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Seznam pouzitych zkratek:

PK — Pupénikova krev

PKT — Transplantace pug@kove krve

DPK — Darcovska pugaikova krev

APK — Autologni pupénikova krev

BM — Kostni den

BMT — Transplantace kostnfehs

PBSC — Periferni kmenoveé itky

HSC — Hematopoetické kmenovéiy

HSCT — Transplantace hematopoetickych kmenovyckkun
GVHD — Reakce 8pu proti hostiteli

MSC — Mesenchymalni stromalnitky

BPK-CR — Banka pupmikové krveCeské republiky
TRM — Mortalita po trasnplantaci

CFU — Colony forming units

DMSO - Dimethylsulfoxid

CFU-GM - Granulocyte-macrophage progenitor
BFU-E — Erythroid burst-forming unit
CFU-GEMM - Multipotential myeloid stem cell
FITC — Fluorescein isothiocyanate

PE — Phycoerythrin

MNC — Monocyty a lymfocyty

KS — Krevni skupina



1. Uvod

Komplikace s transplantovanim kmenovych &um kostni dens privedly védce k hledani
jiného zdroje hematopoetickych kmenovych #unJednim z takovych zdipjje pra¢

pupe&nikova krev, ktera je snadno dostupna a jeji z@kémeinvazivni.

Pupe&nikova krev pedstavuje neomezeny zdroj krvetvornych kmenovychéloupro
alogenni i autologni transplantaci hematopoetickitenovych bugk. Od prvni zpravy o
UspeSné transplantaci pugreikové krve v roce 1988 vyznamwzrostl zdjem o jeji vyuZziti
jako alternativniho zdroje kmenovych knpro I&bu rakoviny a genetickych chorob
(Cornetta, K., Laughlin, M., et al., 2005).

Rozsahly vyzkum za poslednich 20 let stanovil b&zpst a dinnost transplantaci PK jak
u dti tak i u dosplych s fiznymi malignimi a nemalignimi chorobami. Vyzkum rjas
prokazal, Ze tento zdroj kmenovych Bkmma reékolik unikatnich charakteristik a nesporné
vyhody a nevyhody ve srovnani s transplantactibapenské HLA kompatibilni kostniehs
nebo perifernich kmenovych btkn(Smith, A.R., Wagner, J.E., 2009).

Pupe€nikova krev a placenta obsahuji i vysokyégtonehematopoetickych kmenovych
burgk, coz vys¥tluje rostouci zdjem o jeji pouziti pro rozvoj regeativni mediciny
(Gluckman, E., 2009).

Béhem poslednich let se tak pdpéova krev pesunula z postaveni biologického odpadu

na potencialé vyznamny zdroj krvetvornych kmenovych BknV disledku toho byly po

celém s¥t¢ zakladany banky pupeikove krve pro sk a kryokonzervaci PK.

Pupe&nikova krev se &i na dva zakladni typy — autologni a darcovskaoT@mace se
zabyvéa odbrem, zpracovanim, kryokonzervaci a uskkadm darcovské PK.



2. Pupea’nikova krev

Pupe&nikova krev je krev, kter&igtane v placetta pupéni Siufe po narozeni dite. Tato
krev byla spolu s placentou i pujmé Siirou likvidovana jako l1ékaky odpad. V poslednich
desetiletich vSak bylo zji&to, Ze obsahuje velky pet mimdadre cennych kmenovych
burgk [38]. Ve vysglych zemich s$ta se uz po desetileti shrondagi kmenové biiky PK
pro vlastni pouziti (autologni PK) nebo pro speleské (solidarni) pouziti (darcovska PK),
popr. je mozné PK pouZzit profipuzného jedince, v tomtaripact hovaime o gibuzenské
PK.

2.1Typy pupeénikoveé krve
Autologni pupetnikova krev

PK narozeného dite je uschovana pro mozné budouci pouziti u dadéhie. Na celém
swté existuje mnoho soukromych bank PK, ve kterychlggeno vice nez 1 milioré¢hto
jednotek, ale jen zanedbatelnypbz nich byl pouzit pro transplantagit$inou s neznamymi

vysledky [1].
Pribuzenska pupénikova krev

Bunky pochézejici z kmenovych b&kh mohou byt pouZzity nejen u jejich ,vlastiifk
PredevSim fichazeji v Gvahu fibuzni prvniho stupn cili rodi¢e, sourozenci ad&ti, protoze
existuje padesatiprocentni totoZznost jejich ,rogcin spolénych ger“. A navic
imunologicka inkompatibilita nezralych kmenovychnbk je mensi v porovnani s fikami,
tkaremi a organy pochazejicimi od deésh osob [20, 31]. Rbuzenska PK je tak nap
sbirana po porodu sourozence pacienta s onamimankteré nize byt potenciak Iéceno
transplantaci PK. Véthto gipadech avahy, jako jsou minimalni sesbirané mrngzstdukce
objemu nebo vyloteni z divodu mikrobialni kontaminace, neplati [1]. Je-lstii&na shoda
v tzv. tk&iovych znacich mezi narozenym a nemocnynitetit, pak je mozné transplantaci

proveést.
Darcovska PK

Darovani PK je bezplatné a anonymni. Pro¢ogiou nezbytnétyii podminky:
= vyplnit formul& se zakladnimi udaji (spolu s léka) a ped darovanim podepsat

informovany souhlas



= porod na jedné z uvedenych klinik, které spolupjiscBankou pupsnikové krveCR, a
to po bezproblémovénghotenstvi

= klinické vySeteni miminka pediatremipnarozeni ditte a v Sesti gsicich ¥ku

= rozbor krve matky, a toipdevsim test na hepatitidu B a C, test fitopnost viru HIV
a test na syfilis [32]

2.20dbker pupea’nikové krve

Odbkér PK je jednoduchy proces, bezpg pro matku i dit. Nijak nezasahuje do {s¢hu
porodu a matka jej fite kdykoliv odmitnout. Odlv miZze byt proveden po vaginélnim
porodu nebo po porodu ciskym fezem [1, 33]. Nebyly prokdzany zadné statisticky
vyznamneé rozdily v objemu PK ziskan&hbm vaginalniho porodun( uterg 72 + 34 ml)

nebo po cisakémiezu ex uterg 62 + 19 ml) [2].

PK odebira Iékanebo porodni sestra ihned po porodutdilv pibéhu 3. doby porodni
[20], ale je&k pred porodem placenty. O#8bkrve neciti ani matka, ani plod, neboodkeru

krve z pupéniku dochéazi az pote, co byla pdpesiura od pupku plodu odsiena.

Obrazek 1:0dkér PK do vaku s antikoagutaim
roztokem

PK se odebira do specialnich wakantikoagulénim roztokem, jejichz odvédi hadtka

je zakortena jehlou, kterou porodnik odebere krev z jediné gilly pupé&ni sury [34].



m&;\ i /N & BTN
Obrazek 2:0dkérovy vak s DPK, d¥srazlivé (bilé)
a jedna nesrazlivéefvena) zkumavka

Odker musi byt rychly, neltbPK se v placegtpo grestizeni pupéni siary rychle srazi.
Z placenty se také odebiraji 2 ml srazlivé krve yirologické vysateni. Po porodu je jest
potteba odebrat krev matce pro provedeniitest infekini markery. Vak s PK, zkumavky se
srazlivou PK a s krvi matky a vSechny igtiné formule k odebranému &iu se uskladni

v ledniice v jednom obalu a v3e se odeSle do zpracovalaticiatde [34].

Dulezitou podminkou uchovani je, aby byla krev odehréterilg. Vzhledem k tomu, ze
pupenik prochazi porodnimi cestami bohatymi na vagindlibiru, existuje realné riziko
kontaminace. Tomu Ize zabraniikliadnou dezinfekci pugaiku gred odkrem, tim se riziko
kontaminace snizi na minimum. Kontraindikaci jeifidpd infekce HIV a aktivni hepatitida
typu B a C [20]. Kompletni seznam kontraindikaciiyeden v filoze 1 — Kontraindikace.

Primérné mnozstvi krve odebrané z placenty se pohybojenk 90 ml [2], coz je
mnozZstvi, které se hodi pro ,bezpeu” transplantaci pacienta do 50kg, tedySinou pouze

pro dit. Pro I&bu dosglého nema tento objem v zagad/znam [6].

Ve vSech odebranych vzorcich PK jsaitgmny matéské buiky s frekvenci od 1 az do
100.000. Velmi nizky vyskyt GvHD pozorovany tijpmai transplantatu néfbuzenské DPK
v8ak naznéuje, Ze pélivé sbirané pupmikové krve maji bdi piiliS malou kontaminaci
matégskymi T buikami, ktera neni klinicky vyznamna, nebo nisk& T builky nejsou
imunologicky aktivni v tomto kontextu [2]. Je praéno, Ze hematopoetické kmenovéku
z pupe€nikové krve nejsou imunologicky vyzralé a tedy pajschopny vyvolat zavagsi
typy GvHD.



2.30dbkeér vzorkit a zpracovani darcovské pugrekove krve

V souwasnosti se pouzivaékolik metod zpracovani PK zaloZenych na kryokonaeryv

ktera je provaéha na automatickyché{strojichiizenych peoitacem [20].

Pred zpracovanim je pi@ba ziskat souhlas matky dé& s odrem PK, dale pro si
vzorki, zpracovani a zmrazeni PK, pro otestovani matiigte na infekni onemocani a
pro skladovani vzork matéské a pupénikové krve. Dale musi byt k dispozici detailni
lekarska anamnéza matky &i. Jsou zde ifsna kritéria (naroky na objem, hidnost,

anamnézu a dalSi), kterd musi byt 8phn jinak nebude odebrana PK zpracovana [3].

V prvnich letech skru a skladovani PK nebylo jasné, zda gasovy interval mezi
odkerem a zpracovanim vliv na kvalitu kmenovych &kinSowasné standardy NetCord-Fact
(4. vadani) ukazuji, Ze vSechny PK jednotky bihyntoyt zpracovany do 24 hodin po aglb,

a to bul’ uzawenym systémem nebo v kontrolovatisté mistnosti [1]. ¥decky bylo
zjisteno, Ze v prvnich 48 hodinachkgiivaji vSechny kmenové tky, za 72 hodin odumira
5% burgk, za 96 hodin 10% bk, po 96 hodinach se odumirani kmenovychdawyrazre
zrychluje a navic se pragplodobrg méni charakterdchto burk [4].

2.3.1 Méieni objemu DPK

U PK dopravené z porodnice do laboiatse nejprve zjisti jeji objem. Malé objemy (pod
60 ml) se nezpracovavaji, protoze v&8&tneni dostateé mnozstvi butk. DalSi zpracovani
pak probiha v laminarnim boxu, pokud jde o otey systém, nebo v mistnostéistotou

tiéidy C za pouZiti uzaeného systému zpracovani.

2.3.2 Odber a archivace vzork DPK

Dulezitym krokem je odér vzorki ze Sépu. Red zmrazenim se z PK odebiraji vzorky na
zjisténi krevni skupiny, vitality, na krevni obraz, viogické (serologické) a bakteriologickeé
vySeteni a vzorky na HLA typizaci [3]. Archivace vzdrke zasadni, aby bylo mozné provést

dalSi testy v budoucnu, kdy je jednotka vybranatmnsplantaci.

Z hodnoty WBC (poet leukocyt) krevniho obrazu se zji§je bunéénost S&pu. Pokud je

hodnota niz$i neB0O x 10/ml, PK se likviduje. Asi polovinaifjatych PK se nezpracuje



praw kvili nizkému objemu nebo malé bigmosti. Steji tak se vyazuji vzorky s pozitivnim

serologickym vyséenim.

2.3.2.1 Testovani darcovské pugseikove krve
Pred zpracovanim a usklaghim PK musi byt provedenakolik testi.

Krev od matky a PK jsou testovany na markery nakgzh chorob, ¢etre testi na syfilis,
lidsky T-buréény lymfotropni virus typu 1 (HTLV-1), HIV, hepatdu B a C a na
cytomegalovirus (CMV) [3]. V &kterych zemich jsoutdezita i dalSi vySéeni, jako jsou
testy na malarii, Chagasovu chorobu, Zapadonilskmreku a syndrom akutniho
respir&niho selhani (SARS). PK musi byt také otestovanmaikery &€chto chorob, jakmile

je rezervovana nebo vybrana pro transplantaci [1].

Zpracovavana jednotka je také testovana na aerabahaerobni kultury ke zjiti
piitomnosti bakterii nebo plisvé kontaminace z porodnich cest. Podlg&asuaych standatd
bakterial kontaminované jednotky PK musi byt zlikvidovanyyjivhku tvoii pup&nikoveé
krve sbirané pro cilené pouziti, a todbpribuzenské nebo autologni, které mohou byt

uloZeny i za pedpokladu, Ze je PK kontaminovana [1].

Nasledr se provadi ABO/Rh a HLA typizace PK. Aktualni ngreyzaduji, aby vSechny
HLA typizace byly provedeny za pouZziti molekulaimimetod. Vzorky na HLA se odebiraji
pro zjiS€ni imunitnich znak na povrchu bufk, coZ je zasadni pro pouZiti &gt

k transplantaci [35].

Dale se zjiSuje paet jadernych buk ve Stpu PK ged a po zpracovani [3].i€d
samotnym zamrazenim se jeédebere fiblizn¢ 5 ml PK smichané s DMSO a ra#idse po
1ml do kryotub, neb¢ast vySateni se dla z rozmrazenych vzoik Takto se najiklad zjisti,
jaké budou bwtné hodnoty po rozmrazeni celéh@pst @i transplantaci. Pro tento typ
vySeteni je teba kultivovat maly vzorek PK ve specialnim médadporujicim mnozeni
hematopoetickych progenitorTyto progenitory tvti tzv. Colony forming units (CFU) a to
jiz po 14tidenni kultivaci PK v C©&termostatu. Podle typa pa@tu &chto CFU lze zjistit, jak
velka je schopnost progenitohematopoetickych b@k rozmnozovat se. Z rozmrazeného
vzorku se také duje mnozstvi CD34bunsk ve Stpu pomoci flow cytometru (viz 3.4.1).
Poteba testovani @u CD34 burgk vznikla v navaznosti na popis ¢kterych

transplantanich center, kde mnozstvi CD3Bunzk Iépe korelovalo siihojenim 3#pu nez



celkova davka jadernych btln Pokud ®jaky ze zmrazenych & nevyhovuje narnym
poZzadavkm, je vyazen. Dany 8p DPK je zlikvidovan jako biologicky odpad nebaibe
byt pouzit pro ¥decké dely. Udaje o 8m se do sétového registru nedostavaji.

Matka a di¢ musi byt opt kontrolovani za 6 rsiai po porodu, kdy jsou opakov&n

provedeny testy na inféki nemoci a je pdzen novy lékésky zaznam [3].

2.3.3 Zpracovani a kryokonzervace DPK

PK se po odebrani vzarkprepusti z odérového vaku do kryovaku (vaku d@ab
snasejiciho nizké teploty) a doplni se specialndatokem s DMSO (dimethylsulfoxid).
DMSO je pronikajici nebo-li intracelularni kryopetivum, v sodasnosti nejpouzivasi a
nejinngjsi, pouzivané obvykle v 5% nebo 10% koncentractp eoul’ samostatéi nebo
v kombinaci s extracelularnimi kryoprotektivy, kapati makromolekularni latky, nap
dextran nebo hydroxyetylSkrob. DMSO zalupge poSkozeni butk pii zamrazeni, neho
brani tvorlg ledovych krystallt v buice, které by ji jinak potrhaly. Bika tak zmrzne
najednou, jako jeden celek. Naroky na kryoprotgkou velmi vysoké, nelokrvetvorné
bunky ziskané z PK je nutno konzervovat a skladov&bwgm zpisobem, aby byly

pouzitelné pro autologni nebo alogenni transplap@adetech az desetiletich [13].

Nakonec se vak zatavi, umisti se mezi desky,¢imZ se zajisti, aby se PK rovnémg¢
rozprostela po celém objemu kryovaku. Timtotispbem se vylati rozdily v rychlostech
zmrazovani a tani mezi centrem a periferii zmrazélia vzorku. PoZadovana rychlost
zmrazovani je zaji®vana pouzitim programovatelného zmrazovacihiizeai [13]. Po
zmrazeni se vakyipmisti do kontejneru s parami tekutého dusiku. ¥e&sknanipulace se

vzorky PK probih& za dodrzovani ndgmejSich pravidel sterility.



Obrazek 3:Programovatelné zmrazovaci/zzeni se
zésobnikem £N

Zpracovani velkych objemi PK

Pokud je objem odebrané PKilg velky je poteba provést jeho redukci. ¢iina
reduknich metod ochuzuje jednotky PKeervené krvinky a plazmu a zanechavaji buffy coat
(smes leukocyt a trombocyi) ve standardnim objemutipzachovani kvality a kvantity
sesbiranych kmenovych bika Dulezitym hlediskem pro vy redulk¢ni metody je, aby byl
zachovan maximalni get jadernych butk a CD34 bungk uloZzenych ve vrstbuffy coat

[1].
Metody ukené k redukci objemu pugeikové krve mohou byt tyto:
= sedimentacecervenych krvinek s pouzitim hydroethylového Skrobebo jinych
koloidnich latek
= separace buffy coat (vrstva mononuklearnich bikmtinek vznikaji na rozhrani mezi

vrstvoucervenych krvinek a plazmy) [4]

Pri provedeni redukce objemu je nutné vyiefipiny krevni obraz jadernych bék
erytrocyti a CD34 buik a to ffed i po zpracovani, aby bylo mozné posoudit viinipalace
na zZivotaschopnost a kvalitu jednotky Pieg jejim dlouhodobym skladovanim. Vyznamnou
vyhodou snizeni objemu je, Ze se tak snizuje mudbBPdSO obsazeného v jednotce PK, coz
je vyhodné zejména u jednotek, které budou podaalym cttem. Zpa@atku, vzhledem k
velkému objemu DMSO, musely bytitky PK pred podanim promyty, a to hlave piipads
malych dti. V sowasné dob se promyvani diky niz§im objém jednotek nevyzaduije [1].



2.4Skladovani &pit DPK

Transplantaty musi byt usklaghy tak, aby se v @béhu desetileti skladovani
neposkodily. Uchovavaji se ve specialnich kilich s popiskem (ko6d DPK, zamrazeny
objem PK, datum porodu a pozice ve vestadaného kontejneru). Kratkly s DPK se
umig’uji do specialnich vestaveb (pro usnadnhledani vak DPK) v biologickych
kontejnerech s tekutym dusikenti peplog€ -196° C nebo v jeho parach (obr. 20) [20].
Kontejnery jsou umighy v samostatné mistnosti, tiryobance, a jsou vakuovym potrubim
napojeny na externi zdsobnik tekutého dusiku géragsn automatického pini kontejned
ze zasobniku ip poklesu hladiny pod ditou hranici. Parametry skladovacich kontejner
(hladina, teplota, pkmi, oteweni vika) jsou kontinuathmonitorovany a zaznamenavany,
stejreé jako prostedi v mistnosti kontejnér(obsah kysliku ve vzduchu, vihkost, teplota p
podlaze a 150cm nad podlahou). Phidgpad vypadku elektrického proudu je kryobanka
vybavena zéaloznim zdrojem elektrického proudu [20].

Nejprve jsou &ipy PK uloZzeny v karanténv parach dusiku) a az po vyi&sti na infekni
choroby mohou byt umigty do gislusnych pozic v tekutém dusiku mezi dalSi traarsaity.
V kryobance mohou &by cekat na pouZiti i desitky let. V stasné dob je garantovana
uschova kmenovych btk na 20 let.

ZkuSenosti z kultur kmenovych bekn vSak ukazuji, Zze ugpné skladovani ip teplog

tekutého dusiku jgaso¥ neomezené.

2.5Zarazeni DPK do registru

Jakmile je dokoeno zpracovani PK a jsou k dispozici vysledkyitestusi byt vSechny
informace tykajici se matky a PKgzkoumany lék@&m k posouzeni vhodnosti jednotky pro
zarazeni do banky PK. Pokud jsou jednotky iSks uvolrené, mohou byt Zazeny do
narodniho a mezinarodniho registru dargSechny PK jsou registrovany pod jedingm
kodem s nasledujicimi informacemi: vysledek HLAingze, objem PK a mnozstvi jadernych
burgk kongného produktu. Otazka, zda byded CD34 bursk mél byt zahrnut v registraci,
je v sotasné dob predntem diskuzi [1].

Pokud rjaky ze zmrazenych &t nevyhovuje narinym pozadavém, je vyfazen a Udaje

o nem se do s&toveho registru nedostavaiji.



3. Pouziti pupénikove krve
Pupe&nikova krev je v satasné dob odebirana a uskladvana pedevsim jako rezervoar
hematopoetickych kmenovych htkn Obsahuje vSak i variabilni mnozZstvi (0,1 — 5%)

mezenchymalnich kmenovych hitkn

3.1Kmenové buky

Kmenové biiky jsou nezralé hiky v tle, které pedstavuji zakladni stavebni kameny
organi, tkani, krve a imunitniho systému [17]. Tytonky maji schopnost sebeobnovy
(produkovat kopie sebe samych), mohou se neomedk#it nebo diferencovat doiznych
specializovanych bunych typi nag. na buky sval, sliznic, vnitnich orgad, kuze apod.

Z vyvojoveho hlediska jde o nejstarSi Bame elementy [17, 36].

Prvni kmenova hika vznika po splynuti vajka se spermii a rychle secme dlit.

Zarode€na buika je tzv.totipotentni, tzn. musi z ni vzniknout vSechnyitiy v téle [30].

Kmenové biiky se mohou &it nejen symetricky, ale téZ asymetricky, kdy jadificéina
buinka si zachova charakterayodni kmenové hiky, kdezto druha se stava rychle
proliferujicim progenitorem se schopnosti diferanei az na terminalni zralou ik
piislusné tkaé (organu). Progenitorova bka ma omezeny et ctleni, pak se diferencuje
nebo zanikne [21].

Kmenové biiky jsou gitomny i v dosplém organizmu, nagklad v kostni deni, ale musi
dojit k jejich diferenciaci, aby vznikly specializané buiky nag. buiky krevnifady, ale i

srdeni, svalové nebo mozkové [17, 30].

3.1.1 Typy kmenovych bugk

3.1.1.1 Rozdleni podle diferenci&niho potencialu

Z hlediska diferencimiho potencialu #&lime kmenové biky na totipotentni,
pluripotentni, multipotentni a unipotentiiotipotentni kmenové buiky neboli omnipotentni
mohou dat vznik vSem fikam jedince — tedy kitkam embryonalnich i extraembryonalnich
tkani, ale také dalSi totipotentnitme. Maji schopnost diferencovat se wky nejtizrnejSich
tkdni a orgam, v jejichZz prostedi se pra nachézi. Totipotentni kmenovaitka, & uz je
odkudkoliv odebrana, se napo umistni mezi buky srde&niho svalu diferencuje v dalSi
srdeni buaku [37].
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Pluripotentni kmenové buiky jsou potomci totipotentnich bek, ktefi mohou produkovat
jakékoli jiné buiky krome burgk totipotentnich. Mohou dat vznik vSemitkam budouciho
jedince. Jejich charakteristickou vlastnosti jetitvbunky vSech ti zarodénych listi (tj.
ektodermu, entodermu a mezodermWlultipotentni kmenové buiky se mohou
diferencovat do mnoha typ burgk, ale pouze vramci daného typu tkdr napg.
z hematopoetické kmenové ity vznikaji vSechny hiky krevni rady, ale za &nych
podminek z ni nevznikne bikia nervova.Unipotentni kmenové buiky neboli buriky
progenitorové davaji vzniknout jednomu b&&nému typu a zarowe maji zachovanou
schopnost sebeobnovyimz se liSi od butk, které kmenové nejsou. Tyto iky tvori

piechodné stadium mezi fikemi kmenovymi a zralymi, specializovanymitiami [17, 37].

3.1.1.2 Roz@leni podle zdroje
Existuji ¢tyfi zakladni zdroje zarodaych burk:

1. Embryondlni buriky — vznikaji g prvnich dtlenich oplozeného véka (zygoty), tj.
ve fazi blastocysty. Ziskavaji se z ¥nich bugk embrya. | po &kolika ngsicich
v kultuie si uchovavaji schopnost vytitojakykoliv buns¢ny typ. Problémem jejich
vyuziti je maly pdet a etické a pravni otazky. Jedna se o omnipdtéxtrky [21,
30].

2. Fetalni buiky — nachéazeji se v organech vyvijejiciho se plodau Xodpowdné za
vyvoj vSech tkani a organaz po narozeni. Tyto hlky jsou jiz vice nasgrovany.

Fetalni buky se vyuZzivaji naip k |&b¢ Parkinsonovy choroby [30].

3. Adultni (somatické) kmenové buiky — nachazi se ve specializovanych tkanich
jedince, nap v kostni deni, srdci, sitnici, mozku, veisi€ nebo v kizi. Jedn& se o
multipotentni kmenové hiky, které maji uzsi diferenciai potencial; #izné typy
téchto kmenovych busk proliferuji a diferencujitzré. Adultni kmenova biika je
determinovand organem (tkani), z kterého pochéaza dlbuhodoby replikai
potencial, schopnost jak samoobnovy tak diferemcétna zralou biku prislusného
organu a vysokou plasticitu. Tyto vlastnosti jim aiifuji vytvaret tizné progenitory
zralych bugk a (&astnit se tak aktivnna udrZzovani homeostazy dogbanim
burgk, které do wWfité miry obnovuji tka&d a organy ,opdebované“ a nebo
poskozené v fibéhu Zivota jedince [17, 21]. Adultni kmenové nly jsou

v klidovém stadiu, alefjpraveny na pod, ktery navodi regeneraci dite tkare.
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V prislusné tkani se kmenoveé itky vyskytuji na mistech, které oziigeme jako

niches (viz 3.3).

4. Bunky pupeénikové krve — predstavuji také mozny zdroj kvalitnich kmenovych
burgk, ale v PK je jich porrné malo. Zatim je vyuziti PK v klinické medigin
spojeno pedevSim s transplantaci krvetvornych &umpri riznych onemodainich
krvetvorné tkan, zejména u &i. Pravé&podobnost vyuziti uskladné PK pro viastni
potrebu nebo pdebu sourozericje v sodasné dob pomerné mald, ale s vyhledem
na pokroky v regenerativni medi¢ise miZze jednat o zajimavy zdroj autolognich
kmenovych buék [14, 30].

3.2Kmenové beky pupenikové krve

Kmenové biiky novorozence Ize nalézt v PK a v samotné pup&iiie. PK je zdrojem
hematopoetickych kmenovych hikq které tvai krev a imunitni systém. Pugrgkova tkéa je
zase bohatym zdrojem mezenchymalnich kmenovychekhukteré tvai strukturalni a
pojivové tkar [15, 38].

Krevni kmenové biiky PK jsou odlisné od jinych kmenovych kn Jednak jsou
biologicky mladSi a maji unikatni vlastnosti a vilgore srovnani s jinymi zdroji kmenovych
burgk (viz 3.5). V porovnani s kostnitehi vykazuji vysoky migkai potencial a &sSi
kapacitu pro sebeobnovu a dlouhodobou kultivacikguPK nejsou embryonalni kmenové

buiky a nejsou tak kontroverznim tématem [39].

PK pochazi z nezralého organismu, jejiikujsou tudiz také imunithnezralé, takze se
vyznauji mensi reakci &pu proti hostiteli (GvHD) [28]. Rhojuji se vSak nejdéle, coz
souvisi i s tim, Ze takto ziskanych kkre malo. Nkteré studie ukazuji, Ze snizeny vyskyt
GvHD mize byt zfisoben tim, Ze hiky PK produkuji zvySené mnoZstvi anti-2divého
cytokinu — interleukinu 10 [5].

Hematopoetické kmenové itky a mezenchymalni stromalniiiky obsazené v PK jsou
multipotentni a pedstavuji tak vyznamny zdroj zejména pro dimou terapii a tkdové
inZenyrstvi. Vyzkum ukazuje, Ze krémkrvetvornych budk jsou kmenové hiky
z placentarni krve schopny diferencovat naikyuprodukujici inzulin, specifické iy
mozku, buiky srde&niho svalu a jiné. V s@asnosti se vSak v praxi vyuZivaji hlgvn

hematopoetické kmenoveéiy [38].
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3.3Hematopoetické kmenove kiy a jejich identifikace

Hematopoetické kmenové iky (HSC) jsou kmenové liiky mezodermalniho gwodu,
které maji schopnost sebeobnovy. U abt&mo ¢lovéka se nachazi hlagnv kostni deni.
Z téchto burk se v procesthematopoézyneboli krvetvorby tvéi podle aktualni paeby
organizmu funkni krevni a imunitni biiky [15, 19]. Z HSC tak vznikajéervené krvinky,
krevni destitky a mizné bilé krvinky. U dospeho jedince probiha hematopoéza nejprve
v kostni deni vSech kosti, pozf predevSim v teni obrath a hrudni kosti. Stefnjako
ostatni kmenové hilky se HSC vyvinuly z tzv. embryonalnich kmenovycimdk [17, 40].

HSC se v dosfiém organismu nachazi hlayw kostni deni, v mistech nazvanych
niches (loziska, uatulky kmenovych bgk). Tato loziska se skladaji #znych bugk
stromatu, z hematopoetickych #ln progenitorovych butk, zrajicich krevnich buk a
kapilarnihoteciste [6]. Niches slouzi pro vyzivu kmenovych kit udrzuji je v klidovém
stavu a zajiuji specifické mikroprogedi poskytujici signdly ptebné pro regulaci

hematopoézy, sebeobnovy, diferenciace a také grdaa burcného cyklu HSC [21, 15].

Krome kostni denté se HSC nachazi i jinde v lidskéel Jsou schopny migrovat z kostni
dieré do periferni krve a naopak. & migrujicich HSC Ize zvysSit stimulaci cytokinyghoz
se vyuziva pro ziskani&u k trasnpalntaci. HSC se nachazi také v PK doi lyiky |ze
pouzit k transplantaci [15].

HSC Zistavaji v klidovem stadiu, dokud nejsouéj@im signalem stimulovany ke
vstupu do bu&ného cyklu. V tomto klidovém stadiu je ozongeme jako tzv. LT-HSC (long-
term HSC), protoZe jsou schopné dlouhodobé obnmamatopoézy u jedince, ktery ma
oz&enim zntenou vlastni hematopoézu [17]. Zatimco ostatrikipysou schopné obnovit
produkci vSech krevnich bgk na rékolik mésiai, nikoli dlouhodok. Jedna se o tzv. ST-
HSC (short-term HSC), které vznikaji diferenciadiTzHSC. Jsou to progenitory, které maji
kapacitu proliferovat, ale nikoliv schopnost selbemly [17, 15]. DalSim &enim z tchto
burék vznikaji lymfoidni a myeloidni progenitory. Myetmi progenitor dava vzniknout
granulocyiim (eosinofiim, bazofiim, neutrofiim), monocyim, makrofag a dendritickym
bunkam, Zzirnym bitikdm, megakaryocytn a erytrocyim. Z lymfoidniho progenitoru

vznikaji B a T lymfocyty a vSechny jejich podskugpim dale NK biiky [19, 40].
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3.4CD 34 buriky

Vyzravajici krvetvorné hiky jsou charakterizovanyiznymi povrchovymi antigeny,
tzv. diferencignimi skupinami (CD). Povrchové markery, specifickgo jednotlivé
podskupiny HSC, jsou vyuzivanygaevsSim pro jejich izolaci (separaci) z kostiérd a
periferni krve. Tyto markery iZeme vyuZit fi pozitivni i negativni selekci.

Jedna seipdevsim o antigen CD34 o molekulové hmotnosti 1D&.KCD34 je znam
jako marker hematopoetickych progenitorovych dikjrktery je nejpouzivaijSim markerem
k ziskani obohacenych populaci lidskych HSC a pribgei pro vyzkum i klinické vyuziti.
Jak tyto buiky maturuji a diferencuji, exprese CD34 se vytfat].

CD34 je transmembranovy glykoprotein, ktery se [path adhezivni funkci hiky.
Nachazi se na povrchu 1-4% Blrkostni derg. V periferni krvi se nachazi u 0,01% kkn
z celkového p&tu jadernych bugk [13]. K zvySeni jejich p&tu nad 1% dochazitpaplikaci
cytokini nebo cytotoxické khé. Toho se vyuziva k ziskani HSC z periferni krve dimické
transplantace [19]. CD34progenitory jsou dostupné nejen z kostiérnd a mobilizované
periferni krve, ale také z PK a fetalnich jater.3@Dbuiky jsou schopné iniciace dlouhodobé
hematopoézy jakn vitro takin vivo a vykazuji velkou proliferai aktivitu a rychlou obnovu
krvetvorby po transplantaci [41].

Tyto buiky se nejastji ziskavaji metodou ftokove cytometrie, tzv. FACS

(fluorescence-activated cell sorting) nebo pomoeinomagnetické separace.

3.4.1 Pratokova cytometrie

Pritokova cytometrie (flow cytometrie) je metodaema pro rychlou analyzu z¥enych
¢astic nebo buik, které prochazeji snimacim mistem (laserovym giegon). Pro zngeni
vzorki se pouzivaji monoklonalni protilatky konjugovanéusrochromy. Fluorochromy
(fluorescekini barviva vazici se na nukleové kyseligyjiné sowasti burk) navazané na
analyzované hiky nebocastice absorbuji $tlo urité vinové délky vyz#ované laserem a
nasleds vyzauji (emituji) ¢ast takto absorbovanéhoétia avsak jiz o odliSné vinové délce.
Nejcastji pouzivané flourochromy jsou FITC (fluoresceinotisiocyanate), ktery ma
absorgni maximum pi vinové délce 490 az 495 nm a emitujétky o vinové délce 520 nm
v zelené oblasti a PE (phycoerythrin) s ab&oim maximem § vinovych délkach 485 az
575 nm. PE emituje gtlo o vinové délce 575 nmdervené oblasti [46, 47].
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Pritokové cytometry se skladaji ze systéemu fluidngpiického a elektronického. Pomoci
fluidniho systému jsou kiky obaleny pld&m nosné tekutiny (PBS, kondei tekutiny jako
FACSFlow, Unisol) a pod tlakem hnany do specialrphustoru (flow chamber), kde dochazi

ke kiizeni drahy paprsku monochromatického laseru pasjitdho buikou .

Opticky systém sestavacasti exciténi tvorené laserem a soustavéacek a hranal
usneriiujicich swtelny paprsek adésti skirné. Skrna cast optiky se sestava z optickych
zrcadel a filth umoZiujicich detekci sstelnych kvant specifické vinové délkyigluSnymi
optickymi detektory.

Systém elektronicky pakigvadi opticky signal na elektricky a zaravej digitalizuje pro
pocitatovou analyzu. Data vSech paranmietmérenych na individudlni hice jsou
shromézdna a uchovana jako datovy soubor, tzv. “list mode’,f ktery je gipraven

k nasledné analyze [47]

U kazdé biky jsou zaznamenavany dva optické parametry, odéas®tlo (zavisi na
granularit ¢astice) detekuje Side scatter (SSc) a rozptyledtfosizavisi na velikosttastice)
detekuje Forward scatter (FSc), a dalSi nefrdra parametry intenzity fluorescence (miry
excitace). Kazda&astice nebo hika je snimana zvlés proto jsou vysledky gfeni velmi

piesneé [45].

Ke grafickému zobrazeni se da&$€ji pouziva dot-plot histogram (dvourozmy graf),
kde je na ose x vynesena intenzita jednoho a ng mgenzita druhého signalu a kazdaka
je zobrazena jako dka. Vysledna data mohou byt r@¥n zobrazena v trojrozémém

izometrickém grafu nebo ve foinmistogramu pro kazdy jednotlivy parametr [47].

Nevyhodou flow cytometrie je limitované mnoZzstviagovanych butk [15].

3.5Pro¢ jsou kmenové hiiky z pupénikové krve tak cenné?

Je vice picin, kvili kterym je pouziti kmenovych bék z pupé&nikové krve vyhodgsi,
nez tradini zdroj kmenovych buik, kterym je kostni i ¢loveka.
» Transplantované liky z PK si po transplantaci s velkou prapddobnosti zachovaji
SVoji Zivotaschopnost.
»= V porovnani se vzorky BM (kostniteh) jsou mnohem méncitlivé na odchylky

imunitniho typu pijimajiciho organizmu.
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» Produkuji méa protilatek wic¢i pfijimajicimu organizmu, nez kky BM. Existuje
mimoradre malé riziko virové nakazy vzorku.

» Kmenové biikky z PK se nedostaly do styku s takovymi nemocenjakymi se BM
z dosglého organizmu jiz setkala.

» NejvyznamrjSi prednosti vSak je, Ze se vlastni kmenovékiyunovorozence, od
kterého byl vzorek odebran, dokonalgézptsobi givodnimu organizmu,tajiz k jejich
transplantaci dojde v jakémkoléku. U sourozent miZzeme vestvrting piipadi pocitat

s tim, Ze se kmenové iiky budou dokonale shodovat [11].

3.6 Transplantace krvetvornych bufk

Transplantace krvetvornych hiknspaiva v eliminaci vlastni hematopoézy pacienta a
jejim znovuobnoveni pomoci zdravych krvetvornycindbudarce. HSC ri#eme ziskat z«it

zdroji: kostni deng, z periferni krve a pugaikové krve. Kazdy zdroj ma sva specifika [11].

Existuji ¢tyfi typy transplantaci:

= Autologni — darcem je pacient sam g$obiSCs jsou pacientovi odebrany a uschovany
v dokg, kdy nemé projevy onemoéni (v remisi). Bi onemocgni pacient podstoupi
razantni lébu, ktera zérove zlikviduje jeho kostni ten. Krvetvorba je mu navracena
pomoci jeho vlastniho &u [20]. V takto ziskaném &iu vS8ak mohou byt i nadorové
(leukemické) biiky, které jsou prawipodobré pricinou ¢astych relap® onemocini po
autologni transplantaci. Dodnes se Zzadné vyzkurkopir® nepodélo najit zpisob,
jak tyto buiky ve SEpu zlikvidovat [15]. Jde o né&psEjSi druh transplantace
s nejmensSimi potranspladtdmi komplikacemi oproti ostatnim transplantacireba’
na rozdil od transplantatu od jiné osoby je zdeSheniko tkaove neshody.

» Alogenni pribuzenska— darcem je to v tomtoripact nékdo z rodiny — je n€psgjSim
typem alogenich transplantaci, jeji vyhodou #Svimunologicka vhodnost. Nutna je
HLA typizace. Sourozeneckd transplantace u BM s&eljako vhodnéiblizn¢ ve
25%, u PK asi ve 35% [20].

= Alogenni negribuzenska— darce je v tomtoifpact anonymni ziskany z registru darc
BM nebo z banky PK. Transplantace byva provazenazstaim komplikaci, ale pro
mnoho pacierit je to jedind Sance [20]. Sanfepr¢ je nutna HLA typizace.
Mezinarodni registr dafckostni dens eviduje asi 8 miliéth dobrovolnych daric [2] a

registry pupénikové krve asi 150 000 darovanych potencialniehsplant4t. Sance,
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Ze mezi nimi bude kompatibilni darce nebo trangplaje asi 50% [20]. Usgnost
alogenni transplantace zavisi na mnoha faktoreokkk pacienta,cas uplynuly od
diagnézy, faze nemoci, pohlavi a shodnost darcg [15

= Xenogenni— transplantace z jednoho z&&ného druhu na jiny. U krvetvorné tkéase

u ¢loveka nepouziva [13].

3.7Transplantace PK

Do dnes bylo na celém & provedeno vice nez 4 000 iguzenskych transplantaci PK
[5]. Prvni transplantace PK byla s @spem provedena ve Francii v roce 1988 uteits
Fanconiho anémii. K transplantaci byla pouZzita RKjeho zdrave, HLA identické sestry.
Tento prvni GOsgch vydlazdil cestu pro Upén nové pole v oblasti alogenni HSCT
(transplantace hematopoetickych kmenovych¢ékui6]. PKT (transplantace pupeikové
krve) se z&ala v poslednich letealim dal vic uplatovat @i dopliovani kostni terg, v I&bé
srpkovité anémie a thalasemie, &d& pacient se zavaznymi nebo recidivujicimi
hematologickymi  malignitami, syndromy selhani késtmiferg, dedicnymi stavy
imunodeficience a vrozenymi metabolickymi poruchéwid 3.7.3) [11, 7].

Vysledky transplantaci PK u paciérd hematologickymi malignitami (wt i dosglych)
se zlepSily v pib¢hu poslednich let vigledku vySSiho pidu vSech jadernych bk ve
Stpech PK, nizSiho @tu rozdifi HLA, transplantaci na zZatku nebo ve #tdni fazi

onemocgni a samoiejme i dalSimi faktory, jako je podpna pée (lepSi kontrola infekci a
lé¢ba) a zkuSenosti centra [16, 22].

3.7.1 Tranpslantace PK a jeji srovnani s transplantaci BM

Rada studii dokazuje, Ze transplantace hematopgetickurgk z PK je jina v mnoha
ohledech ve srovnani s vice tradmi zdroji hematopoetickych btk — BM a PBSC

(periferni kmenové hiky) [15].

Uchyceni S&pu

V porovnani s BMT (transplantace kostremt) je transplantace PK spojen&asovou

prodlevou uchyceni &u granulocyi a trombocyi [24]. Ve wtSing zprav se uvadi pmérna
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doba pro obnovu neutraiilv rozmezi mezi 20 — 30 dny a pro obnovu @egti72 — 86 dni.
Uchyceni &tpu, rychlost obnovy a engraftment neutiiofdl destiek jsou spojeny s gtem
jadernych bugk, CD34 burgk a s pdtem rozdit v HLA [16, 23].

Akutni a chronicka GvHD

Uspssné vyuziti HSC transplaritai 1&by (BM a PBSC) je limitovano nedostatkem HLA
kompatibilnich dant a vysokym rizikem GvHD po transplantaci [16, 7kutni reakce §pu
proti hostiteli je jednim z prvnich problému po gdoni transplantaci BM a jeasténe
vyvolana uvolgnim cytokini [3]. Proto je rozumnéipdpokladat, a vysledky transplantaci to
potvrzuji, Zze PKT, navzdory rozdih v HLA, indukuje méa ¢asto a mé# zavazné akutni a
chronické GvHD neZ transplantace hematopoetickygheélb od dosplého jedince, ktera
obsahuje vySSi get aktivovanych T buik [22, 27].

TRM (mortalita po transplantaci)

TRM je hlavni gekazkou usgsného vysledku transplantace tijgmal negibuzenské

darcovské BMT a jeivodem pro vyuziti PK jako alternativniho zdroje HSC

Vyskyt TRM po PKT je niz8i nez po BMT. TRM je spoge s davkou CD34burek,

vyvojem IlI-1V stupre akutni GVHD a s &em pacienta.

Nebyla zaznamenana Zadna spojitost s HLA, pohlaviasou, hmotnosti, ABO
inkompatibilitou, ani s diagn6zou (malignita vs radignita). Stejg jako u nepibuzenské
darcovské BMT byla nepsgjSi pricinou amrti po transplantaci PK infekce a relaps
onemocgni. Riziko infekce je prawibodobré spojeno s prodlouzenou délkou neutropenie u
piijemai nizSich bus¢nych davek [7].

Relaps

Recidiva onemoai neni ovlivigna burénou davkou, HLA shodou, ani vyskytem akutni
nebo chronické GvHD. Relaps byl spojen pouzékem gijemce a se zavaznosti maligniho

onemocgni [23].
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Pireziti
Celkové peziti souvisi s kem gijemce PK, typem onemoeni, davkou CD32 burek,
HLA shodou a s vyvojem lll a IV stuprakutni GvHD [23, 3]. Potenci&rrizikové faktory,

jako CMV (cytomegalovirus) serologicky statusjgmce, hmotnostifjemce, pohlavi, rasa,

ABO shoda a zavaznost maligniho onemtménnesouvisi siezitim po PKT.

Priznivé vysledky jsou tedy u mladSich pactestnemaligni diagnézou, kiedostali S¢p
s WtSim pa&tem burtk CD34 / kg a nedoslo u nich Riké GvHD.

Celkové peziti bez nemoci je podobné meziota skupinami [3].

DalSi faktory ovliviiujici vysledek transplantace PK

Rada dalSich aspekspojenych s vydrem jednotky PK a transplantaciiie ovliiiovat
vysledek PKT. Nicméhpublikované Udaje jsou stale jegiredlEzné a paebuji potvrzeni u
vétSi fady pacient. Mezi tyto faktory pai nagiklad ABO inkompatibilita ktera je spojena s
niz8im pezitim u dosplych pacient s hematologickymi malignitami. Proto byélm byt
brano v Gvahu ip PKT u dosplych pouziti jednotky, kter4 je ABO kompatibilni be s
drobnymi rozdily.

DalSim faktorem jevliv skladovani na jednotka jeji vliv na vysledky PKT. Bkteré banky
v USA a v Evrop byly zaloZeny na ptku roku 1990, 'std uloZenych jednotek PK je tedy
kolem 20 let. Zatim nebyly publikovany zadné ud&jeré by ukazovaly vliv skladovani na
vysledky [8].

Vysledky dosavadnich studii PKT Ize shrnout nasledmé:

» | nadéle astava zlatym standardem pro transplantaci kosii d

» PK je vyuZivana u pacieitpro které neexistuje vhodny darce BM [9].

» Transplantace PK:

» rekonstituuje krvetvorbu a dosahne udrzitelnghthojeni, ale se zpoZdou
myeloidni obnovou,

* je spojena s nizkou incidenci reakeg8tproti hostiteli (GvHD) [22],

* nema za nasledek vyssi riziko relapsu a ma puamobniru peziti jako jiné zdroje

alogenni transplantace krvetvornych kmenovychskun
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3.7.1.1 Prahové davky jadernych butk a CD34 bunék a jejich vliv na
vysledek transplantace PK

Bunétna davka je nejdezitéjSim a limitujicicm faktorem ovlikwjiciho vysledek
transplantace. ke byt vyjadena bd’ jako paet viech jadernych btk nebo pset CD34
burgk ve Stpu na kilogram dlesné hmotnostiifjemce. Tato davka koreluje s uchycenim
Stpu, cetnosti vyskytu nezadoucich potransplanteh reakci, mortalitou a g$g¥itim
pacienta [8, 9]. Davka bgk vyznamr ovliviiuje rychlost a vyskyt hematopoetické obnovy

po transplantaci PK. VySsi pet burgk tak zaji$uje lepsi vysledek [6].

Minimalini paset jadernych butk by m¥l byt 3 x 10/kg nebo CD34 bursk 2 x1G/kg [1].
Davka bugk niZzSi nez vySe uvedena sniZuje prgpabobnost phojeni a peziti. Pdet
burgk, které maji byt obsazeny v infuzi, se dale zvwg&iyostoucim pibem HLA rozdifi a u

nemalignich onemo¢ni [12].
Minimalni davka jadernych bunék tak byla stanovena nasled@vn
>3,0 x10 jadernych buek/kg pro6/6 HLA kompatibilnich jednotek,
>4,0 x 10 jadernych bugk/kg pro5/6 HLA kompatibilni jednotky a
>5,0 x 10 jadernych bugk/kg pro4/6 HLA kompatibilnich jednotek [22, 9].

Na Usg3nost transplantace ma obzvlagelky vliv davka CD34 burgk. Na zaklad
nedavnych analyz bylaavka 1,7 x 18 CD34/kg stanovena jakgrahova, pod niz se
pravdpodobnost feziti vyrazi snizuje a to zejména uiemai jednotek PK se 2 HLA
rozdily. Vy33i davka CD34bursk ve 3&pu v3ak nize ¢aste&né snizit negativni dopad
rozdilh v HLA na peziti. Proto by rdl byt vybér S€pu PK zaloZen fgdevSim na davce
CD34 burgk a sekundamna stupni rozdilnosti HLA. PK jednotky obsahujicére nez 1,7
x 10° CD34/kg by nély byt povaZzovany za nedost&te pro rutinni pouZiti [12, 16, 7].

Pti vybéru jednotky si musime édomit, Ze po rozmrazeni jefpnérna ztrata ve vysi 25%
jadernych buék, prevazre granulocyi [8].

Pro mnoho dosftych pacieni a pro ¥tSi ctti nejsou k dispozici Zzadné jednotky PK, které
by sphovaly tyto poZzadavky na bg&&nou davku. Abychom fgkonali danou fekazku, je

potreba, aby pacient podstoupil dvojitou transplanii€j kdy jsou mu podany djednotky
PK souasre ke zvySeni butné davky (viz 3.7.2.2) [8].
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3.7.1.2 Vliv HLA na vysledek transplantace PK
Klinické zkuSenosti ukazaly, Ze jak higna davka, tak stupieHLA shody jednotek PK

koreluji s gihojenim a vysledky transplantace [16, 7].

Pro shodu tk@ovych znak se vyuziva HLA typizace v 6 znacich. Idealni shodezi
darcem a fijemcem je 6 ze 6 znakU BM se toleruje u néfbuzenskych transplantaci 5 ze
6, u gibuzenskych i 3 ze 6, ale sanmgp¢ je zde prav&podobnost ¥tSiho mnozstvi
komplikaci. Jde zvla&to reakci Stpu proti hostiteli. Ztoho hlediska je zajimavé, de
krvetvorné tkaa z PK je tato komplikace v mensim procenturatfansplantaci se toleruje
shoda az 4 ze 6 [12, 27].66tma zase mensi efekt reakc#pst proti leukémii, tedy dokaze

haie likvidovat zbylé nddorové iy u leukemickych onemoéni [7].

VétSina transplantaci ma jeden nebo dva rozdily v HEAA se, Ze zvySujici se qud
rozdili prodluzuje dobu, nez dojde k uchycerdipst zvySuje TRM i vyskyt Il — IV stuph

GvHD a snizuje relapsy akutni leukémie.

Negativni vliv rozdih v HLA ¢asté&né piekona zvysujici se davka hikn[16]. Aktudlni
doporweni tedy jsou, pouZiti jednotky PK s maximél@ rozdily vHLA a > 3 x 10
jadernych bugk/kg nebo > 2 x 10CD34 burtk/kg. U nemalignich onemoeni, kde je
riziko odmitnuti vyssi, by #la byt davka zvySena, je geba se vyhnout jednotkam s < 3,5
x10" jadernych buik/kg a d¥ma nebo vice HLA rozdily. Pokud neni k dispozicjetka s
témito charakteristikami, hledaji se @yednotky s celkovou davkou > 3 x1@adernych

burgk/kg a ne vice nez s jednim HLA rozdilem meziroh jedotkami a pacientem [11, 12].

Rozdily v HLA tak maji zasadni vliv nargziti po transplantaci PK u nemalignich

onemocgni, ale ne u malignich.

Ackoli je aktual v mezinarodnim registru ddr&ostni derg 8 millioni jedinai, vice nez
30% pacient potrebujicich transplantaci stale n&be najit darce, ktery by se liSil maximaln
v 1 antigenu HLA. U pacieftlé¢enych nefibuzenskou BM totiz bylo prokazano, ze i jediny
HLA rozdil zvySuje riziko umrti po transplantaciRM) a nepiznivé ovliviiuje preziti, Zasti

vyvolané vysokym rizikem GvHD a oportunnimi infekaiev kazdé ¥kové skupig [16, 7].

Pripustny nesoulad v HLA u transplantace PK tak zjgy&aence na nalezeni vhodné

jednotky pro kazdého pacienta a to i pro ty s ngklywmi typy tkani [16, 9].

21



3.7.2 Co-infuse MSC a dvoijita transplantace PK

Za elem zlepSeni ifhojeni S€pu PK a zvySeni Sanci ndegiti po transplantaci, byla
zkouména fada metod, nd&p pouZiti dvojité transplantace PK nebo co-infuze®/

(mesenchymalni stromalniiky) [26, 8].

3.7.2.1 Co-infuze MSC

Prvni velk& Klinicka studie o vyuziti MSC pro uryehi obnovy krvetvorby po alogenni
HSCT byla provedena u 46 pacigmtansplantovanych od HLA identického sourozenas. C
infuze MSC nebyla spojena s nezadouciinky; k obnow krvetvorby doslo u &sSiny
pacient a stedre t¢Zkd az &¢Zka akutni GvHD byla pozorovana u 28% padiej]. Tato
studie naznéla, Ze co-transplantace krvetvornych kmenovychéhinMSC niize modulovat
hostitelskou aloreaktivitu a/nebo podporovat lggggiojeni darcovské krvetvorby, coz snizuje
riziko predtasného selhani &tu, kdyz je pitomna rozdilnost v HLA mezi darcem a

piijemcem [26].

Celkow tyto Udaje nazraji, Ze co-infuze MSC iiZe byt nadjnou strategii pro
optimalizaci gihojeni progenital PK a to zejména pokud jsotijomny rozdily v HLA mezi

darcem a fijlemcem [26, 6].

3.7.2.2 Dvojita transplantace PK

V pribshu let se vytviil konsensus, 7e 3 x iQadernych bugk/kg tlesné vahy
piedstavuje hragni hodnotu bu&né davky PK nezbytnou pro pevné uchycerdpist
Zatimco této bugtné davky je mozné dosahnout s jedinou jednotkow Pkalych @ti, casto
je to nemozné u doslych prijemad, resp. u fijemai s €lesnou hmotnosti&Si nez 40-50kg
[6].

Jedna z moznosti, jak dosahnout prahové hodnat§ché davky a nasledného uchyceni
Stpu u dosplych je co-infuse dvouwaste&né HLA shodnych PK jednotek [22, 29]. Tyto
jednotky musi byt tak&astcné HLA kompatibilni s pijemcem [9]. PedkéZné vysledky
ukazuji, Zze dvoijité transplantace PK zvySuji mifingjeni Sépu u dosplych a &tSich dti,
snizuji vyskyt relaps a TRM [29, 8].Cas ffihojeni Zistava podobny az minsnizeny v

porovnani g£asem pihojeni, ktery nasleduje po jedné jednotce PKV8jskyt Ill a IV stupré
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akutni GVHD je podobny v obou skupinach [6] a jddt@incidence TRM je vyraZmizsi po
dvoijité transplantaci PK [7].

Zajimavé je, Ze z kratkodobého hlediska maji neetmwrb: podil ol jednotky PK,
dlouhodol je vSak krvetvorba odvozena jen od jedné jednotBtazkou #stava, jaké
biologické mechanismy ovliwuji predominanci jedné ze dvou jednotek PK u d@optKT.
Udaje poskytnuté Barkerem a daldimi wjgdze celkovy poet jadernych butk, davka
CD34 burek, stejré jako rozdily v HLA mezi darcem arifemcem nefedpovidaji, kterd z

téchto dvou jednotek PK bude predominantni [6].

Diky dvojitym transplantacim v séasné dob vétSina pacient, ktei jsou kandidati na
alogenni transplantace HSC, najde darce, coz veldewtové k nafistu p@tu transplantaci
pup&nikové krve provéaghych u dosplych [11, 29].

3.7.3 Vyuziti PK v I&bé nemalignich chorob

Kmenové biiky PK maji schopnost regenerovatné druhy tkani a jsou tak schopny dat
vznik hematopoetickym, epitelialnim, endotelidlndmervovym tkanimn vitro a in vivo.
PKT tak miZe byt pouzita k k¢ nejrizréjSich chorob, vetné kardiovaskularnich, amich,

ortopedickych, neurologickych a endokrinnich onemta€[10].

Klinické studie zaaly pouzivat PK kmenové hky k |&cbé Fanconiho anémie gdicnych
metabolickych poruch, juvenilniho diabetutské mozkové obrny a perifernich cévnich
onemocgni [9]. Diky tomu, Ze kmenové hky PK mohou dat také vznik epitelové tkani,
muze byt PKT vhodna jako terapeutickd metodachdériznych porasni oka (rohovky),
kuze (hojeni ran) a dalSich tkani (haptevni a plicni) [10]. B Klinickych pokusech
(humanni léebné postupy, které j€Snejsou pouzivany v kazdodenni |&e praxi) se
s usgchem aplikuji kmenové hiky pii Ié¢eni srdéniho infarktu, krvaceni do mozku, artrézy

a negetnych dalSich chorob.

Kmenové biiky PK lze pouzit i k |&¢ raznych poSkozeni mozku, popnezenchymalni
stromalni biiky PK k tvork® kosti a chrupavek, avSak tento potencial kmenowioitk PK
je teprve ve fazi zkoumani [10].
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I u nemalignich nemoci vyssi davka Bkrnv PK pozitivre ovliviiuje uchyceni $pu a
pieziti. Naopak negativni vliv na uchycendgt, GvHD a peziti ma HLA rozdil a vy5Sidk

pacienta [9].

3.7.4 Transplantace PK u éi

Nepiibuzenska transplantace darcovské PKZen byt UspSné pouzita u dti [24].
Odhadem do dneSniho dne tisiceti dpodstoupily PKT kuli raznym genetickym,
hematologickym, imunologickym, metabolickym a ordgitkym chorobam [6].

Transplantace PK u¢td ma snizeny vyskyt GvHD [24], srovnatelné myetdigiihojeni,
ale opozdnou rekonstituci krevnich des&tk a neutrofit v porovnani s nefbuzenskou
darcovskou BMT [23, 2]. iesto se skupiny mezi sebou neliSi goem vyskytu relaps a
pravéEpodobnosti celkoveha@ziti [9].

Celkow lze ftici, Zze nepibuzenska PKT by oha byt zvazovana u kazdého aé@ s
malignim nebo nemalignim onem&amm [28]. Po vyhodnoceni vSech vyslédkansplantaci
bylo nejpozoruhodijSi zjisSkni, Zze PK Ize usgre srovnavat s 8/8 kompatibilni
negibuzenskou BM. Tyto Udaje podporuji pouZziti HLA koatibilni nebo inkompatibilni PK
u ckti s vysoce rizikovou akutni leukémii, které nal&hpotrebuji transplantaci [9].

3.7.5 Transplantace PK u dosfych pacienti

V poslednich letech akolik védeckych skupin zuejnilo vysledky transplantaci PK u
dosglych pacient. Na rozdil od vysledku ceti transplantace HSC u dadych je obvykle
spojena s vyssim rizikem GvHD, infekcemi, op&iol imunitni rekonstituci a zvySenou
TRM, casté&n¢ kvali vysSi @giitomnosti komorbidit v dob transplantace. Na rozdil odtd
pouziti PK u dosglych bylo vice limitovano z @W/odu omezené bytné davky [27, 9]. Of
i tady vy33i pset CD34 burgk ve Stpu koreloval s lepsim vysledkem [3].

Pokud srovname vysledky transplantaci PK u dgsph s kompatibilni a inkompatibilni
negibuzenskou BM a kompatibilni a inkompatibilni PB&{stime, Zze TRM je nejnizsi a
celkové peziti nejvySSi u paciett transplantovanych kompatibilni n@puzenskou
BM/PBSC v porovnani s jinymi zdroji, coZz nazog, Ze tyto zdroje §pa jsou preferovany,
pokud jsou dostupné a kdyz tms dovoli. Nicmé# casténé HLA kompatibilni PK s
odpovidajici buinou davkou (> 3 x 1Gadernych bugk/kg) je vhodnou alternativou, kdy?
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neni k dispozici HLA kompatibilni néfppuzenska BM/PBSC nebo pokud je transplantace
naléhava. Hjemci PK a nefibuzenské inkompatibilni BM/PBSC maji podobnou npifeZiti

9.

Celkow vysledky tchto srovnavacich studii a analyz ukazaly, Ze ushiy&tpu PK Ize
dosahnout i u dogpych pacient, ale je zpozého v porovnani s néfibbuzenskou BM. | fes
vétSi rozdily v HLA a vysSi amrtnost, ndpuzenskad PK nabizi dost&te slibné vysledky,
které jsou srovnatelné s vysledky transplantace Bdbsglych pacient s hematologickymi
malignitami [10, 16]. PKT by tak #ta byt zvazena jako moznost alogenniho zdroje
kmenovych bugk pro pacienty, kté nemaji HLA identickeého darce kostnfedt [3], coz
vede k stejnému zéw, jako u transplantacectd, Ze proces hledani darce BM a PK od
negibuzenskych dafcby mgl zatinat soubzrg, a to zejména u paciéns akutni leukémii,
kde jec¢as rozhodujici [11]. Davka bek, & uz jadernych butk/kg nebo CD34 burgk/kg,

koreluje s vysledky ve&sing studii [3].

3.7.6 Vyhody a nevyhody transplantace pufmékové krve

Ve srovnani s jinymi zdroji alogenni transplantdeenatopoetickych kmenovych hikn

PK nabizi znéné logistické a klinické vyhody zahrnujici:

Vyhody

= Stdp je Wtdinou zcela vy3&eny a okamzé pripraveny k pouZiti [25], takZe odpada
doba ¢ekani na darce, jeho vyBeni a odebrani, to je obzvldstiilezité u velmi
progresivnich chorob, u niciekani na vhodného nigpbuzneho darce tize byt ilis
riskantni [18, 9]. Rmeérna doba dostupnostiédiu je 25 — 36 dni, tedyide nez je tomu
u kostni derg [8].

= Swdp je fyzicky gitomny v kryobance. Odpadéa nejistota, zda darcee atdle chtit
kostni den darovat.

» Vzhledem k menSi zralosti darce (krev zbyla po dore pupeéniku a placerd pati
pivodem plodu, ne matce) je po transplantaci énd&omplikaci vyplyvajicich
z imunitnich rozdii mezi darcem a ifjemcem (pacientem) — ,reakceé@ti proti
hostiteli*.

» Snadna moZznost dalSi manipulace 8pednh (napiklad rozmnozZovani b@k krvetvorné
tk&ns).
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= Odker PK je jednoduchy, bezpey a bezbolestny.

» Zmrazeni PK kmenovym kikdm ,zastavi hodiny* a chrani jefqd poSkozenim
prostedi, starnutim a beznymi viry, které by je mohlgkmdit [34].

» Rozsfeni populace daiicdiky toleranci 1 — 2 HLA rozil ze Sesti [25].

= Niz8i vyskyt a zavaznost akutni reakcggtproti hostiteli (GvHD).

= NizSi riziko genosu infekce latentnimi viry, jako je cytomegatasi (CMV) a virus
Epstein-Barrové (EBV).

= VySSi frekvence vzacnych haplotype srovnani s registry kostnies [8].

Nevyhody

= Objem krvetvorné tk&nje maly s nizkym p&iem hematopoetickych progenitorovych
burgk v porovnani s BM nebo PBSC, coz zvysuje rizikth&ei Stpu, zpozdného
hematopoetickéhofiojeni (engraftment) a zpo&dé imunitni rekonstituce, proto je
vétSinou vhodnd jen pro transplantacetid i kdyZ se pracuje na technikach
piekratujicich tato omezeni [18, 25].

» Nutnost vybudovani kryobank, zafigt jejich provozu.

» MensSi efekt ,reakce &bu proti leukémii.

= |nfekce

Zavazné infekce jsou vyznamnotignou morbidity a mortality po transplantaci od

negibuzenského darce bez ohledu na zdroj HSC [22].

Od za&atku transplantaci PK byly z&@€ obavy, Ze naivita novorozeneckého
imunitniho systému fZe souviset nejen s niz8i GvHD, ale také s infekcBlmdavné
retrospektivni studie nepotvrdily teorii, Ze zavainfekce jecasgjSi po transplantaci
PK u c&ti. Ackoli bakterialni infekce mohou byasgjSi po PKT u dosgych, je riziko

amrti na infekce stejné jako riziko u jinych typransplantaci [9].
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4. Banky pupe&nikové krve

Po provedeni prvni transplantace PK n&&sv roce 1988 se tento typ transplantaciaka
ponerné rychle rozSiovat a doSlo tak k celostovému zakladani bank PK, ve kterych se
v pripact potreby hleda vhodny &b pro transplantaci. Prvni banky PK byly zaloZery n
pocatku roku 1990 v New Yorku, Milanu a DisseldorfuejidzsahlejSi banka séasnosti
spadajici pod New York Blood Center pod vedenimMabla Rubinsteina stanovila metody

shirani, zpracovani a zmrazeni PK [1].

VétSina bank pupmikové krve fisobi za pisnych pravidel, podokinjako krevni banky,
které jsou zavedeny spotestmi NETCORD, FACT (Nadace pro akreditaci cehtamcné
terapie) nebo AABB (American Association of Bloodriks) [3].

Stpy PK se uvaydi vregistrech darfc kostni dert nebo ve specializovanych
mezinarodnich registrech. V s@sné dob existuji dva mezinarodni registrijtetcord ktery
obsahuje pouze jednotky PK,Bmne Marrow Donors WorldwideBMDW), ktery obsahuje
jak darce kostniigns tak PK. V Netcordu jeiblizné¢ 200 000 jednotek PK [1] a v BMDW
vice nez 450 000 registrovanych jednotek PK z m&e 50 tznych bank PK [8]. ¥tSina PK
registrovanych v NETCORD jsou tak&@aena v BMDW [1].

4.1Banka PK vCR

Banka pupénikové krveCR (BPK-CR) byla oficialré zaloZzena ¥ijnu 1996 jako projekt
Ustavu hematologie a krevni transflze v Praze. Bamé d¢ ¢asti: gibuzenskou a
negibuzenskou. Od roku 1993 se odebira na Ustavu lobwga a krevni transflize PK pro
piibuzenské transplantace. V roce 1996 vznikla ta@ilmuzensk&ast banky, kam mohou
matky darovat PK. Prvni PK vSak byla odebrana jizspnu 1994, vySi&na a
kryokonzervovana a patkem listopadu téhoz roku byla pouzita préibpzenskou
transplantaci pacienta s LAD syndromem (vrozenydsym imunitni nedostataosti). Slo o
prvni transplantaci PK ¢R. Potransplantai pribéh byl sice komplikovany, ale G&gny.

V sousné dob je pacient bez znamek zakladniho onendnt%2].

Transplantace PK seGR odehravaji zatim pouze ve FN Motol a tostskych pacierit.
Dodnes bylo \CR provedeno 23 transplantaci PK. Ztoho 3estkradtddycem zdravy
sourozenec (a z tohtikrat byla podana s@asreé s PK i kostni &0 od zdravého sourozence)
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a sedmndctkrat byla pouzita PK anonymnich ilg4S]. Ceska banka PK vydala dosud
k transplantacim 39 &t PK.

BPK-CR je projekt, v ramci kterého spolupracuje mnohacpvi¥ po celé republice a

VT

v republice a zpracovavaji se ve 2 centrech (Piimm).

4.2Mezinarodni spoluprace

Banky PK se sdruzuji vramciuznych projeki a organizovanych skupin s cilem
dosahnout standardnihotgobu zpacovani a uchovanégt, stejré jako zlepSit dostupnost

téchto Sepu.
BPK-CR dnes spolupracuje na mezinarodni Grovntesmitprojekty:

1. CBANK (Implementation of a Cord Blood Allocation thrk) — jedna se o grantovy
projekt EU, jehoZz cilem je standardizace pouzivanyetod, akreditaci jednotlivych
pracovi§ podle FACT-NETCORD pravidel a zajgii spoluprace mezi jednotlivymi

bankami PK v Evropi s vyznamnymi pracovisti celosove.

2. NETCORD - zabyva se t&fn vyhradr standardizaci postap zpracovani a
skladovani PK a provozuje cel@swvou databazi pugaikovych S¥pia dostupnou na
internetu, kterd umdaiije snazsi vyhledavani a rychlé urdigtnabidky novych 8pu.
Netcordstanovil postupy pro akreditace bank PK ve spokigdACT (Foundation
on Accreditation in Cell Therapy).iBledkem byla dohoda o akreditém fizeni na
zaklad podminek americké FACT a akreditace probihaji pdalvickou FACT-
NETCORD [44].

3. EUROCORD - jde o projekt evropské unie, ktery vkmikoteby vyntnovat si mezi
bankami navzajem informace. Tento projekt pokryeéglexré celou problematiku
PK pciinaje vyltrem pro darcovstvi, ips vySateni Sépu az po klinické pouziti
s naslednym sledovanim transplantovaného paciemawtsi diraz je geci jen
kladen na klinickowéast [28]. Jeho hlavnim tématem tak je klinické vgiuept PK.
Predstavitelé bank pupeikové krve si diky Eurocordu mohou v§iovat informace
ziskané reélnou zkuSenosti a setkavat se na koofehenejen mezi sebou, ale také

s odborniky v oblasti transplantaci krvetvorné tkin 44].
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4.3Komer‘ni banky PK

Tyto banky zajiSuji odkér a a skladovani PK pro konkrétniho jedince. Vyajiwse
piedevsSim pro autolognicély a jelikoz jde o komeni spol€nosti, jedna se o sluzbu

hrazenou klientem.

4.4Etické problémy od¥ru a skladovani PK

Odbornici z oblasti medicinského vyzkumu se shodajitom, Ze pugaikova krev je
cennym zdrojem kmenovych btkna pokud je to mozné, &a by byt odebrana a usklatira.

Nikdo tak nepochybuje o vyznamu PK proéléiady vaznych onemoéni.

OvSem jak se rozhodnout? Darovat PKepeé bance nebo ji uskladnit vyhradpro
vlastni potebu ditte?
Jen €Zko lze odpowdét na danou otazku. Mezi autologni a darcovskou Riktge rekolik

podstatnych rozdila zalezi jen na nastavajicich rddh, kterou z nich zvoli.

1. DPK pati verejnému registu a fize byt pouZzita u pacieint ktei potebuji
transplantaci hematopoetickych knNa druhé stran autologni pup&nikova krev
je vlastnim ,majetkem” déte (do dosazeni plnoletosti && jsou vlastnikem PK
rodice) a mize tak byt pouzita vyhradrpro jeho vlastni péebu.

2. Kritéria pro odkr a zpracovani darcovské pupé&ové krve jsou tak mnohem
piisngjSi nez v pipads autologni PK, kde krev neike byt odebrana pouze ¥ipack,

Ze rodtka prodlala velmi vazné onemoéni.

3. Samozejmosti je, Ze privath usklad@na PK je v pipad poteby mnohem idve
k dispozic nez darcovska pujpekova krev.

4. A v neposlednitadé velmi podstatnym rozdilem je finami strdnka skladovani.
V piipact darcovské PK neplati ragi Zadné poplatky. U autologni PK se poplatky
pohybuji v rozmezi 20 — 40 tisic v zavislosti nécdéskladovani PK, v sgéasnosti je
maximum 20 let.

5. DalSim dilezitym rozdilem je vhodnost pouziti PKi pir¢itych typech onemocmi. U
nékterych posté vlastni PK, u jinych je pééba vyhledat zdravého darce véejpém
registru. Pokud se u die vyskytne vrozené onemagrn, neni mozné takovou PK
pouzit pro vlastni pétbu ditte, tehdy je pdeba vyhledat vhodného darce

v narodnich a mezinarodnich registrech [48, 49, 50]

29



VySe uvedena otazka vyvolaiadu etickych rozpar

Na jedné strahse mnoho odbornikstavi pro skladovani vlastni PK, ritgbad v rodinach,
kde se vyskytuji &dicné poruchy vyvolavajici choroby déné transplantaci krvetvornych

burgk, a na zaklaglcelérady dalSich vyhod uvedenych vysSe.

Na strag druhé je mnoho z nich proti skladovani vlastni ko hlave z divodu velmi

malé pravdpodobnosti jejiho budouciho pouziti u danéhétdifdarce).

Pravd@&podobnost, Zze se darci bude hodit jeho vlastni gmiReva krev, odhaduji na
1:200 000.

Navic existuje v fipact leukémii fada padnych argumeniproti pouziti pacientovych
vlastnich krvetvornych bk, protoze si #ejmeé nesou ddi¢nou informaci mutace, jez stala v
pozadi vzniku leukémie. | vifpadech, kdy by snad transplantace vlastnich kovefich
burgk pripadala Uvahu, objevi se zde dalSi probléem — malézstvi busk v PK. Z tohoto

duvodu lze PK pouzit nanejvys u &i[50].

BritskA Royal College Obstetricians and Gynaecalsgitak nedopotila skladovani
pupenikové krve pro pozfSi potebu samotného darce suwddrenim, Ze je to z
védeckého hlediska netdodniné a organizam¢ narané. Italové soukromé banky

pupe&nikové krve zakézali [50].
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5. Cile diplomové prace

1. Zpracovani pupmikové krve novou metodou v uzamem systému,cetré nasledné

kultivace hematopoetickych béka interpretace vysledk

2. Mgéreni exprese znaku CD34 na leukocytech pomoci figancetrie a to ve vzorcich
pied a po rozmrazeni puppgkove krve.

3. Srovnani narrenych hodnot s demografickymi Gdaji o matce &tidivyvozeni
hlavnich trend (Koreluji nangrené hodnoty s demo-udaji?én kryokonzervace

pupe&nikové krve jeji vlastnosti a tim schopnoshpjeni S€pu?)
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6. Material a metody

6.1 Material

6.1.1 Pupe&’nikova krev

Pro experiment popsany v této praci bylo pouzitoda@covskych pupmikovych krvi,
které byly ziskany na zakladnformovaného souhlasu matky o darcovstvi PK dpsteu
Banky PK. VSechny PK byly zpracovany v ugawvem systému podle nize uvedeného
postupu. Navic byl z kazdého vaku PK odebran 1 zorku na kultivaci hematopoetickych
progenitofi a stanoveni ptu CD34 burek pred zamrazenim. Tato dwvy3eteni se BZné pri
zpracovani DPK nedhji.

6.1.2 Spofebni material

Material Popis Slozeni
Odkérovy vak na darcovskou a Vak pro odir darcovské a Sterilni vak s obsahem 25 ml
pribuzenskou Pk piibuzenské PK antikoagul&niho roztoku CPD,
2 hadtky s odigrovymi jehlami
a krytem
Sterilni set I. —Jednocestny Pro odkr vzorka, pro 1x hadtka, 1x sfika¢ka 10 ml,
10 ml (obr. 10) zpracovani a kryokonzervaci | 1x tlatka
BM, PBSC, DLI, DPK, APK
Sterilni set Il. — Dvoucestny Pro zpracovani a 2x hadika, 1x stikacka 20 ml,
20 mi kryokonzervaci BM, PBSC, 3x tlatka
DLI, DPK, APK
Sterilni set Ill. — Dvoucestny | Pro zpracovani a 2x hadika, 1x stikacka 50 ml,
50 ml (obr. 11) kryokonzervaci BM, PBSC, 3x tlatka
DLI, DPK, APK
Zamrazovaci vaky Origen Pro kryokonzervaci darcovské|eSterilni vak s hadkami a
250 ml, 500 ml, 750 ml pribuzenské PK tlackami, Stitky na popis
Sterilni Transfer vak 600 ml| Pomocny vak fi zpracovani | Vak s hadikou, ktera je
a kryokonzervaci BM, zakortena bodcem s krytkou
PBSC, DLI, DPK, APK; vak
pro rozplrni albuminu 5%
lidského
Uzaveny Cryo prep set Pti zpracovani a 6x hadtka, 7x tl&ka,
(obr. 14) kryokonzervaci BM, 1x stikacka 50 ml, 1x filtr,
PBSC,DLI, DPK, APK 1x vak
Kryotuba 1,8 ml K odbéru vzorka pri Polypropylen
zpracovani a kryokonzervagi
hematopoetickych bk
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Zkumavka S — Monovete | Zkumavka pro odér Plast, EDTA
4,9 ml K3 EDTA nesrazlivé krve (plazma)
Zkumavka S — Monovette | Zkumavka pro oddr srazlive | Plast

55mlZ

krve (sérum)

Injekeni jehla zelena

K aspiraci rozrol a k pichnuti
hemokultury pi zpracovani a
kryokonzervaci BM, PBSC,
DPK, APK

Kov — nerez, PVC material

Injekeni jehla rizova

K aspiraci roztok

Kov — nerez, PVC material

Centrifuga’hi zkumavka 10 ml
s kulatym dnem

Na rozplréni kultivatniho
média Methocultu GF H 4434,
k centrifugaci
hematopoetickych a
nehematopoetickych bk

Polystyrene

Sterilni zkumavka 15 ml Pro centrifugaci Polystyrene
zakalen&a hematopoetickych b@hk u

kratkodobych kultivaci

progenitofi
Sterilni zkumavka 50 ml Pro gipravu promyvaciho Polypropylen

roztoku g kratkodobych
kultivacich (CFU-GM), pro
centrifugaci

Sterilni zkumavka 10 ml
sdervenou zatkou

Pro odigr vzorki z vaku BM,
PBSC, DPK, APK, pro
centrifugaci

Polystyrene

Zkumavka Tapval nesterilni| K odbéru vzorki Polystyrene
3 ml k laboratornimu vységni
Zkumavka sterilni 2 ml — K sterilnimu rozplgni Polystyrene

eppendorfka

DNAsy

Kultivacni miska 35 x 10 mm

Miska pro nasazeni kratkodob
a dlouhodobé kultivace
hematopoetickych progenitorn
miska na sterilni voduip
kultivacich

cPolystyrene

Kultivacni miska 140 x 20 mm

Pomocna miskaip
kratkodobych kultivacich
hematopoetickych progenitor

Polystyrene

Sterilni rukavice

Pro sterilni praci

Latexovy material

Sterilni pasteurova pipeta 3 m

Pri kultivaci hematopoetickych
bungk

Plast

Nesterilni pasteurova pipeta | Pro staZeni séra a plazmy Plast
3ml
Injekeni stikacky 2, 5, 10, 20, | K aspiraci roztok a vzork PVC materidl

50 ml

Burgerova konirka
(hemacytometr), kryci skko,
sterilni Spiky
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6.1.3 Roztoky a reagencie

Material

Popis

Slozeni

Lidsky albumin 5%

Pro gipravu

kryokonzervéniho roztoku, pro
doplréni objermi BM, PBSC,
DLI, APK a jako nahrada
plazmy fi jeji vymeng,

k ptipraw roztoki uréenych pro
kultivaci

Lidsky albumin 5 g/100ml,
natrium oktanoat, sodnéls
acetyltryptofan, chlorid sodny,
voda na injekci. Roztok
obsahuje mezi 130-160 mmol/
sodiku a max. 2 mmol/l draslik

100% DMSO

Pro gipravu
kryokonzervéniho roztoku

Dimethylsulfoxid > 99,9%,
voda< 0,1%

Heparin

Pro gipravu promyvaciho
roztoku, pro kratkodobé
kultivace progenitar po
rozmrazeni

Heparin natricum 5000 1U

v 1ml, methylparabenum, voda

na injekci

Fluoresce#ni ¢inidlo

Pro stanoveni vitality
hematopoetickych bk
BM, PBSC, DPK

50 mg ethidium bromid
(propidium jodid), 15 mg
akridinova oranz, 10 ml
ethylalkohol, PBS (fosfatovy

pufr)

Monoklonalni protilatka
CD34-PE

Protilatka k ptikazu antigeny
CD34

CD34, PBS (fosfatovy pufr)
0,1% azid sodny,
fluorochrom phycoerytrin
(PE)

IMDM médium (Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium)

Pri kratkodobych a
dlouhodobych kultivacich
hematopoetickych progenitor

2% FBS, antibiotika —
Penicilin (100 U/ml),

Streptomycin (0,1 mg/ml); Lt

glutamin (2mM),
hydrogenuhliitan sodny,
glukdza, sodik pyruvatu,
selen a dalSi komponenty

[

Methocult GF H 4434

Kultivaéni médium pro
kratkodobou kultivaci
hematopoetickych progenitor

1% metylcelul6za (4000cps),
30% fetalni bovinni sérum, 1%
albumin, 1M 2-
merkaptoetanol, 2 mM L-
glutamin, 50 ng/ml rh SCF, 10
ng/ml GM-CSF, 10 ng/ml IL-3,
3 U/ml EPO, IMDM

Hemokultura PEDI

Pro kultivaci aerobnich a
anaerobnich mikroorganism
z vaki BM, PBSC, DPK, APK

Kultiva¢ni médium (4 ml)

Chlorid amonny (NELCI)
sterilni 0,8%

Pro lyzu erytrocyi pri
zpracovani vzork na kultivaci

Chlorid amonny 0,8%

Ethanol 70%

Desinfekce pracovnich ploch

Protilatka CD45-FITC

Protilatka k ptikazu antigenu
CD45'

CDA45', fluorochrom fluoresceir
isothiocyanate (FITC)

N

7- AAD (7-Aminoactinomycin
D)

Je pouzivana jako fluorescanri
marker pro DNA ve

fluorescexini mikroskopii a

Fluorescetini chemicka
slowenina se silnou afinitou

k DNA.
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flow cytometrii

Roztok A Roztok pro lyzu bugk Kyselina mraveéi, destilovana
voda
Roztok B Roztok pro lyzu bugk NA,CO; (uhli¢itan sodny),

NACI (chlorid sodny), NASO,
(siran sodny), destilovana voda

6.1.4 Pristroje

6.2

Programovatelny zamrazaydce Cube 1810
Box s laminarnim proughim, Biohazard 1A
Sterilni svéecka Haemonetics TCD B40 (obr. 9)
Své&ecka stolni pistova Hemtrom Ill, Barter
Vahy Scout Pro

Michatka vaki, Tool

Vortex

Automatické pipety

Mikroskop inverzni — Olympus CKX 41
Fotoaparat Olympus

Inkubator

Fluorescetini mikroskop — Optiphot 2

Flow cytometr — Cytomics FC 500, Beckman Coultse-software CXP

Analyzator krevniho obrazu — Abbott

Metodika

6.2.1 Zpracovani a kryokonzervace darcovské pdpiové krve

Béhem odiiru DPK je také odebran vzorek srazlivé krve ze hilgtky, vzorek krve z

placentarni Zily a nesrazliva krev od matkii. @@ijmu DPK do laboratie tak zkontrolujeme,

zda je kompleté vyplnéna phivodni dokumentace a zda je v aluminiovém obalu ¢ema

vak s PK, d¥ oznaené zkumavky se srazlivou krvi (jedna od matky arek PK) a jedna

ozna&end zkumavka s nesrazlivou krvi (vzorek od matky).
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6.2.1.1 Zjisténi objemu DPK
1. Z aluminiového obalu vyjmeme (obr. 2):
= odkerovy vak s PK
» 1 zkumavku se srazlivou krvi od matky
» 1 zkumavku se srazlivou PK krvi
» 1 zkumavku s nesrazlivou krvi od matky

VSe dikladre vydesinfikujeme. Zkumavky dame s&io

2. Pistovou svickou zatavime hadku odkErového vaku v migtrozdvojeni haaky.
3. Vak s PK umistime na digitalni vahy a na zakldanotnosti provedeme vypet

objemu PK:

Vek[mi] = —Ivll,\é5555

Vpk —0bjem odebrané PK [ml]

My —hmotnost vaku s odebranou PK [g]

55— hmotnost prdzdného vaku a Régi[g]

1,055- koeficient pevadijici hmotnost krve v gramech na mililitry (100 nivie = 105,5 @)

4. Je-li objem PKnizsi nez 60 mlje DPKzlikvidovana pro nedostatay objem.
5. Je-li objem PKvysSi nez 60 mlje provedenodbér vzorku (0,5 ml) pro zji&ni
krevniho obrazu, tedy pro zj&ti buré¢nosti DPK.

6.2.1.2 Odbker vzorku z DPK pro zjigini krevniho obrazu (pro zjigni
bunéénosti PK)

1. Hadiku odkErového vaku pomoci sigky sterilré spojime s hadkou Setu I. Poté
odkerovy vak za¥sime na stojan, povolime &ky na spojenych hatkach a
stiikackou, ktera je satasti Setu I., nasajeme 0,5 ml PK.

2. Pistovou svi&ckou zatavime hadku Setu |. ped konusem #kacky a 0,5 ml PK
vstiitkneme do nesterilni zkumavky tapval.

3. Vzorek na krevni obraz oz&ime Stitkerh, vypiSeme Zadanku a 2ifme.

! Stitek: VZOREK + poateni pismeno fijmeni matky
KO+ diff.
PK po odisu, datum
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4. Pomoci vypotu zahrnujiciho nagitenou hodnotu WBC (@et leukocylt v 1 ml PK)
z krevniho obrazu zjistime celkovou kinost S¢pu PK.

WBC [1x10"/ml] = VPKpz x hodnota WBIC

VPKpz [ml] = (Vek + 23 ml CPD) — 3

WBC — celkova bu&nost $tpu PK [1 x 16/ml]

VPKpz—objem PK ped zpracovanim [ml]

hodnota WBC— celkovy pdaet leukocyt v1 ml PK [1 x 1&ml] — hodnota ziskana z
krevniho obrazu

Vpk — 0bjem odebrané PK [ml]

CPD- protisrazlivy roztok v odirovém vaku (23 ml CPD ve vaku + 2 ml CPD v k&dch)

3 ml-na vzorky (0, 5 ml krevni obraz, 0, 3 ml vitalita ml krevni skupina, 1, 2 ml HLA)

5. Je-li celkova hodnota WBGiz&i nez80 x 10/ml, je DPK zlikvidovana praizkou
bunéénost
6. Je-li celkovd hodnota WBGry3si neZ 80 x 10ml, je DPK zpracovana a

kryokonzervovana.

6.2.1.3 Zpracovani a kryokonzervace DPK
1. Provedeme vyptet celkového zamrazovaciho objemu DPK:

[Vepw [Ml] = (VPKPZ + Visyomso — 6 M

Vepk — celkovy zamraZovaci objem PK [ml]

VPKpz-objem PK ped zpracovanim — po otte 3 ml na vzorky [ml]

V1seepmso— 0bjem kryoprotektivniho roztoku — rovna se objeviiRKpz [ml]

6 ml—na vzorky (1 ml — kultivace PK a zieni CD34 burgk po rozmrazeni, 5 ml — archivni

vzorky)

2. Vypocitdme objem kryoprotektivnino roztoku, tfedéni 100% DMSO na 15%
DMSO:

‘V15%DMSO [ml] = VPKpz x 0,1$
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VPKpz- objem PK ped zpracovanim [ml]

V1ispmso— Objem kryoprotektivniho roztoku [ml]

Vypoétené mnozstvi 100% DMSO thdime 5% lidskym albuminem na objem PK
pied zpracovanim.

. Podle celkového objemu PK v agbvém vaku zjistime, jaka bude velikost
zamrazovacich vak Odebrany objem DPK roZlime do dvou zamrazovacich vak

2/3zamrazovaciho objemw vak A

1/3zamrazovaciho objemw vak B

Objem suspenze PK ve vaku bude redukovan vzdy jfiz®¢ nizSi objem vhodny

k zamrazeni.

Rozdéleni do vaki podle zamraZovacich objena PK:

Origen 250 ml: 30 mi........... 70 ml Pramér: 50 ml
Origen 500 ml:55 ml........ 100 ml Pramér: 75 ml
Origen 750 ml: 80 ml........ 190 ml Pramér: 135 ml

Prislusné zamrazovaci vaky A, B ozirae gidélenym kdédem DPK, objemem PK

v daném vaku /A nebo B a datem porodu.

Jednu hadku vaku A steril@ pomoci svéecky spojime s hadkou Setu | (obr. 12).

. Do kovového stojanu sifjpravime sedm kryotub, které popiSeme kédem DPK a
datem porodu. Kryotuby ozdiane ¢isly O, 0O, 1, 1, 2, 7, 8. Zvl&Si pripravime jest
dvé kryotuby s oznéenim HLA-1 a HLA-2, kbdem DPK a datem porodu.

. Do kryotuby 8 odebereme ze zkumavky s nesrazlivaii &d matky plazmu a do
kryotuby 7 ze stejné zkumavky odebereme 0,9 ml ping. Stojan s kryotubami
umistime do lediiky.

. Sterilne spojime hadku Cryo prep setu s hatiou transfer vaku, vdmz je 5%
lidsky albumin (obr. 16). Vak s albuminem #aime na stojan a povolime dky na
piislusnych hadkach.

. Strikackou (50 ml), ktera je sa@asti Cryo prep setu, nasajeme Wji@né mnozstvi

5% albuminu pdebné pro fipravu kryoprotektivniho roztoku. Zgame tl&ku na

38



hadice transfer vaku s albuminem, povolimekla na hadice od vaku Cryo prep
setu a asi 2/3 z tohoto nasatého mnozsgpystime do vaku Cryo prep setu. Pistovou
sv&eckou zatavime hadku transfer vaku s 5% albuminem.

8. Na stikacku (20 ml) nasadime zelenou jehlu a propichneme bréem |€ékovky se
100% DMSO a aspirujeme vygitany objem DMSO.

9. Sejmeme jehlu ai¥kacku nasadime na bakteriologicky filtr Cryo prep sgtovolime
tlacky na gisluSnych haakach a za stalého michaniepoustime DMSO do vaku
Cryo prep setu (obr. 16).

10.Do vaku Cryo prep setu nakonetepustime i zbylé mnozstvi 5% albuminu, které
zustalo ve diika¢ce (50 ml). Uzakeme vSechny tlky na prep setu a ulozime jej do
lednice.

11.Hadikku odlErového vaku s PK spojime pomoci sa&y sterilné s jednou hadkou
Setu lll. a druhou hatku Setu lll. spojime s hatkou zamraZovaciho vaku B.

12.0dkerovy vak za¥sime na stojan a povolimgiglusné tléky na hadice. Pomoci
stiikacky (50 ml) pepustime =z odivového vaku vyp&enou 1/3 PK do
zamrazovaciho vaku B.

13.Uzaweme tl&ky a pistovou su@&ckou zatavime zamrazovaci vak B a uloZime jej
predchladit do lednice.

14.Na uvolrenou hadiku Setu Ill. napojime pomoci seéky haditku zamrazovaciho
vaku A (obr. 13). Stkackou (50 ml) gepustime do vaku 2/3 PK, tedy zbylou krev.
Pti prepousEni si nechame veigkacce 2,5 ml na vzorky.

15.Uzaweme tl&ky a pistovou su@&ikou hadéku zamrazovaciho vaku A zatavime a vak
dame do lednice.

16.Hadiku Setu Ill. zatavime u konusurigacky (50 ml) a 2,5 ml PK rozgdime

nasledova:

0,3 mldo kryotubyHLA-1
0,9 mldo kryotubyHLA-2

1 ml nakrevni skupinu do ozndené zkumavky tapva

0,3 mlnavitalitu do ozn&ené zkumavky tapval

Zkumavky tapval na krevni skupinu a vitalitu mugi bznaeny Stitkem sifidélenym
kédem DPK, pozadovanym vy$ehim a datem zpracovani.
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17.Kryotuby HLA-1 a HLA-2 ulozime doifslusnych krakiiek v hlubokomrazicim boxu
(-80°CY.

18.Ze zkumavek se srézlivou krvi (jedna — krev od matkuh& — vzorek PK) odebereme
plazmu na serologické vy$ehi do Stitkem ozranych zkumavek tapval (kod DPK,
poZzadované vySini a datum zpracovani).

19.VypiSeme ?&danky pro vzorky na zist krevni skupiny a serologické vyEmtf a
dame analyzovat. Z&ime vzorek na vitalitu PK (postup viz. 6.2.3).

20.Pripravime si zamrazovacitigtroj Ilce Cube a nechame jej vychladit na 4 °C. V
laminarnim boxu si do 2 mligkacky naaspirujeme 0,1 ml 100% DMSO.

21.Z lednice vyjmeme Cryo prep set a zamrazovaci Vgk. Volné hadiky Cryo prep
setu postuph svdeckou spojime s hatkami zamrazovacich vakA, B a zbylou
hadicku Cryo prep setu spojime stetila transfer vakem (600 ml).

22.Vak Cryo prep setu s kryoprotektivnim roztokem aneaovaci vaky vloZzime do
piedchlazenych gelovych vaKobr. 15). ZamraZovaci vaky umistime na mékhaa
vak Cryo prep setu za&sime na stojan (obr. 17).

23.Na pislusnych hadkach povolime tléky a stikackou (50 ml) aspirujeme 1/3
kryoprotektiva, které pomalu a za stalého mich@mrazovacich vakpirepoustime
do vaku B.

24.Po pepustni celé 1/3 kryoprotektiva iy uzawveme a zamrazovaci vak B vyjmeme
z gelového vaku a umistime do plazmaextraktoruvi@mee tl&ky do transfer vaku a
opatrré vytlatime pgebyte&ny vzduch z vaku B. Poté diey na hadikach uzaieme a
pistovou svéeckou zatavime hadku zamrazovaciho vaku B a to na@dh mistech,
¢imz nam vzniknou 3 segmenty.

25.Zamrazovaci vak B vyjmeme z plazmaextraktoru a timé mezi d¢ predem
vychlazené desky, které zabe&ipee dwma kovovymi sponami a viozime do komory
zamrazovée predchlazeného na 4 ° C (obr. 18).

26.Poté opakujeme stejny postup se zamraZzovacim vakéwz odstavce 24, 25), ale
piidavame zbylé 2/3 kryoprotektiva. V okamziku, kdyaku A v plazmaextraktoru
vypustime pebyt&ny vzduch a uzaeme tl&ku na hadice od transfer vaku,

oteweme tl&¢ku na napojené hattie Setu |. a do Bkacky aspirujeme 6 ml suspenze.

% Kazdé krahika (HLA-1, HLA-2) m& 100 pozic. Jakmile se zapimbsilaji se vzorky na HLA typizaci do
IKEMu.

® Serologické vy$eeni matky — Anti HCV (hepatitida C); virologické $gteni PK — HbsAg, HBcAb
(hepatitida B), HIV Ag-Ab (infekce virem HIV), AnfTP (syfilis), Anti-CMV (cytomegalovirus), Anti HCV
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27.Uzakeme tlgky a pistovou suw@&ckou zatavime hadku Setu I. ped konusem
stiikacky.

28.V laminarnim boxu suspenzi z&ikb¢ky rozdlime po 1 ml do ozr#nych kryotub O,
0, 1, 1, 2 a 1 ml na mikrobiologické vy&ati (hemokulturd) Do kryotuby 7 gidame
piipraveny 0,1 ml 100% DMSO.

29.Stojan s kryotubami co nejrychleji viozime do komaramrazovaciho ifstroje a
spustime kryokonzer¢ai program. Podle zvoleného programu zmrazime gadBiPK
a kryotuby se vzoky na —178B.

30.Veskeré udaje o DPK, o jejim zpracovani abghu kryokonzervace se uvedou do

piislusnych protokadi.

Ukonéeni mrazeni

1. Po prokthnuti celého mraziciho cyklu, ktery trva 1 h 30 psia mrazeni uk@uje.

2. Médéné desky s vaky se zmraZzenou suspenzi a kryotulpmewnye z komory
zamrazovée. Z desek po uvolmi spon opativyndame vaky (obr. 19) a vloZzime do
piipravenych kartonovych kratg#k ozng&enych Stitky s kodem DPK, zamrazovacim
objemem daného vaku, datem porodu a pozici vakwestavls kontejneru na
kryobance, a ulozime ddipucniho kontejneru s parami tekutého dusiku.

3. Kryotuby uloZime do fisluSnych pozic v ozriené krabice, ktera je uloZena
v prirucnim kontejneru.

4. Vytiskneme zaznam o fiochu mrazeni.

6.2.2 Transport zmrazenych vaks DPK z laborat#e na kryobanku a
ulozeni Sépri

Zmrazené vaky uloZené v krékach jsou na kryobankutgmig’ovany v polystyrenovém
termoboxu s cca 10cm hladinou tekutého dusiku. Neobance se jednotlivé kratsy
s vakem opatth umisti do dané pozice v kontejneru. Nejprve sefiutio par LN (do
KARANTENY). Jakmile jsou k dispozici vysledky seoglického vy3éeni a jsou-li
negativni, vaky s DPK sergmisti do pisluSnych pozic v tekutém dusiku (-196 °C). Pokud
jsou vysledky pozitivni, vaky sefgmisti do kontejneru KARANTENA, kde jsou ulozeny
v parach LN.

* Mikrobiologické vyseteni na aerobni a anaerobni mikroby a plisn
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6.2.3 Stanoveni viability budgk fluorescerni metodou

1. Pripravime si hemacytometr a kryci skid. Oboji @&istime 70% ethanolem a krycim
sklickem pekryjeme poitaci koniirku.

2. Do zkumavky tapval s odebranym vzorkem DPK (0,3 kdpneme pasteurovou
pipetou 1 kapku fluoresceéniho ¢inidla. Tekutiny opakovanym nasatim a vygndn
pipetou dikladrg promichame.

3. Prilozenim pasteurovy pipety se suspenzi k okrajickry skltka a nepatrnym
zm&knutim naplnimd pcgitaci komirku suspenzi.

4. V UV swvétle mikroskopu pditame minimalg 100 burk s rozliSenim Zivych (zelené)
a mrtvych fervené) buik.

5. Vypocet viability:

Patet Zivych buik
Viabilita [%] = -------m-m-mmmmmmm oo x 100
Patet zivych a mrtvych butk

6.2.4 Kratkodoba kultivace hematopoetickych progenigor(CFU-GM)
z darcovské pupmikové krve po rozmrazeni

1. Predem si vlaminarnim boxu napipetujeme 440 pl IMDOM sterilini 10 ml
zkumavky.

2. Poté pislusny zamrazeny vzorek DPK v kryotufmznaenécislem 0, 0, 1, 1 nebo 2)
vyjmeme z piru¢niho kontejneru (krabka se vzorky), vioZzime do peanu a pod teplou
tekouci vodou jej ¢ast&né rozmrazime. Kryotubu se vzorkem fane a
vydesinfikujeme.

3. Vlaminarnim boxu pak z kryotuby odebereme 60 drka, které pidame k 440 ul
IMDM a promichame na vortexu. Ze zbytku vzorku pemfbuorescetiniho ¢inidla
stanovime vitalitu.

4. Ze vzniklé suspenze napipetujeme 300 ul, které dé@lmezkumavky se 3 ml
Methocultu GF 4434 addkladné promichame na vortexu (1500-2000 ot./min.).

5. Poté vlozime do zkumavky s Methocultem 2 mikstku s fizovou jehlou.

6. Methocult se nech&iplizn¢ 20-30 min. ,vybublinkovat®.
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7. Mezitim si gipravime a popiseme #sterilni kultivasni misky (35 x 10 mm) a
Petriho miskfi (140 x 20 mm).

8. Po ,vybublinkovani“ natahneme dorigcky 2,5 — 2,8 ml Methocultu. Na jehlu
nasadime krytku a opatriwytlacime zbylé bubliny, tak aby vetétaéce zbylo 2,4 ml
Methocultu.

9. Vyménime jehlu za novou a Methocult vitieme na 2,2 ml, které rozlime po 1,1 ml
do kazdé kultivéni misky (I., 1l.). KrouZivym pohybem je médium suikami
rovnomnerné rozprosteno po da misky — je feba zajistit stejnou vysku média v misce,
protoZze v op&ném Fipad dochazi na mi&ts menSim mnozstvim média k
rychlejSimu vysychani.

10.Misky 1., Il. a misku se sterilni vodou vloZime delké ozn&ené Petriho misky a
umistime do inkubatoru (CG6%, 37 °C). Jeitba zabranit prudkym pohim s
miskou, které mohou vest k poruseni celistvostikejicich kolonii. Ripadny ubytek
sterilni vody veiteti misce doglujeme, abychom zabranili vysychani média.

11.Kultivace se odé&ta za 14 — 16 dni na inverznim mikroskopu. &i@d¢f se kolonie
CFU-GM, BFU-E, CFU-E, CFU-M a CFU-GEMM.

12.Celkovy pa@et kolonii ve Stpu se vypeoita nasledujicim vzos&em:

M, + My Celkovy zamr.obejm DPK
____________________ X e e ——————
2 100

M, =miska l.

M . = miska ll.

13.VeSkeré Udaje o kultivaci DPK po rozmrazeni jsoznzanenany do ifslusného

protokolu.

6.2.5 Flowcytometricka analyza PKigd a po rozmrazeni
Zamrazené vzorky DPK

1. Vzorky rychle rozmrazime ve vodni lazni (37 °C)pifpack vySSiho potu vzorki
rozmrazujeme postuprs odstupem 5 — 10 minut a nerozmrazujeme vSechorky

najednou.

> Misky oznaimeiimskougislici I. nebo II., kédem DPK, ,po rozmrazeni®,
® petriho misku ozndme kédem DPK, ,DPK po rozmraZeni“ a datem&ide
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4.

5.

Do zkumavky s5 ul zranych monoklonalnich protilatek CD34-PE (Becton-
Dickinson, U.S.A) a 3 ul 7-AAD (7-amino-actinomycd) napipetujeme 100 ul
vzorku DPK a nechame 30 minut inkubovat v chladutn® - v uzavené

polystyrenové krabici se suchym ledem.
Poté provedeme standaidgzu.

a) Nejprve gidame 600 pl roztoku A (300 pl 99% kyseliny mragier800 ml
destilované vody) a ste necharé 10 minut inkubovat { pokojové teplot.

b) Poté pidame 280 pul roztoku B — stabiléa roztok — (1,8 g N&£LO;s, 4,3 g
NacCl, 9,4 g Na&SO, a 300 ml destilované vody).

Vzorek zn&time ve flow cytometru.

Provedeme analyzu na protokolu CD34 UCB (vij#vta gatovaci strategie).

Nativni vzorky

1.

Do zkumavky s 3 pul CD34-PE (BD), 3 ul CD45-FITC aul37-AAD pridame 80 pl

vzorku DPK a inkubujeme 15 minut vedmii pokojové teplol.
Provedeme klasickou lyzu s roztoky A a B (viz zater& vzorky DPK)
Vzorek zngtime ve flow cytometru.

Analyzujeme na protokolu CD45FITC — CD34PE — 7AALCCRIpro (vytvdena

gatovaci strategie).

Vysledky nativnich i zmrazenych vzdrkoyly analyzovany v programu Kaluze Flow

Cytometry Analysis v1.1.
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6.30ptimalizace metody kultivace*ed zamrazenim

6.3.1 Kratkodoba kultivace hematopoetickych progeniéo(CFU-GM) z
darcovské pupénikové krve ped zamrazenim

Princip:

Kultivace pupénikové krve temi metodami ma @it a zjistit, ktera z pouzitych metod je

nejvhodrjSi pro kultivaci pupénikové krve ped zamrazenim.
Cil:
Deset vzork darcovskeé pupmikove krve bylo kultivovanarémi niznymi metodami.
Limity parametr & procesu:
» Transplantat bez zachytu mikrobialni kontaminace
» Schopnost krevnich progenitorovych Blarvorit kolonie

» Prikaznost nejvhodf)Si metody pro kultivaci pugaikové krve ped zamrazenim
(nejwtSi mnozstvi doie rozpoznatelnych kolonii — nejlépe oilatelné a jash

identifikovatelné kolonie)

I. Kultiva éni metoda
Princip:

Z vySeteni krevniho obrazu na analyzatoru dostaneme ktmacénleukocyl ve
vySetované suspenzi — WBC [1 x %l]. Vzorek ndedime tak, abychom dostali kignou
suspenzi obsahujici 5 x LOVBC v 500ul. KdyZ 300 ul této suspenzeiflame do 3 ml
Methocultu, budeme v 1 kulti¢ai misce kultivovat 1 x TOleukocyti na vyskyt kolonie

tvoricich progenitorovych buk.

Vyskyt kolonii se hodnoti po 14 dnech kultivace.étyym vypaitem pak dostaneme
koncentraci jednotlivych typ kolonie tvdicich progenitorovych bwk ve vySetovaném

vzorku. Metoda vychazi z kultivace vzarBM a PBSC ped zamrazenim.
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Material:
Reagencie a roztoky
» Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM), StemlCEechnologies Inc.
» Methocult GF 4434, Stem Cell Technologies Inc.
» Fluorescetni ¢inidlo pro vitalitu, Lékarna
» Sterilni voda, PAN
Spotiebni material
» Sterilni zkumavka 10 ml&rvenou zatkou, Dispolab
Injekéni jehla, Braun
Injekéni stikacka 2 ml, Braun
Kultiva¢ni miska g 35 mm, Nunc

Petriho miska 14 cm, Nunc

>

>

>

>

» Pipeta pasteurova nesterilni 3 ml
» Alkohol 70%

» Sterilni komprese gazy

» Sterilni rouska 40x60 cm, Dina-Hitex
» Sterilni rukavice

» Sterilni Spkky

Pristroje

» Box s laminarnim proughim

Vortex

Automatické pipety

Inkubator

YV V VYV V

Mikroskop inverzni — Olympus

Pracovni postup:

Z pupenikové krve se odebere 1 ml iné suspenze do sterilni zkumavky, ghov
zm&iime krevni obraz. Zjistime tak hodnotu WBC [1 %/i].

Z hodnoty WBC vypgitame mnoZstvi suspenze obsahuijici 1 Xelikocyti:
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o g bk~ w

V1 [ul] = 10500/WBC

Vs [HI] = V1/21

Ziskana hodnota V se @li 21 (21xtedni albuminem), jelikoz viipad pupe&nikové

krve nejde o koncentrat ziskany ze separatoru, nghmz byl vzoréek pripraven. DPK

obsahuje erytrocyty.

V1-Pomocna hodnota pro kaimy vypaiet nasazeného objemu PH][
V, — Celkové mnozstvi nasazeného objemu K [

10500~ Podrobny postup vygtu je uveden v filoze 3

WBC —Hodnota WBC z krevniho obrazu Plepl zamraZenim [1 x $/nl]

Vypocitany objem suspenze doplnime do fOMDM.

Z této suspenze odpipetujeme 30@o zkumavky se 3 ml Methocultu a promichame.

Do zkumavky vloZime 2 ml §kacku s tizovou jehlou a nechdme stat asi 30 minut.

Poté natahneme doriktacky Methocult — cca 2,4 ml a ro&dme jej po 1,1 ml na dv
oznaené kultivéni misky. KrouZivym pohybem je médium s itkami rovnongrng
rozprosteno po da misky — je feba zajistit stejnou vySku média v misce, protoze v
opaném gipad dochazi na mists mensim mnoZstvim média k rychlejSimu vysychani.
Na jednu misku tedyifpada 1 x 18leukocyfi.

Kultiva¢ni misky uzaveme a vloZzime spolu s miskou se sterilni vodouzt@ené Petriho
misky? a nechame kultivovat v inkubatoru (37 °C, 5% »#C@00% vlhkost). Jeit¢ba
zabranit prudkym pohytim s miskou, které mohou vest k poruseni celistwmstikajicich
kolonii. Fipadny uUbytek sterilni vody veeti misce doglujeme, abychom zabranili
vysychani meédia.

Kultivaci hodnotime po 14 — 16 dnech pomoci invérarmikroskopu.

Patet kolonii ve Stpu vypateme:

" Misky oznaimeiimskougislici I. nebo II., kédem DPK, jed zamrazenim®.
8 petriho misku ozndme kddem DPK, ,fed zamraZenim“ a datem dtie kultivace.
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2 100
M, =miskal.
M . = miska Il

[I. Kultiva éni metoda (metoda s lyzi erytrocyi)
Princip:

Z vySeteni krevniho obrazu na analyzatoru dostaneme ktmacénleukocyl ve
vySetované suspenzi - WBC [1 x ¥ml]. Vzorek pupénikové krve 20krat riadime NHCI
(chloridem amonnym),éimz spustime lyzu erytrodyt Suspenzi stdme, odtsranime
supernatant a poté vzorek (pellet)iedime tak, abychom dostali ki@nou suspenzi
obsahujici 5 x T0WBC v 500pl. KdyZ 300pl této suspenzetjgldme do 3 ml Methocultu,

budeme v 1 kultivéni misce kultivovat 1 x 10leukocyti na vyskyt kolonie tviicich
progenitorovych buk.

Vyskyt kolonii se hodnoti po 14 dnech kultivace.¢tyym vypaitem pak dostaneme

koncentraci jednotlivych tylp kolonie tvdicich progenitorovych buk ve vySetovaném
vzorku.

Material:

Viz 1. kultivatni metoda

» Chlorid amonny - NECI

Pracovni postup:

Z pupenikové krve se odebere 1 ml &iné suspenze do sterilni zkumavky a z krevniho
obrazu zjistime hodnotu WBC [1 x 1@l].

Z hodnoty WBC vyp6itame mnoZstvi suspenze obsahujici 1 X l@é0kocyti (viz |.
kultivaéni metoda):

V1 [ul] = 10500/WBC

V, [M'] =V4/21
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10.

Z objemu \4 vypcatitame mnozstvi NECI, které gidame ke vzorku o objemu ,Va

spustime tak lyzu erytroayt Centrifugujeme (500 g, 10 min, 20°C).

| Muaci [W] = Va2 x 20

VNhac — MnoZstvi NHCI, které pidame ke vzorku PK a spustime tak lyzu erytrocyt
V, — Celkové mnozstvi nasazeného objemu RIK [

20— Koeficient pro lyzu erytrocyt

Po centrifugaci odtahneme supernatant asénwu suspenzi (pellet) doplnime do 500
IMDM a promichame na vortexu.

Z této suspenze odpipetujeme 30@o zkumavky se 3 ml Methocultu a promichame.
Do zkumavky vloZzime 2 ml §kacku s izovou jehlou a nechdme stat asi 30 minut.
Poté natahneme doriétacky Methocult — cca 2,4 ml a ro&dme jej po 1,1 ml na dv
oznaené kultiv&ni misky.

Kultivacni misky uzaveme a vioZzime je spolu s miskou se sterilni vodouwozdn&ene
Petriho misky a nechame kultivovat v inkubatoru {87 5% CQ, 100% vlhkost).
Kultivaci hodnotime po 14 — 16 dnech pomoci invérarmikroskopu.

Pctet kolonii ve Sfpu vypateme:

M, + My Celkovy zamr.objem DPK

____________________ X e e
2 100

M, =miskal.

M . = miska Il

I1l. Kultiva éni metoda
Princip:

Metoda vychazi z kultivani metody pro darcovskou pufrekovou krev po rozmraZeni,

kdy se nasazuje 6@ vzorku do 44Qul IMDM. Vzhledem k tomu, ze objem PK po a#h je

poloviéni ve srovnani s celkovym zamrazenym objemem PKp bykultivaci ped

kryokonzervaci nasazeno gDPK.
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Material:
Viz 1. kultivagni metoda

Pracovni postup:

=

Z pupe&nikové krve se odebere 1 ml &iné suspenze do sterilni zkumavky a z krevniho

obrazu zjistime hodnotu WBC [1 x 1al].

2. Do zkumavky napipetujeme 4740 IMDM a ptiddme 30ul vzorku PK, promichdme na
vortexu.

Z této suspenze odpipetujeme 30@o zkumavky se 3 ml Methocultu a promichame.

4. Do zkumavky vilozime 2 ml 8kacku s fizovou jehlou a nechame stat asi 30 minut.
Poté natdhneme dorigiacky Methocult — cca 2,4 ml a ro&dme jej po 1,1 ml na dv
oznaené kultiv&ni misky.

6. Kultiva¢ni misky uzaveme a vloZime do Petriho misky a nechame kultivevakubatoru
(37 °C, 5% CO2, 100% vlhkost).

7. Kultivaci hodnotime po 14 dnech pomoci inverznihiroskopu.

8. Pcet kolonii ve Stpu vypaiteme:

M, + My Celkovy zamr.objem DPK

____________________ X e
2 100

M, =miskal.

M . = miska Il

Zhodnoceni vysledk kultivaci:
I. kultiva éni metoda

U vSech 10 kultivovanych vzoikDPK byl jasny, dote rozpoznatelny nalez kolonii CFU-
GM, BFU-E i CFU-GEMM. Kolonie byly doie identifikovatelné a odéatelné. Nebyla zde
zachycena Zadna mikrobialni kontaminace. Médiuno kigté, misty mira zrnité. Danou

kultivacni metodou byl vzdy zachycen nejvysségiokolonii.
. kultiva éni metoda

U v8ech vzorl DPK byl viditelny nadst kolonii, ale v menSi ifé nez u prvni kultivéni
metody. Medium bylaisté, bez ,zrn* a kolonie se velmi di@bodgitaly. Zadny ze vzork

nebyl kontaminovan.
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Il. kultiva éni metoda

U vSech vzorlk byl viditelny nafist kolonii, avSak kolonie zde byly zastoupeny
v nejmensim p&tu ze vSechit kultivatnich metod fed zamrazenim. Médium vSak bylo
mirn¢ zrnité a kolonie se takife odeitaly. Ani zde nebyl Zadny ze vzdrkontaminovan.

Zavér:

Z vysledk kultivace jast vyplynulo, Ze nejlepSi kultivai metodou PK f&d zamraZzenim

je L. kultivacni metoda. Tato metoda byla dale pouzivana kevadiiti40 vzork DPK pred

zamrazenim.
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7. Vysledky

Ziskané vysledky jsou rozkbny do ti casti:
- Stanoveni nejvhodjsi metody pro kultivaci pugaikové krve ped zamrazenim
- Méfeni exprese znakCD34 na zivych leukocytech PK

- Porovnani nagtenych hodnot s demografickymi Gdaji o matce &tidit

7.10ptimalizace — Kultivace pu@aikové krve pied zamrazenim
tFemi metodami

Kultivace PK ged zamrazenim byla provedena u 10 vaobPK tremi metodami (viz
6.3).

e

progenitorovych bu¥k tvorit kolonie, proto byla tato metoda, jejiz obdobavjtaboratdi
pouzivana pro kultivaci PK po rozmrazeni, vyhodmacgko nevhodna pro kultivaci PKqul
zamrazenim. Zbyvajici dvmetody vykazovaly velmi podobné vysledky. U ZadméloSlo
k vyskytu mikrobialni kontaminace. Kolonie byly jgsidentifikovatelné a dale odeitatelné
s vyjimkou horSiho odgu a identifikace kolonii u 3 vzotk2. kultivaini metody. Schopnost
krevnich progenitdr tvorit kolonie byla u obou metod srovnatelna, s timuZe metody byly

N4

vzdy paity kolonii nejvyssi.

Na z&klad ziskanych vysledkbyla jako nejvhod§si metoda pro kultivaci PKipd

zamrazenim zvolena 1. kulti&si metoda.

Fotky z jednotlivych kultivanich metod fed zamrazenim:

Obrazek 4: (A)Kolonie CFU-GM ped kryokonzervaci (I.kultivai metoda)yB) Dvé kolonie CFU-GM ped z
kryokonzervaci (1. kultivani metoda)
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Obrazek 7: (A)Kolonie CFU-GM ped kryokonzervaci (II. kult.metod4B) Kolonie BFU-E ped
kryokonzervaci (Il. kult.metoda)
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Obrazek 8: (A)Kolonie CFU-GM pied kryokonzervaci (l11. kultivami metoda){B) Kolonie BFU-E ped
kryokonzervaci (lll. kultivéni metoda)

7.2Méieni exprese znakCD34 na zivych leukocytech PK

K flowcytometrické analyze byl pouzitiigtroj Cytomics FC 500 (Beckman-Coulter)
se software CXP. Vzorky byly analyzovany na konkirét panelu sestaveného z jednotlivych
protokoli pii vhodném piitoku (300-500 events/sec).

. [live leuko] 55 / CD34-PE . [live leuko] 55 / CD34-PE
1 B : 0,22% Gated | & | B:0,97% Gated

10° . J ERE J
Ll Ll
& &
= T 10
& = 3
= o

0 200 400 60 800 1000
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a) b)
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. [live leuko] 55 / CD34-PE . [live leuko] 55 / CD34-PE

. B : 0,27% Gated . B:0,21% Gated
g 1] &,

CD34-PE
CD34-PE

Histogramy a), b), c), d)Gating CD34 burek na Zivych leukocytech (ukazky histogigmGating CD34
burek na histogramu CD3#E vs. SS. Zelénje zna'ena populace Zivych leukogy¥lute / cervers zivé
leukocyty nesouci znak CD34

7.3Porovnani nangenych hodnot s demografickymi tdaji o
matce a digi a vyvozeni hlavnich treni

K naslednym analyzam byly pouZzity vysledky zprasové@neieni 50 Spt darcovské PK.
Pro lepSi srovnani ztrat, popact nartistu hodnot mezi vzorkyipd a po kryokonzervaci,
byly nantfené hodnoty u PK po rozmraZeniepaitany na stejny objem PK pouzity u
vzorki pred zamraZzenim, tedy na poléwi hodnoty. U nagienych hodnot se sledovalo, do
jaké miry jsou ovliviiny jednotlivymi demografickymi Gdaji o matce adtit které byly

ziskany z pkvodni dokumentace o oétu darcovské PK.
V dané dokumentaci byly vZdy vy@ny nasledujici daje:

O matce rok narozeni, etnikum, misto narozeni, krevnipgka, minula &hotenstvi a
pocet dkti.

O ditéti: pohlavi, den narozeni, krevni skupina, ijpad porodni komplikace.

O odebrané PK den odbru, hodina odéru, misto odbru, pogipact komplikace
s odlgrem PK.

Vzhledem k tomu, Ze v této studii byly vSechny dglia tedy darkyé PK stejného etnika,
nebyl tento parametr zahrnut do srovnavacich analyz
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Do analyzy podle pohlavi die bylo zahrnuto pouze 45 DPK, ného zbylych 5 nebylo
pohlavi ditte v pivodni dokumentaci uvedeno.

7.3.1 Analyza podle &u matky
Zména krevniho obrazu pfed a po rozmrazeni

Z nanmetenych hodnot je patrné, Ze v odebrané PK dochg#ibgvajicim wkem matky
k postupnému zvySovani §a vSech buék — leukocyti, erytrocyfi a MNC (monocyty a
lymfocyty) (viz grafy 1, 2, 3). U MNC je vSak me3il. a 35. rokem u matky zaznamenan
nepatrny pokles v @u burek. Po 35. roce se vSak i MNC v PK ogt zvySuje.

Po rozmrazeni byly zaznamenany r&§v ztraty u leukocyt (v praméru 67%). V gipad
erytrocyti byly ztraty 53% a u MNC 43%.

Leukocyty pfed zamraZzenim Erytrocyty pfed zamrazenim
—#—Leukocyty po rozmrazeni —=— Erytrocyty po rozmrazeni
—e— Ztrata leukocytl —e— Ztrata erytrocytl
160 ¢ 450
T 140 = I
é : E 400 +
S 120 T o 350 F
* T -l
= 100 + / 5 300 —
g 80 —* 2 250 +
£ 607 S 200 & —
[o) + ./——I—’_‘.\I T /‘
| 40 T L’%‘ 150 i%.ﬁ
20 F : 1 1 1 1 1 ‘ 100 ‘ ; : 1 : : :
21-25 26-30 31-35 36-40 21-25 26-30 31-35 36-40
Vék matky [rok] Vék matky [roK]

Graf 1, 2 Vlevo- Priimérné hodnoty leukocytv zavislosti nadku matky;Vpravo- Primérné hodnoty
erytrocyii v zavislosti na&ku matky

MNC pfed zamrazenim
—=— MNC po rozmrazeni
—e— Ztrata MNC
80 I
70 ¢
g0l
~ 50 T
o I
_)T| I
=, 40 +
I3) + /‘ﬂ
S 307 -'0'\\ _~
S 20 ¢ ——
10 ¢
0F : 1 : 1 : | ‘
21-25 26-30 31-35 36-40
Vék matky [rok]

Graf 3: Priameérné hodnoty MNC v zavislosti naku matky
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Zmeéna poftu hematopoetickych progenitoii pired a po rozmrazeni

Se zvysSujicim sedkem matky také stoupa et vSech hematopoetickych kolonii (CFU-
GM, BFU-E, CFU-GEMM) v odebrané PKfipemz k nejvyraz&Simu nafistu dochazi po

35. roku matky (viz grafy 4, 5, 6).

Po rozmrazeni v PK nastaji p@&ty kolonii CFU-GM v pfiméru o 28%. Naopak, Vv linii
CFU-GEMM doslo vlivem kryokonzervace k 60% ztratdthBFU-E byly nejmensi ztraty

mezi 26. — 30. rokem matky, pouze 17%.

CFU-GM pred zamrazenim
—m— CFU-GM po rozmrazeni
—e— Ztrata CFU-GM po rozmrazeni
50 T

40 +
30 +

20
10 +

CFU-GM [1*10*/m]

10 % 21-25 6-30 31-35 36-40

-20 +

Vék matky [rok]

BFU-GM [1*10%/ml]

70
60
50
40
30
20
10

BFU-E pfed zamrazenim
—m— BFU-E po rozmrazeni
—e— Ztrata BFU-E po rozmrazeni

o=
\_,/

21-25 26-30 31-35 36-40

Vék matky [rok]

Graf 4, 5: Vlevo— Primerné hodnoty CFU-GM v zavislosti naku matky;Vpravo— Primérné hodnoty BFU-E

v zavislosti na &ku matky

CFU-GEMM pred zamraZzenim
—a— CFU-GEMM po rozmrazeni
60 —e— Ztrata CFU-GEMM po rozmraZeni
E 50 T
o 1
5 40 +
= T
S 307 %
E T .—__/-’%
O 20 %
- T /.\/
L 10 +
O I
0+ . f . f . f .
21-25 26-30 31-35 36-40
Vék matky [rok]

Graf 6: Primerné hodnoty CFU-GEMM v zavislosti naku matky

Zména pottu bunék CD34" pied a po rozmrazeni

V odebrané PK je zachycen n&ii paet CD34 burgk mezi 26. — 35. rokem rotky
(graf 7). Naopak nejménvytézné PK jsou ty, kde bylék matky v intervalu 21 — 25 let.
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Nejvyrazrjsi ztraty CD34 burgk po kryokonzervaci jsou zaznamenany mezi 21. — 35,

rokem rodéky (70%), s vrcholem kolem 26. — 30. roku.

CD34+ pfed zamraZzenim
—m— CD34+ po zamrazeni
——Ztrata CD34+

o e

21-25 26-30 31-35 36-40
Vék matky [roK]

CD34" [1*10°/ml]
w
o

Graf 7: Priimérné hodnoty CD3%v zavislosti nadku matky

7.3.2 Analyza podle mista narozeni matky
Zmény krevniho obrazu pied a po rozmrazeni

Podle tohoto parametru jsou z hlediska leukibaygjmért vytézné pupeénikové krve,
pokud matka pochazela z Vysoy, PreSovskéhoc¢i Olomouckého kraje (graf 8).
Kryokonzervaci vSak dochazi k vysokym ztratam lewkio (v praiméru 64%) ve vSech
skupinach a ve vysledku jsou tak hodnoty leukibcytezi jednotlivymi kraji podobné,

s vyjimkou kraje Zilinského, kde hodnoty leukoyfistavaji i nadale nejvyssi.

V piipact erytrocyti jsou nejvyssi pity u PK tam, kde matka pochazi z Libereckého kraje
a u MNC z kraje Jihomoravského, gopMoravskoslezskéhei Zilinského (grafy 9, 10).
Kryokonzervaci vznikaji ztraty i wehto burgk (v praiméru u erytrocyh — 52%, u MNC 30%)
a to ve vSech krajich, s vyjimkou MNC u Libereckédnaje, kde doslo k nastu burk.
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[0 Leukocyty pfed zamrazenim @l Leukocyty po rozmrazeni
—e— Ztrata leukocytt

Leukocyty [1*10/mi]

Kraj

Graf 8: Priimerné hodnoty leukocytv zavislosti na migtnarozeni matky

[0 Erytrocyty pfed zamraZzenim Il Erytrocyty po rozmrazeni
—&— Ztrata erytrocytl

Erytrocyty [1*10°/ml]

Graf 9: Priimerné hodnoty erytrocyitv zavislosti na migtnarozeni matky

[0 MNC pfed zamraZzenim [l MNC po rozmrazeni
—e— Ztrata MNC

Graf 10: Prizmeérné hodnoty MNC v zavislosti na ndistarozeni matky
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Zmény poctu kolonii pied a po rozmrazeni

NejvysSi mnozstvi CFU-GM koloniiied i po rozmrazeni najdeme u PK, pokud se matka
narodila v Jihomoravském, Moravskoslezském, Zlinské Zilinském kraji (graf 11). Po

rozmrazeni oft dochazi u vzork ke zvySeni p&u kolonii CFU-GM, s vyjimkou Krdj

syt

Co se tg¢e BFU-E najdeme ne§tSi mnozstvi u pugaikovych krvi, pokud se matka
narodila v kraji Zlinském, Zilinském a Moravskosikém (graf 12). Po kryokonzervaci se
stavaji nejvyznrejSimi kraji, co do potu kolonii BFU-E, PreSovsky a istlaiesky kraj.

Ztrata v této bukcnérad je 27% v pameéru.

Jednoznéné nejvySSi hodnoty CFU-GEMM najdeme v PK s mistendid® matky
v Zilinském kraji. Po kryokonzervaci dochéazi k titgm ztratam (68% v iméru) ve viech
krajich, vyjimku tvd@i PK z Olomouckeého kraje, kde je po rozmrazenirgatravyseni piu
téchto kolonii (graf 13).

CFU-GM pied zamrazenim Il CFU-GM po rozmraZeni
—— Ztrata CFU-GM

CFU-GM [1*10"/ml]

Graf 11: Prumerné hodnoty CFU-GM v zavislosti na ndistarozeni matky
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[0 BFU-E pfed zamraZenim Bl BFU-E po rozmraZeni —e— Ztrata BFU-E
100

80
60
40

BFU-E [1*10%/ml]

Q S 2
o Q{b <t g &\Q’

® Kraj

Graf 12: Prumerné hodnoty BFU-E v zavislosti na ngistarozeni matky

[0 CFU-GEMM prfed zamraZzenim Il CFU-GEMM po rozmraZeni
—— Zirata CFU-GEMM

CFU-GEMM [1*10*/ml]

Graf 13: Prumerné hodnoty CFU-GEMM v zavislosti na rdisarozeni matky

Zmeény v poctu CD34" bunék pied a po rozmrazeni

CD34 buiky jsou nejvice zastoupeny v PK u matek s rédidve Zlinském kraji (graf

14). Po kryokonzervaci jsou nejeyrejSi PK nejen ze Zlinského kraje, ale také

Stredateského, Libereckého a Zilinského. Naopak nejhos&ledky jsou patrné u kraje

Olomouckého, Pardubického, PreSovskeho a obzvlastvysainy. Celkové ztraty po

rozmrazeni byly 59%.
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CD34+ pfed zamrazenim Bl CD34+ po zamrazeni
—— Ztrta CD34+

CD34" [1*10°/ml]
N
o

Graf 14: Primeérné hodnoty CD3%v zavislosti na migtnarozeni matky

Jak se dalofedpokladat, misto narozeni matky nema vliv natuoiost Sépu. Zajimavosti

vSak Zistava fakt, Ze nejhorsi vysledky byly dosazeny wzRdaje Vysgina.

7.3.3 Analyza podle krevni skupiny matky

Zmény krevniho obrazu pied a po rozmrazeni

U leukocyti a erytrocyt nejsou vyznamné rozdily mezi jednotlivymi krevniskupinami,
at’ uz pred nebo po kryokonzervaci (grafy 15, 16, 17). U MjdQaznamenan nejvysSiged
burgk pred i po rozmrazenim u KS AB.

Po kryokonzervaci jsou nejisi ztraty opt u leukocyli — az 67%. V fipact erytrocyti
jsou ztraty 53% a MNC 39%.
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M Leukocyty pred zamrazenim B Leukocyty po rozmrazeni B Erytrocyty pred zamrazenim B Erytrocyty po rozmrazeni
O Ztrata leukocytu O ztrata erytrocyt
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Krevni skupina Krevni skupina

Graf 15, 16:Vlevo— Primerné hodnoty leukocytv zavislosti na krevni skugimatky;Vpravo— Primérné
hodnoty erytrocyt v zavislosti na krevni skugimatky

@ MNC pfed zamrazenim B MNC po rozmrazeni
0O Ztrata MNC

70 I
o0
50 | ] ]

40 §

0 |

MNC [1*107/ml]

104

0 A AB B

Krevni skupina

Graf 17: Priimérné hodnoty MNC v zavislosti na krevni skdpimatky

Zmeény poctu kolonii pied a po rozmrazeni

NejnizSi hodnoty progenitarCFU-GM najdeme u KS 0 a ta'qd i po kryokonzervaci
(graf 18). Po rozmrazeni je vSakébgaznamenan nast ©chto kolonii (ptimérné o 20%) u
vSech krevnich skupin.

U progenitoi BFU-E je ogt nejmér vytéZznou KS 0, ovSem pouzéqul kryokonzervaci
(graf 19). Po rozmrazeni naopak fpdato skupina, co do winosti BFU-E, k nejlepSim
spolu s KS AB.

Krevni skupina O je nejménvytéZnou i u progenitar CFU-GEMM. Po rozmraZeni je to
vSak KS AB, nebtv této dochazi az k 77% ztggraf 20).

Primérné ztraty u BFU-EIni 41% a CFU-GEMM 66%.
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B CFU-GM pied zamrazenim B CFU-GM po rozmrazeni 0 BFU-E pred zamrazenim B BFU-E po rozmrazeni

O Ztrata CFU-GM 0O ztrata BFU-E
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Krevni skupina Krevni skupina

Graf 18, 19: Vlevo- Primérné hodnoty CFU-GM v zavislosti na krevni skdpimatky;Vpravo— Primeérné
hodnoty BFU-E v zavislosti na krevni skupmatky

B CFU-GEMM pied zamrazenim B CFU-GEMM po rozmrazeni

O ztrata CFU-GEMM
50 I

CFU-GEMM [1*10%/ml]

0 A AB B
Krevni skupina

Graf 20: Primerné hodnoty CFU-GEMM v zavislosti na krevni skdpiratky

Zmény v poctu CD34" bunék pied a po rozmrazeni

Jednoznéné nejwtsi davka CD34 burek je u krevni skupiny AB, hodnoty jsou az o 1/3
vySSi ve srovnani s ostatnimi KS (graf 21). Po ma@zeni jsou ale u této KS zaznamenany

vysoké ztraty — az 2/3, i nadale vsdistava nejvyzrejsi krevni skupinou.

Nejmére vytéZznou je i vtomto fipack krevni skupina 0, ovSem pouzeieg
kryokonzervaci. Ztraty po rozmrazeni, které @rp¥ru cini 68%, vyrovnavaji nastenée

hodnoty CD34 bungk mezi krevnimi skupinami 0, A a B.
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CD34+ po zamrazeni B CD34+ po zamrazeni
DO ztrata CD34+
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CD34" [1*10%/ml]

0 A AB B

Krevni skupina

Graf 21: Prizmeérné hodnoty CD3%v zavislosti na krevni skugimatky

Celkow Ize oznéit za nejmén vytéznou krevni skupinu 0, naopak nejZmnejSi byla KS
AB.

7.3.4 Anylyza podle doby, ktera @hla mezi odérem a zpracovanim DPK

Pupenikova krev musi byt zpracovana do 48 hodin odgepdlEru, nebd@ po uplynuti
této doby dochéazi k odumirani kikna tedy snizeni jeji v§gnosti. Pokud dojde kipkraieni

daného limitu, je PK zlikvidovana.

Z vysledki je v3ak patrné, Ze u leukodytMNC, BFU-E a CD34 burgk dochazi po 48.
hodirg k vyraznému ndistu p@tu burek (graf 22), coz mize byt vyjimeny jev, jelikoZ v této
analyze pekratily uvedeny ¢asovy limit pouze dva vzorky. Abychom mohli vyvodit
jednozné&né zavry, bylo by nutné provest rozsahlejSi studii toh@ou s vetSim piiem

vzorku.
Zména krevniho obrazu pred a po rozmrazeni

S ukitosti Ize konstatovat, Ze népéi davka leukocyt, erytrocyfii MNC v PK je mezi 13.
— 24. hodinou po jejim odhu (grafy 22, 23, 24). Pargkraieni této pomysinéasoveé hranice
se mnoZstvi bufk v PK sniZuje. Kryokonzervaci utrpi néfgi ztraty leukocyty — 68%, u
erytrocyti je to 52% a u MNC 40%.
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Graf 22, 23: Vlevo- Primeérné hodnoty leukocytv zavislosti na rozdildasu mezi odérem a zpracovanim;
Vpravo— Primerné hodnoty erytrocyitv zavislosti na rozdildasu mezi odéyem a zpracovanim
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Graf 24: Priimerné hodnoty MNC v zavislosti na rozdélasu mezi odfrem a zpracovanim

Zmeéna pottu kolonii pied a po rozmrazeni

Progenitory CFU-GM a CFU-GEMM jsou v PKifomny v nej¢tSim mnozstvi mezi 13. —
24. hodinou po odivu. Poté dochazi k jejich poklesu. (grafy 25, 27).

Naopak u progenitorovych bék BFU-E je dosazeno maxima mezi 25. — 36. hodinou
(graf 26).

Po kryokonzervaci je u CFU-GM &ppatrny naiist v pa@tu kolonii po rozmrazeni — o
32%. Ztraty u BFU-Einily v praméru 46%, s tim, Ze k nejmensim ztratam (13%) dodbaze
v rozmezi mezi 13. — 24. hodinou, u CFU-GEMM 60%.
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CFU-GM pied zamrazenim BFU-E pfed zamraZzenim
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Graf 25, 26: Vlevo- Primérné hodnoty CFU-GM v zavislosti na rozdéfasu mezi odfsrem a zpracovanim;
Vpravo— Primérné hodnoty BFU-E v zavislosti na rozdélasu mezi odfrem a zpracovanim
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Graf 27: Priumerné hodnoty CFU-GEMM v zavislosti na rozdfsu mezi odéyem a zpracovanim

Zména pottu bunék CD34" pied a po rozmrazeni

Mnozstvi CD34 burgk je v PK nejvy3si mezi 13. — 24. hodinou po &db(graf 28). Poté
opet dochazi ke ztrdtdm bék Celkoveé ztraty, k nimz dochazéhem kryokonzervace, &y

vV priméru 65%.

67



CD34+ ptfed zamrazenim
—m— CD34+ po zamrazeni
—— Ztrata CD34+
80 1
=703
Eoeo?
o 50 &
= 40 3 =
G 30 ¢ T |
™ i T
a 20 T ./—I\_._/./
O 103
0= : 1 : 1 : 1 : 1 ‘
1-12 13-24  25-36  37-48  49-60
Doba [hod]

Graf 28: Prizmeérné hodnoty CD34v zavislosti na rozdildasu mezi odirem a zpracovanim

7.3.5 Analyza podle rozdilu mezi prvoratkami a matkami s 1 a viceétini

Zména krevniho obrazu pfed a po rozmrazeni

Pokud budeme srovnavat prvoréldi s matkami, které jiz maji di vice diti, zjistime, Ze

jsou paty leukocyti, erytrocyi a MNC v odebrané PK mezeéniito skupinami velmi

podobné (grafy 29, 30, 31).

Primérné ztraty u leukocyitbyly 67%, u erytrocyt 52% a MNC 39%.

Leukocyty pfed zamraZzenim
B Leukocyty po rozmrazeni
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Graf 29, 30: Vlevo- Porovnani pimérnych hodnot leukocytmezi prvorodikami a matkami sémi; Vpravo
— Porovnani pémernych hodnot erytrocyitmezi prvorodikami a matkami setimi
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B MMC pfed zamrazenim
B MMC po rozmrazeni
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Graf 31: Porovnani piimernych hodnot MNC mezi prvorattiami a matkami satimi

Zmeéna pottu kolonii pied a po rozmrazeni

Mnozstvi CFU-GM v PK po odiiu je srovnatelné mezi éima skupinami rodek a ot

je zde viditelny nérst paitu kolonii CFU-GM po rozmraZeni vzark- 0 22% v piméru (graf

32).

V piipact BFU-E a CFU-GEMM (grafy 33, 34) progenitojsou vysledky velmi podobné

v obou skupinachied i po rozmrazeni. V pméru bylo u BFU-E znieno kryokonzervaci

40% burk a u CFU-GEMM 63%.
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Graf 32, 33: Vlevo- Porovnani pimernych hodnot CFU-GM mezi prvorattiami a matkami sémi; Vpravo—

Porovnani pmérnych hodnot BFU-E mezi prvorattiami a matkami setimi
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CFU-GEMM pfed zamraZzenim
B CFU-GEMM po rozmraZeni
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Graf 34: Porovnani piimernych hodnot CFU-GEMM mezi prvoratiami a matkami sétmi

Zména pottu CD34" bunék pred a po rozmrazeni

V odebrané PK je pet CD34 bursk priblizné o 1/3 ¥tSi ve skupit prvorodiek nez u
matek s dtmi. Béhem kryokonzervace dochazi v této skdpkn vysokym ztratam (71%),
takze ve vysledku je mnozstvi CD3dunsk v obou skupinach stejné (graf 35). Celkové ztraty

jsou v tomto pipact 66%.

CD34+ pfed zamrazenim
B CD34+ po zamrazeni
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Graf 35: Porovnani pimeérnych hodnot CD34mezi prvorodikami a matkami sétimi

Pokud budeme srovnavat konkrétnétyadsti / porodi a mnozstvi CD34burek, dojdeme

k velmi podstatnému zji&hi.

Z nasledujiciho grafé. 36 je patrné, Ze existuje souvislost mezi davk@B4 bunsk
v PK a p&tem porod. Nejwtsi mnozstvi CD34bursk se nachazi v PK u prvoraek, aviak
se stoupajicim goem porod umerne klesa i pdet €chto burtk v odebrané PK. OvSem pro

potvrzeni této teorie by bylo nutné proveést dakfiesimenty.
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[0 CD34+ pfed zamrazenim
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Graf 36: Prizmérné hodnoty CD34burek v zavislosti na piu porod: u matky

7.3.6 Analyza podle pohlavi dite
Zména krevniho obrazu pfed a po rozmrazeni

Pohlavi di¢te na zakladl ziskanych dat neoviiwje mnoZstvi leukocyt erytrocyfi, ani
MNC a to gred i po kryokonzervaci (grafy 37, 38, 39). Hodnjsiyu vSak vZdy nepatérnvyssi
ve skupir divek.

U leukocyti dochazi k 67%, u erytroay62% a u MNC 40% ztréat

B Leukocyty pfed zamraZzenim @ Erytrocyty pfed zamrazenim
B Leukocyty po rozmrazeni W Erytrocyty po rozmrazeni
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Graf 37, 38: Vlevo- Porovnani pimeérnych hodnot leukocytv zavislosti na pohlavi dte; Vpravo—
Porovnani pmeérnych hodnot erytrocyitv zavislosti na pohlavi éte

71



B MNC pfed zamrazenim
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Graf 39: Porovnani piimernych hodnot MNC v zavislosti na pohlavictit

Zména poctu kolonii pied a po rozmrazeni

Vysledky ged i po rozmraZeni vzoikjsou u kolonii CFU-GM, BFU-E a CFU-GEMM
mezi okma skupinami (chlapci, divky) velmi podobné (grd€y 41, 42), az na vy3Si hodnoty
BFU-E (0 23%) ve skupihdivek po kryokonzervaci.

U progenitorovych butk CFU-GM nafista po kryokonzervaci et kolonii v ptiméru o
25% (graf 40). Naopak ztraty u BFU-E jsou 42% aRWESEMM 66%.
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Graf 40, 41: Vlevo- Porovnani péimernych hodnot CFU-GM v zavislosti na pohlaviétdt Vpravo—
Porovnani pfimernych hodnot BFU-E v zavislosti na pohlavictt
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B CFU-GEMM po rozmrazeni
0O Ztrata CFU-GEMM

N W A O
o O O O
N N

CFU-GEMM [1*10%/m]
'_\
(@]
T

o

Chlapec Divka

Pohlavi dit éte

Graf 42: Porovnani piimérnych hodnot CFU-GEMM v zavislosti na pohlaviéttit

Zména pottu CD34" bunék pred a po rozmrazeni

Pred kryokonzervaci jsou nepairvy3si hodnoty CD34burgk v PK u divek, ale po
rozmrazeni jsou vysledky mezi @bha skupinami naprosto shodné. V tomidpad byly

pramérné ztraty 64%.
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Graf 43 Porovnani ptimérnych hodnot CD34burek v zavislosti na pohlavi dte

7.3.7 Analyza podle krevni skupiny die
Zména krevniho obrazu pred a po rozmrazeni

NejvétSi paiet leukocyi pired zamrazenim je u KS AB (graf 44). Vzhledem k toamutato
KS byla zastoupena v celém souboru vagokuze tikrat, nelze povazovat tento vysledek za
jednoznény. Pro potvrzeni této hypotézy by bylo faita vyhodnotit $Si mnozZstvi PK s KS
ditétte AB. Po rozmrazeni dochazfilgizné ke stejnym ztratam (67% viméru) u vSech
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krevnich skupin, k nejvySSim u KS AB (72%). Ve wditu je tak pimérné mnozstvi
leukocyti po kryokonzervaci mezi jednotlivymi krevnimi skopimi téngt stejné.

N 1

U MNC jsou fred kryokonzervaci nejvysSi hodnoty a nasteidnejvysSi ztraty u KS AB.

Po rozmrazeni tak nejsou patrné zadétgiwrozdily mezi jednotlivymi skupinami.

Co se tye erytrocyt (graf 45), jejich nejgtSi mnozstvi je u KS A. 8vem kryokonzervace
zde dochazi také k ne&jgim ztratam, i festo vSak &stavaji hodnoty v této skugimejvyssi.
V dalSich 3 krevnich skupinach je mnoZzstvi eryttdgéyejich nasledna ztrata kryokonzervaci

podobna.

Primérné ztraty erytrocyi jsou 52%, MNC 40%.

Leukocyty pfed zamrazenim Erytrocyty pfed zamrazenim
M Leukocyty po rozmraZeni M Erytrocyty po rozmrazeni
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160 T 400 T
E 140 | T 350 7
S 1 51
o 120 + — 300 -
* T *
= T =4 1
E 100 + §: 250 +—
3 807 § 200 %
X + = 4
3 1 > T
s . j];[blL[[
40 + 100 +
0 A AB B 0 A AB B
Krevni skupina Krevni skupina

Graf 44, 45: Vlevo- Primeérné hodnoty leukocytv zavislosti na krevni skugiditete; Vpravo—Primerné
hodnoty erytrocyt v zavislosti na krevni skupginlitcte

MNC pied zamrazenim
B MNC po rozmrazeni
0O Ztrata MNC

Krevni skupina

Graf 46: Priimerné hodnoty MNC v zavislosti na krevni skyditéte
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Zmeéna pottu kolonii pied a po rozmrazeni

V piipact CFU-GM kolonii jsou vysledky té#i srovnatelné u vSech 4 krevnich skupin
ditéte a to ped i po rozmrazeni vzoik(graf 47). Po rozmrazeni navic doSlo kisén p@&tu
progenitofi CFU-GM pfimérné o 28%.

U BFU-E jsou pety kolonii u vSech KS fiblizné stejné (graf 48), kryokonzervaci vSak

VN s

dochazi k nejmensim ztratdm u KS A — 21%, kteralsstava nejvygnejsi.

Nejvice CFU-GEMM progenitorovych bgk v odebrané PK najdeme u KS A a AB (graf
49), po rozmrazeni jsou wahto skupinach také nejéi ztraty, obzvlagtu KS AB je to az

85%, ktera se tak dostava na pozici nejgngriczné skupiny.

K nejwetSim ztratdm — 67% — dochazelo viperu u progenitak CFU-GEMM, u BFU-E
to bylo 47%.
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Graf 47, 48: Vlevo- Primeérné hodnoty CFU-GM v zavislosti na krevni skddftéte; Vpravo— Primerné
hodnoty BFU-E v zavislosti na krevni skupdtitete
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Graf 49: Priimerné hodnoty CFU-GEMM v zavislosti na krevni skdmitete
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Zména pottu CD34" bunék pied a po rozmrazeni

Pokud ma d#& krevni skupinu AB je v PK vyraznvy38i mnozstvi CD34burgk v
porovnani s ostatnimi skupinami (graf 50) aitedp(o 39%) i po rozmrazeni, kdy je ¥Ehost
v této skupi® dvakrat vySSi nez u ostatnich skupin.cOpSak dochazi k poénné velkym

ztratam buk po kryokonzervaci (65%) a to ve vSech 4 skupinach

CD34+ pred zamraZzenim
B CD34+ po zamrazeni
0O Ztrata CD34+

0 A AB B
Krevni skupina

Graf 50: Prizmérné hodnoty CD34v zavislosti na krevni skuginlitste

Celkow Izefici, Ze nejvygzrejSi jsou krevni skupiny A a AB.
7.3.8 Analyza podle mista odbu PK

Tento paramater nem&imy vliv na kvalitu PK, vyjimkou je jen mozZnost mdbialni
kontaminace  odbéru. Muze vSak ovlivnit bu&nost PK nefimo a to diky mnoZstvi

odebraného objem@im vy3si objem PK se potiadebrat, tim se také zvysi jeji Bdnost.

Pokud tedy budou dodrzeny spravné postupyodbéru, nedojde ke kontaminaci PK,

ziskame tak co nejtSi objem PK a tim padem i vySSi ganost.
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8. Diskuze

Transplantace hematopoetickych kmenovych¢kye metodou pouzivanou kélég mnoha
zavaznych malignich a nemalignich poruch. V c¢asné dob je hlavni zdroj
hematopoetickych kmenovych bikn kostni den alogenniho fibuzenského nebo
negibuzenského darce, a nebo autologni hematopoekiokeénové biiky vyplavené do
periferni krve. Oba vySe zminé transplantaty maji prokazat&ldosazené usphy, avSak
hledani vhodného darce trva 3—4gite. Tato doba jéasto delSi nez doba, po kterou mohou
¢ekat pacienti s vysoce rizikovym onemecim [9]. Stejr tak neni moznédkdy pouZzit tyto
hlavni zdroje kmenovych bgk pro HLA — inkompatibilitu a mnoho pacieéntak zente (i
¢ekani na vhodného darce [51]. Pépi&ova krev je tak zajimavym alternativnim zdrojem

hematopoetickych kmenovych hikn

Ve srovnani s transplantaci kostriemt predstavuje transplantace PK vyhody jako jsou
okamzita dostupnost (fomérna doba k transplantaci 25-36 dni), Zadna rizikedarce, vyssi
frekvence vzacnych haplotpve srovnani s registry ddrdostni derg, nizsi vyskyt a
zavaznost GVHD, moznost vyuziti darce vykazujiaitedily v antigenech HLA sifjemcem
a velmi nizké riziko fenosu infeknich chorob, jako je virus Epstein-Barrové (EBV) a
cytomegalovirus (CMV), u &hoz byl prokdzan vliv na zpoZdi enfragmentu [52]. il@s tyto
vyhody velké zkuSenosti ziskané vipghu poslednich desetileti jasmkazaly i zasadni
omezeni v pouziti PK a to zejména maly objem ziékarne, nedostatay patet kmenovych
a progenitorovych butk v pupe&nikové krvi pro ¥tSi grijemce a tedy omezeni tohoto zdroje
kmenovych busk pouze na é&ské pacienty. Stefntak pacienti transplantovani PK mohou
byt vystaveni zvySenému rizikuigztasnych smrtelnych komplikaci &V nizSi rychlosti
piihojeni darcovské krvetvorby a op@ne obno¥ neutrofili. V neposlednfac nizsi riziko
GvHD by mohlo byt chidpano jako vysSi riziko recidiftj. absence efektu &i-versus-
leukémie), steji tak by mohlo dochazet k vysSimu rizikdeposu genetické poruchy z
davodu nemoznosti sledovaist a rozvoj kmenovych bghk darce. A&koli tato rizika nebyla

potvrzena, nemohou byt vyldena.

TakZe neni fekvapivé, Ze jsou testovanyzné metody zankené na zvySeni obsahu
kmenovych a jadernych bék v pupe&nikové krve s cilem zlepSit uchycenég@t a snizit

TRM. Jde zejména o dvojité transplantace PK u étgnfijemce, infuze butk PK gfimo do
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kosti aex-vivoexpanze se sgi cytokimi nebo mesenchymalnich kmenovych 8ufMSC),

to vSe by mohlo fispet ke zlepSeni vysledktransplantace PK [6].

Z PK a placenty byly izolovany i dalSi zajimavé eetatopoetické kmenoveé iiky, coz
vede pedsta¥, Ze pupénikova krev niZze byt pouzita pro buinou terapii. Tyto biky
mohou byt kultivovany a mohou diferencovat diznych tkani, wetne MSC, Kkosti,
chrupavek, jater, slinivkyii®ni, neurof, endotelidlnich butk, svafi, keratinocyl atd. Maji
vyhodu oproti jinym zdrdjm embryonalnich kmenovych btk jejich nabidka je neomezena,
mohou byt pouzity v autolognich nebo alogennialesiich, patbuji minimalni manipulaci a
nevyvolavaji etické problémy. Budouci studie budestovat potencial bék pupe&nikové
krve pro lI&€eni mnoha chorobdéetns diabetu, artritidy, popéalenin, neurologickych pcrua
infarktu myokardu. Ve fazi pokige jiz humanni terapie nahrazovaimmych tkani a organ
jako nap. nahrazeni srdaiho svalu, nervové tkéra chrupavky. Klinické studie probihaji u
diabetu 1. typu, mozkové obrny a perifernich cévrdnemocani. Zvlase slibné jsou prvni

vysledky u diabetu 1. typu. MoZnosti jsou nedozirné

Nicmére prispivek naivnich regulmich T burk v PK nelze ignorovat. Reguiai T
buinky z pupé€nikovych jednotek by mohly mit vice supresivni wakyi nez buiky
pochazejici z dospych zdroji. Vyuziti téchto burk, stejeé jako mezenchymalnich
kmenovych bugk nachazejicich se jak v puggkové krvi tak i v samotné pufra Sire,
muze @ispét k nizkému vyskytu GvHD jak je vid po transplantaci PK a maji potencial pro

alternativni I€ebné pouziti, jak je uvédo v pracich Tolara a dalSich.

V souSasnosti jsou standaédhodnocenymi faktory ovlsujicich kvalitu transplantatu,
uspdnost a rychlost engraftmentu mnozstvi CDBdrgk a CFU-GM ve 3tpu. Dale méa na
aspEsSnost transplantace vliv davka jadernychdbua paet rozditi v HLA (6/6, 5/6, 4/6) [8].

U rady pacient se vSak v engraftmentu uplafi rtaiznym mechanismem také hematopoetické
kmenové biiky a progenitorové hiky. Rychlost engraftmentu ie byt navic ovlivina

diagnozou, ¥kem gijemce, infekcemi, léky, GVHD a typem chemoterapie.

Bunécnd davka je vSak nejsjifim a limitujicicm faktorem ovliwjiciho vysledek
transplantace. Koreluje s uchycenirgpst, frekvenci vyskytu potransplattach komplikaci
a celko s pgezitim pacienta [6, 8]. Byva vyjéeha bd’ paitem vSech jadernych bék nebo
postem CD34 burgk ve 3tpu na kilogram dlesné hmotnostiiifjemce. Jako prahova byla
stanovena davka 1,7 x 210D34'/kg, pod niZ se pra¥godobnost fhojeni a peZiti vyrazm
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snizuje. Minimalni poet jadernych busk by msl byt 3 x 10/kg [1]. Paset burgk, které maji
byt obsazeny v infuzi, se dale zvySuje s rostoymdttem HLA rozdih.

Nicmérg na zéklad vysledku celérady studii CD32 buiky predstavuji nestejnorodou
skupinu tvéenou pedevsim linio¢ zadanymi progenitory a pouze velmi malym procentem
pluripotentnich hematopoetickych kmenovych &unStale vice praci poukazuje namé
subpopulace CD34burgk jako prediktory rychlosti engraftmentu. Jiné sopplace se
uplatiuji v kratkodobém a dlouhodobém engraftmentu. CD84bpopulace nezbytné pro

VT

obnovu krvetvorby [51].

Pluripotentni kmenové llky musi projit vice bustnymi cykly nez daji vzniknout zralym
hematopoetickym hikdm a nepodili se tak ve zim& mfe na rychlé obnavhematopoézy.

Naopak jsou nezbytné pro trvalou obnovu krvetvatgdy dlouhodoby engraftment [51].

V této praci bylo zpracovano celkem 50 vzorBarcovské pupmikové krve novou
metodou — uzaenym systémem, diky které dochazi k uplné eliminatkrobialni
kontaminace vzorku. Zpracovany byly pouze PK, kigpéovaly dw zakladni kritéria —
adekvatni objem a bgénost. Z kazdé jednotky PK byl vigehu zpracovani odebran navic
1ml krve pro dal$i analyzy, které s&hg neprovadi — kultivace PK a @i CD34 burgk
pied kryokonzervaci.

Nejprve bylo nutné stanovit nejvhagjéi kultivacni metodu PK ped kryokonzervaci, aby
nasledg mohlo dojit k optimalnimu srovnani ztrat, pomafistu burk c¢i kolonii, a

shodnoceni, zda tyto ztraty/dat ovliviwuji demografické faktory matky a die.

Testovany bylyii kultiva¢cni metody na 10 vzorcich DPK, u nichz se sledoadtpdnotily
3 zékladni parametry (viz 6.3). Jako nejlepSi layalena na zakladziskanych vysledk .
kultivacni metoda, ktera byla dale pouzivana u zbylych Zérkik DPK pro kultivaci ped
kryokonzervaci. Obdoba této metody je v labdigiouZivana pro kultivaci BM a PBSGqul

zamrazenim.

Hodnoty namitené u vzork po rozmrazeni byly #epcaitany na objem PK ied
zamrazenim (odebrany objem PK), aby mohlo dojito knejgesrgjSimu srovnani. Ve
skut&nosti je vSak objem PK po kryokonzervaci dvojnasolaiiky kryoprotektivnimu
roztoku, tudiz i davky jednotlivych bk jsou o polovinu vySSi.
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Srovnavany byly nasledujici demografické udaje o ntae a diti:
Vék matky

Ze ziskanych vysledkbylo velmi gekvapivé zjis&ni, Ze s pibyvajicim wkem rodéky
dochazi k trrnému navy3eni @tu viech bugk i kolonii v odebrané PK. Z hlediska CD34
burgk je celko¥ nejvy&zngjSi vék u matky v rozmezi 26 — 35 let, pdegroieni wkové
hranice 35 let byl zaznamenan postupny poklesstup®D34 burek v PK.

Kryokonzervaci ale dochazi k vyraznym ztratam CDBdrk (pramérné 68%), obzvlag
mezi 26. — 30. rokem matky. Dale byly zaznamenaysoké ztraty u leukocyt(67%). Ve
vysledku jsou tak piy leukocyti, MNC a erytrocyt mezi jednotlivymi ¥kovymi skupinami
matek v zamraZzenych ¢pech PK podobné. Vipact CFU-GM kolonii se zda byt
kryokonzervace velmi Setrna a dokonce ,p&dsia“, neb6 po rozmrazeni dochazelo k jejich
vyrazrejSimu nafistu. Naopak u progenitor CFU-GEMM  byly po kryokonzervaci

zaznamenany vyssi ztraty — az 2/3.
Rozdil ¢asu mezi odrem a zpracovanim PK

Je znamo, Ze na b&most PK ma vyrazny vliv icasova ztrata mezi odiem a

zpracovanim PK.

Dnes je obeahdodrZzovanymiasovym standardem pro zpracovani PK max. 48 hadlin o
jejiho odkEru. Ze ziskanych dat je evidentni, Ze tato dobauséimyt povazovana za hrani,
neba’ u leukocyli, MNC, CD34 burgk a progenitak BFU-E do3lo po 48. hodink zvyseni
jejich pattu, a steji tak u progenitar CFU-GM byly zachovany vysSi davky bikni po 48.
hodirg. Naopak, ke znmym ztrdtdm doSlo poiekraieni casového limitu u myeloidnich
progenitofi CFU-GEMM a u erytrocyiL

Jak jiz bylo uvedeno vySe, abychom mohli dojitdnjezng&nému zavru, zda je nebo neni
48. hodina limitni pro zpracovani z hlediskad&zytosti PK, bylo by pdeba provést na tuto

analyzu rozsahlejsi studii.

Na z&klad vysledki ale mizeme s jistotou konstatovat, Ze r$i burgénost (mnoZzstvi
leukocyti, erytrocyfi, MNC, CD34 burgk, CFU-GM a CFU-GEMM) je zachovana
v jednotkach PK, je-li krev zpracovana mezi 134altdinou od jejiho odiu. Poté dochazi
k postupnym ztatam ve vSech Banych liniich. Vyjimkou jsou kolonie BFU-E, u nichgou

nejvyssi hodnoty dosazeny mezi 25. — 36. hodinoadiiru PK.
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Opet i tady kryokonzervaci dochazi k velmi vysokymétém (s vyjimkou ndistu kolonii
po rozmrazeni u CFU-GM), ale &y burek i nadale potvrzuji jako nejlepSias pro
zpracovani PK interval 13 — 24 hodin od &db

Krevni skupina matky

Krevni skupina matky ma pouz@ste&ny vliv na burénost PK. Za nejménvytéZnou
krevni skupinu lze ozré# ,0“, kterd dosahovala té#h ve vSech bustnychtradach ped i po

rozmrazeni nejnizSich hodnot.

Ztraty po rozmrazeni byly i v této analyze vyso#iézvlaseé u progenitoit CFU-GEMM u
KS AB (az 77%). Vyjimku opt predstavuji kolonie CFU-GM se svym fatem po

kryokonzervaci.

Celkow Ize jako nejlepSi KS, co do ¢to jednotlivych busk, ozn&it skupinu AB, aZ na

vyraznou ztratu u jiz zmémych CFU-GEMM po rozmraZeni.
Krevni skupina ditéte

Prozatim nelze jednozé® uréit, zda ma nebo nema KS &#é vliv na kvalitu PK.
Z hlediska pétu leukocyfi, MNC, CFU-GM progenitar ¢ CD34" burmsk se jako
nejvyzrejsi KS jevi AB. V této studii vSak byly zpracovapguze 3 PK, kdy ditmélo KS
AB, takZe vysledek nelze povazovat zakazny. Navic po zamrazeni dochazi u této krevni
skupiny k pomdrné vyraznym ztratam vSech bty aZz na kolonie CFU-GM, u kterych &p
doSlo po rozmrazeni k nstu a to u vSech KS.

Naopak erytrocyty, BFU-E a CFU-GEMM kolonie bylyjviee zastoupeny u KS A.

Kryokonzervaci je vSak z&eno velké procento bgk u vSech KS a ve vysledku je tak
mnozstvi leukocyt, erytrocyfi, MNC a progenitar CFU-GM mezi jednotlivymi krevnimi
skupinami velmi podobné. Po rozmraZzeni najdeme émrmprogenitorovych butk CFU-
GEMM u krevni skupiny AB, nehbztraty vtomto pipact byly az 85%. Oproti tomu

k nejmenSim ztratam u progeniidBFU-E doSlo u KS A (pouze %4).
Nejvice CD34 burgk po kryokonzervaci najdeme & KS AB.

Zda se tedy, Ze krevni skupinaétbtnema vliv na busgnost Stepu PK. Abychom vsak
mohli definitivné vyloucit jeji vliv na vytznost, bylo by nutné provést dalSi experiment

s WtSim p@&tem krevnich skupin A a AB wt.
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Prvorodi¢ky a matky s 1 a vice &tmi

Témei zanedbatelné jsou rozdily v davkach jadernych ¢burerytrocyti, MNC a
hematopoetickych progenitomezi skupinami prvorodek a matkami s alespal digtem

pied i po rozmrazeni.

Zatimco CD34 buiiky jsou v PK po odéru vyrazré vy3si u prvorodiek a to az o 27%,
kryokonzervaci dochazi k tak drastickym ztratamyéevysledku jsou davky CD34bursk

v zamrazenych &ech mezi okma skupinami rodek naprosto shodné.

Z vySe uvedeného by se dalo vyvodit, Zégiprodlanych porod neovliviiuje burgénost
Stpu. Na zaklad ziskanych hodnot vSak bylo zjgb, Ze se zvySujicim se fiem porod,
klesa v odebrané PK mnozstvi CD3unsk. Pro prokazani jasné souvislosti mezitem
porodi a obsahem CD34burgk v PK je v3ak nutné provést daldi experimenty&tSim

pocétem vzork.
Misto odbéru a pohlavi ditéte
Tyto dva parametry nemaji vliv nadig burgk v pup&nikové krvi.
Vliv kryokonzervace na bunéénost PK

Ze ziskanych dat je evidentni, Ze kryokonzervacevét&nou velmi negativni dopad na

pocty burgk v PK, kterétasto drasticky snizuje.

NejvetSi ztraty utrpi vzdy leukocyty — 67-68%. Ztratyetytrocyti Cinily 52-53% a u
MNC 39-43%. Kryokonzervaci sechtaké velké procento CD3bunsk — 64—-68%.

Z fad progenitar jsou kryokonzervaci nejvice postizeny CFU-GEMMdwoe, kdy ztrata
nikdy neklesla pod 60%. Naopak odgii se jevi BFU-E kolonie, u nichZz dochazelo

v priméru k 45% ztratam.

Naproti tomu velmi pekvapivé byly vysledky u progeniiolCFU-GM. Po kryokonzervaci
a nasledném rozmrazeni totiz dochazelo k navySeétu kolonii ve vSech srovnavacich
analyzach a to od 22 az do 32%. Coz lze wywy bud’ (1) velmi Setrnou metodou
kryokonzervace, ale vzhledem k citelnym ztratanstamich bu&inychiadach nizeme tuto

teorii vylowit, nebo (2) velmi velkou odolnostichto burk.

Mnohem pravdpodobrjSi se vSak jevi skutaost, Ze nebyly pouzity k sdkadekvatni

metody kultivace fed a po rozmrazeni PK.
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Jak kvalitni jsou PK zpracované v této studii?

Pokud se budemgdit v sowasnosti doporéenou minimalni davkou 3 x iQadernych
burgk/kg pfijemce, zjistime, Zze pupeikové krve zpracované v této studii by ripack

potreby mohly byt pouzity do nasledujicich hmotnogijemce:

Vzorek kg Vzorek kg Vzorek kg Vzorek kg Vzorek kg
40 67 4 38 25 32 2 25 46 20
14 61 1 36 13 31 16 25 8 20
20 48 12 36 48 31 5 24 33 20
21 46 26 35 35 30 30 23 3 20
51 44 24 35 10 30 6 23 28 19
34 43 42 34 50 29 29 22 31 19
11 42 38 34 17 27 23 22 37 17
45 41 44 33 19 26 7 22 36 16
49 39 41 33 18 25 27 21 43 15
47 38 15 33 39 25 32 21 9 14

Tabulka 1: Vypa‘et hmotnosti fijemce, do které by mohla byt zamrazena PK polditansplantaci

Z vysledku je patrné, Ze pro deé#gho 75kg pacienta by #dhto 50 zpracovanych DPK
nebyla vhodna Zadna pugmekova krev. Coz bohuzel potvrzuje fakt, Ze viéEmnosti je
transplantace PK stale vhodnou alternativou jenddto OvSem pouze zaiedpokladu, Ze
pomineme moznost kvantifikace hkiknv PK, nap. dvojitou transplantaci (viz 3.7.2.2imz
bychom zvysili pdet burgk v transplantatu a doséhli prahové hodnotyébné davky pro
transplantaci. Darcovské pujm&kové krve by tak byly vhodné i pro transplantdas@Elého
pacienta.

Béhem své prace jsem dosla k nasledujicim zé&nam:

» Z hodnocenych demografickych fakioryrazré ovliviiuje burécnost odebrané PKek
matky a doba, kterd uplyne mezi ¢ddm a zpracovanim.
Abychom ziskali co nejvysSi mnozstvi Blurv PK, zvlast jadernych bugk, CFU-GM
progenitofi a CD34 burek, jejichz davky jsou rozhodujici pro engraftmetipd PK,
méla by byt pupénikova krev zpracovdna mezi 13. a 24. hodinou pbérod V
kombinaci s Set®)Si kryokonzervani metodou bychom tak mohli mnohonas®bn
zvysSit vygznost PK po rozmrazeni.
Navic 48. hodina by nemusela byt povaZzovana zlipro zpracovani PK.

viv s

= Casteny vliv Ize pipsat KS matky a piiu divéjSich porod.
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Nejmeér vytézna je KS 0, naopak KS AB by mohla byt co do ceétay pétu burek
nejlepsi KS, pokud by u ni nedochazelo kryokonzgnkavysokym ztratam. Ret
porodi ovliviiuj¢ pouze davku CD34burek v PK —¢&im vice gedchozich porad tim
niz3i je davka CD34burek.

Pro jednoznény zavr, zda KS ditte ovliviiuje vytznost PK, by bylo pdeba provést
rozsahlejsi experiment s krevnimi skupinami A a AR.zaklad vysledki experimentu

v této studii Ize konstsatovat, Ze krevni skupift&tel neoviiauje paty jednotlivych
burgk v PK.

Jak se daloiedpokladat Zadny vliv na b&mnost PK nema misto narozeni matky, ani
pohlavi ditte.

Nejvétsi vliv ma vSak jednozitaé metoda, ktera je pouzita pro zamrazeni PK. Pokud
pomineme pozitivni vysledky u kolonii CFU-GM, may&konzervace bohuzel velmi
devastujici vliv na buitnost PK. V budoucnu bychom selhzan¥iit nejen na hledani
co nejvhodgjSich metod pro kvantifikaci bék v PK, ale také na nalezeni mnohem
SetrrgjSi metody zamrazovani pufdgkové krve, kterd by nam tak umoznila dostat
z tohoto cenného zdroje hematopoetickych kmenowyrtk maximum. Diky tomu by
se zvysila nejen usgpnost a rychlost enfragment@g PK, ale znén¢ by se rozgila
oblast gijemai, u nichz by transplantace PK mohla byt pouZita |gtbu celérady

vaznych chorob, jak zhoubného, tak nezhoubnéha typu
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9. Zaver

Volba zdroje hematopoetickych kmenovych &unpro transplantaci zavisi na
individualnich patebach pacienta, charakteru nemodiet® naléhavosti transplantace, a
velikosti pacienta. Obeénplati, Ze 8/8 HLA kompatibilni kostniieh zistane ‘zlatym
standardem' jako donor hematopoetickych kmenovycimnéky ale pouziti PK, jako
alternativniho zdroje transplantace krvetvornychekowvych bugk, by mélo byt povazovano
za fimérenou moznost uéth, ktegi nemaji k dispozici takto vhodného darce, a prouty
kterych hraje velkou roli rychlost transplantacécriNere je jasné, Ze po transplantaci PK, se
TRM zvysSuje s kazdym stupm HLA neshody, takze uétSich rozdih v HLA systému jsou
potrebné vyssi buigné davky. Kromd toho PBSC nebo BM jsou prozatim reatig§Sim
zdrojem hematopoetickych kmenovych Bkiru dosglych vzhledem k omezeni bé&meé
davky u PK. Proto by se vyzkum v budoucnél maneiit nejen na kvantifikaci buik v PK,
ale také na hledani co nejSejai metody kryokonzervace, aby bylo mozné uchovBKvco

nejvyssi poet burgk.

Cilem této prace bylo zpracovat dostate mnozstvi vzorik novou metodou v uzéném

systému, vetné nasledné kultivace hematopoetickych &un

Dale neieni exprese znakCD34 na Zivych leukocytech pomoci flow cytometaieto
nejen ve vzorcich po rozmrazeni, coz je w¢asué dob jiz zahrnuto v rutinnim vySggni

darcovské pupmikové krve, ale navtaké gred kryokonzervaci PK.

V neposledniract bylo u nandtenych hodnot sledovano, do jaké miry jsou avdiwany
jednotlivymi demografickymi Udaji o matce a @it Srovnavany byly vSechny dostupné
informace uvedené v fwodni dokumentaci o odlbu DPK a na zakladziskanych dat bylo
zZjisténo, Ze bui¢nost PK ovliviuje wk matky, ale také doba, ktera uplyne mezi@dn a
zpracovanim pupaikové krve. DalSim podstatnym parametrem andjiciho vygznost PK

je jednoznan¢ kryokonzervace.

Celkové vysledky nejen z této studie poskytuji gasmiivodreni pro dalSi zakladani a
rozvoj bank PK po celém &t. Banky by se rly zangfit na skr vétSich jednotek s&sSim
postem CD34 burek, ale také na sbirani PK jednotek z etnickychsawich mensin, aby se
zvysila frekvence vzacnych haplofypKrome toho tyto vysledky naziaji, Zze by ndla byt
do rutinniho vySeéeni PK zahrnuta také kultivace hematopoetickych ébuRK pred
kryokonzervaci. Tim by bylo mozné zjistit celkovdwalitu odebrané PK, ale také

jednoznéné urcit vSechny faktory, které ovliwji jeji buré¢nost.
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Pred @ijetim kon€&nych zavru je tak poteba proveést vice srovnavacich studii, ale jiz dnes
muzeme konstatovat, Ze jakakoliv odebrana a zpracopapenikova krev je velmi cenna,
at’ uz pro jeji mozné budouci pouziti u nemocného rabbowdecké dely a vyzkum, ktery

by nas posunul zase o krok dal v této dosud neprel@adané oblasti.
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11. P#iloha 1 - Kontraindikace

POCHAZEJICI Z MATCINY

STRANY
RARDIOLOGHE
s Zanéty arterii
#  Endokarditida
»  Perikarditida ruberkulosni
#  Perikarditida jiného plvodu-ne starsi

ek | rok
Dipakované zindty il

CHIRURGIE

Chirurgie nadort

Portalni hvpertense a nasledky
Grastrektomie
Pankreateklomie

Malformace cév
Hypolyzektomie

Odstrangni nadledvinek

PERMATOLINGE-ALERGOLOGIE

& & & @

® & & ® 8 ¥ 8 5 ®

Behcet
ermatitida herpetiformni
Drermatmmiyositida
Dermatosa bulosni
Epiteliom basoceluldrni-me stardi ned
| rok
Epiteliom spinocelulirni-ne stardi 5
let
Eryvtém polymorfii polékowvy
Ervtém nodasni
Hematodermie:;

o Myvcosis fungoides

= Retikulosa koini

e Leukdsa ko2ni

& Sezrvho syndrom
Hirtusismus major
Ichtyosa (jiné neZ vulgaris/
Kaposiho sa
Melanom progredujici
Psoridsa generalizovana
Reklinhausenova ch.major
Toxidernie-Ervirodermie
Avrteridlni vied-gangréna
Urticaria pigmentosa

ENDOKRINOLOGIE

Diabetes 1D a NID

Insuficience adenohypofysy
Adenom hvpobvsiami nevylédeny
Dinbetes insipidus
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Adenom Stimé 2lazy Spamé
kompensovany

Basedova ch.

Hashimotova tvreoiditida
Tyreoitida subakutni nevylédend
Hyperparatyreosazkaloémic
nekompensovana

Insuficience nadledvin
Kongenitdlnl hyperplasie nadledvin
Wirilismus nadledvinového plivodu
Cushing syndrom
Hyperaldosteronismus
Feochromocytom

Hyperlipidémie esentidlng

FASTRO-ENTEROLOGIE
AHEPATOLOGIE

-

Gastrektomie

Rakovina #ludku

Viedova choroba gastroduodena
vylétend 1 rok zpet
Ischemicka kolitida

Cronova choroba

Krvaceni do GIT
Hemoragick: proktokoliticda
Taterni cirhosa
Hemochromatosa idiopaticka
homozygotni  nebao 11
Hepatitida alkoholickda

Hepatitida virova B,C,DD

Hepatitida chronicks

Jaterni cysta

Pankreatitida akuini alkoholicka
Pankreatitido akutni bilidirmi, virova
nebo polékova — ne starsi ne? 2 roky
Pankreatitida chronickd

Peritonitida tuberkuldsnf - ne stargi
nek 3 let

Madorovi onemocnéni

G YNEKOLOGIE-PORODNICTVI

Maligni onemocnéni prsu

Lé&eni gonadotropnimi hormony
plivodu hypofysamiho?
Tuberkulosa genitalu — ne starii ne?
5 let



HEMATOLOGIE

Dédiény deficit

s Endrocyil
Minkowski-ChaufTard
Enzymaticke deticity:

s Desticek

#  Leukocytl

®*  Koagulace
Trmbocytopatie a trombocylopenie
dediéné
Srpkovita anemic
Talasemie major
Srpkovild anemie homozygotni
Leukémie
Lymtom
Polvelobulic
Porfvrie akutmni
Meutropenie chromicka
Splenckiomie
Keoagulopatie
Purpura rombocyvtopenicka
idiopatickd
Kryoglobulinémie
Transfuse — ne stardi ne? | rok

INFEKCNI ONEMOCNENT

Borelioza i vv|ééena

Babesidea

Brucelosa ne stardi 2 let

Huoretka Q serologicky positivii
Hepatitida B.C.D

Biisni tyfus

Creutztelt.Jacob onem. A prenosné
spongioformni encefalopatie

Lepra fonemocnéni Hansen/
Fdravy nosic HBsAgz

Watekling

Infekee HIV a retroviry

Riketsiosa s pozitivni serologi
Syphyllis vyléfend a treponematozy
Tuberkulosa plic - ne stari 5 let

PARAZITARNI ONEMOCNENT

Echinokokova cysta — ne siardi | rok

Echinokokosa alveolami — ne starsi
I rok

Letsmaniosa visceralni

Mycosy exotické: histoplasina,
Kokeidiodomycosa

Hiistice: ankylostomdza, trichindza
5 poeitival serologii nebo
hypereosinodilii

Malarie
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Pobyt v eblasti s endemickou malarii:
od 4 més. do 3 let

Pneumocystosa

Schisostomidza - ne stardl 1 rok
Trvpanosomdeza africkd: spavd nemoc
Trypunosominsa americka: Chagasova
METTHOE

Toxoplasmosa — ne starsi | rok

Mor

Filariosa vylédend - ne stardi 6 més,

NEMOCLZ POVOLANS

Intoxikace a alergie
Fysikalni ptitiny: jonfzujicl zafzend
Mystagmus

NEFROLOGIE-UROLOGIE

Chromicka renalni insuficience
Chronicka twbulo-intersticidlnl
nefritida

Chronicki pyelonefritida
Tuberkulosa ledvin — ne stardi 5 let

NEUROLOGIE

Uraz lebky s nasledky nebo

v kontinualnim lééeni

Epilepsie

Syndrom Guillain-Baré

hvastenia

Myvopatie dédicnd nebo ziskanad
Creutefelt-Jacobova nemoc,
encefalopatie spongioformnl plenosna
Friedrichova nemoc

Parkinsonova nemoc

Tropicka spasticki parsparesa
Polyradikuloneuritida

Roztrousend skleros

Amyotroficka lateraind sklerozn
Chitaint onemocnéni neuro-
degenerativai

Leukoencefalopatie multitokalni
progresivl

Panencefalitida sklerozujici subakuini

ORL-PNEUMOLOGIE

TEzka chronickd bronchitida
[Dilatace bronchi

Hemoptvsa

Lohectomic

Tuberkulosni pleuritida — ne stardi 5
lest

Preumoekiomie

Sarkoidosa

Tuberkulosa plic — ne starsi 5 let



»  Bronchopulmorlng fimor

REVMATOLOGIE

= Kolagenosy

# Diseminovany lupus erytematodes

¢  Onemocnéni Fiessinger-Leroy-
Reiterova choroba

= Revmatoidni juvenilni polyartritida
vylétena - ne stari | rok

s Revinatoidni polyvartritida progresivni
Progresivni autoagresivol revmatoidni
artritida

»  Psoriaticka polyartritida
Ankylosujici spondy lamritida
Goujerot-Sjorgen sy

SYSTEMOVA ONEMOCNENT
# Behcetova choroba

o Amyloiddza
*  Hortonova choroba — arteriitis
lempaoralis
ONTATNG

# Toxikomanic

POCHAZEJICI Z OTCOVY
STRANY

HEMATOLOGICKA ONEMOCNENT
Talasemie major

Srpkovita anemie

Leukemic

Lymifom

Dedicny deficit:

s Ervirocyii
Minkowski-Chaulfard
Enzymaticky deficit

& Destitek

o Leukooyil

s Koagulace
s Didigné rombocyiopatie a

trombocytopenic

DSTATN

s Toxikomanie
& |nfekee HIY
&  Rakovina

PATOLOGIE TEHOTENSTVI

KARDICLENGTE
s Perikarditida virova — ne starki 6
mésicd

DERMATOLOMGIE

s Dermatofviy u kterych byla sastavena
légba pied | mésicem

¢ Ervsipel zastovena lécha pred |
mEsICem

s Erviém palymorfind infekéni — ne stars
2 més,

= Lichen planus nebo atroficka sklerosa
— e stars & nds,
Melanom in situ-ne starsl 1 rok
Tetwwviz - ne stardi 6 mésicl
Vitiligo

ENDOKRINOLOGIE

GASTRO-ENTEROLOGIE A
HEPATOLNGIE
& Akumi lese Faludedni: zhojend bEhem
poslednich 6 més
Divertikulitida-6 més
Gastro-enteritida febrilni -2 més
e Hepatitidy polékovd- I mes
»  VYirova hepatitida E-3 mes

-
.

/ E-PORODNICTET
o Mykosa genitilni-1 tyden
#  Pozitivnl SAG v pochvE

o ATB CLONA ( napf. pfi odtoku PV)

HEMATOLOGIE

= Agranulocyiosa polékovi-lécena
béhem poslednich & mes

e Splenekiomie potraumatickd-b&hem
poslednich 6 més

*  Antikoagulagni lééba ukonéena do
I més.

#  Positiva aloprotilatek!

INFEKCNI ONEMOCNENS

# Rubeola
Variceila

Pasovy opar
CMV

Hempis

Listeriosa
Priuinice
Hepatitidy virowé

@ & @& ® & @ @

Doba od probéhlého onemocnéni:
o Arbovirosa 3 més
e Cholera 3 més
o Hemoragicka africka horecka 3 meés
o Aktinomykosa 2 més
= Lymskd borefiosa 6 més
e Bowlismus 3 més
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Enterovirosa 3 mes

Slintavka a kulhavka | més
Horetka tyfoidni 3 més
Gonokokovd infekoe 6 més
Chiipka 2 tvdny

Infekee anaeroby & tydnd
Infekce zpisobend G nep bakteriemi
6 tydni

Legionifskd nemoc 3 més
Leptospirosa 3 més

Antrax 6 oodni

Meningokokové infekee 6 tvdni
EBY 6 mésici

Voerhfivka a melioidosa 2 més
Myxovirosa 6 Dvdni
Parvovirosa 6 mes
Pasteureldza 6 tvdni
Prneumokokciosa 2 tydny
Cervenka 2 tydny

Salmoneldsa ne tvfoidni 2 més
Stafvlokokosa cutaneo-mukosii
2 tydny

e Seplikédmie 3 més

o Sreptokokoza 2 ovdny
Yersinioza 6 més

& B & & 8 &

PARASITARNI ONEMOCNENT

VE

» Toxoplasmosa serokonverse

o Araka malarie

s Cgsty do endemickich oblasti 5 més
s Amebdza sthevii

s Ameboza viscerdni ne starsi 6 més
«  Filaridsa ne stardi 6 mes

s« Leismaniosa kodni nebo kodné-
miukdsni

Myvkosa visceralni ne starsi 6 mis
Arnkvlostomiasa — hlistice stfevni
MéEfavka

Trematedozy jater a plic: momlice

'R TE
Albuminurie
Glomerulonefvitida akumi
Motovi infekce
Rendilni insuficience akuini
Zachwvat rendin{ koliky ne starsi
2 vdnii
Mefritida tubulomtersticialni akutni
Pvelonefrinda akummi

f T
s Deprese v |&deni

+  Pneumopatie difusnl neinfekenl
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Angina 2 tedny

Otitida 2 tvdny

Sinusitida 2 tydny

Plicnl abscea 6 més

Preumotorax 6 més

Pledritida virova nebo bakterialni
2 tedny

=  Ppeumopatie akutnd 2 tydny

REVMATOLOGIE

VAKCINACE

Srovnej KI darcovsyi krve-délka bloku
podle drubu vakeiny:

Zivé vakeiny- 4 tvdny (TBC, zardénky,
spalniéky, p.o.polio), mrvé vakeiny-48
hod (tetanus, difterie, chiipka,
meningokok, cholera, polio parenter.)
hepatitis A,B -48 hod

rabies-4% hod {pokud doSlo k pokousani
Zvifetem-1 rok) séra virectho pivodu 3
mésice, pasivnl imunizace lidskymi
imunoglobuliny 3 mésice

anti HBY po expozici | rok

OSTATNG

Etylismus

= Anomalie zjiStEne pri sonogralii
= Mnohloéetné iéhotensivi

s Karyorvp anomalni

NOVOROZENEC

Prematurita

Tisen plodu chronickd

Tisen plodu akutni

Infekce marerno-feding
Malformace, kieré mohou byt
sdriend s anoméliemi
hematologickyimi

i}iT]"luﬁ SOUROZENCI V DOBE
ODBERU A PO NEM

HEMATOLOGICKA ONEMDUNENT
Maligmity

LA lymfoblastickd

LA myeloblasticks

L myeloidni chronicka

Sd myelodvsplasie

Hemoglobinurne paroxysmilnd nocni
Histincytdsa

" 8 ¥ 8 & &

Insuficience diené, cytopenie, dédiéné ch.

s Aplasic dfené



POCHAZEJICI Z MATCINY

STRANY
KARDIOLOGIE
e Fanély arterii
= Endokarditida
#  Perikarditida muberkulosni
#  Perikarditida jiného plvodu-ne stars]

ne | rok
Opakované zangty Zil

CHIRURGIE

Chirurgie nadori

Portilni hypertense a nasledky
Crastreklomie
Pankrestekomieg

Malformace cév
Hypolyvzekiomie

Odstrandni nadledvinek

DERMATOLOGIE-ALERGOLOGIE

w B ® W ® ® ® ® W

Beheet
Dermatitida herpetiformni
Dermatomyositida
Dermatosa bulosni
Epiteliom basocelulirni-—ne starsi ned
| rok
Epiteliom spinoceluldrni-—ne starsi 5
let
Erviém polymorfnd polékowvy
Ervtém nodasni
Hematodermie;

s Mycosis fungoides

= Retikulosa kodni

*  Leukdsa Ko2ni

#  Sezarvho syndrom
Hirtusismus major
Ichiyosa (jiné nez vulgaris’
Kaposiho sa
Melanom progredujici
Psorisa geperalizovani
Reklinbausenova ch.major
Toxidernie-Ervirodermie
Arteridlni vied-gangréna
Urticaria pigmentosa

INDOKRINOLOGIE

Diabetes 10a NID

Insuficience adenohypofysy
Adenom hypofysami nevylédeny
Driaheres insipidus
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Adenom Stitme Elazy Spame
kompensovany

Basedova ch.

Hashimotova tyreciditida
Tyreaitida subakutni nevylédend
Hyperparatyreosa:kalcémie
nekompensovani

Insuficience nadledvin
Kongenitalni hyperplasie nadledvin
Virilismus nadledvinoyého plivodu
Cushing syndrom
Hyperaldosteronismus
Feochromocoybom

Hyperlipidémic csentidlni

GASTRO-ENTEROLOGIE
A HEPATOLOGIE

&« & & & § @ ¥ & & & @ @

Gastrektomie

Rakovina Faludku

WViedova choroba gastroduodena -
vylétend 1 rok zpét

[schemicka kolitida

Cronova choroba

krvaceni do GIT

Hemoragickd prokiokalitida
Jatern| cirhosa

Hemochromatosa idiopaticka
homozyzomi  nebao 11

Hepatitida alkoholicka

Hepatitida virova B,C,D
Hepatitida chronicka

Jatermni cysta

Pankreatitida akutni alkoholicka
Pankreatitida akutni bilidrmi, virovd
nebo poldkova — ne stardi nek 2 roky
Pankreatitida chronicka
Peritonitida mwberkuldsni — ne stars]
neZ 5 let

Madorovd onemocnéni

GYNEKOLOGIE-PORODNICTVI

Maligni onemocnéni prsu

Lééeni gonadotropnimi hormony
plivadu hypofysamiho?
Tuberkulosa genitalu — ne stardi nez
5 let



12. Priloha 2 — Fotky

Obrazek 9:Sterilni sv&ecka TCD B40 Haemonetics

a svavaci noze

Obrazek 10:Jednocestny 10 ml Set I. Obréazek 11:Dvoucestny 50 ml Set Ill.
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Obrazek 12:Sterilni spojeni zamrazovaciho Obrazek 13:Sterilni spojeni odsového vaku

vaku A a Setu I. DPK se zamrazovacim vakem A
Hadéky pro Sp’Ojt_énl' Bakteriologicky DMSO
se zmrazovacimi vaky " rezistentni filtr
(CF100-C3)

' Hadicka pro napojeni
vaku s albuminem

Stiikacka 50 ml pro
aspiraci albuminu
a kryoprotektiva

VVak pro gipravu
kryoprotektivniho
roztoku

Obrazek 14Cryo prep set

98



Obrazek 16:Priprava kryoprotektivniho roztokiA) Spojeni Cryo prep setu a transfer vaku s
5% lidskym albumine(B) Pridavani DMSO k 5% lidskému albuminu do vaku
Cryo prep setu
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Obrazek 17Prepoustni kryoprotektivniho roztoku do zamraZovacichivak

7

brézek 18 Komora zamrazovacihatistroje Ice Cube se&¢mi zamrazovacimi
vaky DPK v kovovych deskach
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Obrazek 19 Zamrazovaci vak B se zamrazenou DPK

Obrazek 20Kontejnery 4. N“ na kryobance
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13. Priloha 3 — Vypdet vzoreku pro kultivaci ped
zamrazenim

Zdiivodnéni vypoétu:

Kﬂlmlﬂunﬂwﬁ, tedy c=%

V nadem pfipadé necht’ je:
Cx ... pivodni koncentrace bunék ve vzorku
n ... potet bunék v daném objemu vzorku
V ... dany objem vzorku

C; ... je koncentrace bunk po 21x natedéni vzorku, plati tedy, Ze Cx=C;x21

i - i h v nhjr:mu Vr.
Ze suspenze 21x nafedéné odebirdme objem V), mbn}i podet h}m‘&k phqmr:?c .
Tento polet bunfk se dile zvySenim objemu neméni a vidy jedna pétina tohoto pottu je
kultivovéana na jedné kultivatni misce, Jinymi slovy, na 1 ml MethoCultu a tedy na jednu
kultivaéni misku pfipada jedna pétina objemu V). Poet bunck na jedné misce tedy odpovida poétu
bunék v jedné pétiné objemu V.

Koncentrace kolonii v misce | je tedy Ci =-g—%=%~5, kde Ny je potet kolonii v misce fimskd I.
5
ProtoZe odefitime polet kolonii na dvou miskich, je  vzorec nisledujici:
M R Nn
G5
5

A protoZe je zkoumany vzorek pred kuitivaci 21x nafedén, konetnd koncentrace kolonii v 1 mi
Ni+Nn Ni+Nu
zkoumaného vaorku je: Cx =2,5— huedfdandl] ¥

Vi (e Vi

PS. .
Objem V, je nutné zadat v ml, pokud jej zaddme v ul, vysledek musime vyndsobit tisicem.
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14. Pi#iloha 4 — Zdrojova data

Pfed zamraZenim

Po zamraZeni

Ztrata bunék po

Vzorek | Obem o miska 1 miska 2 Soucetobou misek +DMso)g . miska 1 miska 2 Soucet obou misek rozmrazeni
PKk+cpPDA)| vitalita - - vzorky, v | vitalita - -

vml B C S B C S CFU-GM| BFU-E MIX ml B C S B C S CFU-GM| BFU-E MIX [CFU-GM|] BFU-E MIX
1 129 98 23 26 40 24 19 47 30,32 29,03 ] 56,12 | 258 80 55 26 42 22 10 45 99,33 146,441112,2] -19,415,805 0
2 74 97 24 26 37 22 37 29 17,02] 23,31 ] 24,42 148 86 32 12 70 39 13 36 52,541 18,5 178,44)]-925[1406]-14.8
3 68 97 21 48 32 27 21 23 16,32 23,46 | 18,70 136 86 28 5 63 30 4 39 39,441 6,12 169.36] -3.4 | 20,4 -16
4 98 97 44 42 20 33 27 24 37,73] 33,81 | 21,56 196 87 33 56 10 28 30 4 59,78 |184,28]13,72] 7,84 | -8,33] 147
5 54 97 31 29 67 37 38 49 18361 18,09 | 31,32 108 82 35 102 8 37 95 1 3888 ]106,4] 486 ] -1.08]-35.1]28.89
6 83 96 53 69 23 46 61 25 41,09) 53,95 ] 19,92 166 85 40 90 12 28 57 4 56,44 ] 122 11328]12.87|-7,06]113,28
7 62 97 29 12 8 11 24 23 12.40] 11.16 9.61 124 80 10 11 15 14 10 10 1488 113.02| 155 ) 496 | 4,65 ] 1.86
8 111 96 25 63 10 31 41 6 31.08) 57,72 8.88 222 78 33 18 4 29 36 2 68,82 ]159.94] 6,66 | -3.33]27,75]) 5,55
9 77 97 24 33 12 18 18 12 16,17 19,64 ] 9,24 154 82 20 8 15 10 7 17 23,1 ]11,55]|24,64] 4,62 |13,86]-3,08
10 88 98 16 34 20 25 24 21 18,04 25,52 | 18,04 176 85 17 46 18 24 21 7 36,08 |58.96 22 0 -3,96 ] 7,04
11 117 98 30 30 37 23 33 36 31,01} 36,86 | 42,71 ] 234 75 10 35 2 22 35 3 37,44181,9]15,85]112,29| -41 139,78
12 78 96 24 24 39 25 25 34 19,111} 19,11 | 28.47 156 83 23 83 0 15 56 3 29,641108.4]1 2,34 ] 429 |-351]) 273
13 95 99 17 26 32 20 19 19 17,581 21,38 ]| 24,23 190 70 21 43 0 17 36 2 36,1 |7505] 1.9 -0481-16,2 123,28
14 145 97 32 39 42 34 36 48 47.,85| 54,38 ] 65,25 | 290 80 66 200 0 39 200 0 152,3 | 580 0 -28,3 | -236 165,25
15 117 98 17 32 33 18 30 29 20,481 36,27 | 36,27 | 234 74 23 45 9 21 30 8 51,48 |87,7511989] 527 (-7,61]26,33
16 87 99 23 37 52 27 40 45 21.75) 33,50 ) 42.20 174 75 44 3 100 25 7 73 60,03 8.7 1150,5]-827129.15]-33.1
17 117 97 28 45 32 24 42 33 30,42 50,90 | 38,03 ] 234 74 17 52 1 11 52 5 32,76 1121,7] 7,02 114,04 -9,95]134,52
18 94 98 40 42 63 33 52 61 3431) 44,18 | 58,28 188 79 31 55 16 21 73 25 48,88 1120,3]138,54] 9,87 -16 39,01
19 70 98 30 51 53 24 61 38 18.90] 39,20 | 31,85 140 80 34 11 94 42 15 39 53,2 18,2 | 93,1 -7.7 30,1 1-14.7
20 128 98 38 64 75 30 52 46 43,52 74,24 | 77,44 | 256 87 68 3 99 48 4 109 | 148,5] 8,96 | 266,2] -30,7 [69,76] -55,7
21 106 97 24 29 44 15 28 48 2067 30,21 ) 48,76 | 212 85 27 20 5 76 70 12 109,2 19540118.02) -33.9]1-175]139.,75
23 114 98 16 29 29 12 35 34 1596 36,48 ] 35,91 | 228 88 14 10 8 24 16 4 43,32 1296411368 -57 [21,66]29,07
24 108 97 10 44 36 20 32 20 16,20 41,04 ] 30,24 | 216 90 3 7 0 38 29 2 4428 138.88] 2,16 | -5941] 21.6 }J29.16
25 103 99 25 33 42 24 30 44 2524 32,45 | 44,29 | 206 92 25 22 5 102 74 20 130.8 198,88|25,75] -40,2| -17 }31.42
26 91 97 30 45 60 27 49 43 2594 | 42,77 | 46,87 182 90 40 18 7 81 59 12 110,1 170,07(17,29) -29,1]17,735]38,22
27 93 98 27 54 69 16 39 45 20,000 43,25 | 53,01 186 89 24 9 2 40 39 9 5952 14464]11023] 977120931 479
28 80 98 33 73 100 27 75 66 24.00) 59,20 ] 66,40 160 93 14 13 0 73 40 21 69.6 42,4 1 16,8 | -10,8 38 58
29 115 97 13 42 28 21 41 17 1955] 47,731 25,88 | 230 87 11 12 4 18 20 6 33,35]36,80] 11,5 ]12,875]29,33}20,13
30 69 98 21 45 46 18 46 31 13461 31,40 ] 26,57 138 86 4 8 0 26 18 4 20,7 J1794] 2,76 ]3,105]22,43}25,19
31 117 98 44 29 47 34 45 51 45,63 43,29 ] 57,33 | 234 87 14 7 5 19 21 9 38,61 [32,76]16,38]26,33126,91]49,14
32 81 96 32 87 54 29 70 65 24.71) 63,59 | 48,20 162 89 21 19 9 83 43 12 84,24 150,22117,01] -17,4[38,48]139,69
33 66 97 43 68 66 28 79 54 23.43] 48,51 ] 39,60 132 90 19 17 5 84 49 21 6798 14356117.16) -10,6 126,73]131.02
34 182 98 35 55 60 37 38 58 6552 84,63 1107,38] 364 91 36 33 10 56 44 21 167.41140,1156,42] -182|14,56}79.17
35 84 98 27 71 68 35 73 63 26,04 60,48 ] 55,02 168 92 21 23 3 79 72 14 84 79,80114.28) -16 ]20,58]47.88
36 72 97 42 54 69 39 55 60 29,16] 39,24 | 46.44 144 90 22 19 4 80 53 31 73,44 151,8412520] -75613,32}33,84
37 64 98 36 105 60 32 64 99 21,76 54,08 ] 50,88 128 89 31 15 5 76 57 10 68,48 146,08 9,6 -12,5(31,04]1 46,08
38 110 97 27 33 57 26 37 53 29,15 38,50 | 60,50 ] 220 89 19 13 1 37 35 8 61,6 52.8 9.9 1651121 155,55
39 70 97 30 104 61 22 80 74 18.20] 64,40 | 47,25 140 91 9 10 0 56 53 15 455 ]144,10]10,50] -455]42,35] 42
40 116 98 43 97 86 43 75 86 4988 99,76 ] 99,76 | 232 86 27 18 5 70 44 12 112.5171,92119,72) -638] 63.8 | 899
41 111 97 51 101 51 37 186 68 48,841159,29] 66,05 | 222 84 21 16 4 88 67 22 121 ]92,13)12886]-11,7]113,2J51,62
42 91 96 23 128 27 28 124 24 23,211114,66] 23,21 182 89 18 16 5 54 29 21 65,52 140,95]23,66] -9,56194,19]11,38
43 85 98 8 55 39 14 77 24 9,35 | 56,10 ] 26,78 170 85 8 13 0 26 22 11 289 12975] 9,35 -51 141.23] 221
44 87 98 38 125 32 43 81 25 35241 89,61 ] 24,80 174 93 21 19 2 45 35 0 57,42 146.98] 1,74 ]16,525]66,12]23,93
45 91 98 29 85 70 43 58 50 32,761 65,07 | 54,60 182 89 14 15 0 50 27 19 58,24 138,22]117,29] 3,64 [45.,96] 45,96
46 110 96 53 140 49 38 137 35 50,050152,35) 46,20 ] 220 90 24 21 5 50 47 4 81,4 |7480] 99 9,35 115 }J41.25
47 77,5 99 42 120 39 31 97 32 28,291 84,09 | 27,51 155 95 19 14 6 92 51 13 86,03 150,38]/14,73] -14,7| 58,9 120,15
48 103.5 99 54 87 35 41 89 38 49,16 91,08 | 37,78 | 207 90 9 12 0 52 36 14 63,14 14968]11449] 17,6 [66,24]130,53
49 104.5 98 26 75 4 34 81 8 31.35) 81,51 6.27 209 80 12 14 0 56 30 10 7106 ]4598]110,45] -41815852]1.045
50 80,5 99 42 149 0 40 125 0 33,010110,29] 0,00 161 85 31 17 5 108 29 21 111,9137,03]20,93}]-229(91,77}-10,5
51 87,5 99 46 121 6 31 108 4 33,691100,19] 4,38 175 65 44 27 7 109 77 31 [133,88] 91 33,25] -33,3154,69]-12.3




Pred zamraZenim

Po rozmrazeni

Vzorek Krevni obraz Krevni obraz Vysledna ztrata bunék po rozmrazeni
Objem CD34+ & = Objem CD34+ & P

|e5|?<)cfytxa |<:i|ek|§§;xnu Er';t(r)g;tnﬂ ercy?rl:;i;ﬂ Pozermne| i |e:|?ocfytm |§$§§;xnu er;(r)gj;m efffr'z?ﬂu Poset NG| gy | Leukeeytd || Ervrooys || e ch34
1 129 68,11 12,00 | 154,80 3,68 474,72 519 66,95 | 258,00 | 36,10 4,24 109,39 1,72 443,76 3,79 97,78 | 100,11 | 252,84 | 18,06 32,01
2 74 26,55 1380 | 102,12 3,12 230,88 6,63 49,06 | 148,00 ] 12,00 5,07 75,04 1,59 235,32 4,29 63,49 64,60 | 11322 | 17,32 14,55
3 68 24,65 14,50 98,60 3,31 225,08 5,13 34,88 | 136,00 8,87 4,35 59,16 1,37 186,32 3,47 47,19 69,02 | 131,92 | 11,29 15,78
4 98 29,03 1560 | 152,80 291 285,18 6,84 67,03 ] 196,00 | 19,16 5,75 112,70 1,33 260,68 4,43 86,83 96,45 | 154,84 | 23,62 9,87
5 54 40,16 20,10 108,54 3,58 193,32 8,54 46,12 108,00 16,67 6,71 72,47 1,72 185,76 4,88 52,70 72,31 100,44 19,77 23,49
6 83 67.20 1420 117,90 4,03 334,49 5,25 4358 166,00 24,00 4,13 68,56 1,75 290,50 3,23 53,62 83,62 189,24 16,77 43,20
7 62 6,06 16,30 101,00 2,89 179,18 6,81 4222 124,00 3,28 5,29 65,60 1,12 138,88 3,87 47,98 68,20 109,74 18,23 2,78
8 111 15,11 9,72 107,90 2,97 329,67 461 51,17 222,00 5,50 2,75 61,05 1,20 266,40 2,14 47,51 77,38 196,47 27,42 9,61
9 77 17,56 11,40 87,80 3,66 281,82 5,30 40,81 154,00 6,50 2,64 40,66 1,56 240,24 2,02 31,11 67,47 161,70 25,26 11,06
10 88 11,26 12 80 112,60 341 300,08 3,67 32,30 176,00 7,20 5,11 89,94 1,69 297,44 471 82,90 67,63 151,36 -9.15 4,06
11 117 41,93 12,80 149,76 3,23 377,91 4,59 53,70 234,00 33,00 5,40 126,36 1,58 369,72 3,75 87,75 86,58 193,05 9,83 8,93
12 78 48,05 1760 | 137,28 3,77 294,06 6,04 4711 | 156,00 | 47,43 6,91 107,79 1,88 293,28 5,36 83,16 83,39 | 147,42 553 0,62
13 95 45,06 15,30 | 145,35 2,93 278,35 5,32 50,54 ] 190,00 | 43,94 4,92 93,48 1,52 288,80 4,05 76,95 98,61 | 133,95 | 12,07 1,12
14 145 206,89 [ 1640 [ 237,80 3,54 513,30 7,53 109,19 ] 290,00 | 63,64 6,27 181,83 1,59 461,10 4,05 117,45 ]| 146,89 | 28275 | 50,47 | 14325
15 117 53,25 12,30 | 14391 4,40 514,80 1,28 1498 ] 234,00 | 53,20 4,21 98,51 2,12 496,08 2,44 57,09 94,66 | 266,76 | -1357 0,05
16 87 67,77 19,00 | 165,30 3,54 307,98 6,62 57,59 | 174,00 | 26,00 4,26 74,12 1,74 302,76 2,83 49,24 | 128,24 | 156,60 | 32,97 41,77
17 117 17,80 8,45 98,87 3,24 379,08 2,85 33,35 | 234,00 9,06 3,52 82,34 1,62 379,08 1,66 38,84 57,70 | 189,54 | 13,93 8,74
18 94 39,31 10,20 95,88 3,56 334,64 4,24 39,86 ] 188,00 9,16 4,06 76,33 1,66 312,08 2,30 43,24 57,72 | 17860 | 1824 30,15
19 70 26,64 | 17,30 | 121,10 | 3,46 | 242,20 | 6,17 | 43,19 | 140,00 | 16,38 | 557 | 77,98 | 1,72 | 240,80 | 4,07 | 56,98 | 82,11 | 121,80 | 14,70 | 10,26
20 128 7442 | 1710 | 21888 | 4,34 | 55552 | 8,42 | 107,78 | 256,00 | 35,65 | 557 | 14259 | 2,25 | 576,00 | 3,82 | 97,79 | 147,59 | 267,52 | 58,890 | 38,77
21 106 20,51 2150 227,90 3,57 378,42 9,12 96.67 212,00 51,22 6,53 138,44 1.87 396,44 4.00 84,80 158,68 | 180,20 54,27 -30,71
23 114 18,13 10,60 120,84 3,21 365,94 4,92 56,09 228,00 17.43 2,94 67,03 1,52 346,56 2,03 46,28 87,33 192,66 32,95 0,70
24 108 17,55 12,50 135,00 3,59 387,72 4,88 52,70 216,00 16,62 4,81 103,89 1,71 369,36 3,43 74,09 83,06 203,04 15,66 0,93
25 103 41,82 11,60 119,48 3,53 363,59 4,13 42,54 206,00 14,18 4,59 94,55 1,57 323,42 3,52 72,51 72,21 201,88 6,29 27,64
26 91 87,25 18,80 171,08 3,40 309,40 7,77 70,71 182,00 38,85 577 105,01 1,70 309,40 4,48 8154 118,58 | 154,70 29,94 48,40
27 93 33,26 14 40 158,40 3,52 327,36 9,40 87,42 186,00 7,04 3,44 63,98 1,68 312,48 2,28 42,41 126,41 | 171,12 66,22 26,22
28 80 11,62 12,10 96,80 4,15 332,00 7,36 58,88 160,00 11,29 3,53 56,48 2,05 328,00 2,48 39,68 68,56 168,00 39,04 0,33
29 115 2,13 8,93 106,26 3,65 419,75 3,76 43,24 230,00 15,45 2,92 67,16 1,87 430,10 2,02 46,46 72,68 204,70 20,01 -13,32
30 69 1,71 12,40 85,56 2,83 195,27 5,24 36,15 138,00 10,33 4,99 68,86 1,37 189,06 3,40 46,92 51,13 100,74 12,69 -8,62
31 117 50,54 8,15 95,35 3,43 401,31 3,62 42,35 | 234,00 ] 24,61 2,39 55,93 1,72 402,48 2,01 47,03 67,39 | 200,07 | 18,84 25,93
32 81 23,47 1380 | 11178 3,75 303,75 553 4479 | 162,00 | 22,45 3,85 62,37 1,53 247,86 3,01 48,76 80,60 | 17982 | 20,41 1,02
33 66 35,48 12,80 84,48 3,16 208,56 513 33,86 | 132,00 | 19,65 4,51 59,53 1,59 209,88 4,02 53,06 54,72 | 103,62 7,33 15,83
34 182 120,27 | 1120 | 203,84 4,28 778,96 4,88 88,82 | 364,00 | 75,60 3,58 130,31 1,42 516,88 3,21 116,84 ] 138,69 | 520,52 | 30,40 44 67
35 84 38,81 16,50 | 138,60 3,18 267,12 7,77 65,27 | 168,00 | 37,90 5,37 90,22 1,46 24528 491 82,49 93,49 | 14448 | 24,03 0,91
36 72 77,93 13,70 98,64 3,54 254,88 7,53 54,22 | 144,00 | 21,30 3,36 48,38 2,09 300,96 2,86 41,18 74,45 | 104,40 | 33,63 56,63
37 64 31,05 14,70 94,08 2,62 167,68 4,88 31,23 ] 128,00 | 26,03 3,91 50,05 1,05 134,40 2,70 34,56 69,06 | 100,48 | 13,95 5,02
38 110 18,30 12,80 | 140,80 3,54 389,40 4,95 5445 | 220,00 | 30,69 4,65 102,30 1,70 374,00 3,08 67,76 89,65 | 20240 | 20,57 | -12,39
39 70 24.08 17,20 120,40 3,23 226,10 9,55 66.85 140,00 22,40 5,38 75,32 1,56 218,40 3,51 49.14 82,74 116,90 42,28 1,68
40 116 43,73 13,00 150,80 3,40 394,40 3,99 46,28 232,00 76,56 8,62 199,98 1.80 417,60 6,96 161,47 50,81 185,60 | -34,46 | -32,83
41 111 105,00 15,00 166,50 4,48 497,28 5,10 56,61 222,00 75,48 4,48 99,46 2,10 466,20 3,62 80,36 116,77 | 264,18 16,43 29,52
42 91 39,51 16,70 151,97 3,56 323,96 8,24 74 .98 182,00 22,62 5,65 102,83 1,80 327,60 3,14 57,15 100,56 | 160,16 46,41 16,89
43 85,00 19,51 9,98 84,83 2,88 244,80 432 36,72 170,00 40,80 2,65 45,05 1,50 255,00 1,94 32,98 62,31 117,30 20,23 -21,29
44 87.00 19,60 12,50 108,75 3,07 267,09 4,60 40,02 174,00 45,94 5,74 99,88 1,90 330,60 2,79 48,55 58,81 101,79 15,75 -26,34
45 91,00 41,17 17,40 158,34 3,52 320,32 8,37 76,17 182,00 15,88 6,71 122,12 1,87 340,34 4,31 78,44 97,28 150,15 36,95 25,29
46 110,00 23,98 9,48 104,28 3,38 371,80 5,87 64,57 220,00 23,94 2,79 61,38 1,81 398,20 2,08 45,76 73,59 172,70 41,69 0,04
47 77,50 151,70 2250 174,37 3,46 268,15 8,38 64 .94 155,00 | 13484 7,31 113,31 1,85 286,75 594 92,07 117,72 | 124,78 1891 16,86
48 103,50 30,53 11,80 122,13 3,42 353,97 4,40 45,54 207,00 14 74 4,45 92,12 1,66 343,62 3,36 69,55 76,07 182,16 10,77 15,79
49 104,50 75,49 17,20 179,74 3,47 362,61 811 84,75 209,00 8,19 5,60 117,04 1,73 361,57 517 108,05 ] 121,22 | 181,83 30,73 67,30
50 80,50 48,98 16,90 | 136,05 4,08 328,44 6,85 551,43 ] 161,00 | 17,36 5,39 86,78 1,98 318,78 4,51 72,61 92,66 | 169,05 | 515,13 | 31,62
51 8750 ] 11466 { 2730 [ 23888 3,22 281,75 6,24 5460 ] 17500 | 10444 7,46 130,55 1,62 283.50 5.89 103,08 | 173,61 { 140.00 3,06 10,22

104




Matka Narozené dit &
. Pfedchozi téh. Odbér PK Zpracovani PK
Vzorek Rok B Narozeni Kraj Krev_nl Déti Pohlavi Doba odb. B Doba zpracovani KS ditéte
narozeni skupina Misto
Chilapec][ Divka Datum Cas Datum Cas
1 1977 Ceskéa Trebova Pardubicky A+ 0 0 Chlapec | 30.11.09 752 FN Brno 1.12.09 8:30 A+
2 1981 Sum perk Olomoucky 0+ 0 0 Chlapec | 2.12.09 10:20 FN Brno 3.12.09 8:30 B+
3 1981 Svitavy Pardubicky 0- 0 0 Chlapec 6.12.09 21:37 Brno-Obilni Trh 7.12.09 8:30 B-
4 1985 Brno Jihomoravsky AB+ 0 0 Divka 6.12.09 17:25 FN Brno 7.12.09 9:00 B-
5 1979 Pardubice Pardubicky A+ 0 0 0 10.12.09 10:55 FN Brno 11.12.09 8:30 A+
6 1974 Zlin Zlinsky AB+ 0 0 0 15.12.09 14:00 Zlin 17.12.09 8:30 A+
7 1976 Frydek-Mistek Moravskoslezsky 0+ 0 1 Divka 15.12.09 21:20 Frydek-Mistek 17.12.09 8:30 0+
8 1986 Brno Jihomoravsky A- 0 0 Divka 16.12.09 11:30 FN Brno 17.12.09 8:30 A+
9 1984 Kyjov Jihomoravsky 0+ 0 2 Divka 16.12.09 15:14 Kyjov 18.12.09 8:30 0+
10 1977 Moravska Trebova Pardubicky A+ 1 0 0 21.12.09 19:25 FN Brno 23.12.09 8:00 0+
11 1976 Kyjov Jihomoravsky 0 0 1 Divka 1.2.10 2:16 Kyjov 2.2.10 17:00 A+
12 1979 Kolin Stiedocesky B- 0 1 Chlapec 1.2.10 2:27 Kyjov 2.2.10 17:00 B-
13 1978 Frydek-Mistek Moravskoslezsky A+ 0 o] Divka 31.1.10 11:12 Frydek-Mistek 2.2.10 8:00 A+
14 1981 Hodonin Jihomoravsky 0 0 0 Divka 1.2.10 17:37 Kyjov 2.2.10 17:00 A+
15 1982 Liberec Liberecky 0+ 0 0 Chlapec 1.2.10 16:54 Kyjov 3.2.10 8:00 0+
16 1974 Brno Jihomoravsky 0+ 0 1 0 3.2.10 0:13 FN Brno 4.2.10 8:30 0+
17 1977 Bardéjov, Slovensko Presovsky A+ 1 0 Divka 2.2.10 7:32 Kyjov 3.2.10 10:30 A+
18 1977 Kyjov Jihomoravsky A+ 0 0 Divka 2.2.10 12:31 Kyjov 4.2.10 9:00 A+
19 1983 Novy Ji¢in Moravskoslezsky B+ 0 0 Chlapec 4.2.10 1:22 Frydek-Mistek 5.2.10 8:00 A+
20 1972 Brno Jihomoravsky A+ 0 1 Divka 8.2.10 12:05 FN Brno 9.2.10 8:00 A+
21 1974 Hodonin Jihomoravsky A- 0 1 Divka 8.2.10 18:00 Kyjov 10.2.10 8:30 A+
23 1979 Bojnice, Slovensko Trenciansky A+ 0 0 Divka 10.2.10 10:53 Opava 12.2.10 10:30 A+
24 1977 Kyjov Jihomoravsky A+ 0 0 Divka 10.2.10 16:05 Kyjov 12.2.10 10:30 A+
25 1989 Kyjov Jihomoravsky 0+ 0 0 Chlapec | 12.2.10 2:47 Kyjov 12.2.10 10:30 0+
26 1989 Frydek-Mistek Moravskoslezsky B+ 0 o] Divka 15.2.10 17:25 Brno-Obilni Trh 17.2.10 9:00 A+
27 1979 Frydek-Mistek Moravskoslezsky B+ 1 0 Divka 16.2.10 20:17 Frydek-Mistek 18.2.10 8:00 AB+
28 1988 Kyjov Jihomoravsky A+ 1 0 Chlapec 17.2.10 13:03 Kyjov 19.2.10 9:00 A+
29 1974 Vitkov Moravskoslezsky 0+ 1 0 Chlapec | 17.2.10 17:22 Ostrava-Poruba 19.2.10 9:00 B-
30 1982 Zdar nad Sazavou Vysoéina AB+ 1 0 Divka 19.2.10 2:32 EN Brno 19.2.10 9:00 A+
31 1979 Havifov Moravskoslezsky A+ 0 0 Chlapec | 18.2.10 14:03 Ostrava-Fifejdy 20.2.10 8:30 A+
32 1974 Novy Ji¢in Moravskoslezsky B+ 1 0 Chlapec | 18.2.10 11:40 Frydek-Mistek 20.2.10 8:30 A+
33 1988 Ostrava Moravskoslezsky 0+ 0 0 Chlapec | 21.2.10 11:37 Frydek-Mistek 23.2.10 8:00 B+
34 1974 Karvina Moravskoslezsky AB+ 1 0 Divka 23.2.10 15:15 FN Brno 24.2.10 8:30 A-
35 1982 Cesky Tésin Moravskoslezsky A+ 0 0 Divka 24.2.10 3:16 Frydek-Mistek 25.2.10 10:00 AB+
36 1980 Vyskov Jihomoravsky 0+ 0 0 Chlapec | 24.2.10 1:15 Ostrava-Poruba 25.2.10 10:35 A+
37 1970 Vsetin Zlinsky 0- 2 0 Divka 24.2.10 4:00 Ostrava-Poruba 25.2.10 10:45 0+
38 1978 Valtice Jihomoravsky A+ 0 1 Chlapec 1.3.10 11:07 FN Brno 2.3.10 9:00 A+
39 1983 Martin, Slovensko Zilinsky 0+ 0 0 Chlapec 1.3.10 744 Frydek-Mistek 3.3.10 8:00 0+
40 1977 Dolny Kubin, Slovensko Zilinsky A+ 0 1 Divka 2.3.10 12:45 EN Brno 3.3.10 8:00 0+
41 1975 Ostrava Moravskoslezsky B+ 0 0 Chlapec 3.3.10 6:25 Ostrava-Poruba 4.3.10 8:30 B+
42 1985 Frydek-Mistek Moravskoslezsky A+ 0 0 Divka 3.3.10 10:12 Frydek-Mistek 5.3.10 8:10 A+
43 1979 Brno Jihomoravsky 0+ 0 0 Chlapec 4.3.10 10:40 FN Brno 5.3.10 8:20 0+
44 1982 Tfinec Moravskoslezsky A+ 0 0 Divka 15.3.10 4:45 Ostrava-Poruba 16.3.10 9:00 A+
45 1984 Ostrava Moravskoslezsky AB+ 0 0 Chlapec 30.3.10 18:57 Ostrava-Poruba 1.4.10 8:00 B+
46 1970 Opava Moravskoslezsky A+ 2 1 Chlapec | 31.3.10 9:32 Ostrava-Poruba 1.4.10 8:15 A+
47 1976 Kroméfiz Zlinsky AB+ 0 0 Chlapec 3.5.10 10:15 Ostrava-Poruba 5.5.10 9:15 AB+
48 1981 Kyjov Jihomoravsky B+ 0 0 Divka 30.5.10 10:28 Kyjov 1.6.10 8:30 0+
49 1984 Brno Jihomoravsky 0 0 0 0 17.6.10 16:32 FN Brno 18.6.10 9:00 0+
50 1977 Brno Jihomoravsky B- 1 1 Divka 20.6.10 6:56 FN Brno 21.6.10 8:45 B-
51 1979 Frydek-Mistek Moravskoslezsky A- 0 1 Divka 27.6.10 7:28 Frydek-Mistek 29.6.10 8:30 0+
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