyhledavan v registru darct kostni dien¢)
e autologni — pacientovi jsou transplantovany vlastni krvetvorné buiky, které od

n¢j byly ziskany pied podanim vysokodavkové terapie a do doby pouziti byly
zamrazeny (Krahulova a Vorlicek, 1998)
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3 CILE PRACE

V soucasné dobé se k diagnostice leukémii u déti vyuziva hned nékolik riznych metod,

Z nichz kazda ma své vyhody a nevyhody. Jmenovité lze zminit stanoveni diferencialniho
rozpo¢tu pod mikroskopem a metodu flowcytometrie, které byly porovnavany Vv této
Vv praci. Diagnostika vSech nemoci se stale posouva doptedu, a to predevsim s rozvojem

pristrojové techniky. Mnohdy se tak nékteré metody vyuzivaji nadbytecné, jelikoz z jejich

pouziti neplynou rozSifujici poznatky a jen zbyteéné snizuji kapacitu laboratofi

a zdravotnickych pracovnikil. Nejen tomuto tématu se ale chce prace vénovat.

Tato préce si stanovuje:

1.

hlavni cil

porovnat metody analyzy krevnich vzorkd vyuzivanych pii diagnostice ALL
za pomoci srovnani poctu lymfoblasti ve vstupnich vzorcich periferni krve
a kostni dien¢ za vyuziti stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyti pod
mikroskopem a metody flowcytometrie

vedlejsi cile

naucit se mikroskopovat s imerznim olejem vzorky periferni krve a kostni
dfené

osvojit si schopnost rozpoznat jednotlivé typy krevnich bun¢k fyziologicky
pritomné v periferni krvi pod mikroskopem (u zdravych pacientit)

naucit se rozpoznat lymfoblasty ve vzorcich periferni krve a kostni diené

naucit se stanovovat diferencialni rozpocet leukocytti ve vzorcich periferni
krve a kostni diené

vytvotit brozurku/bulletin pro pozorovani periferni krve pod mikroskopem
(pro studenty 1¢katskych fakult)
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4 METODIKA

4.1 Krevni natér

Krevni natéry vznikaji za ucelem moznosti dany krevni vzorek zanalyzovat pod
mikroskopem. Po jeho zhotoveni nasleduje barveni vzorku. Krevni natér 1ze zhotovit bud’
ruéné (postup viz nize), nebo pomoci automatu.

Postup

1. nejprve zamichat krev ve zkumavce (ne protiepat, zkumavka se obraci, aby
nedoSlo k poskozeni bunék)

2. oteviit zkumavku
3. do sklenéné trubic¢ky nabrat krev (musi se mirné naklonit, nateCe tam sama)

4. kapku krve umistit na skli¢ko (ty¢inkou na sklo netla¢it moc, aby se neposkodily
buiky ve vzorku)

5. prilozit hranu roztiraciho sklicka ke kapce krve, pockat, az se rozprostie
6. pod thlem asi 35° krev rozettit po podloznim sklicku (je tfeba mirné zatlacit)

7. je-li krev spravné rozprostiena od nejhustsi ¢asti po tu nejtidsi, je vzorek hotovy

S

55‘j>

- [

e
~

Obr. 8: Krevni natér (zdroj: autor)

33



4.2 Mikroskopovani krevniho vzorku

4.2.1 Barveni krevniho vzorku

K barveni skli¢ek se vzorky se vyuziva tzv. panoptickd Pappenheimova metoda. Ta
umoznuje stanovit rozpocet bunék, konkrétné leukocytii, periferni krve a kostni dfené
daného pacienta. Jedna se o proces, v némz se k barveni vyuziva celkem dvou odlisnych
barviv. Prvnim z nich je May-Griinwald, druhym Giemsa — ta se také pied pouzitim
narozdil od prvniho barviva zpravidla musi fedit (v poméru asi 1: 29).

Barvivo May-Griinwald barvi acidofilni buniky a neutrofilni granulaci leukocytti. Barvivo
Giemsa oproti tomu charakteristicky zabarvuje cytoplazmu lymfocytti a monocyti a také
chromatin jadra.

V laboratotich se nyni nejCastéji vyuziva automatizovand metoda barveni, a to za pomoci
,,samobarviciho pfistroje” (HEMA AUTO STAINER).

Obr. 9: HEMA AUTO STAINER ~ pfistroj pro
barveni krevnich vzorkd (zdroj: autor)

Tento pfistroj ma uvniti hned nékolik pozic na otoéné plose a dokaze tak efektivné obarvit
vice vzorkl najednou. K pfistroji jsou pomoci plastovych hadicek ptipojené lahve
S barvivy ¢i pufrem. Kazdy pfistroj musi pro zaruceni spravného fungovani podstupovat
rizné tydenni a mésicni udrzby. Hadicky se naptiklad vyplachuji lihobenzinem a samotné
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lahve 70% ethanolem. K mnohému splachovani ¢i oplachovani je zde také vyuzivana
tzv. demi neboli demineralizované voda.

Celé barveni pak probiha v téchto krocich:
1. barveni barvivem May-Griinwald
2. splachnuti (ota¢ivym pohybem pfistroje)
3. naneseni pufru
4. barveni barvivem Giemsa
5. splachnuti (otac¢ivym pohybem pfistroje)
6. suseni

Po vytazeni sklicek z pfistroje je tieba je ze spodni strany ocistit pomoci tzv. kyselého
alkoholu (zkoumadlo Ziehl-Neelsen = smés cca. 96% ethanolu a 4% kyseliny
chlorovodikové).

Mnohdy je také potieba vzorek zanalyzovat co nejrychleji pifi podezieni na néjakou
patologii. V takovém piipad¢ se vyuziva rychlejsi barveni — Diff Quick (nebo nékdy také
Diff Quik).
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4.2.2 Mikroskopovani krevnich vzorku

Pti této praci byl pouzit svételny binokularni mikroskop a k mikroskopovéani samotnému
objektiv se zvétsenim 100x urc¢eny K mikroskopovani s imerznim olejem.

‘PROMICRA

Obr. 10: Pouzity svételny mikroskop  Obr. 11: Pouzity svételny mikroskop ~ pohled zboku (zdroj:
~ pohled zeptedu (zdroj: autor) autor)

—— —

Obr. 12: Pouzity objektiv se zvétsenim 100x
(zdroj: autor)
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Vzorky, respektive podlozni sklicka s periferni krvi, kostni dieni, ¢i likvory kazdého
leukemického pacienta jsou na ODHB ve FN Brno uloZeny v krabickach. Kazda krabicka
ma pak na sob€ jméno a piijmeni pacienta, datum narozeni a typ leukémie, se kterym byl
pacient diagnostikovan. Skli¢ka jsou uspotradana v ¢islovanych kolonkach, ke kterym je

Obr. 13: Krabic¢ka se vzorky pacienta ~ ilustrativni, smySleny pacient (zdroj: autor)
v krabicce prilozen papir s popisy, o jaky vzorek se jedna a také datum jeho odbéru. Pii

vypracovavani praktické Casti prace byly vzdy vyuzity pouze prvni odebrany vzorek
periferni krve a prvni odebrany vzorek kostni dfené.

Obr. 14: Vzorek periferni krve Obr. 15: Vzorek periferni krve
(vlevo) a kostni dfené (vpravo) (vlevo) a kostni dfené (vpravo)
(zdroj: autor) (zdroj: autor)
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Postup

1. na sklicko nanést malou kapku imerzniho oleje (malad kapka bohaté staci) na

-----

- - Ol - -
— [

Obr. 16: Naneseni imerzniho oleje na sklicko (zdroj: autor)

2. na mikroskopu si nastavit objektiv se zvétsenim 100x a umistit sklicko na stolek
mikroskopu

3. najet objektivem tésné na skli¢ko (,,nadoraz”)

Obr. 17: Pozice objektivu pii mikroskopovani (zdroj: autor)

4. vyjet makroSroubem pomalu nahoru, dokud se v mikroskopu neobjevi buiky

5. ve vzorku si piejet na misto, kde je fidky (bunky maji mezi sebou mezery
a neptekryvaji se)
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6. zalit pocitat dané buiiky, pohybovat se pfitom po vzorku tzv. meandrovitym
pohybem

Obr. 18: Meandrovity pohyb pti mikroskopovani
(zdroj: autor)
Je dulezité si pred mikroskopovanim stanovit, jaké buriky je tfeba pocitat. Standardné se
stanovuje tzv. diferencialni rozpocet leukocytl, pfi némz se pocitaji pouze zdravé
neposkozené leukocyty. Naopak se nepocitaji hold jadra ¢i jaderné stiny’, jinak rozbité
(deformované buiiky) a buiiky s apoptotickymi t&lisky®. Stejné tak se nepoé&itaji ani
trombocyty a erytrocyty, jejich zmény v morfologiich vSak mohou morfologiim, tedy
lidem, kteti krevni vzorek analyzuji, o zdravi pacienta mnoho napovédét.

4.2.3 Rozpoznavani krevnich elementii dle morfologie

V odebranych vzorcich periferni krve a kostni dfené jsou vzdy pfitomna tzv. krevni
téliska (Ci elementy), kterd jsou specifickd svou morfologii. Stanoveni diferencialniho
rozpoctu leukocytl je zalozeno pouze na morfologii leukocyti, tedy bilych krvinek.
| morfologie dalSich krevnich elementi ndm toho vSak miize fict mnoho o zdravotnim
stavu pacienta. (Blood Smears Lab, bez roku)

Erytrocyty

Erytrocyty maji pramér asi 7-8 um. P#i barveni by spravné mély byt zbarvené do rizova.
Jsou bikonkavniho tvaru a jsou zplostélé.

Obr. 19: Erytrocyty (zdroj: autor)

" Hol4 jadra ¢i jaderné stiny jsou jiz rozbité leukocyty, nejedna se celistvé buiiky s cytoplazmou.
8 Buriky (leukocyty) s apoptotickymi télisky jsou jiz staré a podstupuji fizenou bun&nou smrt, aby
organismu nemohly nijak skodit.
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Patologie erytrocyta

Retikulocyty jsou nedospélé cCervené krvinky. Je pro né typicka
tzv. polychromazie, tedy pfitomnost zbytkového mnozstvi RNA v buiikéach, které
zpusobuje Sefikové zbarveni.

Obr. 20: Retikulocyt (zdroj:
autor)

Hypochromické erytrocyty maji v sobé mensi mnozstvi hemoglobinu a jsou tak

bledé.

Obr. 21: Hypochromicky erytrocyt
(zdroj: autor)

Tercovité erytrocyty se vyznacuji skvrnou uprostied bunék.

Obr. 22: Tercovity erytrocyt
(zdroj: autor)
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Anizocytéza se vyznaCuje pritomnosti erytrocytl, které maji vyrazné odlisné
velikosti.

Obr. 23: Anizocytdza (zdroj: autor)

Bazofilni teckovani se projevuje fialovomodrymi skvrnkami na erytrocytech.

Obr. 24: Bazofilni
teCkovani (zdroj: autor)

Echinocyty jsou erytrocyty s oblymi vybézky. Casto se jedna o artefakt barveni
¢1 suSeni a nemuseji nutné signalizovat n¢jakou patologii.

Obr. 25: Echinocyt (zdroj:
autor)

Trombocyty

Trombocyty maji primeér 2-4 um a vypadaji jako malé fialové ulomky. V krevnim vzorku
jsou pomeérné Casté. Ne€kdy miiZzou byt i vétsi, az jako erytrocyt, to uz pak ale neni

fyziologické.

Obr. 26: Trombocyty (zdroj: autor)
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Leukocyty

Neutrofilni segmenty maji primér 10-14 um. Maji svétle rizovou cytoplazmu.
Jejich jadro je fialovomodré a ¢lenéné na tii az pét segmentd spojenych tenkymi
vlakny mezi sebou. Ma-li neutrofilni segment vice nez pét segmentt, je oznacovan
jako hypersegmentovany, ma-li jich méné¢ nez tfi, oznacuje se jako
hyposegmentovany. Typicky je pro neutrofilni segmenty také vyskyt granul
V cytoplazmé. Primarni granula obsahuji kyselé hydrolazy a kationtové proteiny,
sekundarni granula potom obsahuji rizné antimikrobialni latky. Nekdy je mozné
neutrofilni segment zameénit za neutrofilni ty¢. Nejlépe pozorovatelny rozdil mezi
nimi je ten, Ze neutrofilni segment musi mit nejuzsi ¢ast jadra mensi, nez je jedna
polovina nejsirsi casti jadra.

Obr. 27: Neutrofilni segmenty (zdroj: autor)

Neutrofilni ty¢e maji prumér 10-16 um a svétle rizovou cytoplazmu. Jejich jadro
je fialovomodré, Casto ve tvaru rohlicku. U dospélych nebyvaji moc casté, u déti
jsou troSku Castéjsi. Jedna se o nedosp€lé stadium, vyvojové pied neutrofilnimi
segmenty.

Obr. 28: Neutrofilni ty¢e (zdroj: autor)
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Lymfocyty jsou leukocyty o priméru 8-12 um, vétSinou stejné velikosti jako
erytrocyty — miazou byt ale i vétsi. Maji tmavé modrofialové jadro kulovitého
tvaru. Typicky je tizky pruh svétlé cytoplazmy kolem jadra. VEtsi mnozstvi se jich
obvykle objevuje pii infekcich.

s .
. ‘

Obr. 29: Lymfocyty (zdroj: autor)

Reaktivni lymfocyty jsou zpravidla vétsi, mivaji hodné cytoplazmy,
acasto i razné vybeézky, kterymi se ve vzorku dotykaji erytrocytu.
Objevuji se u nich i bazofilni okraje cytoplazmy. Casty je také méné
kondenzovany chromatin v jadie.

Obr. 30: Reaktivni lymfocyty (zdroj: autor)

Monocyty maji primér okolo 15-22 pum a Sedomodrofialovou az koutfoveé
zbarvenou cytoplazmu, nékdy 1 s vybézky (reaktivni monocyty). Maji také
decentralizované svétlé modrofialové jadro, které je zahnuté a s laloky. Jadro je
svétlejsi nez u lymfocytl, chromatin je méné kondenzovany (charakterizuje se
jako vzhled leopardi kiize). V cytoplazmé byvaji pfitomna jemnd granula. Ta
obsahuji riizné lysozomalni enzymy a peroxidazy. Monocyty jsou zpravidla veétsi
nez bézné lymfocyty, mohou se ale plést s reaktivnimi lymfocyty. Typicka je
i vakuolizace, ktera se znaci pritomnosti bilych skvrnek ¢i bublinek.

oV

Obr. 31: Monocyty (zdroj: autor)
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Eosinofily jsou leukocyty o priméru 10-16 pm. Maji fialovomodré jadro s dvéma
az ttemi laloky a typicka stejné velka oranzovortizova granula. Ta obsahuji
eosinofilni kationtovy protein, eosinofilni peroxiddzu, neurotoxin odvozeny
Z eosinofild, argininovy a na zinek bohaty hlavni bazicky protein, histaminazu
a aryl-sulfatazu. Velikostné jsou vétsi nez neutrofily.

Obr. 32: Eosinofily (zdroj: autor)

Basofily maji pramér 10-12 um a fialovomodré jadro se dvéma laloky. Velmi
typicka jsou tmaveé modrofialova granula rozprostiena pies celou buniku. Granula
obsahuji histamin a heparin. Velikostné se pohybuji mezi neutrofily a eozinofily.

Obr. 33: Basofily (zdroj: autor)

Blasty (lymfoblasty) jsou nedospéla stadia leukocytd o priméru 10-20 um.
Fyziologicky se v periferni krvi nevyskytuji, v kostni dfeni pak jen v urcitém
mnozstvi. Na jednom krevnim natéru byvaji vSechny velmi podobné. Mohou mit
také vakuoly. Jejich jadro neni tak zahusSténé jako u lymfocyti, ma pomérné
napénény chromatin ajako takové byva zpravidla pres téméf celou bunku.
Velikostné jsou zpravidla vétsi nez lymfocyty, dosahuji asi velikosti monocyt.
Jejich vyznamnym poznavacim znakem je jadérko (pod mikroskopem jako
zesvétleni uvnitf jadra). Nebyvaji reaktivni, ale mohou u nich byt patrné vybézky
cytoplazmy.

. I . .J

Obr. 34: Blasty (zdroj: autor)

44



DalSi mozna krevni téliska, podoby leukocytt, jejich patologie apod.

Hola jadra (jaderné stiny) jsou rozbité leukocyty, osamocend jadra, ktera jiz
nejsou obklopena cytoplazmou. Nepoditaji se, ale pro diagnostiku mohou byt
mnohdy dulezita (napfiklad reaktivni lymfocyty jsou velmi kichké).

Obr. 35: Hola jadra ~ jaderné stiny (zdroj: autor)

Apoptotické buriky (leukocyty) jsou leukocyty, které maji ve své cytoplazmé
apoptotické vacky. Obcas vypadaji trosku jako neutrofilni segmenty.

Obr. 36: Apoptotické butiky (zdroj: autor)

Chyby v barveni se projevuji napiiklad pfebyte¢nym barvivem na bunikach.

Obr. 37: Piebyteéné barvivo (zdroj:
autor)
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4.2.4 Stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocyti v periferni krvi

Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytii v periferni krvi se provadi tak, ze se
pomalu, za splnéni vSech zasad mikroskopie krevnich vzorkti popsanych vyse, prejizdi
po vzorku a hledaji se zde ptitomné leukocyty. Kazdy zpozorovany leukocyt je tieba urcit,
tedy urcit jeho typ, a zaznamenat. To se provadi pomoci specidlnich pocitadel, ktera maji

Obr. 38: Pocitadlo (zdroj: autor)

pro jednotlivé typy leukocytii vlastni klavesu. Po dosazeni pfedem stanovené¢ho poctu
(zde 100 bungk) je tfeba si na pocitadle zobrazit procentni zastoupeni pfitomnych
leukocytli (pomoci kldvesy FUNC, viz Obr. 35) a ziskana data si zapsat k danému
pacientovi. Je tieba dodat, ze leukocyty periferni krve u kraje vzorku se nepocitaji, jelikoz
krevni natér zde mize zplsobit riizné neptirozené hromadéni buné€k.

Pti provadéni praktické Casti prace byly ve vzorku zapoc€itdvany vSechny nalezené typy
leukocytt. Ty byly nasledujici:
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Blasty

Obr. 39: Blasty (hodnoceny pacient, zdroj: ODHB FN Brno)

Lymfocyty

Obr. 40: Lymfocyty (hodnoceny pacient, zdroj: ODHB FN Brno)

Neutrofilni segmenty

Obr. 41: Neutrofilni segmenty (hodnoceny pacient, zdroj: ODHB FN Brno)
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Neutrofilni tyce

Obr. 42: Neutrofilni ty¢ (hodnoceny pacient,
zdroj: ODHB FN Brno)

Monocyty

Obr. 43: Monocyty (hodnoceny pacient, zdroj: ODHB FN Brno)

Eosinofily

Obr. 44: Eosinofily (hodnoceny pacient, zdroj: ODHB FN Brno)
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Obr. 45: Basofily (hodnoceny pacient, zdroj: ODHB FN Brno)

V laboratofi se bézn¢ diferencialni rozpocet leukocytl v periferni krvi stanovuje na 100
bun¢k, nebo na 200 bunck. V praci byl diferencialni rozpocet leukocytli stanovovan na
100 bunek.

4.2.5 Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyti v kostni dieni

Stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocyti v kostni dieni probihda obdobné jako je
tomu u periferni krve. Nalezené leukocyty se opét zaznamenavaji na pocitadle a po

Obr. 46: Pocitadlo (zdroj: autor)

dosazeni stanovené¢ho poctu (zde 250 bun€k) je nutné zaznamenani typi leukocytl ve
zkoumaném vzorku k danému pacientovi. Na rozdil od periferni krve se leukocyty kostni
diené pocitaji i u okraji vzorku.

V ramci vypracovani praktické ¢asti této prace se vyhodnocovalo pouze mnozstvi blast
a vSechny ostatni typy leukocyti byly, vzhledem K jejich obrovské rozmanitosti
a slozitosti v morfologii, po¢itany dohromady.
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V laboratofi se bézné diferencialni rozpocet leukocytti v kostni dfeni stanovuje na 500
bunék. V praci byl diferencidlni rozpocet leukocytt kostni difené stanovovan na polovinu,
a to 250 bunék.

4.3 Flowcytometrie

Flowcytometr dokaze vyhodnocovat velké mnozstvi rtiznych typl vzorkii — periferni
krev, kostni dfen, likvory (vzorky mozkomiSniho moku), vypotky (vzorky tekutiny
nahromadéné v néjaké dutin€) a jiné. Referen¢ni laboratoi pro détské leukemickeé
pacienty je v Praze, referenéni laboratof pro dospé€lé pak neni a jejich vzorky zpracovavaji
laboratoie prislusné nemocnice. Celkové miize za rok flowcytometrickou laboratofi projit
az na 7000 vzorkd.

4.3.1 Priprava vzorki pro flowcytometrii

Flowcytometrie jako takova je pomérné komplexni analyzou a pfed jejim samotnym
provedenim je tieba dany vzorek fadné piipravit. Celkové vzato je mozné vyuzit vice
typll postupl, ten zminény niZe je vyuzivan konkrétné¢ v Détské nemocnici FN Brno.
Ptesto se jedna o postup jistym zplisobem zobecnény, konkrétni postup se specifickymi
latkami se typicky voli na zéklad¢ klinického obrazu pacienta apod.
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Postup pripravy vzorku pro flowcytometrii:
1. zhomogenizovat vzorek

2. ke vzorku pridat monoklondlni protilatky konjugované s fluorochromy tak, aby
byly ve vzorku v nadbytku — inkubovat ve tmé

J

/

monoklonalng qmt'uta’enﬁ bunka s om.ti%e_vua

< fluon ‘5 monoklonalng mti(.&ueg s meom%

hovolzame” na antigeny bwilsy
Obr. 48: Navazani monoklonalnich protilatek s fluorochromy na antigeny buriky (zdroj: autor)

3. ke vzorku pridat lyzacni roztok na erytrocyty (ty totiz zabiraji vétSinovou cast
vzorku a pfi analyze leukocytl by zbyteéné pickazely)

4. pockat (inkubovat) a vzorek promyt

5. vzorek vlozit do flowcytometru

4.3.2 CD antigeny leukocyti zkoumané pri diagnostice ALL

Vsechny typy leukocytl maji své specifické CD antigeny, podle jejichz ptitomnosti je
mozné zkoumané leukocyty ve vzorku zafazovat do riznych skupin — zda jsou zralé, do
jaké patii linie apod. U ALL se zpravidla zkouma ptedevsim to, jestli jsou majoritni T-
lymfocyty, nebo B-lymfocyty a zda jsou dané buriky zralé, nebo nezralé.
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V praxi se ve vzorcich pro diagnostiku nejéastéji detekuji tyto CD antigeny (Sino
Biological, bez roku):

CD antigen Funkce

CDla protein prezentujici antigen

CD2 aktivace T-bunék, adheze mezi T-bufikami a ostatnimi

CD3 signalizace aktivace T-bunék, regulace exprese TCR

CD4 aktivace T-bungk

CD5 regulace signalizace T-receptoril

CD7 interakce T-bungk

CD8 koreceptor pro molekuly MHC 1. tiidy

CD10 peptidaza (regulace ristu B-bunék)

CD19 regulace vyvoje, aktivace a diferenciace B-bunék, pievod signali
CD20 aktivace a proliferace B-bun¢k

CD22 adheze B-bungk a ptenos signali

CD33 bunééna adheze, signalizace mezi buiikami, inhibiéni receptor a apoptoza
CD34 bunééna adheze

CD45 regulace buné¢ného rustu a diferenciace, aktivace B- a T-bunéénymi receptory
CD79% podjednotka B-bunééného antigenniho receptoru, transdukce signalt
CD99 migrace leukocytil, aktivace T-bunék a buné¢éna adheze

Tab. 2: Zkoumané CD antigeny u ALL a jejich funkce

Kombinace pfitomnosti a neptitomnosti jednotlivych CD antigenii pak dava celkovy
obraz stavu pacienta a je esencialni pro jeho diagnostiku.

4.3.3 Dalsi antigeny zkoumané pri diagnostice ALL

Mimo vyse zminéné CD antigeny se pii diagnoze akutni lymfoblastické leukémie vyuziva
1 zjiStovani dalSich antigenti bunék, napt. cytoplazmatickych. Tyto udaje spolecn¢ s CD
antigeny umoznuji komplexné&jsi analyzu vzorku a napomahaji identifikovat podtyp ALL
daného pacienta.

Mezi Casto analyzované cytoplazmatické antigeny bunék se tadi (Hoffbrand et al.,
2006b):

Antigen (cytoplazmaticky znak) Podtyp ALL
cCD79a B-ALL
cCD22 B-ALL
cCD3 T-ALL
cTdT T-ALL; B-ALL

Tab. 3: Zkoumané cytoplazmatické antigeny u ALL a jejich vyskyt u uréitého podtypu ALL
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4.3.4 Vyhodnoceni flowcytometrické analyzy

Flowcytometr je schopny ziskany opticky signdl pfevést na signal elektricky, jenz dale
digitalizuje pro pocitatovou analyzu. Zobrazeni dat miize byt provedeno néckolika
zpusoby a vzdy zalezi, co je konkrétné tfeba z dat vycist. NejcastéjSim zptisobem
zobrazeni je tzv. ,,dot plot” histogram, tedy dvourozmérny graf, v némz je kazda burnka

(x 4000)

ssC-A

COu5 Pocific Blue-A

Obr. 49: Zobrazeni dat z flowcytometru (,,dot plot” histogram; podle dat zpracovanych ve
FN Brno) — fyziologicky vzorek (zdroj: autor)

z pavodniho vzorku zobrazena jako tecka. Mimo to mohou byt data zobrazena

i V trojrozmé&rném izometrickém grafu nebo ve formé histogramu pro kazdy jednotlivy
parametr. (MZCR, bez roku)
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Pti diagnostice leukémii se Casto vyuzivaji histogramy, v nichz jsou na obou osach
vyneseny néjaké hledané znaky, typicky pritomnost danych CD antigent. Z téchto grafii
1ze poté vycist naptiklad jaké konkrétni typy bun¢k (leukocytl) byly ve vzorku pfitomny
(rizné typy leukocyt maji na svém povrchu rozdilnou kombinaci CD antigenti a dalSich
proteint, ¢i struktur) a nasledné naptiklad podtyp leukémie, kterou dany pacient ma.

480
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Obr. 50: Zobrazeni dat z flowcytometru (,,dot plot” histogram; podle dat zpracovanych ve FN Brno)
— patologicky vzorek T-ALL (zdroj: autor)

V ramci zpracovani této prace byla vyuZita pouze Ciselnd data z flowcytometrické
analyzy, a to v podob¢ procentniho zastoupeni blastll v analyzovanych vzorcich periferni
krve a kostni dfené u pacientt diagnostikovanych s ALL v letech 2022 a 2023. Samotna

flowcytometrickd analyza nebyla autorem této prace provadéna, jelikoZ ji nelze,
vzhledem k rokiim diagnézy pacientt, opakovat.
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5 ANALYZA DAT A VYSLEDKY

Tato prace se zaméfuje na problematiku akutni lymfoblastické leukémie u déti a na dvé
rizné metody jeji diagnostiky a klade si predevsim za cil je porovnat. Vénuje se ale
I jinym aspektim ALL. Vyzkum byl provadén na vzorcich periferni krve a kostni dené
pacientl diagnostikovanych ve FN Brno v letech 2022 a 2023 riizného véku a pohlavi.

Nasledujici podkapitoly s daty az po ty zahrnujici srovnani mikroskopie a flowcytometrie
(bez nich) se zabyvaji analyzou hodnot ziskanych pouze stanovenim diferencialniho
rozpoctu leukocytl pod mikroskopem.

2023 Pohlavi Rok narozeni VéEk pri diagnostice
Pacient 1 muz 2020 3
Pacient 2 muz 2016 7
Pacient 3 muz 2014 9
Pacient 4 muz 2018 5
Pacient 5 zena 2018 5
Pacient 6 zena 2018 5
Pacient 7 muz 2020 3
Pacient 8 zena 2019 4
Pacient 9 muz 2014 9
Pacient 10 Zena 2013 10
Pacient 11 muz 2021 2
Pacient 12 muz 2017 6
2022

Pacient 13 Zena 2017 5
Pacient 14 muz 2013 9
Pacient 15 muz 2018 4
Pacient 16 Zena 2014 8
Pacient 17 Zena 2001 21
Pacient 18 Zena 2020 2
Pacient 19 muz 2018 4
Pacient 20 Zena 2018 4
Pacient 21 muz 2005 17
Pacient 22 muz 2014 8
Pacient 23 Zena 2018 4
Pacient 24 muz 2005 17
Pacient 25 Zena 2017 5
Pacient 26 muz 2016 6
Pacient 27 muz 2021 1
Pacient 28 muz 2018 4
Pacient 29 muz 2014 8
Pacient 30 muz 2020 2
Pacient 31 Zena 2020 2
Pacient 32 Zena 2019 3

Tab. 4: Pohlavi, rok narozeni a v€k diagnostikovanych pacientt
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V tabulce vysSe jsou uvedeni vsichni ze zkoumanych pacienti — vzdy se svym
biologickym pohlavim, rokem narozeni a vékem v dobé diagnostiky. Pofadi je dano Cisté
tim, v jakém potadi byly jejich vzorky mikroskopovéany. Toto pofadi nekoresponduje
s pofadim pacientd v pozd¢€ji popisovanych grafech. V téchto grafech jsou pacienti
sefazeni podle primérnych hodnot poc¢tu leukocytd apod. (zalezi na konkrétnim grafu)
tak, aby byla usnadnéna orientace v grafu a nasledna interpretace ziskanych dat.

5.1 VEk pacientt

Vékové rozlozeni diagnostikovanych v letech

2022 a 2023
;
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Graf 1. V&k pacienti pti diagnostice

V¢ek pacientt pii diagnostice ALL se Casto lisi a nelze néjaky rok zivota oznacit jako
piimo rizikovy. Nejcastéjsi je vSak propuknuti ALL u déti v predSkolnim véku. Zde ale
mayji vétsinou lepsi prognozu.
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5.2 Pohlavi pacienti

Pohlavi diagnostikovanych v letech
2022 a 2023

" muz =zena
Graf 2: Pohlavi diagnostikovanych

Pohlavi pacientt se také Casto lisi, ale dle ziskanych dat Ize fici, Ze rizikovéjsi skupinou
pro vyskyt ALL jsou pacienti muzského pohlavi. Vzhledem k pomérné¢ malému rozdilu
vsak nelze uvazovat o né¢jakém dulezitém faktoru, na ktery by bylo pii diagnostice tieba
brat ohled.
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5.3 Vzorky periferni krve pod mikroskopem

5.3.1 Pritomnost jednotlivych typu leukocytu

Primérné pocty leukocytii ve vstupnich vzorcich
periferni krve v letech 2022 a 2023
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Typy leukocyti

Graf 3: Pramérny pocet jednotlivych typti leukocytl v periferni krvi diagnostikovanych pacientt

Z dat jasné vyplyva, ze prumérn¢ meli diagnostikovani pacienti v periferni krvi nejvice
blastt, tedy praveé onoho patologického stadia. V krvi by spravné neméli byt blasty zadné,
za fyziologické je mozné u déti brat do jednoho az dvou blasth na 100 bunck.
U diagnostikovanych je to primérné az kolem 45, u jednotlivych pacientti se to ovSem
li§i. Druhym nejzastoupenéjSim typem leukocytl byly v priméru lymfocyty. I to mize
ukazovat na né¢jaky problém, jelikoz u zdravych lidi jsou typicky v krvi nejvice
zastoupené neutrofilni segmenty.
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Pomér primérnych pocti leukocytii ve vstupnich
vzorcich periferni krve v letech 2022 a 2023
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Graf 4: Pomér jednotlivych typt leukocytt v periferni krvi diagnostikovanych pacientt

Stejné jako na grafu predchozim i zde Ize vidét, Ze prumérné tvofi blasty v periferni krvi
témért polovinu vsech pfitomnych leukocytt.

5.3.2 Mnozstvi blastu

MnoZstvi blasti ve vstupnich vzorcich periferni krve u diagnostikovanych
pacientii v letech 2022 a 2023
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Graf 5: Mnozstvi blast v periferni krvi diagnostikovanych pacientt

Mnozstvi blastli se pifi diagnostice u jednotlivych pacientii mize znaéné lisit, a to
pfedev§im v zavislosti na tom, jak moc rozvinutd ALL uZz v daném organismu je.
Primérny pocet blastl pfi diagnostice se pohybuje témét kolem 50 blasti na 100 bunék.
Mnohdy ale pro pojmuti podezieni na n&jakou patologii sta¢i blast na 100 bunck jen
jeden. U nékterych pacienti mohou blasty tvotit az ptes 90 % vSech zde ptitomnych
leukocytt.
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5.4 Vzorky kostni diené pod mikroskopem

5.4.1 Pritomnost jednotlivych typu leukocytu

Primérné pocty leukocyti ve vstupnich
vzorcich kostni diené v letech 2022 a 2023
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Graf 6: Pramérny podet jednotlivych typt leukocytl v kostni dieni diagnostikovanych
pacientt
U diagnostikovanych pacientli se primérny pocet blastli v periferni krvi pohyboval kolem
80 % vSech zde pritomnych leukocytl. Fyziologické mnozstvi v kostni dfeni je ovSem

maximaln¢ jedna pétina vSech zde piitomnych leukocytu. (Puckett a Chan, 2025)
Pouhych zbylych 20 % pak tvotily ostatni typy leukocytt.

Pomér prumérnych pocti leukocytu ve vstupnich
vzorcich kostni diené v letech 2022 a 2023

= Blasty
= Ostatni

Graf 7: Pomér jednotlivych typt leukocytti v kostni deni diagnostikovanych pacientt

| v tomto grafu je patrny velky rozdil mezi patologickym mnozstvim blasti a mnoZstvim
ostatnich leukocytl v kostni dieni.
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5.4.2 Mnozstvi blasta

MnozZstvi blastii ve vstupnich vzorcich kostni difené u diagnostikovanych
pacientu v letech 2022 a 2023
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Graf 8: Mnozstvi blasti v kostni dieni diagnostikovanych pacientt

Zjisténé mnozstvi blastl se pfi diagnostice u jednotlivych pacientl Casto velmi lisi, a to
piedevsim v zavislosti na tom, jak moc rozvinuta ALL uz u daného pacienta je. Primérny
pocet blastll v kostni dfeni pti diagnostice se pohybuje asi kolem 80 %. Za patologické
mnozstvi blastll v kostni dfeni se povazuje vice nez 20 % vSech zde pfitomnych
leukocytt. S tim se shoduje i ziskand minimalni hodnota u hodnocenych pacientd, ktera
dosahuje asi 25 %. (Puckett a Chan, 2025) U nékterych pacientt se ale mnozstvi blasti
pti diagnostice pohybuje tésné pod hranici 100 %.
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5.5 Porovnani diferencialniho rozpoctu leukocyta a hodnot
Z flowcytometrie u vzorki periferni krve

Porovnani procenta blasti ve vstupnich vzorcich periferni krve
u diagnostikovanych pacienti
v letech 2022 a 2023
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Graf 9: Porovnani mnozstvi blastii v periferni krvi ziskanych z mikroskopovani a z flowcytometrie

Z grafu vyse vyplyva, ze vysledky ze stanoveného diferencialniho rozpoctu leukocytt
a vysledky z flowcytometrie se u jednotlivych pacienti vice, ¢i méné lisi. Tento graf si
stanovuje flowcytometricka data jako zakladni, respektive podle nich jsou pacienti
sefazeni — a to na zakladé ptredpokladu, Ze flowcytometr se pti identifikaci antigenti na
povrchu bunék a nasledné identifikaci leukocytt spiSe nemyli. Graf ukazuje, jak moc se
hodnoty z mikroskopovani od téch flowcytometrickych lisily. Je patrné, Ze nejmensi
rozdily hodnot byly u pacientd, u nichz bylo mnozstvi blastti minoritni. Nejvétsi rozdily
mezi hodnotami pak byly v oblasti stfedniho poétu blasti. Tento trend vSak neni
stoprocentni.
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Procento blastt (%)

5.6 Porovnani diferencialniho rozpoctu leukocyta a hodnot
Z flowcytometrie u vzorku kostni direné

Porovnani procenta blasti ve vstupnich vzorcich kostni diené
u diagnostikovanych pacienti
v letech 2022 a 2023
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Graf 10: Porovnani mnozstvi blastd v kostni dieni ziskanych z mikroskopovani a z flowcytometrie

Z grafu vyse vyplyva, ze vysledky ze stanoveného diferencidlniho rozpoctu leukocyta
a vysledky z flowcytometrie se u jednotlivych pacientd alespon ¢aste¢né lisi. Tento graf
si stanovuje flowcytometrickd data jako zékladni, respektive podle nich jsou pacienti
sefazeni — a to na zakladé predpokladu, ze flowcytometr se pii identifikaci antigenti na
povrchu bunék a nasledné identifikaci leukocytt spiSe nemyli. Graf ukazuje, jak moc se
hodnoty z mikroskopovani od téch flowcytometrickych lisily. Lze zde vidét, ze o néco
mensi rozdily hodnot byly u téch pacientt, u nichz bylo mnozstvi blastti v kostni dfeni
majoritni.

U nékterych pacientll nejsou v grafu uvedeny pocty blastt z flowcytometrie, a to proto,
7e bud’ analyza dané¢ho vzorku nebyla provedena, nebo bylo v analyzovaném vzorku
pfitomno mnoho srazenin a vysledky by tak nebyly vypovidajici.
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5.7 Porovnani ziskanych hodnot u vzorki periferni krve
a kostni drené

5.7.1 Porovnani poctu blasti pri diagnostice

Porovnani primérného mnoZzstvi blasti ve vstupnich
vzorcich periferni krve a kostni direné v letech 2022 a 2023

= Blasty v PK
= Blasty v KD

Graf 11: Porovnani mnozZstvi blastd pti diagnostice v periferni krvi a v kostni deni

Mnozstvi blastii ve vstupnich vzorcich periferni krve a kostni dien¢ se zpravidla lisi.
V kostni dfeni se jich nachazi, jak vyplyva ze ziskanych dat, vice nez v periferni krvi. To
jasné koresponduje s tim, ze ALL za¢iné pravé v kostni dieni, ze které se az poté blasty
dostavaji do periferni krve.
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5.7.2 Porovnani smérodatnych odchylek hodnot z mikroskopu
a z flowcytometrie

Cetnost jednotlivych smérodatnych odchylek

Smérodatné odchylky poctu blastii stanovenych pod mikroskopem a flowcytometrem ve
vstupnich vzorcich periferni krve a kostni diené u diagnostikovanych pacienti v letech
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Graf 12: Porovnani smérodatnych odchylek periferni krve a kostni diené

Jak jiz bylo uvedeno vysSe, ziskané hodnoty z mikroskopu a z flowcytometru se
v nékterych pripadech liSily. Z cCetnosti vypocitanych smérodatnych odchylek vSak
vyplyva, Ze u vétSiny pacientli byla smérodatnd odchylka spiSe mensi.

Priamérna hodnota smérodatnych odchylek poctu blastii
stanovenych pod mikroskopem a flowcytometrem ve vstupnich
vzorcich periferni krve a kostni dfené u diagnostikovanych
pacienti v letech 2022 a 2023

» Periferni krev

= Kostni diefi

Graf 13: Porovnani priméru smérodatnych odchylek u periferni krve a kostni dfené
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Z obou uvedenych graft vyplyva také to, Zze chybovost, respektive rozdilnost hodnot
ziskanych mikroskopii a flowcytometrii je nepatrné vétsi u vzorkl kostni diené nez
u vzorkd periferni krve. V prvnim grafu je vidét pouhé porovnani Cetnosti danych
intervalll smérodatnych odchylek, zatimco v druhém grafu je znazornéno porovnani
praméra stanovenych smérodatnych odchylek u periferni krve a kostni dfen¢€. Samotné
smérodatné odchylky byly stanoveny tak, ze se vzdy zvlast u vzorku periferni krve
a zvlast u vzorku kostni dfené urcila odchylka hodnoty z imerzni mikroskopie od hodnoty
z flowcytometrie a nasledné zjisténé odchylky byly poté roziazeny do stanovenych
intervalll u zminénych dvou skupin vzorkl (imerzni mikroskopie a flowcytometrie).
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6 DISKUZE

6.1 Ziskané vysledky

6.1.1 MnozZstvi blasti a dalSich typi leukocyti pii diagnostice

Pti diagnostice riiznych onemocnéni, leukémie nevyjimaje, je tfeba brat ohled na celkovy
stav pacienta, nikoli pouze na jeden konkrétni znak, jimz je dané onemocnéni
charakteristické. Pfi hodnoceni periferni krve a kostni diené pacienta je samoziejmé
dualezité hledat ptitomnost blastii, které ALL charakterizuji. O zdravotnim stavu pacienta
vSak mnohé vypovida i pritomnost dalSich krevnich elementt a jejich mnozstvi. U ALL
je naptiklad v periferni krvi typicky zvySeny pocet lymfocytl oproti fyziologickému
stavu, kdy jsou pocetnéjsi neutrofilni segmenty.

6.1.2 Rozdily v ziskanych hodnotach z mikroskopu a z flowcytometru

Pt1 diagnostice leukémii je mnohdy dileZita 1 morfologie bunck pfitomnych ve vzorku.
Zatimco flowcytometrie umoziuje presnou identifikaci typ leukocytl i1 pfitomnost
trombocytl, u mikroskopické analyzy je dulezitd predevsim morfologie téchto element.
Zkuseni morfologové v diagnostickych laboratofich jsou mnohdy schopni néjaky
problém odhalit uz jen z toho, ze se jim vzhled nékterych bunék tpln€ nezda. Zaroven je
pod mikroskopem mozné zkoumat i vzhled erytrocytt, které se ve flowcytometrii nijak
nefesi, protoze by vzhledem ke svému obrovskému mnozstvi pifi analyze piekazely.
Ptitom toho o zdravotnim stavu pacienta také dokazou mnoho fict.

Nevyhodou pfi stanoveni diferencialniho rozpoctu leukocytii je pak moznost zdmény
jednotlivych bunék. U ALL maji lymfocyty mnohdy podobnou morfologii jako nedospé€lé
blasty a mohou se tedy objevit komplikace s piesnym stanovenim poctu danych typa
leukocytl. Ze ziskanych dat od urcitych pacientti tyto odchylky navic piesné vyplyvaji —
i vporovnani s vysledky zkuSenych morfologli se data z mikroskopie a data
z flowcytometrie lisila.

6.1.3 Smérodatné odchylky poctu blastu v periferni krvi a v kostni
dreni

Vétsi rozdilnost vysledkd mezi mikroskopii a flowcytometrii byla u kostni diené. To Si
1ze vysvétlit pfitomnosti leukocytil rizného stafi, kterd je typicka prave pro kostni dren.
Tato skutecnost mize v nékterych ptipadech diagnostiku znesnadnit. U vétSiho vzorku
pacientll by vSak tento rozdil v odchylkach u periferni krve a kostni dfen¢ mohl byt
I mensi. Obecné vsak lze fict, na zakladé dat vychazejicich z prace, ze ¢im Castéji je urcity
typ leukocytu ve vzorku vidét, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze bude urcen spravné —
vzhled buné€k konkrétniho typu se totiz u jednoho pacienta 1isi spiSe minimalné.
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Ze ziskanych dat pak také vyplyva to, Ze odchylky byly pfitomné u riznych pacientli
nehled€ na mnozstvi u nich zjisténych blastii. To je cenny poznatek, jenz potvrzuje to, Ze
metody mikroskopie a flowcytometrie jsou podobné piesné v jakémkoli piipadé. Co se
ty¢e odchylek samotnych, mohly byt zptusobeny riznymi faktory. Jednim z nich je
naptiklad samotny typ ALL — u T-ALL je mnohem téZ$i patologické blasty ve vzorcich
pod mikroskopem poznat. Obtiznost u zjistovani typu leukocytu podle jeho morfologie
muze ale nastat i jinak. DalSi problém mohou tvofit i uzivana 1éCiva, kterd mohou
leukocyty rtizné ménit. Mimo to nastavaji komplikace v piipad€, ze je vzorek, typicky
pro flowcytometrii, vysrazeny — v tomto piipadé totiz ziskané vysledky nejsou relevantni.
Obecné pak lze také poznamenat, ze rozdily v poétech blasti mezi mikroskopovanim
a flowcytometrii mohou byt dany i samotnym mnozstvim hodnocenych bunék, jak jiz
bylo zminéno vyse — u flowcytometrie je to mnohonasobné vice.

6.2 Porovnani s podobnymi vyzkumy

Na toto téma bylo zatim uskutecnéno pomérné malo vyzkumi (alespon téch vetejné
dostupnych), které navic zaroven zkoumaly akutni leukémie obou typi, tedy jak ALL,
tak AML. (Belurkar et al., 2013), (Pandey, 2021), (Gupta et al., 2016) Hodnotily Casto to,
jak ptesné bylo hodnoceni morfologie a flowcytometrie v odhaleni téchto leukémii a poté
téz v jejich rozpoznani od sebe. Tyto vyzkumy se soucasné zabyvaly piedevsim tim, jak
muze flowcytometrie pi1 diagnostice piispét a do jaké miry morfologickou analyzu
doplnyje.

Zpracovany vyzkum je unikatni svym zaméienim pouze na ALL. Tato prace se také
zaméiuje, v porovnani s ostatnimi provedenymi, spiSe na vyhody a nevyhody téchto dvou
typa diagnostiky a na to, zda lze jednu z téchto metod nahradit tou druhou. Jejich vyhody
také vyzdvihuje a poukazuje na to, jakym zptisobem se daji v diagnostice zkombinovat

e v

6.3 Omezeni provedeného vyzkumu

Jako u kazdého provedeného vyzkumu je tieba zvazit urcita omezeni, ktera se v jeho
priabéhu mohla naskytnout.

Prvnim z omezeni, ptfedev§im do budoucna, je srovnani pouze dvou pouzivanych metod
diagnostiky ALL. Pro vétsi komplexnost a §irsi pohled na toto téma by bylo tfeba vyzkum
obohatit i o metody dal$i. Dalsi z omezeni je to, ze hodnocené vzorky pochazely pouze
od pacienti diagnostikovanych s ALL — to pomérné zuZzuje aplikovatelnost ziskanych
vysledkl. Je ovSem pravda, ze ne vzdy je vétsi specificita na Skodu a mize mnohdy
pfinést naopak vice uzitku. Mezi omezeni patii také skutecnost, Ze zkoumani pacienti byli
pouze détského veku (do 21 let), jen z intervalu dvou let (kdy byli diagnostikovani)
a pouze z malého geografického uzemi. To téZ jistym zplsobem snizuje komplexnost
celého vyzkumu a v navazujicich studiich to pfedstavuje prostor pro zlepseni.

68



6.4 Mozné dusledky vysledki prace a vyuziti v klinické praxi

6.4.1 Optimalizace diagnostiky akutni lymfoblastické leukémie u déti

Zjisténé vysledky mohou vést k optimalizaci pouzivanych metod pro diagnostiku akutni
lymfoblastické leukémie u déti. Prace pfinesla porovnadni stanoveni diferencialniho
rozpoctu leukocytti pod mikroskopem a vyuziti flowcytometrie.

Flowcytometrie je velmi piesnou metodou co se tyce rozpoznani riiznych bunéénych typt
a také co se tyce presné analyzy velkého mnoZstvi krevnich elementl a stanoveni podtypu
ALL daného pacienta. Je vSak ndkladna a méné dostupna. Imerzni mikroskopie je oproti
tomu mnohem dostupnéjsi, ale ne tak ptresnd kvali lidské chybé zplisobené
nerozpoznanim pfesné morfologie dané buiiky. Je vhodné ji pouZit na pocatku analyzy
zdravotniho stavu pacienta, jelikoZ umoznuje pomérné rychlé zjisténi ptitomného
problému. Mikroskopické analyza tak nasledné mize ziskat vétsi prostor pro rozvoj svého
potencialu a zabyvat se morfologii bun¢k daného pacienta ve vétsi mife a sbirat 0 vzorku
pacienta dalSi poznatky, které by se nédsledné mohly vyuzit naptiklad ve stadiu 1€Cby
pacienta.

6.4.2 Uprednostnéni flowcytometrie pri hodnoceni poctu
a mikroskopie pri hodnoceni morfologie

Jak jiz bylo zminéno vyse, flowcytometrie je idedlni diagnostickou metodou ke zjisténi
poctu leukocytti ptitomnych v danych vzorcich periferni krve a kostni dfené a jejich
identifikaci. Dosahuje téz ptesnéjSich vysledki, nez je tomu u stanoveni diferencialniho
rozpoctu leukocyt pod mikroskopem.

Na zaklad¢ téchto poznatki a provedené¢ho vyzkumu si prace tedy klade otazku, zda by
nebylo mozné vyuzit kapacitu laborantii a morfologti v laboratotich spiSe k hlubsimu
zkoumani morfologie krevnich elementt pfitomnych ve vzorcich na tkor toho, Ze by se
majoritni ¢ast pocitani a ur€ovani elementii uskute¢iiovala za pomoci flowcytometru.
Tento navrh by samoziejmé musel byt podroben mnoha dalSim studiim se zamétenim
hlavné na to, jestli mize mit specializace se na konkrétn&jsi morfologii krevnich elementd
vzorku n&jaké vyrazngjsi vyhody napiiklad pro naslednou 1é¢bu pacienta. To tak prozatim
zistavad otdzkou pro dalsi vyzkum. Vysledkem prozatim zlstavd, ze idealni pro
diagnostiku pacienta je kombinace obou téchto metod.

6.4.3 Zaklad pro dalsi navazujici vyzkumy

Vzhledem k vyznamnému mnozstvi ziskanych poznatkd a zpracovanych dat tato prace
muze predstavovat odrazny mistek pro mnoho dalSich studii. Nejenze byly polozeny
otazky naptiklad ohledné hlubsiho vyuziti imerzni mikroskopie pii zkoumani morfologie
bun¢k ve vzorcich, ale zaroven byla zohlednéna i omezeni, kterd je v nasledujicich
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vyzkumech mozné minimalizovat, a tento vyzkum tak rozsifit o dalSi cenna data
a informace, které by mohly pomoci pii diagnostice leukémii.

6.5 Navrhy do budoucna

Z vyse zminénych omezeni tohoto vyzkumu vyplyvaji rdzné navrhy pro jeho zlepSeni
a rozsiteni o dalsi aspekty, jez by mohly vést k lepSimu pochopeni problematiky tohoto
tématu.

6.5.1 DalSi diagnostické metody

V rédmci této prace byly porovnavany pouze dvé diagnostické metody — a to konkrétné
stanoveni diferencidlniho rozpoctu leukocytli pomoci imerzni mikroskopie vzorkl
a flowcytometrie. Pti diagnostice ALL se vSak pouZzivaji 1 ptistroje a metody dalsi. Je to
piredev§im mén¢ piesny, ale zato velmi rychly a dostupny hematologicky analyzator
a poté téZ naro¢na, ale esencidlni cytogenetickd a molekularné geneticka vysetfeni dané¢ho
pacienta. I tyto vyuzivané metody by mohlo byt piinosné prozkoumat a porovnat jejich
vyhody a nevyhody s ostatnimi.

6.5.2 Vzorek pacientt

Uskute¢nény vyzkum zohlediioval pouze 32 détskych pacientd zlet 2022 a 2023
S mistem narozeni jen na pomérné malém uzemi veskeré rozlohy obyvatelného tzemi
Zemé¢. V nasledujicich vyzkumech by bylo vhodné mit pocetné o néco vétsi vzorek
pacientl, ktefi by zaroven byli diagnostikovani ve vétSim Casovém intervalu. Zaroven by
Kk aplnosti dal$ich vyzkumu ptispélo i zohlednéni pacientt z §ir§iho uzemi, a dulezité by
mohlo byt i to vzit v tvahu pacienty dosp¢lé.

6.5.3 Typ onemocnéni

Porovnéavané diagnostické metody neslouzi v klinické praxi pouze k diagnostice akutni
lymfoblastické leukémie, ale 1 k diagnostice jinych onemocnéni. Mezi témi hlavnimi jsou
dalsi typy leukémie, napiiklad AML. Mimo to se stanoveni diferencidlniho rozpoctu
leukocytl pouzivd i tieba pii diagnostice infekéni mononukledzy, ¢i pfi jinych
patologickych stavech pacienti vedoucich ke zméné€ pocti urcitého z typt leukocyti.
Vzhledem k tomu, ze kazdé onemocnéni je svym zptsobem a projevy unikatni, jednotlivé
diagnostické metody mohou byt pro jeho diagnostiku lepsi, nebo naopak horsi volbou.
| toto by mohly v budoucnu dalsi navazujici studie zkoumat a tyto uvazované metody
porovnavat na vzorcich pacientli diagnostikovanych s odliSnym onemocnénim.

70



{ ZAVER

V ramci této prace byly splnény vSechny z hlavnich i vedlejsich cili stanovenych vyse.
Doslo k nauceni se mikroskopovani s imerznim olejem vzorki periferni krve i kostni
dfen¢ a k osvojeni si schopnosti rozpoznat jednotlivé typy krevnich bunék (i trombocyti)
fyziologicky pritomnych v periferni krvi pod mikroskopem. Zpracovani prace také vedlo
k nauceni se rozpoznat lymfoblasty periferni krve a kostni dfen¢ od ostatnich typi
leukocytii a v téchto vzorcich i stanovit diferencidlni rozpocet leukocyti. V prabéhu
zpracovani hlavniho cile prace doslo k porovnani dvou metod analyzy krevnich vzorki
vyuzivanych pii diagnostice ALL, a to konkrétn¢ za pomoci srovnani poctu lymfoblastt
ve vstupnich vzorcich periferni krve a kostni diené za vyuziti stanoveni diferencialniho
rozpoctu leukocytli pod mikroskopem a metody flowcytometrie. Téz byla vytvofena
brozurka pro pozorovani periferni krve pod mikroskopem pro studenty 1ékatskych fakult
a dalsi z4jemce o toto téma, pti¢emz odkaz na ni je pfiloZen v ptiloze.

Ze ziskanych dat od détskych pacientli vyplyva, Ze ALL postihuje Castéji pacienty
muzského pohlavi a pacienty predskolniho véku. V periferni krvi i v kostni difeni bylo
také zjisSténo pramérné vice blasti v poméru k ostatnim leukocytim, pfi¢emz v kostni
dfeni bylo zastoupeni blasti jest¢ vétSi. Druhé nejdominantnéj$i zastoupeni pak ve
vzorcich periferni krve predstavovaly lymfoblasty. Samotné porovnani metod imerzni
mikroskopie barvenych vzorkl a flowcytometrie potvrdilo, ze se tyto metody ve svych
vysledcich jistym zpiisobem lisi. Zatimco mikroskopie je idedlni pii pozorovani patologii
v morfologiich jednotlivych krevnich elementti, pifi pfesném stanoveni mnoZzstvi
jednotlivych typu leukocytii vykazuje o néco vétsi chybovost. Piesné pocty je vSak
schopna doplnit flowcytometrie, ktera ale na rozdil od mikroskopie neklade na morfologii
krevnich elementi takovy duraz.

Vysledky této prace ukazuji, ze je stale dulezité vyuzivat stanoveni diferencialniho
rozpoctu leukocytlh pod mikroskopem i metodu flowcytometrie. Imerzni mikroskopie je
totiz o néco dostupnéjsi a je mozné provést ji pomérné rychle a bez velkych néklada,
navic je pod mikroskopem piitomnost riznych patologii dobte prokazatelna. Po ziskani
podezieni na vyskyt n¢jaké patologie, zde predevsim ALL, je ovSem idedlni stanoveni
pfesného mnozstvi typd leukocytl pomoci flowcytometrie a nasledné urceni podtypu
ALL, v ¢emz je flowcytometrie velmi presna. V prubchu vyzkumu se ovSem c¢éastecné
ukazovalo, Ze mikroskopie by mohla mit i dal$i potenciél, nezZ pouhé pocate¢ni zkoumani
vzorku — morfologie rtiznych krevnich elementt by toho totiz mohla o zdravotnim stavu
pacienta fict jeSté o néco vic. Riizné konsekvence tohoto piistupu k mikroskopii by vSak
potiebovaly dalsi rozsdhlejsi vyzkum, ktery by tyto domnénky mohl potvrdit, nebo
naopak vyvratit a zacit klast na mikroskopii mensi diraz.

Tato prace vyznamné pfispéla k pochopeni dulezitosti riznych diagnostickych metod
vyuzivanych u pacientli s ALL. Tento vyzkum je do budoucna mozné rozsitit o vetsi
mnozstvi détskych pacientii diagnostikovanych s ALL z jinych let, neZ jsou roky 2022
a 2023, nebo i o pacienty ze zkoumanych let, ale diagnostikovanych v jinych
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nemocnicich. Déle je t¢Z mozné do navazujiciho vyzkumu zahrnout i dospélé pacienty
SALL a porovnat efektivitu v této praci zkoumanych metod diagnostiky -
mikroskopovani a flowcytometrie — u ALL, kterd se od t¢ détské muize v riznych
aspektech lisit. Mimo to by mohlo byt ptinosné podobny vyzkum provést i u jinych typt
leukémie, jako je naptiklad AML.

Vysledky této prace ptinesly nové poznatky v oblasti diagnostiky akutni lymfoblastické
leukémie u déti a mohou byt zakomponovany do rozhodovani o vhodnosti vyuziti
mikroskopie a flowcytometrie pti diagnostice tohoto onemocnéni, ¢imz mohou prispét
k optimalizaci metod diagnostiky v klinické praxi.
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a) glektronicky (bez vasaho podpisu, ktery je nahrazen tim, 26 odesilate 2adost ze své a-mallové adresy)
na adresu: BastarovaJana@nbeno.cz

b) nebo v listinné formé (s vasim podpisem na 24dosti) na adresu:
Fakultni nemocnice Brno
Oddéleni organizace fizeni - Jana Bastafova, Jihlavska 20, 625 00 Brno

Piiloha 2: Zadost o sbér dat
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Priloha 3: Prace s mikroskopem

I ODDELEM DEYSXE
| HEMATOLOGIE A BIOCHEMIE /

"
| HEMATOLOGICKA LABORATOR |

Priloha 4: FN Brno — ODHB
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Ptiloha 5: Brozurka k mikroskopovani periferni krve
(Odkaz na Google Drive)
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https://drive.google.com/file/d/1qn4f4jlti3dUY7sNZL8xBjSraKBbo2Z2/view?usp=drive_link

