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Pyrogenita/horecka

=, Horecka je vzestup télesné teploty nad 38 °C

=, Horecka je zpusobena vyplavenim endogennich
pyrogeni do cirkulace

=, Mikroorganismy a jejich toxiny pusobi jako exogenni
pyrogeny a stimuluji uvolnovani endogennich pyrogenu.

=, endogenni pyrogeny radime: interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNF) a
interferony uvolnované monocyty, makrofagy
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https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Interleukin-1&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Interleukin-1&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Interleukin-1&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Interleukin-6&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Interleukin-6&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Interleukin-6&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Tumor_necrosis_factor
https://www.wikiskripta.eu/w/Interferony
https://www.wikiskripta.eu/w/Monocyty
https://www.wikiskripta.eu/w/Makrof%C3%A1gy
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2.6.8. Zkouska na pyrogenni latky

s, Zkouska spociva v méreni vzestupu télesné teploty
vyvolaného u kralik( intravendzni injekci sterilniho
roztoku zkousené latky.

Vyhody: tradicni metoda zalozena na podobné reakci
zvifeciho organismu na pritomnost pyrogenu/U v organismu

Nevyhody: laboratorni zvire (3R), ¢as, ekonomicky narocné,

nutnost zaskoleni personalu, nutnost trénovani pouzivanych
laboratornich zvirat.
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2.6.14 Bakterialni endotoxiny

s, Bakterialni endotoxin = lipopolysacharid (LPS)
soucast vnejsi steny gramnegativnich bakterii

Slozeni:
—e (0 antigen

—o lipid A

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:LPS3.svg 24.1.2020
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2.6.14 Bakterialni endotoxiny

», 0 antigen: oligosacharidové podjednotky,
aktivni cast LPS nesouci antigenni
determinanty ~podil na virulenci bakterii
», Oligosacharidové jadro: kratky retézec cukru

% Lipid A: fosforylovany N-acetylglukosaminovy dimer
toxicita
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2.6.14 Bakterialni endotoxiny

s, Zkouska na bakterialni endotoxiny (BET) se pouziva k
detekci nebo kvantitativnimu stanoveni endotoxinu
pochazejicich z gramnegativnich bakterii za pouziti
lyzatu z amebocytl ostrorepa (Limulus polyphemus
nebo Tachypleus tridentatus).

Princip: pusobenim endotoxinu aktivace Faktoru C——
aktivace pro-srazeciho enzymu—— srazeci enzym ——

vznik gelu
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Podminky zkousky

», Technické vybaveni laboratore + material

», Validace: prukaz nepritomnosti interferujicich
faktoru, prikaz nepritomnosti neendotoxinovych
pyrogenu, posouzeni rizika
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3 Posouzeni rizika

>, VVlyrobni proces

», Biozatez

s, Schopnost dalSiho zpracovani
s, BezpecCnost

s, Stabilita detekovatelného endotoxinu
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12.NAHRADA ZKOUSKY PREDEPSANE V CLANKU

% 12-1 NAHRADA JINOU LEKOPISNOU METODOU
Pravidlo: Validace podle pozadavku uvedenych ve zkousce;
mozna nahrada: 2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

%, 12-2 NAHRADA JINOU ALTERNATIVNI METODOU
NEUVEDENOU V LEKOPISE
rekombinantni faktor C (rFC) — nahrazuje amebocytarni lyzat
ziskavany ze zivych zvirat (3R)
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

, Zkouska aktivace monocytu (MAT) se pouziva k
detekci nebo kvantitativnimu stanoveni latek, kterée
aktivuji lidské monocyty nebo monocytarni bunky k
uvolfiovani endogennich mediatoru, jako jsou
prozanetlivé cytokiny, napr. tumorovy nekroticky
faktor alfa (TNFa), interleukin-1-beta(IL-1B) a
interleukin-6 (IL-6).
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https://slideplayer.cz/slide/2842938/
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

, Zkousku aktivace monocytu je mozné poutzit jako
nahradu zkousky na pyrogenni latky na kralicich po
validaci pro jednotlivy pripravek.
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https://slideplayer.cz/slide/2842938/
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

s, Postup zkousky:
1. zkouseny vzorek se inkubuje s lidskymi
monocyty nebo lidskymi monocytarnimi
bunkami

2. stanovi se mnozstvi uvolnénych cytokint
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

s, Podminky zkousky:
- kvalifikace bunéek

- zkouska na interferujici faktory

- validace pro jednotlivy pripravek/vybér vhodné
metody
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

s, Kvalifikace bunék:

- kvalifikace darcu

- kvalifikace bunék spojenych od vice darcu
- kvalifikace zmrazenych bunék

- kvalifikace kontinualnich linii monocytu
+ prukaz vnimavosti k neendotoxinovym pyrogenim
(LPS pro TLR4, LTA pro TLR, flagelin)
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2.6.30 Zkouska aktivace monocytu

Zaver

- Zkouska aktivace monocytu prednostné nahradou
zkousky na pyrogenni latky na kralicich

- Zkouska aktivace monocytu je urcena pro hodnoceni
produktU, u nichz nelze vyloucit pritomnost
neendotoxinovych pyrogenu (pouziti LAL nejisté)

- Pro dany pripravek nutno rozhodnout, dolozit a
validovat pouze jednu metodu LAL/MAT
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