


ceptorl (tgTCR) jsou extenzivné studovany v souvislosti s [écbou
rakoviny. V nasem projektu jsme se rozhodli vyuzit technologii
GM T lymfocytl pro terapii virové infekce, konkrétné pro terapii
reaktivace lidského cytomegaloviru (HCMV), kterd ohrozuje pa-
cienty podstupujici transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék.

Metody: Elektroporaci plasmid piggyBac transpozonového sys-
tému do PBMC HCMV- HLA-A2+ dércl jsme ptipravili primarni
T lymfocyty exprimujici CAR proti glykoproteinu B (gB) HCMV
v kombinaci s tgTCR proti specifickému peptidu z fosfoproteinu
pp65 HCMV prezentovanému v komplexu s HLA-A2. Dvojité mo-
difikované T lymfocyty jsme nasledné specificky stimulovali pfes
CAR nebo tgTCR a péstovali v pfitomnosti IL-2, IL-4 a IL-7. Testovani
funkcénosti T lymfocytl jsme provadéli koinkubaci s HCMV infikova-
nymi fibroblasty. Vysledky koinkubace jsme vyhodnocovali barve-
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nim/cytotoxickym testem s neutrdini cerveni, imunofluorescenc-
nim barvenim na virovy protein pp65 a kvantitativni PCR detekujici
HCMV DNA.

Vysledky: Béhem expanze jsme dokazali ziskat az 65 % dvojité
modifikovanych gB-CAR+ pp65-TCR+ T lymfocytt. HCMV infikovana
kultura fibroblasti inkubovana devét dni s témito dvojité pozitivnimi
T lymfocyty byla morfologicky odlisnd od kultury inkubované
s T lymfocyty nemodifikovanymi. V jamkach s gB-CAR+ pp65-TCR+
T lymfocyty jsme rovnéz zjistili vyrazné snizeni celkového mnozstvi
cilovych virem infikovanych bunék spole¢né se snizenym mnozstvim
virového proteinu a virové DNA.

Zavér: Z provedenych experimentl vyvozujeme, Zze nase dvojité
modifikované T lymfocyty dokézi cytotoxicky zabijet HCMV
infikované bunky a inhibovat virovou replikaci in vitro. Pro potvrzeni
planujeme provést dalsi testy a opakovani pokusa.

Obr. 2. Kroutilova M. et al. Rozdily v plisobeni dvojité modifikovanych T lymfocytli a nemodifikovanych T Imyfocytl na

kulturu cilovych fibroblastt infikovanou HCMV.

horni fadek - supravitalni barveni cilovych fibroblastd neutralné ¢erveni; spodni fadek — imunofluorescencni barveni

fibroblastd na HCMV antigen pp65
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P27. STANOVENI POCTU KOPII GENU

CARI19 VE VZORKU POMOCI DIGITALNIHO
PCR - VALIDACE METODY V REZIMU
SPRAVNE VYROBNI PRAXE (SVP)

Petrackova M., Rychla J., Kastankova I, Sroller V., Mucha M., Zizkové H.,
Polivkova V., Pecherkova P., Kuliskova M.

Ustav hematologie a krevni transfuze, Praha

Ustav hematologie a krevni transfuze ma zajem implementovat
imunoterapii do kliniky, a podpofit standardni 1é¢bu svych pacientd.
V UHKT byl zaveden systém SVP (GMP) pro lé¢ivé pipravky pro
moderni terapii (ATMP), zfizeny cisté prostory, ve kterych se izoluji,
modifikuji a expanduji imunitni bunky pro pacienty. Probiha
zde vyroba bunék NK, CAR19-T lymfocyt(, a v dohledné dobé
dojde k zahdjeni vyroby CAR123-T lymfocytd. Jde o pacientovy
T-lymfocyty, do kterych je vnesen gen s chimerickym antigennim
receptorem (CAR) pro molekulu CD19 nebo CD123. Vysledné
produkty jsou testovény, zda splfuji kvalitu jakosti, a jsou vhodné
pro podani pacientovi. Laboratof funkénich testd UHKT se zamétuje
na vyvoj a validaci imunologickych a molekuldrné genetickych
kontrolnich metod v SVP rezimu potfebnych k ovéreni téchto
produkta.

Nasim cilem bylo zavedeni a validace kontrolni metody, ktera
dokaze stanovit pocet kopii genu CAR19 ve vzorku. K absolutni
kvantifikaci kopii molekul DNA jsme zvolili metodu digitalniho PCR
(ddPCR).V jedné reakéni smési se sleduje v tisici kapickach pocet kopii
genu CAR19 a zéroven genu pro albumin, a z téchto Udaju se vypocita
pocet kopii genu CAR19/buriku. Cely proces kontrolni metody zacina
rozmrazenim bunék, pokracuje izolaci genomové DNA (gDNA)
a kon¢i ddPCR a jeho analyzou.

V ramci validace metody jsme zjistovali tyto charakteristiky:
selektivitu, specificitu, detekéni rozmezi, linearitu, opakovatelnost
a robustnost. Z vysledkl vyplyva, ze metoda je vysoce selektivni
a specifickd, a potvrzuje se tim vhodny vybér primerl, sond
a nastaveni PCR. Vypocetli jsme limit detekce LOD = 0,7 pozitivnich
dropletd, tj. 0,05 kopii/ul reakce a limit kvantifikace LOQ = 2 pozitivni
droplety, tj. 0,12 kopii/ul reakce. Prokazali jsme linedrni vztah mezi
procentem CAR19 pozitivnich bunék a poctem kopii CAR19/buriku.
Metoda ddPCR je velmi citliva, vzorek obsahujici 0,05 % CAR19-
lymfocytd vyhodnotila jako pozitivni bez faleSnych negativit.
Detek¢ni rozmezi koncentrace gDNA pro ddPCR je 0,1-15 ng/pl.
Vysledky experimentl zjistujici opakovatelnost, tj. intra i inter-assay,
ale i robustnost, se vyznamné nelisily, varia¢ni koeficient byl ve vsech
pfipadech mensi nez 10 %. Na zdkladé opakované izolace CAR19-T
lymfocyt(, tzv.interni kontroly, a jejich testovanina pocet kopii/burku
jsme stanovili nejistotu méreni, a to + 11 %. Zaroven jsme porovnali
vysledky ddPCR a kvantitativni PCR. Metoda ddPCR je pro tcely
stanoveni poctu kopii v burice vhodnd a vyhovujici vSem kritériim

pfijatelnosti.
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P28. NK CELLS COMPATIBILITY WITH
DIFFERENT LINES OF AML THERAPY
Szabova J.!, Feglarova T., Jedlicka M."?, Janstova L."?, Masinovd E."?,
Svubové V.2, Nadenikova M."?, Fri¢ J.13
'0ddsleni Moderni Imunoterapie, UHKT, Praha

2PiF UK, Praha

3FNUSA, Brno

Despite development and improvements of new drugs, multiple
treatment strategies or stem cell transplantation, the AML relapse re-
mains a severe problem responsible for patients’ mortality. Recently,
a developing cellular immunotherapy approaches provide new can-
didate treatment options. This includes therapies based on adoptive
transfer of natural killer (NK) cells, as NK cells are tested as promising
immunotherapy due to their antitumor effects and cytotoxic capacity.

Here, we selected 3 candidate cohorts of patients suitable for future
clinical studies using in vitro expanded NK cells. This includes patients
who showed primary resistance to classical “3 + 7" chemotherapy (A)
or continued to be MRD-positive after stem cell transplantation (B)
or who have primary resistance on classical “3 + 7” and also “FLAIDA”
chemotherapy (C).

Experimental in vitro assessment has been performed to model the
potential viability and cytotoxicity of NK cells after exposing them to
various chemotherapy approaches. This approach aims to determine
the best strategy for clinical applications of NK cells in patients treated
with specific inhibitors. The main goals of our research are therefore
(1) to evaluate when this possible transfer to patients will be most effi-
cient in context of used therapy, where chemotherapy will be combi-
ned with donor-derived in vitro activated NK cells for various exposure
time. (2) How the given NK cells and leukemic target cells are affected
by chemotherapy, in order to evaluate the effectivity of cytotoxic pr-
operties of NK cells and their phenotype, and (3) the susceptibility of
the inhibitor pre-treated tumor cells to NK cells cytotoxic killing.
Material and methods: On the THP-1 cell line and NK cells we tested
the effect of chemotherapeutics using the Alamar blue viability assay,
Calzein AM and ELISA methods. NK cells were expanded 14 days in
presence of irradiated K562 feeder cells and cytokines.

Results: The target THP-1 cell line and expanded NK cells were treated
for 24h with chemotherapeutics used in patients’ treatment strategy.
Our preliminary data showed that mainly Cyclophosphamide,
Busulfanand Fludarabine had significantly decreased NK cell cytotoxic
properties while Cytarabine and Idarubicin had no significant effect.
Also, there was significantly decreased level of TNFa in NK cells
treated with Cyclophosphamide, which correlates with their reduced
ability of cytotoxic killing.

Summary and conclusion: Our findings describe impact of
compounds use in AML therapy to NK cells and as such pave the road
to better design of future immunotherapies using adoptive transfer
of NK cells.
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P29. RNA SEKVENOVANIE JEDNOTLIVYCH
BUNIEK UMOZNUJE CHARAKTERIZACIU
A SLEDOVANIE ZRIEDKAVYCH CLL BUNIEK
S POTENCIALOM NAVODIT REFRAKTERNE
OCHORENIE

Kurucovad T."2, Réblova K.'3, Valisova M.'3, Porc J. P!, Navrkalova V."3,
Zavackd K., Plevova K.'3, Tichy B."?, Doubek M.'3, Kotaskova J."3,
Pospisilova 5.3

' Stredoevropsky technologicky institut, MU, Brno

2stav experimentdlini biologie, Pfirodovédeckd fakulta, MU, Brno
?Interni hematologickd a onkologickd klinika LF MU a FN Brno

Uvod a ciele: Chronicka lymfocytova leukémia (CLL) je povaZzovana
za nevyliecitelné ochorenie vzhladom na obmedzenu schopnost
sucasnych liecebnych postupov Uplne vyhubit leukemické
bunky. Opakované recidivy mozu byt zapricinené expanziou
zriedkavych rezistentnych buniek pod vplyvom selekéného tlaku
terapie. Ciefom s$tudie bolo preskimat moznosti identifikdcie
a charakterizacie zriedkavych populdcii CLL buniek rezistentnych na
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lie¢bu spdsobujucich recidivy a sledovat pritomnost tychto buniek
v priebehu ochorenia pomocou sekvenovania RNA jednotlivych
buniek (scRNA-seq).

Metody: Prostrednictvom metddy scRNA-seq sme analyzovali
CLL bunky z periférnej krvi jedného pacienta, pochadzajuce z ¢asu
diagnézy (DG), progresie (PR), prvého relapsu (RL) a terminélnej
refraktérnej fazy (RF), ktord nastala po niekolkych terapiach a bola
sprevadzana masivnou lymfadenopatiou. Na odhad aberacii poc¢tu
kopii (CNA) zo scRNA-seq déat sme vyuzili néstroj InferCNV. Vysledky
CNA sme nasledne overili prostrednictvom metdédy SNP array spolu
s NGS sekvenovanim panelu LYNX (PMID: 34082072), ktory poskytol
dalsie genomické data.

Vysledky: scRNA-seq odhalil vyrazni zmenu v klonalnej dominancii
v RF. Refraktérne bunky vykazovali upreguldciu negativnych
regulatorov apoptozy (CFLAR, BIRC3, BCL2, YBX3) a downregulaciu
MS4A1 (kédujuceho terapeuticky ciel CD20), imunoglobulinovych
génov, CD19, CD79A a transkripcnych faktorov PAX5 a TCF3. Okrem
toho RF vzorka pozostdvala z dvoch bunkovych populdcii liSiacich
sa pritomnostou komplexného karyotypu (CK) (obr. 3A, 3B). CK
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Obr. 3 A-C. KurucovaT. etal.
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obsahoval mnozstvo chromozomalnych aberacii, konkrétne deléciu
v 1p, monozémiu chromozému 9 a delécie 12q, 13g a 17p. Hierarchické
zhlukovanie priradilo 0,6% PR buniek a 1,3% RL buniek do zhluku
s CK.

SNP array a NGS panel LYNX potvrdili pritomnost viacerych CNA
v RF a odhalili pritomnost delécii 11q a 13q vo vsetkych analyzovanych
¢asovych bodoch. Avsak delécia 11q pévodne pritomnd v 96% DG
buniek bola pritomna iba v 20% RF buniek, ¢o podporilo hypotézu
o zriedkavych rezistentnych bunkach, ktoré sa vyselektovali
nasledujucimi terapiami. LYNX navyse odhalil pritomnost mutécie
v génoch NOTCHT a ZMYM3 s narastajucou frekvenciou variantnych
alel (VAF) v RF oproti DG. Okrem toho sa v ¢ase objavili nové mutacie
v génoch XPO1, TP53, BIRC3 a RBI.
Zaver: Spojenim dat z scRNA-seq, SNP array a NGS LYNX panelu sa
nam podarilo zrekonstruovat mutacné zlozenie bunkovych populacii
RF vzorky a vysledovat ich pritomnost v predchadzajucich odberoch
(obr. 3C). Tato studia potvrdzuje pritomnost buniek stojacich za
progresiou a agresivitou uz v pociato¢nych stadidch ochorenia.

Podporené MZ-CR AZV NU20-08-00314, MZ-CR RVO 65269705,
MUNI/A/1224/2022, NPO-NUVR LX22NPO5102.

P30. POUZITI PLNE KRVE
DELEUKOTIZOVANE PRO UNIVERZALNI
PODANI (PKDU) V AKUTNI MEDICINE VE
FAKULTNI NEMOCNICI OLOMOUC

Entrova A., Sekaninova P., Smital J.

Transfuzni oddéleni, FN Olomouc

Uvod: PIné krev deleukotizovana pro univerzalni podani (PKDU)
je novy transfuzni pfipravek, jehoz vyroba byla na Transfuznim
oddéleni Fakultni nemocnice v Olomouci zahdjena v bfeznu 2022.
Podéni PKDU je indikovano v akutni mediciné u pacient(i s masivnim
nebo zivot ohrozujicim krvéacenim.

Metodika: PKDU je ziskdvana od jednoho darce, kromé erytrocyttd
a plazmy obsahuje i chlazené trombocyty a koagula¢ni faktory.
PKDU pro transfuzi je 0 RhD negativni, fenotyp ccddee kk, s titrem
anti-A a anti-B protilatek < 32, exspirace pfipravku je 14 dnd, objem
450m/T.U. £ 10 %. Odbér je provadén do odbérové soupravy Imuflex
WB-SP (Terumo BCT) s integrovanym leukodeple¢nim filtrem Setticim
trombocyty. PKDU je mozno pred exspiraci zpracovat v sekundarni
vyrobé na 1 T.U. erytrocytl resuspendovanych delukotizovanych
(ERD) a nativni plazmu, kterd je vsak urcena k likvidaci.

Vysledky: Pro pouziti v akutni mediciné jsou ve FNOL deponovény
2T.U.PKDU na Oddéleniurgentniho pfijmu.Za obdobi 3/2022-2/2023
bylo na Oddéleni urgentniho pfijmu deponovéno 86 T.U. PKDU.
Pacientdim bylo vydéno 68/86 T.U. (79 %), 18/86 T.U. (21 %) bylo pied
exspiraci vrdceno zpét na Transfuzni oddéleni a nasledné zpracovano
na 1 T.U. erytrocytl resuspendovanych deleukotizovanych (ERD).
7 pacientlm byly z vitaIni indikace mimo PKDU aplikovény i 1-3 T.U.
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ERD univerzalni krevni skupiny 0 RhD negativni a 1-4 T.U. pfipravku
Octaplas LG krevni skupiny AB.

PKDU byli aplikovany 38 pacientdim. Nejvétsi skupinu 13/38 tvorili
pacienti s indikaci podani PKDU z ddvodu Zivot ohrozujiciho
krvaceni v dlsledku polytraumatu (Gc¢astnici autonehod, srazka
chodce s vlakem, pady z vysky). Dva pacienti dostali PKDU z ddvodu
masivni krevni ztraty pii stfelném nebo bodném poranéni. Pacienti
s krvacenim do GIT tvofili 32 % (12/38) — (masivni hemoptyza nebo
meléna pfi krvaceni z tumoru v oblasti laryngu, krvaceni z jicnovych
varix(, z ulcerace bulbu duodena). U 2/38 pacientek byla divodem
podani PKDU hemoragickad komplikace s rozvojem Sokového stavu
v souvislosti s porodem. Dalsim ddvodem aplikace PKDU byla
ruptura aneurysmatu aorty, ruptura sleziny, krvaceni jako komplikace
chirurgickych vykon(, komplikace neurochirurgického osetieni AV
malformace.

Zavér: PInd krev deleukotizovana pro univerzalni podani se
v pribéhu roku stala nedilnou soucasti hemoterapie aplikované
v akutni mediciné ve Fakultni nemocnici v Olomouci. Uspé$na
etablace PKDU umozni v nejblizsich mésicich ve spolupraci se
Zdravotnickou zachrannou sluzbou Olomouckého kraje zavedeni

PKDU i do pfednemocni¢ni hemoterapie.

P31. VYSKYT A VYZNAM
ANTIERYTROCYTARNICH PROTILATEK-
STUDIE 2018-2022

Nedomové R., Jahnova H., Kratka L., Langerova J., Cerna M.
OLM, laborator klinické hematologie a krevni banky, Nemocnice AGEL
Prostéjov

Uvod: Laboratof klinické hematologie a krevni banky Nemocnice
AGEL Prostéjov zajistuje béznd imunohematologicka vysetteni:
vysetfeni a ovéfeni krevni skupiny, screening antierytrocytarnich
protilatek, vysetieni pfimého antiglobulinového testu, predtransfuzni
vysetieni v¢. testl kompatibility u dospélych pacientli i novorozenc.
Vysetfeni jsou provadéna sloupcovou aglutinaci na gelovych kartach
automatizované nebo manudlni technikou. V pfipadé pozitivniho
screeningu nepravidelnych antierytrocytarnich protilatek u pfijemce
jsou nalezy odesilany k pfesetieni na pracovisté vyssiho typu.
Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc zjistuje specifitu
protilatek, uvadi doporuceni k hemoterapii, pfipadné provadi testy
slucitelnosti pro nase pacienty s komplikovanym nalezem.

Cil: Cilem nasi studie bylo stanovit pocet vysetfeni s prokdzanym
pozitivnim screeningem antierytrocytarnich protildtek v nasem
souboru pacientdl za obdobi 2018-2022. Kazdoro¢né byly
vyhodnoceny pozitivni ndlezy a stanoveny protildtky s nejvyssi
frekvenci vyskytu.

Metoda: Vysetieni bylo provddéno ze vzorku periferni krve
odebrané do zkumavky s K3EDTA. Zakladni imunohematologické
vysetfeni screening antierytrocytarnich protilatek bylo provedeno
metodou sloupcové aglutinace na DG Gel systému (Grifols). Mimo
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manudlni techniku se dfive vyuzivalo automatizované stanoveni na
analyzatoru Wadiana (Grifols), od roku 2021 pak na analyzatoru Erytra
Eflexis (Grifols). Pozitivni nalezy byly pfesetreny pracovistém vyssiho
typu Transfuzni oddéleni Fakultni nemocnice Olomouc.

Vysledky: V letech 2018-2022 jsme provedli celkem 11 425 vysetteni
screeningu antierytrocytarnich protildtek. Prokazali jsme pozitivitu
u 580 nalezl (5,1 %), z toho u 407 zen (70,2 %) a 173 muzi (29,8 %).
Presetfeni zachytilo nejcastéji nespecifické protilatky (26 %).
Specifické aloprotildtky pochazely nej¢astéji z Rh systému: protilatky
anti-D (17 %) a anti-E (10 %). Déle byly nalezeny protilatky anti-Le(a)
(3,3 %), anti-K (2,9 %), anti-M (2,1 %). Nejcastéjsi kombinace protilatek
tvofi aloprotilatky Rh systému. U 24 pacient( nebyla nalezena pfi
konfirmaci zadna protilatka (4,1 %). Dalsi protilatkové nalezy nebo
jejich vzajemna kombinace byla statisticky nesignifikantni.

Zavér: Ze studie naseho souboru vyplyva, Ze nejcastéjsi jsou
nespecifické antierytrocytarni protilatky, pak anti-D, anti-E, anti-
Le(@), anti-K, anti-M. Na krevni bance jsou standardné transfuzni
pfipravky (TP) typované pro systémy ABO, Rh a Kell. Krevni banka ne
vzdy disponuje zasobou adekvatnich TP pro pfijemce dle doporuceni
k hemoterapii, proto je velmi zasadni Uzka spoluprace s pracovisti,
kterd dle stanoveného protildtkového nalezu pfipravky pfipravi,
v nasem pripadé vétsinové Transfuzni oddéleni FN Olomouc. Krevni
banka Nemocnice AGEL Prostéjov disponuje metodikami pro sice
zakladni, ale stézejni imunohematologické vysetieni a ve spolupraci
s pracovisti vyssiho typu je schopna zabezpecit TP i pro pacienty
s komplikovanym fenotypem. Spravné provedené predtransfuzni
vySetireni a vyhodnoceni protilatkového nalezu ma pro pacienty
mimoradny klinicky vyznam.

P32. ZAJIMAVE IMUNOHEMATOLOGICKE
NALEZY NA TRANSFUZNIM ODDELENI
FNOL - VYBRANE KAZUISTIKY

Sianska J., Holuskova I., Galuszkova D.

Transfuzni oddeéleni, FN Olomouc

Uvod: Transfuzni oddéleni FN Olomouc (TO FNOL) zajistuje zakladni
i specidlni imunohematologicka vysetfeni nejen pro pacienty FNOL,
ale rovnéz pro cely region stfedni Moravy a nékterych dalsich
vybranych zdravotnickych zatizeni. Cilem prace je prostiednictvim
uvedenych kazuistik seznamit posluchace se slozitéjsimi nalezy,
se kterymi se mohou v rdmci imunohematologickych vysetieni
setkat, a v nékterych pfipadech rovnéz priblizit ndro¢nost zajisténi
kompatibilnich transfuznich pfipravkd (TP).

Metody: Jako materiél slouzi krevni vzorek odebrany do zkumavky
s K3EDTA. Zakladni imunohematologicka vysetieni krevni skupiny
v ABO RhD a screeningu antierytrocytarnich protildtek jsou rutinné
provadéna metodou sloupcové aglutinace na analyzatoru IH-500
System nebo IH-1000 System f. BioRad. K dal$im sérologickym vyset-
fenim, kterd jsou provadéna manualné, jsou pouzivana diagnostika f.

BioRad, Grifols, Immucor ¢i Sanquin.
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Vysledky:

Kazuistiky:

1. Chlapec, nar. 07/2023, ze vzorku pupecnikové krve uréena krevni
skupina A RhD negativni a PAT pozitivni 4+, v rdmci presetieni
hemolytického onemocnéni novorozence u matky prokdzéna
protilatka anti-Wr(a), novorozenec ma fenotyp Wr(a)+ (Cetnost
antigenu v populaci je asi 0,01 %).

2.Muz, nar. 1932, na TO FNOL poprvé vysetien v r. 2005 dg. AIHA,
v r.2019 dg. MDS a nésledna pravidelnd substituce erytrocvtarnimi
TP dle fenotypu ..D.ee kk Wr(a-) Kp(a-) Le(a-) Jk(b-), na TO
17 vhodnych darcd.

3.Zena, nar. 1938, na TO FNOL poprvé vysetiena v r. 2011, postupné
vytvofena smés péti aloprotilatek. Minimalizace aplikace TP,
erytrocytarni TP podavat dle fenotypu ..D.ee kk Cw- ss Fy(a-) Jk(b-),
na TO 22 vhodnych darct.

4.7ena, nar. 1945, v r. 2006 transplantace ledviny, vzacny fenotyp ee
kk Cw- SS Jk(a+b-), postupné vytvorena smés tii aloprotilatek. Na
TO nyni 13 vhodnych darc(.

5.Zena, nar. 1940, 02/2023 zjisténa smés ¢ty aloprotilatek. Vzacny
fenotyp ee kk NN, Jk(b-), obtizné zajisténi kompatibilnich TP, na TO
16 vhodnych darct.

Zavér: Vybrané kazuistiky prezentuji spektrum komplikovanych

imunohematologickych nalezd, se kterymi se na nasem oddéleni

setkavame. Prestoze TO disponuje Sirokou darcovskou zékladnou

a pravidelné provadime typovani darcl krve v riznych antigennich

systémech, zajisténi optimalni hemoterapie pro tyto pacienty neni

vzdy snadné, a proto je v nékterych pfipadech nezbytna spoluprace

s okolnimi transfuznimi pracovisti.

P33. NOVINKY MOLEKULARNI{
DIAGNOSTIKY V TRANSFUZNIM LEKARSTVI
Papousek P!, Kracik M.?, Dolinova I.2, Prochézkovd R."?

""Transfuzni oddeéleni, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.

20ddeleni genetiky a molekuldrni diagnostiky, Krajskd nemocnice Liberec, a.s.
?Fakulta zdravotnickych studii, Technickd univerzita v Liberci

Uvod: Cilem tohoto sdéleni je shrnout aktualné dostupné technologie
vysetfovani genotypu erytrocytarnich antigent a jejich vyhody. Tyto
technologie se rutinné pouzivaji u pacientt transfundovanych v po-
slednich 3 mésicich, u pacientt s pozitivnim piimym antiglobulinovym
testem, pfi identifikaci neznamych protilatek, v téhotenstvi pro pre-
venci hemolytického onemocnéni plodu a novorozence a u darcl krve.
Metody: SSP PCR (sekvencné specifické primery): pouzivaji se
primery komplementarni k vysetfovanym aleldam. Amplifikované
fragmenty DNA je detekované elektroforézou.

RT PCR (quantitative real-time): kromé primer( jsou do reakce pfida-
vany dalsi oligonukleotidy (probe), které nasedaji na amplifikovany
Usek DNA v jiném misté nez primery. Pfi elongaci produktu se fluo-
rescencni sonda uvolni do roztoku, je mérena fluorescence imérna

mnozstvi syntetizovaného PCR produktu.
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Luminex technology (xMAP°): DNA je amplifikovdna a oznacena
biotinem v rdmci vicenasobné PCR. Denaturované produkty PCR se
hybridizuji s oligonukleotidovymi sondami spojené s mikrokulickami.
Hybridizovana DNA je znacena fluorescentnim konjugatem
a vysledny signal je detekovan.

DNA cip (microarray): DNA je amplifikovana, fragmentované
aobarvené produkty jsou naneseny na povrch sklicka pro hybridizaci.
Navazana DNA je detekovana jako fluorescence. Ve vyvoji jsou Cipy
umoznujici detekci 800 tisic variant DNA a vaky s transfuznimi
pfipravky budou moci byt oznaceny fenotypem predikovanym na
zakladé vysledku z ¢ipu.

Sekvenovani nové generace (next generation sequencing, NGS)
predstavuje paralelni sekvenovani az tisici molekul DNA soucasné.
Vysetfovana DNA je nejdfive fragmentovana na Useky dlouhé nékolik
set bazi. Ty se nasledné spoji s adaptéry (oligonukleotidy). Tyto celé
fragmenty jsou oddélené amplifikovany pomoci PCR a v dal$im kroku
paralelné sekvenovany.

Long read next generation sequencing (single molecule sequencing,
sekvenovani treti generace) vyuziva fluorescencné znacené nuk-
leotidy, které jsou inkorporovédny béhem polymerace, nebo jedno-
vldknova DNA prochézi membranou s proteinovymi nanopéry, kdy
dochazi k detekci elektrického proudu. Obé tyto metody umozruji
sekvenaci del$ich Usekl DNA nez NGS.

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za

Ucasti matrice s priletovym analyzatorem (Matrix assisted laser de-
sorption/ionisation, time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS).
Laser excituje matrix, ktera ionizuje fragment DNA umistény na ma-
trix. lonizovany fragment DNA je vytrzen z matrix a urychlen silnym
elektrickym polem a vstupuje do vakua detektoru (hmotnostni analy-
zator doby letu). Vysledkem jsou specifickd hmotnostni spektra.
Vysledky:V nasem prostfedi se nejvice pouZivaji technologie SSP PCR
a RT PCR. Vysoce specializovana pracovisté vyuzivaji sofistikovanéjsi
technologie Luminex a DNA ¢ipQ.
Zavér: Soucasné technologie molekuldrni biologie umoznuji
obecné pfesnéjsi cilenou analyzu genl erytrocytérnich antigend
nebo celogenomovou analyzu velkého mnozstvi darc a pacient(.
Dalsi rozsifovani téchto metod povede ke zvyseni bezpecnosti
hemoterapie.

P34. PRVNI AUTOMATICKE ZPRACOVANI
PLNE KRVE V CESKE REPUBLICE NA
PRISTROJICH REVEOS

Vymétalova R., Sekaninovd P., Skotakova A., KubiSova K., Entrovd A.,
Galuszkova D.

Transfuzni oddéleni FN Olomouc

V 2022 byly na transfuzni oddéleni FN Olomouc instalovany tfi nové
pfistroje Reveos, které v jednom kroku zvladnou jak centrifugaci plné
krve (PK), tak separaci transfuznich pfipravka ve. vyroby trombocytd.
Odbéry PK provadime do soupravy vakl jak bez filtru, tak s filtrem.

POSTEROVASEKCE |

Pred vlastnim vlozenim PK do pfistroje si obsluha vybere pozadovany
typ zpracovani dle pfedem nastavenych protokol(.

Vysledkem zpracovani jsou erytrocyty, plazma, rezidualni buffy
coat a trombocyty, pokud byly pozadovéany. Ty se dale mohou
vyuzit k vyrobé smésnych trombocytd (TBSDR) pouhym smisenim,
takze odpada mnoho pracnych manualnich ukon0. Pistroj Reveos
vzdy navic zobrazuje odhadovany pocet trombocytd v pfipravku,
coz s vyhodou vyuzivdme pfi vyrobé TBSDR. Vysledkem je pak
standardné vysoky obsah trombocyt( v terapeutické davce.

V listopadu 2022 po zkusebnim provozu byla zahajena validace
vyroby TP. U kazdého protokolu bylo zkontrolovano 30 odbérl PK,
celkem 240 odbéra. VSechny kontrolované parametry vyhovély, maji
vysokou standardni kvalitu. Pfistroje byly propustény do rutinniho
provozu.

Zavedenim zpracovani PK pomoci pfistroji Reveos jsme museli
kompletné preorganizovat vyrobu TP, zbavili jsme se mnoha dil¢ich
¢innosti a diky této technologii se vyroba TP vyrazné zefektivnila.

Zveme vas na workshop, ktery by se uskutecnil v patek dne 26.
kvétna 2023 odpoledne na nasem transfuznim oddéleni FN Olomouc
v pfitomnosti zastupce firmy Terumo BCT, hodina bude upiesnéna.

Obr. 4.VymétalovaR. et al.

P35. STANOVENI REFERENCNICH MEZI
SEDIMENTACE ERYTROCYTU POMOCI
ANALYZATORU ALCOR ISED

Ryskova B.

Hematologie, Krevni centrum s.r.o., Frydek-Mistek

Uvod: Analyzator rychlosti sedimentace erytrocytd ALCOR iSED je au-
tomatizovany analyzétor, ktery pouziva pokrocilé technologie reolo-
gie k méfeni nejranéjsi a nejkriti¢téjsi faze sedimentace erytrocytd,
kterd se nazyva formace Rouleaux. Inovace spociva v ,pfimém” mé-
feni agregace ¢ervenych krvinek, zatimco tradi¢ni sedimentace erytro-

cytl méfi ,nepfimo” agregaci ¢ervenych krvinek zaznamenanim doby,
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ve které se cervené krvinky usazuji ve Westergren trubici. Referencni
meze analyzétoru, které uvadi vyrobce (USA), jsou pouze orientacni,
proto jsme byli nuceni si stanovit své referenc¢ni meze v laboratofi.

Cil: Stanoveni referenc¢nich mezi sedimentace erytrocytd, které jsou
méfeny pomoci analyzatoru ALCOR iSED.

Metody: Metoda méfeni sedimentace erytrocytd je zalozena na
principu fotometrické reoskopie. Stanovuje se pfimym méfenim
rand a nejvice kritickd faze sedimentace erytrocytd, které jsou
nazyvany Rouleauxovy formace. Tyto formace nakonec urcuji délku,
po kterou budou cervené krvinky sedimentovat ve Westergrenové
trubici.

- POSTEROVA SEKCE

Analyzator vyuziva vzorky ptimo z primarni zkumavky na odbér
krve 13 x 75mm, EDTA. Vzorky se vkladaji do kruhového podavace,
maximalni kapacita podavace je 20 vzork(, Ize vlozit jen 1 vzorek
a pribézné pridavat. Michani vzorkd se provadi na zacatku analyzy
pomoci kruhového podavace po dobu 3 min (promichéani 180x),
prvni vysledek je vydan za 3 min, kazdy dalsi za 20 s. Jakmile jsou
vzorky promichany, do jde k nasati 100 pl vzorku do mikroprdtokové
kyvety, kde se pomoci detektoru méfi agregace erytrocytl v case.
Vytvofi se signal, ktery je pfimou reprezentaci agregace. Vysledky
jsou udavany vmm/h. Diky pfimému méreni sedimentace erytrocytd
jsou vysledky méné ovlivnény hematokritem.
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