PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

11173 ODDELENI VYZKUMU MODERNI IMUNOTERAPIE

Vedouci oddéleni: Mgr. Jan Fri¢, Ph.D.

KLINICKE METODY

Neprovadi se.

VEDECKE METODY

Metody bunécné imunologie:
e Aktivita cytotoxickych bunék — priitokova cytometrie, LDH-Glo Cytotoxicity Assay (Promega),
Calcein release assay (Calcein AM, Calcein Red-orange)
e Analyza bunécného metabolismu (rlzné assaye)
e Priitokova cytometrie — fenotypizace bunék, funkcéni assaye, degranulace, produkce cytokind
e ELISA
e Western Blot
e Transgeneze elektroporaci
e Analyza proliferace bunék
e Analyza cytotoxicity latek

Tkanové kultury:
e Kultury primarnich bunék (NK, MSC, HSC, T)
e Kultury bunécnych linii, v€etné 3D kultur
e |zolace PBMC z periferni i pupecnikové krve
e |zolace bunécénych subtypl (NK, HSC, Monocyty)
* Protokoly dlouhodobé primarnich kultivace bunék
e Imunomagneticka separace



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

11753 ODDELENI VYZKUMU GENOVE IMUNOTERAPIE

Vedouci oddéleni: MUDr. Pavel Otéhal, Ph.D.

KLINICKE METODY

Kvantifikace CAR T lymfocytl pritokovou cytometrii

e Urcovani fenotypu CAR T lymfocytl

Kvantifikace poctu kopii vnesené DNA do CAR T lymfocytl
Cytotoxické testy bunék NK a CAR T lymfocytl

VEDECKE METODY

e |zolace PBMC z krve

e Genova modifikace T-lymfocytl — vneseni chimérického antigenniho receptoru (CAR), umélého T
receptoru (TCR)

e |zolace bunék NK z krve

e Kultivace a expanze PBMC / bunék NK / T-lymfocytd

e Proliferacni testy

e ELISA testy

Charakterizace bunék pritokovou cytometrii

e [zolace DNA, RNA

e Transformace bakterii, kultivace bakterii a izolace plazmidu z bakterii
e Konstrukce plazmid(, ovérovani jejich funkénosti




PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13100 ODDELEN] MOLEKULARNI GENETIKY

Vedouci oddéleni: doc. Mgr. Katefina Machové Polakova, Ph.D.

KLINICKE METODY

e Kvalitativni PCR

e Kvalitativni multiplex PCR

e Real time RT PCR

« Digitalni PCR

® Sangerovo sekvenovani

e Sekvenovani nové generace (NGS)

e Genotypovani

e Multiplex real-time PCR pro detekci fuzi (Hemavision)

e Gradientova separace mononuklearnich bunék

¢ |zolace nukleovych kyselin z leukocytd, bukalnich stér( a dalSich materiald

VEDECKE METODY

e Kvalitativni PCR

e Kvalitativni multiplex PCR

e Real time PCR

e Real time RT PCR

e Digitalni PCR

e ASO digitalni dropletova PCR

e Sangerovo sekvenovani

e Sekvenovani nové generace(NGS) — panelové NGS, RNA Seq, Single cell RNA seq, detekce pacient
specifické fuze

e Western Blot

e Transfekce — Bioruptor

e Méreni viability, proliferace a apoptdzy bunék
e Kultivace bunécénych linii

e Kultivace primarnich bunék v polotuhém mediu
e Klonovani

e Méreni genové exprese

e MLPA

e Pyrosekvenovani

e Gradientova separace mononuklearnich bunék
¢ |zolace nukleovych kyselin z leukocytd, bukalnich stér( a dalSich materiald
e Magnetickd separace CD34+ pozitivnich bunék
e Koimunoprecipitace

e Fragmentacni analyza




PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13200 | ODDELENI CYTOGENETIKY

Vedouci oddéleni: Mgr. Sarka Ransdorfova Ph.D.

KLINICKE METODY

Klasicka cytogeneticka analyza (SOP1)

FISH — fluorescenc¢ni in situ hybridizace (SOP2)

mFISH - mnohobarevna FISH (SOP3)

mMBAND - metoda mnohobarevného pruhovani FISH (SOP3)

VEDECKE METODY

e vSechny metody, které jsou pouzZivané pro rutinni vysetfeni (SOP1,2,3) jsou vyuZivané i pro vyzkum
¢ aCGH/SNP, MLPA (ve spolupréci s VFN)

* FISH na CD34+

¢ FISH pomoci BAC sond (pro presnou identifikaci a mapovani zlomovych mist a lokalizaci gen()




PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13300 | ODDELENI BIOCHEMIE

Vedouci oddéleni: Ing. Jifi Suttnar, CSc.

KLINICKE METODY

e Spektrofotometrické stanoveni volného hemoglobinu v plasmé (akreditovana metoda)

e Kvalitativni stanoveni heparin-indukované trombocytopenie (HIT) pomoci metody Serotonin
release assay (SRA) metodou HPLC-FL

e Stanoveni 8-methoxypsoralenu metodou LC-MS/MS

e Stanoveni busulfanu metodou LC-MS/MS

e Stanoveni tyrozin kindzovych inhibitorl (imatinib,dasatinib, nilotinib, ponatinib) metodou
LC-MS/MS

e Stanoveni antimykotik metodou LC-MS/MS (IVDD metoda firmy Recipe)

VEDECKE METODY

Spektrofotometrickd/fluorimetrickd stanoveni koncentraci bilkovin, NA, atd. Lze pfipravit rlizné
metody pro vyuZiti komerénich kitd.

Spektrofotometrické vlastnosti latek (absorbance), rozsah 190-900 nm, absorpéni spektra, méreni
koncentrace volného hemoglobinu, koncentrace bilkovin, koncentrace absorbujicich
nizkomolekularnich latek, kinetickd méfeni (UV-2401PC (Shimadzu))

Spektrofotometrické vlastnosti latek (absorbance, 200-999 nm kontinualné, fluorescence, ex:
360/40; 485/20; 530/25; 590/20 nm em:460/40; 540/25; 590/35; 645/40 nm, luminiscence 460/40;
540/25; 590/35; 645/40 nm), kinetickd méreni (Synergy HT (Bio-Tek))

Absorbance 190-840 nm /fluorescence (filtry v odkazu): Méfeni koncentrace peptidd, bilkovin, NK, ...
MoZnost stanoveni i v kyveté (DS-11FX (DeNovix) ,nanodrop”)
https://www.denovix.com/DeNovix_DS11 eBrochure.pdf

Stanoveni koncentrace celkového fibrinogenu

Stanoveni koncentrace D-dimeru

Stanoveni aktivity trombinu

Funkéni testy posttranslaéné modifikovaného fibrinogenu (vznik klotu, fibrinolyza)

Skenovaci elektronovd mikroskopie (spoluprace s VSCHT): pfiprava vzork(l probiha ¢aste¢né na
VSCHT (na UHKT neni dostateéné pristrojové vybaveni).
Sledovani morfologie fibrinové sité u pacientl

Agregace krevnich desticek: PAP4; Ize jak v plazmé, tak i s vyizolovanymi krevnimi destickami.
Sledovani vlivu posttranslacnich modifikaci fibrinogenu na jeho interakci s krevnimi destickami

Pocitacové modelovani

Homologni modelovani

Molekularné-dynamické simulace (atomistické i coarse-grainové rozliseni)
Sekvencni analyza

Fylogeneticka analyza

Vizualizace molekul



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13300 | ODDELENI BIOCHEMIE

Vedouci oddéleni: Ing. Jifi Suttnar, CSc.

VEDECKE METODY

Metody souvisejici se studiem fibrinogenu

Genetické vysetreni vsech exonu kodujici fibrinogen — PCR, Sangerova sekvenace

Funk¢ni testy mutovaného fibrinogenu — polymerace, fibrinolyza

Kinetika odStépovani fibrinopeptidd méfena RP-HPLC s UV detekci

Skenovaci elektronova mikroskopie fibrinovych siti — ¢asteéna priprava vzorku — zbytek VSCHT
Konfokalni mikroskopie fibrinovych siti — priprava vzorku — méreno u dr. Kuzelové

LC-MS/MS

Analyza proteinl a post-translacnich modifikaci

Analyza koncentraci nizkomolekuldrnich latek (metaboliti) v plasmé&/séru, burikdch, bunécénych
kulturach, a tkanich.

Metody pro stanoveni:

fyziologickych aminokyselin véetné methylovanych derivatd argininu

metabolitl glykolyzy a citratového cyklu

metabolitl tryptofanu v kynureninové a serotoninové draze

karnitinu a acetylkarnitinu

ATP, ADP, AMP, adenosinu

enantiomerl (R,S) 2-hydroxyglutaratu pomoci LC-MS/MS

markerd oxidacniho stresu (malondialdehyd, allantoin, urat, 5-oxoprolin), a dalsich

SPR senzor
proteinové interakce, HSP Trap Assay

Elektroforéza 1D, 2D

Western blot

ELISA

Izolace, kvantifikace proteint

Hmotnostni spektrometrie — identifikace proteind
Vyhodnocovani LC-MS dat

Vyhodnocovani elektroforetickych dat



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13403 ODDELEN] PROTEOMIKY

Vedouci oddéleni: RNDr. Katefina Kuzelova, Ph.D.

KLINICKE METODY

Neprovadi se.

VEDECKE METODY

Upozorriuji, Zze vzhledem k velmi kratké IhGté pro vypracovani a nejasnému zadani (co je minéno
"metodou"?; jde o aktualné pouzivané techniky, nebo i o techniky na pracovisti v minulosti zavedené
a vyzkousené, které ovladame?) nemohu zarudit uplnost seznamu.

e Kultivace bunécénych linii

e Separace rlznych typu krevnich bunék v hustotnim gradientu

e Tkariové kultury primarnich bunék (napf. izolace kardiomyocytl metodou postupné enzymatické
digesce)

e Analyza tvorby bunéénych kolonii (CFU-C, BFU-E)

e Priprava mikroskopickych preparatl na Cytospinu

Ultrafiltrace

Sonikace

Izolace mRNA, prepis do cDNA

Imunoprecipitace

Western-blot, dot blot techniky pro analyzu epigenetickych modifikaci

Nativni a seminativni elektroforéza (analyza proteinovych komplexu)

Nativni metalblotting — ndmi vyvinuta publikovana technika

Spektrofotometrie, fluorimetrie - rzné aplikace

e Svételna a fluorescencni mikroskopie, véetné konfokalni mikroskopie - rizné aplikace vietné
dlouhodobého monitorovani zZivych bunék a interference v odrazeném svétle (IRM)

e Pokrocilé techniky fluorescenéni mikroskopie véetné FLIM (méreni ¢asu dohasinani fluorescence),
FRET (Foerstrlv pfenos rezonancni energie), FCS (fluorescencni korelacni spektroskopie), anizotropie
fluorescence, vybélovani a fotokonverze (s vyuZitim mikroskopt na jinych pracovistich)

e Pritokova cytometrie - rGzné aplikace, napf. analyza bunécného cyklu, analyza povrchovych i
intraceluldrnich molekul, detekce fluorescenéné znacenych proteinl, méreni pfijmu glukdzy burikami
e Méreni bunééného metabolismu (rychlost mitochondrialni respirace a aerobni glykolyzy)

e Monitorovani adherentnich bunéénych kultur pomoci méreni mikroimpedance (lze pouZit napft. pro
sledovani antiproliferacnich nebo toxickych ucinkd léciv, testy cytotoxicity imunitnich bunék)

e Sledovani apoptdzy, nekrdzy a senescence (rizné metody)

e Amplifikacni a kvantitativni PCR

e Molekularni klonovani (priprava plazmidd pro exogenni expresi protein( v Zivych burikach)

e Transfekce bunék chemickou cestou, elektroporaci nebo nukleofekci

e Analyza proteomu/fosfoproteomu (s vyuzitim pfistrojd na jinych pracovistich)

Bio-plex — multiplexni analyza

Enzymatické reakce a eseje

Produkce rekombinantnich proteint

Renaturace (refolding) protein(l a peptidd, (napf. hormon hepcidin)

Chromatografické separace proteinl - size exclusion, ion Exchange, FPLC, affinity

e Tenkovrstevna chromatografie

e Analyza velikosti a poctu ¢astic v fadech nm (Tunable Resistive Pulse Sensing instrument gNano)

e Znaceni bunék radioizotopy a analyza radioizotopl na fosforimageru

e Charakterizace exosomU (velikost, povrchové markery, zastoupeni proteint, DNA i RNA)

zavadime - Modifikace genomu pomoci genovych nizek (CRISPR/Cas9, CRISPR/Cpf1)



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13503 | ODDELENI GENOMIKY

Vedouci oddéleni: RNDr. Monika Beli¢kova, Ph.D.

KLINICKE METODY | VEDECKE METODY [

¢ |zolace leukocytl, MNCs, granulocytl
e |zolace specifickych bunécnych fad pomoci MACS

e |zolace nukleovych kyselin

e Analyza nukleovych kyselin — kvantita, kvalita (Nanodrop, Tapestation, Qubit, genova
elektroforéza)

e Reverzni transkripce

e Klasické PCR
e RT-gPCR
e ddPCR

® Sangerovo sekvenovnani
e Pyrosekvenovani
* NGS (RNA, DNA)

e Bioinformatické zpracovani NGS dat

e Kultivace bunécénych linii
e Transfekce bunék



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13550 ODDELENI MOLEKULARNI MIKROBIOLOGIE

Vedouci oddéleni: MUDr. Klara Labsk&, Ph.D.

KLINICKE METODY

e |zolace nukleovych kyselin — manualné i na pristroji MagCore Il plus, biohazard box tridy Il
e Stanoveni koncentrace a Cistoty nukleovych kyselin na UV-VIS spektrofotometru

e Real-time PCR (CFX, ABI Step One, uzavieny systém GeneXpert)

e EIA (promyvacky, ELISA-reader)

VEDEEKE ME"]DY mimo akreditovany rezim

e end-point PCR
e Horizontdlni i vertikdIni ELFO
e Prace s tkanovymi kulturami (oddéleny prostor, biohazard box tfidy Il a CO2 inkubéator)




PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13600 | ODDELENI IMUNOLOGIE

Vedouci oddéleni: RNDr. Sarka Némeckova, DrSc

KLINICKE METODY

Neprovadi se.

VEDECKE METODY

A) prace s nukleovymi kyselinami:
1) izolace nukleovych kyselin (DNA, RNA) v roztocich i na kolonkach
2) RT-PCR, Q-PCR
3) klonovani a metody genového inZenyrstvi v bakterialnich systémech, sekvenovani
4) vyroba in vitro mRNA
5) vnaseni DNA/mRNA do bunék (transfekce, elektroporace) pro produkci studovanych proteint
6) pocitacova analyza sekvenci nukleovych kyselin s vyuZitim programu Snapgene.

B) prace s tkariovymi kulturami:
1) prace s bunéénymi liniemi
2) prace s primarnimi kulturami (PBMC) a separace jejich subpopulaci (dendritické buriky,
lymfocyty)
3) vyroba antigenné specifickych lymfocytd, vyroba CAR T bunék, vyroba T bunék s umélym TCR,
jejich expanze a stimulace
4) prace s viry — virus vakcinie, HCMV, genové inZenyrstvi virll, ultracentrifugace, sonikace

C

~

imunologické analyzy:

1) ELISPOT - detekce funkinich antigenné specifickych bunék podle produkce efektorovych
protein( (cytokiny, granzymy)

2) FACS — multiparametrické analyzy lymfocytld a bunék po genovych Upravach

3) Analyzy dat z pritokové cytometrie v programu FlowlJo

4) ELISA testy pro stanoveni protilatek, cytokin( a jinych latek v biologickych materialech

5) IGRA test — stanoveni celkové bunécné imunity.

6) cytotoxické testy ke stanoveni efektorovych T bunék

7) reportérové eseje zalozené na luminiscenci, spektrofotometrii

8) predikce vazebnych epitopt Th1l a Th2 pomoci vefejné dostupnych informatickych zdrojl

D) prace s proteiny:
1) detekce exprese studovanych genl( v burikich pomoci imuno fluorescenéni mikroskopie a
western-blotd
2) dvourozmérna proteinova elektroforéza
3) separace bunécnych kompartment(, izolace a precisténi studovanych proteint
4) predikce zakladnich parametr( proteini pomoci Expasy-tools.

E) publika¢ni a vyhodnocovaci postupy
1) Prace s programy GraphPadPRISM, RefWorks, Refman, Excell, Word, PowerPoint



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13803 ODDELEN| IMUNOMONITORINGU A PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Vedouci oddéleni: RNDr. Jan Musil, Ph.D.

KLINICKE METODY

Neprovadi se.

VEDECKE METODY

Pratokova cytometrie:
e detekce povrchového fenotypu bunék
e funkéni testovani - produkce cytokint, aktivacénich znakd, proliferace
® analyza bunécného cyklu
e stanovani transfekéni ucinnosti
e detekce transkripénich faktor
e cytokinové multiplexy

Datova analyza
e pocitacem asistovana analyza — redukce dimenzionality a klastrovani (EmedSOM, UMAP, tSNE)

Priprava bunécné suspenze z tkani GentleMACS

Ostatni metody — jsou k dispozici dle kvalifikace pracovnikd, ale nejsou primdarnim cilem
oddéleni:

e Molekularni klonovani a navrh sekvenci

e ELISA, ELISPOT, Western-Blot

e Fluorescencni mikroskopie



PREHLED METOD UZIVANYCH NA UHKT é U h kt

Ustav hematologie a krevni transfuze

13900 | ODDELENI HLA

Vedouci oddéleni: Ing. Milena Vrana

KLINICKE METODY

e VySetfeni bunééného chimerismu po alogenni HSCT analyzou sekvencnich polymorfism(i pomoci
elektroforézy a real-time PCR
[Bunécny chimerismus]

e Vysetfeni genotypu HLA (human leukocyte antigens) pro potfeby HSCT (hematopoietic stem cell
transplantation)
[MHC]

e Vysetfeni genotypu HLA (human leukocyte antigens) pro vazbu HLA s chorobami
[MHC]

e Vysetfeni genotypu HLA (human leukocyte antigens) pro farmakogenetiku
[MHC]

e Pouzivané metodiky:
PCR-SSP, real-time PCR, kvantitativni real-time PCR, Sangerovo sekvenovani, fragmentacni analyza,
NGS





