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ceptorů (tgTCR) jsou extenzivně studovány v  souvislosti s  léčbou 

rakoviny. V  našem projektu jsme se rozhodli využít technologii 

GM T lymfocytů pro terapii virové infekce, konkrétně pro terapii 

reaktivace lidského cytomegaloviru (HCMV), která ohrožuje pa-

cienty podstupující transplantaci hematopoetických kmenových 

buněk.

Metody: Elektroporací plasmidů piggyBac transpozonového sys-

tému do PBMC HCMV- HLA-A2+ dárců jsme připravili primární 

T lymfocyty exprimující CAR proti glykoproteinu B (gB) HCMV 

v  kombinaci s  tgTCR proti specifickému peptidu z  fosfoproteinu 

pp65  HCMV prezentovanému v  komplexu s  HLA-A2. Dvojitě mo-

difi kované T  lymfocyty jsme následně specifi cky stimulovali přes 

CAR nebo tgTCR a pěstovali v přítomnosti IL-2, IL-4 a IL-7. Testování 

funkčnosti T lymfocytů jsme prováděli koinkubací s HCMV infi kova-

nými fi broblasty. Výsledky koinkubace jsme vyhodnocovali barve-

ním/ cytotoxickým testem s  neutrální červení, imunofluorescenč-

ním barvením na virový protein pp65 a kvantitativní PCR detekující 

HCMV DNA.

Výsledky: Během expanze jsme dokázali získat až 65  % dvojitě 

modifi kovaných gB-CAR+ pp65-TCR+ T lymfocytů. HCMV infi kovaná 

kultura fi broblastů inkubovaná devět dní s těmito dvojitě pozitivními 

T lymfocyty byla morfologicky odlišná od kultury inkubované 

s T lymfocyty nemodifi kovanými. V jamkách s gB-CAR+ pp65-TCR+ 

T lymfocyty jsme rovněž zjistili výrazné snížení celkového množství 

cílových virem infi kovaných buněk společně se sníženým množstvím 

virového proteinu a virové DNA.

Závěr: Z  provedených experimentů vyvozujeme, že naše dvojitě 

modifikované T lymfocyty dokáží cytotoxicky zabíjet HCMV 

infi kované buňky a inhibovat virovou replikaci in vitro. Pro potvrzení 

plánujeme provést další testy a opakování pokusů.

Obr. 2. Kroutilová M. et al. Rozdíly v působení dvojitě modifi kovaných T lymfocytů a nemodifi kovaných T lmyfocytů na 

kulturu cílových fi broblastů infi kovanou HCMV.

horní řádek – supravitální barvení cílových fi broblastů neutrálné červení; spodní řádek – imunofl uorescenční barvení 
fi broblastů na HCMV antigen pp65
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P27. STANOVENÍ POČTŮ KOPIÍ GENU 
CAR19 VE VZORKU POMOCÍ DIGITÁLNÍHO 
PCR – VALIDACE METODY V REŽIMU 
SPRÁVNÉ VÝROBNÍ PRAXE (SVP)
Petráčková M., Rychlá J., Kaštánková I., Šroller V., Mucha M., Žižková H., 

Polívková V., Pecherková P., Kulíšková M.

Ústav hematologie a krevní transfuze, Praha 

Ústav hematologie a krevní transfuze má zájem implementovat 

imunoterapii do kliniky, a podpořit standardní léčbu svých pacientů. 

V  ÚHKT byl zaveden systém SVP (GMP) pro léčivé přípravky pro 

moderní terapii (ATMP), zřízeny čisté prostory, ve kterých se izolují, 

modifikují a  expandují imunitní buňky pro pacienty. Probíhá 

zde výroba buněk NK, CAR19-T lymfocytů, a  v  dohledné době 

dojde k  zahájení výroby CAR123-T lymfocytů. Jde o  pacientovy 

T-lymfocyty, do kterých je vnesen gen s  chimerickým antigenním 

receptorem (CAR) pro molekulu CD19  nebo CD123. Výsledné 

produkty jsou testovány, zda splňují kvalitu jakosti, a  jsou vhodné 

pro podání pacientovi. Laboratoř funkčních testů ÚHKT se zaměřuje 

na vývoj a  validaci imunologických a  molekulárně genetických 

kontrolních metod v  SVP režimu potřebných k  ověření těchto 

produktů.

Naším cílem bylo zavedení a  validace kontrolní metody, která 

dokáže stanovit počet kopií genu CAR19  ve vzorku. K  absolutní 

kvantifi kaci kopií molekul DNA jsme zvolili metodu digitálního PCR 

(ddPCR). V jedné reakční směsi se sleduje v tisíci kapičkách počet kopií 

genu CAR19 a zároveň genu pro albumin, a z těchto údajů se vypočítá 

počet kopií genu CAR19/ buňku. Celý proces kontrolní metody začíná 

rozmrazením buněk, pokračuje izolací genomové DNA (gDNA) 

a končí ddPCR a jeho analýzou. 

V rámci validace metody jsme zjišťovali tyto charakteristiky: 

selektivitu, specifi citu, detekční rozmezí, linearitu, opakovatelnost 

a  robustnost. Z  výsledků vyplývá, že metoda je vysoce selektivní 

a  specifická, a  potvrzuje se tím vhodný výběr primerů, sond 

a nastavení PCR. Vypočetli jsme limit detekce LOD = 0,7 pozitivních 

dropletů, tj. 0,05 kopií/ ul reakce a limit kvantifi kace LOQ = 2 pozitivní 

droplety, tj. 0,12 kopií/ ul reakce. Prokázali jsme lineární vztah mezi 

procentem CAR19 pozitivních buněk a počtem kopií CAR19/ buňku. 

Metoda ddPCR je velmi citlivá, vzorek obsahující 0,05  % CAR19-

lymfocytů vyhodnotila jako pozitivní bez falešných negativit. 

Detekční rozmezí koncentrace gDNA pro ddPCR je 0,1–15  ng/ μl. 

Výsledky experimentů zjišťující opakovatelnost, tj. intra i inter-assay, 

ale i robustnost, se významně nelišily, variační koefi cient byl ve všech 

případech menší než 10 %. Na základě opakované izolace CAR19-T 

lymfocytů, tzv. interní kontroly, a jejich testování na počet kopií/ buňku 

jsme stanovili nejistotu měření, a to ± 11 %. Zároveň jsme porovnali 

výsledky ddPCR a  kvantitativní PCR. Metoda ddPCR je pro účely 

stanovení počtu kopií v buňce vhodná a vyhovující všem kritériím 

přijatelnosti. 

P28. NK CELLS COMPATIBILITY WITH 
DIFFERENT LINES OF AML THERAPY
Szabová J.1, Feglarová T.1, Jedlička M.1,2, Janstová L.1,2, Mašínová E.1,2, 

Švubová V.1,2, Nádeníková M.1,2, Frič J.1,3

1 Oddělení Moderní Imunoterapie, ÚHKT, Praha

2 PřF UK, Praha

3 FNUSA, 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 eff ects 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 specifi c 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 aff ected 

by chemotherapy, in order to evaluate the eff ectivity 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 eff ect 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, 

Busulfan and Fludarabine had signifi cantly decreased NK cell cytotoxic 

properties while Cytarabine and Idarubicin had no signifi cant eff ect. 

Also, there was significantly decreased level of TNF 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 JEDNOTLIVÝCH 
BUNIEK UMOŽŇUJE CHARAKTERIZÁCIU 
A SLEDOVANIE ZRIEDKAVÝCH CLL BUNIEK 
S POTENCIÁLOM NAVODIŤ REFRAKTÉRNE 
OCHORENIE
Kurucová T.1,2, Réblová K.1,3, Vališová M.1,3, Porc J. P.1, Navrkalová V.1,3, 

Závacká K.1,3, Plevová K.1,3, Tichý B.1,3, Doubek M.1,3, Kotašková J.1,3, 

Pospíšilová Š.1,3

1 Středoevropský technologický institut, MU, Brno

2 Ústav experimentální bio logie, Přírodovědecká fakulta, MU, Brno

3 Interní hematologická a onkologická klinika LF MU a FN Brno

Úvod a ciele: Chronická lymfocytová leukémia (CLL) je považovaná 

za nevyliečiteľné ochorenie vzhľadom na obmedzenú schopnosť 

súčasných liečebných postupov úplne vyhubiť leukemické 

bunky. Opakované recidívy môžu byť zapríčinené expanziou 

zriedkavých rezistentných buniek pod vplyvom selekčného tlaku 

terapie. Cieľom štúdie bolo preskúmať možnosti identifikácie 

a charakterizácie zriedkavých populácii CLL buniek rezistentných na 

liečbu spôsobujúcich recidívy a sledovať prítomnosť týchto buniek 

v  priebehu ochorenia pomocou sekvenovania RNA jednotlivých 

buniek (scRNA-seq).

Metódy: Prostredníctvom metódy scRNA-seq sme analyzovali 

CLL bunky z periférnej krvi jedného pacienta, pochádzajúce z času 

dia gnózy (DG), progresie (PR), prvého relapsu (RL) a  terminálnej 

refraktérnej fázy (RF), ktorá nastala po niekoľkých terapiách a bola 

sprevádzaná masívnou lymfadenopatiou. Na odhad aberácií počtu 

kópií (CNA) zo scRNA-seq dát sme využili nástroj InferCNV. Výsledky 

CNA sme následne overili prostredníctvom metódy SNP array spolu 

s NGS sekvenovaním panelu LYNX (PMID: 34082072), ktorý poskytol 

ďalšie genomické dáta.

Výsledky: scRNA-seq odhalil výraznú zmenu v klonálnej dominancii 

v  RF. Refraktérne bunky vykazovali upreguláciu negatívnych 

regulátorov apoptózy (CFLAR, BIRC3, BCL2, YBX3) a  downreguláciu 

MS4A1  (kódujúceho terapeutický cieľ CD20), imunoglobulínových 

génov, CD19, CD79A a  transkripčných faktorov PAX5 a TCF3. Okrem 

toho RF vzorka pozostávala z dvoch bunkových populácií líšiacich 

sa prítomnosťou komplexného karyotypu (CK) (obr.  3A, 3B). CK 

Obr. 3 A–C. Kurucová T. et al. 
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obsahoval množstvo chromozomálnych aberácií, konkrétne deléciu 

v 1p, monozómiu chromozómu 9 a delécie 12q, 13q 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 prítomnosť viacerých CNA 

v RF a odhalili prítomnosť delécií 11q a 13q vo všetkých analyzovaných 

časových bodoch. Avšak delécia 11q pôvodne prítomná v 96% DG 

buniek bola prítomná iba v 20% RF buniek, čo podporilo hypotézu 

o  zriedkavých rezistentných bunkách, ktoré sa vyselektovali 

nasledujúcimi terapiami. LYNX navyše odhalil prítomnosť mutácie 

v génoch NOTCH1 a ZMYM3 s narastajúcou frekvenciou variantných 

alel (VAF) v RF oproti DG. Okrem toho sa v čase objavili nové mutácie 

v génoch XPO1, TP53, BIRC3 a RB1.

Záver: Spojením dát z scRNA-seq, SNP array a NGS LYNX panelu sa 

nám podarilo zrekonštruovať mutačné zloženie bunkových populácií 

RF vzorky a vysledovať ich prítomnosť v predchádzajúcich odberoch 

(obr.  3C). Táto štúdia potvrdzuje prítomnosť buniek stojacich za 

progresiou a agresivitou už v počiatočných štádiách ochorenia.

Podporené MZ-CR AZV NU20-08-00314, MZ-CR RVO 65269705, 

MUNI/ A/ 1224/ 2022, NPO-NUVR LX22NPO5102.

P30. POUŽITÍ PLNÉ KRVE 
DELEUKOTIZOVANÉ PRO UNIVERZÁLNÍ 
PODÁNÍ (PKDU) V AKUTNÍ MEDICÍNĚ VE 
FAKULTNÍ NEMOCNICI OLOMOUC
Entrová A., Sekaninová P., Smital J.

Transfuzní oddělení, FN Olomouc

Úvod: Plná krev deleukotizovaná pro univerzální podání (PKDU) 

je nový transfuzní přípravek, jehož výroba byla na Transfuzním 

oddělení Fakultní nemocnice v Olomouci zahájena v březnu 2022. 

Podání PKDU je indikováno v akutní medicíně u pacientů s masivním 

nebo život ohrožujícím krvácením. 

Metodika: PKDU je získávána od jednoho dárce, kromě erytrocytů 

a  plazmy obsahuje i  chlazené trombocyty a  koagulační faktory. 

PKDU pro transfuzi je 0 RhD negativní, fenotyp ccddee kk, s titrem 

anti-A a anti-B protilátek ≤ 32, exspirace přípravku je 14 dnů, objem 

450 m/ T.U. ± 10 %. Odběr je prováděn do odběrové soupravy Imufl ex 

WB-SP (Terumo BCT) s integrovaným leukodeplečním fi ltrem šetřícím 

trombocyty. PKDU je možno před exspirací zpracovat v sekundární 

výrobě na 1  T.U. erytrocytů resuspendovaných delukotizovaných 

(ERD) a nativní plazmu, která je však určena k likvidaci.

Výsledky: Pro použití v akutní medicíně jsou ve FNOL deponovány 

2 T.U. PKDU na Oddělení urgentního příjmu. Za období 3/ 2022–2/ 2023 

bylo na Oddělení urgentního příjmu deponováno 86  T.U. PKDU. 

Pacientům bylo vydáno 68/ 86 T.U. (79 %), 18/ 86 T.U. (21 %) bylo před 

exspirací vráceno zpět na Transfuzní oddělení a následně zpracováno 

na 1  T.U. erytrocytů resuspendovaných deleukotizovaných (ERD). 

7 pacientům byly z vitální indikace mimo PKDU aplikovány i 1–3 T.U. 

ERD univerzální krevní skupiny 0 RhD negativní a 1–4 T.U. přípravku 

Octaplas LG krevní skupiny AB.

PKDU byli aplikovány 38 pacientům. Největší skupinu 13/ 38 tvořili 

pacienti s  indikací podání PKDU z  důvodu život ohrožujícího 

krvácení v  důsledku polytraumatu (účastníci autonehod, srážka 

chodce s vlakem, pády z výšky). Dva pacienti dostali PKDU z důvodu 

masivní krevní ztráty při střelném nebo bodném poranění. Pacienti 

s krvácením do GIT tvořili 32 % (12/ 38) – (masivní hemoptýza nebo 

meléna při krvácení z tumoru v oblasti laryngu, krvácení z jícnových 

varixů, z ulcerace bulbu duodena). U 2/ 38 pacientek byla důvodem 

podání PKDU hemoragická komplikace s rozvojem šokového stavu 

v  souvislosti s  porodem. Dalším důvodem aplikace PKDU byla 

ruptura aneurysmatu aorty, ruptura sleziny, krvácení jako komplikace 

chirurgických výkonů, komplikace neurochirurgického ošetření AV 

malformace.

Závěr: Plná krev deleukotizovaná pro univerzální podání se 

v  průběhu roku stala nedílnou součástí hemoterapie aplikované 

v  akutní medicíně ve Fakultní nemocnici v  Olomouci. Úspěšná 

etablace PKDU umožní v  nejbližších měsících ve spolupráci se 

Zdravotnickou záchrannou službou Olomouckého kraje zavedení 

PKDU i do přednemocniční hemoterapie. 

 

P31. VÝSKYT A VÝZNAM 
ANTIERYTROCYTÁRNÍCH PROTILÁTEK-
STUDIE 2018–2022
Nedomová R., Jahnová H., Krátká L., Langerová J., Černá M.

OLM, laboratoř klinické hematologie a krevní banky, Nemocnice AGEL 

Prostějov

Úvod: Laboratoř klinické hematologie a  krevní banky Nemocnice 

AGEL Prostějov zajišťuje běžná imunohematologická vyšetření: 

vyšetření a  ověření krevní skupiny, screening antierytrocytárních 

protilátek, vyšetření přímého antiglobulinového testu, předtransfuzní 

vyšetření vč. testů kompatibility u dospělých pacientů i novorozenců. 

Vyšetření jsou prováděna sloupcovou aglutinací na gelových kartách 

automatizovaně nebo manuální technikou. V  případě pozitivního 

screeningu nepravidelných antierytrocytárních protilátek u příjemce 

jsou nálezy odesílány k  přešetření na pracoviště vyššího typu. 

Transfuzní oddělení Fakultní nemocnice Olomouc zjišťuje specifi tu 

protilátek, uvádí doporučení k hemoterapii, případně provádí testy 

slučitelnosti pro naše pacienty s komplikovaným nálezem.

Cíl: Cílem naší studie bylo stanovit počet vyšetření s  prokázaným 

pozitivním screeningem antierytrocytárních protilátek v  našem 

souboru pacientů za období 2018–2022. Každoročně byly 

vyhodnoceny pozitivní nálezy a  stanoveny protilátky s  nejvyšší 

frekvencí výskytu.

Metoda: Vyšetření bylo prováděno ze vzorku periferní krve 

odebrané do zkumavky s  K3EDTA. Základní imunohematologické 

vyšetření screening antierytrocytárních protilátek bylo provedeno 

metodou sloupcové aglutinace na DG Gel systému (Grifols). Mimo 
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manuální techniku se dříve využívalo automatizované stanovení na 

analyzátoru Wadiana (Grifols), od roku 2021 pak na analyzátoru Erytra 

Efl exis (Grifols). Pozitivní nálezy byly přešetřeny pracovištěm vyššího 

typu Transfuzní oddělení Fakultní nemocnice Olomouc. 

Výsledky: V letech 2018–2022 jsme provedli celkem 11 425 vyšetření 

screeningu antierytrocytárních protilátek. Prokázali jsme pozitivitu 

u 580 nálezů (5,1 %), z toho u 407 žen (70,2 %) a 173 mužů (29,8 %). 

Přešetření zachytilo nejčastěji nespecifické protilátky (26  %). 

Specifi cké aloprotilátky pocházely nejčastěji z Rh systému: protilátky 

anti-D (17 %) a anti-E (10 %). Dále byly nalezeny protilátky anti-Le(a) 

(3,3 %), anti-K (2,9 %), anti-M (2,1 %). Nejčastější kombinace protilátek 

tvoří aloprotilátky Rh systému. U  24  pacientů nebyla nalezena při 

konfi rmaci žádná protilátka (4,1 %). Další protilátkové nálezy nebo 

jejich vzájemná kombinace byla statisticky nesignifi kantní.

Závěr: Ze studie našeho souboru vyplývá, že nejčastější jsou 

nespecifické antierytrocytární protilátky, pak anti-D, anti-E, anti-

Le(a), anti-K, anti-M. Na krevní bance jsou standardně transfuzní 

přípravky (TP) typované pro systémy AB0, Rh a Kell. Krevní banka ne 

vždy disponuje zásobou adekvátních TP pro příjemce dle doporučení 

k hemoterapii, proto je velmi zásadní úzká spolupráce s pracovišti, 

která dle stanoveného protilátkového nálezu přípravky připraví, 

v našem případě většinově Transfuzní oddělení FN Olomouc. Krevní 

banka Nemocnice AGEL Prostějov disponuje metodikami pro sice 

základní, ale stěžejní imunohematologická vyšetření a ve spolupráci 

s  pracovišti vyššího typu je schopna zabezpečit TP i  pro pacienty 

s  komplikovaným fenotypem. Správně provedené předtransfuzní 

vyšetření a  vyhodnocení protilátkového nálezu má pro pacienty 

mimořádný klinický význam.

P32. ZAJÍMAVÉ IMUNOHEMATOLOGICKÉ 
NÁLEZY NA TRANSFUZNÍM ODDĚLENÍ 
FNOL – VYBRANÉ KAZUISTIKY
Šianská J., Holusková I., Galuszková D.

Transfuzní oddělení, FN Olomouc

Úvod: Transfuzní oddělení FN Olomouc (TO FNOL) zajišťuje základní 

i speciální imunohematologická vyšetření nejen pro pacienty FNOL, 

ale rovněž pro celý region střední Moravy a  ně kte rých dalších 

vybraných zdravotnických zařízení. Cílem práce je prostřednictvím 

uvedených kazuistik seznámit posluchače se složitějšími nálezy, 

se kterými se mohou v  rámci imunohematologických vyšetření 

setkat, a v ně kte rých případech rovněž přiblížit náročnost zajištění 

kompatibilních transfuzních přípravků (TP).

Metody: Jako materiál slouží krevní vzorek odebraný do zkumavky 

s K3EDTA. Základní imunohematologická vyšetření krevní skupiny 

v AB0 RhD a screeningu antierytrocytárních protilátek jsou rutinně 

prováděna metodou sloupcové aglutinace na analyzátoru IH-500 

System nebo IH-1000 System f. BioRad. K dalším sérologickým vyšet-

řením, která jsou prováděná manuálně, jsou používána dia gnostika f. 

BioRad, Grifols, Immucor či Sanquin.

Výsledky:

Kazuistiky: 

1.  Chlapec, nar. 07/ 2023, ze vzorku pupečníkové krve určena krevní 

skupina A  RhD negativní a  PAT pozitivní 4+, v  rámci přešetření 

hemolytického onemocnění novorozence u  matky prokázána 

protilátka anti-Wr(a), novorozenec má fenotyp Wr(a)+ (četnost 

antigenu v populaci je asi 0,01 %).

2.  Muž, nar. 1932, na TO FNOL poprvé vyšetřen v r. 2005 dg. AIHA, 

v r. 2019 dg. MDS a následná pravidelná substituce erytrocvtárními 

TP dle fenotypu ..D.ee kk Wr(a-) Kp(a-) Le(a-) Jk(b-), na TO 

17 vhodných dárců.

3.  Žena, nar. 1938, na TO FNOL poprvé vyšetřena v r. 2011, postupně 

vytvořena směs pěti aloprotilátek. Minimalizace aplikace TP, 

erytrocytární TP podávat dle fenotypu ..D.ee kk Cw- ss Fy(a-) Jk(b-), 

na TO 22 vhodných dárců.

4.  Žena, nar. 1945, v r. 2006 transplantace ledviny, vzácný fenotyp ee 

kk Cw- SS Jk(a+b–), postupně vytvořena směs tří aloprotilátek. Na 

TO nyní 13 vhodných dárců.

5.  Žena, nar. 1940, 02/ 2023 zjištěna směs čtyř aloprotilátek. Vzácný 

fenotyp ee kk NN, Jk(b–), obtížné zajištění kompatibilních TP, na TO 

16 vhodných dárců.

Závěr: Vybrané kazuistiky prezentují spektrum komplikovaných 

imunohematologických nálezů, se kterými se na našem oddělení 

setkáváme. Přestože TO disponuje širokou dárcovskou základnou 

a pravidelně provádíme typování dárců krve v různých antigenních 

systémech, zajištění optimální hemoterapie pro tyto pacienty není 

vždy snadné, a proto je v ně kte rých případech nezbytná spolupráce 

s okolními transfuzními pracovišti.

P33. NOVINKY MOLEKULÁRNÍ 
DIAGNOSTIKY V TRANSFUZNÍM LÉKAŘSTVÍ
Papoušek P.1, Kracík M.2, Dolinová I.2, Procházková R.1,3

1 Transfuzní oddělení, Krajská nemocnice Liberec, a.s.

2 Oddělení genetiky a molekulární dia gnostiky, Krajská nemocnice Liberec, a.s.

3 Fakulta zdravotnických studií, Technická univerzita v Liberci

Úvod: Cílem tohoto sdělení je shrnout aktuálně dostupné technologie 

vyšetřování genotypu erytrocytárních antigenů a jejich výhody. Tyto 

technologie se rutinně používají u pacientů transfundovaných v po-

sledních 3 měsících, u pacientů s pozitivním přímým antiglobulinovým 

testem, při identifi kaci neznámých protilátek, v  těhotenství pro pre-

venci hemolytického onemocnění plodu a novorozence a u dárců krve. 

Metody: SSP PCR (sekvenčně specifické primery): používají se 

primery komplementární k  vyšetřovaným alelám. Amplifikované 

fragmenty DNA je detekované elektroforézou. 

RT PCR (quantitative real-time): kromě primerů jsou do reakce přidá-

vány další oligonukleotidy (probe), které nasedají na amplifi kovaný 

úsek DNA v jiném místě než primery. Při elongaci produktu se fl uo-

rescenční sonda uvolní do roztoku, je měřena fl uorescence úměrná 

množství syntetizovaného PCR produktu. 
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Luminex technology (xMAP®): DNA je amplifi kována a  označená 

bio tinem v rámci vícenásobné PCR. Denaturované produkty PCR se 

hybridizují s oligonukleotidovými sondami spojené s mikrokuličkami. 

Hybridizovaná DNA je značena fluorescentním konjugátem 

a výsledný signál je detekován.

DNA čip (microarray): DNA je amplifikována, fragmentované 

a obarvené produkty jsou naneseny na povrch sklíčka pro hybridizaci. 

Navázaná DNA je detekovaná jako fl uorescence. Ve vývoji jsou čipy 

umožňující detekci 800  tisíc variant DNA a  vaky s  transfuzními 

přípravky budou moci být označeny fenotypem predikovaným na 

základě výsledku z čipu.

Sekvenování nové generace (next generation sequencing, NGS) 

představuje paralelní sekvenování až tisíců molekul DNA současně. 

Vyšetřovaná DNA je nejdříve fragmentovaná na úseky dlouhé několik 

set bazí. Ty se následně spojí s adaptéry (oligonukleotidy). Tyto celé 

fragmenty jsou odděleně amplifi kovány pomocí PCR a v dalším kroku 

paralelně sekvenovány.

Long read next generation sequencing (single molecule sequencing, 

sekvenování třetí generace) využívá fluorescenčně značené nuk-

leotidy, které jsou inkorporovány během polymerace, nebo jedno-

vláknová DNA prochází membránou s proteinovými nanopóry, kdy 

dochází k detekci elektrického proudu. Obě tyto metody umožňují 

sekvenaci delších úseků DNA než NGS.

Hmotnostní spektrometrie s  laserovou desorpcí a  ionizací za 

účasti matrice s průletovým analyzátorem (Matrix assisted laser de-

sorption/ ionisation, time-of-fl ight mass spectrometry, MALDI-TOF MS). 

Laser excituje matrix, která ionizuje fragment DNA umístěný na ma-

trix. Ionizovaný fragment DNA je vytržen z matrix a urychlen silným 

elektrickým polem a vstupuje do vakua detektoru (hmotnostní analy-

zátor doby letu). Výsledkem jsou specifi cká hmotnostní spektra.

Výsledky: V našem prostředí se nejvíce používají technologie SSP PCR 

a RT PCR. Vysoce specializovaná pracoviště využívají sofi stikovanější 

technologie Luminex a DNA čipů.

Závěr: Současné technologie molekulární bio logie umožňují 

obecně přesnější cílenou analýzu genů erytrocytárních antigenů 

nebo celogenomovou analýzu velkého množství dárců a pacientů. 

Další rozšiřování těchto metod povede ke zvýšení bezpečnosti 

hemoterapie.

P34. PRVNÍ AUTOMATICKÉ ZPRACOVÁNÍ 
PLNÉ KRVE V ČESKÉ REPUBLICE NA 
PŘÍSTROJÍCH REVEOS
Vymětalová R., Sekaninová P., Skotáková A., Kubišová K., Entrová A., 

Galuszková D.

Transfuzní oddělení FN Olomouc 

V 2022 byly na transfuzní oddělení FN Olomouc instalovány tři nové 

přístroje Reveos, které v jednom kroku zvládnou jak centrifugaci plné 

krve (PK), tak separaci transfuzních přípravků vč. výroby trombocytů. 

Odběry PK provádíme do soupravy vaků jak bez fi ltru, tak s fi ltrem. 

Před vlastním vložením PK do přístroje si obsluha vybere požadovaný 

typ zpracování dle předem nastavených protokolů.

Výsledkem zpracování jsou erytrocyty, plazma, reziduální buff y 

coat a  trombocyty, pokud byly požadovány. Ty se dále mohou 

využít k výrobě směsných trombocytů (TBSDR) pouhým smísením, 

takže odpadá mnoho pracných manuálních úkonů. Přístroj Reveos 

vždy navíc zobrazuje odhadovaný počet trombocytů v  přípravku, 

což s  výhodou využíváme při výrobě TBSDR. Výsledkem je pak 

standardně vysoký obsah trombocytů v terapeutické dávce.

V listopadu 2022 po zkušebním provozu byla zahájena validace 

výroby TP. U každého protokolu bylo zkontrolováno 30 odběrů PK, 

celkem 240 odběrů. Všechny kontrolované parametry vyhověly, mají 

vysokou standardní kvalitu. Přístroje byly propuštěny do rutinního 

provozu. 

Zavedením zpracování PK pomocí přístrojů Reveos jsme museli 

kompletně přeorganizovat výrobu TP, zbavili jsme se mnoha dílčích 

činností a díky této technologii se výroba TP výrazně zefektivnila.

Zveme vás na workshop, který by se uskutečnil v pátek dne 26. 

května 2023 odpoledne na našem transfuzním oddělení FN Olomouc 

v přítomnosti zástupce fi rmy Terumo BCT, hodina bude upřesněna. 

P35. STANOVENÍ REFERENČNÍCH MEZÍ 
SEDIMENTACE ERYTROCYTŮ POMOCÍ 
ANALYZÁTORU ALCOR ISED
Ryšková B.

Hematologie, Krevní centrum s.r.o., Frýdek-Místek

Úvod: Analyzátor rychlosti sedimentace erytrocytů ALCOR iSED je au-

tomatizovaný analyzátor, který používá pokročilé technologie reolo-

gie k měření nejranější a nejkritičtější fáze sedimentace erytrocytů, 

která se nazývá formace Rouleaux. Inovace spočívá v „přímém“ mě-

ření agregace červených krvinek, zatímco tradiční sedimentace erytro-

cytů měří „nepřímo“ agregaci červených krvinek zaznamenáním doby, 

Obr. 4. Vymětalová R. et al.
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ve které se červené krvinky usazují ve Westergren trubici. Referenční 

meze analyzátoru, které uvádí výrobce (USA), jsou pouze orientační, 

proto jsme byli nuceni si stanovit své referenční meze v laboratoři.

Cíl: Stanovení referenčních mezí sedimentace erytrocytů, které jsou 

měřeny pomocí analyzátoru ALCOR iSED.

Metody: Metoda měření sedimentace erytrocytů je založena na 

principu fotometrické reoskopie. Stanovuje se přímým měřením 

raná a  nejvíce kritická fáze sedimentace erytrocytů, které jsou 

nazývány Rouleauxovy formace. Tyto formace nakonec určují délku, 

po kterou budou červené krvinky sedimentovat ve Westergrenově 

trubici.

Analyzátor využívá vzorky přímo z primární zkumavky na odběr 

krve 13 × 75 mm, EDTA. Vzorky se vkládají do kruhového podavače, 

maximální kapacita podavače je 20  vzorků, lze vložit jen 1  vzorek 

a průběžně přidávat. Míchání vzorků se provádí na začátku analýzy 

pomocí kruhového podavače po dobu 3  min (promíchání 180×), 

první výsledek je vydán za 3 min, každý další za 20 s. Jakmile jsou 

vzorky promíchány, do jde k nasátí 100 μl vzorku do mikroprůtokové 

kyvety, kde se pomocí detektoru měří agregace erytrocytů v čase. 

Vytvoří se signál, který je přímou reprezentací agregace. Výsledky 

jsou udávány v mm/ h. Díky přímému měření sedimentace erytrocytů 

jsou výsledky méně ovlivněny hematokritem.
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