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S4/3

VYZNAM NEINVAZIVNICH PARAMETRU PRO MONITO-
ROVANI LECBY TEZKEHO ASTMATU

P. Panzner

Ustav imunologie a alergologie LF UK a FN Plzeri

Priiduskové astma je heterogenni onemocnéni charakterizované
chronickym zéanétem dolnich dychacich cest, bronchiélni hyperre-
aktivitou a remodelaci. Zakladnim znakem je zanét, jehoz charak-
ter a intenzita jsou pro diagnostiku tézkého astmatu zcela zasadni.
Pomineme-li moZznost histologického vydetfeni praduskové slizni-
ce, které v praxi pfipadd v ivahu pouze z diferencidlné diagnostic-
kych diivodu, bylo pro diagnostiku zdnétu v pribéhu minulych let
vyvinuto nékolik semi-invazivnich i neinvazivnich metod.

Nejcastéji pouzivanou metodou detekujici charakter a intenzi-
tu zanétu praduskové sliznice pfimym zpasobem, tj. identifikaci
a kvantifikaci pritomnosti bunék zanétu, je vysetfeni indukovaného
sputa. Pfestoze je tato technika pomérné naro¢nd metodologicky,
je v nékterych centrech vyuzivana i v bézné klinické praxi. Dalsi
metodou detekujici zinét nepfimo, tj. méfenim produktu zinétem
stimulovanych bunék, je plné neinvazivni sledovani koncentrace
vydechovaného oxidu dusnatého (FeNO). Tato technika se béhem
nékolika malo minulych let diroce rozsitila do klinické praxe a je
dnes jiz téméf nepostradatelnou soucasti diagnostiky tézkého ast-
matu.

Vysledky vyde zminénych diagnostickych metod je vidy nutno
zasadit do klinického rdmce a posuzovat je v kontextu funkéniho
vysetfeni plic (zejména FEV 1) a subjektivné vnimanych potizi paci-
enta, k jejichz méfeni jsou k dispozici standardizované dotazniky
(napf. TKA).

Piehledova prednaska tykajici se vy$e uvedenych diagnostic-
kych pfistupti v kontextu diagnostiky a monitorovani 1é¢by tézkého
astmatu je doplnéna struénymi vysledky vlastniho sledovani, které
bylo provadéno ve spoluprici s Klinikou TRN EN Plzen a jehoz
detailni vysledky jsou prezentovany na posteru: Malkusova a kol.:
Invazivni a neinvazivni monitorace zdnétlivych zmén u pacientd
s tézkym astmatem pfed a po 1écbé systémovou kortikoterapii.

Prdce byla podpofena grantem VZ MSM 002 1620812.

S4/4

CASNA DIAGNOSTIKA ASTMATU U MALYCH DETI

P. Pohunek

Détskd pneumologie, Pediatrickd klinika, UK 2. LF a FN Motol,
Praha

Respiracni potize s obstrukéni slozkou jsou castym problémem
pediatrické praxe. Az 50 % déti ve véku do 5 let zazije néjakou
epizodu dechovych obtiZi s projevy kasle, piskoti a vice ¢i méné
vyjadfené dusnosti. I kdyz tyto potiZe nejsou u viech déti projevy
pruduskového astmatu, ¢asto se jiz o prvni priznaky této nemoci
jednat muze. Je zndmo, ze az 2/3 piipadi astmatu zacinaji v ¢asném
véku do tfi let. V tomto vékovém obdobi zacind i vétina pfizna-
ki astmatu tézkého. Vyznamu pro dlouhodobou prognézu déti
s obstrukénimi projevy proto nabyvd pfedeviim co nejvcasnéjsi
detekce pfiznaki, fadnd diferencidlni diagnostika a v¢as nasazend
spravné indikovand terapie.

Vzhledem k tomu, Ze mozZnosti objektivniho vySetfeni funkce
plic a bronchidlni reaktivity u malych déti jsou dosud jen ome-
zené, zOstava nejdalezitéj$i metodou diagnostiky fadnd klinickd
aanamnestickd analyza kazdého pfipadu a zhodnoceni pfitomnos-
ti rizikovych faktora pomoci validizovanych klinickych nastroji.
Dilezitd je predevéim kvalitni strukturovand anamnéza rodinna
a osobni se zaméfenim na pfitomnost atopického rizika a alergické
senzibilizace.

V diferencidlni diagnéze je tfeba mit vidy na paméti skute¢nost,
ze pravé v casném détském véku se podobné jako astma mohou
projevovat i jiné, vzacnéjsi nemoci. Vyloudit je tak tieba vidy pre-
devéim cystickou fibrézu, poruchy mukocilidrni clearance, vlivy
prodélané perinatalni respiracni patologie nebo anatomické priciny
poruchy priachodnosti dychacich cest.

Lécba casné bronchidlni obstrukce u déti musi byt vzdy zaloZena
na co nejkvalitnéji provedené diagndze, abychom na jedné stra-
né nezatézovali déti neodpovidajici farmakoterapii s potencidlem
nezadoucich ucink, na strané druhé ale neodklddali 1é¢ebny zésah
tam, kde je ho tieba a kde md potencidl ke zlep$eni jak soucasného
klinického stavu ditéte, tak dlouhodobé prognézy nemoci.

05 Autoimunita a tolerance

S$5/1

PODIL AUTOIMUNITNICH MECHANISMU NA VZNIKU
A ROZVOJI ONEMOCNENI PLICNTHO INTERSTICIA

M. Petiek

Ustav imunologie LF UP a FN Olomouc

Intersticidlni plicni nemoci (IPN) pfedstavuji heterogenni
skupinu vice nez 150 nosologickych jednotek, jejichz vétsinovym
jmenovatelem je zanétlivé postizeni plicniho parenchymu, popf.
kombinace zanétu a fibréznich zmén. K nejzndméj$im IPN patfi
sarkoidoza a idiopaticka plicni fibroza.

Sarkoiddza, systémové onemocnéni s autoimunitnimi rysy, se
nejcastéji manifestuje v plicich jako CD4+ T-lymfocytarni alveoliti-
da s naslednou tvorbou granulomi, 15 % pfipad nemoci prechazi
ve fibrézu. V pfednasce bude podan piehled soucasnych poznatka
o imunopatogeneze sarkoiddzy véetné vysledki snah o identifika-
ci peptidi, které HLA-DR molekuly prezentuji T-lymfocytam, tj.
potencidlnim specifickym antigentim sarkoidézy. Bude pojednino
také o podilu imunogenetickych faktorii na vzniku a rozvoji one-
mocnéni.

Pozornost bude také vénovina fibrotickému postizeni plic u sar-
koidézy, idiopatickych intersticidlnich pneumonii i sekunddrnimu
postizeni plic u autoimunitnich nemoci, zejména systémové skle-
rozy. Zivérem budou naznaceny perspektivy dal$iho vyzkumu
v oblasti imunologie a imunogenetiky IPN s diirazem na jejich
vyuziti v diagnostice a terapii.

Pozn.: Cdst prezentovanych vysledkii byla ziskdna s podporou grantu
IGA MZ CR NR 9037.

S$5/2

DENDRITICKE BUNKY A INDUKCE TOLERANCE
J. Bartiifikovd, K. Sochorova, D. Rozkovd, R. Spisek
Ustav imunologie UK 2. LF a FN Motol

prezentujici antigen. Na charakteru interakce s antigenem a zejmé-
na na mikroprostfedi, ve kterém se tato inicidlni interakce odehré-
va, zdlezi vysledek imunitni reakce - bud indukce efektorovych
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zahrnujeme i CRP. Zde dochazi k rychlému nartistu hladin PTX3,
které predchazeji vzrastu hladin CRP. Za prozénétovy ukazatel je
povazovan i plazmaticky protein lipopolysaccharide binding pro-
tein (LBP). Jeho sérovi hladina je zvy$ena v pribéhu operace. Na
zikladé provedenych analyz uzavirdime, e LBP se nechova jako
bilkovina akutni fize u nemocnych operovanych na srdci. Proti-
chiidné tendence vedouci k prozinétové i protizdnétové aktivité
muzeme urcit i stanovenim vybranych membranovych znaka na
leukocytech. Prokazali jsme, Ze molekula CD163, které slouzi jako
receptor pro hemoglobin, je ve zvy$ené mife vyjadiena na mono-
cytovych bunkach brzy v priibéhu operace.

Vyse uvedené vysledky ukazuji, ze nemocni podstupujici kar-
diochirurgickou operaci jsou vhodnym klinickym modelem, ktery
umozni sledovat indukéni i efektorové aktivity zinétové odpovédi
jak ve slozce pfirozené imunity, tak ve vétvi imunity specifické.

Spodporou MSMT CR MSM0021620812 a IGA MZ CR
NR/9090-4.

§21/4

VLIV ANALOGU VITAMINU D PARIKALCITOLU NA
MORFOLOGICKE A FUNKCNI CHARAKTERISTIKY
DENDRITICKYCH BUNEK

K. Sochorovd', V. Budinsky', D. Rozkovd', Z. Tobidsovd', R. Spisek’,
S. Sulkovd?, ]. Bartinkova'

Ustav imunologie UK, 2. LF a FN Motol, Praha

*Klinika gerontologickd a metabolickd, LF UK a FN Hradec Krd-
lové

Uvod: Kalcitriol, aktivni forma vitaminu D, je zndm svymi imu-
nomodula¢nimi iéinky, aviak jeho pouZiti v imunologii bréni jeho
vyrazny hyperkalcemicky efekt. Parikalcitol je analogem kalcitriolu,
jehoz hyperkalcemicky efekt je vyrazné omezen, aviak jeho imu-
nomodulacni vlastnosti nebyly dosud sledoviny.

Cil: V této studii jsme porovnavali vliv kalcitriolu a parikal-
citolu na zastoupeni dendritickych bunék (DC) v periferni krvi
a na morfologické a funkéni charakteristiky DC kultivovanych
z monocyti.

Materidl a metody: Z monocyti zdravych darci byly v pfi-
tomnosti GM-CSF a IL-4 pfipraveny nezralé DC. Nezralé DC byly
nasledné maturoviny lipopolysacharidem (LPS). Buiiky byly vysta-
veny ptsobeni kalcitriolu a parikalcitolu v prabéhu diferenciace,
maturace, nebo v pritbéhu obou déji. Nasledné jsme sledovali feno-
typové (expresi kostimula¢nich molekul, molekuly CD83, CD14,
MHC IL. tiidy a PD-L) a funkéni (endocytdrni aktivitu, produk-
ci cytokinii, schopnost stimulovat antigen specifické lymfocyty
aschopnost indukovat regula¢ni T-lymfocyty) charakteristiky DC.

Vysledky: Po oSetieni 1é¢ivy si sledované buriky i po aktivaci
LPS uchovivaly fenotyp nezralych DC, a to zejména v piipadé, e
byla léciva pouzita pfi jejich diferenciaci. V porovnani s kontrolou
byla vyrazné snizena exprese CD80, CD86, CD83 a HLA-DR. Nao-
pak byla vzdy vyrazné zvysena exprese CD14, znaku typického pro
prekurzory DC. Exprese PD-L1 a PD-12, molekul zodpovédnych
za regulaci T-bunécné odpovédi, byla srovnatelnd u kontrolnich
i lécivy ofetfenych DC. DC ogetfené 1é¢ivy si uchovaly vysokou
endocytarni aktivitu, ve srovnani s kontrolami produkovaly méné
[L-12, klicového cytokinu pro polarizaci Thl imunitni odpovédi.
DC ofetiené kalcitriolem nebo parikalcitolem mély signifikantné
snizenou schopnost indukce antigen specifickych T-lymfocyti.
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Schopnost indukovat vznik FoxP3 pozitivnich T-regula¢nich lym-
focytit byla srovnatelnd s kontrolnimi DC. V ramci in vivo studie
jsme sledovali vliv podévani paricalcitolu na zastoupeni populaci
DC v periferni krvi. Po ¢trndctidennim podévani lé¢iva jsme neza-
znamenali rozdil v zastoupeni jednotlivych populaci.

Zavér: Z nasich vysledkt vyplyvd, Ze parikalcitol neovliviiuje
zastoupeni DC v periferni krvi, ale mé vliv na jejich funkéni charak-
teristiky ve smyslu snizené schopnosti indukovat antigen specifické
T-lymfocyty. Lze pfedpokladat, ze by DC oetfené analogy vitami-
nu D s omezenym hyperkalcemickym efektem mohly byt vyuZity
pro ovlivnéni imunoregula¢nich déji v organizmu.

Podpora: VZ MSM 002 162 0812, GAUK 7588/2007.

S$21/5

RE-SEKVENACNI ANALYZA PROMOTOROVYCH OBLAST-
NICH GENU PRO CHEMOKINY CCL19 A CCL21 U PACIEN-
TU S INFARKTEM MYOKARDU

A. Stahelovd!, F. Mrazek!, ]. Petikova'?, Z. Kubistovd', M. Petiek!
'Laborator imunogenomiky a imunoproteomiky, Ustav imunologie,
LF UP Olomouc

L interni klinika, LF UP a FN Olomouc

Uvod: Komplikace aterosklerézy (napt. infarkt myokardu) pati
do skupiny komplexnich onemocnéni s genetickou slozkou a jsou
nejcastéjsi piicinou amrti v rozvinutych zemich. V aterosklero-
tickych pldtech jsou exprimoviny chemotaktické cytokiny (napt.
CCL2, CCL19 a CCL21), které podminiuji mistni akumulaci mak-
rofagii a podporuji zinét. Varianty regula¢nich oblasti genti pro
chemokiny CCL19 a CCL21 mohou proto souviset s vnimavosti
k rozvoji aterosklerozy.

Cil: Cilem price bylo vyuzit re-sekvenaéni systém k analyze
variability promotorovych oblasti gent pro chemokiny CCL19
a CCL21 u pacienti s infarktem myokardu (IM).

Metodika: Promotorové oblast genii pro chemokiny CCL19
a CCL21 byla analyzovdna u 60 ¢eskych nepfibuznych pacientii
s IM. Re-sekvenace byla provedena pomoci techniky znacenych
termindtor; sekvenacni fragmenty byly identifikovdny pomoci
kapilarni elektroforézy (geneticky analyzator ABI310). Vyhodno-
ceni variability promotort geni CCL19 a CCL21 bylo provedeno
pomoci programu SeqScape.

Vysledky: V promotoru genu pro chemokin CCL19 byly dete-
kovdny jednonukleotidové (SNP) polymorfismy rs2233872 T/C
(Cetnost alely T: 73,3 %) a rs2233873 A/G (alela A: 95 %). Lokus
152233874 G/Cbyl v nasem souboru pacientit monomorfni. U genu
CCL21 jsme identifikovali varianty rs11574914 C/T (alela C: 61,7
%), rs11574915 T/G (alela T: 61,7 %) a rs2812378 T/C (alela T:
81,6 %). U nasich pacienti s IM nebyly ve vyetfovanych promo-
torovych oblastech CCL19 a CCL21 identifikovany zidné nezndmé
sekvenéni varianty.

Zavér: V pilotnim souboru pacientt s IM jsme pomoci re-sek-
venace ur¢ili variabilitu promotorovych oblasti kandiddtnich genii
pro chemokiny CCL19 a CCL21 a stanovili ¢etnost jednotlivych
SNP variant. Ziskana data budou déle vyuzita k provedeni asociaéni
studie souvislosti genovych variant chemokinit CCL19 a CCL21
s vnimavosti k IM.
Price podpofena MSMT CR (ME-856
a MSM6198959205).

z projekti
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23 Transplanta¢ni imunologie

$23/1

IMUNITNI ODPOVED PROTI STEPU A MOZNOSTI
JEJIHO OVLIVNENI

I. Striz

Pracovisté klinické a transplantacni imunologie, IKEM, Praha

I pfi stavajicich modernich imunosupresivnich reZzimech
musime stdle poéitat s imunitni reakci zamérenou k odvrhnuti
transplantovaného $tépu. Jednd se zpravidla o bunéénou &i proti-
litkovou odpovéd proti histokompatibilnim HLA antigeniim indu-
kujici nasledné rejekéni mechanismy. V pocitecni fizi odpovédi
organizmu proti allotransplantdtu zfejmé prevazuji mechanismy
pfirozené imunity, kdyz béhem nékolika minut po reperfuzi trans-
plantovaného organu dochdzi k uvolnéni prozénétlivych cytokina,
zejména TNF alfaa IL-1 beta. Nasledné jsou tvofeny také chemoki-
ny atrahujici nejdfive leukocyty bez specifity pro antigen, posléze
i alloantigen specifické T-lymfocyty. T-lymfocyty ptijemce roze-
znédvaji HLA antigeny prostiednictvim dvou hlavnich mechanisma.
U tzv. nepfimé drahy (indirect pathway), kterd se zdsadné nelisi od
klasické prezentace jakéhokoliv pohlceného cizorodého antigenu,
jsou HLA antigeny ddrce pohlceny antigen prezentujici bunikou pii-
jemce migrujici do $tépu. Na druhé strané tzv. pfima draha (direct
pathway) je unikatnim mechanismem, kde T-lymfocyty prostfed-
nictvim svého receptoru (TCR) rozezndvaji intaktni HLA molekuly
exprimované na dendritickych bunkach darce. Kromé TCR/MHC
signalizace jsou nezbytné jesté kostimulacni signaly, zejména mezi
molekulami ze skupiny B7 a CD28. Vazba mezi molekulami B7-1
(CD80) a B7-2 (CD86) k CD28 muZe byt i¢inne inhibovana expresi
antigenu CTLA-4 (CD152).

Pii akutni i chronické rejekci se mohou uplatnit jak protilat-
kové mechanismy, tak i cytotoxicka aktivita provazejici bunéénou
odpovéd proti §tépu. Primarnim cilem rejekénich mechanisma je
endotel transplantovaného $tépu, v piipadé protilatkové odpovédi
poskozeny za tcasti komplementu, pii bunécné rejekci se v efek-
torové fizi uplatni zejména allospecifické CD8+ T-lymfocyty. Pfi
bunééné rejekci dochdzi k infiltraci ledvinného parenchymu jak
CD4, tak i CD8+ bunikami, ale neméné vyznamnou ulohu zde hraji
také makrofagy predstavujici az 60 % infiltrujicich bunék. Pfi chro-
nické rejekci jsou to pravé makrofagy, které svou produkei cytokini
s fibrogenni aktivitou, napf. TGF beta, indukuji strukturdlni zmény
v parenchymu.

Neni sporu o tom, ze imunitni odpovéd proti transplantované-
mu organu nelze omezit pouze na problematiku miry shody v HLA
antigenech (stdle zdsadni u transplantaci ledvin), jednd se o neoby-
¢ejné slozitou kaskddu bunéénych interakci. Blizsi poznani pato-
genetickych mechanismi transplantacnich reakci ndm umoznuje
moznosti relativné cileného zasahu, at jiz se jednd o imunosupre-
sivni u¢inek anti-CD25 protilatky (daclizumab), inhibici tvorby
allospecickych protilitek pomoci anti-CD20 (rituximab), zésah do
kostimulace pomoci rekombinantniho antigenu CTLA-4 (belata-
cept) nebo drastickou depleci lymfocytii pomoci anti-CD52 pro-
tildtky (alemtuzumab). Soucasné poznatky sméfuji k vyuzZiti bio-
logické lécby (monoklonalni protilatky, rekombinantni proteiny)
nejen k odddleni rejek¢nich mechanismi, ale i pokusiim o navozenti
transplantaéni tolerance.
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§$23/2

SOUCASNE METODY HLA TYPIZACE A JEJICH AUTO-
MATIZACE

A. Slavéev

Oddélent imunogenetiky, IKEM, Praha

Shoda v HLA (Human Leukocyte Antigens) systému mezi dar-
cem a pfijemcem ma pozitivni vliv pro dlouhodobé preziti (dob-
rou funkei) transplantovanych organt (ledviny, srdce, pankreas).
U transplantaci kmenovych bunék je shoda v HLA mezi dédrcem
a pfijemcem na uarovni alel (,,high resolution®) dalezita pro sni-
zeni rizika reakce §tépu proti hostiteli (GvHD). HLA antigeny
jsou kodovéany geny, které jsou lokalizovany v tseku MHC (Major
Histocompatibility Complex) na kratkém raménku Sestého chro-
mozomu. Pro potfeby organovych transplantaci se urcuji varianty
antigeni HLA-A, -B (1. tfidy) a -DR (II. tfidy), zatimco pro trans-
plantace kmenovych bunék se typizuji navic antigeny HLA-Cw,
-DQ a vyjime¢né i -DP. Sérologicka typizace, i kdyz postupné
ztraci na vyznamu, je zatim dostacujici pro uréeni HLA antigent
L. tfidy pro transplanta¢ni program orgéni. Protoze HLA antige-
ny jsou komplexni a maji vice nez jednu antigenni determinantu
na svém povrchu, nékdy mohou spole¢né antigenni determinanty
mezi riznymi HLA antigeny typizaci zkomplikovat, je to tzv. zkfi-
zend-reaktivita mezi HLA antigeny (A2 a A28, B7 a B27 atd.). Pro
sérologickou techniku je rovnéz limitujici, Zze jsou zapotfebi Zivé
burky s vyraznou povrchovou expresi HLA antigent (lymfocyty).
Po objevu PCR (polymerazova fetézova reakce) v 80. letech minu-
Iého stoleti se dnes molekuldrné-biologické metody rutinné pou-
zivaji pro typizaci HLA antigent I a II. tiidy. V HLA laboratofi se
aplikuji PCR metodiky za pouziti sekvenéné specifickych primert
(PCR-SSP) a sekvencné specifickych oligonukleotidia (PCR-SSO).
Pro transplantaci kmenovych bunék a definici novych alel se také
pouziva sekvenovani HLA gent. Kazdd molekuldrné-biologicka
metodika mé své vyhody a nevyhody, a proto i své specifické vyuzi-
ti. Nékteré metodiky se mohou plné nebo éiste¢né automatizovat
(napf. PCR-SSO za pouziti DNA ¢&ipt), zatimco jiné (napf. PCR-SSP,
sekvenovani) se automatizuji obtizné.

I pies obrovsky pokrok v imunosupresivni terapii, pfesna typi-
zace HLA antigent je stale dileZita a shoda v HLA systému muze
ovlivnit vyskyt jak akutni, tak chronické rejekce po transplantaci.
Velky pokrok, ktery byl dosazen v poslednich letech v diagnostice
HLA a jinych genovych polymorfismut klade velké naroky nejen
na laboratorni pracovniky, ale také i na spolupracujici klinické 1é-
kafe.

$23/3

ULOHA HLA A non-HLA GENU V IMUNOPATOLOGII
ZANETLIVYCH NEMOCI A KOMPLIKACI TRANSPLAN-
TACNI LECBY

M. Petiek, FE Mrazek, J. Pettkovd, Z. Ambrhzova, J. Gallo
Laboratof imunogenomiky pfi Ustavu imunologie LF UP a FN Olo-
mouc

Piehlednd prednaska pojednava o uloze polymorfnich genii
imunitniho systému pfi vzniku a rozvoji vybranych imunopa-
tologickych stavii. Kromé ,tradi¢nich polymorfisma v genech
Hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA) bude vénovina
pozornost variabilité v genech pro cytokiny a jejich receptory,
polymorfismu Toll-like receptori, event. dalsich geni pfirozené
i ziskané imunitni odpovédi.
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Na prikladech z oblasti nemoci respira¢niho a kardiovaskularni-
ho systému budou také stru¢né ilustrovény pristupy ke studiu sou-
vislosti mezi geny a komplexnimi nemocemi véetné diskuse limitaci
a moznosti jejich pfekonani. Pfedndska bude doplnéna vlastnimi
vysledky mj. o uloze variability imunitnich gent pfi modifikaci
priibéhu GvHD po alogenni transplantaci krvetvornych kmeno-
vych bunék, ptip. o podilu cytokinovych polymorfismt na rozvoji
osteolytickych komplikaci totdlni ndhrady kycelniho kloubu.

Pozn. Vysledky, které budou v predndsce prezentovdny, byly ziskdny
s podporou grantit IGA MZ CR 9099 a 9490, GA CR 310/06/827
a MSMT ME-856.
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INDIKACIE TRANSPLANTACII KRVOTVORNYCH BUNI-
EK

M. Hrubisko

Katedra hematolégie a transfiziolégie FZSS Slovenskej zdravotnickej
univerzity, FNsP Bratislava - Petrzalka

Transplanticie kmenovych krvotvornych buniek (KB) sa sta-
li jednou z najcastej$ich transplantacii, po¢tom niekde prevysuji
i transplantdcie obliciek. Inspirdciou pre transplantacie KB (TKB)
boli tragické pribehy ludi vystavenych radioaktivnemu Ziareniu
po zvrhnuti atémovych bomb i po havériach jadrovych reaktorov.
Letdlne oZiareni jedinci zomierali na atlm kostnej drene, objavila
sa tu logickd snaha o nahradu zni¢enej kostnej drene (KD) zdra-
vou. Pre neznalost HLA systému boli zaznamenané len prechodné
prihojenia KB, jedinci zomierali budto na odvrhnutie stepu alebo
multiorgdnové zlyhanie, o ktorom dnes vieme, Ze je sposobené
reakciou $tepu proti hostitefovi (GvHD). Ojedinelé tspechy pri
transplantécii medzi jednovajcovymi dvojcatami (syngénne trans-
plantécie) viak dokézali spravnost myslienky. Po objave HLA systé-
mu sa v 60. rokoch zacali robit TKB v ¢oraz vicsej miere, prevaine
pre eradikdciu infaustnych ochoreni krvotvorby (akitne leukémie).
Postupne sa objavovali i niektoré indikdcie nemaligne, ¢i uz ziska-
né (aplastickd anémia), alebo vrodené poruchy krvotvorby, imu-
nity a metabolizmu s infaustnou prognézou (Fanconiho anémia,
Blackfanova-Diamondova anémia, adrenoleukodystrofia, poruchy
adhézie leukocytov, tesaurizmozy...).

KedZze spociatku bola alogénna TKB rizikovym zakrokom,
s mortalitou > 50 %, bol pristup k transplantacidm menej rizi-
kovych, i ked taktiez nevyliecitelnych ochoreni velmi zdrzanlivy.
Vynimkou bola chronicka myelocytova leukémia (CML), kde sa
ukdzalo, ze alogénna TKB urobend na zaciatku v tom obdobi este
infaustného ochorenia ma najlepsie vysledky. Este v 90. rokoch
20. storo¢ia bola CML najcastej$ou indikdciou na alogénnu TKB,
nové lieky odsunuli tito indikdciu u dospelych do pozadia.

Uspechy surodeneckych transplantécii viedli k hladaniu alter-
nantivnych darcov KB. Len asi 25 % chorych md HLA-identického
strodenca. Jednou z moznosti je transplantacia KB od HLA-zhod-
ného nepribuzného dobrovolného darcu. Za tymto c¢elom vzniklo
na celom svete mnozstvo narodnych registrov darcov kostnej dre-
ne dnes uz s 12 milionmi darcov. Dalsou moznostou je autologna
transplantdcia krvotvornych buniek (ATKB). Tymto sa transplan-
tacie KB odliuji od orgdnovych transplanticii. Kedze ATKB je

podstatne menej rizikovym zakrokom, rozsirila indikacie TKB aj
na menej akitne choroby. Ide o celt skupinu lymfoproliferativnych
ochoreni vratane mnohopocetného myelomu, kde napr. autolog-
ne transplantdcie st v siicasnosti jednou z najcastejsich indikacii.
I tu je vak mozné oc¢akavat zmenu s nastupom modernych liekov,
podobne ako tomu bolo pri ATKB pre nadory prsnika. Pre nizsie
riziko nasla ATKB uplatnenie i v liecbe mnohych autoimunitnych
ochoreni.

Z imunologického hladiska st zaujimavé nepribuzenské trans-
plantdcie, kde byva stupei nezhody napriek HLA-zhode vy$si, resp.
sa tu niekedy robia i transplanticie s 1-2 nezhodami v HLA-loku-
soch. Toto sa tyka najmi pupo¢nikovych transplanticii (UCB), kde
sti 1-2 nezhody bez problémov tolerované. Pre mensi pocet KB
v UCB sa ¢oraz Castej$ie vykondvaji dvojité i trojité transplantacie
UCB, kde sa imunologicka situdcia natolko komplikuje, ze pozoru-
jeme nielen reakciu GvHD ale i GvG (graft versus graft).
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STRATEGIE K NAVOZENI IMUNOLOGICKE TOLERANCE
PO TRANSPLANTACI LEDVINY - JAK DALEKO JSME OD
KLINICKE APLIKACE?

0. Viklicky

Klinika nefrologie TC IKEM, Praha

Dlouhodobé vysledky transplantaci ledvin jsou stale ovlivnény
akutni a chronickou rejekei na jedné strané a vedlejimi acinky
imunosupresivni 1é¢by na strané druhé, a proto se preziti §téph
vyznamné nezvysilo, i kdyz se kritkodobé vysledky transplantaci
zlepdily. V soucasnosti jsme proto svédky zvyseného tsili vyzkum-
nika a klinika pokrocit v protokolech navozeni transplantaéni tole-
rance. Po prvnich tspésich v 50.-60. letech vyzkum transplantacni
tolerance pokro¢il az v poslednich 10 letech, kdy se objevily nové
pokroky piedev§im v bunééné terapii. Protoze je vyzkum tolerance
vyznamny pfedeviim pro platce zdravotni péce, vznikly dve velke
vyzkumné skupiny, jak v USA (ITN) a v Evropské unii (RISET).
Jednim z moznych testovanych postupii jak navodit transplantacni
toleranci v klinice byla indukece s monoklondlni protilatkou anti-
CD52 (MabCampath) bez dali pridatné imunosuprese. Vysledky
pilotnich studif ale ukazaly, ze $§tépy jsou odhojovény bez ohledu
naabsenci T- a B-lymfocyta v periferni krvi. PouZiti monoklondlni
protilitky anti-CD4 v indukci tolerance v experimentdlnich mode-
lech nebylo nikdy v klinice pfesvédcivé ovéreno. V klinické praxi
je zndmo, Ze existuje skupina nemocnych, ktefi z rtznych divoda
neuzivaji imunosupresivni medikaci, a pfesto maji dobrou a sta-
bilni funkci transplantované ledviny. Tito nemocni vykazuji vétsi
pfitomnost regulaénich Treg lymfocyti a dal$i markert transplan-
ta¢ni tolerance znamé z experimenti. Proto v soucasnosti probiha-
ji pilotni studie testujici metody buné¢né terapie po transplantaci
jater. Jedinym hmatatelnym posunem ve vyzkumu transplantacni
tolerance po transplantaci ledviny je tak identifikace novych mar-
kert, jejichz pfitomnost umozni bezpeéné snizeni imunosuprese
s cilem eliminovat jeji vedlejsi ucinky. Dal$im posunem je mini-
malizace dlouhodobé imunosuprese po indukci s monoklonalni-
mi nebo polyklondlnimi protilatkami. Zavedeni metod umoznujici
vysazeni imunosupresivnich 1éki po transplantaci ledviny je tak
zatim stdle jen snem.
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zejména tam kde kultivace mikroorganizmii je casové ndrocna,
prilis slozita ¢i v soucasné dobé nemoznd. Takovym prikladem je
bakterie Borrelia burgdorferi sensu lato, ptivodce Lymeské bore-
liozy.

Jedna se o skupinu nékolika genomospecies pricemz v Ceské
republice se v patogenezi tohoto onemocnéni nejcastéji uplatiuji
Borrelia garinii, Borrelia afzelii a v mensi mife rovnéz Borrelia bur-
gdorferi sensu stricto.

Z fady divodi (lokalizace infekce v kiiZi, Casnd eliminace z krev-
niho obé&hu pisobenim antibiotik nebo specifickych protilatek
a komplementového systému) je senzitivita pfimého prikazu v plné
krvi nizkd. Naopak pfi proniknuti borelii do CNS je jejich pfimd
detekee casto jedinou moznosti prikazu neuroboreliézy. Proto bylo
spektrum vysetfeni v oblasti likvorové diagnostiky rozsifeno o dia-
gnostiku neuroboreliézy metodou PCR.

V obdobi prosinec 2007-cerven 2008 bylo na nasem pracovisti
vySetfeno 290 vzorki biologického materidlu zaméfenych zejména
na priikaz neuroboreliozy (161 likvort). Dosud jsme ale nezazna-
menali zadny pozitivni ndlez, coz maze byt v souvislosti s uddva-
nou nizkou senzitivitou ptimého priikazu daného agens. Spravnost
stanoveni je ovéfena zafazenim pozitivnich kontrolnich vzorki
do kazdé testované série a interni kontroly (kontroly inhibice) ke
kazdému vzorku. O validité obou technik muiZe svéd¢it i maximalni
tispésnost v systému externi kontroly kvality Instand e.V., kterého
se pravidelné acastnime.
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LASEROVA SCANOVACI CYTOMETRIE V PRAXI
7. Cimburek, B. Pecharova, 7. Zikostelskd, O. Hovorka
Mikrobiologicky: tistav AV CR, Praha

Laserova scanovaci cytometrie je technika kterd spojuje pred-
nosti priitokové cytometrie, kdy v relativné kritkém case ziskime
informace z velkého mnozstvi udélosti u nékolika parametrii, a mik-
roskopie, kterd nam poskytuje informace o vnitini struktufe bunky
anenilimitovina pozadavkem na kvalitu bunécné suspenze.

Nase pracovité je vybaveno laserovym scanovacim cytometrem
Compucyte iCys vybavenym 3 excita¢nimi lasery 405,488 a 633nm.
Soucasné je pristroj schopen méfit 4 parametry.

Pomoci Spherotech Rainbow kalibraénich kulicek jsme porov-
navali citlivost piistroje s prittokovym cytometrem BectonDickin-
son LSRII a buné¢nym sorterem BectonDickinson FACS Vantage
SE. V soucasné dobé je pristroj vyuZivan zejména k experimentim
na vysoce adherentnich buné¢nych lininich, u kterych je sledovina
indukce apoptozy pomoci Annexinu V.

Dalsi skupinu méfeni tvori experimenty, ve kterych zjistujeme
pocet buiiek na definované ploge. Tato data nam poskytuji infor-
mace o migraci a proliferaci bunék.

Posledni skupinu tvoii experimenty, pfi kterych je sledovina
exprese antigenu na adherentni bunééné linii.

Laserovd scanovaci cytometrie je nastupujici technika, ktera
umoziuje kvantitativni a funkéni buné¢nou analyzu na drovni
jedné bunky in situ. Tato metoda nam umozni studovat bunécné
signalizace a mezibunééné interakce na zivych bunikdch in situ.
Naméfend data jsou srovnatelnd s prittokovym citometrem, oproti
kterému mé vyhodu vizualizace bunék. Laserova scanovaci cyto-
metrie poskytuje fadu pfednosti, diky kterym miiZe najit uplatnéni
v nasich laboratofich.
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PRIBUZENSKE A NEPRIBUZENSKE TRANSPLANTACE
LEDVIN

H. Stehlikova, L. Brozova, H. Sajdlova, A. Slavcev

Odd. imunogenetiky, Institut klinické a experimentdlni mediciny,
Praha

Na oddéleni imunogenetiky v prazském IKEMu provadime
laboratorni vy$etfeni, kterd jsou soucdsti vybéru vhodného dérce
ledviny pro pfijemce zafazené na Cekaci listiné. V nékterych indi-
kovanych pfipadech se ptistupuje k pfibuzenskym transplantacim
pro nedostatek organt od kadaverdznich dédrcti. Mezi ty patiii tak-
zvané emotivni transplantace mezi manZeli. Mnohem vice je ale
transplantaci od nezivych darca.

Pri pribuzenskych transplantacich se provadi HLA typizace
pifjemce a ddrce, aktualni kfizova zkouska ACM (aktudlni cross-
match) a kfizova zkouska s pomoci pritokové cytometrie FACS CM
(fluorescence-activated cell sorting crossmatch). Priprava téchto
transplantaci trvd nékolik tydnt. U nepfibuzenskych kadaverdz-
nich transplantaci je pfijemce a ddrce vySetfen na HLA antigeny
a provede se kiizovd zkouska ACM. Tato vysetieni se provadéji
v nepfetrZitém provozu. Oproti pribuzenskym transplantacim se
FACS CM z ¢asovych davoda nedéld. HLA typizaci vySetfujeme
pomoci sérologickych i molekulirné genetickych metod (analy-
za DNA). Pro kfizové zkousky se pouZivaji klasické sérologickeé
metody.

Transplantace ledviny je nejcastéjsi organova transplantace.
V 1. pololeti roku 2008 bylo v CR alokovéno 136 ledvin od kada-
ver6znich ddrctia 17 od Zijicich dércl. Z toho v IKEMu 81 ledvin, to
je 60 % z celkového poctu kadaverdznich transplantaci a 13 ledvin,
to je 76,5 % od zijicich déarca.
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VYSETRENI HLA PROTILATEK METODOU ELISA -
KVALITATIVNI POSUN STANOVENI HLA IMUNIZACE
PACIENTA PRED TRANSPLANTACI LEDVINY

M. Dosoudilovd, B. Uhyrkovd, M. Skotalova, Z. Ambriizova,
M. Petfek

HLA laboratof Ustavu imunologie LF UP a FN Olomouc

Uvod: Vysetteni HLA protilatek u pacienti - ekatelii na
transplantaci ledviny je nedilnou soucdsti vySetfovaciho algorit-
mu pfed zafazenim na ¢ekaci listinu. Stanoveni HLA protilatek
a jejich pfesnd identifikace je nezbytnym predpokladem pro vybeér
vhodného dérce ledviny a stanoveni rizika rejekce transplantova-
ného $tépu. V soucasné dobé je v ramci ¢eského transplantacniho
programu pro vysetfeni HLA protilatek standardné pouzivan mik-
rolymfocytotoxicky test (CDC), technika ELISA je pro vySetieni
HLA protilatek pouzivina jako dopliujici metoda pouze na nék-
terych pracovitich. Kazdé z téchto metod viak pfispiva k vysledku
vysetfeni jinou specifickou informaci.

Cil: Porovnat vysledky vySetieni HLA protilatek metodou CDC
a ELISA a zhodnotit moZnosti pouZiti obou metod v rdmci trans-
planta¢niho programu.

Metody: HLA protilitky byly vysSetfeny v souboru 199 pacien-
ti pravidelného dialyza¢niho programu paralelné mikrolymfocy-
totoxickym testem s pouzitim panelu darcovskych lymfocyti se
znamym HLA fenotypem a metodou ELISA (AbScreen HLA Class
I a Class II, Biotest).

Vysledky: Z celkového poctu 199 pacientli byly HLA proti-
litky prokdzany u 31 pacienti (15,6 %). CDC test byl pozitivni
u 21 nemocnych (10,5 %), pozitivn{ vysledek ELISA testu pro sta-
noveni protilitek proti HLA antigentim L. tiidy byl zaznamendn
u 22 pacientt (11 %), protilatky proti HLA antigentim II. tfidy
byly prokdzany u 19 pacientii (9,5 %). Metodou ELISA byly HLA
protilatky nové prokdzény u 13 pacienti (6 %) s negativnim vysled-
kem CDC testu. Na zikladé kombinaci vysledki obou testi byli
pacienti s pozitivnim vysledkem rozdéleni celkem do 6 skupin
s rozdilnou interpretaci typu protilatek (protilatky vazici/nevazici
komplement, I/I1. tiida HLA protilatek, IgG/IgM protiltky, popf.
non-HLA protiltky).

Zavér: Pouziti senzitivnéj$i metody ELISA umoziuje detekci
HLA protilatek, které nejsou odhaleny vy$etfenim mikrolymfocy-
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STANOVENI T-REGULACNICH LYMFOCYTU

ODDELENI KLINIC IMUNOLOGIE
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PROTIZANETLIVY UCINEK INHALACNICH KORTIKOSTE-
ROIDU NA EXPRESI PGP NA POVRCHU LYMFOCYTU
U DETSKYCH ASTMATIKU VS. ANTILEUKOTRIENY

E Kopfiva', P. Dzubak?, ]. Potésil', M. Hajdich?, R. Kratochvilova?,
A. Plocovd!, ]. Zavodska', L. Radova?

'Détskd klinika FN a LF UP, Olomouc

’Lab. Experimentdlni mediciny pfi Détské klinice FN a LF UP, Olo-
mouc

Background: Inhaled corticosteroids (ICS) are used in asthma
therapy for their anti-inflammatory effects. P-glycoprotein (PGP)
is a transmembrane efflux pump for corticosteroids. Leukotrienes
(LT) have been shown to be involved in many process that play
a role in bronchial asthma pathophysiology. MRP1 transporter
(multidrug resistance protein) is involved in the transport of leu-
kotrienes.

Objective: We studied the anti-inflammatory effects of ICS,

i
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EXPRESE mRNA PRO MMP 2, 9 A TIMP-1 V BRONCHO-
ALVEOLARNI LAVAZI U PACIENTU S CHRONICKOU
OBSTRUKCNI PLICNI NEMOCI - PILOTNI STUDIE

Z. Navratilova', R. Fillerovd!, ]. Zatloukal®, R. Langerovd', E. Krie-
govd', V. Kolek?, M. Petfek!'

'Laboratof Imunogenomiky a proteomiky, Ustav imunologie, Lékai-
skd fakulta UP Olomouc

*Klinika plicnich nemoci a tuberkuldzy, Fakultni nemocnice Olo-
mouc

Uvod: Chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) je cha
rakterizovand omezenym pritokem vzduchu v priduskach (bron-
chidlni obstrukci), kterd neni plné reverzibilni. Prabéh nemoci ma
progresivni charakter se zhorSovidnim plicnich funkei a s akutnimi
exacerbacemi, které jsou spojeny s vysokou umrtnosti. V patoge-
nezi CHOPN je kli¢ovy chronicky zanét doprovizeny abnormalni
infiltraci neutrofilt a dal$ich bunék s naslednou pfestavbou plicni-
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winen ueueased mndunndior yrespdisciesulted in decreased level
of expression PGP on the lymphocytes in asthmatic patients and
anti inflammatory effects of montelukast.

Patients and Methods: Asthmatic children were divided into
three groups : 1. treated by inhaled budesonide 200-400 ug per day
(n=45) more than one year; 2. treated by montelukast tbl 4 or 5 mg
at an age-based dose (n = 29); 3. treated by inhaled corticosteroids
and montelukast (n = 25).

The expression of PGP on the lymphocytes were also determi-
ned in a group of 52 healthy children. Expression of PGP on fixed
and permeabilized cells was analyzed by flow cytometry indirect
immunofluorescence staining technique modified according to
Boer et al, 1997.

Results: Based on the weighted of PGP expression on peripheral
blood lymphocytes we proved significant difference (p < 107) for
group of asthma patients (n = 99), (485 + 3) and healthy controls
(n = 52) (425 * 2) and lower level of PGP-median in group treated
by ICS PGP expression (550+/-9) to group treated by montelukast
weighted median of Pgp expression (642 + 6) (p <10°).

Conclusion: Antiinflammatory activity ICS, decreasing the
production of proinflammatory mediators, decreases MDR-1 gene
(mulidrug resistence) activity and expression of PGP.

Acknowledgment: Supported by Grant IGA NR8954-3/2006 and
MSM 6198959216.
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Grantovd podpora: NR9037-4/2

94



— postery

P11/11

ANALYZA TVORBY CYTOKINU U PACIENTU $ NEZADOU-
CI REAKCI NA KOVY

S. Podzimek, J. Bartovd, . Prochazkovd, Z. Venclikovd

Vyzkumny ustav stomatologicky 1. LF UK a VEN, Univerzita Kar-
lova, Praha

Cytokiny ptisobi jako medidtory imunitni odpovédi. Dikladné
poznani funkci jednotlivych cytokini a jejich vzajemnych funké-
nich interakei ma velky prakticky vyznam pro fyziologické i patofy-
ziologické reakce organismu. Cilem nasi studie bylo stanovit tvorbu
cytokint u deseti pacientii s prokdzanou nezadouci reakci na kovo-
vé dentdlni materidly pomoci metody MELISA® a u 7 kontrolnich
osob. Ke stanoveni cytokinii byla pouzita metoda Protein Micro-
array, ktera je prvni dostupnou technologii pro simultanni detekci
az 200 cytokind a jinych proteint na formatu nitrocelulézovych
membran. Multiplexovd analyza tvorby cytokint byla provedena
kitem Human Inflammatory RayBio array.

Zjistili jsme, ze cytokiny se vyznamnou mérou podileji na in
vitro reakcich mononukledrnich bunék po stimulaci slou¢eninami
rtuti a niklu. Tvorba cytokinii byla odlisnd u pacienti a u zdravych
kontrol. Po stimulaci rtuti i niklem byla zjiiténa u pacientti v porov-
nani s kontrolami zvy$ena exprese Il-1beta, IL-2, IL-4, [L-6, IL-11,
IL-12p40, IL-12p70, STNFR2, MIP-1 delta a MIP-1beta. Metoda
Ray Bio Human cytokine array umoznuje sledovat tvorbu velkého
poctu cytokind, a tak i upfesnovat in vitro imunitni aktivaci, kterou
sledujeme pomoci proliferace.

Studie byla podpotena grantem IGA MZ CR ¢ NR 9124-3.
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INTERLEUKIN (IL)-17 V BRONCHOALVEOLARNI LAVAZI
PACIENTU S PLICNI SARKOIDOZOU - PILOTNI STUDIE
M. Petfek', A. Kralovi', A. Arakelyan’, E. Kriegovd!, Z. Kubistova!,
V. Kolek?

!Laboratof imunogenomiky a proteomiky Ustavu imunologie LF
UP

“Klinika respiracni mediciny a tbc LF UP a FN Olomouc

Uvod: Plicni sarkoiddza je zanétlivé postizeni plicnich sklipka
avmezerené tkané. V patogenezi onemocnéni hraji dilezitou tlohu
CD4+ T-lymfocyty a cytokiny, zejména Th1 typu a také mediatory
s prozanétlivymi funkcemi (chemokiny, TNFalfa). IL-17 je proza-
nétlivy cytokin primdrné vytvareny T-lymfocyty, tzv. Th17 burika-
mi. IL-17 mj. posiluje efektorové mechanismy pfirozené imunity,
napf. migraci neutrofila a aktivaci IL-1beta a TNFalfa.

Cil: Zjistit, zda [L-17 protein je pfitomen v plicich pacientt
s plicni sarkoidézou a v kladném ptipadé sledovat, zda se hladina
IL-17 lisi u rentgenologickych stadii, charakterizujicich klinicky
pribéh onemocnéni.

Metoda: Hladina imunoreaktivniho IL-17 proteinu byla sta-
novena v nefedénych vzorcich bronchoalveolarni lavazni tekuti-
ny (BAL) pomoci enzymové imunoanalyzy (R and D Systems).
Detekéni limit IL-17 ELISA ¢&inil 0,3 pg/ml. Byla vySetfena BAL
od 58 pacientt se sarkoidozou (rtg stddium I, n = 15; st. I, n =
27; st. 111, n = 16), od 26 pacienti s Lofgrenovym syndromem, LS
(benigni, spontanné ustupujici onemocnéni) a také od 22 kontrol-
nich jedincti bez znamek plicniho zanétu.

Vysledky: IL-17 byl detekovin v 6 vzorcich (27 %) BAL od kont-
rolnich jedinci (median 5,4 pg/ml). V BAL pacienti se sarkoidézou
byl IL-17 pfitomen v 23 (40 %) pfipadech (medidn 71,6 pg/ml); BAL
nemocnych s LS obsahovala IL-17 v 9 (35 %) pfipadech. Subanalyza
dle klinického priibéhu onemocnéni odhalila, ze nejméné IL-17 se

vyskytuje u pacientii s L. stddiem onemocnéni a u nemocnych s LS
(medién 12,6, resp. 12, 2 pg/ml). Naproti tomu nejvice IL-17 se
vyskytovalo u pacienti s progredujicim onemocnénim, tj. se stadi-
em I (71,6 pg/ml) a zejména pak se stadiem I1I (342,9 pg/ml).

Zavér: Data z pilotni studie naznacuji, ze I11.-17 protein je pfi-
tomen v plicich pacientt se sarkoidézou. Naznacenou souvislost
mezi mnozstvim IL-17 v BAL a klinickym pribéhem onemocnéni
je potfeba dale sledovat na vétsim souboru pacientii s vyuzZitim cit-
livych metodik, pripadné pomoci analyzy IL-17 mRNA.

Grantova podpora: IGA MZ CR 9037, GA CR 310/06/827.
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REGULACNI CYTOKINY IL-10 a TGF-BETA 1 V MATER-
SKEM MLEKU

M. Durilova!, K. Flajmanova', K. Stechovd!, M. Cepelkovi?,
J. Nevoral'

'Pediatricka klinika 2. LF UK a FN Motol, Praha
‘Gynekologicko-porodnickd klinika 2. LF UK, Praha

Uvod: Mateiské mléko obsahuje §iroké spektrum imunologic-
kych faktort, které aktivné i pasivné ovliviwji vyvijejici se imunitni
systém kojeného ditéte. Jeho vyznam v ochrané pfed vznikem aler-
gickych onemocnéni u kojenych déti je v poslednich letech velice
diskutovin a zlistavd kontroverzni, vyznamnou roli pravdépodobné
maji individuélni rozdily ve sloZeni matefského mléka.

Cil studie: Cilem nasi studie bylo porovnéni hladin regula¢-
nich cytokint IL-10 and TGF-betal v matefském mléce alergickych
a nealergickych matek

Metody: Bylo vysetfeno matefské mléko od alergickych a nea-
lergickych matek, a to kolostrum (do 4 dni po porodu) a ve véku
1 a 3 mésice po porodu. Matky s pozitivni alergickou anamnézou
byly léceny pro atopicky ekzém, polinézu nebo astma. Koncentrace
cytokini byly stanoveny metodou ELISA pomoci komerénich kita.
Vysledky byly analyzovany statistickym programem SPSS, pouzi-
tim Mann-Whitney U testu. hladina pravdépodobnosti < 0,05 byla
povaZoviana za statisticky vyznamnou.

Vysledky: Koncentrace IL-10 byly vyznamné vyssi (p < 0,001)
v kolostru alergickych matek (n = 48, 0-101 pg/ml, median 8 pg/
ml), v porovnani s nealergickou skupinou (n = 27, 0-18 pg/ml,
median 0 pg/ml). Béhem lakta¢niho obdobi byl v alergické skupiné
zaznamenan vyznamny pokles v koncentraci IL-10 (p = 0,0003, p
= 0,0003, kolostrum vs. 1. a 3. mésic).

TGE-betal byl zatim testovén jen ve vzorach zralého matefského
mléka, a tov 1.a 3. mésici po porodu. Vyznamné vy$si koncentrace
byly nalezeny v mléku nealergickych matek (n = 10, 418-762 pg/
ml, median 592 pg/ml v 1. mésici; n = 10, 454-803 pg/ml, median
698 pg/ml ve 3. mésici), v porovndni s koncentracemi u alergic-
kych matek (n = 10, 106-394 pg/ml, median 283 pg/ml v 1. mésici;
n = 10, 209-620 pg/ml, median 417 pg/ml ve 3. mésici) a to v 1.
(p <0,001) i ve 3. mésici (p = 0,002).

Zavér: Alergické matky mély vyznamné vy§si hladiny 1L-10
vkolostru, ale vyznamné nizéi hladiny TGF-betal ve zralém matef-
ském mléce. Nizké hladiny TGF-betal v matefském mléku alergic-
kych matek byly jiz prokdzany v jinych studiich a jsou povazoviny
za rizikovy faktor pro vyvoj alergickych onemocnéni. Vysokd kon-
centrace IL-10 v kolostru alergickych matek by mohla poukazovat
na kompenzacni aktivitu a snahu o regulaci imunitniho systému
matky, ktery je primérné naklonén smérem k Th2 odpovédim. Déti
zatazené do této studie jsou ddle sledovany pro vznik alergickych
onemocnéni.

Studie byla podpofena grantem 1GA MZ NR/8310-5.

112

Alergie, Supplementum 2/2008




— postely —

P23/2

VLIV TERAPIE CYKLOSPORINEM A NA FUNKCI LYMFO-
CYTU PERIFERNI KRVE U PACIENTU PO TRANSPLANTACI
LEDVINY MONITOROVANOU TESTEM TRANSFORMACE
LYMFOCYTU A TESTEM QUANTIFERON

. Lochman', A. Lochmanova', P. Marsalkovd?, ]. Dédochovd?,
V. V. Novak!, A. Kloudovéd!, M. Grundmann’, H. Brozmanové?,
I. Komzakova?, J. Raska®, H. Tomdaskova®

'Odbor imunologie a alergologie Zdravotniho tistavu se sidlem
v Ostravé

*Ustav klinické farmakologie Fakultni nemocnice Ostrava

‘Interni klinika Fakultni nemocnice Ostrava

10ddéleni virologie CMPI Zdravotniho tistavu se sidlem v Ostravé
*Odbor informacnich technologii Zdravotniho dstavu se sidlem
v Ostravé

U 14 pacientdi s transplantovanou ledvinou byla sledovana funk-
ce lymfocytii periferni krve pomoci testu transformace lymfocytt
(TTL) a testu QuantiFERON’ (QFN, Cellestis). Pacienti vstoupili
do studie v obdobi 21. 6. 2006-12. 5. 2008. Prvni vysetieni bylo
provedeno tésné pied transplantaci (Tx) v den Tx a déle byla vyset-
feni provadéna v dohodnutych intervalech po Tx. Imunosupresivni
terapie je realizovdna trojkombinaci cyklosporin A (CsA), korti-
koidy a mykofenolét a je v posttransplantacnim obdobi individu-
alizovdna podle klinického stavu pacienta. Ke stimulaci lymfocyta
byl v TTL pouzit PHA, v testu QFN navic smés mykobakteridlnich
antigentia CMV antigen. U pacientt byla méfena také koncentrace
CsA ajeho metabolitt AM1, AM4 a AM9 v celé krvi a uvnitf lym-
focytt pomoci UPLC/MS metody. Dosud ziskané vysledky studie
ukazuji, ze:

e U pacientti dochdzi v prvnich dnech po transplantaci k silné-
mu Gtlumu schopnosti lymfocyta periferni krve odpovidat na
mitogenni nebo antigenni podnét, ktery je disledkem celkové
vy$§f tirovné imunosuprese. Tento efekt je zfejmy predeviim
v prvnich hodindch po podani imunosupresiv. V nasi studii vsak
nebylo mozno oddélit vliv a piisobeni jednotlivych soucasné
aplikovanych imunosupresiv.

o Odpovidavost pacientti v TTL a QFN na PHA spolu sice celkové
statisticky vyznamné koreluji, ale tato korelace neni pfilis tésna
a musi byt posuzovina individudlné.

e Zavislost byla nalezena i mezi koncentracemi CsA a jeho meta-
bolitt v plné krvi a v lymfocytech a odpovidavosti lymfocyti
na mitogenni a antigenni podnét v testech TTL a QFN. V praxi
viak opét musi byt hodnocena individudlné

¢ Ukazuje se, ze neschopnost odpovidat na stimulaci CMV antige-
nem v testu QFN je rizikovym faktorem pro postizeni transplan-
tovaného jedince CMV infekef v posttransplantacnim obdobi.
Vybrané statistické vysledky (hodnoceni bylo provedena Spear-

manovym testem)

Tabulka k P 23/2
Srovnavané parametry n skk p
TTL/QFN po stimulaci PHA 174 | 0,7265 |0,0000
TTL po stimulaci PHA/ CsA v pIné krvi 156 | -0,5759 | 0,0000
TTL po stimulaci PHA/CsA v lymfocytech 83 | -0,4354 | 0,0000
QFN po stimulaci PHA/CsA v pIné krvi 160 | -0,7183 | 0,0000
QFN po stimulaci PHA/CsA v lymfocytech 84 | -0,7021 | 0,0000

n - pocet srovnavanych hodnot v odbérech tésné pred podanim dalsi
déavky imunosupresiv, skk — Spearmanv koeficient korelace, p - prav-
dépodobnost, Ze srovnavané parametry jsou nezavislé
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JEDNONUKLEOTIDOVE POLYMORFISMY GENU MAd-
CAM-1 A JEJICH VYZNAM PRO PREDPOVED KOMPLIKA-
CI PO ALOGENNI TRANSPLANTACI KMENOVYCH KRVE-
TVORNYCH BUNEK

7. Ambruizovd!, F. Mrazek', L. Raida? E. Faber?, A. Stahelovd',
K. Indrak?, M. Pettek!

!Laborato¥ imunogenomiky a imunoproteomiky, Ustav imunologie
LF UP Olomouc

’Hemato-onkologickd klinika LF UP a FN Olomouc

Uvod: MAdCAM-1 (Mucosal Addressin Cell Adhesion
Molecule-1) je adhezivni molekula exprimovana na povrchu
endotelidlnich bunék, kterd se vaze s integriny na povrchu leuko-
cytil (napf. LPAM-1) a vyznamné se tak uplatiiuje pfi smérovéni
T-lymfocytt ddrce do slizni¢nich tkini prijemce pfi rozvoji reakce
$tépu proti hostiteli (GVHD) po alogenni transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék (TKB). Variabilita struktury a/nebo exprese
molekuly MAACAM-1 podminénd genovymi polymorfismy miize
proto ovliviiovat vyskyt a zévaznost komplikaci po TKB.

Cil: Zhodnotit, zda vybrané jednonukleotidové polymorfismy
(SNP) genu pro MadCAM-1 jsou asociovdny s rozvojem akutni ¢i
chronické GVHD a zda ovliviuji prezivini po TKB.

Pacienti a metody: V souboru 87 pacientii a jejich piibuznych
(n = 70) resp. nepfibuznych (n = 17) HLA-identickych darct kme-
novych krvetvornych bunék byly metodou PCR-SSP vysetfeny tii
vybrané bézné polymorfismy genu MAdCAM-1 (rs758502 C/T,
rs2302217 A/G, rs3745925 G/T).

Vysledky: RozloZeni genotypii viech vy$etiovanych polymorfis-
mii bylo ve shodé s Hardy-Weinbergovou rovnovéhou. Statisticka
analyza odhalila castéjsi vyskyt chronické GVHD u MAdCAM-1
AA (rs2302217) homozygotnich pacienti ve srovndni s piijemci
s ostatnimi genotypy [64,7 % proti 34 %; p = 0,025 (p_ = 0,075)].
Pfi analyze pfezivani byl u pacientii s genotypem MAdCAM-1 GG
(rs3745925) pozorovan trend k nizéi kumulativni imrtnosti spo-
jené s transplantaci (TRM) neZ u jedinci s jinymi genotypy (p =
0,06). Ve vySetfovaném souboru nebyly nalezeny zadné jiné asoci-
ace mezi variantami genu MAdCAM-1 a rozvojem akutni GVHD
nebo celkovym piezivinim po TKB.

Zavér: Vysledky této studie naznacuji, ze polymorfismy genu
MAdCAM-1 mohou souviset s rizikem rozvoje chronické GVHD
a ovliviiovat imrtnost na komplikace TKB. Ziskana pilotni data je
nezbytné zhodnotit na vétsim souboru pacient.

Tato price byla podpotena Vyzkumnym zdmérem MSM 6198959205
a grantem IGA MZ CR NR 9099.
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REKONSTITUCE DENDRITICKYCH BUNEK PO ALOGENNI
TRANSPLANTACI HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH
BUNEK

R. Horvith', V. Budinsky', J. Kayserové', T. Kalina®, R. Formanko-
vi?, J. Stary?, J. Bartankova', P. Sedlacek?, R. Spisek

'Ustav imunologie, UK 2. lékafskd fakulta a FN Motol v Praze
*Klinika détské hematologie a onkologie, UK 2. lékarskd fakulta a FN
Motol v Praze

Alogennni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék
(HSCT) s myeloablativnim rezimem pfedstavuje unikatni model
pro sledovéni rekonstituce hematopoetickych bunék. Dendritické
buriky jsou nejicinnéjsi antigen prezentujici buriky a v perifer-
ni krvi byly identifikoviny dvé hlavni subpopulace. Myeloidni
(mDC) a plazmacytoidni (pDC) dendritické bunky maji odlisné
tlohy v indukci imunitni reakce, rozpozndvaji napf. rizné patogeny
a produkuji rozdilnd spektra cytokint. Po rozpozndni patogenu se
DC aktivuji, exprimuji vysoké mnozstvi kostimula¢nich molekul
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Uvod: Dendritické buriky (DB) jsou specializované antigen-pre-
zentujici bunky uplatiujici se v oblasti imunoterapie. Funkéni DB
se podileji na vyvolani a udrzovani protinddorové antigenné-speci-
fické odpovédi, coz je zpochybnovino u vybranych onemocnéni.

Cil: Analyza fenotypu DB a jejich schopnosti vyzréni u pacienti
s monoklondlni gamapatii nejasné¢ho vyznamu (MGUS) di
mnohoc¢etnym myelomem (MM) ve srovnani se zdravymi kon-
trolami.

Metodika: Pro zisk DB byly vyuzity adherentni prekurzory
periferni krve 18 kontrol, 18 osob s MGUS a 20 osob s MM. Po
7denni kultivaci s IL-4 a GM-CSF, v bezsérovém médiu nebo
s pridavkem autologniho séra, byly DB stimulovany huCD40Lig-
andem (CD40L). Flowcytometricky byla sledovina exprese CDla,
CD14, CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CCR6, CCR7. V superna-
tantu kultur byla pomoci ELISA analyzovina hladina IL-12p70,
v séru periferni krve hladina IL-6.

Vysledky: Pii kultivaci v bezsérovém médiu nebyl nalezen
vyznamny rozdil ve fenotypu DB hodnocenych osob, at uz u nezra-
lych nebo stimulovanych DB. Exprese CD83 byla po stimulaci nevy-
sokd (kontroly 10,0 + 6,6 %; MGUS 14,6 £ 13,3 %; MM 15,7 + 12,1
%) a byla nalezena pouze niz$i exprese CDla (p = 0,014) u kontrol
ve srovnani s osobami s MGUS (kontroly 7,4 £ 5,2%; MGUS 23,0 +
18,4%; MM 12,1 + 11,9%). Pfi autolognich podminkach kultivace
byl zjistén negativni efekt séra osob s MGUS a MM na kvalitu DB
ve srovnani s kontrolami. Bylo prokazano snizeni exprese CD83
(kontroly 36,5 %; MGUS 9,5 %; MM 13,2 %), CD80 (kontroly
3,4 %; MGUS 10,3 %; MM 12,8 %), CCR6 (kontroly 15,1 %; MGUS
2,1 %; MM 3,3 %) a CCR7 (kontroly 14 %; MGUS 1,1 %; MM
2,5%). Produkce IL-12p70 byla ve viech pfipadech nizkd a vyznam-
ny rozdil v sérové hladiné IL-6 mezi skupinami nebyl nalezen (medi-
any - kontroly 1,7 pg/ml; MGUS 3,1 pg/ml; MM 1,9 pg/ml).

Zaveér: Za bezsérovych podminek nebyly nalezeny rozdily ve
fenotypu DB pii srovndni zdravych osob s MGUS ¢i MM pacienty.
Stimulace CD40L nevyvolala plné vyzrani DB. Pritomnost auto-
logniho séra snizila kvalitu DB u osob s MGUS a MM, u kontrol
nebylo vyrazné ovlivnéni nalezeno. Negativni efekt autologniho séra
zfejmé neni zplsoben pouze IL-6, ale komplexem inhibitort.

Podpofeno MSMT LC 06027 a IGA MZCR NR/8945-4.
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VLIV VYSOCE NENASYCENYCH MASTNYCH KYSELIN
A JEJICH METABOLITU NA TVORBU REAKTIVNICH
METABOLITU KYSLIKU BUNKAMI RAW 264.7

G. Ambrozova, A. Lojek

Biofyzikdlni tistav AV CR, v. v. i., Brno

Vysoce nenasycené mastné kyseliny (VNMK) mohou rtiznymi
zptisoby ovliviiovat imunitni a zanétlivé reakce. Vliv mastnych kyse-
lin na biologické déje zdvisi na jejich chemické strukture. Z tohoto
hlediska jsou vyznamné zejména skupiny w-3 a w-6. Dlouhé kar-
boxylové fetézce mastnych kyselin obsahuji dvojné vazby a jsou
tak nédchylné k lipidové peroxidaci. Neenzymatickou lipidovou
peroxidaci mohou vznikat mnohé biologicky aktivni toxickeé litky,
jako jsou malondialdehyd, 4-hydroxynonenal a akrolein. VNMK
i produkty jejich peroxidace mohou ovlivinovat mikrobicidni
funkce fagocytii véetné tvorby reaktivnich kyslikovych metabolitii
(RKM).

Hlavnim cilem na$i studie bylo popsat vliv vybranych VNMK
ajejich metabolitii na tvorbu RKM stimulovanymi makrofagy. Kyse-
lina arachidonovd, docosahexaenova a eicosapentaenovi, akrolein,
4-hydroxynonenal a malondialdehyd byly testoviany v koncentra-
cich 0,1; 1; 10 a 100 pM. Pro experimenty byly pouziviny bufiky
myéi peritonedlni makrofigové linie RAW 264.7. Makrofagy byly
stimuloviny LPS (0,1 pg/ml), soucasné byly pfidany testované latky
andsledovala inkubace 8 hodin pfi 37 °C. Zmény v produkci RKM
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byly detekovény chemiluminiscen¢né, cytotoxicita pouZivanych
latek byla stanovena ATP testem.

Z experimentii vyplyva, Ze zidnd z testovanych VNMK vyznam-
né nezvysuje produkci RKM burikami RAW 264.7. Naopak kyse-
lina arachidonovd a docosahexaenovd tvorbu RKM inhibovaly.
Nejvyssi koncentrace viech pouzitych VNMK sniZovaly mnozstvi
RKM, nevykazovaly viak cytotoxické uc¢inky. Akrolein a 4-hydro-
xynonenal sniZzovaly tvorbu RKM v zdvislosti na jejich koncentraci.
U koncentraci 10 a 100uM byl tento efekt zptisoben cytotoxickymi
t¢inky téchto metabolitti. Malondialdehyd snizoval tvorbu RKM
pouze v nejvyssi pouZité koncentraci, efekt viak nebyl zptisoben
jeho cytotoxickymi ucinky.

Byla méfena také koncentrace dusitanii (nepfima metoda pro
detekei tvorby oxidu dusnatého) v supernatantu, hodnoty u véech
testovanych koncentraci a latek véak byly na hranici detekéniho
limitu, zfejmé diky kritké dobé inkubace. V dalsich méfenich tedy
bude tieba dobu inkubace prodlouzit.

Prdce vznikla za podpory projektu MSM'T OC08058.
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HODNOTENIE DLHODOBEHO UCINKU SPELEOTERAPIE
DETI V JASOVSKEJ JASKYNI

D. Salat', J. Juhdsz?, B. Ciberajovd?, L. Saldtova-Kozlovska®
'Fakulta osetrovatelstva a socidlnej prdce, Trnavskej univerzity, Kli-
nika prneumoldgie a ftizeolégie, Fakultnd nemocnica, Trnava
"'Stés—klipele, a. 5.

*Centrum imunoldgie a alergolégie, s. r. 0., Bratislava

Cielom §tudie bolo zistit dlhodobé ucinky speleoterapie na
pacientov s chronickymi nespecifickymi ochoreniami dychacich
ciest (hlavne s alergickou nddchou a bronchidlnou astmou). Autori
sledovali zmeny spirometrickych parametrov detskych pacientov,
ktori pocas klimatickej lie¢by v a.s. Stés kipele absolvovali aj spe-
leoterapiu v Jasovskej jaskyni.

Speleoterapia pocas klimatickej liecby v Kiipeloch Stos ma uz
svoju dlhoroént histériu. Ide o ,,procediru’, ktord nie je platend
z prostreriedkov nemocenského poistenia. Na dosiahnutie dobrého
klinického efektu sa odporuc¢a 10-15 pobytov v jaskyni v trvani
3 hodin.

Do klinického sledovania sme zaradili 34 deti priemerného veku
10,2 roka (14 dievcat a 20 chlapcov), ktori sa opakovane lie¢ili v ka-
peloch Stés (2007 a 2008) a okrem klimatoterapie absolvovali aj
speloterapiu minimélne 5x pri oboch pobytoch.

Porovnavali sme uzivanie antibiotik rok pred lie¢bou a rok po
lie¢be v Stose, ako aj zdkladné spirometrické parametre (FVC,
FEV , PEE MEF,,, MEF_ a MEE_). Zistili sme:

Deti v nagej skupine rok pred lie¢hou v Stése uzivali spolu 157x
antibiotikd a rok po liecbe uz len 57x.

Pri opakovanom pobyte (cca po roku) doslo k zlepéeniu para-
metrov FVC a FEV, (8 resp. 11 %).

Klimatickd liecba v kombindcii so speleoterapiou mé i dnes svoje
vyznamné miesto v komplexnej liecbe chronickych nespecifickych
ochoreni dychacich ciest a plic deti. Okrem dlhodobo zlep$eného
klinického stavu ma priaznivy vplyv aj na zlep$enie kvality Zivota
chorych deti.
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POLYMORFISMY GENU PRO RECEPTOROVOU TYRO-
SINKINAZU DDR1 U PACIENTU S IDIOPATICKOU PLICNI
FIBROZOU

7. Kubistovd', E. Mrazek', E. Kriegovd', B. Hutyrova’, V. Kolek?,
M. Petrek'

'Ustav imunologie, LF Univerzity Palackého,

*Klinika plicnich nemoci a tuberkulézy, LF Univerzity Palackého
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Uvod: Idiopaticka plicni fibréza (IPF) je chronické onemoc-
néni nezndmé etiologie, které vede k zdvaznému postizeni funkce
plic. V rozvoji fibrotickych zmén sehravaji klicovou roli fibroblas-
ty a depozice kolagenu. Receptorova tyrosinkinaza (DDRI, z angl.
Discoidin Domain Receptor 1), jejimz ligandem je kolagen, piispiva
k diferenciaci leukocytii a aktivaci transkripéniho faktoru NF-xB.
Ovliviuje tak i prezivani fibroblasta. Dffve popsané polymorfismy
genu pro DDR1 mohou mit vliv na jeho produkei a/nebo funkci,
a tim se uplatfiovat v predispozici k IPE.

Cil: Ovérit moZnou souvislost tfi vybranych jednonukleo-
tidovych (SNP) polymorfismi DDRI genu (rs8408, rs1264323
ars2267641) s vnimavosti k IPE

Metody: Vybrané polymorfismy DDRI genu byly typizovany
u padesati tif pacientii s IPF a 203 zdravych kontrol. Do vyset-
fovanych soubort byli zafazeni pouze nepfibuzni jedinci ceské
narodnosti. Typizace DDR1 polymorfismi byla provedena pomoci
polymerdzové fetézové reakce se sekvenéné specifickymi primery
(PCR-SSP). Srovnani distribuce jednotlivych variant DDRI genu
mezi vy$etfovanymi skupinami bylo provedeno pomoci Chi-kva-
dratového testu s korekci podle Woolf-Haldaneho.

Vysledky: Rozlozeni genotypti polymorfismit DDR1 odpovida-
lo Hardy-Weinbergové rovnovaze u kontrolnich jedinct i pacientt
s IPE Ani pro jeden z vySetfovanych DDRI polymorfismii nebyly
zjistény rozdily v zastoupeni alel mezi pacienty s IPF a kontrolni
skupinou (frekvence vzacnéjdich alel: DDRI rs8408*C: pacienti 0,20
/ kontroly 0,24; DDRI rs1264323*A: pacienti 0,38 / kontroly 0,44;
DDR1 2267641*C: pacienti 0,15 / kontroly 0,19). Skupiny pacientii
s IPF a kontrolnich jedincii se nelidily ani v zastoupeni genotypii
pro vyse uvedené DDRI polymorfismy.

Zavér: Vybrané polymorfismy genu pro receptorovou tyrosin-
kinazu DDR1 nesouvisi s vinimavosti k idiopatické plicni fibroze
v &eské populaci. Pro definitivni vylou¢eni vztahu mezi varianta-
mi DDRI genu a predispozici k IPF bude tfeba nezévislé ovéfeni
vysledki na jiné populaci.

Podporeno vyzkumnym zamérem MSM6198959205, granty IGA MZ
CR: NR903.
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THE EFFECT OF ALDOSE REDUCTASE INHIBITION BY
JMC-2004 ON HYPERGLYCEMIA-INDUCED ENDOTHE-
LIAL DYSFUNCTION

1. Papezikova', M. Pekarova', M. Chatzopoulou?, 1. Nicolaou?,
V. Demopoulos?, L. Kubala', A. Lojek'

'Institute of Biophysics, Acadeny of Sciences of The Czech Republic,
Brno, Czech Republic

“Department of Pharmaceutical Chemistry, School of Pharmacy,
Aristotle University of Thessaloniki, Thessaloniki, Greece

Increased glucose utilization by aldose reductase (ALR-2),
a rate-limining enzyme of polyol pathway has been implicated in
the pathogenesis of diabetic vascular complications. In this process,
several biochemical mechanisms are involved, including depletion
of reduced cofactors required for the action of antioxidant enzymes
or endothelial NO synthase. Research in recent decades has focu-
sed on ALR-2 as a potential target of pharmacologic intervention.
Several aldose reductase inhibitors (ARIs) have been developed
with promising results both in vitro and in vivo, however, most of
them have been ruled out in the stage of clinical trials due to their
adverse effects or low efficiency. Recently, the attention has been
focused to discover ARIs of distinct chemical structures to overco-
me above-mentioned problems.

In this study, effect of a novel aldose reductase inhibitor JMC-
2004 on hyperglycemia-induced endothelial dysfunction was
studied. Bovine aortic endothelial cells (BAEC) were treated with
glucose (30 mM), JMC-2004 (0,01 mM), or glucose + JMC-2004

for 24 h. The cells were then stimulated with calcium ionophore
A23187 after which NO production was measured electroche-
mically using porphyrine-coated carbon NO electrode. After the
measurement, cell supernatants were harvested and nitrite con-
centrations were evaluated using Griess reaction. The peroxyl and
hydroxyl radical-scavenging activity of JMC-2004 was measured
with luminol-enhanced chemiluminescence. Selectivity of JMC-
2004 for ALR-2 was evaluated on the basis of ratio between IC,
for aldehyde reductase (an enzyme closely related to ALR-2) and
for ALR-2. IC, for ALR-1 was determined colorimetrically with
D-glyceraldehyde as a substrate.

24h incubation of the cells with 30 mM glucose strongly dimi-
nished calcium ionophore-induced NO production. Concomitant
treatment with JMC-2004 restored NO production by 40% without
affecting eNOS expression. This effect was probably antioxidant-
independent, since JMC-2004 did not have any antioxidant proper-
ties. JMC-2004 exerted high selectivity towards ALR-2.

In conclusion, JMC-2004 was able to abolish hyperglycemia-
induced endothelial dysfunction in endothelial cells in vitro.
Moreover, JMC-2004 has a significant selectivity factor regarding
the inhibition of ALR-1, so it is expected that adverse effects and
toxicity due to the inhibition of oxidoreductases apart from ALR-2
will not manifestate. Thus, JMC-2004 appears to be a promising
molecule with the potential to become a useful lead compound in
the field of ARIs.

This study was undertaken as a part of research plan AVOZ50040507
and supported by grant No.204/07/P539 (GACR) and COST Action
B35.
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IMUNOGENICITA POLYMERU PRO GENOVOU TERAPII
I. BIOKOMPATIBILITA A IMUNOKOMPATIBILITA HYD-
ROGELU

V. Pakanové', M. Sirovd!, P. Rossmann', P. Dubruel?, S. Van Vlier-
berghe?, E. Schacht?, B. Rihova'

!Mikrobiologicky distav AVCR, v.v.i., Praha, Ceskd republika
2Ghent University, Ghent, Belgie

Tato prace je soucdsti projektu, ktery se soustieduje na vyvoj sys-
tému nevirového pfenosu gent ex vivo, s hlavnim zfetelem k vyvo-
ji terapeutickych postupti pro lé¢bu degenerativnich onemocnéni
sitnice a 1é¢bu kardiovaskuldrnich onemocnéni. Jako vektory pro
vlastni pfenos genu jsou pouZity biodegradovatelné polymery na
bazi poly-a-aminokyselin. Transfekce bunék bude nejprve provede-
nana polymerni membréiné a tato membrana bude pak implantova-
na do subretindlniho prostoru oka nebo bude tvofit obal kardiovas-
kulérnich protéz. Testovini biokompatibility a imunokompatibility
véech materidla potfebnych ke genovému pienosu je velmi dilezité,
nebot jakdkoliv jejich pfipadna toxicita nebo naopak imunogenicita
velmi pravdépodobné snizi u¢innost prenosu gent do bunék.

Polymerni metakrylamidem modifikovand Zelatina (dvojiho
typu — A a B) vytvafi hydrogel, ktery bude slouzit k pokryti mem-
brany. Hydrogelovy povrch implantiti ponese polyplexy (kom-
plexy nukleové kyseliny a polymerniho nosice) a ziroven umozni,
aby byly buiiky ucinné transfekoviny. V prvni sérii testi bio-
a imunokompatibility jsme hydrogely testovali in vitro. Testovani
probéhlo na 96 jamkovych destickach, do kterych byly hydrogely
pfimo nasyntetizovany. Na destickdch byly kultivoviny normalni
bunky i buriky permanentnich bunéénych linii a jejich prolifera-
ce/Zivotnost porovndvana s kontrolnimi kulturami v jamkéach bez
hydrogelu.

Bunééné linie, které jsme pouzili pro testovani in vitro, byly
monocyto/makrofigové linie (RAW 264.7), endotelidlni (EAHY)
a myeloidni leukemické burniky (U937). Jako normalni bunécné
populace byly pouzity lidské erytrocyty, lidské periferni krevni
mononukledrn{ buitky (PBMC), mysi bunky peritonedlniho exu-
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