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POVZETEK

V splosnih in specializiranih laboratorijih se hemogrami rutinsko izdelujejo s pomocjo
hematoloskih analizatorjev, ki imajo zmoZnost natancnega Stetja petih vrst zrelih krvnih
celic. Patoloskih in abnormalnih celic analizator ne more opredeliti, zabelezi le opozorila
in v takSnem primeru je potrebno pregledati razmaz venske krvi pod mikroskopom, kar je
dokaj zamudna metoda. Zaradi vse vecje potrebe po roc¢nih diferencialnih krvnih slikah,
teznje po ¢im hitrejSi izdaji izvida ter nenehni izboljSavi analizatorjev smo v nasi
diplomski nalogi za avtomatizacijo diferencialne krvne slike uporabili analizo na
pretoénem citometru. S Sestimi specificnimi celicnimi oznacevalci smo skusali v enem
koraku ¢im SirSe zajeti populacije celic, ki so prisotne v venski krvi.

V raziskavo smo vkljucili zdrave preiskovance (15), bolnike s kroni¢no limfocitno
levkemijo (14), bolnike z neopredeljenim ne-Hodkinovim limfomom (2), bolnika z
dlakastoceli¢no levkemijo (1), bolnike z akutno mieloblastno levkemijo razli¢nih podvrste
(9), dva bolnika z akutno limfoblastno levkemijo ter po enega bolnika s kronocno
mieloi¢no levkenijo, levkopenijo, mikrocitno amenijo, aktivno sarkoidozo, avtoimunsko
trombocitpoenijo in infektivno mononukleozo.

Nase rezultate smo primerjali z rezultati ze rutinsko uveljavljenih metod, in sicer ro¢ne
DKS in DKS na hematoloskem analizatorju. Statisticno smo vrednotili le populacijo
zdravih preiskovancev ter bolnikov z B-KLL, zaradi dovolj velikega Stevila vzorcev.
Rezultati naSega dela so pokazali, da je na§ pristop k avtomatski izdelavi DKS primeren za
velike splosne laboratorije kot presejalna preiskava za zmanjSanje Stevila potrebnih ro¢nih
diferencialnih slik. Neposredno bi lahko opravili dokon¢no imunofenotipizacijo pri
bolnikih s kroni¢no limfocitno levkemijo, zaznali smo prisotnost blastnih celic in dolocili
ali pripadajo mieloi¢ni ali limfati¢ni liniji ter zajeli populacijo nezrelih granulocitov.
Ostalih patoloskih celic, ki so tudi lahko prisotne v venski krvi, pa z nasim na¢inom
doloc¢anja nismo zaznali.

Pridobivanje rezultatov z analizatorji je hitrejSe, odmerjanje reagentov natancnejSe in
poraba bioloskega materiala manj$a. Ce pa imamo v vzorcih patoloske celice, moramo

vzorec nujno pregledati pod mikroskopom, da lahko te celice opredelimo.



ll. SEZNAM OKRAJSAV

PMC -pluripotentna maticna celica
P-MC- nediferencirana hcerinska celica
MCL- matic¢na celica limfati¢ne vrste
MC-L- nediferencirana héerinska celica
MMCM- multipotentna mati¢na celica mieloi¢ne vrste
MMC-M- nediferencirana héerinska celica
UMC- usmerjena mati¢na celica

KLL- kroni¢na limfocitna levkemija
NHL- nehodkinov maligni limfom

AML- akutna mieloblastna levkemija
ALL - akutna limfoblastna levkemija
DKS- diferencialna krvna slika

SHL- Specializiran hematoloski laboratorij
PBS- puferirana fizioloska raztopina
KML- kroni¢na mieloi¢na levkemija

AT- avtoimunska trombocitopenija

IF- infektivna mononukleoza

MA- mikrocitna anemija

Ne%- delez nevtrofilnih granulocitov
Ly%- delez limfocitov

LyB%- delezZ limfocitov B

LyT%- deleZ limfocitov T

NK%- delez NK celic

Mo%- delez monocitov

Eo0%- delez eozinofilcev

Ba%- delez bazofilcev

Blast%- delez blastov

Prom%- delez promielocitov

Mielo%- delez mielocitov

Meta%- deleZ metamielocitov

Pal. Gan.%- deleZ palicastih granulocitov
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Nrbc%- delez normoblastov
Me- mediana
Q1, Q3- kvartili

LH- analiza s hematoloskim analizatorjem
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1 UVOD

1.1 Krvne celice

Vse krvne celice nastajajo pri ¢loveku v krvotvornem ali hematopoetskem tkivu. Pri
odraslem ¢loveku sta to rdeci kostni mozeg in limfati¢no tkivo.

Izvor mati¢nih celic je kostni mozeg. Glavna lastnost mati¢nih celic je sposobnost
samoobnove in s tem ohranitve svojih lastnosti in sposobnost dozorevanja v mati¢ne
celice, ki so usmerjene v doloc¢eno vrsto krvnih celic.

Osnovna mati¢na celica je pluripotentna (PMC). Z delitvijo se obnavlja, po drugi strani pa
dozoreva v multipotentne. Poznamo dve vrsti multipotentnih mati¢nih celic, mieloi¢no in
limfati¢no. Multipotentna mati¢na celica mieloi¢ne vrste (MMC-M) dozoreva v usmerjene
maticne celice (UMC) rdece vrste, nevtrofilno-monocitne, eozinofilne in bazofilne vrste ter
megakariocitno-trombocitne vrste. Iz teh se po ve¢ zaporednih delitvah in z dozorevanjem
razvijejo zrele krvne celice, ki se izplavijo v kri. Iz multipotentne mati¢ne celice limfati¢ne
vrste (MCL) se razvijejo med posebnim procesom transformacije ki poteka v limfaticnem
tkivu, limfociti vrste B in T ter NK celice.

Vsaka mati¢na celica se deli na dve celici: ena ostane nediferencirana, druga pa se deli in
diferencira naprej. Na tak nacin se v kostnem mozgu ohranjajo mati¢ne celice, iz katerih
kasneje nastajajo vse krvne celice.

Nastajanje krvnih celic je natancno uravnano in omogoca stalno in enakomerno

nadomescanje propadlih krvnih celic (1).
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Slika 1: Prikaz razvoja krvnih celic iz pluripotentne mati¢ne celice (PMC) do zrelih celic.

Legenda:

PMC - pluripotentna mati¢na celica
P-MC- nediferencirana héerinska celica
MCL- mati¢na celica limfati¢ne vrste
MC-L- nediferencirana hcerinska celica

MMCM- multipotentna mati¢na celica mieloi¢ne vrste

MMC-M- nediferencirana héerinska celica

UMC- usmerjena mati¢na celica

Celice, ki so normalno prisotne v krvi

V krvi so normalno prisotne vse zrele celice, razen plazmatk. Od nezrelih celic najdemo

normalno v krvi paliaste nevtrofilne granulocite (predstopnja nevtrofilcev), ki lahko

predstavljajo 5% vseh levkocitov, ter retikulocite, ki jih je 5 do 15%o0(2).




1.1.1 Celice rdece vrste

Eritrociti so zrele celice, ki se razvijejo iz multipotentne mati¢ne celice rdecCe vrste.
Njihova osnovna naloga je prenos kisika iz plju¢ v obrobna tkiva. Vsebujejo encim
karboanhidrazo, ki katalizira nastajanje in razpad ogljikove kisline tako sodelujejo tudi pri
prenosu ogljikovega dioksida iz tkiv. Eritrociti so bikonkavni in zlahka spreminjajo obliko,
kar jim omogoca neoviran prehod skozi kapilare. Njihovo Stevilo v krvi se ohranja v
fizioloskih mejah, ker stalno nastajajo in se izplavljajo iz kostnega mozga. Notranjost

eritrocitov je izpolnjena s hemoglobinom (1).

1.1.2 Trombociti in megakariociti

Trombociti nastajajo iz megakariocitov, najvecjih celic v kostnem mozgu. Megakariociti
po krvnem obtoku zapustijo kostni mozeg in se zagozdijo v plju¢nih kapilarah. Tu z
razpadom robnega dela citoplazme nastajajo trombociti. Velikost trombocitov je razli¢na,
odvisna od starosti celice in so brez jeder. V neaktivnem stanju so diskoidne oblike. Imajo

poglavitno vlogo pri strjevanju krvi, sodelujejo pa tudi pri okvari tkiv in pri vnetju (1).

1.1.3 Celice bele vrste

Ime »bele krvne celice« izhaja iz dejstva, da po centrifugiranju krvnega vzorca med
sedimentiranimi rde¢imi krvnimi celicami in krvno plazmo ostane tanka plast celic, ki so
bele barve. Znanstveni izraz levkociti neposredno odraza ta opis, ki izhaja iz grS¢ine
(levkos-belo in kytos-celice) (3).

Krvne celice bele vrste varujejo telo pred okuzbami in rakastimi tvorbami. Normalno
stevilo levkocitov v periferni krvi je 4,0x10°/L-10,0x10°/L. Razen v krvi jih v velikem
Stevilu najdemo tudi v limfaticnem sistemu, vranici in drugih telesnih tkivih. Levkociti so
celice z jedrom. Glede na obliko in velikost jedra ter videz celi¢ne citoplazme jih delimo

na granulocite, monocite in limfocite (1).



1.1.3.1 Granulociti

Granulociti so dobili ime po svojih znacilnih zrncih (granulacijah) v citoplazmi.
Granulacije v citoplazmi granulocitov so lahko nespecificne in specificne. Specifi¢ne
granulacije so znacilne za samo eno celi¢no vrsto, medtem ko so nespecifi¢ne prisotne pri
vec celicnih vrstah. Poznamo tri vrste granulocitov, ki jih lo¢imo glede na vrsto. To so
nevtrofilni granulociti ali nevtrofilci, eozinofilni granulociti ali eozinofilci in bazofilni
granulociti ali bazofilci (1). Preglednica I prikazuje razdelitev granulocitov glede

specificnih granulacij.

Preglednica I: Prikaz razdelitve celi¢nih vrst granulocitov

CELICE GRANULOCITNE ZRELI SPECIFICNE
VRSTE GRANULOCITI GRANULACIJE
Celice nevtrofilne vrste nevtrofilci Svetlo rjave, modrikaste ali
sive
Celice eozinofilne vrste Eozinofilci Oranzne ali rdeCe
Celice bazofilne vrste Bazofilci Temno modre do vijoliCaste

Prvotno se granulociti kot vse krvne celice, razvijejo iz PMC, nadaljnji razvoj do kon¢no
diferenciranega granulocita pa poteka po naslednjih stopnjah:

mieloblast

- promielocit

- mielocit

- metamielocit

- pali¢asti granulocit

- segmentirani granulocit ali segmentiranec (1).
Mieloblast je prva celica granulocitne vrste, ki je velika okrog 15 do 20 um. Jedro je
okroglo ali nakazano ovalno ter lahko vsebuje od 2 do 5 jedrc. Struktura kromatina je rahla
in mrezasta. Citoplazma je modre barve, ki pa je ob jedru svetlejsa. V primerjavi z jedrom
je citoplazme zelo malo in obi¢ajno ne vsebuje zrnc (1).
Promielocit se preobrazi iz mieloblasta in je najvecja celica granulocitne vrste, saj lahko
meri do 25 pm.Jedro je nekoliko upognjeno ali ovalno ter vsebuje kot mieloblast 2 do 5

jedre. Struktura kromatina je podobna mileoblastovi, ponekod pa so ze vidne zadetne




zgostitve. Citoplazme je veC kot pri mieloblastu in je svetlejSe barve. V citoplazmi ze
najdemo posamezna zrnca (1).

Mielocit je manjsi od predhodnika, jedro pa zavzema le Se polovico celice, nukleoli so Se
lahko prisotni ali pa jih ni ve¢. Po obliki je okroglo ali nakazano zazeto. Kromatin je
zgoscCen v grudah. V mlajsih obdobjih je citoplazma Se modrikasta v zrelejSih pa rahlo
roznata, prevladujejo specificna zrnca. Mielociti so zadnja stopnja, ki se Se deli. Naslednje
celice torej le Se dozorevajo (1).

Metamielocit ima upognjeno jedro v obliki podkve ali ledvice. Struktura kromatina je
grobo grudasta. Citoplazma je roznata in vsebuje Stevilna specifi¢na zrnca (1).

Palicasti granulocit nastane iz dozorelega metamielocita in sodi med zrele granulocite. Je
okrogle oblike in velik priblizno 15 um. Jedro je paliasto razpotegnjeno in upognjeno v
obliki klobase. Struktura kromatina je grobo grudasta, citoplazma je roznate barve , po
celotni povrsini vsebuje specificna zrnca (1).

Segmentirani granulocit ali segmentiranec je kon¢no diferenciran granulocit in glede na

specifi¢na zrnca lo¢imo 3 razli¢ne granulocite: nevtrofilce, eozinofilce in bazofilce (1).

Nevtrofilci so okrogle oblike in veliki priblizno 15 pm. Citoplazma je roznate barve, po
celotni povrSini vsebuje specificna zrnca. Jedro je segmentirano, ima 2-5 segmentov,
segmenti so med seboj povezani s tanko nitko kromatina. Struktura kromatina je grobo
grudasta. Predstavljajo 55-70% vseh levkocitov. Njihova glavna naloga je fagocitoza
bakterij in mikrobov, delno pa tudi anorganskih snovi in nekaterih celic. Za razliko od
eozinofilcev in bazofilcev se ti aktivno gibljejo, kar jim omogoca hiter dostop do vnetnih

tkiv (1).

Eozinofilci so nekoliko vecji od nevtrofilcev; ponavadi merijo 12-17 pum. Njihova
citoplazma je nabito polna oranznih zrnc, tako da pogosto sploh ni vidna. Jedro ima
obicajno le 2 segmenta. Eozinofilcev je v krvi priblizno 1-3% glede na vse levkocite.

Povecanje njihovega Stevila je lahko indikator alergije ali prisotnosti parazitov (1).

Bazofilci so najmanj$i izmed granulocitov in merijo okoli 10-14 um.Citoplazma je polna
grobih, temnovijoli¢nih granulacij, ki obi¢ajno tudi zakrivajo jedro, ki ima le 2 segmenta.

Ker so granule vodotopne, je mogoce zaslediti v citoplazmi vakuole. Bazofilcev je v krvi



zelo malo, saj predstavljajo le 0,5-1% vseh levkocitov. Njihove funkcije so preprecevanje

strjevanja krvi s sproS¢anjem heparina ter sproscanje histamina pri vnetnih reakcijah (1).

MORFOLOSKE NEPRAVILNOSTI GRANULOCITOV
MorfoloSke nepravilnosti granulocitov po vzroku nastanka delimo na podedovane in
pridobljene.
Glede na mesto napake v celici pa razdelimo morfoloske nepravilnosti granulocitov na:
a) nepravilnosti v sestavi citoplazme
b) nepravilnosti v zgradbi jeder

Najpogosteje najdemo nepravilnosti pri nevtrofilnih granulocitih (2).

a) Nepravilnosti v sestavi citoplazme

Doéhlejeva telesca so najpogostejSa pridobljena morfoloSka nepravilnost. So bledo modra,
okrogla ali ovalna telesca. Lahko jih vidimo pri okuzbah, opeklinah, poSkodbah in pri

zdravljenju s citostatiki.

Toksicne granulacije so pridobljene. So ve€ja groba zrnca temno vijolicne barve, ki so

prisotne pri hudih okuZzbah.

Alder-Rellijeva anomalija se deduje recesivno. Pri tej bolezni gre za motnjo v presnovi
polisaharidov. V citoplazmi granulocitov, pa tudi limfocitov in monocitov, so prisotna

Stevilna velika temnovijoli¢na zrnca, podobna toksi¢nim granulacijam (2).

b) Nepravilnosti v sestavi jedra granulocitov

Pelger-Hiietova anomalija je podedovana nepravilnost, kjer je motena sinteza kromatina

nevtrofilcev, zato jedra ne segmentirajo.

Hipersegmentacija granulocitov je nepravilnost, jedro se zafne zaZemati ze pri
promielocitu in mielocitu. Zreli granulociti imajo vecje Stevilo segmentov od normalnih

segmentiranih granulocitov, to je nad pet segmentov (2).



Slika 2: Razvojne stopnje granulocita.

1.1.3.2 Monocitna - makrofagna celi¢na vrsta

V to skupino spadajo monociti in makrofagi. Monocit po prehodu v tkiva dozori v
makrofag, imenovan tudi histiocit. Monociti predstavljajo 3-8% vseh belih celic.
Razvojne stopnje celic monocitno- makrofagne vrste so:

- monoblast

- promonocit

- monocit

- makrofag
Monoblast je velik od 16 do 22 pm. S panopti¢nim barvanjem ga ne moremo zanesljivo
lo¢iti od mieloblastov, lahko pa ga z imunoloskimi celi¢énimi oznacevalci (1).
Promonocit je velik od 10 do 20 um. Jedro je zgubano, podobno kakor mozgani, zvito in
lahko vsebuje ve€ jedrc. Struktura kromatina je rahla. Citoplazma je modre ali sivomodre

barve in lahko vsebuje redka azurofilna zrnca ( nebesno modre barve) (1).

Monociti so razli¢ne velikosti, zato je njihov premer lahko od 15 do 40 um.

Vecinoma so okrogli z ravnim robom citoplazme, nekateri monociti pa imajo neraven rob
citoplazme z eno ali ve¢imi izboklinami. Citoplazma je svetlo sivo-modre barve, je obilna
in vsebuje azurofilna zrnca, pogosto pa Se vakuole. Jedro je ledvicasto ali podkvasto
upognjeno, lahko je tudi paliasto in ima veC reznjev ter ne vsebuje grud kromatina.

Struktura kromatina je zelo rahla, ¢ipkasta in Skrlatne barve (1).



1.1.3.3 Celice limfocitne vrste

Limfociti oziroma celice limfocitne vrste predstavljajo 20-35% vseh levkocitov. Limfocite
razdelimo v dve poglavitni skupini, limfocite B in T. Razvijejo se iz MCL v kostnem
mozgu, kjer limfociti B tudi dozorijo, limfociti T in NK celice pa dozorijo v prizeljcu.
Dozorevanje in preobrazba zrelih limfocitov T poteka v sekundarnih limfati¢nih organih,
kot so bezgavke, vranica in drugo limfaticno tkivo. Nastanejo veliki imunoblasti T, ki zore
v imunocite T. Nekateri dozore do spominskih celic, drugi v T celice pomagalke, T celice
zaviralke in T celice ubijalke. Po limfnem obtoku pa lahko preidejo iz sekundarnih
limfati¢nih organov v kri. Zreli limfociti B iz kostnega mozga preidejo v kri in sekundarne
limfaricne organe. Ob prisotnosti antigenov se zreli limfociti B preobrazijo v velike
imunoblaste B, ta se deli in zori od plazmoblasta, proplazmocita v plazmatke.

Zaradi svojih sposobnosti uni¢evanja mikrobov in virusov predstavljajo limfociti glavni del

obrambnih mehanizmov v specifi¢ni obrambi (1, 3).

Razvojne stopnje celic limfocitne vrste so
- limfoblast
- prolimfocit
- veliki limfocit

- mali limfocit

Limfoblast je prva razpoznavna celica limfocitne vrste. Meri od 15 do 20 pm. Jedro je
okroglo ali ovalno in lahko vsebuje do dve jedrci. Struktura kromatina je drobno zrnata.

Celica ima ozek rob svetlo modre citoplazme (1).

Prolimfocit je nekoliko manj$i od limfoblasta, ima pa ve¢ citoplazme. Jedro ima bolj grob

kromatin, jedrce pa je slabo vidno (1).

Veliki limfocit obicajno meri 12-20 um. Jedro je okroglo ali rahlo zazeto ter modre barve, z
grudasto kromatinsko strukturo in vidnim nukleolom. Citoplazma je obilna, je svetlo

modre barve in vsebuje azurofilna zrnca, v€asih so prisotne tudi vakuole (1).



Mali limfocit je najmanjsi levkocit in meri priblizno 7-12 pm. Vecino celice zavzema
jedro, ki je okroglo, ovalno ali nekoliko zazeto ter modre barve, z grudasto kromatinsko
strukturo. Citoplazma, katera je omejena le na ozek rob okoli jedra, je modre barve in

lahko vsebuje azurofilna zrnca (1).

Plazmatka je okrogla ali ovalna celica in meri od 12 do 20 pm. Jedro je okroglo ali ovalno,
leZzi v enem polu celice (ekscentri€no jedro) in vsebuje gost kromatin. Citoplazma je
intenzivno modre barve in je ob jedru svetlejSa. Lahko vsebuje vakuole, vcasih tudi

azurofilna zrnca ter majhne igli¢aste in romboidne tvorbe (1).

1.2 Krvna slika

Krvna slika oziroma hemogram je osnovna preiskava v medicini. Odlikuje jo dejstvo, da
lahko zdravniki iz nje dobijo veliko koristnih podatkov, ki jih pravilno usmerjajo pri
prepoznavanju razli¢nih bolezni. Glede na osnovne krvne celi¢ne vrste lahko krvno sliko
delimo na eritrocitno (rdeco), levkocitno (belo) in Stevilo trombocitov. Kadar je Stevilo
celic izven referencnih vrednosti, lahko sklepamo na razliéne bolezenske vzroke (1).

Hemogram naredimo s pomocjo hematoloskega analizatorja.

1.3 Hematoloski analizatorji

Hematoloski analizatorji omogocajo avtomatiziran pregled krvnih celic. Krvne celice
Stejejo in merijo njihove lastnosti s pomocjo elektri¢nih ali opti¢nih na¢inov detekcije ali
pa s kombinacijo obeh nacinov. Ker se krvne celice, ki so morfolosko spremenjene,
razlikujejo od normalnih, jih analizator ne more razlikovati. Zato moramo napraviti razmaz
venske krvi. Se posebej, ¢e sumimo na krvno bolezen. Nanjo lahko kaZe nenormalno
Stevilo posameznih vrst levkocitov, nenormalno Stevilo trombocitov, ¢e imamo na izpisu
hemograma opozorila, kot so slaba locitev celi¢nih populacij, nepravilna lega ali dodatna

populacija celic (1).



1.3.1 Hematolo$ki analizator Beckman Coulter LH 750

Hematoloski analizator Coulter LH 750 uporablja dva nacina merjenja hematoloSkih
parametrov:
e 7 merjenjem upornosti merimo volumen in Stejemo bele in rdece krvne celice ter
trombocite
e 7z VCS (V: Volume, C: Conductivity, S: Scatter) preto¢no citometrijo dolo¢amo
diferencialno belo krvno sliko, retikulocite in limfocitne podvrste

e fotometricno dolo¢a koncentracijo hemoglobina v vzorcu (4)

Hematoloski analizator Coulter LH 750 deluje po naslednjih korakih:

1. vsrkavanje vzorca, meSanje in redc¢enje

2. elektro-opti¢ne analize z uporabo VSC tehnologije:
e Dolocanje volumna celic z nizkoferkvencnim tokom
e Dolocanje prevodnosti z visokoferkven¢nim tokom
e Merjenje sipane svetlobe (light scattering), ki uporablja vir svetlobe helij-

neonski laser
3. zbiranje, shranjevanje in obdelava podatkov

4. analiza in prikaz podatkov (4)

1.3.1.1 Merjenje Stevila in velikosti celic

Celice analizator Steje in meri njihovo velikost tako, da meri spremembe v elektricni
upornosti, ko celica v prevodnem mediju potuje skozi odprtino pretocne celice aparata
(slika 1). Celice, ki so suspendirane v prevodnem mediju delujejo kot izolatorji, zaradi
lipidnega dvosloja. Ko celice potujejo skozi odprtino naraste upornost med elektrodama
potopljenima v celi¢ni suspenziji, ki sta na vsaki strani odprtine. Pri tem celica sprozi

impulz. Stevilo impulzov pomeni $tevilo celic, jakost impulza pa velikost celice (4).
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Pot vzorca

Slika 3: Pretoc¢na celica pri VCS tehnologiji.

1.3.1.2 VCS tehnologija

Z VCS (V: Volume, C: Conductivity, S: Scatter) tehnologijo aparat doloca diferencialno
krvno sliko. VCS tehnologija uporablja nizkofrekven¢ni tok za ugotavljanje volumna
celice, visokofrekvencni tok pa zaznava notranjo zgradbo celice z merjenjem spremembe v
prevodnosti. Laserska svetloba se sipa na povrsini celice in v citoplazmi, iz Cesar aparat

prepoznava obliko in povrSinsko zgradbo celice ter granuliranost citoplazme(4).

Merjenje volumna
Volumen celice merimo z nizkofrekven¢nim tokom. Merimo spremembo upora, ki doloc¢a
velikost celice. Celice so suspendirane v prevodnem mediju in se obnasajo kot izolatorji ter
tako nudijo upor nizkofrekvenénemu toku. Celica potuje preko odprtine in nadomesti
volumen prevodnega medija z lastnim volumnom. Upornost se poveca in napetost pade.

Spremembo napetosti zazna kot impulz, ki je sorazmeren velikosti celice (4).
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Merjenje prevodnosti
Celi¢na membrana deluje kot prevodnik za visokofrekvencni tok. Tok ovirajo notranje
strukture celice. Z merjenjem prevodnosti ugotavljamo notranjo zgradbo (granuliranost)

celice (4).

Merjenje sipane svetlobe
Ko se laserski zarek usmeri v celico, se na njej svetloba sipa v vseh smereh. Sipana
svetloba pada na dva detektorja, ki jo pretvarjata v elektricne impulze. Eden zbira Zarke
pod kotom 20°-70° iz ¢esar aparat dolo¢i notranjo zgradbo celice, drugi pa zbira zarke pod

kotom 10°-20°, iz Cesar aparat doloci velikost celice (1, 4).

1.3.1.3 VCS parametri

Celice s podobnimi lastnostmi imajo podoben volumen (V), prevodnost (C) in razprSenost
(S) ter tvorijo skupine na diagramu. Osmotsko nabrekanje in krcenje, ki je rezultat
delovanja reagentov, je kineti¢na reakcija. Nanjo vplivajo temperatura, ¢as in koncentracija
reagenta. Te spremenljivke povzrocajo povecano ali zmanjSano nabrekanje, kar vpliva na
lego populacij. Pozicijski parametri omogocajo, da dobimo populacije v pravi legi na

diagramu (4).

1.4 Preto¢na citometrija

Preto¢na citometrija temelji na merjenju fluorescence celic in razprSenosti svetlobe.
Sodobni pretocni citometri so zmozni analizirati ve¢ tiso¢ delcev vsako sekundo, kar nam
da zanesljivo podobo o fizikalnih in biokemic¢nih lastnostih celic (5).

Za detekcijo v pretocni citometriji se uporabljajo fluorescencne molekule, t.i. fluorokromi,
vezane na protitelesa. Konjungirana monoklonska ali poliklonska protitelesa prepoznajo
specifi¢ne receptorje na celicah, v naSem primeru na vseh levkocitih, in se nanje vezejo. Ti
receptorji so antigenske molekule in sluzijo kot celi¢ni oznacevalci. Njihova prisotnost je
odvisna od razvojne stopnje celic. Celice lahko barvamo z dvema, tremi ali ve¢ vrstami

monoklonskih protiteles. S tem prikazemo, katere kombinacije antigenov izrazajo
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posamezne celice. Monoklonska protitelesa so glede na antigen, ki ga dolocajo, razvrS¢ene
v CD (cluster of differentiation) skupine (6, 7).

V preto¢nem citometru celice ena za drugo potujejo skozi ozek snop svetlobe. Ko pride
posamezna celica v obmocje svetlobnega zarka, se le-ta lahko odbije ali lomi, lahko pa se
tudi absorbira v molekulah fluorokromnih barvil, ki so vezana na monoklonska protitelesa.
Fluorokromi nato oddajo svetlobo ve¢jih valovnih dolzin. Svetlobo, ki jo osvetljena celica
odda, analizira sistem fotosprejemnikov.

Vir svetlobe, ki obseva celice, je laserski zarek. Pri prehodu snopa Zarkov odda posamezna
celica svetlobo, ki je odvisna od njenih lastnosti. Svetlobni signali, ki imajo enake valovne
dolzine kot obsevalna (ekscitacijska) svetloba, nastajajo zaradi sipanja na celi¢nih
strukturah.

Svetlobni signali, ki pa imajo ve¢jo valovno dolZzino kot obsevalna svetloba, nastajajo
zaradi fluorescence.

Vse svetlobne signale zbirajo in selekcionirajo fotodetektorji preko sistema le¢ in

filtrov(6).
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Slika 4: Shematski prikaz preto¢nega citometra.

Dva fotodetektorja merita koli¢ino razprSene svetlobe, ki jo odda obsevalna celica
(oddana-emitirana svetloba je enaka vzbujevalni-ekscitacijski svetlobi).

Fotodetektor FSC (Forward Scatter) zazna razprSeno svetlobo iz smeri laserskega zarka,
koli¢ina prejete svetlobe je sorazmerna velikosti celic.

Fotodetektor SSC (Side Scatter) zazna razprSeno svetlobo pravokotno od smeri laserskega
zarka, koli¢ina prejete svetlobe je sorazmerna granuliranosti celic. Granuliranost celice je
odraz koli¢ine in lastnosti membranskih struktur celice — lizosomov, endoplazmatskega
retikuluma, fagosomov, citoplazemske in jedrne membrane. Poleg fotodetektorjev FSC in
SSC ima preto¢ni citometer tudi ve¢ fluorescencnih detektorjev (FL1, FL2,...), ki merijo
svetlobo vecjih valovnih dolzin od vzbujevalne (laserske) svetlobe. Preto¢ni citometri
imajo obicajno dva do Sest fluorescencne fotodetektorje, od katerih vsak prejema
fluorescencno svetlobo dolocene valovne dolZine, in na ta nac¢in meri signal, ki ga oddaja

dolo¢eno fluorescencno barvilo. Fotodetektorji pretvorijo svetlobne signale v elektri¢ne.
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Izmerjene vrednosti elektricnih signalov po racunalniski obdelavi prikazemo v obliki
tockovnih diagramov in/ali histogramov. O vsaki celici na ta na¢in dobimo podatke o njeni

relativni velikosti, granuliranosti in o vrstah in jakostih oddanih fluorescen¢nih signalov

(6).

1.5 Potrebe po novih metodah diferenciranja

Hematoloski laboratoriji se dandanes zelo hitro spreminjajo in modernizirajo. Diferencialni
avtomatski celi¢ni Stevci z novimi parametri zagotavljajo laboratorijem to¢nejSe podatke,
hitrejSe analize ter izboljSujejo delovno storilnost laboratorijev. Vse te novosti so v korist
tako pacientom kot tudi sami kliniki. Kljub tem izpopolnjenim analiznim sistemom pa
ostaja mikroskopski pregled krvnega razmaza bistvena preiskava v hematoloskih
laboratorijih. Razumevanje in razlaga krvne slike ima pomembno vlogo za postavitev
diagnoze hematoloSke bolezni tako za zdravnika kot za laboratorijskega delavca, ki izvaja
analize.

Pri mikroskopskem pregledu obarvanega krvnega razmaza opazujemo krvne celice in jih
ocenjujemo glede oblike, velikosti, raz€lenjenosti jedra, zgradbe kromatina, granulacij,
obarvanosti citoplazme in zrnc v citoplazmi ter vkljuCkov v citoplazmi. Tezava ronega
mikroskopiranja je v subjektivni oceni morfoloskih znacilnosti krvnih celic, kar privede do
razliénih rezultatov med opazovalci, zahteva pa tudi strokovno usposobljene osebe in
nenehno usposabljanje le teh. Sama priprava krvnega razmaza in diferenciranje le tega
zahtevata veliko Casa. Da bi skrajSali Cas, ki je potreben za oceno krvnega razmaza, na
trziS¢a prihajajo vedno novejsi in boljsi analizatorji, ki avtomatsko naredijo in pobarvajo
krvne razmaze, nekateri pa imajo tudi zmoznost prepoznavanja in razvrS€anja celic v

razrede (8).

Eden takSnih analizatorjev je tudi avtomatski digitalni morfoloski analizator
CELLAVISION® DM96. Sestavljen je iz skenirne enote in racunalnika. Skenirna enota je
sestavljena iz motoriziranega mikroskopa z visoko kakovostnim digitalnim fotoaparatom,
ki zbira in v naprej opredeljuje krvne celice. Motoriziran mikroskop samodejno poisce
celice na objektnem steklu in identificira morebitne bele krvne celice, ustvari digitalne

slike in na osnovi programske opreme analizira celice. Analizirane celice razvrsti v 6
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razli¢nih razredov, in sicer nevtrofilce, eozinofilce, monocite, limfocite, ostalo (sem
spadajo limfomske celice, atipi¢ni limfociti, blasti in tumorske celice) ter nediferencirane
celice (neznane). Digitalne slike se prikazejo na raCunalniSkem monitorju in vse celice iste
vrste se prikazejo v enem preglednem zaslonu. Sistem tudi delno opredeli rdece krvne
celice (polikromazija, hipokromija, mikrocitoza, makrocitoza, poikilocitoza, anizocitoza)
ter prikaze sliko ki omogoca oceno morfologije rdecih krvnih celic, mogoca pa je tudi
ocena trombocitov. Vse slike in podatki se shranjujejo v celovito zbirko podatkov.
Laboratorijski delavec lahko Ze obdelana stekelca nato proucuje na ve¢ nacinov lahko pa
poveca tudi posamezne celice za podrobnejsi pregled. Vsi rezultati in digitalne slike se
shranjujejo v bazi podatkov, zato je mozno kasneje poiskati doloCenega bolnika ter tako
slediti morfoloskim spremembam krvnih celic v daljSem ¢asovnem obdobju.

Nova zmoznost aparature je analiza ostalih telesnih tekocCin, in sicer cerebrospinalne,
pleuralne in sinovialne tekocine. Preparate vzorcev telesnih tekoc¢in predhodno pripravimo
s postopkom citocentrifugiranja ter jih pobarvamo. Pobarvana stekelca nato vstavimo v
analizator. Hkrati lahko vstavimo 12 stekelc, v katerih analizator samodejno Steje celice in
jih razvrSca v zgoraj nastete skupine.

Bistvena prednost analizatorja pred ro¢nim diferenciranjem pa je, da le ta lahko analizira
od 30 do 60 preparatov na uro, kar je neprimerljivo hitreje od ro¢nega mikroskopskega

pregleda (8).

Nedavni razvoj novih vecbarvnih preto¢nih citometrov je sprozil vprasanja o moZzZnosti
diferenciacije belih krvnih celic na pretoénem citometru. Tako kot so v ¢lanku (9), ki je
sluzil kot izhodiSce pri nasi diplomski nalogi, smo tudi mi poskusali v eni sami epruveti in
s kombinacijo razli¢nih protiteles v vzorcu venske krvi dolociti diferencialno krvno sliko.

Za pripravo vzorca in za analizo na preto¢nem citometru smo porabili dobre pol ure Casa.

Na podoben nacin so izvedli diferenciacijo bele krvne slike v eni epruvetki ter s
kombinacijo Sestih protiteles (10). Analizo so opravili le na tistih vzorcih, pri katerih je
hematoloski analizator zabelezil opozorila. Vzorce so predhodno lizirali. Z dodatkom
barvila DRAQS so obarvali in zajeli le Zive celice z jedri. Za detekcijo celic na pretocnem
citometru so uporabili celi¢ne oznacevalce CD36, CD203, CD138, CD45, CD16 in CD56,

za katere so ugotovili, da so dovolj zanesljivi celo za diferenciacijo patoloskih vzorcev. Z
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zajetjem celic, ki se ne barvajo z barvilom DRAQS v kombinaciji s protitelesom CD36, pa

so dolocili tudi trombocite (10).
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2 NAMEN NALOGE

Hemogrami se v Specializiranem hematoloSkem laboratoriju Klinicnega oddelka za
hematologijo rutinsko izdelujejo s hematoloSkim analizatorjem Coulter LH750, ki ima
zmoznost natanc¢nega Stetja petih vrst zrelih krvnih celic, in sicer limfocitov, monocitov ter
nevtrofilnih, eozinofilnih in bazofilnih granulocitov. Analizator je zasnovan tako, da nas
opozori na morebitne abnormalne celice, oceniti pa jih ne more, ker je njihova morfologija
zelo raznolika. Ko se pojavijo opozorila, je potrebno pregledati krvni razmaz. Zaradi vse

vecjega Stevila rocni diferencialnih slik, se pojavljajo potrebe po avtomatizaciji le teh.

V nasi nalogi bomo skusali diferencialno belo krvno sliko dolocitli s pretocnim citometrom
FC500. Vzorcu venske krvi bomo dodali Sest specifi¢nih celicnih oznacevalcev, in sicer
CDI16-FITC, CD2-PE, CRTH2-PE, CD19-ECD, CD16-PC5 in CD45-PC7 ter skusali v

enem koraku ¢im S$irSe zajeti 12 vrst razli¢nih celic.

Zanimalo nas bo, kako uspeSen je ta nacin doloc¢anja diferencialne krvne slike pri normalni

krvni sliki.

Z uporabljenimi protitelesi bomo poskusali zaznati patoloske celice, ki se pojavljajo v

venski krvi nekaterih zna¢ilnih krvnih boleznih.

Nase rezultate bomo primerjali z rezultati dobljenimi s pomoc¢jo hematoloskega

analizatorja Coulter LH750 ter z rezultati ro¢nega mikroskopiranja.
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3 PREISKOVANCI IN METODE DELA

3.1 Preiskovanci

V raziskavo smo vkljucili 49 vzorcev venske krvi, ki je bila v SHL poslana za dolo¢itev
hemograma in DKS. 15 vzorcev je pripadalo zdravi populaciji, ostali so bili vzorci
bolnikov. Vecinoma je Slo za vzorce bolnikov z nanovo odkrito boleznijo. Povpre¢na
starost preiskovanih bolnikov je bila 57 let (13 — 88 let). Vse zbrane patoloske vzorce smo
razdelili v tri skupine glede bolezni, ki je bila ugotovljena pri posameznem vzorcu. Prvo
skupino so sestavljali vzorci bolnikov z malignim limfomom (ML). V to skupino smo
urstili 14 vzorcev s kroni¢no limfocitno levkemijo (KLL), dva vzorca z neopredeljenim ne-
Hodkinovim malignim limfomom (NHL) ter en vzorec z dlakastoceli¢no levkemijo (DCL).
Drugo skupino so sestavljali vzorci bolnikov z akutno levkemijo (AL). Tudi v to skupino
smo uvrstili razli¢ne podtipe te bolezni, in sicer 9 vzorcev bolnikov z akutno mieloblastno
levkemijo (AML) ter dva vzorca z akutno limfoblastno levkemijo (ALL). V zadnjo
skupino pa smo uvrstili vzorce bolnikov z ostalimi diagnozami. Ta skupina zajema po
enega bolnika s kroni¢no mieloi¢no levkemijo (KML), levkopenijo, mikrocitno anemijo
(MA), aktivno sarkoidozo, avtoimunsko trombocitopenijo (AT) in infektivno

mononukleozo (IF). Stevilo bolnikov po diagnozi predstavlja slika 5.

@ ZDRAVI
=ML

OAL

O OSTALO

Slika 5: Stevilo obravnavanih bolnikov glede na diagnozo.
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3.2 Laboratorijske preiskave

3.2.1 Dolocitev celotne krvne slike s hematoloSkim analizatorjem

Za dolocitev celotne krvne slike s hematoloskim analizatorjem smo uporabili vensko kri, ki
smo jo odvzeli v epruvete s K;EDTA. Analizo smo opravili na analizatorju LH750

proizvajalca Beckman Coulter.

REAGENTI IN KONTROLNI VZORCI:

Reagenti za hematoloski analizator Coulter LH750
e DILUENT: razred¢i vzorec, stabilizira celicne membrane, izpira instrument med
analizo, usmerja tok vzorca v preto¢no celico
e COULTER LYSE S II: lizira eritrocite, spros¢a hemoglobin (Hb), zmanjSa
velikost delcev, da ne motijo Stetja levkocitov, povzroc¢i pretvorbo Hb v pigment,
¢igar absorpcija je sorazmerna koncentraciji Hb
e REAGENCNI SISTEM:

1. COULTER LH Series Pak je bazicen, hipertonic¢en reagent, katerega naloga
je normalizirati meSanico reagentov in izenaciti osmotski tlak. Reagent
povrne bele krvne celice v naravno stanje, nevtralizira pH vrednost in vrne
izotoni¢nost. Voda gre iz celic in le-te se skréijo. Ko je dosezeno ionsko
ravnovesje, se kr€enje ustavi in celice so pripravljene za citometricno
analizo.

2. COULTER LH Series RETIC PAK je kisel hipotoni¢en reagent. Ta reagent
povzroc¢i, da celice nabreknejo. Eritrociti so hitreje podvrzeni lizi, ker
vsebujejo veC holesterola kot bele krvne celice in so bolj dovzetni za
reagent.

e COULTER CLENZ ®<¢isti in izpira notranje povrine instrumenta (4).
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Kontrolni vzorci

- COULTER LATRON PRIMER - raztopina, ki jo uporabimo pred Latron kontrolo,
pripravi cevke in ostale komponente za kontrolni postopek

- COULTER LATRON CONTROL - raztopina za preverjanje uravnanosti pretocne
celice, kjer analizator meri volumen celic, prevodnost in sipano svetlobo

- 5C® Series - za spremljanje Stetja celic in diferencialno krvno sliko

PRINCIP MERJENJA:

Stevilo krvnih celic:

Analizator meri Stevilo krvnih celic tako, da najprej vsrka vzorec, ki ga razdeli na dva dela.
En del gre v WBC komoro, drugi del pa v RBC komoro. Suspenziji vzorca, ki potuje v
WBC komoro, je dodan reagent za liziranje , ki povzroci lizo eritrocitov. Suspenzija vzorca
potuje iz komore skozi odprtino pretoc¢ne celice. Preko te odprtine potuje elektri¢ni tok. Ko
celica preide odprtino, sprozi impulz. Stevilo impulzov pomeni §tevilo celic, velikost

impulza pa je sorazmerna z volumnom celice (4).

Diferencialna bela krvna slika:

Medtem ko se polnita WBC in RBC komora, potuje del vzorca v predel za diferencialno
analizo in merjenje retikulocitov. Za diferencialno analizo se vzorec pomesa s segretim
reagentom za liziranje. Med meSanjem vstopi reagent, ki ohranja levkocitne populacije.
Vzorcu se doda Se razred€ilo. Tako pripravljen vzorec aparat injicira v pretocno celico,

kjer se vsaki celici izmeri volumen, prevodnost in razprSenost svetlobe (4).

3.2.2 Ocena diferencialne krvne slike z mikroskopom

Za oceno bele krvne slike pod mikroskopom smo pripravili krvni razmaz, ga posusili,

pobarvali in ocenili.
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DELOVNI PRIBOR:
- predmetna stekelca VITROGNOST
- krovna stekelca
- nastavki za izdelavo razmaza
- posodice z nosilnimi stojali za barvanje krvnih razmazov

- mikroskop Olympus BH-2

REAGENTI:
- May-Griinwald reagent (eozin in metilensko modrega v metanolu)
- Giemsa (eozin in dva derivata metilensko modrega - azurl in azurll v metanolu)
- Sorensenov fosfatni pufer

- Redestilirana voda

Priprava reagentov:

Pred uporabo smo si pripravili vse delavne raztopine.

Sorensenov fosfatni pufer smo pripravili iz raztopine A, ki vsebuje 9,1 g/l KH,POy4
raztopljenega v redestilirani vodi in iz raztopine B, ki vsebuje 9,5 g/l Na,HPOy4 ali 11,9 g/l
Na,HPO4x2H,0. Vzeli smo 630 mL raztopine A in 370 mL raztopine B ter uravnali pH
vrednost na 6,6. Za barvanje smo si pripravili delovno raztopino v 1000mL bucki, in sicer
iz 50 mL mati¢ne raztopine ter dopolnili z redestilirano vodo do oznake. Kon¢na pH
vrednost je bila 6,8. Red¢en Sorensenov fosfatni pufer nam je nato sluzil za pripravo
raztopine May-Griinwalda s fosfatnim pufrom v razmerju 1:1 ter za 10% raztopino Giemse

v fosfatnem pufru.

Priprava krvnih razmazov:

Razmaze smo pripravili iz krvi odvzete v epruvete z K3EDTA v roku §tirih ur od odvzema.
Sol EDTA po daljSem ¢asu povzroca poskodbo celic (2). Pripravili smo jih na ¢istih in
razmasSc¢enih objektnih stekelcih ustrezne kakovosti.

Pred nanosom smo kri dobro premesali ter s pomoc¢jo nastavka za pripravo razmaza (t.i.
metuljéek) kanili kapljico na sredino objektnega stekla tik pod matiranim robom. Krovno

stekelce smo postavimo pred kapljico, potegnili nazaj, da se je kapljica razporedila po
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celotnem robu in na hitro potegnili pod kotom 45 stopinj proti nasprotnemu koncu

stekelca (slika 6).

kot od 30 do 45 stopinj

A

Slika 6: Priprava krvnega razmaza pod kotom.

Na koncu smo krvne razmaze ustrezno oznacili. Susili smo jih na zraku priblizno pol ure

ter jih nato pobarvali po naslednjem postopku:

1. FIKSACIJA: dobro posuSene krvne razmaze smo postavili v posodico z
raztopino po May- Griinwaldu za 5 minut

2. brez vmesnega spiranja smo jih prenesli za 1 minuto v posodico z razred¢eno
raztopino May-Griinwalda s fosfatnim pufrom v razmerju 1:1

3. BARVANIE: razmaze smo prenesli v posodico z 10% raztopino Giemse v
fosfatnem pufru, barvali smo jih 20 minut

4. 1ZPIRANIJE: po konanem barvanju smo razmaze 2-3x sprali s fosfatnim pufrom

in jih posusili na zraku.

POSTOPEK MIKROSKOPIRANIJA:

Ko so bili krvni razmazi pobarvani in posuSeni, smo jih diferencirali s pomocjo
mikroskopa Olympus BH-2. Najprej smo jih pogledali pod malo povecavo (100x-na
povecava) s katero smo si naravnali jasno sliko vidnega polja in poiskali primerno gosto
mesto v razmazu, diferencirali pa smo pod imerzijsko povecavo (1000x-na povecCava).
Presteli smo 100 celic bele vrste, vkljuéno z normoblasti, ¢e jih je bilo manj kot 10%, sicer

smo jih Steli posebej. Celice pregledujemo pod mikroskopom s cikcak tehniko (slika 7).
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A

Slika 7: Prikaz cikcak tehnike mikroskopiranja.

Rezultat smo podali v odstotkih. Hkrati smo ocenili tudi velikost, obarvanost in obliko
eritrocitov ter pod opombe zabeleZzili morfoloske nepravilnosti posameznih krvnih celic ter
morebitno prisotnost velikih trombocitov in agregatov trombocitov. Pri diferenciranju smo
upostevali in ocenjevali obliko in velikost celic, raz¢lenjenost jedra, zgradbo kromatina,

obarvanost citoplazme, granulacije, vkljucke v citoplazmi ter obarvanost zrnc.

Preglednica II: Orientacijske referencne vrednosti za posamezne vrste levkocitov pri odraslih

IME CELIC RELATIVNI DELEZ | STEVILCNA KONCENTRACIJA
10°/L
Palicasti nevtrofilec 0,00-0,05 do 0,5
Segmentiranec 0,40-0,70 1,6-7,5
Limfociti 0,20-0,50 0,8-5,0
Monociti 0,02-0,10 0,08-1,00
Eozinofilci 0,01-0,06 0,04-0,6
Bazofilci 0,00-0,01 do 0,10

3.2.3 Diferenciacija belih krvnih celic na preto¢nem citometru

DELOVNI PRIBOR
Pri delu smo uporabljali:
* pipete znamke Eppendorf (50uL, 1mL)
» pipete znamke Transferpette® (10uL, SuL)
» razli¢no velike nastavke za pipete
= epruvete za odCitavanje na pretocnem citometru

= vyortex
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= pretocni citometer FC500, Beckman Coulter

REAGENTI:
e (CD36-FITC (fluoresceine a-isothyocyanate ) (ref. IMO766U, klon FAG.152)
e (CD2-PE (phycoerythrin) (ref.A07744, klon 39C1.5)
e CRTH2-PE (ref.A07413)
e (CDI19-ECD (phycoerythrin texsas red) (ref.A07770, klon J3-119)
e CDI16-PCS5 (phycoerythrin cyanin 5) (ref.A07767, klon3GS)
e (CDA45-PC7 (phycoerythrin cyanin7) (refIM3548, klon J.3)
e VersaLyse™
e Beads (flow-count fluorosphere)

e PBS-puferirana fizioloska raztopina

Proizvajalec vseh zgoraj nasStetih reagentov je IMMUNOTECH (France), razen PBS,
katerega smo si pripravili sami.

Protitelesa smo shranjevali v hladilniku pri temperaturi 2-8°C ter zas¢itene pred svetlobo.
Beadse in PBS smo ravno tako shranjevali v hladilniku. Reagent za liziranje smo
shranjevali pri sobni temperaturi (18-25°C). Rok uporabe je odtisnjen na steklenicki, po

odprtju je uporaben Se 90 dni.

Priprava reagentov:

PBS- puferirana fizioloska raztopina

Za mati¢no raztopino potrebujemo 40g NaCl, 1 g KCl, 1 g KH,PO4 in 7,6 g
Na,HPO4x2H,O0, ki jo raztopimo v 300 mL redestilirane vode in dopolnimo v merilni
bucki do 500 mL.

Delovno raztopino si pripravimo iz 100 mL mati¢ne raztopine ter 900 mL redestilirane

vode ter dodamo 1 g NaNj3. Natrijev azid sluzi kot konzervans.

VZOREC:
Polna venska kri odvzeta v epruvete z EDTA
Koncentracija levkocitov v vzorcu krvi je mora biti od 5x10°/L do 10x10°/L. Ce je bilo

potrebno, smo vzorec red¢ili s PBS do ustrezne koncentracije.
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Koncentracija eritrocitov v vzorcu krvi ni smela presegati koncentracije 6x10'%/L. V

primeru, da jo je, smo vzorec red¢ili s PBS.

POTEK DELA:

V oznaceno epruveto smo pipetirali po 10 uL protiteles CD36-FITC, CD2-PE in CRTH2-
PE ter po 5 pL protiteles CD19-ECD, CD16-PC5 in CD45-PC7. Nato smo dodali 50 pL
vzorca ter inkubirali 20 minut v temi pri sobni temperaturi. Po kon¢ani inkubaciji vzorca in
protiteles smo rdece krvne celice lizirali z ImL reagenta VersaLyse™, moc¢no premesali in
inkubirali v temi pri sobni temperaturi 10 minut. V epruveto smo nato tik pred

odcitavanjem pipetirali Se 100 uL raztopine beads-ov in premesali.

MERITVE:

Pripravljen vzorec smo analizirali na pretonem citometru FC500, proizvajalca Beckman
Coulter.

Celice v vzorcu smo oznacili s protitelesi, ki so oznacena s fluorokromi (FITC, PE, ECD,
PC5 IN PC7). Ko so celice potovale skozi laserski zarek, so se fluorokromi vzburili in
fluorescirali. Z opti¢nimi zrcali in filtri se oddana svetloba razdeli na svetlobo razli¢nih
valovnih dolzin. To svetlobo zaznajo detektorji svetlobnih signalov. S procesiranjem
signalov in racunalniSko obdelavo podatkov dobimo rezultate meritev, ki so v naSem
primeru prikazane z citogrami. Z eno meritvijo na pretocnem citometru smo hkrati

prikazali prisotnost/odsotnost Sestih celicnih antigenov v enem vzorcu krvi.
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3.3 Metode

Zbirali smo izvide iz hematoloskega analizatorja Coulter LH750 (Stevilo levkocitov, delez
in absolutno Stevilo limfocitov, monocitov, nevtrofilcev, eozinofilcev ter bazofilcev).
Zbirali smo izsledke ro¢ne diferencialne krvne slike krvnih razmazov po pregledu pod

svetlobnim mikroskopom ter izsledke merjenja na preto¢nem citometru FC 500.

3.3.1 Podatki iz hematoloSkega analizatorja LH750

Diagram Coulter LH750 (slika 8) prikazuje limfocite, monocite ter nevtrofilne, eozinofilne
in bazofilne granulocite. Kot je razvidno na sliki, je na x osi sipana svetloba, na y osi

volumen celic ter na z osi prevodnost celic.

" Retate Laser Seatter

Slika 8: Tridimenzionalni podatkovni diagram Coulter LH750.
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3.3.2 Podatki iz preto¢nega citometra FC500

Pomembna moznost analize s preto¢no citometrijo je zamejevanje celicnih populacij
(»gating«), ki omogoc€a analizo fizikalnih in antigenskih lastnosti skupine celic v

heterogeni celi¢ni suspenziji (11).

1
CMF_GBTOT

1023

CD45PCT

Slika 9: Citogram populacije levkocitov (Citogram 1).

Prvi citogram prikazuje, kako lahko na osnovi granuliranosti celic in ekspresije CD45
antigena (skupni levkocitni antigen) v heterogeni celi¢ni suspenziji opredelimo vec
razli¢nih celi¢nih populacij, in sicer limfocite, monocite in granulocite. Celice, ki so
najbolj granulirane, se razporedijo najvi§je v citogramu. Sem sodijo granulociti, predvsem
zreli. Celice, ki so najmanj granulirane, se razporedijo najnizje v citogramu. To so
limfociti. Nekoliko bolj kot limfociti so granulirani monociti. Celi¢ni oznacevalec CD45
je najmocneje izrazen na zrelih celicah bele vrste, slabo se izraza na mladih, nezrelih

celicah, odsoten pa je na eritrocitih.
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Slika 10: Citogram populacije nevtrofilnih granulocitov ter podrocja B, D in G (Citogram 2).

Drugi citogram prikazuje porazdelitev levkocitov na osnovi granuliranosti in izrazanja
CD16 antigena. Celicni oznaCevalec CDI16 je najmocneje izrazen na nevtrofilnih
granulocitih, ki so tudi najbolj granulirani. Prisoten pa je tudi na citotoksi¢nih T limfocitih
in NK celicah ter na vnetnih (inflammatory) monocitih. Na tem citogramu imamo
prikazana $e tri orientacijska podrocja, podro¢je B, podroc¢je D in podrocje G, ki pomagajo

pri nadaljnjem opredeljevanju populacij.
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Slika 11: Citogram celic zamejenih v podro¢ju G, kjer zajamemo populacijo nezrelih granulocitov

ter podroc¢je H (Citogram 3).
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Slika 12: Citogram celic iz podro¢ja H, kjer zajamemo populacijo eozinofilcev (Citogram 4).

Na tretjem in Cetrtem citogramu (sliki 12 in 13) je prikazana porazdelitev celic iz podrocja
G. Sibko izrazanje antigena CD45 oznacuje nezrele granulocite. Podrogje, kjer je CD45
antigen mocneje izrazen, je oznaceno s ¢rko H. V tem podrocju je v naslednjem, Cetrtem,

citogramu s pomocjo celicnega oznatevalca CRTH2 (CD294) zamejeno podrocje

eozinofilcev.
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Slika 13: Citogram celic iz podrocja D, ki so CD16 pozitivne, in s katerim zajamemo populacijo

T/NK citotoksi¢nih celic ter populacijo vnetnih monocitov (Citogram 5).
Na petem citogramu (slikal3) so prikazane celice iz podroc¢ja D (citogram 2). To so celice,

ki imajo moc¢no izraZen antigen CD16, ki je prisoten na citotoksi¢nih T limfocitih, na NK

celicah ter na vnetnih monocitih. S celicnim oznacevalcem CD36 zajamemo vnetne
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monocite. S kombinacijo oznacevalcev CD2 + CRTH2 pa citotoksi¢ne T limfocite ter NK
celice. Celi¢ni oznafevalec CD2 se izraza na limfocitih T in na vecini NK celic. Populaciji
citotoksi¢nih limfocitov T ter NK celic sta zajeti skupaj in jih z uporabljenimi oznacevalci

ne moremo lociti med seboj.

L1 IJIIIJ|

ZoneK ——p
1025 50.7%
w =
o 4
o~
g A
g '
o 10 =
+ 3
o~ —
o .
(5] -
Bl
10° ZoneC L
40.3% — P>

L1 lJIIlIl

I IHIIII] I I[IIII| T [IIIII]| rrrrm
10° ! 10° 10°
CD45PCT

Slika 14: Citogram celic zamejenih v podro¢ja B, ki so CD16 negativne. Zamejeno populacijo

celic opredelimo na podrocji C in K (Citogram 6).

Citogram na sliki 14 prikazuje celice iz podroc¢ja B (citogram 2), ki so najmanj granulirane
ter ne izrazajo CD16 antigena. Ker je celicni oznafevalec CD45 mocno pozitiven,
zajamemo limfocite in monocite. S kombinacijo oznacevalcev CD2 + CRTH2 razdelimo

obmocje citograma na dve podrodji, in sicer na podroc¢je K in na podrocje C.
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Slika 15: Citogram celic zamejenih v podro¢ju K, s katerim opredelimo populacije bazofilcev,

necitotoksic¢nih limfocitov T ter limfoblastov T (Citogram 7).
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Citogram na sliki 15 prikazuje porazdelitev celic iz podro¢ja K (citogram 6), kamor se
umestijo celice, ki izrazajo na svojih povrSinah CD2 antigen in/ali CRTH2 antigen. CD2
antigen je prisoten na vseh limfocitith, medtem ko je antigen CRTH2 prisoten na
necitotoksi¢nih limfocitth T ter na bazofilcih, ki so nekoliko bolj granulirani.
Necitotoksi¢ni limfociti T na svoji povrSini ne izrazajo CD16 antigena, izrazajo pa CD2

in/ali CRTH2 antigen.
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Slika 16: Citogram populacije celic, ki so oznacene s podro¢ji F in J ter so predhodno zamejene v

podrocju C (Citogram 8).

V citogramu 8 (slika 16) so zajete celice iz podroc¢ja C (citogram 6), ki na svoji povrSini ne
izrazajo CD16 antigena. To so celice, ki niso granulirane imajo pa na svoji povrsini CD45
antigen. Celotno obmocje je razdeljeno na dve podrocji, podrocje J, v katerem so celice, ki
se vezejo s protitelesi za CD19 in podro¢je F, kamor se umestijo celice, ki vezejo
protitelesa za CD36. Levo spodaj je zamejeno podrocje celic, ki so CD19 in CD36

negativne ter je definirano kot blastno okno.
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Slika 17: Citogram celic predhodno zamejenih v podroc¢ju J, s katerim prikazemo populacije

limfocitov B ter limfoblastov B (Citogram 9).

V citogramu 9 (slika 17) so prikazane celice iz podroc¢ja J (citogram 8), ki moc¢no izrazajo
antigen CD19. Ta je prisoten na B limfocitih. Podrocje, kjer je celi¢ni oznacevalec CD45
Sibkeje izrazen, pripada B limfoblastom, podrocje, kjer je mo¢neje izraZen, pa zrelejSim B

limfocitom.
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Slika 18: Citogram celi zamejenih iz podro¢ja F s katerim prikazemo populacijo monocitov

(Citogram 10).

Citogram CD36/CD45 (slikal8) doloca levkocite iz podrocja F (citogram 8), ki na svoji
povrsini izrazajo CD36 antigen, ki je znalilen za monocite. Z mo¢nim izraZanjem

oznacevalca CD36 in negativnim oznacevalcem CD19 dolo¢imo populacijo monocitov.
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Slika 19: Citogram populacije mladih celic mieloi¢ne vrste (Citogram 11), ki so predhodno zajete

v blastnem oknu (slika 16)

Na zadnjem citogramu so prikazane celice, ki so zajete v podrocju blastnega okna. Te
celice so CD19 in CD2 negativne, kar pomeni, da ne spadajo v limfocitno vrsto. Celice
niso granulirane. Celi¢ni oznacevalec CD45 je Sibko izrazen. V to podrocje se razvr§cajo

mlade celice mieloi¢ne vrste (mieloblasti).
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Delez posamezni vrst krvnih celic smo odcitali iz rezultatske tabele, ki jo je izdelal
program pretocnega citometra na podlagi citogramov in vnesenega protokola. V spodnji
preglednici imamo prikazano, kaksSno je izraZanje posameznega celi¢nega oznacevalca pri

doloceni celi¢ni vrsti in v katerem citogramu so zajete posamezne vrste belih krvnih celic.

Preglednica III: Prikaz intenzitete izraZzanja posameznega celiCnega oznacevalca pri doloceni

celini vrsti.

Celic¢na vrsta Intenziteta izraZanja celi¢nih oznacevalcev | Citogra
m

Limfociti B SS|, CD45%1, CD167, CD2 in CRTH2, CD19" 9

Limfoblasti B SS|, CD45], CD16", CD2 in CRTH2", CD19" 9

Necitotoksicni T SS|, CD45%, CD16, CD2/CRTH2" 7

limfociti

Citotoksi¢ni T SS|, CD451, CD16", CD2/CRTH2" 5

limfociti in NK

celice

Limfoblasti T SS|, CD45|, CD167, CD2/CRTH2" 7

Mieloblasti SS|,CD45], CD19", CD2 in CRTH2 11

Nezreli granulociti SSt, CD451], CD167, CD2 in CRTH2 3

Nevtrofilci SSt1, CD451, CD16" 2

Eozinofilci SSt, CD45%1, CD167, CD2/CRTH2" 4

Bazofilci SSt], CD451], CD16", CD2/CRTH2" 7

Monociti SSt], CD167, CD2 in CRTH2, CD19’, 10
CD36"

Vnetni monociti SS|1, CDl1 6',CD2 in CRTH2", CD19, 5
CD36"

Legenda:

1 - mocno izrazanje

| - Sibko izrazanje

1| - srednje mocno izrazanje

+ - prisotnost celicnega oznacevalca
- - odsotnost celi¢nega oznacevalca
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3.3.3 Statisti¢na analiza

V statisticni analizi smo med seboj primerjali vrednosti posameznih vrst celic dobljenih s
tremi razlicnimi nacini dolo¢anja. Dobljenim rezultatom smo dolocili Me in kvartile. Prvi
kvartil (Q;), imenovan tudi 25. centil, je vrednost pod katero se nahaja 25% vseh
nevtrofilcev. Drugi kvartil (Q-) je hkrati tudi Me. Po definiciji je to mera srednje vrednosti,
ki ranzirno vrsto razdeli na dva enaka dela. Polovica vrednosti je od nje manjsih ali enakih,
druga polovica pa vecjih ali enakih. Tretji kvartil (Q3) je vrednost, od katere je manjsih ali
njej enakih 75% vrednosti.

Razpon vrednosti pri vsaki metodi smo grafi¢no prikazali v obliki kvantilnega diagrama.
Gre za zaporedno nanizane okvirje s po dvema rocajema (angl. box-and-whiskers plots).
Vsak okvir z rofajema doloca pet tock: pogojni minimum (min) in pogojni maksimum
(max) ter kvartili Q;, Q2 in Q3. Pogojni minimum je najmanjSa vrednost, ki Se ni spodnji
osamelec, pogojni maksimum pa najvecja vrednost, ki ni zgornji osamelec. Obmocje v
okvirju oznacuje srednjo polovico vrednosti (vrednosti med 25. in 75. centilom oz. med 1.
in 3. kvartilom). DebelejSa precna linija znotraj tega obmocja predstavlja Me. Porazdelitev
preostale vrednosti ponazarjata rocaja, ki pa nikoli ne presegata 1,5-kratne viSine okvirja
(t.i. medkvartilnega obmoc¢ja). V posameznemu kvantilnemu diagramu so lahko prisotni
zgornji in spodnji osamelci (°) (izstopajoCe vrednosti) ter zgornji in spodnji ekstremni
osamelci (*) (ekstremno izstopajoce vrednosti) (12).

S Friedmanovim testom za primerjavo ve¢ med seboj odvisnih vzorcev smo ugotavljali, ¢e
se razlicne metode diferenciacije belih krvnih celic med seboj statisticno razlikujejo.
Statisti¢no obdelavo podatkov smo izvedli s programom za statisti¢no analizo SPSS (SPSS

16.0 for Windows).
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4 REZULTATI

Za detekcijo 12-ih razliénih vrst belih krvnih celic smo uporabili 5 barvno preto¢no
citometrijo ter kombinacijo 6-ih specifi¢nih celi¢nih oznacevalcev CD36-FITC, CD2-PE,
CRTH2-PE, CD19-ECD, CD16-PC5 in CD45-PC7. Celi¢ni oznacevalec CD45 se pojavlja
na vseh celicah bele vrste, pri ¢emer je zelo moc¢no izrazen na zrelih celicah, Sibko na
mladih, nezrelih celicah, odsoten pa je na rde€ih krvnih celicah. Vsaka od celic ima
drugacno intenziteto izrazanja celicnega oznacevalca CD45 ter razlicno granuliranost
(SSC). Najbolj granulirani so granulociti, najmanj pa limfociti in monociti. Za lo¢evanje
med monociti in limfociti B smo izbrali celicna oznafevalca CD36 in CD19. Prikaz
citograma s tema dvema oznacevalcema je prikazan na sliki 16. CD36 antigen imajo na
svoji povrsini tudi mladi normoblasti. Med granulociti smo s celicnim oznacevalcem
CRTH2 dolocili populaciji eozinofilcev in bazofilcev (sliki 12 in 15), z oznacevalcem
CD16 pa nevtrofilne granulocite. Celi¢ni oznacevalec CD16 je prisoten tudi na
citotoksi¢nih T/NK limfocitih in vnetnih (inflammatory) monocitih. Za opredelitev T-
celi¢ne vrste smo izbrali celicni oznacevalec CD2, ki je prisoten na limfocitih T in vecini
NK celic. V kombinaciji s celi¢nim oznacevalcem CD16, CD2 oznacevalec omogoca
zaznavo tako necitotoksiénih limfocitov T (CD2"/CD16") kot tudi citotoksiénih limfocitov
T (CD2'/CD16"), vendar pa s tema dvema oznatevalcema ne moremo razloGevati med
citotoksi¢nimi limfociti T in NK celicami.

Interpretacija nasih rezultatov temelji na zamejevanju celi¢nih populacij (»gating«), ki smo
ga izvedli na dva razlicna nacina: t.i. orientacijsko in specificno zamejevanje. Pri
orientacijskem zamejevanju smo izbrali oziroma zajeli celice, ki imajo podobne, lahko pa
tudi iste lastnosti glede izrazanja dolo¢enega antigena. S specifiénim zamejevanjem
celi¢nih populacij pa smo proucevali antigenske lastnosti ene same populacije. Za boljse in
hitrejSe razumevanje in interpretacijo rezultatov so v citogramu posamezne populacije celic
obarvane z razli¢nimi barvami. Ze v prvem citogramu CD45/SSC (slika 20) nam barvni
zapis omogoca, da si ustvarimo sliko posameznih populacij levkocitov ter razumemo

karakteristiko izrazanja celi¢nega oznacevalca CD45 in granuliranosti celic (SSC).
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Slika 20: Prikaz barvnega zapisa posameznik populacij levkocitov.

4.1 Primerjava izsledkov vseh treh metod

Slika 21 prikazuje primer rezultatske tabele, ki jo je na osnovi v prejSnjem poglavju
opisanih citogramov izdelal preto¢ni citometer (program) na osnovi vnesenega protokola.
Delno diferencialno krvno sliko smo dobili tudi s pomo¢jo VCS tehnologije (LH750).
Slika 22 prikazuje citogram, ki ga prikaZze hematoloski analizator ter tabelarini izpis.
Roc¢no diferencialno sliko je izdelal tehnik v citoloskem laboratoriju in slika 23 prikazuje
krvni razmaz pod mikroskopom pri 1000x povecavi za istega bolnika ter rezultate v tabeli.

QGre za rezultate normalne krvi.
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Color | Name % Gated | Cells/pL
| C'VF_BLASTT |0.49 13.14
| cvF BASO  [069 1847
[ ]| CMF_LYTNC |16.64 444.08
I cvF PLT 0.00 0.00
| CVF_NKTC  |3.05 81.36
[ ]| Zonek 17.81 475.16
| CMF_AUTRE |1.07 2842
|- CMF_MOCIRC|6.34 169.28
|- CMF_NE 62.49 1667 .43
|- CMF_MOPROI|0.47 1261
|- CMF_GRANI |0.51 13.50
|- CMF_EOS  |4.05 108.18
| cwrFLve 1,68 44776
| CVFELasTE | 000 [no0

1023

ss

1
CMF_GBTOT

Slika 21: Prikaz rezultatske tabele in citograma iz preto¢nega citometra.

Legenda:
CMF BLASTT - limfoblasti T
CMF BASO - bazofilci
CMF LYTNC — necitotoksicni limfociti

CMF NKTC - citotoksiéni limfociti T in NK celice

CMF AUTRE — mieloblasti
CMF MOCIRC — monociti
CMF NE — nevtrofilci
CMF MOPROI — vnetni monociti

CMF GRANI — nezreli granulociti

CMF EOS- eozinofilci

CMF LYB - limfociti B

CMF BLASTB — limfoblasti B

39



wBC [5.8

Nex[601 NEw [35
wxl2re s fe
MO % [7.4 H Mow [o.a
Eox[e¢1  H  Eowfo2
BA % [0.8 pas o0
NRBC%[00  nNmecH 00

Slika 22: Prikaz rezultatov in citograma iz hematoloskega analizatorja.

Elasti
Promielocit
Ilielocit
Metamielocit
FPalitasti
granlociti
Hevtrofilc: o3
Eczinofilct
Bazofilci 1
Frolimfocit
Limfocit 36
Atipicnt imfocit
Promonocit
Idonocitt O
normeblast

Slika 24: Prikaz rezultatov ro¢ne DKS in krvnega razmaza pod mikroskopom.
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4.2 lIzsledki

rezultatov

normalnih vzorcih

Vzoréno skupino zdravih preiskovancev je sestavljalo 15 vzorcev venske krvi. Rezultati, ki

smo jih primerjali med seboj, so prikazani v preglednici IV.

Preglednica IV: rezultati preislovanih parametrov zdrave populacije.

proucevanih  parametrov
hematoloskega analizatorja, mikroskopa in preto¢nega citometra pri

dobljenih

vzorec St.Lke 10°/L metoda | Ne% Ly% Mo% Eo% Ba%

ZA 5,8 DKS 53 36 5 5 1
LH 60,1 27,6 7,4 4,1 0,8
FC 63,0 21,5 7,0 4,1 0,7

™M 5,9 DKS 48 44 7 0 1
LH 48,4 36,4 11,6 2,7 0,9
FC 47,7 31,9 11,8 2,4 2,2

JN 6,2 DKS 68 28 4 0 0
LH 65,2 24,9 8,3 1,0 0,6
FC 65,0 24,4 7,8 1,1 1,0

TK 5,5 DKS 52 39 9 0 0
LH 50,5 37,9 9,5 1,5 0,6
FC 51,9 31,3 9,7 1,6 0,2

SGI 9,1 DKS 67 23 7 2 1
LH 62,4 25,1 8,7 2,6 1,2
FC 69,1 14,9 8,6 2,8 0,8

AS 6,6 DKS 51 46 2 1 0
LH 52,5 34,7 9,1 3,0 0,7
FC 51,7 30,4 9,7 2,9 0,5

PJ 9,0 DKS 59 27 12 1 1
LH 62,6 22,1 11,6 32 0,5
FC 60,7 19,3 11,6 3,0 0,5

MM 8,6 DKS 59 30 6 5 0
LH 61,2 27,4 7,5 34 0,5
FC 61,2 21,1 8,2 3,7 0,2

MB 6,1 DKS 45 34 9 12 0
LH 41,5 34,5 10,8 12,4 0,8
FC 40,4 22,8 8,5 12,1 0,7

KP 6,7 DKS 55 32 11 2 0
LH 63,2 26,7 7,0 2,2 0,9
FC 62,6 25,5 6,9 2,3 0,4

BA 6,3 DKS 54 40 4 1 1
LH 57,6 31,6 8,1 2,2 0,5
FC 57,4 23,9 8,1 1,9 0,6

DK 8,8 DKS 65 25 6 4 0
LH 59,4 31,2 6,5 2,6 0,3
FC 54,3 32,6 6,9 2,1 0,4

MZ 4.4 DKS 66 23 8 2 1
LH 58,2 31,8 8,9 0,6 0,5
FC 58,3 25,9 9,4 0,6 0,4

JL 8,8 DKS 56 23 14 7 0
LH 59,4 25,1 8,4 6,4 0,7
FC 59,9 21,5 8,8 4,5 0,5

AB 6,7 DKS 53 41 2 3 1
LH 54,6 34,9 6,9 32 0,4
FC 65,1 17,9 7,0 3,5 0,4
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4.2.1 Statisti¢no vrednotenje proucevanih parametrov pri zdravi populaciji

Pri statisticnem vrednotenju smo primerjali absolutno Stevilo nevtrofilnih granulocitov,
limfocitov, monocitov, eozinofilcev in bazofilcev merjenih s hematoloskim analizatorjem,
pretocnim citometrom ter s pregledom krvnega razmaza. Podrobneje smo predstavili
vrednosti nevtrofilnih granulocitov in limfocitov.

Friedmanov test je pokazal, da med vrednostmi mediane nevtrofilcev merjenih z razlicnimi
metodami ni statistiéno znacilnih razlik (p>0,05). Nekateri izmed parametrov statisticne

obdelave absolutnega Stevila nevtrofilcev so zbrani v preglednici V.

Preglednica V: Primerjava velikosti prvih kvartilov, median in tretjih kvartilov pri nevtrofilcih
zdrave populacije.

Qi Me Qs

NeDKS | 2.90 | 3.55 | 5.07
NgLH 2,85 3,66 5,23
NgFC 2,85 4,04 5,26

Q-prvi kvartil; Me-mediana; Q;-tretji kvartil

Razpon vrednosti nevtrofilcev pri vsaki metodi smo graficno prikazali v obliki kvantilnega
diagrama. Slika 25 prikazuje porazdelitve vrednosti nevtrofilnih granulocitov merjenih s
tremi metodami, in sicer z rono DKS, hematoloSkim analizatorjem in pretocnim

citometrom. Vidimo, da med porazdelitvami nevtrofilnih granulocitov ni velikih razlik.
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Slika 25: Kvantilni diagram porazdelitve vrednosti nevtrofilnih granulocitov pri vsaki od

uporabljenih metod zdrave populacije. Obmocje v okvirju oznaCuje vrednosti med 1. in 3.

kvartilom. Debela ¢rta znotraj tega obmocja predstavlja mediano. Vrednosti na y osi predstavljajo

absolutne vrednosti §tevila nevtrofilcev (10°/L).

Statisticno smo primerjali tudi vrednosti limfocitov merjenih z razliénimi metodami.

Friedmanov test je pokazal statisti¢no znacilno razliko v vrednostih limfocitov dobljenih z

razli¢nimi metodami (p<0,05).

Preglednica VI: Primerjava velikosti prvih kvartilov, median in tretjih kvartilov pri limfocitih

zdrave populacije.

Qi Me Qs
LyDKS | 2,09 2,14 2,58
LyLH 1,79 2,10 2,29
LyFC 1,35 1,71 1,18

Q-prvi kvartil; Me-mediana; Q;-tretji kvartil
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Slika 26: Kvantilni diagram porazdelitve vrednosti limfocitov pri vsaki od uporabljenih metod
zdrave populacije. Obmocje v okvirju oznacuje vrednosti med 1. in 3. kvartilom. Debela ¢rta
znotraj tega obmocja predstavlja mediano. Vrednosti na y osi predstavljajo absolutne vrednosti

Stevila limfocitov merjenih v 10°/L.

Slika 26 prikazuje porazdelitev vrednosti limfocitov pri razlicnih metodah. Vidimo, da
med porazdelitvama limfocitov merjenih z rocno DKS in hematoloskim analizatorjem LH
ni velikih razlik. Najve¢je vrednosti limfocitov smo dobili pri metodi ro¢nega
mikroskopiranja. Prisoten je tudi spodnji osamelec (°), verjetno zaradi nizkega Stevila
levkocitov vzorca. 1z pripadajoce tabele VI lahko razberemo, da sta Me dobljeni z metodo
ro¢ne DKS in LH-ja skoraj identi¢ni, razlikujejo se le srednje polovice vrednosti. Pri DKS
se ta vrednost nahaja med 2,09 in 2,58 x10°/L, pri LH zajema vrednosti med 1,79 in 2,29
x10”/L. Statisti¢no najbolj odstopajo vrednosti limfocitov dobljene z metodo FC. Me znasa
1,71 x10°/L, medtem ko se srednja polovica vrednosti nahaja med 1,36 in 1,88 x10°/L.

Prisoten pa je tudi zgornji osamelec.

Izmerili smo tudi vrednosti monocitom, eozinofilcem in bazofilcem, vendar pa jih nismo
podrobneje opisovali zaradi majhnih vrednosti ter s tem vecjih odstopanj pri posamezni

metodi.
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4.3 lIzsledki in rezultati statisticne analize proucevanih parametrov iz
hematoloskega analizatorja, mikroskopa in preto¢nega citometra pri
bolnikih z ML

Vzoréno skupino bolnikov z ML je sestavljalo 17 vzorcev. 14 vzorcev je pripadalo
bolnikom z B-KLL, dva bolnikoma z NHL in eden bolniku z DCL.

Pri bolnikih z B-KLL so lahko prisotni tako mali zreli limfociti kot tudi "atipi¢ni"
limfociti. To so lahko prolimfociti, nezreli limfociti, veliki limfociti ter limfociti z zazetim
jedrom (13). Z vsemi tremi metodami diferenciacije belih krvnih celic smo dolocili
povisan odstotek limfocitov. Pri pregledu razmaza krvi pod svetlobnim mikroskopom smo
pri vecini vzorcev zasledili Gumprechtove sence, v Sestih primerih pa tudi atipine
limfocite, kar je razvidno iz preglednice VII. Tudi s preto¢no citometri¢no analizo smo pri
vseh vzorcih dobili zelo poviSan odstotek limfocitov, ki pripadajo glede na imunoloske
znacilnosti limfocitom B. Na sliki 27 sta prikazana znacilna citograma vzorcev krvi

bolnikov z B-KLL.
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Slika 27: Podrocje limfocitov B v citogramu
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Preglednica VII: Izsledki rezultatov limfocitov merjenih z razli¢énimi metodami pri bolnikih z B-

KLL.

| LIMFOCITI
vzorec St.Lke 10°/L metoda | Ne% Ly% | LyT% | LyB% | NK% opombe
SS 31,8 DKS 32 66
LH 21 72,9 atipi¢ni Ly, limfocitoza
monocitoza
FC 28,7 63,5 77 | 551 ] 07
LM 12,4 DKS 23 71 Gumprechtove sence
LH 19,5 72,2 limfocitoza
FC 19,9 69,7 126 [ 562 [ 09
KF 26,9 DKS 12 87 Gumprechtove sence
LH 9,6 88,6 Ly blasti, razli¢ni Ly,
limfocitoza
FC 9,6 85,4 81 [ 757 | 16
DM 57,7 DKS 29 69 Gumprechtove sence
LH 25,7 72,7 Limfocitoza,
levkocitoza
FC 20,1 77,2 27 | 745 | 00
DH 14,0 DKS 25 68
LH 27,3 67,2 limfocitoza
FC 28,2 62,1 87 | 525 | 19
GD 21,1 DKS 19 62 veliki limfociti z vidnim
nukleolom(19)
Gumprechtove sence
LH 15,0 80,6 limfocitoza
FC 16,4 752 72 ] 616 [ 06
KA 4,0 DKS 38 58
LH 33,6 63,8
FC 33,4 60,1 72 | 526 [ 03
CM 353 DKS 5 94 Gumprechtove sence
LH 13,8 80,9 atipi¢ni Ly, limfocitoza
FC 4,1 89,4 24 | 88 [ 02
PE 46,2 DKS 10 56 veliki limfociti z vidnim
nukleolom(23)
Gumprechtove sence
LH 5,8 78,2 Ly blasti, limfocitoza,
monocitoza
FC 52 88,1 76 | 794 [ 1,1
BS 183,7 DKS 0 100 Gumprechtove sence
LH 3,6 89,6 Mo blasti, atipi¢ni ly
FC 0,1 97,3 09 [ 963 [ 01
LT 132,9 DKS 4 95 Gumprechtove sence
LH 6,3 85,2 atipi¢ni Ly, limfocitoza
FC 34 93,0 09 [ 917 | 04
7L 45,5 DKS 26 74 Gumprechtove sence
LH 11,8 84,6 atipi¢ni Ly, limfocitoza,
levkocitoza
FC 19,2 79,9 55 | M2 | 12
TZ 21,2 DKS 15 83 Gumprechtove sence
LH 14,4 82,5 atipi¢ni Ly, limfocitoza
FC 12,7 83,8 134 [ 701 [ 03
SA 17,0 DKS 13 79 veliki limfociti z vidnim
nukleolom(6)
Gumprechtove sence
LH 20,1 76,6 atipi¢ni Ly, limfocitoza
FC 24,4 72,5 82 | 633 | 10
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4.3.1 Statisti¢no vrednotenje proucevanih parametrov pri bolnikih z B-KLL

Pri skupini bolnikov z B-KLL smo zaradi zadostnega Stevila vzorcev opravili statisti¢no
analizo. Kot pri zdravi populaciji, smo tudi tu za statisticno primerjavo vrednosti
opazovanih parametrov uporabili Friedmanov test. Pokazal je, da med vrednostmi
nevtrofilcev merjenih s tremi razlicnimi metodami ni statisticno znacilnih razlik (p>0,05).
Razpon vrednosti nevtrofilcev pri vsaki metodi imamo grafi¢no prikazano v obliki

kvantilnega diagrama na sliki 28.

20
4
*
15 o
12
o -9
:
_ o
10 . .
.
o
T T T
NgDKS NgLH NgFC

Slika 28: Kvantilni diagram porazdelitve vrednosti nevtrofilnih granulocitov pri vsaki od
uporabljenih metod populacije bolnikov z B-KLL Vrednosti na y osi predstavljajo absolutne

vrednosti §tevila nevtrofilcev merjenih v 10°/L.

Najvecje vrednosti nevtrofilcev kot tudi razpon le-teh smo dobili pri analizatorju LH-ju,
prisoten pa je tudi zgornji osamelec (°). Iz pripadajoce preglednice V lahko razberemo, da
se srednja polovica vrednosti nahaja med 2,65 in 6,63 x10°/L. Pri DKS se ta interval nahaja
med 2,10 in 6,53 x10°/L, prisotna sta dva zgornja osamelca (°) in en ekstremni osamelec
(*). Najmanjsi razpon vrednosti pa smo dobili pri metodi z FC, kjer le ta znasa med 2,16 in

5,57 x10°/L. Tudi pri tej metodi sta prisotna en zgornji osamelec (°) in en zgornji
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ekstremni osamelec (*). Najvisjo vrednost Me smo dobili pri metodi z LH in znasa 3,62

x10%/L, najnizjo pa pri metodi z FC, kjer je ta vrednost 3,08 x10°/L.

Preglednica VIII: Primerjava velikosti prvih kvartilov, median in tretjih kvartilov pri

nevtrofilnih granulocitih populacije bolnikov z B-KLL.

Qi Me Qs
NgDKS | 2,10 | 3,36 | 6,53

NglH | 2,65 3,62 6,63
NgFC |2,16 |3,08 |57
Q-prvi kvartil; Me-mediana; Q;-tretji kvartil

Statisticna primerjava vrednosti limfocitov populacije bolnikov z B-KLL s Friedmanovim
testom je pokazala, da med vrednostmi limfocitov merjenih s tremi razlicnimi metodami ni

statisticno znacilnih razlik (p>0,05).
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Slika 29: Kvantilni diagram porazdelitve vrednosti limfocitov pri vsaki od uporabljenih metod
populacije bolnikov z B-KLL. Vrednosti na y osi predstavljajo absolutne vrednosti Stevila

nevtrofilcev merjenih v 10%/L.
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Slika 29 prikazuje porazdelitve vrednosti limfocitov pri metodah z ro¢no DKS, LH in FC.
Vidimo, da med porazdelitvami limfocitov pri razlicnih metodah skorajda ni razlik. Tudi
vrednosti Me so pri vseh metodah podobne, kar imamo prikazano v preglednici VIII.
Prisotni so tudi zgornji osamelci (°) in ekstremni zgornji osamelci (*), in sicer sta pri
metodi z DKS prisotna dva zgornja ekstremna osamelca (*), pri metodah z LH in FC pa pri
obeh po en zgornji osamelec (°) in en ekstremni zgornji osamelec (*). Prisotnost teh
zgornjih osamelcev je verjetno na racun zelo visokega Stevila levkocitov ter visokega

deleza limfocitov pri dveh vzorcih, kar je razvidno iz preglednice VII.

Preglednica IX: Primerjava velikosti prvih kvartilov, median in tretjih kvartilov pri limfocitih

populacije bolnikov z B-KLL.

Qi Me Qs

LyDKS | 1,32 2,22 3,73
LyLH 1,21 2,35 3,93
LyFC 1,14 2,16 4,13
Q-prvi kvartil; Me-mediana; Q;-tretji kvartil

Pri vzorcih bolnikov z NHL in DCL zaradi premajhnega Stevila vzorcev, nismo delali
statisti¢ne primerjave, temvec le opisno. S pregledom krvnega razmaza pod svetlobnim
mikroskopom pri vseh treh vzorcih zasledimo prisotnost atipi¢nih limfocitov in dlakastih
celic, kar je razvidno iz preglednice XI v prilogi. Z analizo vzorcev na pretocnem
citometru Coulter FC500 smo z uporabo celi¢nih oznacevalcev CD19 in CD2 limfocite
lahko uvrstili le med limfocite B in limfocite T. Pri vzorcih bolnikov z NHL smo tako
dobili povisan delez limfocitov B, kar je vidno v preglednici XI v prilogi. Da bi dolo¢ili,
kateri podskupini limfocitov pripadajo atipi¢ni limfociti, ter da bi zaznali prisotnost
dlakastih celic, bi morali uporabiti celi¢ne oznacevalce, ki prepoznajo antigene na teh

celicah.
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4.4 lzsledki proucevanih parametrov iz hematoloskega analizatorja,
mikroskopa in preto¢nega citometra pri bolnikih z AL

V vzoréno skupino bolnikov z AL je bilo vklju€enih 11 vzorcev venske krvi. Dva vzorca
sta pripadala bolnikoma z ALL, ostali pa bolnikom z AML. Od tega so imeli Stirje
ugotovljeno akutno mieloblastno levkemijo (vzorci PM, SN, GB in UMU), po dva akutno
promielocitno levkemijo (vzorca SU in KJ) in akutno mielomonocitno levkemijo (vzorca
ZR in NB) ter en vzorec akutno monoblastno levkemijo (vzorec GT). Statisticne analiza
nismo opravili zaradi premajhnega Stevila enakih vzorcev. Vse izmerjene vrednosti pa so
prikazane v preglednici XII v prilogi.

Pri skupini bolnikov z akutno mieloblastno levkemijo je bil zanimiv vzorec z oznako PM
ki je imel hemogram narejen z analizatorjem LH750 normalen. Pod mikroskopom smo v
razmazu periferne krvi presteli 5% blastnih celic. Isti vzorec krvi smo analizirali tudi s
preto€no citometri¢no analizo, kjer smo zasledili 3% blastnih celic mieloi¢ne vrste. Pri
drugem vzorcu te podskupine, z oznako SN, smo presteli v krvnem razmazu pod
mikroskopom 100% blastnih celic. HematoloSki analizator Coulter LH750 nas je opozoril
na prisotnost monoblastov ter na pomik v levo do mielocita. S preto¢nim citometrom
Coulter FC500 smo dolocili 68,9% mieloblastov ter 13,9% limfocitov B. Pri vzorcu z
oznako UMU se vrednosti dobljene z ro¢no DKS in preto¢nim citometrom ujemajo.

Pri bolnikih z akutno promieleocitno levkemijo smo v razmazu periferne krvi presteli visok
odstotek promielocitov (71% pri vzorcu SU in 51% pri vzorcu KJ). Preto¢ni citometer
Coulter FC500 je zabelezil visok odstotek nezrelih granulocitov, in sicer pri vzorcu SU
62,7% in pri vzorcu KJ 41,8%. V tem podrocju so zajeti tudi promileociti. Na sliki 30 je
prikazana porazdelitev populacije levkocitov v citogramu pri bolniku z akutno
promielocitno levkemijo. Promielociti so granulirani in v citogramu CD16/SS padejo v
podrocje G. Pri obeh vzorcih so prisotne tudi blastne celice mieloi¢ne vrste.V citogramu na
sliki 31 je vidna porazdelitev nezrelih granulocitov. Celice, ki padejo iz podrocja, ki

oznacuje nezrele granulocite, so mieloblasti.
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Slika 31: Prikaz porazdelitve nezrelih granulocitov v citogramu

Pri vzorcu bolnika z akutno monoblastno levkemijo so rezultati, ki smo jih dobili s
hematoloSkim analizatorjem Coulter LH750, s preto¢nim citometrom Coulter FC500 ter z
roéno DKS med seboj primerljivi. Smo pa s pretoCnim citometrom poleg 68,8%
monocitov, ki so CD36 pozitivni, zaznali tudi 15,1% monocitov, ki izrazajo celi¢na
oznacevalca CD36 in CD16. Po literaturnih navedbah (10), te celice uvrscajo med vnetne
(inflammatory) monocite. Na sliki 32 sta prikazana citograma z monociti in vnetnimi

monociti.
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Slika 32: Podro¢je monocitov v citogramu CD36/CD45 in podro¢je vnetnih monocitov v

citogramu CD36/CD2+CRTH2

Analizirali smo tudi dva vzorca bolnikov z akutno mielomonocitno levkemijo.
Hematoloski analizator Coulter LH750 nas je pri vzorcu z oznako ZR opozoril na
prisotnost limfoblastov in mieloblastov, pri vzorcu NB pa na prisotnost monoblastov.
Vrednosti, ki smo jih dobili z rocno DKS in s preto¢nim citometrom, so pri vzorcu ZR med
seboj primerljive. Blastne celice pa s pretocno citometricno analizo umestimo med
mieloblaste. Pri drugem vzorcu (NB) blastnih celic pod mikroskopom ne zasledimo,
medtem ko je preto¢ni citometer Coulter FC500 zabelezi 1,7 % mieloblastov. Smo pa pri
tem vzorcu krvi v krvnem razmazu presteli 20% normoblastov. Mladi normoblasti imajo
na svoji povrsini antigene za oznacevalec CD36, z zorenjem pa jih izgubijo. Normoblast
niso granulirani ter so CD45 negativni, zato jih s preto¢no citometri¢no analizo in s

celi¢nimi oznacevalci, ki smo jih mi uporabili, nismo mogli zaznati.

V preiskavo smo vkljucili tudi dva vzorca z akutno limfoblastno levkemijo (ALL). Z vsemi
tremi metodami smo zasledili prisotnost blastnih celic. V preglednici XII je vidno dobro
ujemanje rezultatov ro¢ne DKS in preto¢nega citometra. Preto¢ni citometer je celice uvrstil

med B-limfoblaste, kar je prikazano na spodnjem citogramu (slika 33).
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Slika 33: Citogram z B-limfoblasti

V zadnjo skupino smo uvrstili vzorce bolnikov, ki so imeli razli¢éne (ne nujne) krvne
bolezni, ki se odrazajo v spremenjeni krvni sliki (KML, AT, sarkoidozo, MA in infektivno
mononukleozo-IF)

Pri vzorcu bolnika s KML so v krvnem razmazu prisotne vse razvojne stopnje belih krvnih
celic, kar vidimo v preglednici XIII.

Pri vzorcu krvi bolnika z IF smo v krvnem razmazu zasledili poleg 40% normalnih
limfocitov Se 20% virocitov. V preglednici XIII, pod oznako IF-GU, so prikazane vse
izmerjene vrednosti pri danem vzorcu. S pretocnim citometrom smo izmerili priblizno 62%
vseh limfocitov, od tega jih je 60,9% umestil med limfocite T. Za to¢no dolocitev odstotka
virocitov na pretocnem citometru bi morali uporabiti Se celicne oznacevalce, ki prepoznajo
antigene na teh celicah.

Pri vzorcih z avtoimunsko trombocitopenijo, sarkoidozo, levkopenijo in mikrocitno
anemijo v krvnih slikah opravljenih na vse tri nac¢ine ne zasledimo velikih posebnosti in
razlik, le odstotek limfocitov izmerjenih na pretocnem citometru Coulter FC500 je

nekoliko manjsi kot pri ostalih dveh metodah.
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5 RAZPRAVA

Glavni namen nasSega dela je bila avtomatizacija diferencialne krvne slike s pomocjo
analize na pretocnem citometru. Zeleli smo v enem koraku ¢im SirSe zajeti vse populacije
celic, ki so lahko prisotne v venski krvi zdrave populacije ter pri nekaterih znacilnih krvnih

boleznih.

Statisticno smo vrednotili skupini zdravih preiskovancev ter skupino bolnikov z B-KLL pri
katerih smo imeli zadostno $tevilo vzorcev. Za statisticno primerjavo vseh treh metod pri
petih celi¢nih vrstah (Ne, Ly, Mo, Eo in Ba) smo uporabili neparametri¢ni Friedmanov
test. NaSa metoda in celicni oznacevalci, ki smo jih uporabili, je primerna predvsem za
diferenciacijo normalnih vzorcev ter za umestitev limfocitov v B in T celi¢no vrsto.
Subpopulacije limfocitov T pa smo umestili Se v dve podskupini, in sicer skupino
citotoksi¢nih limfocitov T in NK celic ter skupino necitotoksi¢nih limfocitov T. Ti dve
skupini smo med sabo locCili na podlagi izrazanja celicnega oznalevalca CDI16, ki je
prisoten na citotoksi¢nih limfocitih T in NK celicah, necitotoksi¢ni limfociti T pa ne
izrazajo antigena za to protitelo.

Pri zdravi populaciji so statisticni izsledki pokazali statisti¢ne razlike vrednosti mediane
Stevila limfocitov med Ze rutinsko uveljavljenima metodama (rocna DKS in LH) ter med
metodo pretocne citometrije (FC), ki smo jo uporabili v diplomski nalogi. Vrednosti
limfocitov merjenih z metodo FC so v primerjavi z ostalima dvema nekoliko nizje. Vzrok
je verjetno v neenotni populaciji limfocitov, ki sodijo v razli¢ne celi¢ne vrste in podvrste
ter s tem izraZajo razlicne antigene, mi pa smo jih skozi postopke zamejevanja lahko delno
izgubili. Nasprotno pa smo pri skupini bolnikov z B-KLL s Friedmanovim testom
pokazali, da ni statisticno znacilnih razlik med vrednostmi limfocitov merjenimi z
razlicnimi metodami. To si lahko razlagamo z dejstvom, da je pri tej bolezni prisotna
enotna populacija limfocitov, in sicer limfocitov B, kar je razvidno tudi iz preglednice XI v
prilogi, katere smo mi s celiénim oznafevalcem CDI19 zelo dobro zaznali. Tudi
hematoloski analizator nas je v skoraj vseh primerih opozoril na nepravilnosti v limfocitni
vrsti z obvestili kot so limfocitoza, limfoblasti, razli¢ni limfociti..., le v enem primeru ni

dal nobenih opozoril, kljub povisanemu delezu limfocitov.

54



Pri vzorcih bolnikov z AL zaradi premajhnega Stevila homogenih vzorcev nismo opravili
statistiéne analize. Celotno skupino je sestavljalo 11 vzorcev venske krvi, ki so imeli
ugotovljene razlicne oblike te bolezni. Med vsemi je bil najbolj zanimiv vzorec z oznako
PM, pri katerem hematoloski analizator ni dal nobenih opozoril in tudi vsi parametri krvne
slike so bili v normalnih mejah (preglednica XII). Z ostalima metodama pa smo zabelezili
blaste, ki smo jih nato z metodo FC umestili med mieloblaste. Ta primer Ze kaZe na
potrebo po novih, bolj natancnih metodah diferenciacije belih krvnih celic.

Pri vseh ostalih vzorcih bolnikov z AML nas je Ze hematoloski analizator opozoril na
prisotnost patoloskih celic v krvi, ki smo jih nato z metodo ro¢ne DKS Ie Se potrdili. Tudi z
metodo FC smo zaznali prisotnost mieloblastov in nezrelih granulocitov, vendar pa je
njihova detekcija nenatancna in potrebuje naknadno dolocanje, in sicer zato, ker smo
mieloblaste opredelili le glede granuliranosti in izraZzanja oznacevalca CD45. Mieloblasti
niso (ali so malo) granulirani, izrazanje celi¢nega oznacevalca CD45 pa je Sibko. Za
njihovo bolj natan¢no detekcijo bi morali uporabiti Se druge oznacevalce, ki so specifi¢ni
za blaste mieloi¢ne vrste. Tudi za detekcijo promielocitov, ki so znacilni za akutno
promielocitno levkemijo, bi morali uporabiti druge, zanje specificne oznacevalce, ker smo
jih mi z naSo metodo umestili zgolj v nezrele granulocite. Na tem mestu velja omeniti
vzorec bolnika z diagnozo KML, za katero je znacilna prisotnost vseh razvojnih stopenj
celic granulocitne vrste. Ce primerjamo rezultate metode FC vzorcev bolnika s KML ter
bolnikov z akutno promielocitno levkemijo (KJ in SU), bi z uporabo te metode lahko prislo
do napacne diagnoze.

Kot bolj u¢inkovita in natan¢nejSa metoda pa se je metoda FC pokazala v primeru dveh
vzorcev bolnikov z ALL, kjer smo blaste lahko opredelili ali pripadajo B ali T

limfoblastom ter s tem Ze delno opredelili bolezen.

V venski krvi pa so lahko prisotne tudi druge patoloske celice, kot so plazmatke, dlakaste
celice, limfomske celice, prolimfociti, virociti in druge, ki pa jih z nasim na¢inom

dolo¢anja ne moremo opredeliti, opredelimo pa jih lahko z metodo ro¢ne DKS.

Glede na vsa naSteta dejstva, so novejsi pristopi k avtomatski izdelavi DKS primerni za
velike splo$ne laboratorije kot presejalna preiskava za zmanjSanje Stevila potrebnih rocnih
diferencialnih slik. Le-te bodo $e vedno potrebne pri vseh sumljivih vzorcih. Na osnovi

rezultatov nasega dela pa bi lahko neposredno opravili dokon¢no imunofenotipizacijo tudi
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pri nekaterih malignih limfomih (predvsem pri KLL), ki jo ta pristop dobro prepozna. Pri
akutnih levkemijah z dobljenimi rezultati naSega dela ne moremo napraviti dokon¢nih
zakljuckov zaradi premajhnega Stevila vzorcev pri posamezni podvrsti AL. Smo pa z naSo
metodo dobro zaznali prisotnost blastnih celic in dolo€ili ali pripadajo mieloi¢ni ali

limfoblastni vrsti.

Na koncu smo primerjali Se cene vseh treh metod za analizo enega vzorca. Celotna krvna
slika s hematoloSkim analizatorjem stane 2,51 evra, ro¢na DKS z mikroskopom stane 2,79
evra in samo reagenti za diferenciacijo na preto¢nem citometru za en vzorec stanejo 35,34
evrov. Vidimo, da je preiskava na pretoCnem citometru v primerjavi z otalima dvema,

veliko drazja in Ze zato ni primerna za male specializirane laboratorije, kot je SHL.
Pregled krvnega razmaza zaenkrat ostaja Se vedno osnovna preiskava za doloCitev prve

diagnoze in za usmeritev v nadaljnje preiskave pri ostalih boleznih, ki se odrazajo v

spremenjeni beli krvni sliki.

56



6 SKLEPI

Za dolocitev diferencialne bele krvne slike smo uporabili Sest specifiénih celicnih
oznacevalcev, in sicer CD36-FITC, CD2-PE, CRTH2-PE, CD19-ECD, CD16-PC5 in
CD45-PC7.

Z uporabljenimi oznacevalci smo skusali v enem koraku zajeti 12 razlicnih vrst krvnih
celic, in sicer mieloblaste, nezrele granulocite, nevtrofilce, eozinofilce, bazofilce,
monocite, vnetne monocite, limfocite B, T in NK celice ter limfoblaste B in T. To nam je
tudi uspelo, le da smo NK celice in citotoksicne limfocite T umestili v eno skupino,

necitotoksi¢ne limfocite T pa v drugo skupino.

Pri zdravi populaciji smo zelo dobro zaznali vse populacije celic.

Z uporabljenimi protitelesi smo dolo¢ili imunofenotip limfocitom, blastne celice smo
umestili med mieloblaste ali limfoblaste ter dolocili podro¢je nezrelih granulocitov. Za
ostale patoloske celice, ki so tudi lahko prisotne v venski krvi, pa bi morali uporabiti zanje

specifi¢na protitelesa.

Primerjava rezultatov, dobljenih z vsemi tremi metodami, je pokazala zelo dobro ujemanje
pri skupini bolnikov z B-KLL ter pri skupini bolnikov z B-ALL, kjer smo z naso metodo
Se dodatno lahko dolocili imunofenotip limfocitom. Nekoliko slabse rezultate smo dobili
pri skupini zdravih preiskovancev, predvsem na racun populacije limfocitov, ki so med

seboj morfolosko najbolj razlicni. NajslabSe ujemanje rezultatov pa smo ugotovili pri

bolnikih z AML.
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8 PRILOGA

Preglednica X: Izsledki proucevanih parametrov normalnih vzorcev venske krvi

ZDRAVI LIMFOCITI |
VZorec St.Lke 10°/L Ne% | Ly |[LyT% | LyB% | NK% | Mo% | Eo% | Ba%
ZA 5,8 DKS | 53 36 5 5 1
LH | 60,1 | 27,6 74 | 41 0,8
FC | 630 | 215 ] 167 | 1,7 | 3.1 70 | 41 0,7
M 5,9 DKS | 48 44 7 0 1
LH | 484 | 364 11,6 | 2.7 0,9
FC | 47,7 | 319 | 257 | 42 [ 20 11,8 | 24 22
JN 6,2 DKS | 68 28 4 0 0
LH | 652 | 249 83 | 1,0 [ 06
FC | 650 | 244 | 162 | 46 | 16 78 | 11 1,0
TK 5,5 DKS | 52 39 9 0 0
LH | 50,5 | 379 95 | 15 0,6
FC | 519 | 313 | 283 | 24 | 06 97 | L6 0,2
SGI 9,1 DKS | 67 23 7 2 1
LH | 624 | 251 8,7 | 26 12
FC | 691 | 149 | 121 | 23 | 05 86 | 2.8 0.8
AS 6,6 DKS | 51 46 2 1 0
LH | 52,5 | 347 901 | 30 | 07
FC | 51,7 | 304 | 247 | 30 | 27 97 | 2,9 0,5
PJ 9,0 DKS | 59 27 12 1 1
LH | 62,6 | 22,1 11,6 | 32 0,5
FC | 60,7 | 193 | 148 | 29 | 16 11,6 | 3,0 0,5
MM 8,6 DKS | 59 30 6 5 0
LH | 612 | 274 75 | 34 | 05
FC | 612 | 21,1 | 163 | 15 [ 33 82 | 37 0,2
MB 6,1 DKS | 45 34 9 12 0
LH | 41,5 | 345 108 | 124 [ 038
FC | 404 | 228 | 191 | 16 | 21 85 | 121 | 07
KP 6,7 DKS | 55 32 11 2 0
LH | 63,2 | 267 70 | 22 0,9
FC | 62,6 | 255 | 224 | 22 [ 09 69 | 23 0,4
BA 6,3 DKS | 54 | 40 4 1 1
LH | 57,6 | 31,6 8,1 | 22 0,5
FC | 574 | 239 | 194 | 26 | 20 8,1 1,9 0,6
DK 8,8 DKS | 65 25 6 4 0
LH | 594 [ 312 65 | 26 | 03
FC | 543 | 326 | 252 | 46 | 28 6,9 | 2,1 0,4
MZ 4.4 DKS | 66 23 8 2 1
LH | 582 | 318 89 | 06 | 05
FC | 583 | 259 | 21,0 | 29 | 20 94 | 0,6 0,4
JL 8,8 DKS | 56 23 14 7 0
LH | 594 | 251 84 | 64 | 07
FC [ 599 | 215 ] 175 | 34 | 06 8,8 | 45 0,5
AB 6,7 DKS | 53 41 2 3 1
LH | 54,6 | 349 69 | 32 0,4
FC | 651|179 | 153 | 1,8 | 08 70 | 35 0,4
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Preglednica XI: Izsledki proucevanih parametrov pri vzorcih bolnikov z ML

KLL | LIMFOCITI |
vzorec St.Lke 10°/L Ne% | Ly% | LyT% | LyB% | NK% | Mo% | Ba% | Eo% opombe
SS 31,8 DKS | 32 66 2 0 0
LH 21 72,9 5,5 0,3 0,3 atipi¢ni Ly,
limfocitoza
monocitoza
FC | 28,7 | 63,5 77 | 551 [ 07 1,8 0,1 0,3
LM 12,4 DKS 23 71 3 3 0 Gumprechtove
sence
LH 19,5 72,2 5,9 2,0 0,4 limfocitoza
FC | 199 | 697 | 12,6 | 562 | 09 5.6 0,4 1,4
KF 26,9 DKS 12 87 1 0 0 Gumprechtove
sence
LH | 96 88,6 0,2 0,6 1,0 Ly blasti, razli¢ni
Ly, limfocitoza
FC | 96 | 854 81 | 757 | 16 0,8 0,0 0,5
DM 57,7 DKS 29 69 2 0 0 Gumprechtove
sence
LH 25,7 72,7 1,2 0,2 0,2 Limfocitoza,
levkocitoza
FC | 201 | 772 | 27 | 745 | 00 13 | 01 0,2
DH 14,0 DKS | 25 68 3 3 1
LH 27,3 67,2 3,5 1,8 0,2 limfocitoza
FC | 282 | 62,1 87 | 525 | 19 3,1 0,3 1,3
GD 21,1 DKS | 19 62 0 0 0 veliki limfociti z
vidnim
nukleolom(19)
Gumprechtove
sence
LH 15,0 80,6 1,8 0,4 2,2 limfocitoza
FC | 164 | 752 72 | 676 | 06 1,5 0,6 0,2
KA 4,0 DKS | 38 58 0 4 0
LH | 33,6 | 63,8 1,2 1,2 0,2
FC | 33,4 | 60,1 72 | 526 | 03 1,2 0,1 1,5
CM 35,3 DKS 5 94 1 0 0 Gumprechtove
sence
LH | 13,8 | 80,9 2,0 0,1 3.2 atipi¢ni Ly,
limfocitoza
FC | 4.1 89,4 24 [ 858 [ 0.2 1,0 0,7 0,1
PE 46,2 DKS | 10 56 8 0 0 veliki limfociti z
vidnim
nukleolom(23)
Gumprechtove
sence
LH | 58 78,2 12,7 | 0,0 3.3 Ly blasti,
limfocitoza,
monocitoza
FC 5,2 88,1 76 | 794 | 1.1 3,5 0,1 0,2
BS 183,7 DKS 0 100 0 0 0 Gumprechtove
sence
LH 3,6 89,6 5,9 0,1 0,8 Mo blasti, atipi¢ni
ly
FC 0,1 97,3 09 | 963 | 0,1 0,1 0,0 0,0
LT 132,9 DKS 4 95 1 0 0 Gumprechtove
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sence
LH 6,3 85,2 6,0 0,2 2,3 atipi¢ni Ly,
limfocitoza
FC 34 | 93,0 09 | 91,7 | 04 1,0 0,1 0,2
7L 45,5 DKS 26 74 0 0 0 Gumprechtove
sence
LH | 11,8 84,6 2,8 0,4 0,4 atipi¢ni Ly,
limfocitoza,
levkocitoza
FC | 192 | 79,9 55 | 722 | 12 1,1 0,1 0,2
TZ 21,2 DKS 15 83 1 0 1 Gumprechtove
sence
LH | 144 | 825 2,6 0,4 0,1 atipi¢ni Ly,
limfocitoza
FC | 127 | 838 | 134 | 701 | 03 10 | 01 0,1
SA 17,0 DKS 13 79 2 0 0 veliki limfociti z
vidnim
nukleolom(6)
Gumprechtove
sence
LH | 20,1 76,6 2,8 0,3 0,2 atipi¢ni Ly,
limfocitoza
FC | 244 | 72,5 82 | 633 | 10 13 | 01 02
NHL LIMFOCITI |
vZorec Ne% | Ly% | LyT% | LyB% | NK% | Mo% | Ba% | Eo%
NK 11,9 DKS 27 45 3 2 0 limfociti z rahlo
strukturo kromatina
in vidnim
nukleolom(23)
LH 21,3 54,5 21,9 2,0 0,3 Ly blasti, atipicni ly
FC | 250 | 655 | 114 | 51,6 | 25 53 1 05 | 21
VR DKS | 32 38 5 0 2 atipiéno veliki
limfociti(9)
LH 27,6 55,8 15,9 0,1 0,6 Ly blasti, pomik do
mielocita
FC | 30,0 | 623 | 16,1 | 431 | 3.1 42 1 05 | 02
DCL | |
VD DKS | 37 57 2 1 0
LH | 409 | 534 4,4 L1 0,2
FC | 385 | 470 | 40,7 | 45 | 18 2,5 3,5 0,7
Preglednica XII: Izsledki proucevanih parametrov pri vzorcih bolnikov z AL
AML
vzorec | metoda | Blast | Prom | Mielo | Meta Pal Ne% | Ly% | Mo% | Nrbc | Eo | Ba | opomba
% % % % Gran.% % % %
PM DKS 5 0 0 0 0 67 19 8 0 1 0
LH / 66,4 | 244 6,9 1,9 | 04 | 0,0
FC 3,0 0,1 66,9 | 194 6,9 1,9 | 0,1 /
SN DKS 100 o | o ] o | o 0 0 0 0 0 0
LH / 39,8 2,0 58,1 0,1 0,0 | 0,0 | Mo blasti
pomik do
mielocita
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FC 68,9 8,2 04 | 139 [ o1 05 [1,0] /
lyB

GB DKS 72 0 5 | 1 ] 1 8 6 3 4 0 0
LH 91,6 | 7.8 0,4 0,2 | 00 [ 00 | Neblasti,
pomik do
mielocita

FC 43,0 74 146 [ 16,6 | 207 | 10 [o01 ] /

UMU | DKS 40 3 o | o | o 1 48 4 3 1 0
LH 38,5 | 357 | 253 | 03 | 02 [ 00 | Mo blasti

FC 56,2 1,5 18 | 348 [ 20 22 |12 ] /

KJ DKS 25 51 o | o | o 16 6 0 2 0 0
LH 220 | 65 | 70,7 | 07 [ 0,1 | 0,0 [ MoinNe

blasti,

pomik do
mielocita

FC 30,5 41,8 18,0 [ 7.8 0,4 06 03] /

SU DKS 18 71 o | o | o 4 7 0 0 0 0
LH 898 | 3.9 6,2 0,1 |00 ] 00 |Moblasti
pomik do
mielocita

FC 30,1 62,7 22 | 22 0,4 01 [o00] /

GT DKS 4 0 1 [ 1 ] 2 1 1 90 0 0 0
LH 302 | 3,7 | 66,1 | 00 |00 [ 00 | Mo blasti
pomik do
mielocita

FC 2,9 0,4 39 | 32 | 688 | 09 |00 ] 7/

15,1

ZR DKS 31 5 15 | 3 | 1 14 16 13 2 0 0

LH 50,8 | 150 | 338 | 02 |02 ] 00 |LyinNe
blasti,

pomik do
mielocita

FC 30,8 28,9 123 | 136 | 89 09 [00] /

NB DKS 0 3 11 | 14 | 10 8 14 37 / 3 0
LH 449 | 14,1 | 392 | 1,5 | 03 | 14,6 | Mo blasti
pomik do
mielocita

FC 1,7 30,7 160 [ 122 |1 357 | 22 [o1 ] 7/

ALL

PD DKS 97 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0
LH 652 | 23,7 | 11,1 | 00 | 0,0 | 0,0 | Mo blasti
pomik do
mielocita

FC 95,2 0,0 02 | 04 0,0 01 | 1,8 ] 7/

B-
blasti

77 DKS 67 0 0 [ o | 1 13 15 0 0 1 1
LH 209 | 759 | 2.2 03 | 0,7 | 0,0 | Lyblasti,
pomik do
mielocita

FC 66,7 1,5 195 | 5,5 0,6 04 | 03] /

B-
blasti
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Preglednica XIII: Izsledki prouc¢evanih parametrov pri ostalih vzorcih

LIMFOCITI
OSTALO metoda | Ne% LyT% | LyB% | NK% | Mo% | Ba% | Eo% opombe
IF-GU DKS 33 40 6 0 0 20 virociti
Infektivna LH 33,7 59,0 6,1 0,6 0,6 Mo blasti
mononukleoza FC 255 | 623 ] 609 | 08 | 06 4,5 0,5 12 /
AT-KR DKS 29 56 6 7 2 /
Avtoimunska LH 32,6 | 49,9 9,8 6,0 1,7 /
trombocitopenija | FC 308 | 381 [ 31,6 | 54 | 11 8,3 1,8 6,3 /
S-GA DKS 91 9 0 0 0 /
LH 904 | 7,7 1,9 0,0 0,0 /
sarkoidoza FC 90,7 | 5,2 29 | 20 | 03 1,7 0,0 0,0 /
L-KL DKS 34 56 4 2 4 /
LH 384 | 464 119 | 25 0.8 /
levkopenija FC 375 | 458 | 344 | 26 | 88 10,7 1,4 2.4 /
MA-GL DKS 59 27 6 6 2 /
Mikrocitna LH 61,9 | 26,0 7,0 4,5 0,6 /
anemija FC 61,6 | 231 [ 110 | 15 | 107 | 56 1,0 4,1 /
OSTALO
vzorec metoda | Blast | Prom | Mielo | Meta Pal Ne% | Ly% | Mo% | Nrbc | Eo | Ba | opomba
% % % % | Gran.% % | % | %
KML-BA | DKS 2 1 19 19 12 39 0 1 5 0| 2
LH 941 | 28 | 1,6 | 1,5 | 0,0 | 2,0 | Pomik do
mielocita
FC 22 | 45,1 37,7 1 35 | 50 | 69 [00] /
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