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Realizace projektu OPPKRealizace projektu OPPK

Projekt je realizován v rámci Operačního programu Praha -
Konkurenceschopnost, II. Výzvy, Prioritní osy 3: Inovace               
a podnikání, Oblasti podpory 3.1: Rozvoj inovaRozvoj inovaččnníího prostho prostřřededíí
a partnerstva partnerstvíí mezi zmezi záákladnou výzkumu a vývoje a praxkladnou výzkumu a vývoje a praxíí

Projekt je urProjekt je urččen pro Kliniku infeken pro Kliniku infekččnníích a tropických nemocch a tropických nemocíí
1. LF UK a FN Na Bulovce, na n1. LF UK a FN Na Bulovce, na níížž ppůůsobsobíí výzkumnvýzkumnáá a diagnosticka diagnostickáá
laboratolaboratořř –– LaboratoLaboratořř HIV/AIDS a infekHIV/AIDS a infekččnníí imunologie imunologie 

Na projektu se podNa projektu se podíílejlejíí pracovnpracovnííci FN Na Bulovce i pracovnci FN Na Bulovce i pracovnííci             ci             
1. LF UK, nebo1. LF UK, neboťť jde o spolejde o společčnnéé pracovipracoviššttěě obou organizacobou organizacíí

Provoz laboratoře je hrazen ze zdrojů FN Na Bulovce i ze zdrojů
1. LF UK
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CCííle projektule projektu

Modernizace pracoviModernizace pracoviššttěě -- LaboratoLaboratořř HIV/AIDS a infekHIV/AIDS a infekččnníí
imunologie imunologie 

LaboratoLaboratořř zajizajiššťťuje rutinnuje rutinníí vyvyššetetřřeneníí pacientpacientůů a poda podííllíí se           se           
na výzkumu rna výzkumu růůzných aspektzných aspektůů infekinfekččnníích chorobch chorob

LaboratoLaboratořř je souje souččááststíí o klinicko klinickéého, pedagogickho, pedagogickéého a výzkumnho a výzkumnéého ho 
pracovipracoviššttěě, ve kter, ve kteréém spolupracujm spolupracujíí ttřři kliniky UK a FN Na i kliniky UK a FN Na 
BulovceBulovce

Kliniky se jako jedinKliniky se jako jedinéé zdravotnickzdravotnickéé zazařříízenzeníí na na úúzemzemíí hl. m. hl. m. 
Prahy  souPrahy  souččasnasněě úúččastnastníí rutinnrutinníí ppééčče o pacienty, výuce studente o pacienty, výuce studentůů
a výzkumu infeka výzkumu infekččnníích nemocch nemocíí

VýzkumnVýzkumnéé projekty probprojekty probííhajhajíí ve spoluprve spoluprááci sci s daldalšíšími pracovimi pracoviššti ti 
Univerzity Karlovy, Akademie vUniverzity Karlovy, Akademie věěd d ČČR i zahraniR i zahraniččnníími partnerymi partnery

Východiska projektuVýchodiska projektu

Zvýšená potřeba klinického výzkumu infekčních chorob 

Hlavní zaměření - HIV/AIDS, bakteriální sepse a virové
hepatitidy

Vyšší na požadavky zlepšení základního imunologického 
monitoringu pacientů s těmito infekcemi

Potřeba vychází i z charakteristik uvedeného klinického 
pracoviště, které je největším referenčním centrem                
pro infekčně nemocné v ČR
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Výstupy projektuVýstupy projektu

PoPořříízenzeníí novnovéého prho průůtokovtokovéého ho cytometrucytometru
pro pro multiparametrickoumultiparametrickou analýzu analýzu 

VýmVýměěna zastaralna zastaraléého zaho zařříízenzeníí

OddOdděělenleníí výzkumu a rutinnvýzkumu a rutinníí prpráácece

RozRozšíšířřeneníí kapacit rutinnkapacit rutinníí ččáásti laboratosti laboratořřee

Vzniknou 1Vzniknou 1--2 nov2 nováá pracovnpracovníí mmíísta sta 

ZvýZvýššeneníí konkurenceschopnosti pracovikonkurenceschopnosti pracoviššttěě ve vve věědděě

VyVyššíšší produktivita vproduktivita věědeckdeckéé prpráácece

Osoby Osoby žžijijííccíí s HIV/AIDS v s HIV/AIDS v ČČeskeskéé republicerepublice
(situace k 31.3.2010)(situace k 31.3.2010)
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Osoby Osoby žžijijííccíí s HIV/AIDS v s HIV/AIDS v ČČeskeskéé republicerepublice
(kumulativn(kumulativníí popoččty k 31.3.2010)ty k 31.3.2010)

HIV infekce podle kraje bydliHIV infekce podle kraje bydliššttěě
(situace k 31.3. 2010)(situace k 31.3. 2010)
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PoPoččty vyty vyššetetřřeneníí lymfocytlymfocytáárnrnííchch subpopulacsubpopulacíí
(Laborato(Laboratořř HIV/AIDS a infekHIV/AIDS a infekččnníí imunologie 2004imunologie 2004--2009)2009)
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CytometrCytometr LSRFortessaLSRFortessa™™ v Laboratov Laboratořři i 
HIV/AIDS a infekHIV/AIDS a infekččnníí imunologieimunologie
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PPůůvodnvodníí (A) a nový (A) a nový cytometrcytometr (B)(B)
(BSL(BSL--1 laborato1 laboratořř))

AA

Rok výroby 1998

BB

BSLBSL--2 Laborato2 Laboratořř –– ppůůvodnvodníí (A) a (A) a novnováá (B) (B) centrifugacentrifuga

AA BB

Rok výroby 1988
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PPůůvodnvodníí box (A) a nový box (B) s laminbox (A) a nový box (B) s lamináárnrníím proudm prouděěnníím   m   
(BSL(BSL--2 laborato2 laboratořř))

AA BB

Rok výroby 1988

GrantovGrantovéé projekty projekty řřeeššenenéé v laboratov laboratořři i 
(posledn(posledníích 5 let)ch 5 let)

MolekulMolekuláárnrníí biologie a patologie bubiologie a patologie buňňky za normy a u vybraných ky za normy a u vybraných 
klinicky zklinicky záávavažžných patologických procesných patologických procesůů,,
MMŠŠMT MT ČČR, MSM 0021620806, 1. LF UK (do roku 2012) R, MSM 0021620806, 1. LF UK (do roku 2012) 
VyuVyužžititíí imunologických imunologických markermarkerůů vvččetnetněě stanovenstanoveníí exprese exprese TollToll--likelike
receptorreceptorůů v v ččasnasnéém urm urččeneníí bakteribakteriáálnlníího pho půůvodu sepsevodu sepse,,
IGA MZ IGA MZ ČČR NR/9316R NR/9316--3, FN Na Bulovce (ukon3, FN Na Bulovce (ukonččeno 2010)eno 2010)
Studium infekStudium infekččnníích chorob a jejich pch chorob a jejich půůvodcvodcůů,,
GA GA ČČR 310/05/H533, 1. LF UK (ukonR 310/05/H533, 1. LF UK (ukonččeno 2009, hodnoceno B)eno 2009, hodnoceno B)
Význam funkVýznam funkččnníích ch subtypsubtypůů HIVHIV--specifických CD8+ Tspecifických CD8+ T--lymfocytlymfocytůů
v patogenezi HIV infekcev patogenezi HIV infekce,,
GA UK 203428900, 1. LF UK (ukonGA UK 203428900, 1. LF UK (ukonččeno 2009, hodnoceno A)eno 2009, hodnoceno A)
Role nadmRole nadměěrnrnéé zzáánněětlivtlivéé odpovodpověědi v podi v pošškozenkozeníí mozku pmozku přři bakterii bakteriáálnlníí
meningitidmeningitiděě a moa možžnosti jejnosti jejíí modulacemodulace,,
IGA MZ IGA MZ ČČR NR/8014R NR/8014--3, FN Na Bulovce (ukon3, FN Na Bulovce (ukonččeno 2006, hodnoceno B)eno 2006, hodnoceno B)
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NejlepNejlepšíší odbornodbornéé publikace pracovnpublikace pracovnííkkůů laboratolaboratořřee
(posledn(posledníích 5 let)ch 5 let)

Beran O, Herwald H, Džupová O, Chalupa P, Holub M. Heparin-
binding protein as a biomarker of circulatory failure during
severe infections: a report of three cases. Scand J Infect
Dis. 2010 Apr 29. [Epub ahead of print]. 
Beran O, Lawrence D, O´Neil N, Džupová O, Kalmusová J, 
Musilek M, Holub M. Sequential Analysis of Biomarkers in 
Cerebrospinal Fluid and Serum During Invasive Meningococcal
Disease. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2009 Jul;28(7):793-9. 
Holub M, Beran O, Džupová O, Hnyková J, Lacinová Z, Příhodová
J, Procházka B, Helcl M. Cortisol levels in cerebrospinal fluid 
correlate with severity and bacterial origin of meningitis. 
Critical Care. 2007;11(2):R41,1-9. 
Holub M, Scheinostová M, Fišerová A, Beran O, Kalmusová J, 
Musílek M, Křížová P. Neisseria meningitidis strains from
patients with invasive meningococcal disease differ in 
stimulation of cytokine production. Folia Microbiologica.
2007;52(5):525-28. 
Bartovská Z, Beran O, Rozsypal H, Holub M. HIV-1-specific
CD8+ T cells do not correlate with viral load in HIV-1-
positive patients. Acta virologica. 2007;51:59-61. 

ŘŘeeššitelský týmitelský tým
Michal HolubMichal Holub
OndOndřřej Beranej Beran

AlAlžžbběěta Davidovta Davidováá
Milan DvoMilan Dvořřáákk

PodPoděěkovkováánníí
Ing. EliIng. Elišška Sýkorovka Sýkorováá
MUDr. Petr DedekMUDr. Petr Dedek
Ing. Petr SlIng. Petr Sláámama

MUDr. JiMUDr. Jiřříí SpilkaSpilka
ConfimaConfima s.r.o.s.r.o.
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PRPRŮŮTOKOVTOKOVÁÁ CYTOMETRIECYTOMETRIE

využití v imunologii, hematologii, 
onkologii

nejběžnější aplikace – stanovení
lymfocytárních subpopulací

Princip prPrincip průůtokovtokovéé cytometriecytometrie

© H. Rozsypal
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JakJakéé parametry a struktury mparametry a struktury můžůžeme meme měřěřit?it?

relativní velikost (Forward Scatter - FSC)

granularita – vnitřní struktura (Side Scatter - SSC)

intenzita fluorescence (FL1, FL2, up to FL X)

povrchové antigeny

proteiny, enzymy

hormony

nukleární antigeny, DNA, RNA

FSC a SSCFSC a SSC

Laserový paprsek
(488 nm)

Forward scatter
Velikost (488 nm)

Side scatter
Granularita (488 nm)

Forward scatter (FSC) 

měřen ve směru přicházejícího 
světla

proporční k velikosti buňky

Side scatter (SSC)

měřen kolmo na směr 
excitačního paprsku

proporční ke komplexitě buňky 
či granularitě
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RozdRozděělenleníí bunbuněěk podle odrazu svk podle odrazu svěětlatla

Forward scatter

S
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Granulocyty

Debris Lymphocyty

Monocyty

FluorescenceFluorescence

λ=488 nm

Excitation light

λ=530 nm

Emission light

molekula fluorochromu absorbuje energii laserového světla

absorbovaná energie je uvolněna:

vibrací a teplem

emisí fotonu s vyšší vlnovou délkou ( = menší energií)
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Princip prPrincip průůtokovtokovéé cytometriecytometrie

MnohobarevnMnohobarevnáá //multiparametrickmultiparametrickáá/ / cytometriecytometrie

> 5 > 5 barevbarev

ppřřesnesnáá identifikace bunidentifikace buněčěčných ných subpopulacsubpopulacíí pomocpomocíí řřady ady 
markermarkerůů /dnes je pops/dnes je popsááno jino jižž 247 CD antigen247 CD antigenůů//

rozlirozliššeneníí naivnnaivníích a pamch a paměťěťových T lymfocytových T lymfocytůů //~ ~ 66--88
barevbarev//

ffunkunkččnníí charakterizace jednotlivých buncharakterizace jednotlivých buněěk vk vččetnetněě
cytokinovcytokinovéé sekrecesekrece

charakterizace vzcharakterizace vzáácných populaccných populacíí /antigen/antigen--specifických specifických 
bunbuněěk/k/

zpzpřřesnesněěnníí analýzy /eliminace mrtvých bunanalýzy /eliminace mrtvých buněěk/k/
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FACSCaliburFACSCalibur™™ ((r.v. 1998r.v. 1998)) vsvs LSRFortessaLSRFortessa™™ (2(2010010))

2 2 vsvs 4 lasery4 lasery

4 4 vsvs 18 barev18 barev

vyvyššíšší rychlost sbrychlost sběěru bunru buněěkk

analogovanalogovéé vsvs digitdigitáálnlníí zpracovzpracováánníí


