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Sdéleni prijata pouze k publikaci

1378.

Separace monocytarnich bunék pomoci pristroje Elutra
Vidldkova Petra, Mackov4 Kldra, Skdlova Katka, Matéj-
kovd Eva, Kyjovskd Drahomira, MuZikova Jana, Novot-
nd Dana, BureSovd Ivana, Smejkalova Jana, Michélek Ja-
roslav (UCBI - MU, LF, Brno)

Uvod: Separa&ni piistroj Elutra je v Ceské republice
unikdtni a na naSem pracovisti byl uveden do provozu na
jafe roku 2008. Jeho hlavni vyuZitf spociva v separaci mo-
nocytoidnich bunék z leukaferetického produktu. Separat
je nésledné pouzit pro kultivaci dendritickych bunék in
vitro, které jsou hlavni sloZkou protinddorové vakciny pro
onkologické pacienty. Princip metody: Separa¢ni systém
Elutra umoziiuje rozdé€leni bunéénych populaci do riz-
nych frakef a to na zakladé velikosti a hustoty bunék. Pri-
stroj tak umoznuje obohaceni jednotlivych bunéénych po-
pulaci, jejich pripadnou depleci, zkoncentrovani nebo pro-
myvani. VSe se odehrdvd v plné uzavifeném a automati-
zovaném systému. Elutriace se fidi Stokesovym zakonem
o proudéni kapalin. Vysledky: Do soucasnosti byly pro-
vedeny 4 kompletni elutriace. Ve vybraném piipadé bylo
z 4,148x109 leukocytt ve vstupnim produktu obsahuji-
cim 21,1% monocytoidnich bun€k ziskdno 2,914x109 vy-
separovanych bunék s ¢istotou 89,4%. Doslo tedy k obo-
haceni z pivodnich 21,1% pted separaci na 89,4% mono-
cytoidnich bunék po separaci. Dals{ experimenty proka-
zaly obdobné vysledky. Zavér: Separované bunky ve vy-
soké Cistoté jsou diky uzavienému systému piistroje Elut-
ra bez rizika moZzné kontaminace vyuZitelné pro nésled-
né laboratorni a klinické aplikace. Tato prace byla podpo-
fena grantem NPVII 2B06058

1382.

Diferencialni proteomicka analyza aktivovanych a ne-
aktivovanych krevnich desti¢ek

Mijek Pavel, Reicheltovd Zuzana, Stikarova Jana, Sobot-
kova Alzbéta, Kotlin Roman, Chrastinova Leona, Suttnar
Jifi, Dyr Jan E (UHKT, Praha)

Krevni desticky hraji nepostradatelnou roli v hemostdze.
Kli¢ovym procesem pro sprdvnou funkci desticek je je-
jich aktivace, kterd je provdzena mimo jiné zménami de-
stickového proteomu. Znalosti téchto pfirozené probiha-
jicich zmén destickového proteomu je mozné pomoci ob-
jasnit vnitini pochody, které aktivaci desti¢ek provazeji
a lokalizovat je v rdmci vnitfniho usporadani desticek. Ty-
to fyziologicky probihajici zmény proteomu krevnich de-
sticek také mohou prispét k pochopeni stavii patologic-
kych, pfipadné pomoci s diagnostikou a 1écbou takovych
stavi. Cilem této prace bylo pomoci elektroforetickych
technik nalézt zmény proteomu krevnich desticek po je-
jich aktivaci tfemi riznymi agonisty — kyselinou arachi-

donovou, kolagenem a trombinem. Krevni desticky zdra-
vych dérct byly izolovany diferencidlni centrifugaci a po-
té aktivovany. Pro aktivaci desti¢ek jsme zvolili tfi ago-
nisty — kys. arachidonovou, kolagen a trombin. Aktivace
desticek byla sledovana agregometricky. Proteiny desti-
¢ek byly separovdany pomoci dvojrozmérné elektrofore-
sy s isoelektrickou fokusaci (pH 3-10 a 4-7) v prvnim
sméru a SDS-PAGE (gradientovy gel 5-15%) v druhém.
Gely byly barveny koloidni Coomassie. Po vizualizaci
protein byly gely pievedeny do elektronické podoby,
rozdéleny do Ctyf vzdjemné porovnavanych skupin (ne-
aktiv. desticky a tfemi agonisty aktiv. desti¢ky) a zpraco-
vany pomoci softwaru Progenesis SameSpots (Nonline-
ar Dynamics, USA). Signifikantné vyznamné spoty byly
Stépeny trypsinem. Pomoci nanoLC-MS/MS byly pepti-
dy separovdny na reverzni fazi (Ultimate 3000, Dionex,
USA) a nésledné identifikovany hmotnostni spektrome-
trif na principu nanoESI-TRAP (HCT Ultra, Bruker Dal-
tonics, USA). Po porovnani 36 geld (pI 3-10) bylo nale-
zeno 119 spoti, které se signifikantné lisily (p<0,05,
ANOVA) alespori ve dvou skupinéach. Vétsina spott by-
la nalezena v rozmezi pl 4-7, proto bylo provedeno po-
rovnani druhé skupiny gelt (39 geld, pI 4-7). Bylo nale-
zeno 190 signifikantné se liicich spotl. Mezi t€mito spo-
ty byly identifikovdny skupiny proteint, které lze pfifa-
dit k jednotlivym agonistim v rdmci jejich fyziologické-
ho pisobeni pfi aktivaci destiCek. Nékteré proteiny se je-
vi jako potencidlné zajimavé pro dalsi studium pochodt
odehravajicich se pri aktivaci krevnich desticek. Budou-
cim tkolem pak je identifikace posttranslacnich nebo ji-
nych modifikaci pfislusnych proteind, které danym zmé-
ndm proteomu odpovidaji. Podékovani: Tato price byla
podpofena granty AVCR KAN200670701 a VZ UHKT
MZ 02373601.

138s5.

Diagnostika leukémie z velkych granularnich lymfocy-
ti s ptvodem v NK linii pomoci priatokové cytometrie
Vroblovd Vladimira, MikeSov4 Olga, Jankovicova Karo-
lina, Schmitzova Daniela, Krejsek Jan ( Ustav klinické
imunologie a alergologie, UK, Praha; LF a FN, Hradec
Krdlové; Interni oddélent, hematologickd poradna, Ob-
lastni nemocnice, Jicin; aredl nemocnice, Novy BydZov)

Leukémie z velkych granuldrnich lymfocyti (LDGL)
zahrnuje spektrum biologicky vzddlenych lymfoprolife-
rativnich onemocnéni. Podle jejich piivodu je mozné od-
li§it dvé hlavni skupiny téchto leukémii, vychazejici z T
lymfocytii (CD3+) a z NK bunék (CD3-). Leukémie z vel-
kych granuldrnich lymfocytti je zafazena do podtypu NK-
LDGL, pokud patologické bunky na svém povrchu expri-
muji jeden, nebo oba znaky typické pro NK bunky
(CD16,CD56) a zaroven maji na svém povrchu nepiitom-
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nou expresi TCR receptoru a CD3 znaku. Na naSem pra-
covisti, Ustav klinické imunologie a alergologie FNHK,
jsme u pacientky s lymfocytézou diagnostikovali lymfo-
proliferaci z velkych granularnich lymfocyti. Pomoci
pritokové cytometrie jsme na povrchu abnormalnich bu-
nék prokdzali ze znakt typickych pro NK buriky expresi
CD16. Znak typicky pro T lymfocyty, CD3, nebyl na po-
vrchu pfitomen. Prokazali jsme klondlni expresi aktivac-
niho (NKG2C) a zaroven inhibi¢nicho (NKG2A) recep-
toru NK bunék. Exprese NCR (NKp46, NKp30) byla vy-
razné sniZend.

1412.

Priprava protinadorovych vakcin na bazi nové generace
dendritickych bunék pro potteby klinickych studii
Skélova Katefina, Mackova Klara, Muzikova Jana, No-
votnd Dana, Vidldkova Petra, Smejkalovd Jana, Michalek
Jaroslav (Univerzitni centrum bunécné imunoterapie,
MU, Brno; Laborator experimentdlni hematologie a bu-
nécné imunoterapie, FN, Brno; 1. Détskd interni klinika,
FN, Brno)

Jednim z pfistupd v 1é¢bé onkologickych onemoc-
nénfi je vakcinace, pfi niZ jsou pacientovi podavany au-
tologni dendritické buriky (DB). Dendritické buniky jsou
jedny z nejvyznamnéjsich antigen prezentujicich bunék.
Pti pfipravé vakciny jsou DB in vitro nalozeny lyza-
tem nddorové tkané pacienta. Poté jej in vivo prezen-
tuji T-lymfocytim a stimuluji tak protinddorovou imu-
nitni odpovéd. Nové generace vakcin je zaloZena na
dendritickych bunkdch produkujicich interleukin-12
(IL-12), ktery polarizuje imunitni odpovéd ve sméru po-
mocnych Thl a cytotoxickych Tc lymfocytl. Vstupnim
materidlem pro pripravu vakciny je leukaferéza - leu-
kocyty izolované z krve pacienta pomoci separdtoru.
Pro validaci metodiky byly pouZity leukocyty dobro-
volnych darcti. Pomoci pfistroje ELUTRA jsou z leu-
kaferézy izolovany monocyty, prekurzory dendritickych
bunék. Monocyty jsou po dobu 6 dnu kultivovany
v kompletnim médiu s pfidavkem cytokinti IL-4 a GM-
CSF (rustovy faktor stimulujici tvorbu granulocytt
a makrofagl), ¢fmZ vzniknou nezralé DB. Ty jsou pak
nalozeny nddorovym antigenem. Poté je pridanim li-
popolysacharidu (LPS) a interferonu-o. (IFN-o) indu-
kovéna jejich maturace. Po kriatkodobé kultivaci jsou
bunky v alikvotech zamraZeny. Na naSem pracovisti se
jiz od roku 2004 zabyvame pifipravou protinadorovych
vakein u pacientd se solidnimi nadory a v soucasné do-
bé byly validovany postupy pripravy nové generace
dendritickych bunék pro potieby klinickych studii. Ce-
ly proces pfipravy protinddorovych vakcin probihd po-
dle spravné vyrobni praxe v pfisné sterilnich podmin-
kach na certifikovaném pracovisti pro vyrobu 1é¢ivych
piipravki, v Cistych prostorach UCBI na Masarykové
univerzité v Brné. Budou prezentovdny dosavadni vy-
sledky vychdzejici z validaci vakcin. Prace byla podpo-
fena granty MSMT NPVII 2B06058 a NPV II 2B08066.

1421.

HLA vySetieni pacientii ve FN Brno v souvislosti

s transplantacemi solidnich organi

Jankt LibuSe, Bartoni¢kova Alena (TO a KB FN, Brno)

Uvod Transplantace piedstavuje v soucasné dobé jedi-
nou dlouhodobé ucinnou terapii organového selhdni. Pro
zajistén{ tspé$né implantace orgdnu a zejména s vyhledem
jeho dlouhodobého prezivani, je nezbytné provedeni HLA
vySetfeni jak pacientl, tak i darcti organti. Metodika
V HLA laboratofich TO a KB FN Brno jsou u pacientti pied
jejich zarazenim do ¢ekacf listiny na transplantaci solidnich
organd provddéna nésledujici vySetfeni: escreening anti-
HLA protilatek, vyjadfeny jako panel reaktivnich protila-
tek - PRA (%) stypizace HLA antigent I. a II. tiidy evy-
Setfen{ antigranulocytarnich a antitrombocytarnich protila-
tek Vysledky a zavér V letech 2004 — 2008 bylo vysetfe-
no 176 potenciélnich pifjemcti srdce, z toho 84 % bylo mu-
70 a 16 % Zen, vékovy primér pacientti byl 50 let. Jako pfi-
¢iny srdec¢niho selhdni byly uvadény: infarkt myokardu
a kardiomyopatie. Pouze v 1 pfipadé¢ byla zjisténa piitom-
nost anti-HLA protilatek (PRA = 74%). Ve stejném obdo-
bi bylo v Centru kardiovaskuldrni a transplantacni chirur-
gie Brno (CKTCH) transplantovano 97 srdci, ve 2 pripa-
dech s pozitivnim aktudlnim cross-match (ACM). Ve stej-
ném obdobi bylo vysetfeno 209 piijemci jater, z toho 52
% Zen a 48 % muzi, s vékovym prumérem 49 let. PYici-
nami jaterntho selhdn{ byla nejéastéji jaterni cirh6za zpu-
sobend etylalkoholem ¢i jinou jaterni noxou. Alkoholickd
cirhdza jater se vyskytovala ¢astéji u muzii neZ u Zen. Z cel-
kového poctu 33 pacientt se jednalo o 23 muzid a 10 Zen.
Ve vice nez 50 % pripadl byla u piijemct jater zjisténa pii-
tomnost antileukocytdrnich a/nebo antitrombocytdrnich
protilatek. Antigranulocytdrni protildtky se vyskytovaly
Cast&ji u Zen neZ u muzd. V tomto obdobi byla v CKTCH
provedena transplantace jater u 133 pacientt, ve 22 piipa-
dech s pozitivnim ACM. V letech 2004 — 2008 bylo nové
vysetieno a zarazeno do Cekacf listiny na transplantaci led-
viny 91 pacienttl s ledvinovym selhdnim.Vékovy prumér
pacientl byl 49 let. Pocet ¢ekatelli na transplantaci ledvi-
ny se v ¢ekacf listin€ pohyboval v jednotlivych letech od
141 do 199 osob, vyskyt anti-HLA protilatek u ¢ekatelt
ledvin kolisal od 4 do 100%, v nékterych pripadech s jas-
né definovanou specifitou. Transplantace ledviny byla v da-
ném obdobi provedena u 227 pacientl, ve 3 piipadech s po-
zitivnim ACM. V daném obdobi byly nej¢astéji transplan-
tovany ledviny.

1427.

Expresni profil miRNA u T regulacnich lymfocyta
pacienti s diabetem 1. typu

Hézova Renata, Slaby Ondrej, Petra Faltejskova, Zuza-
na Mikulkov4d, Iva BureSov4, Karthickraja Muthuraja, Jan
Hodek, Jaroslava Ovesna, Jaroslav Michalek (Univerzit-
ni centrum bunécné imunoterapie, Masarykova univerzi-
ta, Brno; Masarykiv onkologicky ustav, Brno; Vyzkum-
ny tstav rostlinné vyroby, Praha- Ruzyné)
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MikroRNA (miRNA) jsou malé nekédujici jednoretéz-
cové molekuly RNA, které maji velky potencidl regulovat
genovou expresi a udrZovat integritu imunitniho systému.
Diabetes mellitus 1. typu je autoimunitni onemocnéni zpu-
sobené destrukei beta bunék Langerhansovych ostriivki cy-
totoxickymi Tc lymfocyty za spoluticasti Th1 lymfocyti. T
regulacni lymfocyty (Treg) jsou specializované CD4+,
CD25+, FoxP3+ lymfocyty, které reguluji imunitni reakce
a brani tak rozvoji zejména autoimunitnich onemocnéni. Je-
jich mechanismus tc¢inku spociva v produkci IL-10 a TGF-
beta ¢imZ inhibuji Th1 lymfocyty a kontroluji tak aktivaci
autoagresivnich CD4+ a CD8+ lymfocytl. Studie na gene-
ticky upravenych mysich, jejichZ Treg neexprimovaly Zad-
nou miRNA, prokézala, Ze toto Treg-selektivni vybloko-
vani miRNA vedlo ke ztrat€ jejich imunosupresivniho fe-
notypu a rozvoji autoimunitnich onemocnéni in vivo. Lze
proto predpokladat, Ze deficit ¢i pozménéné funkce Treg
u diabetu 1. typu, mohou byt zptisobeny zménami na tGrov-
ni exprese miRNA v téchto burnikdch. Cilem nasi prace by-
lo stanovit expresni profil miRNA u Treg u pacienti s dia-
betem 1. typu a zdravych dércl a jejich vzdjemné srovna-
ni. Z periferni krve Sesti diabetikti a Sesti zdravych darct
jsme pomoci pritokové cytometrie separovali Treg (dle zna-
kii: CD3+, CD4+,CD25+,CD127-) a T lymfocyty (dle zna-
ki: CD3+, CD4+, CD25-) ze kterych jsme izolovali celko-
vou RNA bohatou na frakci kratkych RNA. Pomoci nizko-
hustotnich Real-Time PCR arrays (Human miRNA Panel)
jsme stanovili exprese 384 miRNA u Treg a T lymfocytd.
Ocekévame, Ze diferencidlni analyzou (HCL, SAM) expres-
nich profilti ddrct a diabetikil identifikujeme miRNA po-
tencidlné vyznamné v patogenezi tohoto autoimunitniho
onemocnéni, které by v budoucnosti mohly byt vyuZzity ja-
ko terapeutické cile u diabetu 1. typu. Vysledky téchto ana-
1yz budou obsaZeny v naSem sdéleni. Podporovano granty
MSMT NPVII 2B08066 a IGA MZ 9355-3.

143s.

Analyza karbonylovanych proteinii lidskych krevnich
desticek

Sobotkovd Alzbéta, Pimkova Kristyna, Méjek Pavel, Ma-
ly Martin, Suttnar Jiif, Dyr Jan Evangelista (UHKT, FN
Motol, Praha)

Uvod: Krevni desticky hraji vyznamnou roli v he-
mostaze. Béhem desti¢kové aktivace riznymi agonisty
vznikaji reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) a do-
chdzi k fadé oxidacnich procesi. Nestabilni molekuly
RONS hrajf v§znamnou roli v aktivac¢nich kaskadéch ja-
ko tzv. druzi poslové, ale také mohou modifikovat dalsi
makromolekuly (lipidy, proteiny) v jejich bezprostfedni
blizkosti. Tvorba karbonylovych skupin je jednim z prv-
nich krokid oxida¢niho poskozeni proteint. Takto modi-
fikované proteiny mohou ztracet své fyziologické vlast-
nosti napf. icast na reorganizaci cytoskeletonu béhem de-
stickové aktivace. Predmétem této prace bylo nalézt vhod-
nou metodu ke studiu procesii oxidaéniho stresu, konkrét-
né izolace a ndsledna identifikace karbonylovanych pro-

teind v neaktivnich krevnich desti¢kéch a v desti¢kach ak-
tivovanych riznymi agonisty. Metody: Krev zdravych
darct, ktefi minimalné 14 dnf neuzivaly 1éky ovliviiujici
funkci krevnich desticek, byla odebrdna do antikoagulac-
niho ¢inidla ACD. Z plazmy byly izolovany krevni de-
sticky a vyslednd koncentrace byla upravena na
500.000/ml. Takto pfipravené promyté desticky byly ak-
tivovany tfemi rznymi agonisty- kyselinou arachidono-
vou, kolagenem nebo trombinem. Aktivace krevnich de-
sticek byla sledovdna fotometricky méfenim agregacni
odezvy pii 37°C. Karbonylované skupiny v destickovych
proteinech byly oznaceny biotin hydrazidem a izolovéany
na avidin agarose. K eluci danych proteind byl pouzit
2mM roztok biotinu. Obsah jednotlivych frakci byl ana-
lyzovan SDS-PAGE, western blotingem a imunochemic-
kou detekei s pouzitim avidin-peroxidazy. Ovéfené pro-
teinové frakce byly naStépeny trypsinem a identifikova-
ny 2D-HPLC/ESI-MS/MS. Vysledky: Béhem aktivace
krevnich desti¢ek tfemi riznymi agonisty bylo nejvétsi
mnozstvi karbonylovanych proteind nalezeno ve vzorcich
krevnich desticek aktivovanych kolagen. Data ukazujf, Ze
tato metoda je jednoduchou technikou pro izolaci karbo-
nylovaného subproteomu proteint krevnich desti¢ek s mi-
nimem fale$né pozitivnich vysledkti. Podékovani: Tato
préce vznikla za podpory grantii AV CR KAN200670701,
IGA MZ CR NS 9636-3/2008, VZ MZ CR 2373601.

1440.

Usp&na terapie trombotické trombocytopenické
purpury monoklonalni protilatkou anti-CD 20

- kazuistika

Prochazkova Jana, Hlusi Antonin, Klusova Natalie, Sla-

vik Ludgk, Ulehlova Jana (HOK FN, Olomouc)

Uvod: Trombotickd trombocytopenickd purpura (TTP)
je velmi t€7ké onemocnéni s vétsinou akutnim pribéhem,
charakterizované kombinaci péti pfiznakt vyjadienych
v rlizné intenzité (mikroangiopaticka hemolytickd anemie,
trombocytopenie s hemoragickou diatezou, teplota, neu-
rologickd symtomatologie, renaln{ insuficience). Pficinou
tohoto stavu je tézky deficit metaloproteindzy $té€pici mul-
timery von Willebrandova faktoru (vWF), coZ vede k hro-
madéni abnormdlné velkych multimerd vWf, generalizo-
vanému poSkozenim endotelu a ischemizaci tkan{ nésled-
kem mikrotrombotizace. V trombech dochdzi ke kon-
zumpci trombocytl a mechanické destrukci erytrocyti.
Deficit metaloproteindzy $t€pici multimery vVWF miZze
byt jak vrozeny, tak ziskany, ktery je zptisoben pfitom-
nosti specifického inhibitoru. Zdkladnim prvkem terapie
je vyménna plazmafereza doplnénd o podani kortikoidi.
Popis pripadu: 50-tiletd Zena s dosud zcela nevyznam-
nou osobni anamnezou vySetfena pro tiidenni anamnézu
slabosti, kie¢i koncetin a tvorbu hematomu po celém té-
le. Pri vstupnim vySeteni hemolytickd anemie s ndlezem
schistocytd, tézkd trombocytopenie, elevace LDH a bili-
rubinu. Zah4djena terapie vyménnymi plazmaferézami, po
kterych promptni normalizace poétu trombocytl a stabi-
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lizace hemolyzy. Pi nasledné terapii kortikoidy a substi-
tuci mraZenymi plazmami doSlo k relapsu s poklesem
trombocytl a zvyraznénim hemolyzy provazenym poru-
chou zraku, vzestupem TK a zimnici s tfesavkou. Znovu
jsme pfistoupili k terapii vyménnymi plazmaferézami,
které opét s efektem na pocet trombocytd. Pro jen parci-
alni efekt plazmaferéz (trvajici mikroangiopatickd hemo-
lytickd anemie) jsme indikovali imunosupresivni 1é¢bu
monoklondlni protildtkou anti-CD 20 (MabThera), po kte-
ré ndstup remise onemocnéni, trvajici jiz fadu mésici.
Prokézana pritomnost specifického inhibitoru metalopro-
teindzy. Zavér: TTP zlstava i pfi uZziti nejmodernéjsich
a velmi razantnich terapeutickych postupl velmi zavaz-
nou a potencidlné smrtelnou chorobou, predevsim z di-
vodu mnohdy superakutniho pribéhu. Na tuto klinickou
jednotku je nutné myslet predevsim v piipadech jinak ne-
vysvétlitelné kombinace trombocytopenie a hemolytické
anemie, protoZe v poc¢atku onemocnéni nemusi byt pri-
znaky selhani mikrocirkulace ledvin ¢i CNS vyjadreny.

1444.

Cisté experimentilni vyrobni prostory v podminkich
spravné vyrobni praxe — jejich charakteristika

a produkty

Smejkalova Jana, Mackova Klara, Skélova Katefina, Mu-
zikovd Jana, Novotnd Dana, Vidlakovéa Petra, Kyjovska
Drahomira, Matéjkova Eva, Penka Miroslav, Michdlek Ja-
roslav, Hijek Roman (LEHABI - Cisté prostory Masary-
kovy univerzity, Brno; Oddéleni klinické hematologie, FN,
Brno; Univerzitni centrum bunécné imunoterapie Masa-
rykovy univerzity, Brno)

Uvod. Masarykova univerzita predstavuje unikétni pra-
covité pro obor imunoterapie. V Cistych prostorch vyra-
bi novou, netoxickou lécbu pro onkologii — protinddorové
hodnocené 1é¢ivé pripravky. Disponuje povolenim k vyro-
bé 1é¢ivych pripravkd v oblasti Vyroba autolognich a alo-
gennich 1é¢ivych pifpravki kultivaci imunokompetentnich
bunék in vitro a je drzitelem ,,Certifikdtu SVP pro vyrob-
ce®, (spravna vyrobni praxe), coZ znamend zapis do databa-
ze EudraGMP. Vyroba v Cistych prostorach je pravidelné
kontrolovéna inspektory SUKL (Sttni tistav kontroly 1é-
¢iv). Cil. Vyroba protinadorovych vakcin v €istych prosto-
rdch v podminkdch GMP (Good Manufacturing Practice).
Pacienti/metody. LéCivé ptipravky jsou pripravovany asep-
ticky, vyroba je monitorovédna z hlediska mikrobidln{ a ¢4s-
ticové kontaminace, jsou monitorovéani pracovnici. LéCivé
ptipravky podléhaji vystupni kontrole bezpecnosti a jakos-
ti a jsou propoustény kvalifikovanou osobou. Vakcina je
aplikovéana pacientim s mnohoéetnym myelomem, meta-
stazujicim melanomem, glioblastomem, rendlnim karcino-
mem a détskym pacientim se solidnim nadorem. Vysled-
ky. V letech 2003-2008 bylo pripraveno celkem 141 vak-
cin. Od roku 2007 jsou protinddorové vakciny vyrabény
v Cistych prostorich Univerzitniho kampusu Masarykovy
univerzity (LEHABI-CP-MU). Zavér. Vyroba autolognich
protinddorovych vakcin musi probihat pouze v podminkach

GMP v Cistych prostorach, po udéleni povoleni od SUKL.
Masarykova univerzita je prvnim a v souc¢asné dobé i jedi-
nym univerzitnim pracovistém s timto povolenim k vyrobég.
Dodrzovéni podminek GMP jsou klicovym krokem pro bez-
pecnou aplikaci nekomer¢né pripravenych vakcin v klinic-
kych experimentech. Podporovédno vyzkumnym zdmérem
IGA MR 8945-4, MSMT NPV II 2B06058 a LC06027.

1448.

Destickovy lyzat podporuje rist a expanzi
mezenchymalnich stromalnich bunék ziskanych

z malych objemi kostni diené

Matéjkova Eva, Foltdnkovd Veronika, Michélek Jaroslav,
Bernardo Maria Ester (Univerzitni centrum bunécné imu-
noterapie, Masarykova univerzita, Brno; Oncoematolo-
gia Pediatrica, Fondazione Istituto di Ricovero e Cura
a Carattere Scientifico Policlinico San Matteo, Univer-
sitq di Pavia, Italy)

V poslednich n€kolika letech je pozornost odborné ve-
fejnosti zaméfena na kmenové buriky. Prekurzory nehe-
matopoetické fady se nazyvaji mezenchymalni stromal-
ni buniky (MCS), které jsou velkym pfislibem na poli re-
generativni mediciny nebo pfi 1é¢bé mnoha typl (nejen)
autoimunitnich onemocnéni. V naSich experimentech
jsme srovndvali dvé metody kultivace MSC, ziskanych
z malych vzorkd kostni dfené pacientl s nehematoonko-
logickou diagnézou, s cilem komparace tcinnosti destic-
kového lyzatu a fetdlniho bovinniho séra. V Sesti pfipa-
dech se jednalo o 2ml kostni dfené z trepanobiopsie a ve
Ctyfech piipadech o vyplach bunék zachycenych v odbé-
rovych setech po odbéru kostn{ dfené zdravych darcti. Pro
samotnou kultivaci bylo pouZito médium pro MSC obo-
hacené 10% fetalnim bovinnim sérem (FBS) nebo 5% de-
stickovym lyzatem (PL). Lyzat byl pfipraven podle me-
todiky italského pracovisté. Bunky vykazovaly vSechny
hlavni charakteristiky spojované s MSC - shodnou mor-
fologii, velikost i expresi povrchovych markert v obou
typech kultur. Biologickd funkénost MSC byla testovdna
pomoci jejich schopnosti diferenciace v osteoblasty a adi-
pocyty. Imunologické vlastnosti byly ovéfeny prostied-
nictvim smiSené leukocytarni reakce, kdy byl prokdzdn
jejich tlumivy efekt na aloreaktivni T lymfocyty. Podari-
neZ fetdlni bovinni sérum. Jednd se o perspektivni a bez-
pecny suplement pro kultivaci MSC zejména tam, kde
mdme omezené mnozstvi vstupniho biologického mate-
ridlu. Tento projekt byl podpofen programem rektora Ma-
sarykovy univerzity pro podporu tviréi ¢innosti studen-
ti ¢. 20081431E0021.
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1458.

Sledovani exprese genii, které maji vliv na prognézu
a rezistenci u pacientit s mnohocetnym myelomem
Dudova Silvie, Sablikova Barbora, Svachova Hana, Mi-
chdlek Jaroslav, Hidjek Roman (Univerzitni vyzkumné
centrum - Ceskd myelomovd skupina, LF MU, Brno; La-
borator experimentdlni hematologie a bunécné imunote-
rapie, OKH FN, Brno)

Uvod: Mnohoéetny myelom (MM) je nddorové one-
mocnéni zpisobené maligni transformaci B-bunék, jejich
klondlnf proliferaci a akumulaci plazmatickych v kostn{
dreni. Toto heterogenni onemocnéni se vyznacuje rozdil-
nou progndzou a citlivosti k 1é¢bé u jednotlivych pacien-
ti. V souvislosti s rozvojem metod microarrays a real-ti-
me PCR jsou hledany souvislosti mezi expresi gent
a predpovédi zavaznosti onemocnéni Ci rezistence k 1é¢-
bé. Cilem nasi prace bylo sledovani exprese gend, které
mohou mit vliv na prognézu, kostni 1éze a 1écbu pacien-
ti s MM. Metodika: Exprese genil byla sledovéana u plaz-
matickych CD138+ bunék, které byly ziskany z kostni
diené pacienti s MM pomoci magnetické separace na pii-
stroji AutoMACS. Izolovand celkovd RNA byla reverzni
transkripci prepsdna do cDNA. Pro zlepSeni zdchytu
vSech genil byla pred kvantitativni PCR zafazena pream-
plifikaéni reakce. Vysledky: K analyze genové exprese
byly pouZzity vzorky CD138+ bunék s ¢istotou minimal-
né 90%. Malé mnoZstvi vstupniho materidlu bylo namno-
Zeno vyuZzitim preamplifikacni reakce, kterd obohacuje
cDNA o vybrané sekvence a tak poskytuje materidl pro
ndslednou real-time PCR. Zavér: Byla stanovena expre-
se gentl pomoci real-time PCR u 35 pacientti s MM. Na-
méfené rozdily v aktivité genti naznacuji jejich roli pfi
studiu patogeneze a moZnost vyuZiti jejich sledovani ja-
ko potenciondlnich markert rezistence v klinické 16¢bé.
Prace vznikla za podpory granti: LC06027, MSM
0221622415.

1460.

Anemie, nedostatek Zeleza a srde¢ni selhani

Sitarova Martina, Sevcikova Irena, Zvarova Marta (Od-
déleni klinické hematologie, FN u Sv. Anny, Brno)

V poslednich letech fada studif prokdzala, ze vyskyt
anemie u pac. s chronickym srde¢nim selhdnim/ CHSS/
je Casty a je spojen se zvySenym rizikem mortality, mor-
bidity a vyS$§i Cetnosti hospitalizaci. Etiologie anemie
u pacientd s CHSS je multifaktoridlni. Studie u téchto pa-
cientll prokdzaly, Ze nejcastéjsi pti¢inou anemie je nedo-
statek Zeleza. Deficit Zeleza, u pac. s anemif, ale i bez pfi-
tomnosti anemie, je spojen se sniZzenou transportni kapa-
citou 02 a horsi tkanovou oxidaci, coZ vede k nizsi tole-
ranci zatéZe a tim k hors{ kvalité Zivota. Dobra znalost
metabolismu Zeleza, stanoven{ dg. jeho nedostatku a s tim
spojené spravné nastaveni 1é¢ebné strategie, jsou nezbyt-
né k dosaZeni optimdlni péce o pacienty se srdecnim
selhdnim a soucasné poruchou metabolismu Zeleza. Jako

jeden z moZnych terapeutickych pristupti v 1é¢bé je i.v.
aplikace ferric carboxymaltosy, kterd je nyni predmétem
zkoumdni prdavé probihajicich studii/ FAIR-HF,
EFFICACY-HF/. Predbézné vysledky ukazuji zlepSeni
kardidlnich funkci pacientd, sniZeni vyskytu kardidln{
symptomatologie, nardst VO2max., zlepSeni celkové vy-
konnosti, sniZeni Cetnosti hospitalizaci a tim i kvality Zi-
vota, jak pacientd s anemii, tak i u pacientil bez pfitom-
nosti anemie. Déle ukazuji pokles natriuretickych pepti-
du a zanétlivych markeri. Zavér: Anemie je vyznamny ri-
zikovy faktor zvySujici mortalitu pacientt se srde¢nim se-
Ihdnim. Nedostatek Zeleza je Casto podcenovanou prici-
nou anemie u CHSS. Vznika tak potfeba upresnéni dg.
kriterif deficitu Zeleza u téchto pacientt s nasledné vhod-
né volenym terapetickym piistupem.

1494.

Projekt MGUS 2010: Prva aplikacia registru
monoklonalnych gamapatii

Sandeckd Viera, Maisnar Vladimir, Radocha Jakub, Ry-
barova Renata, S¢udla Vlastimil, Bacovsky Jaroslav, H4j-
kové Margita, Gregora EvZen, Budkovéa Jana, Straub Jan,
gpiéka Ivan, Zounar René, Téthova Elena, Bockova Ja-
na, Mistrik Martin, Baculova Zuzana, Pelcova Jana, Ha-
jek Roman (IHOK FN, Brno I1. Interni klinika-OKH, FN,
Hradec Krdlové; II1. Interni klinika LF a FN, Olomouc;
OKH, FNKYV, Praha; 1. Interni klinika 1. LF UK a VFN,
Praha; Klinika Hematologie a onkohematoldgie LF LP
a FN LP, KoSice; Klinika hematologie a transfuziologie
LF UK, SZU a FNsP, Bratislava)

Uvod: MGUS- prvé zndma prekanceréza. Diagnéza je
stanovend na podklade pritomnosti monoklondlneho pro-
tefnu v moci alebo v sére pacienta a sicasne nie su splne-
né diagnostické kritéria MM, WM, AL ¢&i iného lymfo-
proliferativného ochorenia. Ciele: Projekt pozostava z 3
Casti. Hlavnym bodom prvej Casti je zhromaZdenie dat ¢o
najvacSieho poctu pacientov s diagnézou MGUS. Do bu-
dudcnosti by tomu mohol napomdct’ novy medzinarodny re-
gister monoklondlnych gamapatii -RMG register predsta-
veny Ceskou myelémovou skupinou v roku 2007
(www.myeloma.cz). V stcasnosti sa do projektu zapojilo
5 centier vramei CR a 2 centra zo SR s vyslednym po&tom
564 pacientov s diagnézou MGUS. K sprehl'adneniu zhro-
mazdenych dat v registri sliZi od janudra 2009 vizualiza-
cia. Okrem zhromaZdovania dat v prvej Casti prebehne aj
retrospektivna analyza uZ zndmych rizikovych faktorov
malignej tranformdcie. Druhd cast’ bude pozostavat’ z ge-
nomickej a flowcytometrickej analyzy novych potencio-
ndlnych klI'i¢ovych faktorov malignej transformdcie s na-
slednym prospektivnym sledovanim. Tretia faza bude edu-
kacna a informativna so socioekonomickym prinosom.
Bude obsahovat’ vysledky, ktoré sa premietnu do jedno-
tlivych doporuceni. Pre osoby s benignym typom MGUS
to bude znamenat’ zasadné ukl'udnenie a dispenzarizacnu
minimalizdciu. Skupinu s malignym typom MGUS bude-
me moct’ zat'azit’ experimentalnymi metdédami. Zaver: Pr-
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vym aplikovanym projektom vychadzajicim z medzina-
rodného registru RMG éeskej myelémovej skupiny je pro-
jekt MGUS 2010, ktory ma pomocou ndstrojov genomi-
ky a cytomiky d'alej upresnit’ rizikovost’ progresie tejto pre-
kancerézy do liecby vyZadujiceho nddorového ochorenia.
S podporou NR 9225-3, LC06027 MSMT.

1521.

Happy end se Spatnym koncem

- misto tézké hemofilie trombéza ohrozujici Zivot
Votava Tomas, Cernd Zdenka, Dolezalova Lenka, Slad-
kova Eva, Kastner Jan (Détskd klinika, FN Plzeri; Radio-
diagnostickd klinika, FN Plzer)

Kasuistika 3,5 mésicniho chlapce s masivnim ische-
mickym iktem u néhoZ byla dle prenatdlniho vysetfeni
ocekdvana tézka forma hemofilie A. JiZ prenatdlné by-
lo kontaktovédno naSe pracovi§té, protoZe bratr matky
probanda byl t€zky hemofilik A. Matka byla moleku-
larné genetickym vysetfenim oznacena za pravdépodob-
nou prenasecku hemofilie. Kauzalni mutace vSak v ro-
diné zatim nebyla zji$téna. Ve 12. tydnu t€hotenstvi by-
lo provedeno vysetfeni choriovych klki a bylo zjisténo
muZzské pohlavi plodu. V referen¢ni laboratofi bylo pro-
vedeno vySetfeni informativniho intragenového poly-
morfismu VNTR v intronu 22 se zdvérem, Ze plod ma
stejnou alelu jako bratr matky s hemofilif a mél by byt
tézky hemofilik. I pres tuto informaci se rodic¢e rozhod-
li v gravidité pokracovat. Porod probéhl sekci v termi-
nu, poporodni adaptace byla dobrd, chlapec byl bez zna-
mek krvécivé diatézy, hladiny FVIII 158-198%, hemo-
filie byla timto vyloucena. Ve véku 3.5 mésice vSak chla-
pec prodélal tézky ischemicky iktus, proto byl dovySet-
fen na trombofilni stavy a byla zjiSténa pfitomnost Le-
idenské mutace v genu pro faktor V v heterozygotnim
stavu, mutace A13G v genu pro protein Z v heterozygot-
nim stavu a bodové mutace 4G/4G v genu PAIl v ho-
mozygotnim stavu. Pfitomnosti téchto mutaci v kombi-
naci s vyssi hladinou faktoru VIII si vysvétlujeme pii-
tomnost iktu v tomto jinak netypickém véku. Tento aty-

picky prubéh klinického vyvoje nds vede k otdzce, zda
hemofilici nemaji urcity pfirozeny, obranny* mechanis-
mus ve sméru podpory trombogeneze?

1535.

Srovnani dvou metod pro hodnoceni preziti

a proliferace lymfocyti v autologni smiSené
lymfocytarni reakci s dendritickymi butikami
pacienti s CLL: inkorporace 3H-thymidinu

a diferencialniho gatingu

Veseld Romana, DoleZalovd Ludmila, Pytlik Robert (/.
interni klinika VFN a 1. LF UK, Praha; UHKT, Praha)

Dendritické buriky (DC) jsou velmi G¢inné antigen pre-
zentujici bunky vyvolavajici specifickou imunitni reakci or-
ganismu stimulaci B a T lymfocyti. SmiSend lymfocytarn{
reakce (MLR) T-lymfocytti s dendritickymi bunkami je te-
dy jednim ze zdkladnich néstroji studia imunologickych
mechanismu. Inkorporace 3H-thymidinu, béZné uzivana
metoda pro stanoveni proliferace T-lymfocytl, je vhodna
predevsim ke kontrole funk¢nosti DC, ale poskytuje jen ma-
lo informacf o vlastnim piezivani ¢i proliferaci T-lymfocy-
ti. Pro kvantitativni analyzu proliferace T-lymfocyti se je-
vi mnohem vhodnéj§i metoda pritokové cytometrie a dife-
rencidlntho gatingu. Ta je zaloZena na Casové omezené akvi-
zici uddlosti a na jejich rozdéleni podle hodnot forward a si-
de scatteru. Gatovany jsou populace vSech Zivych bunék,
vSech Zivych neproliferujicich bunék a také populace mrt-
vych/apoptotickych bunék. Obé metody dobte koreluji, coz
je v souladu s pocdtecni hypotézou. Obé studované meto-
dy navic koreluji s procentem bunék pozitivnich na aktivac-
ni/prolifera¢ni marker CD71. Jak metoda inkorporace 3H-
thymidinu, tak metoda diferencidlniho gatingu se osvédci-
li, poskytuji rychlé a dobre reprodukovatelné vysledky. Vz-
hledem k tomu, Ze metoda diferencidlniho gatingu ve své
zakladni podobé nevyzaduje uZiti Zidné fluorescencni pro-
tilatky a umoznuje tedy rychly a levny screening velkého
mnoZstvi vzorkl bez pouZziti radioaktivné znacenych nuk-
leotidd, je velmi vhodna pro budouci klinické vyuZiti. Pod-
poreno: MSM 0021620808
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