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Realizace projektu OPPK

Projekt je realizovdn v rdmci Operacniho programu Praha -
Konkurenceschopnost, IT. Vyzvy, Prioritni osy 3: Inovace

a podnikdni, Oblasti podpory 3.1: Rozvoj inovacniho prostredi
a partnerstvi mezi zdkladnou vyzkumu a vyvoje a praxi

Projekt je urcen pro Kliniku infekénich a tropickych nemoci
1. LF UK a FN Na Bulovce, na niZ pusobi vyzkumnd a diagnostickd
laborator - Laborator HIV/AIDS a infekéni imunologie

Na projektu se podileji pracovnici FN Na Bulovce i pracovnici
1. LF UK, nebot’ jde o spolecné pracovisté obou organizaci

Provoz laboratofe je hrazen ze zdrojii FN Na Bulovce i ze zdrojt
1.LF UK




Cile projektu

Modernizace pracovisté - Laborator HIV/AIDS a infekéni
imunologie

Laborator za |sT’UJe rutinni vyse‘rr'enl pacientl a podili se
na vyzkumu ruznych aspektl infekénich chorob

LaboratoF je soucdsti o klinického, pedagogického a vyzkumného
pracovisté, ve kterém spolupracuji tri kliniky UK a FN Na
Bulovce

Kliniky se jako jediné zdravotnické zafizeni na dzemi hl. m.
Prahy soucasne (&astni rutinni péce o pacienty, vyuce studentd
a vyzkumu infekénich nemoci

Vyzkumné projekty probihaji ve spoluprdci s dalsimi pracovisti
Univerzity Karlovy, Akademie véd CR i zahrani¢nimi partnery

Vychodiska projektu

Zvy3end potreba klinického vyzkumu infekénich chorob

Hlavni zaméreni - HIV/AIDS, bakteridlni sepse a virové
hepatitidy

Vy3$i na poZadavky zlepseni zdkladniho imunologického
monitoringu pacientl s témito infekcemi

Potreba vychdzi i z charakteristik uvedeného klinického
pracovisté, které je nejvétsim referenénim centrem

pro infekéné nemocné v CR




Vystupy projektu

Porizeni nového priitokového cytometru
pro multiparametrickou analyzu

Vyména zastaralého zarizeni

Oddéleni vyzkumu a rutinni prdce

Rozsireni kapacit rutinni ¢dsti laboratore
Vzniknou 1-2 novd pracovni mista

Zvyseni konkurenceschopnosti pracovisté ve vedé

Vv

Vyssi produktivita védecké prdace

Osoby Zijici s HIV/AIDS v Ceské republice
(situace k 31.3.2010)
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Pocty vySetreni lymfocytarnich subpopulaci
(Laborator HIV/AIDS a infekcni imunologie 2004-2009)

Cytometr LSRFortessa™ v Laboratori
HIV/AIDS a infekéni imunologie




Pdvodni (A) a novy cytometr (B)
(BSL-1 laborator)

Rok vyroby 1998

BSL-2 Laborator - piivodni (A) a nové (B) centrifuga

Rok vyroby 1988




Pavodni box (A) a novy box (B) s lamindrnim proudénim
(BSL-2 laborator)

Grantové projekty reSené v laboratori
(poslednich 5 let)

s

Molekularni biologie a patologie buriky za normy a u vybranych

klinicky zdvaZnych patologickych procesu,
MSMT CR, MSM 0021620806, 1. LF UK (do roku 2012)

Vyuziti |munolo ICk ch markeru véetné stanoveni exprese Toll-like
receptort v Easném uréeni bakteridlniho puvodu sepse
IGA MZ CR NR/9316-3, FN Na Bulovce (ukonéeno 2010)

Studium infekénich chorob a jejich plivodci,
GA CR 310/05/H533, 1. LF UK (ukon&eno 2009 hodnoceno B)

Vyznam funkénich subtypti HIV-specifickych CD8+ T-lymfocytd
v_patogenezi HIV infekce,
GA UK 203428900, 1. LF UK (ukonéeno 2009, hodnoceno A)

Role nadmérné zdnétlivé odovedu v_poskozeni mozku pri bakteridlni

meningitidé a moznosti_jeji modulace,
IGA MZ CR NR/8014-3, FN Na Bulovce (ukonéeno 2006, hodnoceno B)




Nejlep$i odborné publikace pracovnikii laboratore
(poslednich 5 let)

Beran O, Herwald H, DZupovad O, Chalupa P, Holub M. Heparin-
binding protein as a biomarker of circula'rorg 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, DZupova O, Kalmusova 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, DZzupovd O, Hnykovd J, Lacinovd Z, Prihodovd
J, Prochdzka B, Helcl M. Cortisol eves in cerebrospinal fluid
correlate with severi?' and bacterial origin of meningitis.
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Musilek M, KFizova P. Neisseria meningitidis strains from
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PRUTOKOVA CYTOMETRIE

= vyuziti v imunologii, hematologii,
onkologii

= nejbéznéjsi aplikace - stanoveni
lymfocytarnich subpopulaci

Princip prutokové cytometrie

Zesiloval

laserowy
paprsek .
detekdor analogové-

: fluorescence tislicowy
hnaci voda prevodnik

© H. Rozsypal




Jaké parametry a struktury miZeme mérit?

m relativni velikost (Forward Scatter - FSC)
= granularita - vnitrni struktura (Side Scatter - SSC)

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

+ povrchové antigeny
- proteiny, enzymy
+ hormony

» nukledrni antigeny, DNA, RNA

FSC a SSC

Forward scatter
Laserovy paprsek Velikost (488 nm)
(488 nm)

Side scatter
Granularita (488 nm)

Forward scatter (FSC) Side scatter (SSC)

méren ve sméru prichdzejiciho méren kolmo na smér
svétla excitacniho paprsku
proporchi k velikosti buriky proporéni ke komplexité buriky
¢i granularité




Rozdéleni bunék podle odrazu svétla

MORRO02

ranulocyty

Side scatter

FSCH
Forward scatter

Fluorescence

AS488 nm 0 A=530 nm

NN~ ANAV AV 4
/N

Excitation light Emission light

molekula fluorochromu absorbuje energii laserového svétla
absorbovand energie je uvolnéna:

vibraci a teplem

v/

emisi fotonu s vyssi vinovou délkou ( = mensi energit)




Princip prutokové cytometrie

Emission spectra of commonly used fluorochromes
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Mnohobarevnd /multiparametrickd/ cytometrie
> 5 barev

presnd identifikace bunéénych subpopulaci pomoci Fady
markert /dnes je popsdno jiz 247 CD antigent/

= rozliSeni naivnich a pamét'ovych T lymfocytt /~ 6-8
barev/

funkéni charakterizace jednotlivych bunék véetné
cytokinové sekrece

charakterizace vzdcnych populaci /antigen-specifickych
bunek/

zpresnéni analyzy /eliminace mrtvych bunék/




FACSCalibur™ (r.v. 1998) vs LSRFortessa™ (2010)

2 vs 4 lasery
4 vs 18 barev
vySSi rychlost sbéru bunék

analogové vs digitalni zpracovani




