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SOUHRN

Stanoveni poctu CD34+ bunék pritokovou cytometrii je zakladni metodou pro hodnoceni kvality transplantatd he-
mopoetickych kmenovych bunék a pro planovanileukaferéz k jejich odbéru. Metoda je zalozena na viceparametrové
pratokové cytometrii a je mezindrodné dobfe standardizovand. Program EHK pro CD34+ kvantifikaci je v rémci
CR a SR k dispozici od roku 2010 a Uéastni se jej vice nez 20 laboratofi. Vyhodnoceni 8leté zkugenosti ukazalo vy-
bornou dlouhodobou Uspésnost Ucastnikd pohybujici se mezi 80-100 % s ojedinélymi vykyvy. Cast Gcastnikd, ktefi
jsou do programu zapojeni od zac¢atku, dosahuje dokonce 90% Uspésnosti. Reprodukovatelnost vysledk( méreni
je velmi zavisla na mnozstvi CD34+ bunék ve vzorku. Pri po¢tu CD34+ bunék nad 10/ul se pohybuje CV okolo 10 %,
pod touto hladinou roste o desitky procent. Program hraje ddlezitou roli v harmonizaci méreni CD34+ bunék mezi
transplanta¢nimi centry a zvysuje pravdépodobnost ziskani presnych a porovnatelnych vysledk.
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SUMMARY

Lysak D., Budina M., Holubova M., Jindra P.

External quality control of CD34+ cell assessment in Czech and Slovak Republic - long-term experience from
eight years

Determination of CD34+ cells by flow cytometry is a basic method for assessing the quality of hematopoietic stem
cell grafts and for planning their collection by leukapheresis. This method is based on multiparameter flow cytometry
and is well-standardized internationally. The EQA program for CD34 + quantification has been available in the Czech
and the Slovak Republic since 2010 with more than 20 laboratories involved. Evaluation of the 8-year experience
has shown an excellent long-term success of participating laboratories ranging between 80-100 %, with sporadic
fluctuations. Some of the participants who have been involved in the program from the beginning, achieve even
90% success rates. Reproducibility of measurement results is highly dependent on the amount of CD34+ cells in
the sample. CV oscillates around 10 % if the CD34+ count is 10/uL or higher and increases by dozens of percent
below this level. The program plays an important role in harmonizing CD34+ determination between transplant
centres and increases the likelihood of obtaining accurate and comparable results.
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uvob

Transplantace hemopoetickych kmenovych bunék
(autologni nebo alogenni) je dnes standardni 1écebnou
modalitou pro fadu hematologickych nadorovych,
ale i nemalignich onemocnéni. Mnozstvi kmenovych
bunék v transplantatu urcuje kinetiku pfihojeni (,en-
graftment”) a ovliviiuje vysledek samotné transplanta-
ce bez ohledu na to, zda se jedna o kostni dfen nebo
mobilizované periferni kmenové buriky [1]. Pfesné
areprodukovatelné méfeni krvetvornych bunék je zcela
zasadni a ma vyznamny klinicky dopad. Umozniuje
nam posuzovat kvalitu transplantatii, monitorovat
mnozstvi kmenovych bunék v pribéhu zpracovani
¢i manipulace se §tépy, ale slouzi také ke spravnému
nacasovani aferéz pri mobilizaci a odbéru perifernich
kmenovych bunék.

Standardné vyuzivanou metodou stanoveni kmeno-
vych bunék je detekce CD34+ bunék pomoci priitokové
cytometrie. CD34+ bunécna frakce obsahuje hlavni cast
hemopoetické kapacity schopné zajistit rekonstituci
viceliniové hematopoézy [2]. Mnozstvi CD34+ bunék
v transplantatu na kilogram hmotnosti ptijemce je
zakladnim parametrem urcujicim kvalitu §tépu. Jsou
definovany doporucené davky CD34+ bunék pro jednot-
livé typy Stépli a transplantaci [3]. Klonogenni testy
zaloZené na pocitani kolonie tvoricich jednotek maji
oproti cytometrii nékteré nevyhody, z nichz nejvice
omezujici je ¢asova narocnost, ale také subjektivita
hodnoceni a omezena reprodukovatelnost a standar-
dizace, a proto je jejich praktické vyuziti omezené.

Pro cytometrické méfeni se vyuzivaji riizné zpfiso-
by pfipravy vzorku, riizné protilatky, fluorochromy
a ,gating” strategie. Zastoupeni CD34+ bunék ve vySet-
fovanych materidlech se pohybuje v Sirokém rozmezi
od setin procent, resp. jednotlivych bunék na pl az
po procenta, resp. stovky bunék na pl. V extrémnich
oblastech tohoto spektra, a to zejména pii nizkych hod-
notach na Girovni tzv. ,rareevents”, se dostava analyticka
metoda mimo své bézné limity.

Z vySe uvedenych dtivodu byla vypracovana fada
narodnich a mezinarodnich odbornych doporuceni
pro CD34+ kvantifikaci, jejichZ cilem je dosazeni nizké
intra- i mezilaboratorni variability [4, 5]. Vychodiskem
je vzdy viceparametrova priitokova cytometrie, ktera
detekuje kmenové bunky na zakladé exprese znakil
CD34 a CD45 zpravidla v kombinaci s vitalnim barvenim
a zaroven vyuziva sekvencni , gating“ k vylouceni nespe-
cifickych udalosti. Nejvice roz$ifeny je postup navrzeny
mezinarodni spole¢nosti pro bunécnou terapii (www.
isct.org, dfive ISHAGE) [4].

V fadé studii byla i pfes harmonizacni snahy po-
zorovana vyznamna variabilita vysledkil mezi jednot-

livymi transplanta¢nimi centry, ktera poukazala na
skutecnost, Ze vysledek CD34+ méfeni je ovlivnén fadou
proménnych, jako je typ vzorku a jeho zpracovani,
zkuSenost personalu, analyza naméfenych dat apod.
[6-8]. S ohledem na komplexnost CD34+ kvantifikace,
jeji sklon k mezilaboratorni variabilité na strané jedné
a velky klinicky dopad na strané druhé, je dilezitou
soucasti tohoto stanoveni externi hodnoceni kvality
(EHK), které umoznuje zticastnénym laboratofim ne-
zavisle porovnavat své vysledky a ovérovat spravnost
svych méfeni. Narodni program EHK pro CD34+ kvan-
tifikaci je v Ceské republice k dispozici od roku 2010.
Cilem tohoto sdéleni bylo vyhodnotit dlouhodobou zku-
Senost s programem EHK pro stanoveni CD34+ bunék
za osmileté obdobi, shrnout jeho vysledky a pfipadné
trendy.

MATERIAL A METODIKA

Organizace a metodika hodnoceni EHK

Program externiho hodnoceni kvality pro stanoveni
CD34+ bunék obsahuje kazdy rok dva cykly v jarnim
a podzimnim terminu. Vzorky jsou pfipravovany cen-
tralné na pracovisti supervizora. Jedna se o periferni
krev pacienti mobilizovanych k odbéru autolognich
hemopoetickych kmenovych bunék. Pacienti musi
byt negativni na zakladni infek¢éni markery (HBsAg,
anti-HBc, anti-HCV, syfilis, anti-HIV, p24 Ag) a musi
podepsat informovany souhlas.

Krev je ihned po odbéru ,aliquotovdna“ (rozdélena do
vice zkumavek pro dalsi analyzu) a oSetfena stabili-
zacnim roztokem TransFix podle doporuceni vyrobce
(Cytomark, Buckingham, UK). Pfiprava probiha v za-
vislosti na kinetice vyplaveni CD34+ bunék koncem
tydne, ucastnik@im jsou vzorky odesilany v pondéli.
Oproti jinym programtim EHK zde neni den rozesilani
vzorkll ticastniklim stanoven pfedem a upfesnuje se
e-mailem v zavislosti na dostupnosti vhodnych vzork.
Ucastnici realizuji méfeni na riznych typech cytome-
tri, s vyuzitim riznych reagencii a riznych analytic-
kych software, neprovadi se zddna mezilaboratorni
metodologickd ani pristrojova standardizace. Od druhé
poloviny roku 2013 Gcastnici dostavaji 2 vzorky (do té
doby byl rozesilan jen jeden vzorek). V rdmci kazdého
cyklu se provadi na pracovisti supervizora studie sta-
bility, kterd ovéruje kvalitu vzork{ po dobu 4 dnf od
rozeslani, protoze v tomto obdobi provadéji tcastnici
meéteni.

Program EHK hodnoti vzdy celkem tfi zkousky,
které Gcastnici uvadéni ve vysledkovych listech: ab-
solutni pocet leukocytti (WBC 10%/1), relativni pocet
CD34+ bunék (CD34+,, , %) a absolutni pocet CD34+
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Tab. 1. Kritéria pro nastaveni maximalni povolené odchylky vysledk( od vztazné hodnoty

Zkouska Jednotka Kritérium (D__) Poznamka
Leukocyty 109/ +15% z AV
) +1,25 (absolutné) pro AV do 4,999 bunék/pl
CD 34+, pocet/ul +25% z AV pro AV = 5 bunék/ul
o + 0,025 (absolutné) pro AV 0 az 0,099 %
D344 i £25%7 AV pro AV = 01 %

bunék (CD34+,,., pocet/pl). Pfizpracovani vysledkl se
jako vztazné hodnoty (AV) pouzivaji robustni priméry
(RoM). Maximalni povolené odchylky vysledki i¢astni-
kil od vztazné hodnoty (tzv. D__ ) jsou nastaveny podle
kritérii uvedenych v tabulce 1.

Na zakladé D__ je stanoveno rozmezi ohranicené
dolni (LL) a horni (UL) mezi, které definuje ,sprav-
ny“ vysledek pro hodnoceni GispéSnosti ucastnika
v dané zkousce. UspéSnost je vyjadfena i graficky
nocenym parametrem je absolutni pocet bunék CD34+,
ktery zahrnuje cely proces méfeni a nejlépe odrazi cel-
kovou vykonnost laboratofe pro tuto analyzu.

Ucastnici cyklu EHK obdrZi individualni hodno-
ceni pro kazdou z vySe uvedenych 3 zkousek, pficemz
zkous$ka je hodnocena jako tispésna tehdy, pokud
ucastnik uvedl spravny vysledek dané zkousky pro oba
vzorky. Kromeé vlastniho hodnoceni dostavaji ucast-
niciidalsiinformace, jako naptiklad pocet i¢astnikil

‘ podet/uL H CD 34+ (absolutni pocet) H Mitmno: 0 ‘
78,7 -
Okoli +Dmax okolo AV
(Dmax je standardné 25%)
61,8 -
Vztaznd hodnota (AV), lezici
ve stiedu tverce, je uréena -
o jako robustni pramér N
> wysledki ucastnikii ; -
[} o
5 449 - .
N -
> -
27,9 /
Vysledky (body) uvnit?
ctverce jsou hodnoceny
jako tsp&3né (spravné)
11,0 T T T T
100 231 361 492 622
Vzorek A

Graf 1. Graficka prezentace Uspésnosti ticastnikd v Youdenové grafu
(pfiklad)

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019

cyklu, rozptyl namétenych vysledkii, celkova ispés-
nost apod.

VYSLEDKY

Dlouhodobé vysledky EHK

Bylo vyhodnoceno celkem 16 cykl EHK pro stano-
veni CD34+ bunék, které probéhly v obdobi 2010-2018.
Stanoveni CD34+ bunék je specifickou problematikou,
kterd je vazana zejména na transplantacni centra a vét-
§i centralizované laboratote, proto se dotyka relativné
mensiho poctu tcastnikli. Do programu je dlouhodobé
zapojeno pres dvacet laboratofi, z toho cca 40 % pred-
stavuji acastnici ze Slovenska (graf 2.).
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Graf 2. Vyvoj poctu ucastnikl v obdobi 2010-2018

Celkova tspésnost (vSichni tcastnici) stanoveni
relativnich a absolutnich hodnot CD34+ bunék se vétsi-
nou pohybovala mezi 80 do 100 % (graf 3). Uvedeny graf
rovnéz ukazuje, Ze 3krat celkova tispéSnost vyznamneéji
poklesla pod 80 %:

« V prvnim cyklu roku 2010 celkova tispé$nost jen mirné
presdhla 60 % - jednalo se o viibec prvni cyklus EHK
1ze pficist , pocatecnim obtiZim* (zdména jednotek,
formalni chyby pfi zapisu vysledkii).

e Vdruhém cyklu roku 2013 dosahla celkova tispésnost
jen 65 % - tento cyklus byl prvni, ve kterém jsme tcast-
nik@m zacali posilat 2 vzorky, a tim skokové vzrostla
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Graf 3. Vyvoj uspésnosti v obdobi 2010-2018 (relativni a absolutni
pocet CD34+)

obtiznost, protoZe jako tispés$ni jsou pii pouziti 2 vzorkl
hodnoceni jen ti, ktefi uvedou spravné vysledky pro oba
vzorky (navic jsme v tomto cyklu poprvé od roku 2010
zafadili vzorek s relativné nizkym (pod 10/ul) zastou-
penim bunék CD34+).

» V druhém cyklu roku 2015 dosahla celkova ispéSnost
72 %. Zde se nam nepodarilo najit néjakou objektivni
pri¢inu sniZené tspésnosti - zfejmeé se jednalo o ne-
§tastnou kombinaci ndhodnych chyb méfeni.

Pii posuzovani celkové tispésnosti je rovnéz nutné mit
na pameéti to, ze pii malém poctu ucastniki je celkova
uspésnost v jednotlivych cyklech silné ovlivnéna i jen
jednotlivymi netispé$nymi icastniky (pfi 20 tcastnicich
v cyklu zplisobi 2 netspésni pokles celkové tispésnosti
010 %).

Kromeé celkové Gispésnosti jsme sledovali i vyvoj in-
dividudlni tspésnosti pro 15 laboratofi, které se ticast-
ni programu dlouhodobé (absolvovaly vsechny cykly od
roku 2013). Celkem 10 laboratofi vykazuje dlouhodobou
relativn{ aspéSnost nad 80 % a 7 laboratoti dokonce nad
90 % (graf4.).
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Graf 4. Dlouhodobd individualni uspésnost (15 laboratofi)

V priibéhu 8 let fungovani EHK jsme se setkali ta-
ké s velmi netspéSnymi pracovisti (Slo o 2 pracovisté
s uspésnosti do 20 %), ktera se do programu EHK za-
pojila jen na kratkou dobu a pak svou tcast ukoncila.
Stanoveni CD34+ bunék nepredstavovalo pravdépodob-
né v téchto laboratorich rutinni vysetfeni, které bylo
v kontextu slabych vykont v EHK nasledné pfenechano
jinym pracovistim s vét§im objemem analyz a zkuSe-
nosti.

Neuspésnost méfeni byla v nékterych pfipadech
zplisobena i formalnimi chybami ticastnikl, zejména
ve vypoctech, kdy vzajemné nekoreloval pocet leuko-
cytli a absolutni a relativni pocet CD34+ bunék. V tako-
vych pripadech jsme ti¢astniktim zasilali individualni
komentafte a v pribéhu nékolika let tento typ chyb
prakticky vymizel.

Reprodukovatelnost vysledki méfeni (tj. rozptyl
hodnot namérenych jednotlivymi laboratofemi) byla
vyznamné zavisla na ,,bunécnosti* rozeslanych vzorki.
Nizké zastoupeni CD34+ bunék v testovaném materialu
vedlo ke strmému nartistu rozptylu, jak ukazuje graf 5.
Pokud vzorek obsahoval méné nez 10 bunék/pl, vzrostl
variacni koeficient (CV) na desitky az stovky (!) procent,
zatimco u vzorkd s vy$$im zastoupenim bunék se CV
bézné pohyboval mezi 6 a 20 % (primeérné 13 %). Jakkoli
mize na prvni pohled CV v fadu desitek ¢i stovek pro-
cent vypadat désivé, jedna se o ocekavany vysledek,
ktery nema klinicky dopad (z klinického pohledu neni
podstatné, zda byl naméren pocet CD34+ ,jedna burka
na pl“ nebo ,,dvé buriky na pl“ - strategii péce o pacienta
to nijak neovlivni). V podobnych ptipadech byl pfi hod-
noceni vysledkf ucastniki adekvatné rozSifovanD__,
a to i s ohledem na maly klinicky vyznam variability
v téchto nizkych hodnotach (napiiklad ve druhém cyklu
roku 2014 namétili tcastnici ptiblizné jednu buriku na
ul, pricemz jako spravné byly hodnoceny vysledky od
0 do 5 bunék/ul).
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Graf 5. Vliv absolutniho po¢tu CD34+ na rozptyl namérenych hodnot
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Stanoveni absolutniho po¢tu CD34+ bunék je mozné
bud vypoctem z absolutniho poc¢tu leukocytii zmétrené-
ho hematologickym analyzatorem a procenta CD34+
bunék stanoveného pritokovym cytometrem (dual
platform metoda, DP), nebo je mozné jej ziskat ptimo
z cytometru pomoci vhodného kalibra¢niho standardu
(single platform metoda, SP). Kolem 60 % tcastnikl vy-
uziva metodu SP, cca 40 % metodu DP (ovSem nékteri
ucastnici metodu méfeni neuvadi a nékteti acastnici
metody méfeni mezi jednotlivymi cykly stfidaji).

DISKUSE

Kvantifikace CD34+ bunék predstavuje specidlni
laboratorni metodu, kterd ma zdsadni vyznam pro hod-
noceni kvality transplantati hemopoetickych kmeno-
vych bunék a posuzovani efektivity mobilizace a odbéru
perifernich kmenovych bunék pro tcely autolognich
i alogennich transplantaci, stejné jako se uplatiiuje
v ramci diferencidlni diagnostiky myeloproliferativ-
nich neoplazii. Pfesné stanoveni poctu krvetvornych
kmenovych buneék je v transplantacni mediciné zdsad-
ni. Davka zivotaschopnych CD34+ bunék je kritickym
parametrem pro dlouhodobé prihojeni a jsou stanovené
minimalni poZadavky na kvalitu transplantatd.

Externi hodnoceni kvality je dileZitou soucasti
systému kontroly kvality klinické laboratotfe. EHK
napomahi odhaleni moznych problém v laboratorni
analyze a identifikaci jejich pfi¢in. Ucast v programech
EHK je zaroven prileZitosti pro ovéfovani zptisobilosti
pracovnikill a také jednim z délezitych akredita¢nich
pozadavkd.

Program externiho hodnoceni kvality stanoveni
poctu CD34+ bunék byl v Ceské republice a na Slovensku
zahdjen v roce 2010. Vysledky programu CD34+ jsou
uspokojivé, celkova tispéSnost v poslednich letech se
pohybuje nad 80 %. Pfes vysokou miru standardizace,
které bylo pro tuto analyzu celosvétové dosazeno (do-
porucené postupy pro méreni, hodnoceni vysledki,
validované kity a cytometrické moduly), existuje stale
urcitd mezilaboratorni variabilita dand fadou okolnos-
ti, jako jsou typ a nastaveni cytometru, ptfiprava vzor-
ku, analyza dat atd. Tato variabilita m@ze byt sniZzena
hlavné diky maximalnimu sjednoceni protokoli a edu-
kaci persondlu, jak potvrdila multicentricka studie ve
24 evropskych centrech, kdy se po implementaci stan-
dardizovaného postupu podaftilo snizit mezilaboratorni
CVz23%mnall%[6]. Vramci EHK pak nelze jako jeden
z faktort zvySujicich variabilitu vysledkil opominout
ani vlastnosti samotnych vzorki, které ve srovnani
se vzorky pacientli obsahuji stabiliza¢ni roztok, ktery
umoznuje kratkodobé skladovani a nasledny transport
od poskytovatele do laboratote ticastnika.
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Reprodukovatelnost vysledkil (mezilaboratorni vari-
abilita) byla v nasi analyze ovliviiovana zejména zastou-
penim CD34+ bunék v kontrolnim vzorku. Primeér CV
pro vzorky s vyloucenim extrémné nizkych hodnot byl
13 %. OvSsem CV vyznamné nartistalo pfi poklesu mnoz-
stvi CD34+ bunék pod 10, resp. 5 bunék/ul. Variabilita
meéteni ve stabilitnich studiich se pohybovala do 10 %.
Reprodukovatelnost uvadéna v multicentrickych stu-
diich se pohybuje od 10 do 28 %, a to ¢asto na vzorcich
s vy$$im zastoupenim CD34+ bunék, kde je variabilita
pfirozené nizsi [6, 9].

Prestoze klinicka relevance intra- i interlaboratorni
variability je v nizkych hodnotach zpravidla zanedba-
telna, je zafazovani takovychto vzorkli do EHK dileZité.
Jednak odrazi béznou klinickou situaci a zejména umoz-
nuje i pres ocekavany vyssi rozptyl ovéfovat laboratorim,
Ze jejich vysledky spadaji do fadové stejnych rozmezi
a nedochazi k chybnému nadhodnocovani mnozstvi
CD34+ bunék. Zaroven by si laboratofe mély uvédomo-
vat, Ze pfi nizkych hodnotach roste nejistota méfreni,
a s timto védomim by meély vysledek interpretovat,
pripadné provadét vindikovanych ptipadech opakovana
meéfeni vzorku a stanovovat z nich primérné hodnoty.
Idedlné by méla mit laboratot stanovenu dvoji nejistotu
meéteni, jednak pro vzorky v bézném klinickém rozme-
zi a jednak pro vzorky s nizkymi pocty bunék CD34+,
a uvadeét ji ve vysledkovych listech. Jednou z moznosti
snizeni nejistoty méreni je také zvySeni poctu nacita-
nych udalosti. Pro nizké hladiny CD34+ bunék by mélo
byt nac¢itdno minimalné 200 tisic udalosti [10].

DalSim opatfenim pro sniZeni variability méfeni je
vyuziti single platform metody, kdy je relativni i absolutni
pocet CD34+ bunék stanoven pritokovym cytometrem.
Odstranénim hematologického vstupu a pripadnych
nepresnosti vnasenych do analyzy hematologickym
analyzatorem, ale také napt. zaokrouhlovanim procenta
CD34+ buneék, dochazi k redukci poctu sloZek nejistoty
meéfeni v porovnani s dual platform metodou, jak prokazala
fada studii [11, 12]. V ramci vysledkl ziskanych v nasem
programu EHK se bohuzel k uvedenym tidajiim muZe-
me vyjadrit pouze omezené, protoZe pocet ucastniki je
ptilis nizky na to, aby umoziioval podrobnéjsi analyzu.
Nicméné i v naSem souboru je patrné, Ze ispésné labo-
ratore Castéji vyuzivaji SP metodu, zatimco nejméné
uspésné spoléhaji vyhradné DP pifistup. Na druhou
stranu je vhodné SP metodu doporucit spise zkuSenym
laboratorim, které s ni zachazeji rutinné a jsou schopny
splnit zvySené naroky na precizni ptipravu vzorku.

ZAVERY
Stanoveni CD34+ bunék reprezentuje v ramci EHK
velmi specificky program s malym poctem ticastnikil



EHK STANOVENI CD34+

a specialné ptripravovanymi vzorky, které vyzaduji
zvlastni péci v ramci logistickych postupti. Piesto je
jeho vyznam pro cilovou skupinu zejména hemato-
-onkologickych nemocnych pomérné zasadni. V sou-
Casné dobé je program plné etablovany, se stabilnim
poctem pravidelnych ticastnikil, ktefi vykazuji vysokou
miru tspésnosti méteni. Program prispiva k harmoni-
zaci vysledkii méfeni poc¢tu CD34+ bunék. Spravné meé-
feni CD34+ bunék patii mezi dilezité indikatory kvality
transplantacniho centra a je zaroven predpokladem pro
ziskavani pfesnych a porovnatelnych multicentrickych
Klinickych dat.

LITERATURA

1. Allan DS, Keeney M, Howson-Jan K, et al. Number of viable CD34+ cells
reinfused predicts engraftment in autologous hematopoietic stem cell
transplantation. Bone Marrow Transplantation 2002;29:967-972.

2. Gratama JW, Sutherland DR, Keeney M. Flow cytometric enumeration
and immunophenotyping of hematopoietic stem and progenitor cells.
Semin Hematol 2001;38:139-147.

3. Apperley J, Carreras E, Gluckman E, Masszi T, et al. Haematopoietic
stem cell transplantation. The EBMT Handbook. 6. vyd. Janov, Forum
service editore, 2012:93.

4. Sutherland DR, Anderson L, Keeney M, Nayar R, Chin-Yee |. The
ISHAGE guidelines for CD34+ cell determination by flow cytometry. J
Hemother 1996;5:213-226.

5. Gutensohn K, Carrero |, Krueger W, et al. Semi-automatic flow cyto-
metric analysis of CD34 expressing hematopoietic cells in peripheral
blood progenitor cell apheresis products. Transfusion 1999;39:1220-
1226.

6. Barnett D, Granger V, Kraan J, et al. Reduction of intra- and interla-
boratory variation in CD34+ stem cell enumeration using stable test
material, standard protocols and targeted training. Br J Haematol
2000;108:784-792.

7.Dzik W, Sniecinski |, Fischer J. Toward standardization of CD34+ cell
enumeration: An international study. Transfusion 1999;39:856-863.

8. Gratama JW, Kraan J, Levering W, Van Bockstaele DR, Rijkers G, Van
der Schoot CE. Analysis of variation in results of CD34p hemato-
poietic progenitor cell enumeration in a multicenter study. Cytometry
1997;30:10917.

9. Barnett D, Granger V, Whitby L, et al. Absolute CD4+ T-lymphocyte
and CD34+ stem cell counts by singleplatform flow cytometry: the
way forward. Br J Haematol 1999;106:1059-1062.

10. Eidenschink L, DiZerega G, Rodgers K, Bartlett M, Wells DA, Loken
MR. Basal levels of CD34 positive cells in peripheral blood differ be-
tween individuals and are stable for 18 months. Cytometry B Clin
Cytom 2012,82:18-25.

1. Levering W, Preijers F, van Wieringen W, et al. Flow cytometric
CD34+ stem cell enumeration: lessons from nine years’ external
quality assessment within the Benelux countries. Cytometry Part B
2007,72B:178-188.

12. Gratama JW, Kraan J, Keeney M, Sutherland DR, Granger V, Barnett
D. Validation of a single-platform ISHAGE method for CD34+ hema-
topoietic stem cell and progenitor cell enumeration in an internatio-
nal multicenter study. Cytotherapy 2003;5:55-65.

Podil autori na pripravé rukopisu

DL - ptiprava a finalizace rukopisu

MB - statisticka analyza, korekce rukopisu
PJ, MH - revize rukopisu

Podékovani
Podpofeno projektem institucionalniho vyzkumu
MZCR -ENPI, 00669806.

Cestné prohlaseni

Autor prace prohlasuje, Ze v souvislosti s tématem,
vznikem a publikaci tohoto ¢lanku neni ve stfetu zajmu
avznik ani publikace ¢lanku nebyly podpofeny zadnou
farmaceutickou firmou. Toto prohlaseni se tyka i vSech
spoluautori.

Do redakce doruceno dne 9. 3. 2019.
Prijato po recenzi dne15. 4. 2019.

doc. MUDr. Daniel Lysak, Ph.D.

Hematologicko-onkologické oddéleni
Fakultni nemocnice Plzen

Alej Svobody 80

304 60 Plzen

e-mail: lysak@fnplzen.cz

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 25, 2019



