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Abstrakt

Prietokova cytometria predstavuje vSestranne vyuziteI'nt a rychlu metdda detekcie buniek. My sa zameriavame na jej uplatnenie v ramci diagnostiky
onkologickych ochoreni. Struéne popisujeme charakteristiku a princip fungovania prietokového cytometra ajeho jednotlivych systémov, nevynimajtic
fluorescenciu ako délezitd stdast’ tejto metody. Dalej definujeme metodiku, princip imunofenotypizacie a material pouZivany na vysetrenie
v diagnostike onkologickych ochoreni vyuzitim prietokovej cytometrie. Hlavny doraz vsak prikladame odprezentovaniu prietokovej cytometrie ako
diagnostickej metody vybranych hematoonkologickych ochoreni, ako aj jej uplatnenie v diagnostike solidnych tumorov, s konkrétnym zameranim
na identifikaciu pritomnosti metastatického procesu asociovaného so solidnymi tumormi detekciou vyznamnych markerov metastatickej ¢innosti.

Krlacové slova: Prietokova cytometria. Imunofenotypizacia. Diagnostika onkologickych ochoreni. Hematoonkologické ochorenia. Metastaticky
proces.

Abstract

Flow cytometry is a versatile and fast method of cell detection. We focus on its application in oncological diseases diagnostics. We briefly describe
the characteristics and functional principle of the flow cytometer and its systems, including fluorescence as an important element of this method.
Next, we define the methodology, the immunophenotyping principle, and the material used in the diagnostics of oncological diseases by flow
cytometry. However, the main emphasis is on presenting flow cytometry as a diagnostic method for selected hemato-oncological diseases, and
its application in solid tumors diagnostics, with a specific focus on identifying the metastatic process presence associated with solid tumors by

detecting significant markers of metastatic activity.

Key words: Flow cytometry. Imunophenotyping. Diagnostics of oncological diseases. Hemato-oncological diseases. Metastatic process.

Uvod

Neustaly vedecko-technicky vyvoj pozitivne ovplyviuje aj
laboratornu diagnostiku. Diagnostika onkologickych ochoreni
v dnesnej dobe pracuje s mnohymi presnymi, rychlymi
a ucinnymi metodami, ktoré sa snazia odhalit’ pritomnost
nadorového procesu ¢o najefektivnejsie a v ¢o najskorsom stadiu
ochorenia. Jednou z tychto metod je aj prietokova cytometria
(PC) - vysoko sofistikovana laboratorna metéda v sti¢asnosti
rutinne vyuZzivana na vysetrovanie bunkovych suspenzii, a to
najmé v imunologickych alebo hematologickych laboratériach.
Ide o metodu, ktord pocas kratkeho casového useku dokaze
kvantitativne aj kvalitativne rozanalyzovat tisice buniek alebo
Castic. V onkologickej diagnostike ma klicové miesto hlavne
v oblasti hematoonkologie. NajvyuZzivanejSim principom je
imunofenotypizacia buniek, a teda detekcia roznych Specifickych
extracelularnych a intracelularnych bunkovych markerov.

Prietokova cytometria

Prietokova cytometria (PC) je vykonny nastroj na
analyzu viacerych individudlnych bunkovych parametrov
z heterogénnych populacii z krvi, kostnej drene, ako aj pevného
tkaniva disociovate'ného na jednotlivé bunky, prikladom su
lymfatické uzliny, mukoézové tkaniva, pevné nadory atd’. [1,2].
Tato technologia dokdze zanalyzovat' desiatky tisic Castic za
sekundu a definovat pritomné subpopulécie [3]. Analyza prebicha
v prietokovom cytometri, pristroji, ktory meria charakteristiky

buniek, resp. Castic, v prade tekutiny, prechadzajticej cez zdroj
svetla, laser. Kazdej bunke alebo inej v roztoku suspendovane;j
Castici je stanoveny rozptyl viditelného svetla a jeden alebo
viacero parametrov fluorescencie [4,2]. V sucasnosti ma PC
rutinné uplatnenie vo viacerych disciplinach, napr. v imunolégii,
virologii, molekularnej biologii, onkobioldgii a monitorovani
infekénych chordb [2]. Medzi najbeznejSie aplikacie PC
v klinickych laboratériach patri imunofenotypizacia, identifikacia
malignych buniek z telovych tekutin, uréenie DNA ploidity,
analyza bunkovej proliferacie a bunkového cyklu [5]. PC tiez
sluzi ako hlavny vyskumny nastroj vo farmacii a biotechnoldgii
a je technoldgiou pouzivanou na takmer kazdej univerzite alebo
vyskumnom stredisku vo svete [3].

Analyza bunkovych parametrov je realizovana prictokovym
cytometrom, ktory tvoria tri zakladné systémy: fluidny, opticky -
excitaény a zberovy, elektronicky a pocita¢ - obrazok 1. Fluidika
je zodpovedna za smerovanie Castic rozptylenych v kvapaline
cez zdroj fokusovaného svetla. Tento proces je zabezpeCovany
posobenim hydrodynamickej fokusacie - techniky, ktora
usporadava bunky v prietokovej komorke s presnostou na jeden
mikrometer. Excita¢na optika usmeriiuje svetelny zdroj, laser, na
bunky a Castice, pricom sa svetlo vychyl'uje okolo okrajov bunky

a nastava jav nazyvany rozptyl svetla [6,7]. Rozpoznavame dva
typy svetelného rozptylu, predny rozptyl (FSC, forward scatter)
v smere dopredu, a bo¢ny rozptyl (SSC, side scatter) otoceny
0 90° [2]. Predny rozptyl charakterizuje svetlo difraktované
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okolo bunky a je imerné jej velkosti. Bo¢ny rozptyl je umerny
vnutornej zlozitosti, granularite alebo nuklearnej lobularite
bunky [4]. Zberna optika transmituje zaznamenany signal
o rozptyle svetla alebo fluorescencii Castice do elektronickej

~.—

/

pasmovy filter

siete. Elektronicky systém rozpozna signal a konvertuje ho na
digitalne data, ktoré mozno zobrazit’ vo forme histogramov alebo
bodovych grafov. Takto ziskané a spracované data su pripravené
na vyhodnotenie a validaciu operatorom [6].

boény rozptylovy
detektor

predny rozptylovy “ i tymfoeyty

r detektor

Obrazok 1 Tri zakladné systémy prietokového cytometra: fluidny (vlavo), opticky (v strede) a elektronicky (vpravo)
(upravené podl'a Aysun a kol., 2016 [8]).

Nevyhnutnt stcast’ detekcie znakov v ramci PC predstavuje
fluorescencia. Fluorescencné svetlo povrchovych Ag znacenych
monoklonalnymi protilatkami alebo DNA a farbivo nukleove;j
kyseliny sa odraza pod rovnakym uhlom ako rozptyl bo¢ného
uhla [4]. Aby doslo k vzniku svetla alebo akéhokol'vek druhu
fluorescencie, musi nastat’ excitacia Castice, atomu, i6nu alebo
inej molekuly absorpénym fotéonom - dochadza k prechodu
stimulovanej Castice z nizsej elektronovej energetickej urovne
na vyssSiu elektronovi energeticki uroven a jej excitacii. Po
nickolkych nanosekundach sa molekula zvyCajne vrati do
zakladného energetického stavu, pricom ¢ast’ z celkovej energie
je uvolnend vo forme fotonov vysiej vinovej dizky —tieto astice
nazyvame fluorofory, chromofory a fluorochrémy, pretoze maju
jedine¢nt schopnost’ absorbovat’ energiu. Dolezitym aspektom
pri vybere fluorescenénych markerov je pocet parametrov, ktoré
chceme stanovit, a podla toho je potrebné zvolit' aj vhodné
typy fluorochrémov. Z imunologického hl'adiska hovorime
o fenotypovych markeroch, ktoré dokazu bunky rozdelit' az
na 70 roéznych subpopulécii. V sucasnosti mozno pomocou
polychromatickej PC definovat priblizne 30 subpopulacii
jednym testom, vyuzitim spektralnej PC mozno identofikovat
viac ako 40 subpopulacii. [3,9].

Najkritickej$i a ¢asovo najnarocnejsi krok analyzy v PC
predstavuje identifikdcia homogénnych bunkovych populacii
v datach, proces znamy ako ,,gating” - vratkovanie. ,,Gate®
je numerickd alebo graficka hranica, ktori mozno pouzit' na
definovanie charakteristik Castic. Ide o identifikaciu viacerych
subpopulacii v ramci jednej vzorky a hl'adanie zhody medzi
viacerymi vzorkami [6,10]. Dva najznamejSie spOsoby
zobrazovania analyzovanych dat su histogram a bodovy graf
- ,,dot plot“. Histogram je jednoparametrovy graf, kde os x
predstavuje ¢iselnt hodnotu signalu parametra a os y predstavuje
pocet Castic vyskytujlcich sa na dantt hodnotu na osi x. Signaly
s rovnakou intenzitou sa hromadia v tom istom mieste. Dot
plot, dvojrozmerny bodovy diagram, predstavuje hromadnu
reprezentaciu vetkych objektov vo vzorke s hodnotou parametra
FSC vysSou nez zvoleny prah, Cize cCastice s nadprahovou

vel'kostou. Kazda bunka je v diagrame reprezentovana jednym
bodom. Dot plotové dvojparametrové grafy s rozdelené na Styri
kvadranty, ktoré separuju populdcie na negativne - l'avy dolny
kvadrant, pozitivne - 'avy horny a pravy dolny kvadrant, alebo
dvojito pozitivne - pravy horny kvadrant [6,11]. Celkovy pohl'ad
na princip prietokovej cytometrie sumarizuje obrazok ¢. 2.

bunkova suspenzia
~— «— Sheath fluid
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Obrazok 2 Schematické zobrazenie spracovania, merania
a vyhodnotenia vzorky prietokovou cytometriou
(upravené podl'a Aysun a kol., 2016 [8]).

Imunofenotypizacia

Jednym zo sposobov identifikdcie buniek, napr. krvnych
elementovje morfologické vysetrenie. Tatometodaje vel'midobre
prepracovana, avsak v sucasnosti nie je dostacujuca, preto bola
do laboratdrnej praxe aplikovana presnejs$ia metoda identifikacie
buniek prostrednictvom ich povrchovych a intracelularnych
znakov, imunofenotypizacia. Znaky predstavuji membranové
proteiny, antigény, ktoré maji odlisSny a Specificky charakter
vzhl'adom na tkanivo alebo organ, v ktorom su lokalizované.
Jeden Specificky Ag moze byt vSak exprimovany viacerymi
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populaciami buniek. Tieto membranové Ag nazyvame CD
molekuly (clusters of differenciation/designation, diferenciacné/
oznaCovacie znaky) [6,12,13]. Buc ich vo svojej kniznej
publikécii definuje ako: ,,...subor membrdanovych antigénov
(znakov), ktoré sa objavujii v bunkovej membrane v urcitom
Stadiu ich vyvoja, pretrvavaju v nej v urcitom vyvojovom obdobi

bunky alebo zostavaju v nej ako charakteristicky znak az do
Jjej zaniku. “ [12]. CD klasifikacia bola ustanovena v roku 1982
v Parizi a spoCiatku zahfnala len Ag leukocytov. Dnes obsahuje
aj znaky d’alsich bunkovych populacii a tvori ju priblizne 400
znakov [14]. NajznamejSie povrchové antigény CD klasifikacie
uvadzame v tabulke €. 1.

Tabul’ka 1 Strucny prehlad najznamejsich povrchovych antigénov. Ide o CD znaky charakterizujiice krvné bunky, kedze leukocyty
boli prvym typom buniek, ktorych Ag boli popisané v CD klasifikdacii (upravené podla [14]).

Druh buniek

Povrchové markery

leukocyty CD45

T lymfocyty CD3, CD5
pomocné T lymfocyty CD3+, CD4+
cytotoxické T lymfocyty CD3+, CD8+

B lymfocyty

CD19, CD20 (mladsie formy CD10)

NK bunky CD3-, CD16+, CD56+
monocyty CD14

myeloidné bunky CD13, CD33
trombocyty CD41, CD61
erytrocyty CD235a

kmenové hematopoetické bunky | CD34

plazmatické bunky CD138

Imunofenotypizacia vyuziva poznatky o  velkosti
a komplexnosti analyzovanych buniek a taktiez elektronicku
vizualizaciu vézby protilatok s Ag, najcastejsie ide o komercné
monoklonalne protilatky znacené fluorochromami [14]. Pre
protilatky je najvyhodnejsim a pozadovanym sposobom vizby
na Ag Specificka vézba protilatky cez vadzobné miesto. Protilatky
sa vSak mozu na bunky viazat’ aj inymi spdsobmi, ktorych
vylucenie je kriticky dolezité pre spolahliva kvantifikaciu
a expresiu Ag imunofluorescenciou [7].

Material - suspenzia jednotlivych buniek

Fluidny charakter pocitania v PC vyzaduje suspenziu
jednotlivych buniek. Pokial’ bunky pochadzaji z pevného
tkaniva alebo z adherentnej bunkovej kultary, pred analyzou je
potrebné zabezpecit’ disintegraciu tkaniva alebo bunkovej vrstvy
na jednotlivé bunky detekovatelné prietokovym cytometrom.
Dvomi hlavnymi principmi disociacie tkaniv a adherentnych
kultar st mechanicka a enzymaticka disociacia. Pri mechanicke;j
disintegracii je potrebné z tkaniva, napr. solidneho tumoru,
vyextrahovat’ dostato¢ny pocet buniek pésobenim mechanicke;j
sily - tkanivo je rozrusované skalpelom az do uvol'nenia buniek.
Na enzymaticku disocidciu su najcastejsie volenymi enzymami
trypsin a kolagenaza typu II - tkanivo je inkubované urciti dobu
v enzymatickomroztoku zvycajne pri37 °C. Pokial’ ma vySetrenie
urCit’ stupen ploidie, v pripade tkaniva zo solidnych nadorov
je aplikovana DNaza I, ktora odstranuje DNA z neporusenych
bunick. Po disociacii je odporucané urCit pocet a viabilitu,
zivotaschopnost’  vyextrahovanych buniek. Jednoduchym
spdsobom stanovenia viability je pouzitie testu zivotaschopnosti
buniek - Trypanovou modrou. Adekvatne zastipenie vsetkych
bunkovych linii vo vzorke po disociacii tkaniva vsak nemozno
brat’ ako 100 %-nt zhodu s vychodiskovym materidlom. M6zeme
konstatovat,, ze ide o podiel ré6znych typov buniek, podobajuici
sa ich proporciam v pévodnom tkanive, novovytvorena bunkova

suspenzia vSak moze vykazovat odlisné fyziologické funkcie
ako vychodiskovy material [7].

Diagnostika  hematoonkologickych  ochoreni
prietokovou cytometriou

Hematologické malignity predstavuju skupinu ochoreni
vznikajucich v kostnej dreni a lymfatickom tkanive. Ide
o klonalne ochorenia z nezrelych hematopoetickych buniek, kde
je degeneracia formovana v totipotentnych ¢i pluripotentnych
kmenovych bunkach alebo v bunkach nachadzajucich sa v

uréitom stupni vyvoja. Diagnostika hematoonkologickych
ochoreni spocivala dlhé obdobie vyluéne vo vyhodnoteni
naterov periférnej krvi a kostnej drene, cytologickom, pripadne
cytochemickom vysetreni. V poslednych desatrociach dochadza
k rozvoju hematologie, v ramci ktorého klasicka morfologicka
diagnostika stale zostava zékladnou a bezne dostupnou metédou
pri rozlisSovani normalnych, atypickych a patologickych nalezov,
a zaroven sa stala sucastou komplexného vysetrovacieho
procesu zahfiiajiceho modernejsie a technologicky vyspelejsie
diagnostické metody, medzi ktoré radime aj PC [14,15].
,, Prietokova cytometria (PC) je moderna diagnostickda metoda,
ktora doplnuje Standardné morfologické vysetrenie o udaje,
ktore sa tykaju informacii o bunkovych liniach, o stupni
diferenciacie a o klonovom povode buniek. Za jej vzostupom
stoji pokrok v imunologickej fenotypizacii, molekularnej biologii
a cytogenetike, ktory umoznil presnejsiu klasifikaciu maligneho
klonu, ma prognosticky vyznam v case diagnozy a priamy vplyv
na stratifikaciu liecby. Imunofenotypovym vysSetrenim dokazeme
odpovedat’ na otazky, ci je nador leukocytového pévodu, ci je
leukocytova proliferdacia maligna, o aky typ leukémie ¢i lymfomu
ide, ¢i su pritomné znaky, ktoré pomézu vybrat terapiu alebo
urcit prognozu a aky efekt ma liecba (monitorovanie priebehu
terapie a detekcia minimalnej rezidudalnej choroby - MRD).*
[16].
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Akutne leukémie

Akutna lymfoblastova leukémia a lymfoblastovy lymfém
(ALL) - agresivne nadorové ochorenie z lymfocytarnych
prekurzorov  charakterizované  akumulaciou  nezrelych
lymfoblastov. ALL s infiltraciou kostnej drene mensou ako 20 %
aprevazneextramedularnympostihnutimsanazyvalymfoblastovy
lymféom. V krvnom obraze (KO) je pritomna leukocytoza,
leukopénia, ale aj normalny pocet leukocytov. V periférnej krvi

st preukazateI'né leukemické blasty. Imunofenotypizacia blastov
vyuzitim PC je nevyhnutna pre stanovenie diagnozy a typu ALL.
Znalost membranovych a cytoplazmatickych Ag malignych
buniek umoziuje rozlisenic medzi T- a B-lymfocytarnou liniou
a roztriedenie leukemickych blastov podla miery zrelosti
[15,17]. Rozdelenie T- a B-ALL spolu s charakteristickymi
diagnostickymi markermi uvadzame v Tabulke ¢. 2.

Tabul’ka 2 Imunofenotypova klasifikdacia ALL (upravené podla [18]).

B-linia CD19+ a/alebo CD79a+ a/alebo CD22+ (75%)

Pro-B-ALL CD10-

Common-B-ALL CD10+ (najcastejsie)
Cytoplazmatické klonalne imunoglobuliny +

Pre-B-ALL Y govrchové imunoglobuliny Kg— aA— o

T-linia CD3+ (25%)

Pro-T-ALL CD7+

Pre-T-ALL CD2+ a/alebo CD5+ a/alebo CD8+

Thymic-T-ALL

CDlat+

Mature-T-ALL

CDla—, povrchové CD3+, TCRaf+ alebo TCRyd+

Akitna myeloidna leukémia (AML) - heterogénna skupina
malignych ochoreni krvotvorby, ktoré vznikajii klonalnou
transformaciou hematopoetickej kmenovej bunky, konkrétne
nekontrolovatelnej proliferacii na turovni patologickych
promyelocytov, ¢o vedie k akumulacii nezrelych elementov,
blastov, myeloidnej linie v kostnej dreni [15,17]. Na vySetrenie
AML prostrednictvom PC sa pouzivaju vzorky periférnej krvi
a kostnej drene. Prvotne je vykonané stanovenie myeloidnych
blastov imunofenotypizaciou CD45 verzus SSC a zaradenie
do tzv. ,blast gatu“. Myeloidné blasty vykazuju pozitivitu
znakov CD 34 a CD 117. Kritickym bodom v diagnostike
akttnej leukémie je presné priradenie linie. Myeloidna linia
je detegovana expresiou znakov CD13, CD15, CD33 a MPO,
zatial ¢o monocytova linia je naznacend expresiou Ag CD4,
CD14, svetlého CD33 a CD64. Lymfoidny panel by mal zahinat’
markery B-lymfocytov, t. j. CD19, CD22 a/alebo CD79a,
a markery T-lymfocytov, t. j. CD2, CD3, CD5 a CD7. Akonahle
je linia s istotou priradena, malo by byt vykonané komplexne
hodnotenie Ag exprimovanych populaciou blastov - pre
uréenie odlisnosti aberantné¢ho blastového imunofenotypu od
imunofenotypu normalnych progenitorov [19,20].

Lymfoproliferativne ochorenia

Lymfoproliferativne ochorenia zahfiiaju subor klonalnych
hematoonkologickych ochoreni, ktoré vychadzaji z réznych
vyvojovych §tadii lymfocytov, najCastejSie bunkovej linie B,
ale aj linie T, pripadne z NK-buniek (natural killers, prirodzeni
zabijaci) [18].

Chronicka lymfocytarna leukémia (CLL) - nadorové
klonalne ochorenie krvotvorby charakterizované akumuléciou
morfologicky zrelych malych B-lymfocytov s typickym
imunofenotypom CDS5+/19+/23+ v kostnej dreni, periférnej
krvi a lymfatickych organoch. Pre stanovenie diagnozy
CLL je v stGcasnosti nutna pritomnost’ > 5 x 10%1 klonalnych
B-lymfocytov s typickym fenotypom v periférnej krvi.
Rozhodujicim vySetrenim pre potvrdenie klonality a fenotypu

B-lymfocytov je PC. CLL bunky typicky koexprimuji Ag CDS5,
CD19, CD23. Slabo exprimujice su aj znaky CD20, CD22
a lahké retazce k a A. Naopak vykazuju nizku expresiu znaku
CD79b typického pre B-lymfocyty. K stanoveniu diagnoézy i v
ramci diferencialnej diagnostiky sa vyuziva skoérovaci systém
podl'a Matutesovej, zobrazeny v Tabulke ¢. 3. Systém je zalozeny
na expresii piatich povrchovych Ag lymfocytov, ktord sa rozni
podrla typu B-lymfoproliferacie [16,17,18].

Tabul’ka 3 Skore Matutesovej. CLL ma typicky skore 4 — 5
(upravené podla [17]).

Znak 1 bod 0 bodov

CD5 pozitivne negativne

CD23 negativne negativne

slgM slabé silné

CD79% slabé silné

FMC7 negativne pozitivne
Prolymfocytarna leukémia z B buniek (B-PLL)

a prolymfocytarna leukémia z T buniek (T-PLL) - vzicne
maligne lymfoproliferativne ochorenia s velmi nepriaznivou
prognézou, podobné chronickej lymfocytarnej leukémii (CLL).
PLL vznikaji malignou transformaciou zrelych periférnych
lymfocytov. V natere periférnej krvi dominuji prolymfocyty.
Definitivne potvrdenie diagndzy a odlisenie B-PLL od T-PLL je
mozne len na zaklade vySetrenia periférnej krvimetodou PC, ktora
je schopna detegovat’ $pecifické antigénne znaky na povrchu a v
cytoplazme buniek a s istotou ich odlisit’. Imunofenotyp B-PLL je
variabilny, kI'aicova je pozitivita pan-B znakov CD19+, CD20+,
CD22, HLA-DR, CD79% a povrchovych monoklonalnych
imunoglobulinov SmlgM, IgD, ako aj znaku FMC?7. T-PPL ma
postymycky genotyp a je teda TdT a CD1 negativna. Pozitivitu
naopak vykazuji znaky CD2, CD3, CDS5 a silnu expresiu CD7.
V 65 % pripadov je pozitivna kombinacia CD4++/CD8—, menej
Casté si kombinacie CD4+/8+, CD4—/8+ a vel'mi vzacne mdze
byt pritomna negativita oboch tychto znakov. Pri rozpornych
vysledkoch sa dodatoéne vykond cytogeneticka analyza,
pripadne histologické vySetrenie, trepanobiopsia [15,18].

6

ZDRAVOTNICKE STUDIE 01/2023



Zelinkova, K., Zastko, L.
Prietokova cytometria v diagnostike vybranych onkologickych ochoreni

Leukémia z vlasatych buniek (HCL, hairy cells
leukemia) - vzacne indolentné lymfoproliferativne ochorenie
vychadzajuce zo zrelych B-lymfocytov, charakterizované
pritomnost'ou typickych ,vlasatych® buniek v periférnej
krvi, kostnej dreni a lymfoidnych organoch s pritomnou

CD20, CD22 a CDl g, tiez st pritomné CD103, CD25, CD123,
AnnexinAl, DBA.44,FMC-7 acyklin D1. Expresia CD25 odraza
aktualnu masu nadorovych bunick HCL. Vhodné je sledovanie
tohto znaku pocas doby diagnézy pred zahajenim liecby i po
liecbe. AnnexinAl sa pouziva na odlisenie cHCL od vHCL

pancytopéniou a splenomegaliou. Diagnostika HCL sa opiera
opritomnost’ charakteristickych leukemickychbuniek v periférne;j
krvi a kostnej dreni pacienta. HCL ma typicky imunofenotyp.

a splenického lymfoému marginalnej zony (SLMZ), pribuznych
ochoreni, ktoré tento Ag nenesu. Diferencialna diagnostika HCL
a pribuznych ochoreni sa nachadza v tabul’ke ¢. 4 [17,18].

AQ3IA PASHYITT

Pri vySetreni metédou PC je pritomnd silnd expresia znakov 8
Tabul’ka 4 Diferencialna diagnostika viasatobunkovej leukémie (HCL), variantnej viasatobunkovej leukémie (vHCL) 5
splenického lymfomu marginalnej zony (SMZL) (upravené podl'a [18]). 2
Niélez HCL vHCL SMZL 2
periférna lymfadenopatia ccas % cca 80 % cca25% L
monocytopénia ano nie nie g
cytoplazmatické vybezky buniek ano ano ano na poloch o
. , , jemna hruba hruba

Sl AR j adjierko nie jadierko nie jadierko +/—
infiltracia sleziny Cervena pulpa | Cervena pulpa biela pulpa 8
CD5 —/* + —/* 3
CDllc ++ +/— +/— o
CD20 ++ ++ ++ ;Z>
CD25 ++ - —/* a
CD103 ++ +/— —/* n
TRAP ++ —/* —/* H
mutacia BRAF V-600-E 71 —100 % nie nie %
>

Hodgkinov lymfom (HL) - v minulosti nazyvany
maligny lymfogranulom, maligne ochorenie vychadzajice
z B-lymfocytarnej rady. Typické nadorové bunky tohto lymfomu
su jednojadrové Hodgkinove bunky a Reedove-Sternbergove
bunky (H/RS), obrovské bunky s viacpocetnymi jadrami
a vyraznymi eozinofilnymi jadierkami. PC v diagnostike HL
nebola v minulosti uzitoéna z dévodu problematickej izolacie
H/RS buniek, pretoze st v heterogénnej zmesi zapalového

pozadia zahfiajtcej iné leukocyty. V stcasnosti vSak viaceré
stidie prezentuju vhodny imunofenotypovy profil naidentifikaciu
H/RS buniek, vykazujici pozitivitu markerov CD30, CD40
a CD95. Variabilna méze byt pozitivita znakov CD3, CD5
a CD45 v dosledku mozného vzniku T-lymfocytovych roziet po
interakcii H/RS buniek s T-lymfocytmi, pricom doéjde k zmene
negativneho znaku CD3 alebo CDS5 na pozitivny a zvys$i sa
intenzita farbenia markera CD45 [18,21].

Tabul’ka 5 Zoznam antigénnej detekcie aberantnych plazmatickych buniek MM (upravené podla [22]).

diferencovanych B-lymfocytov, plazmatickych buniek (PB)
v kostnej dreni a menej Casto v extramedularnych 1éziach,
ktoré produkujii monoklonalne imunoglobuliny 1gG, IgA, IgD,
IgE a vol'né l'ahké retazce k, A, pricom v kostnej dreni musi

()
—
>
™
o
>
_|
(@)
e
e
m
<
o
= : = - .
o Norma.lna’expres1.a Abnorn{aln,a expre§1a Podiel abnormlnych m
Antigén plazmatickych buniek plazmatickych buniek q 5 o
. : buniek pri MM @)
kostnej drene kostnej drene <
CD38 vysoka hustota expresie pozitivna 80 % (J?)
CD45 variabilna negativna 80 % m
CD19 pozitivna negativna 96 % 5
CD56 negativna vysoka hustota expresie 60—75% O
CD117 negativna pozitivna 30 % g
CD20 negativna pozitivna 17 -30 % _/
CD28 negativna vysoka hustota expresie 15-45% -
CD27 jasna/pozitivna slaba/ negativna 40 - 68 % g
CDS81 pozitivna slaba/ negativna 55% A
CD200 slabo pozitivna vysoka hustota expresie >70 % |-Z|-|
CD33 negativna slaba/ pozitivna 18 % S
Mnohopocetny myelom (MM) - zhubné ochorenie byt pritomnych asponn 10 % klonalnych PB. V diagnostike é
charakterizované klonalnou proliferaciou terminalne slizi imunofenotypizacia plazmatickych buniek metdédou 2
g
o

PC najmi pri zriedkavych pripadoch IgM MM, nesekrecnej
forme MM a primarnej amyloidoze. Prvym krokom je detekcia
neoplastickych PB stanovenim znakov CD138, CD38 a CD45.
Existuju zriedkavé pripady MM, v ktorych maju PB ,,omladeny*
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imunofenotyp CDI138dim/CD45+ alebo plazmoblastovy
CD138—/CD45+. Bunkovu klonalitu je mozné potvrdit’ aj na
zaklade imunoglobulinovych Tlahkych retazcov. Univerzalny
povrchovy marker jednoznacnej diferenciacie abnormalnych
anormalnychPBvsakneexistuje[21].Znakysnajinformativnejsim
vyznamov pre diagnostiku MM uvadzame v tabul’ke €. 5.

Myeloproliferativne neoplazie

Myeloproliferativne neopldzie (MPN) st klonalne
hematologické ochorenia kmenovych krvotvornych buniek
charakterizované proliferaciou jednej alebo viacerych
myeloidnych linii. Typickd je hypercelularita kostnej drene
s efektivnym zrenim krvotvorby a zvyseny pocet granulocytov,
erytrocytov alebo trombocytov v periférnej krvi [14].

Chronickd myeloidna leukémia (CML) - je klonalne
myeloproliferativne ochorenie, charakterizované pritomnost'ou
Specifickej ziskanej genetickej abnormality t(9;22) nazvanej
Filadelfsky chromozém (Ph chromozéom). V doésledku tejto
mutacie vznika patologicky fuzny gén BCR-ABLI1 kodujuci
vznik patologickej tyrozinkinazy Bcl-Abl zodpovednej za
nekontrolovatelné mnozenie krvotvornych buniek [17,23].
V diagnostike CML je zlatym Standardom stanovenie fuzneho
génu BCR-ABL1 pomocou RT-PCR. Stidia $védskych vedcov
Lofakol. (2017) vsak preukazuje vhodnost’ spojenia PC s in situ
PLA (proximity ligation assay, test proximitnej ligacie) do tzv.
PLA-flow aplikovatel'ného v diagnostike CML detekciou buniek
exprimujucich BCR-ABLI1. Experimentalne bola vykonana
detekcia fazneho proteinu BCR-ABLI prostrednictvom PLA-
flow na bunkach K-562 - bunkova linia l'udskej imortalizovane;j
chronickej myeloidnej leukémie. Ako negativna kontrola
bola pouzita bunkova linia U-937 - promonocytova bunkova
linia P'udskej myeloidnej leukémie izolovana z histiocytového
lymfému. Bunkova linia K-562 vykazovala v teste BCR-ABL1
jasne pozitivne farbenie, zatial’ co bunky U-937 boli negativne,
¢o potvrdzuje selektivitu testu. Podobne boli bunky pacientov
s CML detegované ako pozitivne na fuzny protein BCR-ABLI,
zatial ¢o zdravym kontrolnym vzorkam chybalo Specifické
oznacenie. V kone¢nom dosledku PLA-flow poskytlo vysledky
podobné tym z RT-PCR, len s malymi rozdielmi pozorovanymi
u niektorych pacientov [24].

Diagnostika metastatickych procesov

Metastatické procesy st jednou z hlavnych problematik
rakoviny. Viac ako 90 % umrti stvisiacich s nadorovymi
ochoreniami je spdsobenych prave metastatickym procesom.
V diagnostike a monitorovani rozvoja metastazovania solidnych
tumorov je mozné uplatnit’ aj metédu PC, konkrétne detekciu
vyznamnych markerov metastatickej ¢innosti ako napr.:
cirkulujice tumorové bunky, epitelovo-mezenchymalnu tranziciu
a kmenové nadorové bunky [25].

Cirkulujice nadorové bunky (circulating tumor cells,
CTC) - zriedkavo sa vyskytujuce bunky, tzv. ,rare cells®,
vylu¢ované solidnymi nddormi, ktoré sa v extrémne nizkych
poc¢toch nachadzaji v periférnej krvi pacientov s vicSinou
typov nadorovych ochoreni. Subtyp CTC sa méze diseminovat
do vzdialenych organov v tele a iniciovat proces tvorby
metastaz. CTC predstavuju vhodny biomarker pre diagnostiku,
,staging* a prognézu nadorovych ochoreni [25,26]. Standardom
v diagnostike CTC je metoda kvapalnej biopsie. Novodobé studie
prezentuju, ze spojenie metddy PC s kvapalnou biopsiou moze

podstatne zlepsit' charakterizaciu CTC a taktiez preukazuju, ze
citlivost PC v ramci tohto vySetrenia je podobna alebo vyssia
ako real-time PCR. Reprezentativnou vzorkou pre PC vysetrenie
CTC je vzorka krvi z kolorekta, v ktorej st pritomne Standardné
epitelidlne markery, ako je EpCAM, K20 (cytokeratin 20),
K5/6/8/17 a EpCAM/pan-K. Analyza bola nedavno skvalitnena
zaClenenim znakov CD133, CD54 a CD44, vimentinu, PTEN
a AR-V7, ktoré st preukazatelné pri karcinome hrubého creva,
prsnika, kolorektalnom karcindme a karcinome prostaty. Napriek
mnohym vyhodam pouzitia PC je pri detekcii CTC potrebné brat
do uvahy, Ze PC nezaruduje vizualne potvrdenie identity buniek,
¢o zvysuje riziko vyskytu falosne pozitivnych udalosti z dovodu
technickej naro¢nosti rozliSovania skuto¢nych CTC [27].

Epitelovo-mezenchymalny prechod (epithelial-
mesenchymal transition, EMT) - molekularny mechanizmus
zapojenych do vzniku metastdz tumorovych buniek,
charakterizovany stratouadhézie a polarity medzi bunkami epitelu
a cytoskeletalnou reorganizaciou membrany, ¢o vo vysledku
umoziuje oddelenie buniek od primarneho nadoru, ich transport
do okolitych tkaniv a vzdialenych organov a mozny rozvoj
metastatického procesu. Metodu PC moézeme aplikovat' na
stanovenie kvantitativneho indexu trovne EMT, a teda rizika
¢i percenta metastazovosti solidnych tumorov - pricom na tento
ucel mozno pouzit’ protein Vimentin (Vim) ako marker fenotypu
EMT. De novo expresiu markera Vim mdzeme detegovat’ len
v pripade vstupu epitelovej bunky do EMT vzhl'adom na to, Zze
tento marker nie je bezne exprimovany v epitelovych bunkach -
preto su vysledky vySetreni s pouzitim proteinu Vim povazované
za vysoko presné klinické hodnoty kvantitativneho stanovenia
expresie nadorovej EMT u pacientov s onkologickym ochorenim,
ako napr. karcinom prsnika, nemalobunkovy karcindém pltc
a karciném ovarii [28,29].

Kmeiiové nadorové bunky (cancer stem cells, CSC)
- su zname ako bunky vykazujuce schopnost samoobnovy
a asymetrického delenia, ktorych existencia ma ddleziti tilohu
v raste, progresii a prezivani nadorovych buniek. Existuju
podstatné dokazy naznacujlce, ze metastazy nadorovych buniek
zacinaju v bunkach vel'mi charakterovo podobnych normalnym
kmenovym bunkam, a teda prave CSC. CSC st identifikovatel'né
vo vécsine beznych nadorov, ako su karcindm pecene, prsnika,
prostaty, hlavy a krku, pankreasu, ale aj leukémia a melanom.
Na ich stanovenie sa pouzivaju rozne metddy, ¢asto zaloZzené na
identifikacii markerov bunkového povrchu, medzi ktoré radime
aj PC. Najcastejsie Studovanymi povrchovymi markermi CSC
st CD44, CD24, CD29, CD90, CD133, ESA, ale aj ALDHI -
vyuzivana na identifikaciu a izolaciu tychto buniek [28].

Zaver

Prietokova cytometria vd’aka svojej principialnej technologii
umoznuje simultanne meranie a analyzu niekol’kych fyzikalnych
a chemickych atributov, ¢im predstavuje mimoriadne vSestranny
a uzitoény nastroj v diagnostike onkologickych ochoreni.
Pochopenie principu imunofenotypizacie je kritickym prvym
krokom k Ttspesnej diagnostike onkologickych ochoreni.
Vdaka znalosti fyziologickych, zdravych imunofenotypovych
bunkovych vzorcov sme nasledne schopni identifikovat
abnormalne bunkové populacie identifikujice hematopoetické
neoplazie.

Nami prezentované onkologické ochorenia sa vyznacuji
charakteristickym imunofenotypovym profilom - potvrdenie
diagnozy pomocou metddy PC je pre nich kl'ai¢ové. Unikatnym
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a vel'mi zaujimavym exemplarom je spojenie PC a in situ PLA
do tzv. PLA-flow v diagnostike chronickej myeloidnej leukémie,
kde namiesto typickych imunofenotypickych CD markerov
stanovujeme  pritomnost’ fizneho proteinu BCR-ABLI
leukemickych buniek. Existuju vSak mnohé iné hematologické
ochorenia, v diagnostike ktorych sa metoda PC uplatiuje
ako doplnkové vySetrenie na potvrdie diagnoézy v pripade
nejednoznaénych alebo rozpornych vysledkov inych klinickych
testov. Ide napriklad o celu skupinu Non-Hodgkinovych
lymféomov zahfnajicu folikularny lymfom, lymfom z buniek
plastovej zony, difizny velkobunkovy lymfom a i., tiez ide
o myelodysplasticky syndrom alebo mnohopocéetny myelom.
Vyznamnym novodobym diagnostickym uplatnenim PC je
identifikacia pritomnosti metastatického procesu asociovaného
s onkologickymi ochoreniami, najméd so solidnymi tumormi
detekciou markerov metastatickej ¢innosti. My uvadzame tri,
a to cirkulujuce tumorové bunky, epitelovo-mezenchymalnu
tranziciu a kmenové nadorové bunky.

Vyznamné pokroky v oblastielektroniky, softvéru éireagencii
v poslednych rokoch zjednodusili niektoré aspekty PC, napriek
tomu ide o metodu, ktorej plny potencial je stale predmetom
vyskumu. Podobne je to aj s jej aplikaciou v diagnostike
onkologickych ochoreni. PC sa rutinne pouziva na diagnostiku
a sledovanie hematolymfoidnych ochoreni a neoplazii, ale
identifikacia nehematologickych solidnych malignych nadorov
je obmedzena a predstavuje neustaly predmet vyskumu.
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