
HierarchickHierarchickáá struktura vývoje tkstruktura vývoje tkáánníí
�� kokožžnníí epitelepitel
�� ststřřevnevníí epitelepitel
�� krvetvornkrvetvornéé systsystéémymy
�� zzáároderodeččnnéé populacepopulace

KMENOVKMENOVÉÉ PLEOPOTENTNPLEOPOTENTNÍÍ BUBUŇŇKY? KY? (v kostn(v kostníí ddřřeni eni –– potencipotenciáál vytvl vytváářřet ret růůznznéé
bunbuněčěčnnéé typy)typy)
KMENOVKMENOVÉÉ MULTIPOTENTNMULTIPOTENTNÍÍ BUBUŇŇKYKY (schopn(schopnéé sebeobnovysebeobnovy, z, záásoba ve tksoba ve tkáánníích)ch)
PROGENITOROVPROGENITOROVÉÉ BUBUŇŇKYKY (transit(transit--amplifyingamplifying,v,vííce diferencovance diferencovanéé, , ččáástesteččnněě
schopnschopnéé dděělenleníí))
ZRALZRALÉÉ TERMINTERMINÁÁLNLNĚĚ DIFERENCOVANDIFERENCOVANÉÉ BUBUŇŇKYKY (ned(neděěllííccíí se klidovse klidovéé bubuňňky, ky, 
vv GG00 ffáázi, umzi, umíírajrajíí apoptapoptóózouzou))

Je nutnJe nutnéé, aby byla dodr, aby byla dodržžovováána pna přříísnsnáá rovnovrovnovááha poha poččtu a typtu a typůů bunbuněěk vk v jednotlivých jednotlivých 
kompartmentechkompartmentech. . 
RovnovRovnovááha mezi proliferacha mezi proliferacíí, diferenciac, diferenciacíí a a apoptapoptóózouzou (mezibun(mezibuněčěčnnéé interakce, interakce, 
stimulastimulaččnníí a inhibia inhibiččnníí signsignáály, diferencialy, diferenciaččnníí faktory, faktory, viabilitnviabilitníí faktory atd.)faktory atd.)

OBNOVNOBNOVNÉÉ BUNBUNĚČĚČNNÉÉ POPULACEPOPULACE



Linie kmenových bunLinie kmenových buněěk v dospk v dospěělléé tktkááni a normni a normáálnlníí obnova tkobnova tkáánníí



Definice kmenové buňky





SYMETRICKSYMETRICKÉÉ A ASYMETRICKA ASYMETRICKÉÉ DDĚĚLENLENÍÍ



PPřředpokledpokláádandanáá diferenciadiferenciaččnníí drdrááha kmenovha kmenovéé bubuňňky kostnky kostníí ddřřeneněě

Multi/pluripotentní nejprimitivnější hematop. Buňka je klidová kmenová buňka reagující na 
stres. Z ní vzniká většíina proliferujících buněk v kostní dřeni (progenitory) 

ZralZraléé difdif. bu. buňňky ky –– erytrocyty (erytrocyty (rbcrbc) ) –– bez jbez jáádra, dra, polymorfonuklepolymorfonukleáárnrníí b. b. –– inaktivovaninaktivovanéé jjáádrodro



Normální a narušená kontrola produkce z kmenové buňky





ZmZměěny v pony v poččtu buntu buněěk je tk je třřeba interpretovat jako zmeba interpretovat jako změěny ny 
bunbuněčěčnnéé kinetiky kinetiky ––sledovsledováánníí zmzměěn v n v ččase.ase.
Tvorba terminTvorba termináálnlněě diferencovaných bundiferencovaných buněěk z k z ččasných bunasných buněčěčných ných prekurzorprekurzorůů –– 44--8 8 
dndnůů (3(3--6 mitotických d6 mitotických děělenleníí))
SetrvSetrváánníí v perifernv periferníí krvi krvi –– 10 h (neutrofiln10 h (neutrofilníí leukocyty), 10 dnleukocyty), 10 dnůů (trombocyty), v(trombocyty), vííce ce 
nenežž 100 dn100 dnůů (erytrocyty).(erytrocyty).
Schopnost produkce kmenových bunSchopnost produkce kmenových buněěk k –– kakažždý den vznikdý den vznikáá asi 3x 10asi 3x 1011 11 funkfunkččnníích ch 
bunbuněěk k –– mmůžůže se zvýe se zvýššit ait ažž 10x.10x.
Anemie Anemie -- snsníížženenáá produkce erytrocytprodukce erytrocytůů
PolycytemiePolycytemie –– zvýzvýššenenáá produkce erytrocytprodukce erytrocytůů
KvantitativnKvantitativníí poruchy se mohou týkat rporuchy se mohou týkat růůzných zných úúrovnrovníí diferenciace erytrocytdiferenciace erytrocytůů
TrombocytopenieTrombocytopenie a a trombocytemietrombocytemie –– poruchy produkce trombocytporuchy produkce trombocytůů jsou njsou náásledkem sledkem 
poruchy tvorby nebo poruchy tvorby nebo ploidieploidie megakaryocytmegakaryocytůů
NeutropenieNeutropenie –– poruchy poruchy granulocytgranulocytáárnrnííhoho systsystéému. Perifernmu. Periferníí neutropenieneutropenie mohou být mohou být 
zpzpůůsobeny zrychleným odboursobeny zrychleným odbouráávváánníím bunm buněěk, poruchou v jejich produkci nebo k, poruchou v jejich produkci nebo 
zmzměěnou jejich distribuce.nou jejich distribuce.
NeutrofilnNeutrofilníí leukocytleukocytóózy zy –– podmpodmíínněěny nadprodukcny nadprodukcíí nebo pnebo přřesunem mezi esunem mezi 
kompartmentykompartmenty (CML (CML –– ppřřííklad klad klonklonáálnlněě podmpodmíínněěnnéé leukocytleukocytóózy).zy).
Lymfopenie a lymfocytLymfopenie a lymfocytóózy zy ––poruchy lymfocytporuchy lymfocytůů (CLL).(CLL).
PancytopeniePancytopenie –– kvantitativnkvantitativníí porucha nporucha něěkolika kolika bunbun. syst. systéémmůů
AplastickAplastickáá anemieanemie –– snsníížženeníí hemopoetickýchhemopoetických bunbuněěk v kostnk v kostníí ddřřenieni



VytvoVytvořřeneníí kultivakultivaččnníích systch systéémmůů pro pro klonklonáálnlníí vývoj vývoj hemopoetickýchhemopoetických bunbuněěkk
umoumožžnilo odhalit nilo odhalit proteiny, kterproteiny, kteréé regulujregulujíí bunbuněčěčnou nou viabilituviabilitu, r, růůst a diferenciaci st a diferenciaci 
rrůůzných zných hemopoetickýchhemopoetických llííniniíí a taka takéé odhalovat molekulodhalovat molekuláárnrníí zzááklady normklady normáálnlníího a ho a 
abnormabnormáálnlníího vývoje krvetvorných tkho vývoje krvetvorných tkáánníí. . 
Tyto regulTyto reguláátory zahrnujtory zahrnujíí cytokinycytokiny zvanzvanéé faktory stimulujfaktory stimulujííccíí rrůůst kolonist koloniíí (CSF) (CSF) aa
interleukinyinterleukiny. R. Růůznznéé cytokinycytokiny indukujindukujíí viabilituviabilitu, mno, množženeníí a diferenciaci a a diferenciaci a 
hemopohemopoéézaza je kontrolovje kontrolováána na ssííttíí interakcinterakcíí cytokincytokinůů..
Tato Tato multigenovmultigenováá ssííťť zahrnuje zahrnuje pozitivnpozitivníí regulreguláátory tory jako jsou CSF a ILjako jsou CSF a IL aa
negativnnegativníí regulreguláátory tory jako TGF beta a TNFjako TGF beta a TNF--alfa. alfa. 
SSííťť cytokincytokinůů, kter, kteráá vznikla bvznikla běěhem evoluce umohem evoluce umožňžňuje znauje značčnou flexibilitu nou flexibilitu 
zzáávisejvisejííccíí na tom, kterna tom, kteráá ččáást sst sííttěě je aktivovje aktivováána a na okamna a na okamžžititéém zesm zesíílenleníí odpovodpověědi di 
na pna přřííslusluššný stimul. ný stimul. 
CSF a IL indukujCSF a IL indukujíí bunbuněčěčnou nou viabilituviabilitu inhibicinhibicíí programovanprogramovanéé bunbuněčěčnnéé smrti smrti --
apoptapoptóózyzy. . Ta je tTa je tééžž regulovregulováána na geny jako p53, cgeny jako p53, c--mycmyc a a bclbcl--22 a a supresesuprese nebo nebo 
indukce tohoto programu mindukce tohoto programu můžůže vye vyúústit v podporu nebo stit v podporu nebo supresisupresi nnáádoru. doru. 
CytokinyCytokiny, kter, kteréé regulujregulujíí normnormáálnlníí hemopohemopoéézuzu mohou kontrolovat abnormmohou kontrolovat abnormáálnlníí rrůůst st 
jistých typjistých typůů leukemických bunleukemických buněěk a potlak a potlaččovat malignitu indukcovat malignitu indukcíí diferenciace. diferenciace. 
GenetickGenetickéé abnormality, z nichabnormality, z nichžž vznikvznikáá malignita jsou tak obchmalignita jsou tak obcháázeny a jejich zeny a jejich 
úúččinek anulovinek anulováán indukcn indukcíí diferenciace a diferenciace a apoptapoptóózyzy. . 
HemopoetickHemopoetickéé cytokinycytokiny objevenobjevenéé in vitroin vitro jsou aktivnjsou aktivníí in in vivovivo a jsou klinicky a jsou klinicky 
vyuvyužžíívváányny..



nekontrolovannekontrolovanáá klonklonáálnlníí proliferace a expanze proliferace a expanze hemopoetickýchhemopoetických bunbuněěk, kterk, kteréé ztratily ztratily 
schopnost normschopnost normáálnlněě diferencovat do zralých krevndiferencovat do zralých krevníích bunch buněěkk..
Mechanismy iniciace a progrese leukMechanismy iniciace a progrese leukéémimiíí souvisejsouvisejíí se zmse změěnami v normnami v normáálnlníím m 
homeostatickhomeostatickéémm mechanismu, který reguluje produkci krevnmechanismu, který reguluje produkci krevníích bunch buněěk.k.
VznikVznikáá na na rrůůzných zných úúrovnrovníích vývoje ch vývoje hemopoetickýchhemopoetických bunbuněěkk..
ZZáákladnkladníí typy: typy: lymfoidnlymfoidníí a myeloidna myeloidníí, mnohdy t, mnohdy těžěžko definovatelnko definovatelnéé

PreleukemickPreleukemickéé stavystavy
vyjadvyjadřřujujíí jen jen ččáást plnst plnéého ho leukleuk. . fenotypufenotypu" bu" buďď expanzi rexpanzi růůstustu ((myeloproliferamyeloproliferaččnníí
syndromy) nebo syndromy) nebo diferenciadiferenciaččnníí blokblok ((myelodysplasiemyelodysplasie).).
►► MYELOPROLIFERAMYELOPROLIFERAČČNNÍÍ SYNDROM SYNDROM -- expanze rexpanze růůstustu
ChronickChronickéé leukemieleukemie (CLL, CML)(CLL, CML)
►► MYELODYSPLASIEMYELODYSPLASIE -- porucha diferenciaceporucha diferenciace
MyelodysplastickýMyelodysplastický syndromsyndrom
malmaléé popoččty cirkulujty cirkulujííccíích zralých bunch zralých buněěk, k, asynchronieasynchronie zrzráánníí jjáádra a cytoplasmy. dra a cytoplasmy. 
ChromosomChromosomáálnlníí abnormality: abnormality: delecedelece dlouhých ramen 5 a 7 chromosomudlouhých ramen 5 a 7 chromosomu
Progrese do
►► AKUTNAKUTNÍÍ LEUKEMIELEUKEMIE -- porucha proliferace i diferenciaceporucha proliferace i diferenciace
cirkulujcirkulujííccíí nediferencovannediferencovanéé lymfoidnlymfoidníí (ALL) nebo myeloidn(ALL) nebo myeloidníí blastovblastovéé bubuňňky (AML)ky (AML)

LEUKEMIE A LYMFOMYLEUKEMIE A LYMFOMY



HeterogennHeterogenníí onemocnonemocněěnníí s odlis odliššnými epidemiologickými, histologickými, nými epidemiologickými, histologickými, 
cytologickými, imunologickými a genetickými charakteristikami.cytologickými, imunologickými a genetickými charakteristikami.
LiLišíší se projevy, stupnse projevy, stupněěm malignity a odpovm malignity a odpověěddíí na lna lééččbu.bu.
VyskytujVyskytujíí v dv děětsktskéém i dospm i dospěělléém vm věěkuku
Je nutnJe nutnáá klasifikace klasifikace –– rrůůznznéé systsystéémy, dmy, důůleležžititéé pro prognpro prognóózu a lzu a lééččbubu
NejdNejdůůleležžititěějjšíší vyvyššetetřřeneníí, tzv. , tzv. imunofenotypizaceimunofenotypizace
ImunofenotypImunofenotyp je soubor povrchových znakje soubor povrchových znakůů –– CD antigenCD antigenůů charakteristický charakteristický 
pro urpro urččitý typ bunitý typ buněěk perifernk periferníí krve a kostnkrve a kostníí ddřřeneněě..
StanovenStanoveníí imunohistochemickimunohistochemickéé a a imunocytochemickimunocytochemickéé –– řřezy tkezy tkáánníí, n, nááttěěry ry ––
antigeny se znantigeny se znáázorzorňňujujíí protilprotiláátkou vizualizovanou zpravidla enzymatickou tkou vizualizovanou zpravidla enzymatickou 
reakcreakcíí. Umo. Umožňžňuje souuje souččasnasnéé stanovenstanoveníí morfologie bunmorfologie buněěk a vyk a vyššetetřřeneníí tktkáánníí
ImunofluorescenceImunofluorescence -- v bunv buněčěčných suspenzných suspenzíích ch –– krev, kostnkrev, kostníí ddřřeeňň, výpotky, , výpotky, 
mozkommozkomíšíšnníí mok, suspenze ze solidnmok, suspenze ze solidníích tkch tkáánníí. . 
UmoUmožňžňuje detekovat zkoumanuje detekovat zkoumanéé antigeny pomocantigeny pomocíí specifických fluorescenspecifických fluorescenččnněě
znaznaččených protilených protiláátek (tek (fluorochromyfluorochromy, , imunofluerescenceimunofluerescence, p, přříímméé nebo nepnebo nepřříímméé
znaznaččeneníí). Rychl). Rychláá metoda, metoda, šširokirokéé spektrum protilspektrum protiláátek.tek.
Tzv. Tzv. kokteilykokteily protilprotiláátektek –– jednjedníím m fluorochromemfluorochromem znaznaččeno veno vííce protilce protiláátek,tek,
Kombinace vKombinace vííce protilce protiláátek proti rtek proti růůzným zným epitopepitopůůmm jednoho antigenujednoho antigenu
StanovenStanoveníí -- fluorescenfluorescenččnníí mikroskopie a prmikroskopie a průůtokovtokováá cytometriecytometrie



P. Klener:
Klinická onkologie



HighHigh performance, performance, highhigh speedspeed cell cell sortersorter
FACSDiVaFACSDiVa ((VantageVantage))

FlowFlow sortingsorting instrument instrument 

for for thethe researchresearch laboratorylaboratory

FACSCaliburFACSCalibur

TheThe FACSCalibur FACSCalibur isis thethe firstfirst a 4a 4--colourcolour, , dualdual laser, laser, 

benchtopbenchtop systemsystem capablecapable ofof bothboth cell cell analysisanalysis

andand sortingsorting fullyfully integratedintegrated multiparametermultiparameter systemsystem,,

widewide rangerange ofof researchresearch andand clinicalclinical applicationsapplications

ItIt has has combinedcombined benchtopbenchtop

easyeasy--ofof--use use 

withwith thethe flexibility flexibility andand performance performance 

ofof highhigh--endend flowflow cytometerscytometers

BuildingBuilding onon thethe easyeasy--ofof--use  standard set by use  standard set by thethe

FACSCaliburFACSCalibur,, thethe BD LSR BD LSR offersoffers

software instrument software instrument ControlControl, , 

pushpush buttonbutton fluidsfluids, , 

andand finefine--adjustadjust

samplesample flowflow--raterate controlcontrol3

BectonBecton DickinsonDickinson Instruments (BD) Instruments (BD) –– sincesince 1974 BD has 1974 BD has beenbeen thethe leadingleading providerprovider

--recentrecent modelsmodels ofof innovativeinnovative technology in technology in flowflow cytometrycytometry

BD LSR  BD LSR  -- thethe firstfirst 66--ColorColor BenchtopBenchtop

ResearchResearch FlowFlow CytometerCytometer



FACSCaliburFACSCalibur
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BASICS BASICS ofof FLOW CYTOMETRY   FLOW CYTOMETRY   
RepresentRepresent::

ELECTRONICSELECTRONICS

OPTICS OPTICS 

FLUIDS FLUIDS 
Flow Cell

Injector 
Tip

FluorescenceFluorescence
signalssignals

Focused laserFocused laser
beambeam

Sheath
fluid

Purdue University Cytometry Laboratories
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Flow Cell - Mechanism

Injector
Tip

FluorescenceFluorescence
signalssignals

FocusedFocused laserlaser
beambeam

Sheath
fluid

Purdue University Cytometry Laboratories

FlowFlow ChamberChamber

Cells in single file

flow through

anan illuminatedilluminated volumevolume

where they scatter light

and emit fluorescence

convertedconverted

to to digitaldigital valuesvalues

as it pass through a small

50-300 micrometers orrifice

In most 

instruments

this ((laminarlaminar flowflow))

is accomplished

by injecting

sample

into a sheathsheath fluidfluid

thatthat are are storedstored

on a on a computercomputer

are are collectedcollected, , filteredfiltered

1

2

The speed of flowing cells

Optimum for immunophenotyping: 1000 cells/s

Optimum for DNA analysis:  200-300 cells/s

8

…need to have cells in suspension !!!



CELL

INTERACTION OF LIGHT WITH THE CELLINTERACTION OF LIGHT WITH THE CELL
Fluorescence is emitted, and light scattered, in all directions.

THE AMOUNT OF LIGHT SCATTERED THE AMOUNT OF LIGHT SCATTERED 
AT LARGE ANGLES AT LARGE ANGLES (15 - 150°) 
INCREASES WITH CELLS’
INTERNAL GRANULARITY             
AND SURFACE ROUGHNESS

IS GENERALLY PROPORTIONAL

TO THE AMOUNT(S) OF INTRINSIC AND/OR 

EXTRINSIC FLUORESCENT MATERIAL(S) IN
OR ON A CELL

EXTINCTION, I. E.,EXTINCTION, I. E., THE LIGHT LOSS 

FROM THE INCIDENT BEAMINCIDENT BEAM, 

REPRESENTS THE SUM                     

OF LIGHT   ABSORBED AND LIGH 

SCATTERED

BY THE CELL

THE AMOUNT OF LIGHT  THE AMOUNT OF LIGHT  
SCATTEREDSCATTERED AT SMALL ANGLESAT SMALL ANGLES

(0.5 - 5°) GIVES A ROUGH MEASURE 
OF CELL SIZE

but is affected by other factors,
such as refractive index

INCIDENT LIGHT BEAMINCIDENT LIGHT BEAM

11

THE AMOUNT OF FLUORESCENCETHE AMOUNT OF FLUORESCENCE

EMITTED MUST BE LESS THAN  EMITTED MUST BE LESS THAN  

THE AMOUNT OF LIGHT ABSORBED,THE AMOUNT OF LIGHT ABSORBED,

ANDAND



How Forward Angle Light Scatter is collected

FALS Sensor

Laser

Purdue University Cytometry
Laboratories
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The amount of light scattered in the Forward direction
(along the same axis

That the laser light is traveling)

is detected
in the forward scatter channel

The intensity of forward scatter is proportional to the

Size
Shape
Optical homogenity
of cells (or other particles)

When a laser light source is used



90 Degree (side) Light Scatter

FALS Sensor

90LS Sensor

Laser

Purdue University Cytometry Laboratories
10

How

is collected
The intensity of side scatter is proportional to the
Size
Shape
Optical homogenity

of cells (or other particles)

When a laser light source is used

the amount of light scattered to the side
(perpendicular to the axis

that the laser light is traveling)

is detected
in the side or 90°
scatter channel

1



Side Scatter
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Control ATRA DMSO

NaBt vit. D3

0.02% 0.17%

0.14%

0.02% 0.37%

11.9%

0.14% 0.8%0.8%

12.2%

49.3%

1.7%0.04%

16.6%

57.9%4.8%

FITC

FITC

FITC

FITC

CELLULAR ANTIGENS

© Karel Souček 2000

TwoTwo--parametricparametric analysisanalysis
ofof cell cell surfacesurface antigensantigens
(HL(HL--60 60 humanhuman leukemicleukemic cellscells
treatedtreated withwith agentsagents ofof differentiationdifferentiation))

CD11b   (CD11b   (granulocytegranulocyte/ / monocytemonocyte markermarker) ) 
CD14     (CD14     (monocyticmonocytic markermarker))

34

CD 14

CD 11b



CHRONICKCHRONICKÁÁ LYMFATICKLYMFATICKÁÁ LEUKEMIE (CLL)LEUKEMIE (CLL)
LymfoproliferativnLymfoproliferativníí onemocnonemocněěnníí –– klonklonáálnlníí proliferace lymfocytproliferace lymfocytůů na urna urččititéé
úúrovni rovni maturamaturaččnnííhoho procesu s postupnou akumulacprocesu s postupnou akumulacíí nefunknefunkččnníích lymfocytch lymfocytůů v v 
lymfaticklymfatickéé tktkááni (slezina, uzliny, jni (slezina, uzliny, jáátra, kostntra, kostníí ddřřeeňň) i perifern) i periferníí krvikrvi
BB--CLL CLL -- nejnejččastastěějjšíší forma, zforma, záástava mezi stava mezi prepre--B a zralými BB a zralými B--lymfocytylymfocyty
TT--CLL CLL –– mméénněě ččastastáá, v etiologii infekce , v etiologii infekce retroviremretrovirem HTVLHTVL--1, hor1, horšíší prognprognóóza a za a 
odpovodpověďěď na lna lééččbubu
PROLYMFOCYTPROLYMFOCYTÁÁRNRNÍÍ LEUKEMIE (PLL)LEUKEMIE (PLL)
CHRONICKCHRONICKÁÁ MYELOIDNMYELOIDNÍÍ LEUKEMIE (CML)LEUKEMIE (CML)
je je klonklonáálnlníí myeloproliferativnmyeloproliferativníí onemocnonemocněěnníí pluripotentnpluripotentníí progenitorovprogenitorovéé bubuňňky. ky. 
Zahrnuje myeloidnZahrnuje myeloidníí, , erytroidnerytroidníí, , megakaryocytmegakaryocyt, B, B-- nněěkdy Tkdy T--lymfoidnlymfoidníí elementy, elementy, 
ale ne ale ne fibroblastyfibroblasty kostnkostníí ddřřeneněě (KD). Nemoc je siln(KD). Nemoc je silněě heterogennheterogenníí, m, máá 2 a2 ažž 3 3 
ffáázový przový průůbběěh, nejh, nejččastastěěji u osob nad 50 let.ji u osob nad 50 let.
SpecifickSpecifickáá cytogenetickcytogenetickáá abnormalita abnormalita -- PhiladelphiaPhiladelphia ((PhPh) chromozom.) chromozom.
MolekulMolekuláárnrníí markermarker bcrbcr--ablabl zfzfúúzovanýzovaný gen, translokace t(9;22)gen, translokace t(9;22)
V minulosti byla prognV minulosti byla prognóóza pacientza pacientůů s CML velmi s CML velmi ššpatnpatnáá ((ststřř. doba p. doba přřeežžititíí 3 3 
roky). Nynroky). Nyníí se prognse prognóóza zlepza zlepššila dila dííky vky vččasnasnéé diagndiagnóóze, zlepze, zlepššujujííccíí se terapii a se terapii a 
podppodpůůrnrnéé llééččbběě..
LLééččbaba hydroxyureouhydroxyureou a a busulfanembusulfanem podporovanpodporovanáá IFN a IFN a autolognautologníí transpltranspl. KD. Nyn. KD. Nyníí je je 
ststřř. doba p. doba přřeežžititíí asi 60asi 60--65 m65 měěssííccůů. . 
S S IFNalfaIFNalfa 2020--25% pacient25% pacientůů ppřřeežžíívváá. . VedlejVedlejšíší úúččinkyinky -- horehoreččka, nechutenstvka, nechutenstvíí, svalov, svalovéé
bolesti, dlouhodobbolesti, dlouhodoběějjšíší -- ztrztrááta vta vááhy, deprese, nespavost atd.hy, deprese, nespavost atd.



CharakterikyCharakteriky rrůůzných typzných typůů leukemileukemiíí ilustrujilustrujíí vztah ke stadiu vztah ke stadiu 
zzáástavy diferenciace.stavy diferenciace.
TypickTypickéé genetickgenetickéé zmzměěnyny ovlivovlivňňujujííccíí jak proliferaci (aktivovanjak proliferaci (aktivovanéé
kinkináázyzy) tak ) tak apoptapoptóózuzu ((BclBcl--2)2)



Z. Adam, J. Vorlíček, J. Koptíková:
Obecná onkologie a podpůrná léčba



P. Klener:
Klinická onkologie

CHRONICKCHRONICKÁÁ MYELOIDNMYELOIDNÍÍ LEUKEMIELEUKEMIE



P. Klener:
Klinická onkologie

CHRONICKCHRONICKÁÁ LYMFATICKLYMFATICKÁÁ LEUKEMIE (CLL)LEUKEMIE (CLL)



AKUTNAKUTNÍÍ LEUKEMIELEUKEMIE

AkutnAkutníí lymfoblasticklymfoblastickéé leukemieleukemie (ALL)(ALL) –– akumulace nezralých akumulace nezralých 
lymfoidnlymfoidníích bunch buněěk v KDk v KD
ppřřeveváážžnněě u du děěttíí –– asi 80% vasi 80% vššech ech leukemileukemiíí dděětsktskéého vho věěku a asi 25% vku a asi 25% vššech ech 
dděětských ntských náádordorůů. Progn. Prognóóza je relativnza je relativněě ppřřííznivzniváá..
U dospU dospěělých starlých staršíšího vho věěku asi 20% vku asi 20% vššech akutnech akutníích ch leukemileukemiíí –– mméénněě ppřřííznivzniváá
prognprognóóza.za.
Dva zDva záákladnkladníí typy typy –– BB--ALL nebo TALL nebo T--ALLALL

AkutnAkutníí myeloidnmyeloidníí leukemieleukemie (AML)(AML) –– nejnejččastastěějjšíší leukemickleukemickéé
onemocnonemocněěnníí dospdospěělých lých –– aažž 85% AL u osob star85% AL u osob staršíších 20 let. Prognch 20 let. Prognóóza se v za se v 
poslednposledníích letech zlepch letech zlepššila.ila.

NONNON--HODGKINSKHODGKINSKÉÉ LYMFOMY (malignLYMFOMY (maligníí lymfomylymfomy, NHL), NHL)
VznikajVznikajíí nnáádorovou transformacdorovou transformacíí bunbuněěk lymfoidnk lymfoidníích tkch tkáánníí..
Klasifikace obtKlasifikace obtíížžnnáá, n, něěkdy nenkdy neníí rozdrozdííl mezi l mezi leukemileukemiíí a a lymfomemlymfomem jasný.jasný.
U dU děěttíí asi 12% u dospasi 12% u dospěělých 3lých 3--4% v4% vššech zhoubných nech zhoubných náádordorůů



ALL ALL –– řřada ada subtypsubtypůů lilišíšíccíích se v ch se v 
odpovodpověědi k terapii a riziku di k terapii a riziku relapsurelapsu v v 
zzáávislosti na vislosti na diagnostickdiagnostickéém m karyotypukaryotypu..
POLYSOMIEPOLYSOMIE
2525--30% 30% -- vvííce nece nežž 50 chromozom50 chromozomůů
((hyperdiploidiehyperdiploidie) bez dal) bez dalšíších ch struktur. struktur. 
karyotypovýchkaryotypových abnormalitabnormalit



AML – gen. změny vedoucí ke konstitutivní aktivaci receptoru pro IL-3 – aktivace 
tyrosin kináz a proliferace.
Aktivace IL-3 receptoru podporuje růst všech typů myeloidní řady



BB--lymfomylymfomy, , BurkittBurkittůůvv lymfomlymfom
Translokace a aktivace Translokace a aktivace imunoglobulinovimunoglobulinovééhoho ((IgIg) promotoru spojen) promotoru spojenáá s  aktivacs  aktivacíí gengenůů
cc--mycmyc (podpora proliferace) a (podpora proliferace) a BclBcl--2 (blok 2 (blok apoptapoptóózyzy))
Rychlý nRychlý náárrůůst nezralých B bunst nezralých B buněěk, kterk, kteréé neumneumíírajrajíí
GenetickGenetickáá zmzměěna v kmenovna v kmenovéé bunbunňňcece, ale r, ale růůst nst náádoru je urdoru je urččen stadiem maturace, kde en stadiem maturace, kde 
dojde k aktivaci dojde k aktivaci IgIg promotoru.promotoru.
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P. Klener:
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VVššechny elementy krve a lymfy jsou odvozeny bechny elementy krve a lymfy jsou odvozeny běěhem hem fetfetáálnlnííhoho a dospa dospěělléého ho žživota od ivota od 
pluripotentnpluripotentníí hemopoetickhemopoetickéé kmenovkmenovéé bubuňňkyky. Nach. Nacháázzíí se v malse v maléém pom poččtu v kostntu v kostníí ddřřeni a eni a 
vvěěttššina z nich se aktivnina z nich se aktivněě nedneděěllíí. . 
Pokrok vPokrok v izolaci a charakterizaci izolaci a charakterizaci pluripotentnpluripotentníí kmenovkmenovéé bubuňňky pomky pomááhháá kk poznpoznáánníí ss nníí
souvisejsouvisejííccíích malignit.ch malignit.
LidskLidskéé kmenovkmenovéé bubuňňky nesou povrchový znak CD34ky nesou povrchový znak CD34 a jsou schopny tvoa jsou schopny tvořřit it řřadu koloniadu koloniíí v v 
semisolidnsemisolidníímm prostprostřřededíí v odpovv odpověďěď na rna růůznznéé specifickspecifickéé rrůůstovstovéé faktory. Jistfaktory. Jistéé lidsklidskéé
leukemickleukemickéé bubuňňky jako chronickky jako chronickáá myeloidnmyeloidníí leukleukéémie (CML) nebo akutnmie (CML) nebo akutníí myeloidnmyeloidníí
leukleukéémie (AML), ktermie (AML), kteréé ppřředstavujedstavujíí velmi nezralvelmi nezraléé kmenovkmenovéé bubuňňky nebo ky nebo prekursoryprekursory
jednotlivých jednotlivých llííniniíí, se jen velmi obt, se jen velmi obtíížžnněě kultivujkultivujíí in vitroin vitro, p, přřesto, esto, žže v pacientech rostou velmi e v pacientech rostou velmi 
rychle. Chybrychle. Chybíí asi specifickasi specifickéé faktory dodfaktory dodáávanvanéé mikroprostmikroprostřřededíímm kostnkostníí ddřřeneněě..

V souV souččasnasnéé dobdoběě byl objeven nový tzv. byl objeven nový tzv. steelsteel faktorfaktor produkovaný produkovaný stromstromáálnlníímimi bubuňňkami a kami a 
jeho jeho receptor receptor cc--kitkit ppřříítomný na tomný na řřadaděě hemopoetickýchhemopoetických bunbuněěk. U myk. U myšíší byly definovbyly definováányny dva dva 
genetickgenetickéé lokusylokusy regulujregulujííccíí vývoj kmenovvývoj kmenovéé bubuňňky ky -- steelsteel (SL) a (SL) a whitewhite--spottingspotting (W)(W)..
W W lokuslokus kkóóduje cduje c--kitkit onkogenonkogen, co, cožž je je ččlen tlen třříídy dy onkogenonkogenůů pro pro tyrosintyrosin kinkináázovzovéé receptory. Je receptory. Je 
to receptor pro produkt genu to receptor pro produkt genu SlSl majicmajicíí rrůůstovstověě promopromoččnníí aktivitu pro mnoho aktivitu pro mnoho hemopoetickýchhemopoetických
llííniniíí a vykazuja vykazujííccíí synergii s dalsynergii s dalšíšími rmi růůstovými a stovými a diferencdiferenc. faktory jako GM. faktory jako GM--CSF, CSF, EpoEpo a ILa IL--7. 7. 
SlSl faktor je povafaktor je považžovováán za kritický pozitivnn za kritický pozitivníí efektorefektor rrůůstu a vývoje kmenových bunstu a vývoje kmenových buněěk.k. Proto Proto 
je vje věěnovnováána pozornost jeho roli vna pozornost jeho roli v rrůůstovstovéé rsgulacirsgulaci u u leukemileukemiíí, kter, kteréé ppřředstavujedstavujíí primitivnprimitivníí
typy kmenových buntypy kmenových buněěk.k.



PomPoměěrnrněě dobdobřře je objasne je objasněěna na úúloha loha stromatustromatu kostnkostníí ddřřeneněě vv regulaci normregulaci normáálnlníí
krvetvorbykrvetvorby. . 
Byly vytvoByly vytvořřeny dlouhodobeny dlouhodobéé kultury pro kultury pro myeloerytroidnmyeloerytroidníí a lymfoidna lymfoidníí vývoj. vývoj. 

ŘŘada ada úúdajdajůů ppřředpokledpoklááddáá, , žžee vzvzáájemnjemnéé kontakty bunkontakty buněěk a specifickk a specifickéé úúččinky inky 
extracelulextraceluláárnrníí matrixmatrix pompomááhajhajíí regulovat vývoj kmenovregulovat vývoj kmenovéé bubuňňky.ky.

RRůůznznéé typy leuktypy leukéémimiíí se mohou lise mohou liššit od normit od normáálnlníích protch protěějjšškkůů ttíím, m, žže nevye nevyžžadujadujíí
ddáále blle blíízký bunzký buněčěčný kontakt pro rný kontakt pro růůstovou expanzi a cirkulaci v krvi.stovou expanzi a cirkulaci v krvi.

PPřři vývoji buni vývoji buněěk kostnk kostníí ddřřeneněě existuje kontrola a rovnovexistuje kontrola a rovnovááha, kterha, kteráá limituje limituje 
celkovou celkovou bunbuněčěčnostnost a odpova odpověďěď na stresy jako zna stresy jako záářřeneníí, krv, krváácenceníí a pod. Existuja pod. Existujíí
úúdaje o daje o negativnnegativníích regulch reguláátorech kmenových i torech kmenových i llííniovniověě specifických bunspecifických buněěkk, nap, napřř. . 
TGF beta produkovaný TGF beta produkovaný stromstromáálnlníímimi bubuňňkami. kami. 
Pozornost vPozornost věěnovnováána tomu jak kmenovna tomu jak kmenovéé bubuňňky a rky a růůznznéé leukemieleukemie unikajunikajíí ttééto to 
negativnnegativníí kontrole.kontrole.



Proliferation

RECEPTOR 
pro růstový 
faktor

Model prostorovModel prostorovéé organizace organizace hemopoetickýchhemopoetických kmenových bunkmenových buněěk a rk a růůstových faktorstových faktorůů
v v mikroprostmikroprostřřededíí kostnkostníí ddřřeneněě

PROGENITOROVPROGENITOROVÁÁ
BUBUŇŇKAKA

ProliferaceProliferace

MMÍÍSTO STO 
BUNBUNĚČĚČNNÉÉ
ADHEZEADHEZE

STROMSTROMÁÁLNLNÍÍ BUBUŇŇKAKA

RRůůstový faktor stový faktor 
(indukovaný)(indukovaný)

MembrMembráánana

Proteiny Proteiny matrixmatrix

RRůůstový faktor stový faktor 
(vn(vněějjšíší))



IFNIFN--γγγγγγγγ, interferon , interferon gammagamma
LPS, LPS, lipopolysacharidelipopolysacharide
TNF, tumor TNF, tumor necrosisnecrosis factorfactor

GM - CSF

T buT buňňkaka B buB buňňkaka

makrofmakrofáágg

KostnKostníí ddřřeeňň

IL - 3

IL - 1

IFN - γγγγ

IL - 2

IL - 4

IL - 1

LPS

TNF
(-)TNF

G - CSF

ProtilProtiláátkatka

SSííťť interakce interakce cytokincytokinůů, positivn, positivníí a negativna negativníí zpzpěětntnáá vazba vazba 



LLíínienie výzkumvýzkumůů mechanismmechanismůů ppůůsobensobeníí retroviruretroviru indukujindukujííccíího ho erytroleukerytroleukéémiimii
vedlo k odhalenvedlo k odhaleníí, , žže e virovvirovéé proteinyproteiny mohou stimulovat rmohou stimulovat růůst hostitelských st hostitelských 
bunbuněěk tk tíím, m, žže pe půůsobsobíí jako jako pseudoligandypseudoligandy pro receptory rpro receptory růůst. faktorst. faktorůů..

U lidských i U lidských i žživoivoččiiššných leukných leukéémimiíí byly identifikovbyly identifikováány ny geny geny homolognhomologníí se se 
znznáámými transkripmými transkripččnníími aktivmi aktiváátorytory. N. Něěkterkteréé hrajhrajíí roli v diferenciaci roli v diferenciaci hemophemop. . 
bunbuněěk, protok, protožže jsou e jsou homolognhomologníí nebo identicknebo identickéé s geny ds geny dřřííve identifikovanými ve identifikovanými 
v jiných v jiných experimexperim. syst. systéémech jako geny ovlivmech jako geny ovlivňňujujííccíí vývoj a diferenciaci. vývoj a diferenciaci. 

Existuje tedy vazba mezi Existuje tedy vazba mezi onkogenezonkogenezíí a transkripa transkripččnníí deregulacderegulacíí..



Model indukce Model indukce hematopoetickhematopoetickéé diferenciace specifickými transkripdiferenciace specifickými transkripččnníími faktory. mi faktory. 

TranskripTranskripččnníí faktory jsou mfaktory jsou máálo lo exprimovexprimováányny u kmenových bunu kmenových buněěk CD34. Pk CD34. Půůsobensobeníím blm blíížže e 
nedefinovaných signnedefinovaných signáállůů, jako je vliv interakce ve , jako je vliv interakce ve stromatustromatu nebo signnebo signáály rly růůstových faktorstových faktorůů, doch, docháázzíí k k 
upregulaciupregulaci specifických specifických trtr. faktor. faktorůů napnapřř. GATA. GATA--1 1 oror PU.1. To vede k jejich PU.1. To vede k jejich autoregulaciautoregulaci a a upregulaciupregulaci
specifických receptorspecifických receptorůů pro rpro růůstovstovéé faktory, cofaktory, cožž mmáá za nza náásledek vzestup proliferace, diferenciace a sledek vzestup proliferace, diferenciace a 
supresisupresi apoptapoptóózyzy specifických linispecifických liniíí. . DownregulaceDownregulace specifických faktorspecifických faktorůů (jako je GATA(jako je GATA--1 b1 běěhem hem 
myeloidnmyeloidníího vývoje) mho vývoje) můžůže take takéé hrhráát dt důůleležžitou itou úúlohu.lohu.

1 1 
AktivaceAktivace

transkriptranskripččnníích ch 
faktorfaktorůů

22
ZvýZvýššenenáá exprese exprese 
specifickýchspecifických
CSF receptorCSF receptorůů

33
Maturace indukovanMaturace indukovanáá
transkriptranskripččnníími faktory mi faktory 

a CSFa CSF

Neutrofil

myeloidní
prekursor

GM-CSF R

erytroidní
prekursor

Monocytární
prekursor

myeloidní
prekursor

G-CSF R

M-CSF R

EpoR EpoR
Epo

M-CSF

G-CSF

Gata-1

PU.1

PU.1

C/EBPαααα

CD34 Monocyt

Erytrocyt



VV normnormáálnlníí bubuňňce je ce je rovnovrovnovááha stimulaha stimulaččnníích a inhibich a inhibiččnníích signch signáállůů pepeččlivlivěě
regulovregulováána, protona, protožže to souvise to souvisíí ss regulacregulacíí bunbuněčěčnnéého cykluho cyklu,, který je rozhodujkterý je rozhodujííccíí
pro bunpro buněčěčnou proliferaci a diferenciaci. nou proliferaci a diferenciaci. 
VV nnáádorovdorovéé bubuňňce je v dce je v důůsledku zmsledku změěn vn v signsignáálnlníích drahch draháách organizace bunch organizace buněčěčnnéého ho 
cyklu narucyklu naruššena.ena.

BuBuňňka je vybavena takka je vybavena takéé zpzpěětnovazebnýmitnovazebnými mechanismymechanismy, kter, kteréé mohou pmohou půůsobit sobit 
proti neobvyklým zmproti neobvyklým změěnnáám vm v procesu procesu bunbun. d. děělenleníí. . 
PatPatřříí kk nim napnim napřř.. programovanprogramovanáá bunbuněčěčnnáá smrt smrt -- apoptapoptóózaza, schopnost bu, schopnost buňňky ky 
spspááchat za urchat za urččitých podmitých podmíínek sebevranek sebevražždu, tj. jestlidu, tj. jestližže jeje jejíí zzáákladnkladníí komponenty komponenty 
jsou porujsou poruššeny nebo jestlieny nebo jestližže je jeje je jejíí kontrolnkontrolníí systsystéém deregulovm deregulováán. n. 
Tak pTak půůsobsobíí napnapřř. po. pošškozenkozeníí chromozomchromozomáálnlníí DNA. VDNA. V tomto procesu se tomto procesu se úúččastnastníí taktakéé
specifickspecifickéé geny napgeny napřř. p53 nebo . p53 nebo bclbcl--22. Mutace t. Mutace těěchto genchto genůů pak zppak způůsobujsobujíí poruchy poruchy 
apoptapoptóózyzy. . 
Neschopnost Neschopnost apoptapoptóózyzy ppřřispispíívváá ke vzniku nke vzniku náádordorůů a ka k jejich rezistenci kjejich rezistenci k terapii.terapii.



Exprese genExprese genůů kontrolujkontrolujííccíích bunch buněčěčný cyklus v jednotlivých stný cyklus v jednotlivých stáádidiíích ch 
hematopoetickhematopoetickéé diferenciace a jejdiferenciace a jejíí vztah k funkvztah k funkččnníímu stavu. mu stavu. 

Cell Cycle Control Genes in Haematopoiesis

Cell type:Cell type:

FunctionFunction::

Committed progenitorsStem cells Morphologically-identifiable cells

Self renewal Blood pool expansion

DifferentiationDifferentiation

WBCp15

G0/G1 arrest
(slow cycling)

cyclin D1

Terminal differentiation

Cell Cell cyclecycle
status:status:

S-phase entry
(active cycling)

G0/G1 arrest
(differentiated)

RBC

MGK

cdc2

p21
cyclin D3

cyclins
cdk2
cdc2

p16
cyclins
cdk2
cdc2

p16
p21



Identifikace Identifikace řřady ady protoonkogenprotoonkogenůů jako rjako růůst. faktorst. faktorůů nebo jejich receptornebo jejich receptorůů a a 
ddůůleležžititéé úúččinky tinky těěchto proteinchto proteinůů na na hemopoetickhemopoetickéé bubuňňky vedly k hledky vedly k hledáánníí
dysregulacedysregulace rrůůst. faktorst. faktorůů a jejich receptora jejich receptorůů u leuku leukéémimiíí. . 

BiologickBiologickáá terapie s vyuterapie s využžititíím m cytokincytokinůů a ra růůstových faktorstových faktorůů ppřředstavuje edstavuje 
zcela nový pzcela nový přříístup.stup.
HemopoHemopoéézaza mmůžůže být ovlive být ovlivňňovováána buna buďď hemopoetickýmihemopoetickými rrůůstovými faktorystovými faktory
nebo nebo negativnnegativníími regulmi reguláátorytory, kter, kteréé mohou zabrmohou zabráánit ponit pošškozenkozeníí kmenovkmenovéé
bubuňňky bky běěhem chemoterapie. Na zhem chemoterapie. Na záákladkladěě poznatkpoznatkůů o o autokrinnautokrinnííchch
mechanismech rmechanismech růůstustu mohou být mohou být klidovklidovéé malignmaligníí bubuňňkyky uvedeny do uvedeny do 
bunbuněčěčnnéého cyklu svými rho cyklu svými růůstovými faktory, stovými faktory, ččíímmžž se stanou se stanou citlivcitlivěějjšíší k k 
chemoterapii.chemoterapii.
VVěědomosti o domosti o biologickbiologickéé terapiiterapii jsou teprve na pojsou teprve na poččáátku, zvltku, zvlášášttěě pokud se pokud se 
týtýčče ve vššech aspektech aspektůů propojenpropojenéé ssííttěě cytokincytokinůů. . 
CytokinyCytokiny a ra růůstovstovéé faktory pfaktory přřenenášášejejíí signsignáály mezi ly mezi hemopoetickýmhemopoetickým a a 
imunitnimunitníím systm systéémem bumem buďď samotnsamotnéé nebo indukcnebo indukcíí uvoluvolňňovováánníí daldalšíších ch 
cytokincytokinůů. . 

TERAPEUTICKTERAPEUTICKÉÉ ASPEKTYASPEKTY VYUVYUŽŽITITÍÍ CYTOKINCYTOKINŮŮ



►► pozitivnpozitivníí regulaceregulace -- vyuvyužžititíí hemopoetickýchhemopoetických tzvtzv. . koloniekolonie stimulujstimulujííccííchch
rrůůstovýchstových faktorfaktorůů (CSF)(CSF): : erytropoetinerytropoetin, G, G--CSF CSF -- granulocytgranulocytáárnrníí rrůůstst. . 
faktorfaktor, M, M--CSF CSF -- monocytmonocytáárnrníí rrůůstst. . faktorfaktor, GM, GM--CSF CSF -- granulocytgranulocytáárnrníí--
makrofmakrofáágovýgový rrůůstst. . faktorfaktor, interleukin3 (IL, interleukin3 (IL--3)3)

►► negativnnegativníí regulace regulace hemopohemopoéézyzy -- prevenceprevence popošškozenkozeníí kmenovýchkmenových bunbuněěkk ppřřii
chemoterapiichemoterapii -- TGF TGF ββ

►► autokrinnautokrinníí rrůůstst -- blokblokáádada ppřřenosuenosu rrůůstovýchstových signsignáállůů antagonistyantagonisty rrůůstovýchstových
faktorfaktorůů, , receptorreceptorůů a inhibitory a inhibitory daldalšíšíchch stupstupňůňů ppřřenosuenosu signsignáállůů (inhibitory (inhibitory 
PKC, PKC, lipidovlipidovééhoho metabolismumetabolismu, , ““antisenseantisense”” lláátkytky, , atdatd.).)

►► imunomodulaimunomodulaččnníí lláátkytky -- ovlivnovlivněěnníí imunitnimunitnííhoho systsystéémumu hostitelehostitele (IL(IL--2, 2, 
interferon interferon alfaalfa a a gamagama

KONTROLA HEMOPOKONTROLA HEMOPOÉÉZY A LZY A LÉÉČČBABA



HemopoHemopoéézaza je regulovje regulováána vna vííce nece nežž 20 dob20 dobřře charakterizovanými faktory e charakterizovanými faktory 
definovanými jako definovanými jako kolonie stimulujkolonie stimulujííccíí faktory, faktory, interleukinyinterleukiny a a cytokinycytokiny. . 
NNěěkterkteréé z tz těěchto faktorchto faktorůů jsou bjsou běžěžnněě poupoužžíívváány, ale potenciny, ale potenciáálnlníí klinickklinickéé vyuvyužžititíí
nenneníí úúplnplněě objasnobjasněěno.  Prvnno.  Prvníí byl vyubyl využžit it erytropoetinerytropoetin. . 
OvlivOvlivňňovováánníí pacientpacientůů cytokinycytokiny podlpodlééhháá zcela jiným pravidlzcela jiným pravidlůům, nem, nežžli pli půůsobensobeníí
cytotoxickýmicytotoxickými lláátkami. tkami. 

CytokinyCytokiny majmajíí šširokirokéé spektrum spektrum úúččinkinkůů in in vivovivo jako je modulace imunitnjako je modulace imunitníí
odpovodpověědi, stimulace di, stimulace hemopohemopoéézyzy, p, přříímmáá regulace bunregulace buněčěčnnéého rho růůstu a stu a 
diferenciace, toxicita pro ndiferenciace, toxicita pro náádorovdorovéé bubuňňky, ky, úúččinky na vaskularizaci ninky na vaskularizaci náádordorůů
apod. apod. 
NavNavííc c nevykazujnevykazujíí jen primjen primáárnrníí úúččinky, ale spouinky, ale spouššttěějjíí kaskkaskáádu sekunddu sekundáárnrníích ch 
úúččinkinkůů..



Erytropoetin
► stimulace erytropoézy po chemoterapii a transplantaci KD
► u některých lymfoproliferačních poruch jako jsou mnohočetné myelomy a chronická

lymfocytární leukémie
► u anémií spojených s chronickým onemocněním (nádory, AIDS)
► v programech autologního odběru krve

CSF (colony stimulating factors, GM-CSF, G-CSF)
► prevence a ovlivnění myelosuprese
► intenzifikace chemoterapeutických programů s nebo bez autologní podpory 

progenitorů z kostní dřeně (KD) nebo periferní krve
► rekonstituce krvetvorby po chemo- a radioterapii a autogenní nebo allogenní

transplantace KD
► podpora a expanze progenitorů periferní krve
► stimulace hemopoézy u syndromů poruch v KD jako je cyklická neutropenie, 

aplastická anémie
► aktivace efektorových buněčných funkcí (AIDS, poruchy funkce leukocytů)
► zvýšení účinnosti cytotoxických léčiv vybuzením klidových leukemických buněk



KostnKostníí ddřřeeňň obsahuje asi 0.001% pravých kmenových bunobsahuje asi 0.001% pravých kmenových buněěk, 10x vk, 10x vííc c 
““multilineagemultilineage”” progenitorprogenitorůů a 100x va 100x vííc c llííniovniověě specifických specifických progenitorprogenitorůů..
U dospU dospěělclcůů cirkuluje v cirkuluje v perifperif. krvi asi 5. krvi asi 5--10% po10% poččtu tu progenitorovýchprogenitorových bunbuněěk v k v 
KD. PKD. Přředstavujedstavujíí asi 0.1% asi 0.1% mononuklemononukleáárnrníí frakce frakce perifperif. krve. Vyvinuty metody . krve. Vyvinuty metody 
zvýzvýššeneníí cirkulujcirkulujííccíích ch progenitorprogenitorůů aplikacaplikacíí specifspecif. . cytokincytokinůů. . 

CD34+ je CD34+ je glykosylovanýglykosylovaný povrchový antigen povrchový antigen exprimovanýexprimovaný ppřředevedevšíším m 
kmenovými a mkmenovými a méénněě progenitorovýmiprogenitorovými bubuňňkami.kami.
Byla vyvinuta Byla vyvinuta řřada metod pro selekci bunada metod pro selekci buněěk s tk s tíímto znakem. S vývojem metod mto znakem. S vývojem metod 
in vitroin vitro kultivace lze tyto bukultivace lze tyto buňňky namnoky namnožžit s pomocit s pomocíí synergicksynergickééhoho ppůůsobensobeníí
kombinace kombinace cytokincytokinůů ((steelsteel faktor + dalfaktor + dalšíší), pak ), pak reinfuzereinfuze. . 



VyuVyužžititíí vysokých dvysokých dáávek chemoterapeutikvek chemoterapeutik, kter, kteréé úúččinninněě ppůůsobsobíí na citlivna citlivéé nnáádory dory 
je omezeno vedlejje omezeno vedlejšíšími mi úúččinky s inky s hematologickou toxicitouhematologickou toxicitou. . 
Jednou z cest jak pJednou z cest jak přřekonat tyto obtekonat tyto obtíížže je e je 
metoda transplantace kmenových bunmetoda transplantace kmenových buněěk z perifernk z periferníí krve (PBSC)krve (PBSC),,
kterkteráá je je alternativou k transplantaci kostnalternativou k transplantaci kostníí ddřřeneněě (KD)(KD) a je sta je stáále vle vííce vyuce využžíívváána.na.

Výhody:Výhody:

►► sbsběěr PBSC r PBSC leukaferleukaferéézouzou probprobííhháá mimo pacienta bez potmimo pacienta bez potřřeby anesteby anestéézie a zie a 
momožžnostnostíí autograftuautograftu v pv přříípadpaděě ovlivnovlivněěnníí KD infiltracKD infiltracíí nnáádoru, fibrdoru, fibróózou nebo zou nebo 
hypoplasihypoplasiíí po po chemochemo-- a radioterapii a radioterapii 
►► dochdocháázzíí k rychlejk rychlejšíšímu obnovenmu obnoveníí granulocytopogranulocytopoéézyzy a a megakaryocytopomegakaryocytopoéézyzy
►►redukovredukováána mona možžnnáá kontaminace kontaminace transplantantutransplantantu malignmaligníími bumi buňňkami.kami.



MYELODYSPLASTICKÝ SYNDROM (MDS)MYELODYSPLASTICKÝ SYNDROM (MDS)

je zje zíískanskanáá klonklonáálnlníí porucha kostnporucha kostníí ddřřeneněě charakterizovancharakterizovanáá kvantitativnkvantitativníími mi 
i kvalitativni kvalitativníími poruchami vmi poruchami v hemopohemopoéézeze ((hodnhodněě u staru staršíších lidch lidíí -- nenneníí momožžnnáá
drastickdrastickáá terapie) terapie) 
ŘŘada lada lééččebných protokolebných protokolůů je zamje zaměřěřena na ena na vyuvyužžititíí diferenciadiferenciaččnníích lch láátektek k k 
podpopodpořře zre zráánníí blokovaných bunblokovaných buněěk. k. 
ExistujExistujíí in vitroin vitro modelymodely, kde je mo, kde je možžno pomocno pomocíí retinovretinovéé kyseliny, DMSO nebo kyseliny, DMSO nebo 
vit D3 pvit D3 přřííp. Gp. G--CSF, GMCSF, GM--CSF navodit diferenciaci. AvCSF navodit diferenciaci. Avššak v praxi u pacientak v praxi u pacientůů
nepnepřřininášášejejíí žžáádoucdoucíí výsledky.výsledky.
Kyselina Kyselina allall--trans trans retinovretinováá (ATRA)(ATRA) je nynje nyníí efektivnefektivníím lm léékem pkem přři li lééččbběě
akutnakutníí promyelocytpromyelocytáárnrníí leukleukéémie (APL).mie (APL).
Na MDS mNa MDS máá vvššak malý ak malý úúččinek (genetický dinek (genetický důůvod vod -- absence translokace 15,17 absence translokace 15,17 
ddůůleležžititéé pravdpravděěpp. pro klinický . pro klinický úúččinek ATRA).inek ATRA).
RekombinantnRekombinantníí rrůůst. faktory jako GMst. faktory jako GM--CSF a ILCSF a IL--3 jsou u MDS pacient3 jsou u MDS pacientůů úúspspěěššnněě
vyuvyužžíívváány ke zvýny ke zvýššeneníí popoččtu cirkulujtu cirkulujííccíích bch bíílých krvinek a destilých krvinek a destičček. ek. 



Diferenciace myeloidnDiferenciace myeloidníích leukemických bunch leukemických buněěk do nemalignk do nemaligníích ch 
zralých zralých makrofmakrofáággůů nebo nebo granulocytgranulocytůů


