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Fyziologick˘ hematopoetick˘ v˘voj je ‰pecificky regulovan˘
proces, ktor˘ zahrÀuje sebaobnovu kmeÀov˘ch buniek, expan-
ziu triedovo-‰pecifickej progenitorovej populácie a dozrieva-
nie do koneãn˘ch krvn˘ch elementov (1). Pochopenie proli-
ferácie a diferenciácie buniek sa uÏ nezaobíde bez znalostí ich
imunofenotypového profilu, ktor˘ je tvoren˘ mozaikou mem-
bránov˘ch i vnútrobunkov˘ch molekúl. V poslednom období
prebehla ich rozsiahla charakterizácia z hºadiska genetickej
determinácie, chemickej ‰truktúry a funkcie; získané poznat-
ky sa vo veºkej miere vyuÏívajú aj v súvislosti s diagnostikou
leukémií a lymfómov (2, 31, 32). 

Aplikácia metódy prietokovej cytometrie v diagnostike leu-
kémií
Prínosom pouÏitia monoklonálnych protilátok a prietokovej
cytometrie je urãenie triedy akútnych alebo chronick˘ch leu-
kémií, najmä v prípadoch nejednoznaãného morfologického
nálezu, stanovenie prognózy na podklade imunofenotypu
a vyuÏitie v detekcii minimálnej reziduálnej choroby. Najskôr
pouÏívanou bola jednofarebná imunofluorescencia, prostred-
níctvom ktorej sa znaky analyzovali jednotlivo. Porovnávacia
anal˘za imunofenotypov˘ch charakteristík leukemick˘ch
buniek a zdrav˘ch buniek je dôleÏitá pre exaktné odlí‰enie
zdrav˘ch buniek od nádorov˘ch (6, 36). V znaãnej miere pou-
Ïívaná jednofarebná imunofluorescenãná anal˘za v‰ak neu-
moÏÀuje presnú detekciu aberantn˘ch populácií najmä z toho
hºadiska, Ïe leukemické bunky exprimujú prevaÏne rovnaké
znaky ako zdravé bunky (42). Lí‰ia sa v‰ak v urãit˘ch cha-
rakteristikách (intenzita expresie, poãet molekúl daného zna-
ku) (33, 34, 41). V˘voj monoklonálnych protilátok spojen˘ch
s rozliãn˘mi typmi fluorochrómov umoÏnil pouÏitie a anal˘-
zu kvantitatívnych a kvalitatívnych zmien viacer˘ch znakov
naraz, ão presnej‰ie definuje fenotyp jedinej bunky (3, 37).
Preto sa v súãasnosti pristupuje k definícii populácií prítom-
n˘ch v zdravej kostnej dreni a periférnej krvi pomocou troj-

a ‰tvorfarebnej anal˘zy, a k ‰tandardizácii t˘chto techník vo
viacer˘ch laboratóriách (4, 5, 7). 

Viacfarebná imunofluorescenãná anal˘za populácií zdravej
kostnej drene a periférnej krvi
PouÏitím kombinácií priamo znaãen˘ch protilátok s násled-
nou l˘zou erytrocytov vo vzorke a citlivého merania sa získa-
li detailné informácie o bunkov˘ch subpopuláciách prítom-
n˘ch v zdravej kostnej dreni a periférnej krvi aj vo veºmi
nízkych frekvenciách, ktoré predt˘m nebolo moÏné detekovaÈ
klasick˘mi metódami. Zvolené kombinácie protilátok proti
povrchov˘m a vnútrobunkov˘m znakom a techniky znaãenia
vychádzajú z doteraz získan˘ch poznatkov o imunofenotype
rôznych populácií leukocytov (4, 7, 8).
Pomocou prietokovo-cytometrickej anal˘zy sa podarilo iden-
tifikovaÈ základné imunologické podtypy vãasn˘ch progeni-
torov exprimujúcich znaky asociované s B-bunkovou triedou
v kostnej dreni. Na základe pouÏitia piatich trojkombi-
nácií znakov (CD10/CD20/CD19, CD34/CD38/CD19,
CD34/CD22/CD19, CD19/CD34/CD45, TdT/CD10/CD19)
sa identifikovali dve subpopulácie CD19– progenitorov, z kto-
r˘ch jedna exprimovala znaky CD34+/CD22+/CD19– a dru-
há TdT+/CD10+/CD19–. Tieto subpopulácie v‰ak predstavujú
veºmi malé percento (0,11±0,09% a 0,04±0,05%) z celkové-
ho poãtu buniek v kostnej dreni. Väã‰ina buniek exprimova-
la znak CD19 a podºa intenzity expresie (bright = silná inten-
zita expresie, dim = slabá intenzita expresie) ìal‰ích znakov
sa charakterizovali tri nasledovné podskupiny: veºmi nezre-
lé B-bunky, s imunofenotypom CD10bright, CD34, TdT,
CD19dim, CD22dim, CD38bright, CD45–/dim a CD20–; bunky
prechodného B-bunkového ‰tádia dozrievania charakterizo-
vané imunofenotypom CD19, CD10, CD22, CD45, CD34–,
TdT–, CD38bright, CD22dim, CD20dim; zrel‰iu B-bunkovú
populáciu definovali znaky CD19+, CD22bright, CD45bright,
CD20bright, CD38dim, CD10–, CD34–, TdT–. Prvé dve subpo-
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pulácie prevládajú u detí do 15 rokov (v KD majú aÏ 70%
zastúpenie), poãet buniek v tretej subpopulácii je vzhºadom
k veku relatívne stabiln˘ (4). 
Podobná ‰túdia bola zameraná na charakterizáciu buniek 
s T-asociovan˘mi znakmi, nachádzajúcimi sa v zdravej kost-
nej dreni. OpäÈ bolo pouÏit˘ch päÈ kombinácií zna-
kov (CD7/CD5/CD3, CD7/CD4/CD8, CD7/CD2/CD3,
CD7/CD38/CD34 a TdT/CD7/cCD3). V zdravej KD sa nezis-
tili Ïiadne populácie buniek, ktoré by neexprimovali znak CD7,
prípadne by jeho expresia bola slabá, taktieÏ ani populácie
s koexpresiou znakov CD34+CD7+ a TdT+CD7+cCD3+. Pre-
to sa analyzovali ostatné znaky na populácii CD7+ buniek.
DôleÏit˘m poznatkom je, Ïe v zdravej kostnej dreni sa nena-
chádzajú populácie buniek, ktoré silne exprimujú znaky CD4+

a CD8+. V analyzovan˘ch vzorkách KD sa sledovala aj moÏ-
nosÈ koexpresie znakov CD19, CD13 a CD33 v zdravej popu-
lácii CD7+ buniek, pretoÏe u leukémií T-bunkového typu sa
ich expresia vyskytuje nezriedka (6, 40). Îiadna koexpresia
CD7+CD19+ sa nezistila vo frekvencii vy‰‰ej neÏ 10-4, av‰ak
bunky CD7+CD13+ a CD7+CD33+ boli detekované v 10 %
vzoriek KD vo frekvencii vy‰‰ej ako 10-4 (0,06±0,03 %
a 0,05±0,04 %) (7). 
Vo vzorkách zdravej periférnej krvi sa analyzovali subpopu-
lácie lymfocytov ‰tvorfarebn˘m znaãením s rôznymi CD mar-
kermi. Najviac zastúpen˘mi populáciami boli lymfocyty
s fenotypom CD3+CD8+CD2+CD4– (25%), CD3+CD8–

CD2+CD4+ (42%), CD3–CD8+CD2+CD4– (4%), CD3–

CD8+CD2–CD4– (1%), tieto populácie CD3–CD8+ exprimo-
vali znaky CD16+CD56+, lymfocyty negatívne pre v‰etky 
T-znaky boli CD19+ (11%) (8).
Na základe t˘chto poznatkov o fenotypov˘ch vlastnostiach
buniek zdrav˘ch populácií moÏno vymedziÈ tzv. ,,empty spa-
ces“ (oblasti na bodov˘ch histogramoch – „dot plots“, kde sa
zdravé bunky KD nenachádzajú, ale malígne bunky sú lokali-
zované v t˘chto oblastiach kvôli ich aberantnej antigénnej
expresii) (5). Tak˘mto spôsobom prichádza do úvahy definí-
cia ektopického pôvodu leukémie, ako je to ãasto pozorované
u akútnych leukémií pochádzajúcich z T-buniek, predov‰et-
k˘m z t˘musu.
Podobná charakterizácia myeloidn˘ch bunkov˘ch subpopulá-
cií v zdravej KD alebo PK e‰te nebola publikovaná, i keì sú
známe práce s pouÏitím multiparametrovej anal˘zy a trojfa-
rebného znaãenia na definovanie aberantn˘ch fenotypov
a detekciu MRD u pacientov s akútnou myeloidnou leukémi-
ou (9, 10, 35). 

Detekcia MRD a jej prognostick˘ v˘znam pri viacfarebnej
anal˘ze
Detekcia malígnych buniek v „empty spaces“ má uplatnenie
nielen na zaãiatku ochorenia pri stanovení diagnózy, ale aj
v priebehu ochorenia na stanovenie efektivity lieãby pri eli-
minácii leukemického klonu a dôkaze MRD (5, 7). 
Detekcia MRD pomocou imunofenotypizácie s vysokou citli-
vosÈou (10-4 aÏ 10-5 pri pouÏití ‰pecifick˘ch s leukémiou-aso-
ciovan˘ch imunofenotypov˘ch vlastností) umoÏÀuje takto
odlí‰iÈ aj skupiny pacientov s vy‰‰ím rizikom relapsu. Na pod-
klade hodnotenia minimálnej zvy‰kovej choroby po konsoli-
daãnej lieãbe je moÏné rozdeliÈ pacientov do dvoch skupín.
Deliacou hranicou je poãet 3,5 x 10-4 reziduálnych leukemic-
k˘ch buniek a u pacientov s niÏ‰ím poãtom reziduálnych buni-
ek sa zistila men‰ia pravdepodobnosÈ relapsu, priaznivej‰í
cytogenetick˘ nález a dlhodobej‰ie preÏívanie (9). K podob-
n˘m záverom moÏno dospieÈ pri anal˘ze hladiny zvy‰kov˘ch
buniek s aberantn˘m fenotypom uÏ po indukãnej lieãbe u paci-
entov s AML. U pacientov zaraden˘ch do skupiny s najväã-
‰ím rizikom sa zistila MRD vo väã‰ej frekvencii neÏ 10-2 abe-
rantn˘ch buniek a v˘skyt relapsu 85±9% v priebehu 3 rokov.
Skupina pacientov v strednej rizikovej skupine mala poãet
zvy‰kov˘ch buniek 10-2 aÏ 10-3 a riziko relapsu 45±8%. Paci-
enti s obsahom aberantn˘ch buniek v men‰om poãte neÏ 10-3

boli zaradení do skupiny s najniÏ‰ím rizikom návratu ochore-
nia, 14±6%. U t˘ch, ktorí mali poãet aberantn˘ch buniek men-
‰í ako 10-4 sa v priebehu 3 rokov nevyskytol relaps (10). 

Definícia vlastností buniek spojen˘ch s procesom vzniku
leukémie
Mechanizmy zodpovedné za nekontrolovateºnú expanziu leu-
kemick˘ch buniek sú úzko viazané s regulaãn˘mi mechaniz-
mami zdrav˘ch hematopoetick˘ch buniek, najmä s reguláci-
ou bunkového cyklu, proliferáciou a preÏívaním buniek. Je
v‰eobecne akceptovan˘ fakt, Ïe leukemické bunky proliferujú
vìaka zmenám v aktivácii proto-onkogénov a/alebo inaktivá-
cii nádorov˘ch supresorov˘ch génov. Traduje sa názor, Ïe leu-
kemick˘ fenotyp je odrazom úrovne hematopoetickej hierar-
chie, v ktorej sa genetick˘ defekt vyskytuje (43). Najnov‰ie
práce dokazujú, Ïe genetická udalosÈ spú‰Èajúca leukémiu sa
vyskytuje na úrovni kmeÀovej bunky, bez ohºadu na fenotyp
celkovej populácie leukemick˘ch blastov. Tento genetick˘
defekt pravdepodobne sám determinuje diferenciaãn˘ program
postihnutého bunkového klonu (11).

Sortovanie leukemick˘ch buniek prietokov˘m cytometrom
Pri imunofenotypizácii patologick˘ch buniek v PK a KD paci-
enta moÏno analyzovaÈ stupeÀ heterogenity v abnormálnej bun-
kovej populácii, spôsoben˘ existenciou rôznych patologick˘ch
klonov alebo prítomnosÈou buniek v rozliãn˘ch dozrievacích
‰tádiách (12). Prietoková cytometria uÏ v súãasnosti poskytu-
je viac ako len charakterizovanie imunofenotypu buniek. Sepa-
rovanie bunkov˘ch populácií s následnou anal˘zou buniek flu-
orescenãnou in-situ hybridizáciou (FISH) alebo simultánna
anal˘za fenotypu a obsahu DNA majú veºkú v˘povednú hod-
notu o vlastnostiach t˘chto buniek (12, 13, 14).
Separovanie/sortovanie buniek prietokovou cytometriou
umoÏÀuje získaÈ suspenziu buniek, ktorá obsahuje viac ako
95% buniek s poÏadovan˘m fenotypom. Princípom je rozde-
lenie prúdu uná‰ajúceho bunky kmitaním piezoelektrického
kry‰tálu na jednotlivé kvapky, ktoré obsahujú len jednu bun-
ku. Bunky sú potom vychyºované elektrick˘m nábojom do jed-
notliv˘ch skúmaviek podºa zvolen˘ch parametrov (15). 
Veºa prác sa zaoberá detekciou leukemick˘ch buniek v sub-
populácii hematopoetick˘ch progenitorov˘ch buniek kostnej
drene alebo periférnej krvi, predov‰etk˘m na základe ‰peci-
fick˘ch imunologick˘ch znakov a ich kombinácií a charakte-
ristick˘ch chromozomálnych odch˘lok. 
Sledovaním pacientov v chronickej fáze CML sa zistilo, Ïe
v periférnej krvi sa u nich nachádza zv˘‰ené mnoÏstvo proge-
nitorov˘ch buniek, ktoré sa od seba fenotypovo veºmi neodli-
‰ovali. Pri ich skúmaní zistili prítomnosÈ ako normálnych (Ph–),
tak aj Ph+ progenitorov (16). Paralelné ‰túdie buniek CML
ukázali, Ïe mnohé leukemické kmeÀové a progenitorové bun-
ky sa delia, je zaujímavé, Ïe u v‰etk˘ch sledovan˘ch pacien-
tov aj bunky v G0 fáze bunkového cyklu obsahovali BCR-ABL
mRNA (17).
Podobne ako u CML aj u AML boli detekované leukemické
a zdravé progenitorové bunky. Ich fenotyp je veºmi podobn˘
z hºadiska expresie CD34 a nízkej expresie CD38, môÏu sa
lí‰iÈ stratou expresie Thy-1 (18). K úplne opaãn˘m záverom
dospeli autori v inej práci, ktorí demon‰trovali, Ïe prípady so
silnou expresiou CD34 na leukemick˘ch kºudov˘ch kmeÀo-
v˘ch bunkách môÏu reprezentovaÈ neoplastickú dysreguláciu
medzi CD34 negativitou a schopnosÈou pre r˘chlu elimináciu
(eflux) lipofiln˘ch molekúl (19). Separovanie nezrel˘ch buni-
ek AML periférnej krvi pacientov preukázalo, Ïe progenitory
schopné obnovovania exprimujú fenotyp CD34+CD71–HLA-
DR–CD38–, teda podobne ako zdravé progenitory. V˘sledky
naznaãili, Ïe u t˘chto pacientov sa leukemická transformácia
mohla vyskytnúÈ v primitívnych bunkách, ktoré exprimujú
CD34 s následnou klonálnou evolúciou, ale napriek tomu si
zachovali schopnosÈ proliferovaÈ a obnoviÈ hematopoézu
NOD/SCID my‰í (20). 



KLINICKÁ ONKOLOGIE 15 6/2002 209

Zistilo sa, Ïe pacienti s AML a translokáciou t(8;21) majú doká-
zateºne aj dva mesiace po dosiahnutí klinickej remisie prí-
tomn˘ch aÏ 80% CD34+ buniek s touto translokáciou (13).
Demon‰trovalo sa tieÏ, Ïe t(8;21)-‰pecifická AML1/ETO
mRNA je exprimovaná v zrel˘ch monocytoch a B-bunkách,
ako aj HSC (hematopoietic stem cell), lymfoidn˘ch progeni-
toroch a myeloidn˘ch progenitoroch aj poãas remisie pacien-
ta, takÏe t(8;21)+ HSC v remisii sú schopné diferencovaÈ do
zrel˘ch krvn˘ch buniek in vivo (21). 
Na podklade predchádzajúcich ‰túdií ktoré ukázali, Ïe viac ako
95% detsk˘ch B-ALL exprimuje znak CD38, sa predpokla-
dalo, Ïe je moÏné izolovaÈ v KD detí s B-ALL normálne
CD34+CD38– progenitory v ãase remisie. CD34+ bunky boli
separované do CD34+CD38+ a CD34+CD38– populácií.
Následná anal˘za u 10 detí ukázala, Ïe u ‰tyroch z nich 
sa vyskytujú pre tento typ leukémie netypické leukemické pre-
skupenia TCR, charakteristické pre daného pacienta, aj
v CD34+CD38– populácii (22). 
Zaujímavá ‰túdia bola urobená s izolovan˘mi Ph+ progenito-
rov˘mi bunkami ALL s rôznym fenotypom (CD34+CD38–,
CD34+CD38+, CD34–, CD34+) od pacienta, ktor˘mi trans-
plantovali NOD/SCID my‰i. Najlep‰iu proliferaãnú schopnosÈ
mali bunky CD34++CD38–, schopné vytvoriÈ veºké mnoÏstvo
leukemick˘ch blastov, ktoré exprimovali rovnaké aberantné
kombinácie povrchov˘ch antigénov ako mal pacient (11). 
Je pozoruhodné, Ïe poãas remisie sa HSC s translokáciou doká-
Ïu diferencovaÈ do zrel˘ch krvn˘ch buniek. ,,Klonálna remi-
sia“ u pacientov s AML naznaãuje, Ïe dominantné ,,pre-leu-
kemické“ kmeÀové bunky schopné normálnej diferenciácie
môÏu existovaÈ a Ïe ìal‰ia mutaãná udalosÈ/udalosti môÏu
transformovaÈ tieto pre-leukemické kmeÀové bunky do sku-
toãn˘ch leukemick˘ch kmeÀov˘ch buniek ako v˘sledok viac-

stupÀovej leukemogenézy. V práci sa demon‰truje, Ïe t(8;21)
nemusí ‰pecificky znaãiÈ leukemické bunky. Na druhej strane
je dôleÏité vedieÈ, ãi reziduálne bunky prítomné u rôznych
hematologick˘ch malignít sú potomkami malígnych alebo
nemalígnych kmeÀov˘ch buniek s leukemick˘mi ‰pecifick˘-
mi génmi (21).

Hodnotenie proliferaãn˘ch markerov, bunkového cyklu, 
apoptózy a rezistencie pomocou prietokovej cytometrie
Definovanie leukemick˘ch buniek v populácii hematopoetic-
k˘ch prekurzorov má teda v˘znam nielen z hºadiska definova-
nia minimálnej reziduálnej choroby, ale aj z hºadiska objasne-
nia mechanizmov vzniku leukémie. Súãasná anal˘za
povrchov˘ch, vnútrobunkov˘ch znakov a obsahu DNA umoÏ-
Àuje presnej‰iu charakterizáciu vlastností leukemick˘ch buni-
ek (23). Odpoveì leukemick˘ch buniek na indukãnú terapiu,
prítomnosÈ MRD a prognóza ochorenia sú do znaãnej miery
determinované práve schopnosÈou proliferácie a apoptózy leu-
kemick˘ch buniek v prítomnosti podan˘ch lieãiv. Metóda pri-
etokovej cytometrie vyuÏíva rôzne metódy fixácie a permeabi-
lizácie na dôkaz poliferaãn˘ch znakov v spojení s detekciou
obsahu DNA na stanovenie proliferaãného indexu leukemic-
k˘ch buniek (23, 24, 25). Detekcia zmien v expresii nádorov˘ch
supresorov˘ch génov (p53, p21), anti- a pro-apoptotick˘ch
molekúl (Bcl-2, Bax, CD95), mnohopoãetnej liekovej rezisten-
cie (MDR) u hematologick˘ch malignít je zriedkavá v ãase dia-
gnózy, má v‰ak ‰pecifick˘ v˘znam pre detekciu mechanizmov
progresie leukemického procesu u niektor˘ch diagnóz, ako sa
potvrdilo napríklad u CML ãi AML (26, 27, 28, 29, 30, 38, 39). 
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