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UPLATN ENI PRUTOKOVE CYTOMETRIE VE VOJENSKE MEDICIN E A RADIOBIOLOGII

Zuzana SINKOROVA, Lenka ZARYBNICKA
Univerzita obrany, katedra radiobiologie Fakultyerského zdravotnictvi, Hradec Kralové

Souhrn

Pratokova cytometrie naSla uplatni jako analyticka i diagnostickd metoda v mnohkastech praktické
mediciny i v zdkladnim a aplikovaném biomedicinskgkumu. S postupujicim technickym pokrokemise jej
moznosti stale roz&iji a jednoduché dvojbarevné a trojbarevnétpkové cytometry jsou stal@astji na-
hrazovany vysoce citlivymi polychromatickymi anagey ¢i vysokorychlostnimi gitokovymi £idici burek,
které se pouZzivajifpmultiparametrické charakterizaci &itleni dobe definovanych buinych subpopulaci,
vcéetrg prekurzofi a progenitofi s minimalnim zastoupenim, a bBlkrkmenovych. Polychromaticka FCM se
stala nenahraditelnou v klinické mediéia v sodasné dob se zvaZuje jeji vyuZziti i v oblasti polniho zdra-
votnického systému. Zde se tato metoda jevi jdku perspektivni zejména z biodozimetrického hkedlia
to nap-. pro stanoveni ziného odetu obdrzené davky ionizujiciho/eai. Clanek podava fehled nejbz-
nejSich aplikaci pouzivanych v klinickém vyzkumakiprs moznym roz&nim do oblasti vojenské mediciny.
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The Use of Flow Cytometry in Military Medicine and Radiobiology

Summary

Flow cytometry has proved a useful analytical ahdrapeutic technique in many fields of practical
medicine as well as in basic and applied biomedieakarch. With ongoing technological development i
potential permanently increases and simple, twak three-color flow cytometers are being replacedigply
sensitive polychromatic analyzers and high speegisothat are used for multiparametric charactetion
and sorting of well-defined cell subpopulationsluging precursors, progenitors and stem cells. Ebip-
matic flow cytometry has thus become an essemtidlin clinical medicine and its use in the baithaf
medical system is under consideration. In militagalthcare this technique appears quite promisiagely
for biodosimetric purposes, e.g. for retrospectidermination of the received dose of ionizing a#dn.
The paper brings an overview of most frequent appbns used in clinical research and practice with
possible ramifications to military medicine.

Key words: Flow cytometry; Analysis; Clinical methods.

Uvod ni dozimetrii, kterou by mohla pirzastoupit v oka-
mziku, pokud by fyzikalni dozimetrie selhalaby
Priatokovéa cytometrie (flow cytometry, FCM) si  nebyla dostupnaghem ozéeni v boji, jez mize na-
v souwasné dob naSla Siroké uplatmi ténei ve stat g pouZiti zbrani typu Spinavd bomba nebo ra-
v8ech biomedicinskych oborech zejména pro svoji diaénich nehodach. Kro#&toho nabizi moznost#n
rychlost, vysokou Uroveautomatizace, velmi do-  feni odezvy jednotlivic na obdrZzenou davku, tedy

brou reprodukovatelnost postupnéh&remi velké- semikvantitativni uteni individualni radiorezistence.
ho patu ¢astic, nizkou spéébu imunoreagencii na Zakladnim principem FCM je séasné nireni

vzorek a moznost kvalitativniho i kvantitativning-v dvou rozptylovych paramétia mnohobarevné fluo-
Seteni mnoha povrchovych nebo i vnitroltnych rescence (n&pstji imunofluorescence pomoci fluo-
znaki burek v suspenzi. Ve vojenské medigine rochromy zn&enych monoklonalnich protilatek,

v sowasné dob tato metoda vyuziva zejména pro MoADb ¢&i signalu z ozngenych nukleovych kyselin)
zakladni studie, ale je zvaZzovano i jeji budoudatp burék odebiranych ze suspenze a vi@&nych pi
néni pro radiobiologické &ely, zejména pak zmy prachodu laserovymi paprsky. Ve srovnani s fluo-
odeet davky ionizujiciho z&ni obdrZzené organis-  resceiini mikroskopii m&adu vyhod, které shrnu-
mem. Stala by se takto dapjici metodou k fyzikal- je tabulka 1.
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Tabulka 1

Srovnani priitokové cytometrie s klasickou mikroskopii buénych suspenzi (upraveno podle Eckschlager a kol.929)

Klasicka mikroskopie

Pritokova cytometrie

poet vySetovanych buik 10-10° 10°-10
reprodukovatelnost nizka vysoka
hodnoceni intenzity fluorescence subjektivni obyelit

citlivost

nizka az sedni

velmi vysoka (desitky epitbp

dobré rozliSeni velikosti celkové viifi

rozmgrové parametry malorpsné Komplexity

hodnoceni kvalitativni kvalitativni i kvantitativni
moznost vyséeni vice znak na jedné biice | obtizné snadné

potieba biologického materialu vysoka nizka

doba jednoho vySini >5 min okolo 1 min

pracnost vysokéa nizka, automatizacérsb

archivace vysledk

(digitalni) fotografie

elektronicka forma

moznost separace bikn neni mozna (gitokové tidice)
naklady na reagencie vySSi nizsi

vyswcovani fluorochroria vyznamné ¥tSinou nepodstatné
moznost tidéni obtizné uifdica (sorteit) snadné
naklady na vybaveni nizSi azedni stedni az vysoké

Na rozdil od fluoresc&mi mikroskopie vSak FCM
neposkytuje Zadné strukturalni tdaje ve smyslu or-
ganizace tkani, a proto seédiachniky navzijem do-
pliuji. V nezanedbatelném ¢a pipadi Ize k FCM

a mikroskopické imunofluorescenci pouzit stejné
klony MoAb acasto i stejné fluorescéni konju-

gaty.
Klinické aplikace pritokové cytometrie

Povrchova imunofenotypizace leukodyt
NejbézrejSim a naprosto fpvladajicim klinic-
kym vySetenim metodou fitokové cytometrie je
povrchova imunofenotypizace krevnich leukdgyt
kterou provadji vhodre vybavené laborate na
vyzadani praktického léka nebo specialistyrppo-
dezeni na nespravnou funkci imunitniho systému
véetrt malignich onemocemi hematopoézy. Zaklad-
ni vySeteni zahrnuje v zavislosti naigtrojovém
vybaveni a akreditovaném protokolu dvou az Sesti-
barevnou povrchovou imunofluorescenci pomoci
komegkn¢ dostupnych certifikovanych MoAb (anti-
-CD45, anti-CD16, anti-CD56, anti-CD3, anti-CD19,
anti-CD4, anti-CD8) zngenych standardnimi fluo-
rochromy. Takovyto zakladni testdasto provagh
za pomoci klinicky orientovaného programového

vybaveni, které umaditije plré automatickou akvi-
zici a analyzu vzork a poskytuje Udaje o relativ-
nich (nebo i absolutnich) gech zakladnich leuko-
cytarnich populaci a lymfocytarnich subpopulaci
s dirazem na hlavni subpopulace T-lymfacyhe-
které zakladni protokoly dale obsahuji imunorea-
gencie nanfené proti aktivénim antiged (HLA-
-DR na T-butkach) nebo pomocné nastroje k odli-
Seni menSich monodybd &tSich lymfocyt (anti-
-CD14). Pokud ziskané vysledky naZog poru-
chu krvetvorby, provadi se dalSi vySéeni pomo-

ci roz8teného panelu MoAb a/nebo hematoonko-
logick& vySeteni zandfena na identifikaci moznych
nadorovych linii. Za modifikaci tohoto testu lze
povaZovat také monitoring absolutnihaspoCD4+
T-lymfocyta u HIV-pozitivnich pacierit, jenZ slou-

Zi ke sledovéani fibéhu onemoceéni a uspsnosti
pouzivané terapie. DalSimi aplikacemii kterych

se pouZivaji roz&né a stale sofistikovgjsi pane-

ly monoklonalnich protilatek k povrchové imuno-
fenotypizaci lymfocwyl, jsou charakterizace vroze-
nych deficiti adaptivni imunity (SCID, XID, CVID)
nebo diagnostika autoimunitnich chorob (haje-
tekce autoprotilatek proti trombodéyh a neutrofi-
[am). Haplotypizace pomoci MoAb néire kon-
kurovat levigjSim technikdm molekularni biologie.
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Za vyjimky Ize povaZzovat test n&ifmmnost HLA-
-B27 alely i podezeni na spondylitidy, (Khan a
kol., 2006), reaktivni artritidy (Leirisalo-Repd)@5),
zarety ocni ¢ocky (Morris a Doder, 2006) a nespe-
cifické stevni zasty (Rudwaleit a Baeten, 2006)
¢i detekce exprese transplatného antigenu I1.i{-

dy HLA-DR4, jehoZ vyskyt je spojen se zvySenym
vyskytem revmatoidni artritidy (Zsilak a kol., 2005
Za zminku stoji i fakt, Ze ptokové cytometrie ja-
ko techniky orientované nadifeni suspenzi sen
kdy pouziva i k charakterizaci leukoéy¥ dalSich
télnich tekutinach, jako je cerebrospinalni tekutina,
mo¢ nebo plicni vyplach. Obeénze fici, Ze i
téchto vySetenichcasto odpada nutnost lyzyed
vladajicich¢ervenych krvinek, na druhou stranu se
¢asto potykame s nizkou bi#mosti a malou stabi-
litou vzorku véase.

Hematoonkologicka vyséeni

Leukémie a lymfomy odrazeji svoji heterogeni-
tou slozZitost hematopoézy, protozZe jednotlivé na-
doroveé linie mohou vznikat na roatiych Urovnich
diferenciace krevnich bgk. V zavislosti na typu
transformace maji leukémie a lymfomy rozmanity
a casto bizarni fenotyp, a proto s# jejich identi-
fikaci a charakterizaci pouziva ceidda protokal
zaloZenych na titeni exprese povrchovych i nitro-
buré¢nych znak. ProtoZe celéd problematika zda-
leka gesahuje ramec tohoto &eni, odkazujeme
zajemce na velmi dobré monografie (fhidfckschla-
ger a PiiSa, 2002) a dalSitphledn& séleni (Orfao
a spol., 1999) a uvedeme zde poutklady bEzn¢
pouzivanych test F¥i prakazu chronickych lymfa-
tickych leukémii a lymforta typu B se velmi osid-
¢ilo urcovani pomdru zastoupeni lehkycketzci
imunoglobulinii (Ig) na receptorech B-bék Za nor-
malnich okolnosti je poén Igk+ B-burék ku Igh+
B-burgk priblizné¢ 3:2. Pokud zastoupeni jednoho
z lehkychtetzci na krevnich B-lymfocytechip-
sahuje 80 %, povaZuje se takovyto nalez za indika-
ci monoklonalni expanze B-b&k Dalsim pikla-
dem &Zné pouzivaného testu v hematoonkologii je
intracelularni zné&eni anti-TdT MoAb. Pozitivni na-
lez TdT, enzymu aktivniho pouzéi pieskupovani
geni kodujicich variabilnitést €zkychetezen Ig,
na lymfoidni populaci v periferni krvi prakticky
znamena diagndzu akutni lymfatické leukémie. Na
tomto mist je nutné zdraznit, Ze hematoonkolo-
gicka vySeteni se na rozdil od zdkladni imunofe-
notypizace neprovél pouze na krvi, al&asto i
na preparatech odebranych z kostif@nd nebo na

suspenzichifpravenych z biopsii lymfatickych orga-
na a tkani. Zvlastni kapitolu t¥dpolychromatické
protokoly zanmdfené na sledovani minimalni rezidu-
alni choroby, fi nichZ se k charakterizaci nadoro-
vé populace, jejiZetnost Bhem I&by klesa hlu-
boko pod jedno procento vysetané populace,
shazime vyuzit co nejtdiho pd@tu leukocytarnich
antigeri acasto nevysi&me mensim pgem fluo-
resceiinich kanal na jednodussich analyzatorech.
Vyznamné misto si v hematologii a onkologii obec-
né vydobyla FCM kvantifikace obsahu DNA v na-
dorovych bikach, ktera je velmi citliva a umoz-
nuje tedy stanovit aneuplodii b&ék a/nebo para-
metry kinetiky bug¢ného cyklu nadorové populace,
které maji dote definovany vztah k prognoze na-
dorového bujeni (Herman, 1992).

VyuZiti pritokové cytometrie pro transplantace
Pritokova cytometrie je standardni technika po-
uZivana pi testovani zastoupeni progenitdtrve-
tvorby (CD34+ buik) pred transplantaci btk z pe-
riferni krve nebo kostniidns. U prijemal, ktei
transplantaci podstoupili, se pak ¥emychc¢asovych
intervalech sleduje rekonstituce krvetvorby sledova
nim zastoupeni a postupného zvySovani absolutnich
pocti jednotlivych diferencignich stadii v cirkula-
ci. V sowasnosti se takéehne setkavame s orga-
novymi transplantacemi zejména alogenniho typu
(S8p z geneticky neidentického darce v ramci jed-
noho Ziv@isného druhu) jako jsou transplantace led-
vin, srdce, jater adami rohovky. Nedokonald stis
vost tkani pijemce a darce tize zpisobit odhojo-
vani transplantovaného organu, kterému Ize naopak
branittizenou imunosupresi. Metodologigifmko-
Vvé cytometrie se v transplatita medici vyuziva
predevsim k detekci aloprotilatek vazanych na po-
vrchu burk, pomocné diagnostice odhojovani-st
pu, pomocné diagnostice infekci, které komplikuji
transplantaci a pomocnému odliSeni odhojetgLst
¢i infekce od cyklosporinové nefrotoxicity Wip
pack transplantace ledvin (Eckschlager a kol., 1999).

Funkéni testy leukocyi

Pomoci pitokového cytometru Ize také prova-
dét funkeni testy. V klinické praxi se @pnegast-
ji testuje aktivita leukocyt, a to jak fagocytérnich
populaci (respirni vzplanuti, schopnost fagocyté-
zy) nebo lymfocyii (indukovana exprese aktida
nich antigefi a/nebo cytokif). Kromg toho se set-
kdvame s pokusy zavést do klinické praxe dalSi-funk
¢ni testy, jako jsou #feni aktivivity cytotoxickych
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Tabulka 2

Shrnuti aplikaci v biomediciné pro metodu priatokové cytometrie

VysSetreni

Piklady

povrchovych antigein

detekce progenitérkrvetvorby

imunofenotypizace krevnich lymfodytimunofenotypizace akti¢aich antiged (HLA-DR),
monitoring CD4+ T-lymfocyi u HIV-pozitivnich pacierit, charakterizace vrozenych deficit
(SCID, XID, CVID), test na fitomnost HLA-B27 alely, detekce HLA-DR4, imunofenagce
cerebrospinalnich tekutin riica plicnich vyplach, imunofenotypizace leukémii a lymfdim

intracelularnich antigen (Ph-chromozom)

TdT, clg, cCD3, cCD22, PCNA, stanoveni produktu amibgenu Rb1, produkt bcl/abl

stanoveni hladin terapeutickych protilatek, h&@pKT3, crossmatching, cirkulujici i naitky

protilatek vazané autoprotilatky proti tromboéyt, erytrocyim a granulocytm

funkei test blastické transformace lymfoiytNK-cytotoxicita, ADCC, fagocytéza, oxidativni vzplati,
indukovana exprese aktiéich antigef a/nebo cytokit

aktivity enzymi aktivita acetat esterazy, aktivita P- a G-katepsin

vnittniho prostedi burgk

intracelularni pH, hladiny intracelularniho Ca2€la

praniku léki do burgk hladiny bugéného adriamycinu

ostatni metody

priikaz fetomaternalni transfuze jigaz retikulocy, méteni membranovych potenaiahodnoceni
apoptdzy (TUNEL, rhodamin 123), hodnoceni vitabiynsk, stanoveni obsahu DNA)

lymfocytt, reaktivace specifickych lymfocytarnich
kloni po vakcinaci nebo préthné infekci, expan-
ze virow specifickych T-budk u pacieni po trans-
plantaci kostni tené apod. Tyto pokusy vsalasto
narazeji na neexistujici konsenzus ohéeklimicke
relevance a finami omezeni dané rozsahem vseo-
becného zdravotniho pojisti.

Tabulka 2 uvadi shrnuti aplikaci v biomedicin
pro metodu pitokové cytometrie qasténé prevza-
to z Robinson a kol., 1993; Keren a kol., 1994).

VyuZiti pratokové cytometrie ve vojenské
mediciné a biodozimetrii

Povrchové imunofenotypizace

VySe uvedené klinickéffstupy jsou zakladem
pro vyuZiti pitokové cytometrie ve vojenské me-
diciré. Sledovani zrn zastoupeni leukocytarnich
populaci a subpopulaci lymfoidni¢ad v krevnim
ob¢hu a funkni testy imunitniho systému lze s Us-
péchem pouZzit i sledovani zdravotniho stavu vo-
jaka a jeho zmn po vystaveni poSkozujicim vli-
vam, jako jsou biologické nebo chemické zhran
zejména ionizujici z&ni, které zfisobuje v zavis-
losti na davce gdni az &Zké poruchy krvetvorby
patici k nejvazgjSim projevim nemoci z ozéni.
Vysoka senzitivita krevnich bek k expozici ioni-
zujicimu z&eni a jejich snadnd dostupnost vedla
k ponmerné cetnym pokudm o vyuZziti cirkulujicich
leukocyt: jako biodozimetrickych indikatérobdr-

Zené davky, ktera je v podstabzhodujicim para-
metrem pro indikaci nasledn&hy zamgtené bd’

na podporu krvetvorby, nebo pokus o zachranu krve-
tvorby transplantaci kmenovych a progenitorovych
burgk. Prvni prace za#tiené na studium hlavnich
populaci leukocyt a nepilis dolre definovanych
subpopulaci lymfocyit ukazaly, Ze nap B-buiky
jsou vice radiosenzitivni nez lymfocyitgdy T a vy-
sledky tykajici se radiorezistence NK-Blnbyly
znané kontroverzniCasem se podio najit kore-
lace mezi zregnami v pd@tech cirkulujicich leuko-
cyti a jejich subpopulaci s obdrzenou davkou, ale
kvalita experimentalnich dat nebylaili§ vysoka
(maly pa@et pozorovani a velmi négsré uréené
davky¢i pokusyin vitro, pii kterych nebyly subpo-
pulace doke definované) a vysledky #y pongr-

n¢ velkym rozptylem dat, takze se od vyuZiti imu-
nofenotypizace k biodozimetrickynt¢€lam postup-

n¢ upoustlo. Az nedavno se nasi skupipoddilo
ukazat, Ze definované, relativhomogenni subpo-
pulace radiosenzitivnich lymfodyty sol& skryvaji
ponerné slibny biodozimetricky potencial. Je toep
devsim CD8+ subpopulace NK-htkn(Vokurkova

a kol., 2006) a CD27+ a/nebo CD21- Baky
periferni krve Rehakova a kol., v tisku), kterip
testechn vitro (mononuklearni hiky periferni krve
izolované pomoci diskontinualniho hustotniho gra-
dientu) neboex vivo(nesrazliva plna krev) vyka-
zuji na davce zavisly pokles zastoupeni v populaci
s lymfoidni charakteristikou rozptylu &la. V sou-
¢asné dob probihaji studie v zavislosti na absor-
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bované davce ionizujiciho i a je shaha stano-
vit kalibracni kiivku, ktera by slouZzila pro zmy
odetet obdrzené davky v polnim zdravotnickém sys-
tému. Za delem porovnani situace vznikléi pni-
motlnim oz&eni experimentalniho materialin (
vitro neboex vivg s ¢asténym nebo cel@ovym
ozaenim jsme zavedli experimentalni model prase-
te doméciho, u kterého vyuzivamiegevsim dobré
dostupnosti relativ velkého mnozZstvi krve coby
experimentalniho materialu s velmi delcharakte-
rizovanymi subpopulacemi lymfodytjejichz roz-
dilné radiosenzitivity Ize vyuzit k biodozimetric-
kym &elam.

Stanoveni dicentrickych chromozoni
po oz&eni

V dusledku gisobeni ionizujiciho zéni na or-
ganizmus nastavaji také #ny ve struktie DNA
v jadre a vznikaji aberace chromozdmmagiklad
dochézi ke zvySeni ptu tzv. dicentrickych chro-
mozomi ¢i tvorbé mikrojader (micronuclei). Sle-
dovani zastoupeni dicentrickych chromoziowmja-
drech perifernich lymfocyt je jednou z hlavnich
metod biodozimetrie, podle které je moznétmp
stanovit obdrZzenou davku ionizujiciha'eai. Ode-
brana periferni krev se stimuluje obvykle s fytohe-
maglutinem, ktery zjsobi replikaci DNA a nastar-
tuje burkéné cleni, @i kterém jsou pozorovany
chromozomalni abnormality. Zmy jsou pozoro-
vatelné v optickém mikroskopu. Nevyhodou tohoto
pristupu je jeho poMin¢ dlouhé doba ipravy a
dobr& pouzitelnostipexpozici pouze velmi nizkym
davkam, pi kterych nedochazi k drastické redukci
lymfocyta jako experimentalniho materialu. Rych-
lejsi variantou je jejich #feni na piitokovém cy-
tometru, tzv. metodou slit-scan (Rens a kol., 1993)
| kdyz tato metoda stanoveni mikrojader byla pu-
blikovana jiz ged 15 lety, je teprve ve svych za-
¢atcich, a proto o jejim mozném vyuZziti v biodozi-
metrii Ize pouze spekulovat.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, vysledky experi-
ment: provadnych na lidskych krevnich leukocy-
techin vitro neboex vivonelze pimo extrapolovat
na dje probihajici v oz&ném organismu. Leu-
kocyty vystavené dinkim ionizujiciho zéeni pod-
stupuji proces programované ktné smrti, kterou
Ize pozorovat v bufgnych kulturach, ale prakticky
jej nelze zaznamenat v populacich izolovanyal z t
la po ozéeni, protoZe veSkeré vel@asre apopto-

tické buiky jsou v organismu vychytavany zéabtu
vysoce @innymi sklizecimi mechanismy fagocy-
tarniho systému. Na druhou stranu gomy dobréa
dostupnost experimentélni materialu po cileném oza-
feni v pfibéhu radioterapie a prase jako experimen-
talni model mohou pomoci otazku vyuZziti nedavno
identifikovanych lymfocytarnich populaci jako bio-
dozimetrickych markeéralespa ¢aste&n¢ vyresit.
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Informace o pneumologickém sjezdu v Berlig

Ve dnech 4. az 8. 10. 2008 se konal v Bértmropsky pneumolgicky kongres. Nazev sice Hibwakci
evropského charakteru, ale jednani seéagtnilo vice nez 3000 |ékaz celého séta, Wetné Japonska,
Argentiny ¢i Australie. Mistem konani bylo kongresové centrursdpadnicasti Berlina, snadno dostupné
vefejnou dopravou S-Bahnem, ktery uZivali #mSichni &astnici kongresu pro jeho rychlost a dostupnost
k mistu konani tohoto odborného setkani.

Jednéani probihala séasre v 10 az 11 sélech, z nichZkteré byly pro vice nez tisicovku poslu¢ha
Obsahem fednasSek byla cela Skala problematiky zajimajicémgjneumology — postgradudlni ¥ani
v tomto oboru, nové trendy v diagnostice éiénegastjSich plicnich onemoemi, jako je astma bronchiale
a chronicka obstruki plicni nemoc (CHOPN). Velké mnoZstvi vystavolaterezentovalo nejen novinky
v medikamentdzni te plicnich onemocini, ale i velké mnoZstviifstroju a zd&izeni ot pro diagnostiku
a |&bu plicnich onemoaimi. Zvlastnicast pak zabiraly formy aplikace ngn¢jSich drulii antiastmatik a
dychacich fistroji, které poméhaji pacieith pii dlouhodobé kyslikoveé terapii.

Nekolik semindt bylo vwnovano plicni rakovi# jako nejzavazgSimu plicnimu onemocimi, jehoz vy-
skyt je stale vysoky, a pokud je z{i8b v pozdnich stadiich, jehcilga je velmicasto nejasna. Jiné semiea
se zabyvaly hodnocenim &léu kasle, jednoho ze zavaznydlizpaki velké ¢asti plicnich onemoemi,
pasobeni mukolytik a dalSich 8k této oblasti.

Vyznamnou sotésti kongresu byla i posterova prezentaceftekatiznychéasti séta, kiei dali prednost
této forn® predvedeni své prace. Byly zde vystaveny vysledkplasti sledovani a &by plicni hypertenze,
plicni fibrézy, astmatu a CHOPN, vysledky antibiti# 1&by u plicnich nemoci, hodnoceni spankové apnoe

a mnoho dalSich.
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