Fakultní nemocnice v Motole

Pediatrická klinika
Prim.MUDr.Jana Tejnická, MBA
MUDr.Kateřina Štechová, PhD
Laboratorní příručka

1. Úvod

LabAO (Laboratoř autoimunitních onemocnění) Pediatrické kliniky  FN Motol se zabývá aplikovaným výzkumem v oblasti autoimunitních chorob. Autoimunitní choroby (diabetes 1.typu, autoimunitní postižení štítné žlázy, celiakie, revmatoidní artritida, roztroušená skleróza atd.) postihují cca 7% populace a představují závažný socioekonomický problém. LabAO se zabývá především imunopatologií diabetu 1.typu.

Laboratorní příručka LabAO dokumentuje všechny pokyny týkající se metod prováděných v této laboratoři. Tyto údaje jsou na vyžádání dostupné všem pracovníkům nemocnice, kteří by měli zájem o spolupráci s LabAO. Laboratoř nevydává dosud konkrétní výsledky pro pacienty, protože, jak bylo výše uvedeno, se zabývá především výzkumem. 
Pokyny k odběru jsou uvedeny u jednotlivých metod.

2. Popis laboratoře

Název : LabAO (Laboratoř autoimunitních onemocnění) Pediatrické kliniky  

Adresa: Praha 5, V úvalu 84

přednosta: prof. MUDr. Jan Lebl, CSc.
telefon: 224432001
e-mail: jan.lebl@lfmotol.cuni.cz
Primář: MUDr. Jana Tejnická, MBA
Telefon: 224432005
E-mail: jana.tejnicka@fnmotol.cz
Za provoz laboratoře zodpovídá: MUDr.Kateřina Štechová, PhD.

Telefon: 224432089

E-mail: katerina@labao.cz, KaterinaStechova@seznam.cz

laboratoř : 224432098, 2066
Provozní doba: 7:30 – 16h
3. Preanalytické faktory:

Odběr vzorku a celý sled dalších operací by měl být zahrnut do postupu analýzy, protože tvoří její nedílnou součást. Jinak se může stát, že výsledek není úměrný vynaložené práci. U biologických vzorků, které jsou nestálé a často podléhají změnám i in vitro toto platí dvojnásob. Preanalytickou fází se rozumí tedy soubor všech postupů a operací, jimiž projde vzorek analyzovaného materiálu od požadavku na analýzu do zahájení analýzy.

Obsah analytů může být výrazně ovlivněn následujícími faktory:

Doba odběru. Řada parametrů vykazuje cyklické změny v různě dlouhých periodách.

Vliv potravy a nápojů. Vyšší příjem tekutin obecně snižuje hladiny, žíznění naopak zvyšuje. 

Léky. Nelze snadno a jednoznačně určit, ale léky mohou ovlivnit výsledek jak z analytického, tak z fyziologického hlediska.

Věk. Většina hodnot se mění s věkem, a to především v ranném dětství a v pokročilém stáří.

Tělesná zátěž. Platí zejména pro cytokiny a chemokiny.

4. Příjem vzorku

Příjem vzorku probíhá na příjmovém místě, 3. patro D, ČÍSLO DVEŘÍ 30338. Důvody nepřijetí vzorku jsou uvedeny u jednotlivých metod. Některé odběry nutno provést přímo v laboratoři. Pokud je vzorek laboratoří přijat, je zaevidován v laboratorním informačním systému.

Telefon: 224432098
5. Vydání výsledku

Laboratoř vzhledem k svému zaměření (výzkum) konkrétní výsledky nevydává.
Seznam metod:
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POSTUPY „PŘÍPRAVNÉ“
Izolace mononukleárních buněk
Odběr materiálu: Krev venózní nesrážlivá s heparinem (zelená zkumavka Vacuette)     – od dospělého a většího dítěte 2 zkumavky á 9 ml, od malého 1 zkumavku (velkou zelenou)

Izolaci mononukleárních buněk z periferní krve provádíme u :
1. pacientů s diabetem a u jejich prvostupňových příbuzných (včetně vyšetření reaktivity mononukleárních buněk pupečníkové krve) – SOP D-2002/01
2. u pacientů s JIA resp RA (juvenilní idiopatická resp.revmatoidní artritida) – 
SOP D-2003/01
Transport: Pokud je nutný transport – v nachlazené termosce. Skladování. Krev je nutné začít zpracovávat do 4 hodin od odběru, minimálně 20 min před zpracováním musí být krev při pokojové teplotě, do té doby je vhodnější uchování v ledničce. Uchovávat ve tmě.

Omezení: Materiál nelze přijmout k vyšetření není-li dodržen obecně platný předpis pro příjem materiálu. Konkrétně – například nebyl dodržen časový limit 4 hodin apod. Dostupnost: výsledkem je množství zizolovaných buněk a tento výsledek není vydáván mimo laboratoř

Hodnocení: počet buněk v 1 ml média

Podrobně viz. SOP D-2001/01
Zamražení (mrazení) a rozmrazení mononukleárních buněk
Odběr materiálu: Viz.výše (Izolace mononukleárních buněk)
Transport: Pokud není možné vzorek okamžitě zmrazit, je uchován v ledničce ve tmě maximálně 12 hodin. Bezprostředně před vlastním mrazením se ke vzorku přidává DMSO. Tato fáze i vlastní transport do kryoskladu resp.hlubokomrazícího boxu probíhá na ledu a ve tmě. Stupňovité mrazení na - 196(C probíhá u RNDr.Chudoby v kryoskladu a je nutné předem domluvit (tel. 3539, 3560). Alternativou je zmrazení jednorázové v hlabokomrazícím boxu LabOA na - 80(C. Tato varianta je ale pouze náhradní, pokud je možné, je lépe mrazit na nižší teplotu a stupňovitě. 

Transport vzorku z kryoskladu k rozmrazení a dalšímu zpracování již může probíhat při pokojové teplotě. Pro vlastní proces rozmrazení je zásadní, aby probíhalo postupně – viz.SOP D2007/1. 
Omezení: Materiál nelze postoupit k dalšímu zpracování pokud například existuje informace, že během procesu kryoprezervace nebo během následného skladování vznikl problém, který způsobil byť částečné rozmrazení vzorku. Z tohoto důvodu je mrazící box LabAO vybaven telefonním hlásičem poruch a CO2 backupem. Kontrola nad centrálním kryoskladem je  záležitost RNDr.Chudoby, který o případných problémech informuje pracovníky LabOA.

Dostupnost: výsledkem zamrazení a následného rozmrazení je počet buněk, tento proces je prováděn vždy, pokud je dostatek materiálu k uchování (banka buněk) resp.je potřeba realizovat další testy, které nebylo možné provést s čerstvě separovanými buňkami.
Hodnocení: počet buněk v 1 ml média, je nutné uvést počet mrtvých buněk (buňky barvící se modře při použití trypanové modři)
Podrobně viz. SOP D-2001/01

Separace séra
Odběr materiálu: Krev venózní (červená zkumavka Vacuette)     

Transport: Nevystavovat teplu a světlu. Skladování: Sérum se doporučuje oddělit od buněk do 2 hodin po odběru.

Omezení: Materiál nelze přijmout k vyšetření je-li nedodržen obecně platný předpis pro příjem materiálu. Obecně nelze akceptovat vzorek starší než 12 hodin nebo jakkoliv poškozený. 

Dostupnost: separované sérum se zamrazí při - 20(C rozplněné po alikvótách 0,5 ml, řádně označené. K dalšímu vyšetření by nemělo být skladováno déle než 1 rok.

Hodnocení: výsledkem je údaj o množství zamrazených alikvót séra, výsledek není vydáván mimo laboratoř, sérum je dále použito pro proteinovou array (SOP D-2006/01)či pro další stanovení zejm.protilátek ve spolupracující laboratoři (např.Ing.Pechová, ÚKCHaBch FN Motol)

Podrobně viz. SOP D-2004/01

Zpracování vzorku mateřského mléka
Odběr materiálu: Mateřské mléko se získává za aseptických podmínek mechanickým odstříkáním z prsu vyšetřované matky. Mechanické odstříkání provádí matka sama, tak že jednou nebo oběma mýdlem omytýma a osušenýma  rukama  prs ze zhora stlačuje palcem , ve směru od baze ke dvorci a bradavce, a ostatními prsty přidžuje prs ze spodu, tak že palec a ukázováček ruky spolu tvoří písmeno C. Tento rytmicky opakovaný pohyb vede k odkapávání nebo odstříkávní mléka z bradavky. K odstříkávní je také možno použít k tomuto účelu komerčně vyráběných odsávaček (postupovat podle přiloženého návodu).  Odstříkané  mléko je zachyceno do  přísně sterilní nádoby, nejlépe do plastové sputovky.Takto odebraný vrozek je nutné ihned umístit do lednice, teplota 2 (C

Transport:Je- li nutné vzorek transportovat, je nutné ho převážet v chladící nádobě, při teplotě okolo 2 (C . Skladování:Vzorek je možné skadovat v lednici, při teplotě okolo 2 (C a to maximálně po dobu  24 hodin.

Omezení: Materiál nelze přijmout k vyšetření není-li dodržen obecně platný předpis pro příjem materiálu. 

Dostupnost: mléko se zamrazí při - 20(C rozplněné po alikvótách 0,5 ml, řádně označené. K dalšímu vyšetření by nemělo být skladováno déle než 1 rok.

Hodnocení: výsledkem je údaj o množství zamrazených alikvót mléka, výsledek není vydáván mimo laboratoř, mléko je dále použito k vyšetření cytokinového a chemokinového spektra za výzkumným účelem 

Podrobně viz. SOP D-2005/01

Izolace mRNA
Odběr materiálu: Zpracovávány jsou buňky po stimulaci a to buď ihned po skončení 72 hodinové stimulace nebo kryoprezervované - viz. SOP D-2002/01 a rozmrazování viz. SOP D-2007/01.

Transport: Vzorky jsou ihned zpracovávány, transport ani skladování se neprovádí.

Omezení: Materiál nelze přijmout k vyšetření není-li dodržen obecně platný předpis pro příjem materiálu. 

Dostupnost: izolovaná mRNA je zamrazena při - 80(C
Hodnocení: výsledkem je údaj, že u daného člověka byla tato izolace provedena, kvantifikace množství izolované mRNA se rutinně neprovádí, tuto je nutné provést kontrolně   cca 1xza půl roku, kdy se zkušební vzorek odesílá na genetiku (nebo po dohodě se zástupkyní firmy dodávající kit – Mgr.M.Krivjanskou) k  ověření výtěžku.

POSTUPY ANALYTICKÉ
Stanovení cytokinů a chemokinů pomocí metody proteinové microarray
Odběr materiálu: Jako materiál slouží kultivační supernatant, sérum, synoviální tekutina či mateřské mléko 
Transport: Viz SOP pro dané typy vzorků (D-2002/01, D-2003/01, D-2004/01,  D-2005/01)

Skladování. Viz SOP pro dané typy vzorků (D-2002/01, D-2003/01, D-2004/01,  D-2005/01). 

Obecně pro toto vyšetření jsou vzorky uchovávány maximálně 1 rok při -20(C. Po šetrném rozmrazení je vzorek ihned zpracován.
Omezení: Materiál nelze přijmout k vyšetření není-li dodržen obecně platný předpis pro příjem materiálu. Konkrétně – pokud došlo například k rozmrazení vzorku během skladování.
Dostupnost: výsledek dle množství požadavků, nicméně není dosud vydáván pro konkrétního pacienta
Hodnocení: 

Intenzita spotů se vyjadřuje v % intenzity signálu, pro vizuelní hodnocení platí škála 1-5, kdy každý stupeň odpovídá rozmezí 20%. Hodnotíme, které cytokiny a chemokiny jsou produkovány – v případě nejistoty (platí pro vizuelní odečet) se jedná o hodnoty, které jsou vyšší než průměr+2SD z negativních kontrol a blanků (integrální součást kitu).
Dále hodnotíme změnu produkce sledovaných látek například po stimulaci autoantigeny. Pro srovnání array membrán se provádí normalizace podle pozitivní kontroly (integrální součást kitu). Jedná se o kvalitativní metodu, jednotlivé detekční limity poskytl výrobce kitu a jsou zapsány v příslušném SOP (D-2006/01). 

Tímto způsobem stanovujeme následující cytokiny a chemokiny: Th1- (IFN-, TNF-, IL-2), Th2- (IL-4, -5, -13) a cytokiny zánětlivě asociované (TNF-, IL-1, -6) a chemokiny (MCP-1, -2, -3, MIG, RANTES, IL-7, -8, -15). 
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