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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Bc. Michaela Rehounkova
Skolitel: doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Genetické markery pro sledovani posttransplatacniho
chimerismu

Cile prace: Zpracovani dat pacientt, ktefi prodélali alogenni transplantaci krvetvornych
bunék v letech 2010 az 2014 ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové a jejich chimerismus
byl sledovan na Useku molekularni biologie v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky.
Po zpracovani dat se studoval mozny vztah mezi vybranymi klinickymi parametry a
pouzitymi genetickymi markery k vysetfeni chimerismu. Na zavér se zhodnotily vlivy

vybranych parametrti na tispé$nost 1€cby a umrtnost v potransplanta¢nim obdobi.

Metody: Pro vySetfeni potransplantacniho chimerismu byla pouZita metoda vySetieni
lokusii kratkych tandemovych repetic (STR), ktera vyuZziva genetické variability mezi
darcem a pfijemcem transplantovaného Stépu. DNA dérce a piijemce je izolovdna pomoci
kolonkové soupravy QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, SRN), k amplifikaci se
vyuziva souprava AmpFISTR Identifier Kit (Applied Biosystems, USA) a k separaci
kapilarni elektroforéza (analyzator ABI 3130-4, Applied Biosystems, USA)

Zavér: Mezi nejinformativngj$i patfily markery D21S11, D2S1338, THO1, FGA a
D3S1358, které jsou natolik informativni, Ze pfi jejich paralelni analyze lze najit pro
kazdého pacienta ze souboru minimalné jeden informativni a zaroven vhodny (IV)
geneticky marker k analyze chimerismu. Péry se shodou 10 z 10 znakti v HLA systému
a pribuzenské pary maji vyznamné mén¢ IV markert. Jako negativni prognosticky faktor
z hlediska uspé$nosti 1écby a umrtnosti byl prokadzan vySs$i v€k a diagnostikovana

chronicka lymfatické leukémie.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biochemical Sciences

Candidate: Bc. Michaela Rehounkova
Supervisor: doc. PharmDr. Martin Beranek, Ph.D.

Title of diploma thesis: Genetic markers for monitoring post-transplant chimerism

The aims of the thesis: Data processing of patients, who underwent allogenic
hematopoietic stem cell transplantation in a period from 2010 to 2014 in University
Hospital Hradec Kralove and whose state of chimerism was monitored at the Section of
Molecular Biology at the Institute of Clinical Biochemistry and Diagnostics.
Consequently, analysis of the possible relationship between selected clinical parameters
and used genetic markers for chimerism quantification was carried out after the
processing of acquired data. Finally, the possible influence of treatment success and

mortality by chosen clinical parameters was evaluated.

Methods: Analysis of short tandem repeat loci, which uses genetic variability between
donor and recipient of transplanted graft, was employed for quantification of post-
transplant chimerism. DNA of donor and recipient was isolated by QIAmp DNA Blood
Mini Kit (QIAGEN, Germany), amplified by AmpFISTR Identifier Kit (Applied
Biosystems, USA) and separated by capillary electrophoresis (analyzer ABI 3130-4,
Applied Biosystems, USA).

Conclusion: Markers D21S11, D2S1338, THO1, FGA a D3S1358 were among the most
informative ones. Proceeded parallelly, they were sufficient for finding at least one
informative and useful marker for chimerism quantification in the patients from the
analyzed group. Transplantation couples with the 10/10 antigens in HLA system had
statistically less useful markers, as well as the relational couples. Higher age and
diagnosis of chronic lymphatic leukemia were proven as a negative prognostic factor for

treatment success and post-transplant mortality.
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1. Uvod

Transplantace krvetvornych bunék jsou v dnes$ni dobé velmi hojné vyuzivanou
metodou pro 1é¢bu hematologickych malignit 1 nemalignich onemocnéni krvetvorby a
mimo to nachazeji své vyuziti i mimo hranice hematologickych oborti, napt. pii 1éCbé
rakoviny prsu a ovarii, roztrousené skler6zy, nebo systémového lupus erythematodes.
Vyuzivani perifernich kmenovych bunék i §tépt kostni dien¢ od dobrovolnych darct
z registrt kostni diené zajist'uje lepsi dostupnost transplantacni 1éCby pro pacienty, kteii

nemaji vhodného darce v rdmci svych rodinnych ptislusnika. (1) (2)

V obdobi po transplantaci hematopoetickych bunék je nutné sledovat, jak se $tép
vyviji, jak je aktivni a jestli se podafilo piivodni krvetvorbu spésné potlacit. K tomu
slouzi vySetfovani potransplanta¢niho chimerismu, které méa za tukol zjistit, jestli
analyzované buiky patfi svym genetickym piivodem darci, nebo piijemci stépu. Pokud
v krevnim feciSti a v kostni dieni cirkuluji bunky pochazejici ze St€pu a soucasné i
puvodni krvetvorné bunky pfijemce, jednd se o smiSeny chimerismus. SmiSeny
chimerismus se mize dale vyvinout az do kompletni obnovy piijemcovy krvetvorby a
vést relapsu pivodniho onemocnéni. Vysoké hodnoty darcovského chimerismu naopak
napovidaji o vysoké aktivité St€pu, ktera podminuje vznik akutni i chronické reakce stépu
proti hostiteli (GVHD — graft versus host disease). Existuji rizné metody pro analyzu
chimerismu. Nejvice se vyuziva postupl zalozenych na genetické variabilit€é mezi
pfijemcem a darcem, kterd umoziiuje procentudlni kvantifikaci ptipadného chimerismu.
Tyto metody vyuZivaji jednonukleotidové polymorfismy ¢i rozdilné délky tandemovych

repetic. (3) (4)



2. Teoreticka Cast

2.1. DNA

2.1.1. DNA - jeji struktura, vyskyt a mnoZstvi

DNA neboli deoxyribonukleova kyselina je zakladnim nosiCem genetické
informace jednobunécnych i mnohobunéénych organismii a spolu s RNA (ribonukleova
kyselina) patii do skupiny nukleovych kyselin. Molekuly DNA se skladaji z cukerného
zbytku 2 - deoxyribdzy a kyseliny fosforecné, svazané esterovou vazbou na uhliku CS.
Na uhliku C1 cukerného zbytku se zpravidla vazou dusikaté baze pyrimidinové (C -
cytosin, T — thymin), nebo purinové (A - adenin, G - guanin) a v n€kterych ptipadech se
mohou vazat 1 méné obvyklé baze, napi.: S-hydroxymethyluracin, 5-
hydroxymethylcytosin, 5-methylcytosin, nebo 6-methylaminopurin. Takto navazana
kyselina fosforecnd, cukerny zbytek a dusikata baze se nazyva deoxyribonukleotidem a
tvofi monomer celého dlouhého a nerozvétveného fetézce molekuly DNA. Primarni
struktura fetézce vznikd tak, Ze 2-deoxyrib6éza s dusikatou bazi vytvori
deoxyribonukleosid, ke kterému se na C5 pouta fosfore¢nanovy zbytek. Tento zbytek se
zaroven na C3 poji s vedlejSim deoxyribonukleosidem a vznika tak 3°-5" fosfodiesterova
vazba, zodpovédnd za zformovani celého fetézce DNA. Tato vazba je graficky

znazornéna v obrazku 1 (5) (6)



Obrazek 1 - Grafické zndzornéni primarni struktury DNA
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https://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_chemical structure.svg

Molekula DNA je obvykle uspordaddna do 2,0 nm Siroké dvojité Sroubovice
(pravotociva B-forma helixu), jejiz otocku o délce 3,4 nm tvoti 10 nukleotidii. Dusikaté
baze sméfuji do vnitiku Sroubovice a jsou spojeny vodikovymi vazbami podle Watson-
Crickova parovani: adenin s thyminem (A-T) a guanin s cytosinem (G-C). Podéln¢ je

molekula DNA stabilizovana Van der Walsovymi silami. (5) (6)

V eukaryotickych ~ bunkadch  je  genetickd  informace  uloZena v
jadernych chromosomech, které tvofi chromatin a jsou tercidlni strukturou DNA.
Metafazicky chromosom obsahuje 10 % DNA, 10-15 % RNA a 65-75 % proteintl.
Struktura chromatinu je sloZena z nukleosomd, které maji v priméru 7-12 nm a maji
jadro tvotfené histonovymi bilkovinami, které jsou obaleny dvouSroubovici DNA. Celé
vldkno nukleosomil se poté sklada do chromatinovych filament, ktera tvoii chromatidy
chromosomii. Ptehledné je spojitost téchto struktur znazornéna v obrazku 2. Pocet
chromosomil se u diploidnich bunék vyssich organismli pohybuje v rozmezi 2-500, u
¢lovéka je to 46 chromosomil rozdélenych do 23 part u somatickych bunék a 23

chromosomil u haploidnich pohlavnich bungk. (5)
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Obrazek 2 — Znazornéni umisténi genetickée informace v burice
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Dale miZze byt DNA nalezena u eukaryotickych bunék v jadérku, ale 1 v
mitochondriich, kde tvoii kruhovou dvousroubovici a odpovida zhruba 1 % z celkového

mnozstvi jaderné DNA. U rostlin a fas se DNA vyskytuje 1 v chloroplastech. (5)

DNA niz8ich organismi muze byt uspotadana v jednofetézcové i dvouretézcove
formé s riznou délkou, v nékterych ptipadech mize byt DNA bakterii nebo bakteriofagt
i kruhova. Mnozstvi DNA, které obsahuje naptiklad bakterie Escherichia coli mize
zaujimat aZ 1 % z jeji celkové hmotnosti, tedy az 4,2 x 10°'° g coZ znadi, Ze molekulova
hmotnost DNA E. coli je okolo 2x10°. Jednotlivé rody se od sebe vzajemné lisi pomérem
vazeb (A+T) / (C+G) nebo procentudlnim vyjadienim C+G vazeb, a to az o desitky
procent. VyS§i organismy se od sebe naopak tolik neodliSuji, naptiklad u savci dosahuje

procentudlni vyjadieni C+G vazeb zhruba 40 - 44 %. (5)

Primérni sekvence DNA, tedy to, jak jsou na sebe postupné navazany A, T, Ca G
presné urcuje genetickou informaci. Veskera geneticka informace bunky, poptipadé

celého Clovéka se nazyva genom a ten je tvoren 3,2 miliardami pard bazi (bp). Dané
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informace mohou byt pfepsdny do RNA podle pravidel transkripce A—U, T—A, C—G,
G—C, nebo ptelozeny do proteinu podle transla¢niho kodu, kde kazdé 3 baze v primarni
struktufe koduji 1 aminokyselinu. Geneticky kod vtomto sméru nazyvame
degenerovany, protoZze aminokyselin je méné¢ nez moznych kombinaci bazi. Kazda
kombinace 3 bazi proto mize kédovat pravé 1 aminokyselinu, ale 1 aminokyselina mtize

byt kédovana vice nez jednou trojici bazi. (6).

2.1.2. Nejbéznéjsi extrakEni postupy ziskani DNA z tkani a
télesnych tekutin

Genomova DNA muze byt izolovana z télnich tekutin, jako je plna krev v kyseliné
etyhlendiamintetraoctova (EDTA - ethylenediaminetetraacetic acid), citratu i heparinu,
samostatné sérum nebo plazma, moc a ptipadné i stér bukalni sliznice. Geneticky material
lze ziskat 1 z tkanovych vzorkl. Extrakéni metody nebo primyslové vyrabéné kity se od
sebe lisi podle ptivodu pozadovaného biologického materialu. V izolacnim postupu je
také tieba brat ohled nejen na pivod, ale i na stabilitu a mnozstvi DNA v daném
materidlu, aby metoda byla co nejSetrnéjsi a s vysokou vytéZnosti. Vzhledem ke slozitosti
biologické matrice vzorku a ptredpokladu, Ze DNA bude dale podrobena PCR reakei, pfi
které je potfeba vysokd Cistota vzorku, je nutné extrahovat DNA v co nejCistsi formé,

nebo ji jeste dale precist'ovat. (7) (8)

DNA je potieba uvolnit z bunky ¢i jejich organel, pfipadné jesté pred tim uvolnit
buiiky z tkan€é. Bunécné membrany se porusi lyzaénim roztokem nebo mechanicky
(rozmé&lnéni Casticemi, ultrazvuk) aby se DNA uvolnila z vnitinich struktur do roztoku.
Lyzacni roztok obvykle obsahuje detergenty (SDS, Zzlucové soli, Triton X100) ¢i
surfaktanty pro poruseni lipidovych membran a lipidl ve vzorku. Dalsi dilezitou sloZkou
jsou ¢inidla pro rozruSeni proteinovych struktur, jako je naptiklad fenol nebo
proteolytické enzymy proteinkinaza A (z Tritirachium album), nebo pronaza E (ze
Streptomyces griseus). Podle potteb dalSiho zpracovani je vhodné ptidat jesté RNazu pro
odstranéni RNA ve vzorku, protoze by mohla interferovat pfi dalSim zpracovani. Jeste
pted pfidanim enzymu je ale nutné vzorek zahtét, aby se inaktivovaly protedzy, které by
mohly RNazu rozlozit. V neposledni fad¢ je potfeba ochranit DNA pied piisobenim

DNa4z, bézné¢ se vyskytujicich v bunice. K tomu se pouzivaji chelatacni Cinidla, jako je
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napiiklad EDTA, ktera na sebe vazi dvojmocné kationty nezbytné pro piisobeni DNaz.

(7)) (8)

Ve vzorku se tedy nachazi smés DNA a zbytkli rozlozenych membran, lipidi,
proteini a RNA, které je potfeba odstranit. Téchto zbytkili je mozno se zbavit n¢kolika
separa¢nimi technikami. Mezi jednoduché separacni techniky patii napiiklad vysolovani
v roztoku soli s vhodnou koncentraci, pii které tyto slouCeniny vyprecipituji, DNA
zustane volné v roztoku a pomoci centrifugace Ize tyto dvé slozky od sebe odd¢lit. Pii
dalsim zvySovani koncentrace soli se pak DNA zpétné¢ vysoli. Nejcastéji se pro
vysolovani pouziva roztok siranu amonného. DalSimi technikami jsou teplotni denaturace

nebo alkoholové srazeni za pomoci ethanolu ¢i polyethylenglykolu. (9) (8)

vvvvvv

extrakce. Tato metoda je ndro¢nd na Cas i zrucnost laboranta, ale dosahuje vyssi
vytéznosti. Principem je rozdéleni DNA mezi dvé faze na zaklad¢ jeji hydrofobnich, ¢i
hydrofilnich vlastnosti. Smés dvou rozpoustédel (chloroform a fenol 1:1) a vodného
roztoku vzorku se spolu prottepava, coz umoznuje fenolu vysrazet bilkoviny, které po
centrifugaci vytvofi prstenec precipitdtu mezi dvéma fazemi. Tento proces se opakuje,
dokud se prstenec nepiestane objevovat, a tudiZz ve vzorku nebudou uz zadné bilkoviny,
které by se srazely. Zbyde nam tedy DNA rozpusSténa ve vodné fazi, oddélend od
organické. Dal$im protiepanim ve smési chloroformu a isoamylalkoholu, se odstrani
zbytky fenolu, ktery by mohl interferovat pti dalSim zpracovani vzorku. DNA ve vodné
fazi se za nizké teploty (-20 °C) a pifidavku iontli (Na+, NH4+, nebo Li+) vysrazi
alkoholem, jako je napfiklad ethanol nebo isopropalalkohol, a po centrifugaci
sedimentuje na dn¢ zkumavky. Po odstranéni rozpoustédla odsatim nebo odpafenim lze
ziskat ze sedimentu vzorek Cist¢ DNA, Casto nazyvany pelet nebo peleta, ktery 1ze dale

rozpoustét a fedit do pozadované koncentrace. (8) (10)

Dalsi z metod nazvana podle anglického slova resin (pryskyfice), tzv. RESIN
metoda, je zaloZena na principu iontové vymeény. lonty se vyménuji mezi kapalinou a
pevnou fazi, popf. gelem a vazebna mista maji riizné afinity k jednotlivym ionttim. Tato
vlastnost je kli¢ova k odstranéni neZadouci matrice vzorku a ziskani co nejcistsi DNA.
K navazani DNA se vyuZivaji iontoménicCe (tzv. katexy nebo anexy) které tvoti funkcni
skupiny jako napfiklad DEAE (diethylaminoethanol) na pfedev§im organickych

polymerech, napf. styren-divinylbenzenu, fenol-formaldehydové pryskyfice a epoxidové
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pryskyfice. Na tento polymer s funkéni skupinou, oznacované taktéz jako resin se po
inkorporaci iontu kovu do molekuly, vyménou za uvolnéni vlastniho iontu, navaze
mobilni faze do komplexu kovu s ligandem. NejCastéji jsou resinové castice volné
v roztoku, nebo organizované v membran¢. Obecnym postupem je nejdiive rozlozeni
bun¢k lyza¢nim roztokem a nasledné naneseni lyzatu na kolonu, kde se negativné nabité
fostaty DNA v pritomnosti vysoké koncentrace soli navdzou na pozitivné nabit¢ DEAE
skupiny na povrchu resinového iontoménice. Zbytek nenavazanych Castic a membran z
roztoku se z kolonky odstrani, promyje a poté se elucnim pufrem ziska samotnd DNA.
Kolonka pak muze byt regenerovana a opétovné pouzita. Tato metoda nevyzaduje pro
svoji aplikaci centrifugy nebo HPLC vybaveni a zaroven je pouzitelna v rozmezi pH 6-9
a koncentraci soli (0.1-1.6 mold). Je proto ¢asto pouzivana v komeréné prodavanych
kitech, napt. QITAGEN Genomic-Tips, vyuZivajici technologii QTAGEN anion-exchange,
zaméfena na rychlost provedeni a vhodnost pro kombinaci s naslednou PCR, protoze

efektivné odstrafuje jeji inhibitory. (8) (11)

Silikagelové kolonky jsou v oblasti separace DNA také pomérné oblibené,
zejména pro svoji rychlost a jednoduchost. DNA musi byt nejdiive uvolnéna z bunék
extrakénim pufrem a poté denaturovana v pfitomnosti chaotropnich soli, napf.
guanidinium thiokyanétu. Takto denaturovand DNA se adsorbuje na silikagelovy povrch,
zatim co ostatni slozky se odmyvaji a putuji kolonkou dal. DNA se uvolni az po promyti
elu¢nim roztokem, coz zarucuje purifikaci DNA od balastnich latek. Principem metody
je tedy kompetice polarnich cukernych zbytki denaturované globularni DNA a méné
polarni mobilni fdze o vazebnd mista na polarnich a slabé kyselych silanolovych
skupinach (Si-O-Si a Si-OH) silikagelu. DNA pak ze silikagelu vytésni jeSté polarnéjsi
rozpoustédlo, naptiklad TE pufr nebo voda. Oproti vySe uvedenym resinovym metodam
existuje vyS$i moznost kontaminace roztoku DNA latkami ze samotného separacniho
systému. Metoda je vhodna k automatizaci, nebo vyrobé komercnich kit, velmi ¢asto se
ale metoda vyuZziva na extrakci DNA z agar6zovych geld. Tyto kity nabizi fada riznych
firem, napt.: Thermo Fisher Scientific (Silica Bead DNA Gel Extraction Kit), QIAGEN
(QIAquick Gel Extraction Kit), nebo Roche (Agarose Gel DNA Extraction Kit). (8) (12)
(13) (14)

Dal$i z modernich separaénich technik je technika magnetickych &astic. Castice
mohou mit riiznou velikost od nm az po um, ale pro izolaci nukleovych kyselin se nejvice

hodi velikost 20-450 nm. Mechanismus selektivni vazby DNA spoc¢ivd v pieméné
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dvousroubovice na globularni formu molekuly (za pfitomnosti polyethylenglykolu a
soli), coz umozniuje vytvoreni vodikovych mistki mezi magnetickou ¢astici a molekulou
DNA. Za magnetickou orientaci castic je zodpovédné jejich magnetické, piipadné
paramagnetické jadro, které obsahuje magnetické oxidy zeleza (maghemit, magnetit,
ferrity zlata, kobaltu, manganu a meédi). Obal tohoto magnetického jadra je tvotren
organickym polymerem s navdzanymi hydroxylovymi skupinami, které zvysuji
hydrofilitu ¢astice a tim zaroven také afinitu DNA k ¢astici, pfipadné mohou byt na jejim
povrchu upevnény i1 sondy designované pro zachyt specifickych molekul. Molekula DNA
z roztoku se navaze na upraveny povrch magnetické castice a po vlozeni zkumavky do
magnetického pole, pfipadné pfilozeni magnetu ke sténé, se Castice uchyti na sténé
zkumavky. Po promyti ¢astic a odstranéni magnetického pole ziistanou ve zkumavce jen
molekuly DNA navédzané na magnetické ¢astice. Po promyti navazanych castic pufrem
bez ethylenglykolu a soli, pfejde DNA zpét do své formy Sroubovice a uvoliluje se do
roztoku. Timto postupem lze ziskat roztok piecisténé DNA a samostatné magnetické
¢astice. Jedna se o elegantni metodu bez nutnosti centrifugace a pouzivani organickych
rozpoustédel, kterd ovSem pro rutinni vyuZziti vyzaduje automatizaci z divodu tspory

casu. (15) (8)

2.1.3. Kvantifikace extrahované DNA — metody, jejich principy

Dalsi metody studia DNA, jako je naptiklad amplifikace, sekvenac¢ni analyza atd.,
vykazuji specifické naroky na zpracovanou DNA. Zejména je potieba ur¢ité minimalni
mnozstvi, poptfipadé minimélni koncentrace DNA v roztoku a také jeji Cistota, hlavné
v porovnani s bilkovinami a inhibitory PCR. V dne$ni dobé se metody méteni kvantity a
Cistoty DNA zakladdaji principech spektrofotometrické kvantifikace a UV

fluorescen¢niho znaceni specifickymi barvivy pro DNA. (16) (17)

Spektrofotometrickd metoda je zaloZend na principu, Ze nukleové kyseliny
absorbuji UV svétlo o specifické vinové délce A (A = 260nm) a fotodetektor zaznamena
zménu intenzity prochazejiciho svétla. Pomér mezi intenzitou zdrojem vyzafovaného
svétla a svétla, které dopadad na detektor vyjadfuje transmitance 7, kterd je zapornym

logaritmem absorbance A4.
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Souvislost absorbance A s intenzitou svétla je dana nésledujicim vztahem, kde 7 je

intenzita svétla po prichodu vzorkem a Iy je pocatecni intenzita svétla. (16)

I I,
A= —logT = —log — = log —
og og 7~ =log 7

Vyslednou koncentraci pak lze ziskat diky matematickému vyjadieni Lambert-
Beerova zakona, ktery popisuje pfimou zavislost absorbance na koncentraci roztoku c,
délce vrstvy /, pres kterou paprsek svétla prochazi a molarnim absorpénim koeficientu .

Matematické vyjadieni Lambert-Beerova zakona:

A=¢cl.c

Koncentrace se poté velmi ¢asto urcuje i podle empirického vztahu, ze 1 jednotka
absorbance (A = 260 nm) odpovidd koncentraci 50 pg/ml dlouhych dvoutetézcovych
polynukleotidu. (18) (16)

Dal$im z velmi ¢asto pouzivanych principti méfeni koncentrace DNA v roztoku
je metoda fluorescenéniho znaceni provadénd ve zkumavkach, nebo v plosném
uspofadani na gelu ¢i membrané. Fluorescencni znackou jsou nej€astéji interkalacni
barviva jako je napt. ethidiumbromid, bisbenzimid, PicoGreen®, nebo SYBR® Green.
Oproti spektrofotometrii je tato metoda citlivéjsi a vhodnéj$i pro vzorky s nizkou
fluorescen¢ni znacka (barva) pfidd do agar6zového, nebo polyakrylamidového gelu,
ptipadné se ukotvi na membranu a teprve poté se aplikuje vzorek. Vedle fluorescencné
znacené DNA ze vzorku je na gel aplikovédna 1 smés standardnich koncentraci DNA, ktera
slouzi k porovnavani fluorescence s fluorescenci vzorki o neznamé koncentraci. Pti
dostatecném mnozstvi vzorku (cca 0.3 pl) jde metodu prenést i do kyvet ¢i mikrodesticek,
kde je fluorescence métena fluorescenénim fotometrem, opét v porovnani se standardni

koncentraci. (17) (19)

Extrakéni a purifikaéni postupy neposkytuji vzdy zcela ¢istou DNA, proto se musi
jeste po zjisténi koncentrace DNA ovéfit jeji Cistota, aby zbytky proteini s RNA

neovliviiovaly nasledné analyzy, napt. PCR. Cistota DNA v porovnani se zbytky proteinti
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se spektrofotometricky urcuje pomoci rozdilu mezi naméfenou absorbanci pti A = 260
nm, kde maji svoje maximum nukleové kyseliny a absorbanci pti A = 280, kde maji svoje
maximum naopak bilkoviny. Pro ¢istou DNA se tento pomér pohybuje v rozmezi 1,8 —

2,0, niz8i hodnoty jsou zpiisobeny vyskytem proteint. (16) (17)

2.1.4. Stabilita DNA pfi jejim uchovavani v extraktech

DNA je sice povazovana za stabilni molekulu, je ale nachylnd k degradaci
zpusobené hydrolazami, DNazami, zafenim nebo volnymi radikaly. Geneticky material,
ktery nebude nebo nemiize byt pouzit pro okamzitou analyzu, naptiklad z ekonomickych
divodi nebo organizacnich potieb laboratofe, je potieba uchovat. Metody skladovani se
li$i od pouzitého materidlu, mezi nejbéznéjsi metody uchovéavani patii zmrazovani
precisténé DNA v pufru nebo ethanolu, skladovani tkani a télnich tekutin v kapalném
dusiku, konzervovani bun¢k pomoci aplikace roztoku chitosanu, nebo uchovavani kapky

krve (napf. pro forenzni ti€ely) na Whitmanovych papircich. (20)

Wu, et al. v roce 2009 studovali vliv teploty a rozmrazovani na stabilitu DNA,
ktera byla rozfedéna TE pufrem do 2 koncentraci (cca 100 pg/ml a 20 pg/ml). Vzorky
byly uchovavany pfti laboratorni teploté, 4 °C, - 20 °C a - 80 °C a zkoumal se vliv
opakovaného rozmrazovani a zmrazovani na stabilitu DNA pfi 1, 3, 5, 8, 10, 12, 15a 19
cyklech. Vzorky zmrazené na -20 °C a -80 °C byly stabilni vice nez 24 mésict a ani po
19 rozmraZeni nevykazovala DNA (po nasledné amplifikaci PCR a detekci
elektroforézou na agarézovém gelu) zadné zndmky degradace. Vzorky skladované pii
teploté 4 °C vykazovaly riizné stupné odpateni, ale byly stabilni i po 12 mésicich. Vzorky,
které byly skladovany pfti laboratorni teplotg, byly stabilni po dobu 9 mésict, 1 kdyZ doslo
k odpafeni roztoku jiz po 6 mésicich. Vysusend DNA, kterd byla skladovana pii

laboratorni teploté, degradovala jiz za 3 mésice. (21)

Roder, et. al (2010) zkoumali mozZnosti uchovavani standardni DNA uzivané
v molekularni diagnostice. Vzorky genomické DNA byly uchovavany v PCR pufru (20
mM Tris-HCI, pH 8.4, 50 mM KCl), v glycerolu + PCR pufru (1:1) a v glycerolu
ve dvojité destilované vodé (1:1). Takto uchovavané vzorky byly skladovany pii teploté
4 °C a - 20 °C po dobu 100 dni a vySetfeny metodou real-time PCR jednou tydné. Pti

porovnavani teploty skladovani, vzorky skladované pfi teploté -20 °C vykazovaly mensi
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odchylky od piivodni koncentrace a proto byla tato teplota zvolena za optimalngjsi. DNA
ale méla pfi skladovani v této teploté tak vyrazné odchylky od pivodni koncentrace, ze
by mohly vyrazné ovlivnit vysledek pii klinickém pouziti téchto standardi. Vzorky
uchovavané v glycerolu s dvojité destilovanou vodou pii -20°C vykazovaly nejlepsi
vysledky pro dlouhodobé uchovavani jak v porovnani se vzorky uchovavanymi v

glycerolu s PCR pufrem, tak i v porovnani s uchovavanim v PCR pufru. (22)
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2.2. Transplantace krvetvornvch bunék

Jednou z hlavnich vlastnosti krve je jeji schopnost udrzovat stalé prostiedi
organismu, tzv. homeostdzu. Homeostdzu pomahaji udrzovat jak krevni bunky, tak i
ostatni slozky krve, a to zejména diky transportu kysliku a ostatnich zivin ke tkanim a od
tkdni naopak zajistuje transport odpadnich latek na mista dalSiho zpracovani. Nemén¢
dalezitou funkci krve a krevnich bun€k je zprostfedkovani adekvatni imunitni reakce a
udrzovani imunity, ale i hemostatické ulohy, jako je sraZeni krve a jeho regulace. Pokud
je nékterd z funkci krve narusena, disledky tohoto poskozeni jsou velice zavazné pro cely
organismus, a krom¢ medikament6zni 1écby ¢i podavani krevnich derivati (transfuzi), je

jednim z moznych feSeni i transplantace krvetvornych bunék. (23)

2.2.1. Krvetvorné bunky, hematopoéza

Neustala tvorba novych krevnich bunék neboli hematopoéza, je zakladem spravné
funkce krve. Hematopoéza je tedy postupné vyzravani hematopoetickych kmenovych
bun¢k (HSC — hematopoietic stem cell) v kone¢né krevni bunky, jako jsou erytrocyty,
leukocyty a trombocyty. Hematopoéza dospélého cloveka je soustiedéna v kostni dieni
(KD) a to hlavné v obratlich a hrudni a panevni kosti, dale pak probiha i v thymu a v
lymfatickém systému. Béhem prenatalniho vyvoje je hematopoéza situovana nejdiive ve
Zloutkovém vaku, pozdg&ji se presouva do placenty a jater, kde zlstava Castecna
(“rezidudlni®) krvetvorba i1 po narozeni, a cca od 4. mésice t€hotenstvi se objevuje 1
medularni hematopoéza v kostni dfeni. Pfesun hematopoézy do KD je zprostiedkovan
diky chemotaktickym cytokinim a povrchovym adhezivnim molekulam (selektiny,
adresiny, integriny), které umoznuji usidleni HSC v KD. Tohoto principu se vyuziva i pfi

transplantaci HSC. (23)

Klasicky model hematopoézy zac¢ina HSC, ktera se diferencuje v lymfoidni nebo
myeloidni progenitor a tvoii tak dvé rizné cesty hematopoézy, v soucasné dobé ale
existuji 1 ndvrhy alternativnich cest, které nejsou tak jednoznacné. Lymfoidni progenitor
je zédkladem pro B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK-buiiky, myeloidni progenitor vede ke
vzniku erytrocytl, granulocyti, monocyti, trombocytli a dendritickych bunék. Obecné

schéma vyvoje téchto bunék je uvedeno na obrazku 3. (23)
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Obrazek 3 — ZjednoduSené schéma vyvoje krvetvorby
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HSC je specificka svoji schopnosti sebeobnovy a zaroven diferenciace do riznych
typl bunék. Stala populace méné nez 0,1 % HSC v kostni dfeni je zajiSténa asymetrickym
délenim, které je charakteristické tim, Ze jedna dcefina buiika je pfesnou kopii matetské
buiikky a druhd dcefina bunka je uz diferenciovana. Tuto schopnost sebeobnovy a
diferenciace maji pouze HSC a ¢aste¢né i progenitory, patologicky se tyto schopnosti

objevuji i u leukemickych bunék a jinych maligné pozménénych bunék. (23)

2.2.1. Princip a dé€leni transplantaci krvetvornych bunck

Smyslem transplantace krvetvornych bunék je obnova zdravé krvetvorby
pacienta, kterému se $tép dava. Pacientova vlastni krvetvorba je potlacena cytostatickou
nebo radia¢ni terapii a zarodecné bunky Stépu jsou potom schopné zahdjit mnozeni a

diferenciaci.
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Transplantace hematopoetickych bunék se podle plivodu materidlu déli na
autologni, syngenni, alogenni a xenogenni. Z hlediska povahy bunék v transplantovaném
Stépu delime tyto zdkroky na transplantace kostni difené (KD) a pievod perifernich
krvetvornych bun¢k (PKB). Aspirat KD se odebird z dorzélni a lateralni ¢asti kycelni
kosti (popt. ventralni ¢asti kycelni kosti nebo sterna) v celkové nebo epiduralni anestezii.
Odbér se provadi rychlym nasatim KD z jednoho kostniho vpichu do houbovité ¢asti kosti
v n¢kolika hloubkach. Kostnich vpichu se provadi nékolik z jednoho kozniho vpichu, aby
se snizila traumatizace darce jak z hlediska poskozeni kosti, tak z hlediska poskozeni
ktze. Aspirat se poté ze stiikacky vstfikne do vaku s protisrazlivym ¢inidlem a pred
podanim pfijemci se jest¢ prefiltruje. PKB se odebiraji plazmaferézou z periferni krve
pomoci bunécnych seperatori, k odbéru dostatecného mnozstvi bunck staci 2-3
plazmaferézy. ProtozZe se hematopoetické bunky v periferni krvi vyskytuji za normélniho
stavu jen ve velmi nizkém poctu (0,2 % z jednojadernych bun€k), je potieba pacienta
stimulovat. Ke stimulaci se vyuziva myelosupresivni chemoterapie (masivni vyplaveni
progenitorovych bun¢k do periferie v fadech hodin az dnil), pomoci cytokini (G-CSF,
GM-CSF), nebo kombinaci cytostatik a cytokinl. Metoda transplantace PKB je pro darce
lepsi z diivodu mensi traumatizace pii odbéru (ambulantné bez celkové anestézie) a
malého vyskytu nezadoucich U¢inka pii stimulaci cytokiny, pro pfijemce je naopak
vyhodnéjsi protoze rychleji upravuje hodnoty krevniho obrazu a méa mensi riziko rejekce
Stépu, protoze se prevadéji veétsi pocty bunék. Mezi dal§i moznosti ziskani
hematopoetickych bunék patii 1 vyuziti pupecnikové krve, fetalnich jaternich bunék,

otazkou pro vyuziti v budoucnosti jsou 1 hematopoetické bunky ptipravené in vitro. (2)

Autologni transplantace jsou pievody vlastnich kmenovych bun¢k (PKB) pacienta
z mist, kterd nejsou onemocnénim zasazena a ze kterych byly PKB odebrany jiz ptred
pfipravnym cytostatickym nebo radiaénim reZimem. Syngenni transplantace zahrnuji
pfevody PKB mezi jednovajeénymi dvojcaty. Autologni a syngenni transplantace
nevyvolavaji reakci Stépu proti hostiteli a z diivodu sniZeni imunitni reakce na §tép je u
nich mensi vyskyt reakce stépu pro leukemickym buiikdm (GVL efektu = graft versus
leukemia) a vy$si riziko relapsu onemocnéni. Alogenni transplantace vyuzivaji PKB od
sourozencu, dal§ich ¢leni rodiny ¢i dobrovolnych darcti, ktefi jsou shodni v dostate¢ném
mnozstvi antigentt HLA systému (HLA = human leukocyte antigen, systém antigent na
lidskych leukocytech). Xenogenni transplantace je ptrevod krvetvornych bunék mezi

zivo¢iSnymi druhy, ktery se ovSem klinicky nevyuziva. (2)
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Darci PKB a KD se vybiraji podle shody antigend v HLA systému: antigent 1.
tiidy A, B, C, a antigent II. tfidy DR, DP, DQ. Nejvyznamné;jsi z nich jsou antigeny A,
B a DR. Dalsimi faktory pro volbu vhodného darce jsou: ve€k, pohlavi, a
pozitivita/negativita na cytomegalovirus (CMV). Krevni skupiny ABO a Rh nejsou
rizikovym faktorem pro vybér darce, jen je tieba z transplantovaného $tépu odstranit

erytrocyty a plasmu. (24)

Dércim alogennich $tépit jsou kromé testt HLA, ABO a Rh také vySetfeny
hodnoty krevniho obrazu, screening krevnich skupin a atypickych protildtek a jsou
povinni podstoupit testovani na pfitomnost patogenti prenositelnych periferni krvi nebo
KD (HIV, CMV, hepatitis B+C, syfilis, Herpes simplex virus, Varicella zoster virus,
toxoplasmodza a piipadné virus lidské T-bunééné leukémie HTLV-1). Déle do vySetfeni

darce pted odbérem KD spada i méteni EKG a RTG vySetteni plic. (24)

Ptiprava ptijemce ke transplantaci PKB zahrnuje snahu o utlumeni nemoci
tumorablativni 1é€bou v ptipadé maligniho stavu a navozeni imunosuprese, aby se
predeslo rejekci a vytvoreni mista pro transplantat v houbovitych ¢astech kosti. Vlastni
predtransplantac¢ni pfipravné rezimy se 1iSi mezi pacienty s ohledem na vek, stav,
diagnézu a predchozi 1é€bu. Mezi cile pro nové ptipravné rezimy patii snizeni toxicity a

zvySeni tumorablativniho Gc¢inku. (2)

2.2.2. Duvody transplantace KB

Transplantace PKB je kurativni metodou nejen pro hematologické malignity, ale
1 pro solidni tumory, neonkologicka onemocnéni a dédicné choroby. Transplantace
nemusi byt vZdy nejoptimalnéjSim feSenim pro 1é€bu dané nemoci, a proto o vhodnosti
jejiho pouziti vzdy rozhoduje tym odbornikil, tzv. transplantaéni skupina. V Ceské
republice se transplantacemi hematopoetickych bun€k zaobird Transplantacni sekce,
spadajici pod Hematologickou a Onkologickou spoleénost Ceské 1ékaiské spole¢nosti J.
E. Purkyné, kde jsou zastoupena transplantacni pracovisté v Praze, Hradci Kralové, Brné,
Plzni a Olomouci. Tyto a podobna pracovisté z celé Evropy jsou sdruZena v organizace
European Group for Bone Marrow Transplantation (EBMT), ktera centralné zpracovava
vSechna data o transplantacich hematopoetickych bun€k a vydava kritéria pro indikace

transplantaci a akreditace jednotlivych pracovist’. (1)
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Nejcastéji se piibuzenskd 1 nepiibuzenska alogenni transplantace
hematopoetickych bun¢k uziva u hematoonkologickych onemocnéni, zejména u akutnich
leukémii (myeloidni i lymfoblastickd). U Akutni lymfoblastické leukémie (ALL) se pii
vyskytu rizikovych faktorti doporucuje transplantace jiz v prvni remisi, a pokud rizikové
faktory nejsou piitomny, je transplantace doporucena az pii druhé remisi. U akutni
myeloidni leukémie (AML) se alogenni transplantace doporucuje jiz v prvni remisi, u
chronické myeloidni leukémie (CML) je dokonce povazovéna za jedinou lé¢ebnou
metodu. Mezi dal$i hematoonkologickd onemocnéni kde se vyuziva transplantace PKB
se fadi vybrani pacienti s myelodysplastickymi syndromy, Hodgkinovym i non-

Hodgkinovym lymfomem a mnohocetnym myelomem. (1)

Mezi solidni tumory, kde se k 1é¢b¢ taktéz vyuziva transplantace PKB patii napft.:
karcinomy prsu a ovarii, neuroblastom, testikularni tumory, malobunécny karcinom plic,
Grawitziiv tumor ledviny. V téchto pfipadech se ale vétSinou jednd o autologni
transplantace PKB. Z nenadorovych onemocnéni, u kterych se pouziva kurativniho
ucinku transplantace PKB 1ze uvést mozkomis$ni roztrousenou sklerdézu, systémovou
sklerodermii, systémovy lupus erythemadoes, zastupci dédicnych onemocnéni pak jsou
napf.: vrozené enzymatické defekty a Fanconiho anémie. (1) Ptehled indikaci je uveden

v tabulce 1.
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Tabulka 1: Pfehled indikaci k transplantaci krvetvornych bunék

Prehled indikaci k transplantaci krvetvornych bunék
(modifikoviane podle Andéla, 2001; Atkinsona, 1998 a Giralta, 2000) (1, 3, &)

Typ transplantace krvetvornych bunék Indikace

t&#ka aplastickd anémie u mladvch pacientl neodpovidajicich na imunosupresi
chronicka myeloidni leukémie v chronické fazi u pacienti pod 60 let véku

akutni myeloblastova leukémie rizikového typu v prvni remisi u pacientd pod 60 let
vitku

akutni myeloblastova leukémie ve druhé a ndsledujici remisi u pacienti pod 60 let
vitku

Alpgenni transplantace krvetvornych bunék | akutni lvmfoblastova leukémie s Ph-chromozomem u pacientd pod 60 let véku
akutni lymfoblastova leukémie ve druhé remisi u pacienti pod 60 let véku
myelodysplasticky syndrom u pacienta pod 55 let véku

1&2ké metabolické vady s imunitnimi deficity (m. Gaucher,
adrenoleukodystrofie,... ), Fanconitho anémie

pokrodili stadia maligniho Hodgkinova lymfomu i non-Hodgkinovych lvmfomi
u pacientd pod 60 let véku

non-Hodgkinovy maligni lvmfomy ve drubé remisi
maligni Hodgkinty lvmfom ve druhé remisi

akutni myeloidni leukémie v prvni nebo drubé remisi
mnohotetny myelom

karcinom prsu

Autologni transplantace krvetvornych bunék | testikulimi tumory ve druhé remisi

malobunéény karcinom plic

karcinom ovaria

sclerosis multiplex

systémovy lupus erythematodes

systémova sklerodermie

Pievzato 8.4.2017 z:

http://www.pmfhk.cz/VZL/VZL%203 4 2005/005-Slov%C3%A1cek.pdf

2.2.3. Uspé&snost a rizika transplantaci

V Casné potransplantacni fazi se projevuje hlavné toxicita ptipravného rezimu,
zvySeni hodnot krevniho obrazu po alogenni transplantaci nastava za 2-3 tydny a mliZe
se projevit 1 akutni nemoc §té€pu proti hostiteli. Nemoc Sté€pu proti hostiteli je zpiisobena
vlastni imunitou pacienta, a to zejména diky HLA systému leukocytarnich antigent.
Pacientovy imunitni buiiky rozpoznaji “cizi* antigeny na darcovych buiikach a maze dojit
k rejekcei Stépu, naopak imunitni buiiky obsazené ve $tépu mohou ptisobit proti vlastnim
bunkam piijemce coZ je podstatou GVHD. GVHD tedy vznika, jsou-li ve §té€pu piitomné
kompetentni T-lymfocyty a pfijemce je naopak schopen tvofit tkanové antigeny, které
jsou pak rozpoznany pravé darcovskymi T-lymfocyty. Pacienti s akutni GVHD muse;ji
byt 1é¢eni imunosupresivy, coz jesté vic zvysuje riziko vzniku oportunnich infekei a imrti
pacienta. Nejcastéji je u akutni GVHD postiZzena kize (exantém, deskvamace), imunitni
systém, gastro-intestindlni systém (anorexie, nauzea, prijmy) a jater (hyperbilirubinémie,
vzestup transamindz). Mortalita zptisobena akutni GVHD pifimo i1 nepiimo, muze

dosahovat az 50 %. Akutni GVHD muze byt naopak i pfinosem pro pacienta, a to zejména
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diky protileukemickému efektu St€épu. GVL spocivd v imunitni reakci darcovskych
lymfocytt proti zbytkiim leukemickych buné¢k ptijemce, které znic¢i, a proto snizuje riziko
relapsu puvodniho onemocnéni. Po 3. mésici od transplantace se muze rozvinout
chronicka GVHD, ktera se projevuje a poskozuje hlavné kiizi (sklerodermie, deskvamace,
erytém) a imunitni systém (velmi c¢asté infekce), velmi Casto jsou postizeny i plice

chronickou obstrukéni chorobou, o€i, sliznice Ust a jatra. (2)

Andrykowski (1995) provedl multicentrovou studii na kvalitu zivota pacientii po
autologni a alogenni transplantaci kostni dfené. Mimo jiné se zabyval i tim, jak sami
pacienti hodnoti navrat do Zivota, resp. s jakou uspeSnosti, ¢i vliibec jsou schopni zase
zastavat své diiveéjsi Cinnosti. Mezi tyto ¢innosti patii prdce mimo domov, rekreacni
provozovani svych konicku, socializace s prateli, sexudlni aktivita, usilovna fyzicka
aktivita, prdce na zahrddce, vnimani vlastniho vzhledu a schopnost mysleni a
zapamatovani si. Nejvyrazn¢jsi rozdil mezi recipienty alogenni a autologni transplantace
se projevil ve schopnosti praice mimo domov a ve vnimani vlastniho vzhledu, a to ve
prospech autolognich transplantaci. Pacienti po alogenni transplantaci také méli vySsi
procento ztraty zameéstnani, popt. predéasného dichodu (41 %), odiivodnéné svymi
zdravotnimi problémy, oproti pacientiim po autologni transplantaci (26 %). Tyto pacienti
ale tvorili menSinu, vétSina pacientll (68 %) procent totiz neuvedla zddné problémy
s vykonavanim svého zaméstnani. Celkové pak vétSina pacientl zhodnotila svoji kvalitu
Zivota po transplantaci jako sniZzenou jak v porovnani se svymi vrstevniky, tak 1
v porovnani se svym vlastnim stavem pied propuknutim nemoci, kterd byla divodem

transplantace kostni diené. (25)
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2.3. Laboratorni vySetieni bunééného chimerismu

V pribéhu poslednich 30 let se transplantace kostni diené a perifernich
kmenovych bun¢k stala velmi vyznamnou a dobie zavedenou metodou pro 1écbu
malignich i nemalignich onemocnéni. V obdobi po samotné transplantaci St€pu hraje
darcova, nebo pfijemcova. Urcovani ptivodu nové vznikajici hematopoézy na zakladé
genotypové analyzy se nazyva vySettovani bunééného chimerismu. Termin chimerismus
pochazi z teckého slova Chimaira (Xipoupa), které oznacovalo mytologickou bytost,
ktera méla t€lo Iva, hlavu kozy a hadi ocas. V mediciné€ byl tento vyraz poprvé pouzit
Andersonem v roce 1951. (3) Podle jeho ,,bunééné* koncepce je chiméra organismus,
ktery se skladd zbunck pochézejicich ze dvou zygotickych linii. V souvislosti
s transplantacemi byl termin chimerismus poprvé pouzit Fordem v roce 1956 a oznacuje
stav, kdy se po transplantaci kmenovych bunék objevuji v kostni dfeni a v cirkulaci jak

buiiky pochézejici z darcova Stépu, tak 1 buniky piijemce. (3)

2.3.1. Definice pojmil kompletni a smiSeny chimerismus

Pokud po transplantaci nalezi vSechny hematopoetické buitkky svym plvodem
darci (vSechna DNA v analyzovaném vzorku je svym pivodem darcova), jednd se o
kompletni chimerismus a pacient mizZe byt nazvan kompletni chimérou. V dobé, kdy se
Stép prihojuje, jsou doporucovana Casta vySetfeni chimerismu, aby se mohlo co nejdiive

zakrocit, pokud by se stav chimerismu zac¢al meénit. (3)

V praxi je bézné, Ze potransplantacni chimerismus vice, ¢i méné kolisa, jelikoz se
jedna o dynamicky proces. Pokud vSechny hematopoetické builkky nepochazeji
z darcovského Stépu a objevuje se ¢astecna obnova pivodni krvetvorby, nazyva se tento
stav ¢astecnym (neboli smiSenym) chimerismem (MC — mixed chimerism). Pti stabilnim
MC, kdy se hodnoty nijak vyrazn€¢ neméni, se v pribéhu piihojovani Stépu doporucuje
monitorovani chimerismu v subpopulacich (NK buiiky, T-lymfocyty) a dvoumésicni
kontroly chimerismu pro ptipad odhojovani §té€pu. Pti zvySovani MC o vice nez 5 % se

doporucuje preventivni imunoterapie pacientli s hematologickymi malignitami a tydenni
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kontroly po dobu 200 dnti od data transplantace pro zachyceni relapsu choroby, ktery se

objevuje praveé v tomto obdobi. (3)

Vyssi hodnoty smiseného chimerismu v ¢asné potransplantacni fazi mohou byt
zpusobeny puvodni ptfijemcovou krvetvorbou, ale jeho vzristajici podil mize znacit
znovuobjeveni pivodni nemoci. Ve svém disledku smiSeny potransplantacni
chimerismus znamena snizeni GVL efektu, coz jesté vice zvysuje riziko rozvoje ptivodni
nemoci. Konkrétné u pacientti s akutnimi leukémiemi a myelodysplastickym syndromem
(MDS), bylo v n¢kolika studiich prokazano, ze zvysujici se podil pivodni krvetvorby

znaci vysoké riziko relapsu onemocnéni. (3)

Pokud byla transplantace pouzita pro 1é¢bu nemalignich onemocnéni, jako jsou
napt. aplastické anémie, talasémie, osteopordzy, imunodeficience, nebo syndromu
selhani kostni dfen¢, nemusi byt vzdy cilem dosahnuti kompletniho chimerismu. Neni
potieba zcela nahradit pacientovu vlastni krvetvorbu a tomu odpovida i pfipravny rezim
pted transplantaci, ktery narozdil od 1¢cby malignich onemocnéni neni tak myeloablativni
a toxicky. Pacientliv stav a pocit pohody se miize vyrazng¢ zlep$it i pfi soucasné existenci

puvodni a darcovské krvetvorby. (3)

Zajimavosti je, Zze se CasteCny chimerismus mize objevit pouze v nékterych
bunécnych liniich (naptiklad T-lymfocyty, NK bunky) a potom je oznacovan jako tzv.
split chimerism (split = rozstépeny, pukly, praskly). Vysetfeni téchto linii se pak vyuziva
pfirozliSeni, zda jsou rezidualni buniky maligni nebo ne. Je dileZitym kritériem pro vybér
dalsi terapie, ktera by méla ptredejit nasledné rejekci Stépu. Klinické studie vySetfeni
chimerismu v bunéénych subpopulacich (T-lymfocyty, NK buiky) ukazaly mimo jiné i

signifikantni rozdily mezi détskymi a dosp€lymi pacienty. (3)

V ptipadé, ze se v analyzovaném vzorku nachéazi pouze pfijemcova DNA, jedna
se o autologni obnovu plvodni krvetvorby a je potieba pacienta pfipravit na

retransplantaci.

2.3.2. VySetifovaci metody pii analyze chimerismu

Pro analyzu potransplanta¢niho chimerismu existuji riizné vysetfovaci metody.

Hlavnim principem, ktery vyuzivaji, je variabilita riznych biologickych markert
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pfijemce a darce. Mezi tyto vySetfovaci metody patii napt.: cytogenetika, fenotypizace
erytrocytl, polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP — restriction fragment
length polymorphism), analyza tandemovych repetic a fluorescenc¢ni in situ hybridizace
(FISH) pohlavnich chromosomii. Priilom pro klinickou aplikaci vySetfeni chimerismu
nastal po objevu polymerazové tetézové reakce (PCR — polymerase chain reaction).
V disledku toho byly v pribehu 90. let 20. stoleti nejvice vyuzivany metody amplifikace
oblasti variabilniho poctu tandemovych repetic (VNTR — variable number of tandem
repeats) a charakterizace kratkych tandemovych repetic (STR — short tandem repeats).
Fluorescencni znaceni primert a rozdéleni PCR produkti pomoci kapilarni elektroforézy
pak umoznilo kvantifikaci chimerismu neboli ciselné¢ vyjadieni stupné smiSeného
chimerismu (pokud byl pfi analyze zachycen). Automatizace vySetfovaciho procesu a
dostupnost pottebného pfistrojového vybaveni poté umoznilo vySetfovat velkd mnozstvi
pacientskych vzorkd za relativné kratky casovy interval, coz vedlo k vyznamnému

rozsifeni klinické aplikace tohoto vysetfeni. (3)

2.3.2.1. RFLP

Principem RFLP metody je nasednuti restrikéniho enzymu (napt. Bcll, Taql,
EcoRl1, Hindlll, Rsal, Bglll) na specifické misto v molekule DNA, které tvori
palindromovou sekvenci. Vlivem mutaci toto misto mize zaniknout a k rozStépeni
nedojde, nebo naopak toto misto nové vznikd a molekula se rozSt€pi. Pokud tyto
palindromové sekvence leZi v oblasti jednonukleotidovych polymorfismt (SNP — single-
nucleotide polymorphism), princip funguje stejné: pokud se polymorfismus projevi a
vldkno nema piesné pozadovanou sekvenci, tak se nevytvoii palindrom a restrikéni
enzym nemd kam nasednout, a vlakno se tudiz nestépi. Vysledkem jsou pak rtizn¢ dlouhé
fragmenty patrné v elektroforetickém gelu, které umoZznuji v tomto pifipadé€ identifikaci

reziduélni a nové vznikajici krvetvorby v potransplantaénim obdobi. (26) (4)

Diive se pro toto vySetfeni pouzival Southerntiv pienos fragmentované
chromosomové DNA, kterd byla pfenesena na nitrocelulézové papirky nebo filtry
Genetrans ¢i Zetabind a vySetiena pomoci hybridiza¢nich sond (napt. pAW101, LAM4)
(26) . V soucasnosti se vyuziva kombinace metody RFLP s metodou PCR. Analyzuje se
amplikon DNA (ziskany diky PCR) o znamé délce, ktery se nasledné na agar6zovém gelu

porovnava s velikostnim standardem. Pokud DNA obsazena ve vzorku obsahuje
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palindromovou sekvenci pro dany enzym, objevi se po restrikci na gelu dva fragmenty,
které souctem svych velikosti budou odpovidat délce piivodniho amplikonu. Pokud DNA
neobsahuje palindromovou sekvenci, bude jeji délka shodnd s plivodnim PCR

produktem. (26) (4)

RFLP metoda byla n¢kolika studiemi provétena jako vhodna pro vyuziti k analyze
chimerismu v obdobi po transplantaci PKB a je velmi dobte pouzitelna i v praxi. Je ovSem

na druhou stranu ¢asové ndro€nd, pracnd a s velmi nizkou citlivosti (5-10 %). (26) (3)

2.3.2.2. Cytogenetika

Cytogenetické metody vyuzivaji pro urceni ptivodu hematopoézy (darcova nebo
prijemcova) pohlavni chromosomy, pokud jsou darce a pfijemce opacného pohlavi,
pfipadné mohou k diagnostice vyuzivat vizudlnich rozdilt pti G-, Q- a C-pruhovani. G-
pruhovani se zaklada na metafazickych chromosomech obarvenych Giemsou, ktera barvi
predevsim na tseky bohaté na adenin a thymin. Mista v chromosomu, které jsou bohatsi
na cytosin a guanin (jsou taktéz transkripcn¢ aktivnéjsi) zistavaji svétla, coz vytvaii efekt
pruhovani. Q- pruhovani vyuziva k barveni chinakrin (angl. Quinacrine) a C-pruhovani
vyuziva tmavého zbarveni konstitutivniho heterochromatinu (angl. Constitutive
hetechromatine), ktery je tvofeny ptfedev$im tandemovymi repeticemi, minisatelitnimi a

mikrosatelitnimi repeticemi a transpozonovymi repeticemi. (27) (28)

Z jednotlivych nabarvenych chromosomil se posklada karyogram, ktery je typicky
pro daného pacienta. Pacientovi po transplantaci se v urcitém casovém rozmezi (30, 90,
180, 365 dni) se provede cytogenecké vySetieni karyotypu a porovnanim s ptivodnim
karyogramem piijemce a darce lze zjistit, kterému z nich bunika svym piivodem naleZi. Je
potfeba vysetiit vice bunc¢k (20-60 mitéz), aby se zamezilo faleSné¢ negativni
nepfitomnosti pfijemcovych bunék, které by mohly byt opomenuty. Tyto metody jsou

malo pouZivané zejména pro svou ¢asovou naroc¢nost a nizkou citlivost (5 %). (28) (3)
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2.3.2.3. Fenotypizace erytrocytu

Velmi jednoduchou a piesnou metodou je fenotypizace ¢ervenych krvinek (RCP
— red blood cell phenotyping) s citlivosti 1-5 %, nevyhodou je vSak dlouha doba latence,
neZ erytrocyty z darcovské linie vyzraji. Cervené krvinky ze vzorku periferni krve déarce
1 pfijemce jsou vysetieny (pfed transplantaci, po transplantaci, ze zmrazenych vzorki) na
kompletni fenotyp antigenti: A, B, C, ¢, E, D, K, Fy® Fy®, Jk*,Jk®, M, N, S a s. U vzorku
po pfevodu hematopoetickych bunék se uz pak vysSetifuji pouze tzv. diskriminacni
antigeny, tedy ty antigeny, které jsou rozdilné u darce a pfijemce. Erytrocyty ze vzorku
krve =z potransplantacniho obdobi se inkubuji sIgG protilatkou piesné proti
vySetfovanému antigenu a po nékolika promytich jsou k nim ptidany fluorescencné
znacené mikrocastice s navazanymi antigeny proti lidskému IgG. Pro lepsi navazani
erytrocytl a fluorescenéné znaenych mikroc¢astic se vzorek zcentrifuguje a nasledné je
prohlédnut pod fluorescencnim mikroskopem. Metoda je dobfe kombinovatelnd i
s detekci pomoci pratokové cytometrie, coz umoziluje automatizaci a aplikaci do
rutinniho provozu jak pro sledovani chimerismu, tak i pro monitorovani odpovédi na
infuzi darcovskych leukocytti (DLI — Donor leukocyte infusion) po transplantaci KD
chudé na T-lymfocyty. (29)

2.3.2.4. FISH analyza pohlavnich chromosomii

Metoda fluorescenéni in-situ hybridizace (FISH metoda) vyuZivd pohlavni
chromosomy, které pochdzeji z ned€licich se bunék v interfazi a diky vyuzivani
vicebarevnych sond se mohou najednou detekovat chromosomy X 1 Y. Vzorky periferni
krve nebo kostni diené se centrifuguji a pro dal$i vyuziti se odseparuji pouze jednojaderné
krevni bunky, které se inkubuji s hybridiza¢nimi barevnymi sondami. Pfi pouziti dvou
barevnych fluorescen¢nich sond, napt. DXZ1 (zelend) specifické pro a-satelitni sekvence
chromosomu X a DYZI1 (Cervend) pro a-satelitni sekvence chromosomu Y, se do
vySetfovanych bunék pocitaji pouze buiiky se dvéma zelenymi signaly (Zena), nebo
s jednim zelenym signalem a jednim Cervenym (muzi). Pro analyzu je minimalni pocet
300 spravnych interfazickych jader, median je 500 jader pro analyzu. Z poméru
darcovskych a ptijemcovskych bunék se poté vyjadiuje potransplantacni chimerismus

procentudlné. (30)
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FISH metoda pro pohlavni chromosomy X a Y je omezena pro klinické vyuziti
diky tomu, Ze je pouzitelnd pouze pro transplantacni dvojice, kde ma piijemce a darce
jiné pohlavi. Oproti klasickym cytogenetickym, ale 1 ostatnim metoddam ma vysokou

citlivost (0,1 — 0,001 %) a nizkou faleSnou pozitivitu. (30) (3)

2.3.2.5. Analyza tandemovych repetic

Tandemové repetice jsou genomové useky, kde se jedna urcitd sekvence
nukleotidii pravidelné opakuje. Tato sekvence se nazyva repetitivni jednotka. Délka
repetitivni jednotky je rtznd, mikrosatelity (STR lokusy — short tandem repeats) maji
velikost do 10 bp a celkova délka STR tseku je 50 — 300 bp, minisatelity (VNTR lokusy
— variable number of tandem repeats) maji repetitivni jednotky v fadech desitek bp a cely
usek pak mize mit délku az 20 kbp. Pocet téchto opakujicich se jednotek pro vybranou
oblast je mezi jedinci rizny, coZ se vyuziva pii analyze chimerismu, ale naptiklad i pro
paternitni spory a v kriminalistice. Tento polymorfismus mize byt zpiisoben vzajemnym
posunem fetézcl pii replikaci v oblasti repetic, nebo rekombinaci v této oblasti pfi
meidze. Pro analyzu STR lokust je potieba designovat primery, které nasednou na
jedine¢nou sekvenci v okoli repetitivni jednotky. Kdyby byly primery navrhnuty pfimo
na repetitivni sekvenci, mohly by nasednout na kteroukoliv z mnoha repetic a vysledna
délka PCR produktu by pro analyzu nebyla pritkazna, protoze bychom dostali pouze smés

rizn¢€ dlouhych fragmentt. (4)

Principem vySetieni repetitivnich sekvenci je vybér urcitého genetického markeru
(konkrétniho tiseku DNA, ktery obsahuje tandemové repetice) a vytvotfeni primerti pro
PCR, které budou nasedat pted a za ptislusny STR nebo VNTR lokus. Po provedeni PCR
se pomoci elektroforézy zjistuje délka fragmentu. Ta se porovnava se s druhym vzorkem
(darce s pfijemcem, otec s potomkem, dva podezieli z trestného Cinu). ProtoZe nelze
predem vyloucit, ze délka fragmentii bude stejna u obou vzork, je pro vylouceni falesné

negativity potieba vySetfit a porovnat vice genetickych markert.

Separace a urceni délky namplifikovanych fragmenti se u analyzy STR lokusi
diive provadela pomoci elektroforézy na agar6zovém gelu. Dnes se vyuziva kapilarni
elektroforéza, kterda umoZnuje automatizaci procesu vySetfeni potransplantacniho

chimerismu. Jedna se o pfeneseni plosné elektroforézy do prostiedi kapilary. Vnitini
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prostor kapilary je naplnén linedrnim polymerem jako je napt.: linedrni polyakrylamid
(LPA), derivaty celuldzy, nebo dextran, ktery vytvari vhodné separacni prostiedi pro
pohyb NK. Jako puftr se nejcastéji pouziva TBE pufr (Tris-borat-EDTA), ale 1ze vyuzit 1
jiné pufry dle doporuceni vyrobce analyzatoru. Do separacniho gelu se jesté pridava
denaturac¢ni ¢inidlo (mocovina, formamid), aby vznikla jednofetézcova forma amplikonti
a jejich separace pak nebyla ovlivnéna jejich sekundérni strukturou. Pokud denaturacni
¢inidlo neni pfitomno pfimo v gelu, mize se aplikovat do vzorku pted jeho nanesenim do
kapilary, nebo se mtize vzorek denaturovat vlivem zvysené teploty. Vzorek se do kapilary
dostane z davkovace (je pfedem nepipetovan do mikrotitracni desticky) diky
elektrokinetickému nastfiku, ktery je zpisoben pohybem nabité NK ze vzorku k anodé¢.
Elektroforetickd pohyblivost NK je pak dana jejich délkou, danym separaénim proudem,
ktery elektroforetickou sestavou prochéazi, a vlastnostmi separaéniho média a pufru
(koncentrace, iontova sila, teplota, pH, aj.). Fragmenty jsou na 5" konci oznaceny
fluoroforem a jsou detekovany u anodického konce kapitaly fluorescen¢nim detektorem,
jako je napt. detektor diodového pole nebo CCD kamera (zdrojem excitaniho zéfeni je
argonovy laser nebo helium-neonovy laser). Vysledkem je pak elektroforeogram s piky,
které vyjadiuji jednotlivé fragmenty. Soucasti aplikovaného vzorku je i velikostni marker,

aby bylo mozné urcit velikost fragmentu podle migra¢niho casu. (4) (31)

Po elektroforetickém rozdéleni fragmentt jsou z elektroforeogramu zaznamenany
vysky a plochy pikli a migracni ¢asy. Migracni casy jsou dané délkou fragmentu a podle
rozdilnych délek fragmentl jsou urceny alely darce a ptijemce. Pro ureni vhodnych
genetickych markeri se pred transplantaci vySetfti STR lokusy dérce a piijemce. Po
transplantaci se u vybranych lokusii sleduje, zda se ve vzorcich neobjevuje mimo alel
darce 1 ¢ast alel, které ptipadaji piijemci. Pokud se objevi, je potieba je kvantifikovat. Pro
kvantifikaci se miize pouzit vyska piku i jeho plocha, pfesnéjsi je vSak ale plocha,
vzhledem k moZznému asymetrickému tvaru pikd. Procentudlni chimerismus neboli
zastoupeni ptijemcovy DNA ve vzorku lze vypocitat podle nasledujiciho vztahu, kde Ar;
je plocha piku 1. alely ptijemce, 4r2je plocha piku druh¢ alely ptijemce, Ap; je plocha
piku 1. alely darce a Ap>je plocha piku 2. alely darce: (31)

%or = (Ar1 + Ar2) / (Ar1 + Arz) + (Ap1 + Ab2)
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Rada laboratofi voli pii kvantifikaci chimerismu vyjadieni opacné, tedy pocita relativni

zastoupeni darcovské krvetvorby (darcovsky chimerismus) podle analogického vztahu:
%p = (Ap1 + Apz) / (Ar1 + Arz) + (Ap1 + Ap2)

STR metoda v kombinaci s PCR a fluorescen¢nim znac¢enim je robustni a rychlou
metodou s velmi dobrou aplikovatelnosti do praxe. Problémem i zde vSak mtze byt jeji

nizsi citlivost (1-5 %). (3)

Metoda vysetfovani STR lokust je vhodna pro analyzu reziduélni krvetvorby a
predikce relapsu onemocnéni i rejekce St€pu, bez ohledu na ptivod leukémie. Metoda
neni dostateéné citlivd v pfipadech, kdy hledané bunky zastavaji méné nez 1 % z
leukocytické populace. V téchto pripadech se vyuziva analyzy STR lokust v bunéénych
subpopulacich. Bunky jsou rozdéleny pritokovym separatorem podle CD znaki na jejich
povrchu a analyza STR lokust je pak provedena pro kaZzdou subpopulaci zvlast. Zmény
v puvodu subpopulaci leukocytli pomahaji lepSimu pochopeni imunologické podstaty
rejekce ¢i relapsu onemocnéni a umoznuji tak vcasngj$i zdkrok ¢i ptipadnou
retransplantaci. Vysetfeni STR v subpopulacich je také dobte aplikovatelné do praxe a
ma i lepsi citlivost (0,1 — 0,001 %), ma ovSem vyssi finan¢ni naroky a je to metoda pracna

a Casove narocna. (32) (3)

2.3.4. Studie geneticke variability pouzitych STR lokust
v populaci

Jednou zfunkci populaéni genetiky v souvislosti s popula¢ni genetickou
variabilitou je 1 urCovani heterozygozity jednotlivych genetickych markert.
Heterozygozita markeru udava pomeér, kolik ze vSech vySetfenych osob bylo v daném
lokusu heterozygotnich. Pokud ma tedy naptiklad marker CSF1PO heterozygozitu 0,766
znamena to, Ze z 1000 analyzovanych osob ma 766 pro dany lokus 2 riizné alely (je
heterozygotem). DalSim zplisobem vyjadieni heterozygozity je procentudlni vyjadreni.
Heterozygozita se déli na pozorovanou heterozygozitu Ho, Hobs (0bserved = pozorovany)
a o¢ekavanou heterozygozitu Hg, Hexp (expected = ocekavany), které se mezi sebou
vzajemné porovnavaji. He a Ho se vypocitaji podle nasledujicich vztaht, kde n = pocet
analyzovanych jedinct ai1, ai2 jsou alely daného lokusu, m = pocet alel daného lokusu a
fi je frekvence dané¢ alely lokusu: (33)
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Vysoka genetickd variabilita STR lokusti miize byt dana geografickou polohou
populace a historickymi vlivy (migrace obyvatelstva, najezdy, valky atp.) a jednotlivé
popula¢ni skupiny se mezi sebou mohou odliSovat pravé ve variabilité téchto lokusi.
Populaéni data o heterozygozité markerti vybranych pro praktickou ¢ast diplomové prace

jsou souhrnné zpracovany do tabulky 2, uvedené na konci této kapitoly.

Malyarchuk, et al. (2007) provedl studii genetické variability na evropském tizemi
Ruska s poctem piipadii N = 176. DNA byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou
a STR lokusy byly amplifikovany pomoci souprav Amp-FISTR SGM Plus a AmpFISTR
Profiler Multiplex, separovany elektroforeticky v genetickém analyzatoru ABI Prism 377
DNA Sequencer (Applied Biosystems, USA) a velikost fragmentti byla uréena pomoci
softwari Gene-Scan (v. 3.1) a Genotyper (v. 2.0.) od firmy Applied Biosystems.
Vysledky studie korespondovaly s Hardy-Weinbergovym rozdélenim a diskriminacni
sila PD (PD = Power of Discrimination) dosahovala vysokych hodnot. Nejinformativné;jsi
lokusy byly D2S1338, D18SD51, D21S11 a FGA. Heterozygozita vybranych lokust je
uvedena v tabulce 2. Data byla porovnana se studiemi ostatnich slovanskych néarodt
(Polsko, Slovensko, Srbsko a Bosna) a bylo zjisténo, ze ruskd etnickd skupina se oproti
uvedenym etnikiim vyznacuje vyssi frekvenci alely 16 lokusu D3S158 a niz$i frekvenci

alely 12 lokusu D13S317, dale alely 18 lokusu D3S1358 a také alely 21 lokusu FGA. (34)

Parys-Proszek, et al. (2010) podrobili 154 nepiibuznych jedinci Zijicich na izemi
jizniho Polska s evropskym plvodem analyze 10 standardnich STR lokust (D3S1358,
vWA, D16S39, D2S1338, D8S1179, D19S433, THO1, FGA, D21S11 a D18S51). DNA
byla separovana pomoci magnetickych ¢astic kitem MagAttract Kit za pomoci robotické
stanice Biorobot M48 (Qiagen, SRN). Pro amplifikaci byl pouzit syst¢tm AmpFISTR
NGM (Applied Biosystems, USA) a termocyklér GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, USA). Amplifikované Useky byly separovany a detekovany pomoci ABI
Prism 3130x] Genetic Analyzer a data byla analyzovéana softwarem GeneMapper IDX
v1.1.0 (Applied Biosystems, USA). Uvedené¢ markery nevykazovaly zadné statisticky
vyznamné rozdily od zbytku evropské populace. (35) Heterozygozita jednotlivych

markerl je zanesena do tabulky 2.
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V roce 2004 provedl Hara, et al. popula¢ni studii v Japonsku, zaméfenou na 15
STR lokusti: D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820,
D16S539, Penta D, CSF1PO, vWA, D8S1179, TPOX a FGA. DNA byla ziskana od 164
nepiibuznych Japonct, zijicich v centralnim Japonsku, a nasledné extrahovana fenol-
chloroformovou metodou. Amplifikace byla provedena pomoci PCR kitu PowerPlex 16
System Kit (Promega) a naamplifikované useky byly nasledné separovany kapilarni
elektroforézou v systému ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
Vysledky byly analyzovany softwary GeneScan Analysis 3.1.a Genotyper 2.5 (oba
Applied Biosystems, USA). Frekvence genotypt jednotlivych lokust odpovidala Hardy-
Weinbergové rozdéleni. Lokus s nejvétsi PD (0,9782), primérnou pravdépodobnosti
vylou¢eni MEC = 0,8063 (MEC = mean exclusion chance) a informa¢nim obsahem
polymorfismu PIC = 0,8632 (PIC = polymorphism information content) byl lokus Penta
E. (36) S ohledem na praktickou ¢ast své prace uvadim i druhy marker s nejvyssimi

dosazenymi hodnotami, kterym je lokus FGA (PD = 0,9629, MEC = 0,7240, PIC =
0.8481), Heterozygozita vybranych markeri je zanesena do tabulky 2.

Data o heterozygozité v evropské a americké populaci a v populaci z Afriky byla
zpracovana z on-line databaze pop.STR (dostupné zZ:

http://spsmart.cesga.es/popstr.php?dataSet=strs_local ), zpracované skupinou Amigo et

al. pod zastitou University of Santiago de Compostela v roce 2009. Heterozygozita
jednotlivych markeri je zaznamenana do tabulky 2. Data o evropské populaci byla
ziskdna od celkem 2135 osob, které svym pivodem pochazely z Francie, Italie,
Spanélska, Ruska, Svédska, ale i z blize nespecifikovanych oblasti. Popula¢ni studie STR
lokusti na izemi Stfedni a Jizni Ameriky, konkrétné z Brazilie, Kolumbie, Dominikénské
republiky a Mexika, €itala celkem 551 osob. U populaéni skupiny z Afriky bylo celkem
507 obyvatel z Konga, Keni, Namibie, Nigérie, Senegalu, Somalska a Bantu. (37)

STR lokusy snejvy$si populacni heterozygozitou jsou podle uvedenych
informaci: D2S1338, D18S51 a FGA, lokusy s nejnizsi heterozygozitou jsou THOI1,
CSF1PO a TPOX. Uvedena data jsou souhrnné zpracovana vcetné primernych hodnot

v tabulce 2.
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3. Cile prace

1. Provést retrospektivni analyzu dostupnych klinickych dat a laboratornich parametrt

souvisejicich s vySetfenim potransplanta¢niho chimerismu v zadaném souboru pacientt.

2. Pokusit se najit a potvrdit v souboru pacienti mozny vztah mezi vybranymi klinickymi

parametry a sledovanymi genetickymi markery.

3. Posoudit vliv piibuznosti piijemce a darce $tépu, shody v jejich systému znakti HLA a

shody jejich pohlavi na spektrum pouzitelnych genetickych markerd.

4. Vyhodnotit UspéSnost 1é€by a umrtnost pacientl v potransplantacnim obdobi

vvvvv
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4. Metodicka Cast

4.1. VySetfovany soubor pacient

V pribehu let 2010 az 2014 bylo ve Fakultni nemocnici Hradec Kralové (FNHK)
provedeno celkem 161 transplantaci PKB a 7 z nich byly retransplantace. Vzhledem
k netplnym informacim o nékterych pacientech, které nebylo mozné v dokumentaci
dohledat, byla pro hodnoceni pouzita data 140 pacientt, ktefi prodé€lali v daném obdobi

transplantaci PKB.

4.1.1. Zékladni demograficka data osob ve sledovaném souboru

Soubor 140 pacientil po alogenni transplantaci perifernich kmenovych bun¢k byl
slozen ze 77 muzl a 63 Zen. Z procentudlniho hlediska tvofilo sledovany soubor 55 %

muzil a 45 % zen. Pét z téchto pacientli podstoupilo v letech 2010-2014 retransplantaci.

Primérny vek pacientli byl 50 let (smérodatna odchylka SD = 13 let), s medidnem
veku pacientl 54 let. Vékové rozpéti pacientii se pohybovalo od 18 let do 72 let. Prumérny
vek muzi byl 50 let (SD = 14 let) s medidnem 54 let. NejmladSimu pacientovi muzského
pohlavi bylo v dobé¢ transplantace 18 let a nejstar§Simu 70 let. Primérny vék Zen byl 51 let
(SD =11 let) s medidnem 54 let. Nejmladsi pacientce bylo v dobé transplantace 23 let a
nejstar$i 72 let. Soubory Zen a muzli mezi sebou nemély statisticky vyznamny vekovy
rozdil (hodnoceni bylo zalozené na Studentové t-testu blize popsaném v kapitole 4.5.2.;

testovaci kritérium 0,44, stupné volnosti 138).

4.1.2. Diagnozy

U sledovanych pacientd bylo prokdzano 25 riiznych diagndz, a proto byli
rozdéleni do skupin se stejnou nebo podobnou diagnoézou. Nejpocetnéjsi skupinu tvoftili
pacienti s diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii (AML), kterych bylo celkem 57.
Druhou nejpocetnéjsi skupinou byli pacienti s akutni lymfatickou leukémii (ALL),
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kterych bylo 24. Z celého souboru tedy pacienti s akutni formou leukémie tvofili 57 %.
Pacientti s chronickou lymfatickou leukémii bylo 14 (10 %). Do skupiny
myelodysplastickych syndromi bylo =zafazeno 13 pacientl, u kterych byla
diagnostikovana refrakterni anémie s prstencitymi sideroblasty (RARS), refrakterni
anémie s nadbytkem blasti (RAEB) a jiné myelodysplastické syndromy. Do skupiny
lymfomii bylo zatfazeno 12 pacientli s podobnymi diagnézami: T-bunéény lymfom,
Hodgkinliv lymfom, Non-Hodgkinlv lymfom (difizni i folikularni) a jiné blize neurcené
druhy Non-Hodgkinova lymfomu. Myeloproliferativni onemocnéni bylo prokazéno u 11
pacienti, kterym byla diagnostikovéna chronickd myeloidni leukémie (CML), subakutni
myeloidni leukémie, polycythaemia vera, osteomyelofibréza nebo jind chronicka
myeloproliferativni onemocnéni. Chronickd monocytarni leukémie byla prokdzana u 4
pacientt a dalsi skupinu tvofili 3 pacienti mnohocetnym myelomem. Posledni skupinu
tvofili 2 pacienti s idiopatickou aplastickou anémii. Uvedend data byla souhrnné

zpracovana do grafu 1.

Graf 1 - Zastoupeni skupin diagnoz ve sledovaném souboru pacientu

= AML
= ALL
= CLL
Myelodysplasticky syndrom
® Lymfomy
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4.1.3. Pocty transplantaci ve sledovaném obdobi

Vroce 2010 bylo provedeno 19 transplantaci (viz graf 2), v roce 2011 26
transplantaci, tedy o 36 % vice nez v pfedchozim roce. V roce 2012 podstoupilo
transplantaci 23 pacientl (pocet oproti pfedchozimu roku klesl o 12 %) a jeden pacient
v roce 2012 podstoupil retransplantaci. V roce 2013 bylo provedeno 37 transplantaci a 2
retransplantace, coz znamenalo 61% ndrlst poctu transplantaci. V roce 2014 bylo
provedeno 35 transplantaci a stejné jako v roce 2013 dv¢ retransplantace, coz opét

znamenalo mirny 5% pokles.

Graf 2 — Celkovy pocet transplantaci za jednotlivé kalendarni roky
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4.1.4. Ptibuznost a shoda v HLA systému

Z celkového souboru 140 transplantaci bylo 30 ptibuzenskych (21 %), kde byla
ve vSech ptipadech potvrzena shoda jejich HLA systému ve vSech deseti znacich (10/10).
Neptibuzenskych transplantaci bylo provedeno celkem 110, coz predstavuje 79 % vSech
transplantaci za roky 2010 az 2014. U 70 z téchto 110 neptibuzenskych transplantaci (64
%) byla potvrzena shoda piijemce a darce v HLA systému (10/10). U 40 ptipadi (36 %

ze vSech nepiibuzenskych transplantaci) byla shoda 9 a mén¢ HLA znaki. Ve
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sledovaném souboru bylo tedy 28 % parti se shodou nizsi nez 10/10 a 72 % pari, které se

plné shodovaly. Uvedena data jsou souhrnné zpracovana v tabulce 3.

Tabulka 3 — Pocty pribuzenskych a nepribuzenskych transplantaci, shoda v HLA
systému

Ptibuznost celkem [Y0] 10/10shoda <10/10 shoda
Piibuzni 30 21 30 0
Nepiibuzni 110 79 70 40
Celkem 140 100 100 40

4.1.5. Hodnoceni piijemcti a darcii z hlediska shody pohlavi

U 30 ptibuzenskych transplantaci perifernich kmenovych bunék bylo u 13 ptipadi
(43 %) shodné pohlavi darce a pfijemce, v 6 ptipadech se jednalo o transplantace muz-
muz (Slo tedy o bratry) a v 7 ptipadech o transplantace Zena-Zena (sestry). 17 (57 %)

zbyvajicich ptibuzenskych part nebylo pohlavné shodnych.

U 110 neptibuzenskych transplantaci byla pohlavni shoda u 65 (59 %) part (55
transplantaci prob¢hlo mezi bratry a 10 mezi sestrami). 45 (41 %) zbyvajicich

nepiibuzenskych transplantaci PKB nebylo pohlavné shodnych.

Nezavisle na ptibuznosti tvotily pohlavné shodné pary 56 % vSech transplantaci,
z toho transplantace mezi bratry byly zastoupeny ve 44 % a transplantace mezi sestrami
v 12 %. Pohlavné& neshodné pary nezavisle na piibuznosti tvofily 44 %. Uvedend data

jsou souhrnné zpracovana v tabulce 4.

V3sech 5 retransplantaci PKB bylo neptibuzenskych. Ve 3 ptipadech se jednalo o
pary, kde se pohlavi darce a ptijemce neshodovalo a ve 2 piipadech se jednalo o pary

shodné, konkrétné §lo o pary muz-muz.
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Tabulka 4. - Shoda v pohlavi u piijemcu a darciit PKB

Shoda pohlavi
Typ AloT muz-muz zena-zena Neshoda pohlavi
ptibuzenska 6 7 17
nepiibuzenska 55 10 45
Celkem 61 17 62

4.1.6. Retransplantace

Jiz vySe zminénych 5 retransplantaci zahrnovalo 3 Zeny a 2 muze. Vékové
rozdé¢leni téchto pacientii se pohybovalo v rozmezi 43-60 let, s primérem 52 let (SD = 6
let) a medidnem 59 let. Dva pacienti byli diagnostikovani s AML, jeden s ALL, jeden
pacient trpél chronickou monocytarni leukemii a jeden pacient spadal svou diagnézou do
skupiny non-Hodgkinova lymfomu. Pfi uvedenych retransplantacich byl vzdy pouzit
transplantat od nepiibuzného darce. Pifi 3 retransplantacich byla shoda v HLA systému

darce a prijemce 10/10 a ve 2 pripadech bylo shodnych 9 a méné znakd.

4.1.7. Vysettovany biologicky material

Standardnim materidlem pro pfedtransplantacni vySetieni byl vzorek vendzni krve
pfijemce a ¢ast progenitorovych krvetvornych bunck darce. U pfijemce lze piipadné
pouzit i bunky setfené z bukalni sliznice. Pro potransplanta¢ni analyzu se preferuje
vzorek kostni dfen¢ odebrany sternalni punkci. Vzorky krve a kostni diené¢ byly do
laboratote transportovany ve zkumavce s EDTA za teploty okolniho prostfedi. Stabilita
materidlu pro vysetfeni chimerismu je pii laboratorni teploté (20-25 °C) 72 hodin, pfi

chladnickové teploté (4-8 °C) 7 dni a pii uchovavani v mrazicim boxu (-20 °C) 3 mésice.
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4.2. Pristroje a pomucky

Izolace a kvantifikace DNA:
kolonkova souprava QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, SRN)
izola¢ni systém MagCore Super (RBC BioScience, Taiwan)
pipety Finnpipette (ThermoFisher Scientific, USA)
termoblok DRY BATH INCUBATOR (MajorScience, USA)
centrifuga MICROFUGE 18 MICROCENTIFUGE (Beckman Coulter, USA)

spektrofometr NANODROP 1000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific,
USA)

Amplifikace:
AmpFISTR Identifier Kit (Applied Biosystems, Thermofisher Scientific, USA)
pipety Finnpipette (ThermoFisher Scientific, USA)

termocyklér Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, USA)

Fragmentac¢ni analyza:

Denaturacni ¢inidlo Hi-Di Formamide Genetic Analysis (Applied Biosystems

ThermoFisher Scientific, USA)
pipety Finnpipette (ThermoFisher ScieNntific, USA)

termocyklér GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, ThermoFisher
Scientific, USA)

analyzator ABI 3130-4 (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, USA)
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4.3. Preanalvyticka a analyticka Cast

4.3.1. Obecny popis vySetfeni chimerismu

Vysetieni potransplantacniho chimerismu se provadi na useku Molekularni
biologie v Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec Kralové
metodou fragmentacni analyzy polymorfnich STR lokust. Vychadzi se pfitom
z predtransplantacniho vysSetfeni STR lokusti pro darce i1 piijemce. Pii amplifikaci
(multiplexni PCR) amplifikacni primery nasedaji v tésné blizkosti repetitivnich sekvenci
a jeden z primert je znacen na 5° konci fluorescenéni znackou, coz umoziuje naslednou
detekci produkt pomoci argonového laseru po tom, co se rozdé€li kapilarni elektroforézou
s tekutou polymerni néplni. Pokud se ve vzorku z potransplantacniho obdobi objevi i
fragmenty, které svoji délkou odpovidaji alelam dérce i piijemce, jednad se 0 MC. Pomér
mezi darcovskou krvetvorbou a obnovenou krvetvorbou piijemce lze vypocitat

porovnanim intenzity fluorescence mezi darcovskymi a ptijemcovskymi alelami.

4.3.2. Izolace DNA

[zolace DNA ze vzorku probihé na kolonkové soupravé QIAmp DNA Blood Mini
Kit (QIAGEN), Hilden, SRN), pfipadné¢ pomoci syst¢tmu MagCore Super (RBC

BioScience, Taiwan).

200 pl nesrazlivé (EDTA) krve vytemperované na laboratorni teplotu se
napipetuje pomoci pipet Finnpipette (ThermoFisher Scientific, USA) do zkumavek a
nasledné s k nim ptida 20 pul QIAGEN proteasy a 200 pl AL pufru. Po promichéani se
smés inkubuje (10 min, 56 °C) v termobloku DRY BATH INCUBATOR (MajorScience,
USA) a poté se ke smési ptida 200 pl ethanolu o koncentraci 96 %. Tato smés se
zcentrifuguje na centrifuze MICROFUGE 18 MICROCENTIFUGE (Beckman Coulter,
USA) a je pfipravena k aplikaci na kolonky, které jsou umisténé ve sbérnych tubach. Po
preliti vzorku na kolonky se tuby zcentrifuguji (1 min, 6000xg) a QIAmp kolonky se
premisti do novych, Cistych tub. Na kolonky se napipetuje nejdiive promyvaci pufr AW1
a po centrifugaci (I min, 6000xg) a opétovné vyméné kolonek i pufr AW2. Opét se

zcentrifuguje (3 min, maximalni otacky) a kolonky se pfemisti do €isté zkumavky, kam
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se po piidani predehtatého (70 °C) elu¢niho pufru AE a zcentrifugovani (1 min, 6000xg)
sbird eluat obsahujici DNA.

Po izolaci se pomoci spektorofometru NANODROP 1000 Spectrophotometer
(ThermoFisher Scientific, USA) zméfi ¢istota DNA a jeji koncentrace. Cistota DNA viiéi
proteinim se urcuje podle poméru specifické absorbance pro nukleotidy (260 nm) a
absorbance specifické pro proteiny (280 nm). Koncentrace se urcuje podle empirického
vztahu: 1 jednotka absorbance odpovida koncentraci 50 pg/ml dlouhych dvoutetézcovych
polynukleotidi. DNA se ve zkumavce ulozi do mraziciho boxu a skladuje se zde do doby

analyzy. DNA po analyze je bankovana pfi -80 °C.

4.3.3. Amplifikace

K amplifikaci pomoci PCR se pouzivd AmpFISTR Identifier Kit (Applied
Biosystems, Thermofisher Scientific, USA) a nafedénd DNA o findlni koncentraci 0,18
ng/ul. K 6,4 pl reakéniho mixu AmpFISTR PCR Reaction Mix (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, USA) se piida 3,3 pul setu primerd AmpFISTR Identifier Primer
Set (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, USA) a 0,3 ul AmpliTaq Gold DNA
polymerdzy. Z takto ziskané smési se odpipetuje 9 pul a k nim se ptida 6 ul DNA natedéné
na pozadovanou koncentraci. Takto ziskany mastermix aplikujeme do termocykléru
Veriti 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific,
USA) s nastavenym programem pro PCR — STR IDENT (94 °C 11 min --- 94 °C 60 s —
59°C 60s—72°C60s/28x/--- 60 °C 60 min --- 4 °C). VySettované STR lokusy a jejich

fluorescen¢ni znacky jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5 - Fluorescen¢ni znaceni pouzitych STR lokusu

Znacka 6-FAM VIC NED PET
Lokus CSF1PO D2S1338 D18S51 D5S818
D7S820 D3S1358 D19S433 FGA
D8S1179 D13S317 TPOX
D21S11 D16S539 vWA
THOI1
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4.3.4. Fragmentacni analyza

PCR produkt se musi pro fragmentaéni analyzu dale upravit. Nejprve se pripravi
detek¢ni smés: 28,1 pl Hi-Di Formamide (slouzici jako denaturacni ¢inidlo) a 0,4 ul
velikostniho standardu GeneScan -500 LIZ Size Standard. Tato smés se rozpipetuje do
zkumavek po 28,5 pl. Do takto pripravenych zkumavek pipetujeme 2,8 ul PCR produktu.
Do jedné samostatné jamky se misto PCR produktu pipetuje 2,0 pul alelického ladderu.
Alelicky ladder a velikostni standart jsou soucasti kitu AmpFISTR Identifier Kit (Applied
Biosystems, Thermofisher Scientific, USA). Zkumavky vlozime do termocykléru
GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, USA) a
denaturujeme na programu denatur-seq (5 min pii 95 °C). Zdenaturované vzorky se

rozpipetuji do jamek mikrotitracni desticky pro fragmenta¢ni analyzu po 22 pl.

Samotna fragmentani analyza potom probihd na analyzatoru ABI 3130-4
(Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, USA) kam se vzorek aplikuje
elektrokinetickym nasttikem pfti 1,2 kV po dobu 16 vtetin. Separace probiha 40 minut pii
15 kV a je schopnd rozdélit analyzované produkty o délce 100-400 bp s obvyklou
fluorescenci produktd 5000-10000 fluorescencnich jednotek.

4.4. Hodnoceni vysledku chimerismu

Pted hodnocenim potransplanta¢niho chimerismu je nutné nejdiive vysettit STR
lokusy dérce a piijemce zvlast pro urCeni informativity téchto lokusti. Data jsou
zpracovana programem GeneMapper ID-X v1.4 (Applied Biosystems, USA), ktery diky
velikostnimu standardu identifikuje nalezené piky fragmenti. Po identifikaci vybere

analytik z 15 STR lokusti 3-4 nejvhodnéjsi informativni markery pro dany par

pfijemce/darce.

Zjednodusené¢ lze fici, ze markery jsou informativni, pokud podle polohy alel od
sebe lze odlisit DNA darce a piijemce. Alely ptijemce a darce musi byt vii¢i sob¢ v takové
pozici, aby se v pfipadé homozygozity ¢i heterozygozity vzajemné nepiekryvaly. Pokud
by totiz alely byly v pozici, kde by se prekryvaly, nebylo by mozné pifi smiSeném
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chimerismu zjistit zastoupeni pifijemcovské/darcovské slozky. Ptiklad 5 vhodnych typi

informativnich pozic pikl pro alely darce a pfijemce je zobrazen na obrazku 4.

Obrazek 4 — Typy informativity markeru

Typy informativity markert pro
sledovani chimerismu pomoci STR lokus

R I\ R JNAA

Informativita Informativita

D !\ Q 1. typu b J& 4. typu
o A -

Informativita Informativita
o 2.typu b Jk‘ 5. typu

R AN R AN

Informativita Neinformativita

D H__/'?k __)\_ 3.typu D M (Jedna moznost)

DalS§im kritériem je vhodnost markeru. Alela pfijemce musi lezet nejen mimo
alelu darce (marker je tedy informativni), ale zaroven musi lezet 1 mimo oblast predpiku,
pokud se ptedpik vyskytuje u alely darce. Pfedpik je v porovnani s klasickym pikem
mensi a je typicky umistén o jednu repetitivni jednotku pfed samotnym pikem. Pokud
tedy napt. homozygotni darce bude mit alelu 14 markeru CSF1PO s ptfedpikem v pozici
alely 13 a ptfijemce by byl také homozygot s alelou 13 markeru CSF1PO, tak tento marker
je sice informativni, ale neni vhodny. Grafické zndzornéni zakrytu piku alely pfijemce a
ptedpiku alely darce je naznaceno v obrazku 5. Marker neni vhodny pro analyzu
chimerismu, protoZe darce i piijemce sice lze od sebe odlisit, ale v predpiku darcovskeé
alely se mize skryvat ¢astecny pik piijemcovské alely, kterou neni mozné rozpoznat ani

kvantifikovat, coZ by mohlo vést k falesné negativité.
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Obrazek 5 — Zndzornéni nevhodnych marker

Typy nevhodnych markert
(Spatna pozice predpik()

n A

. A

Pokud je marker oznacen za informativni a zdroven vhodny a je vybran mezi 3-4
markery nejvhodnéjsi, pouziva se zpravidla pro vSechna vysetfeni potransplanta¢niho
chimerismu. Procentualni vyjadfeni relativniho zastoupeni déarcovské krvetvorby se
pocita podle vztahu uvedeného v kapitole 2.3.2.5. Vysledny procentudlni chimerismus je

pramérem pro vSechny pouzité markery. Pokud je chimerismus 100 %, tak je oznacen

cv v

4.5. Pouzita statistika

4.5.1. Zakladni statistické funkce

Mezi zékladni statistické funkce pouzité k vyhodnoceni vysledkt patii

aritmeticky priimér, median ziskanych hodnot a smérodatnd odchylka priméru.

Aritmeticky primér x je matematickou hodnotou priméru. Primér je poloha
v intervalu naméfenych hodnot, ktera vyjadiuje typickou hodnotu daného souboru. Jedna

se o soucet vSech hodnot, vydéleny poctem hodnot. Aritmeticky primér ma tu vlastnost,
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ze soucet odchylek namétfenych hodnot od priméru je roven nule. Matematicky Ize

aritmeticky primér vyjadfit nasledujicim vztahem, kde n je celkovy pocet hodnot

(méfeni) a xj, x2, ...., X, jsou hodnoty prvniho, druhé¢ho az n-tého méteni: (38) (39)
1 1 o
r=—(Zi+T2+...+2p) = — &
n ( 1 . n} n ; i

Dalsi charakteristikou polohy je median. Pokud sefadime namétené hodnoty
podle velikosti, je pak median hodnotou, ktera lezi uprostied. V piipadé lichého poctu
hodnot je median hodnotou lezici piesné uprostied, v ptipadé sudého poctu hodnot je
median soucet dvou prostiednich, vydéleny dvéma. Z toho diivodu je stejny pocet hodnot
menSich nez median, jako pocet hodnot vétSich. Oproti aritmetickému priméru ma

median tu vyhodu, Ze neni tolik ovlivnén extrémnimi hodnotami. (39)

Smérodatna odchylka SD (angl. standard deviation) je nejpouZivanéjsi
charakteristikou variability. Je vyjadfenim, do jaké miry jsou hodnoty rozptyleny od
charakteristické polohy (napt. priméru). Smérodatna odchylka je ve stejnych jednotkach
jako namétené hodnoty a jejich primér. Matematicky ji lze definovat nasledujicim
vztahem, kde s je hledan4 smérodatna odchylka, » je celkovy pocet hodnot (méfeni) a x;

jsou hodnoty jednotlivych méfeni a x je aritmeticky primér naméefenych hodnot: (39)

4.5.2. Studentiv test

Studentliv t-test je velmi Casto pouzivanym parametrickym testem pro testovani
dvou stfednich hodnot. Pro zhodnoceni ziskanych dat pacientti v souboru byl pouzit
dvouvybérovy neparovy Studentiiv t-test. Nulovou hypotézou je tvrzeni, ze dva soubory
(kontrolni vs. experimentalni skupina, muzi vs. Zeny) mezi sebou nemaji statisticky
vyznamné rozdily, napt. ve véku, koncentraci hledaného 1éku, atp, kterd je pomoci testové
statistiky zamitnuta nebo nezamitnuta. Vypocitana hodnota testovaciho kritéria podle
aritmetického priméru a SD se porovna s tabulkovou hodnotou testovaciho kritéria pro

vypocitané stupné volnosti a zvolenou hladinu vyznamnosti a. Pokud vypoc¢itana hodnota
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pro zvolené dva soubory piekroc¢i tabulkovou hodnotu testovaciho kritéria, je nulova
hypotéza zamitnuta a je potvrzen statisticky vyznamny rozdil mezi vybranymi dvéma

soubory. Hodnoty testovaci kritéria a stupné volnosti byly vypoc¢itany pomoci excelového

souboru Studentlv t-test dostupného z: http://www.beranek.webzdarma.cz/vypocty.html
(dostupné 23.4.2017) a porovnany s tabulkami dostupnymi z: http://ach.upol.cz/user-
files/intranet/tabulky-1-1316614942.pdf (dostupné 23.4.2017). (40). Jako statisticky

vyznamnou jsme urcili jakoukoliv zménu na hladin€ vyznamnosti < 0,05.

4.5.3. Chi kvadrat test

Chi kvadrat test dobré schody se pouziva pro ovéteni, jestli ma ndhodna veli¢ina
ve zkoumaném souboru stejné rozdéleni pravdépodobnosti, jako v jiném, pfedem daném
souboru. Toto rozdéleni se nazyva chi-kvadrat rozdéleni a ndhodnd velicina nabyva
hodnot y2.Jako ptiklad Ize uvést napiiklad pacienty s akutni myeloidni leukémii (AML).
Nahodna velic¢ina bude pocet pacientii s AML a vybrany soubor budou pacienti do 30 let,
ktery by se porovnaval se souborem pacienti s AML ve vSech vékovych skupinach.
Nulovou hypotézou by pak bylo tvrzeni, ze mezi souborem pacientil do 30 let a souborem
pacientli bez vékového omezeni, neni statisticky vyznamny rozdil ve vyskytu AML. Pro
analyzu dat ze sledované¢ho souboru pacientli byl pouzit chi-kvadrat test 3x2 pro 3

skupiny dostupny z: http://www.beranek.webzdarma.cz/vypocty.html (dostupné

23.4.2017) a porovnan s tabulkami kritického rozdéleni y* hodnot dostupnych z:
http://ach.upol.cz/user-files/intranet/tabulky-1-1316614942.pdf (dostupné 23.4.2017).

Vypoé&itana hodnota testovaciho kritéria ¥ se porovna s tabulkovou hodnotou testovaciho
kritéria (stupné volnosti = 2 a hladinu vyznamnosti a). Pokud vypo&itand hodnota >
pfekro¢i hodnotu tabulkovou, vyvrati se nulova hypotéza a potvrdi se statisticky
vyznamny rozdil v rozdéleni pravdépodobného vyskytu mezi soubory. (41). Jako

statisticky vyznamnou jsme urcili jakoukoliv zménu na hladin€ vyznamnosti < 0,05.
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5. Vvsledky

5.1. Informativita a analyticka vhodnost genetickych

markert

Kazdy klinicky pouzitelny geneticky marker, ktery byl pro dany par darce a

pfijemce urfen jako informativni a soucasn¢ analyticky vhodny, byl oznafen jako

ninformativni a vhodny* (tj., IV). U vSech patnacti markerti byla poté vypocitana mira

jejich IV vztazena na celkovy pocet transplantaci a vyjadiena v procentech. Mezi prvni 3

markery s nejvyssimi IV, sefazené sestupné patii: D21S11 (74 %), D2S1338 (74 %) a

THO1 (71 %). Naopak mezi 3 markery s nejnizS§imi IV, vzestupné sefazené, patfi:

CSF1PO (46 %), D5S818 (47 %) a TPOX (56 %). Uvedend data jsou souhrnné

zpracovana v tabulce 6.

Tabulka 6 - Serazeni genetickych markeru dle informativnosti a vhodnosti

Poradi Marker Pocet IV part Informativita a vhodnost [%]
1. D21S11 103 74
2. D2S1338 103 74
3. THOL1 99 71
4. FGA 96 69
5. D3S1358 91 65
6. D7S820 89 64
7. D13S317 89 64
8. D8S1179 87 62
9. D18S51 86 61
10. D19S433 85 61
11. D16S539 82 59
12. vWA 81 58
13. TPOX 79 56
14. D5S818 66 47
15. CSF1PO 65 46
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Zadny z markerti nedosahl samostatné plné informativity a vhodnosti pro viechny
pacienty. Z toho vyplyva, ze pokud by byl ke sledovani postransplanta¢niho chimerismu
pouzit pouze jeden geneticky marker, nebylo by mozné viibec hodnotit neinformativni
pacienty. V klinické praxi je proto nutné pouzivat nékolik genetickych markera soucasné.
Pokud bychom z vyse uvedené tabulky 5 postupné s¢itali jednotlivé markery podle jejich
klesajici hodnoty IV, dosli bychom postupné k poctu markerti, které zajisti, ze bude
mozno hodnotit vS§echny pacienty. Tento pocet se bude vyznacovat IV marker 100 % pii
dané kombinaci markeri a bude znamenat, ze vSichni pacienti maji alesponn jeden
informativni a zarovenl vhodny geneticky marker. V grafu 3 je tento postup zndzornén na
zaklade redlnych dat k jednotlivym markertim a Ize z nich vy¢ist, Ze informativity 100 %
pfi hledani alespon jednoho IV markeru pro nasi populaci lze teoreticky dosahnout pii
kombinaci nejméné prvnich 5 nejinformativnéjSich markerti: D21S11, D2S1338, THOI,
FGA a D3S1358.

Graf 3 — Vzestup informativity a vhodnosti kombinaci genetickych markerii
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5.2.1. Informativita a vhodnost markert u piibuzenskych a
nepiibuzenskych transplantaci

Piibuzenské transplantace mély primémé 7 vhodnych markert, SD = 2 a
s medianem 6; nepiibuzenské transplantace mély primérné 10 vhodnych markera, SD =
2, median 10. Nulova hypotéza, ze soubory piibuzenskych a neptibuzenskych
transplantaci mezi sebou nemaji statisticky vyznamny rozdil v po¢tu IV markerd, byla
dale hodnocena Studentovym t-testem, popsanym v kapitole 4.5.2. Vypocitana hodnota
testovaciho kritéria se rovnala 9,25 (hodnota stupiitt volnosti 42,94, a =0,95) a piesahla
kritickou hodnotu 1,648 Studentova t rozdéleni pro vypocitanou hodnotu stupné volnosti.
Soubory ptibuzenskych a neptibuzenskych transplantaci se tedy mezi sebou vyznamné
li$i poctem pouzitelnych IV markerti. Proto se pii rozdéleni souboru na piibuzenské a
nepiibuzenské transplantace projevi statisticky nizsi pocet IV markert u ptibuzenskych
transplantaci.

Informativita jednotlivych markert se u pfibuzenskych transplantaci pohybovala
od 33 % do 57 % s primérem 42 % (SD = 6 %) a medianem 40 %. U neptibuzenskych
part bylo jejich rozmezi od 49 % do 81 %, pramér 67 % (SD = 9 %) a median 67 %.
Porovnani hodnot IV pro jednotlivé markery u pfibuzenskych a nepiibuzenskych
transplantaci je souhrnné zpracovano a sefazeno podle klesajici informativity v tabulce 7.

Z tabulky 7 je patrné, Ze markery D21S11, D2S1338 a D3S1358 se drZi u obou
skupin na péti hornich mistech tabulky, ovSem s rozdilnou informativitou, ktera je u
ptibuzenskych transplantaci vzdy niZsi. Stejné tak markery TPOX, CSF1PO a D5S818 si
zdrZi piiblizné stejna mista na spodnich pfickach.

Nejrozdiln€j$i postaveni v obou tabulkdch ma marker FGA, ktery ma u
nepiibuzenskych transplantaci informativitu 78 % a je tak 4. nejinformativnéjSim
markerem. U piibuzenskych ma marker FGA informativitu jen 33 % a je na poslednim
misté tabulky. Vyrazné zmény v postaveni v obou tabulkdch ma také marker THO1, ktery
ma informativitu u neptibuzenskych transplantaci 80 % a stoji si tak na 2. misté, a u
ptibuzenskych jen 37 % s umisténim na 12. misté. Dal$i vyrazné rozdilné postaveni
v tabulkach ma marker D7S820, ktery se u skupiny piibuzenskych transplantaci ocitl na
prvnim misté s informativitou 57 % a u nepiibuzenskych na 9. mist¢ s informativitou 65

%.
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Tabulka 7 — Porovnadni hodnot IV u pribuzenskych a nepribuzenskych transplantaci

Ptibuzenské Neptibuzenské
Potfadi | Marker | IV pary | Informativita [%] | Marker |IV pary | Informativita [%]
1. D7 S820 17 57 D21S11 89 81
2. D2S1338 15 50 THO1 88 80
3. D21S11 14 47 D2S1338| 88 80
4. D3S1358 14 47 FGA 86 78
5. D13S317 14 47 D3S1358| 77 70
6. D19S433 14 47 D8S1179| 75 68
7. vVWA 13 43 DI13S317| 75 68
8. D8S1179 12 40 D18S51 74 67
9. D16S539 12 40 D7S820 72 65
10. D18S51 12 40 D19S433| 71 65
11. D5S818 12 40 D16S539| 70 64
12. THOI1 11 37 vWA 68 62
13. TPOX 11 37 TPOX 68 62
14. CSF1PO 10 33 CSFI1PO 55 50
15. FGA 10 33 D5S818 54 49

5.2.2. Informativita a vhodnost markerti v souvislosti s pohlavni
shodou ptijemce/darce

Po rozdé€leni souboru transplantovanych pard na ty, kde méli pfijemce 1 darce

shodné pohlavi a kde naopak pohlavi shodné nebylo, byla data o markerech souhrnné

zpracovana a sefazena podle klesajici informativity do tabulky 8. Prvni 4 markery

s nejvyssi informativitou (D21S11, D2S1338, THO1 a FGA) si drZi obdobné pozice

v obou podsouborech. Marker D7S820 ma sice v obou podsouborech pfiblizné stejné

pocty informativnich part (45 a 44), ale jeho informativita dosahla u pohlavné shodnych

parii jen na 56 % (12. misto v tabulce), na rozdil od jeho informativity u pohlavné

neshodnych part (73 %, 2. misto v tabulce). Na poslednich mistech tabulky se v obou
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ptipadech ocitaji markery D5S818 a CSF1PO, kter¢ ani v jednom piipadé nemaji

informativitu vyssi nez 50 %.

Pohlavné shodné pary mély v nasem souboru pramérné 9 IV markera, SD = 3
markery, median 10 markerti. Neshodné pary mély primérné 10 markerti, SD =2 markery
a median taktéz 10 markerti. Nulova hypotéza, ze soubory shodnych a neshodnych part
piijemce/darce mezi sebou nemaji statisticky vyznamny rozdil v poctu IV markerti, byla
hodnocena Studentovym t-testem, popsanym v kapitole 4.5.2. Vypocitand hodnota
testovaciho kritéria se rovnala 0,88 (hodnota stupni volnosti 137, a = 0,95). Soubory
shodnych a neshodnych part ptijemce/darce proto mezi sebou nemély statisticky

vyznamny rozdil v poctu IV markert.

Tabulka 8 — Porovnani informativity markeru u paru se shodnym/neshodnym pohlavim
darce a prijemce

Shodné v pohlavi Neshodné v pohlavi
Poradi | Marker | IV pary | Informativita [%] | Marker | IV pary | Informativita [%]
1. D21S11 58 74 D21S11 45 73
2. D2S1338 58 74 D7S820 45 73
3. THO1 56 72 D2S1338| 45 73
4. FGA 53 68 THO1 43 69
5. D3S1358 52 67 FGA 43 69
6. DI13S317 49 63 D18S51 41 66
7. D195S433 49 63 D8S1179| 40 65
8. D8S1179 47 60 DI13S317| 40 65
9. D16S539 47 60 D3S1358| 39 63
10. TPOX 45 58 vWA 38 61
11. D18S51 45 58 D19S433| 36 58
12. D7S820 44 56 D16S539| 35 56
13. vWA 43 55 TPOX 34 55
14. D5S818 38 49 CSFI1PO 28 45
15. CSF1PO 37 47 D5S818 28 45
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5.2. Hodnoceni spektra genetickych markeru podle jejich
informativity a vhodnosti

Genomické variabilita mezi pfijemcem a darcem (tzv. transplantaéniho par) je
vyjadiena poctem IV markert, tedy poctem markert, které jsou informativni pro dany
par a zaroven vhodné pro analyzu postransplanta¢niho chimerismu. Na redlném poctu IV
markertt pro kazdy par se muze hypoteticky podilet vice faktorii, jako naptiklad
ptibuznost darce a piijemce, shoda ¢i neshoda v pohlavi nebo mira shody v HLA systému.
Zaucelem zjisténi realného vlivu uvedenych faktord byla data vSech 140 pacientl a darcii

jejich transplantovaného Stépu zpracovana a podrobena statistické analyze.

5.2.1. Vliv ptibuznosti na pocet IV markerti

V priméru mély vSechny transplantacni pary devét IV markerti (SD = 2 markery)
a median 10 markerd. Pfibuzenské transplantace (n = 30) mély nizsi pocty sledovanych
IV markert, primérné¢ sedm (SD = 2 markery) s medidnem 6 markerti. Nepiibuzenské
transplantace (n = 110) dosahovaly podobnych hodnot jako cely soubor, primérné mély
deset IV markera (SD = 2 markery) a median 10 markert.

Pii vysloveni nulové hypotézy, ze piibuzenské a neptibuzenské transplantace
mezi sebou nemaji statisticky vyznamny rozdil v poctu IV markerd, byla data hodnocena
Studentovym t-testem, popsanym v kapitole 4.5.2. Vypocitané hodnoty testovaciho
kritéria se rovnaly 8,41 (hodnota stupnili volnosti 42,94; o = 0,0005). Pfibuzenské a
nepiibuzenské transplantace mezi sebou maji statisticky vyznamny rozdil v primérném
poctu IV markert. Ptibuzenské transplantace poskytuji vyznamné mén¢ sledovatelnych

genetickych markert.

5.2.2. Vliv vys§i a niz$i shody znakti v HLA systému na pocet [V
markerQ

Mezi hodnocenymi pary piijemcti a darct bylo 100 pari se shodou 10/10 znaka
HLA systému a 40 part s niz8i shodou. Pary s 10 shodnymi znaky mély primérné devét
IV markerta (SD = 3 markery) a median taktéz 9 markerd. Oproti nim mély pary s 9 a

mén¢ shodnymi znaky v HLA systému vyssi po€ty IV markerti, primérmné 11 (SD = 2
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markery) s medianem 11 markerii. VSechny pary dohromady mély v priméru devét IV
markert (SD = 2 markery) a median byl 10 markert.

Pti vysloveni nulové hypotézy, ze pary s vyssi a niz§i shodou znakti v HLA
systému mezi sebou nemaji statisticky vyznamny rozdil v po¢tu IV markeri, byla data
hodnocena Studentovym t-testem, popsanym v kapitole 4.5.2 Vypocitané hodnoty
testovaciho kritéria se rovnaly 4,09 (hodnota stupiii volnosti 94,14; o = 0,0005). Pary
s vys$§i a nizsi shodou znakti v HLA systému mezi sebou tedy maji statisticky vyznamny
rozdil v po¢tu pouzitelnych IV markert.

Transplantani pary se shodou 10 z 10 znaki HLA systému maji vyznamné méné

sledovatelnych genetickych markert.

5.2.3. Vliv shody pohlavi ptijemce a darce na pocet IV markerti

Ze vsech 140 pacientli mélo 77 pacientl (55 %) stejné pohlavi s ddrcem svého
transplantovaného $tépu a 63 pacientd (45 %) ziskalo $tép od darce opaéného pohlavi.
Primérné mély shodné pary devét IV markert (SD = 3 markery) a neshodné pary deset
IV markerti (SD = 2 markery), obé skupiny mély stejny median 10 markerti. VSichni
pacienti bez rozdéleni méli v priméru devét IV markert (SD = 2 markery) s medidnem
10 markert.

Pti vysloveni nulové hypotézy, Ze pary se stejnym pohlavim a pary s pohlavim
rozdilnym mezi sebou nemaji statisticky vyznamny rozdil v poctu IV markert, byla data
hodnocena Studentovym t-testem, popsanym v kapitole 4.8. Vypocitané hodnoty
testovaciho kritéria se rovnaly 0,64 (hodnota stupniii volnosti 137,29; o = 0,25). Pary se
stejnym pohlavim a pary s pohlavim rozdilnym mezi sebou nemaji statisticky vyznamny
rozdil v po¢tu IV markerda.

Na pocet pouzitelnych genetickych markerti nema vliv, zda byl darce a ptijemce St€pu

shodného pohlavi.
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5.3. - Hodnoceni ispésSnosti transplantacni 1éCby
s ohledem na dosazenou aktivitu St€pu

Za ucelem hodnoceni aktivity transplantovaného Stépu v potransplantaénim
obdobi byli pacienti v souboru rozdéleni do 3 skupin. Skupina A (n = 66) obsahovala
pfijemce §tépu, ktefi jsou nazivu a jejich §tép vykazuje dlouhodobé optimalni aktivitu bez
kolisani chimerismu pod 95 %, proto byla pro dal§i hodnoceni pouzita jako skupina
referen¢ni. Skupinu B (n = 49) tvofili pacienti s nizkou aktivitou $té€pu, ktefi jsou nazivu
nebo po smrti a jejich chimerismus dosahoval hodnot niZzSich nez 95 %. Posledni skupinu
C (n = 25) tvotili pacienti s vysokou aktivitou Stépu bez kolisani chimerismu pod 95 %,
ale oproti referencni skupiné jsou tito pacienti po smrti, nebo byli retransplantovani
napfiiklad z davodu vyskytu GVHD. Nasledujici hypotézy 1-7 se pokusi prokazat n¢které
faktory, které by mohly podmiiiovat riznou aktivitu §t€pu v organismu a ovlivnit tak

uspésnost transplantacni 1écby.

5.3.1. Ovéteni hypotézy 1: Aktivitu Stépu v organismu ovliviiuje
diagnoza piijemce

Hypotézou 1 je tvrzeni, ze skupiny A, B a C se vziajemn¢ lisi pomérnym
zastoupenim jednotlivych skupin diagnoz. Data pacientil, rozdélena podle ptisluSnosti do
dané skupiny, byla souhrnné zpracovana v tabulce 9.

U vSech 3 skupin je nejvice zastoupend AML, s nejvyraznéjSim procentualnim
zastoupenim u skupiny A (47 %). U skupiny A jsou po AML déle nejvice zastoupené
ALL (18 %) a myelodysplastické syndromy (11 %), nejméné naopak mnohocetné
myelomy (2 %) a idiopatické aplastické anémie (3 %). Jedin€ v této skupiné se objevuje
idiopatickd aplasticka anémie, a naopak se vibec neobjevuje chronicka monocytarni
leukémie. Ve skupiné B jsou po AML nejvice zastoupené ALL (20 %) a CLL (10 %),
nejméne naopak mnohocetné myelomy (2 %). Ve skupiné C ma CLL (24 %) podobny
vyskyt jako v ostatnich skupinach velmi castd AML (28 %). Velmi casto se zde oproti
ostatnim skupinam vyskytuji také myelodysplastické syndromy a lymfomy (oboje 12 %).
Nejméné jsou ve skupiné C zastoupeny mnohocetné myelomy a chronické monocytarni

leukémie, oboje ve 4 %.
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Tabulka 9 — Procentudlni zastoupeni skupin diagnoz ve skupinach A, Ba C

Skupina diagnoéz A [%] B [%] C [%]
AML 31 47 19 39 7 28
ALL 12 18 10 20 2 8
Myelodysplastické syndromy 7 11 3 6 3 12
Lymfomy 5 8 4 8 3 12
Chronické myeloproliferace 5 8 4 8 2 8
CLL 3 5 5 10 6 24
Idiopaticka aplasticka anémie 2 3 0 0 0 0
Mnohocetné myelomy 1 2 1 2 1 4
Chronické monocytarni leukémie 0 0 3 6 1 4
Celkem 66 49 25

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsan¢ho
v kapitole 4.5.3. Kritické hodnoty ¥2 a hladiny vyznamnosti p jsou pro jednotlivé
diagnézy (pfi stupni volnosti 2) uvedeny v tabulce 10. U této hypotézy nebyly
posuzovany mnohocetné myelomy, idiopatickd aplastickd anémie a chronické
monocytarni leukémie pro maly pocet pacientli a nizkou spolehlivost statistické analyzy.
Z vysledk je patrné, ze u CLL byl prokazan jeji statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni

v jednotlivych skupinach.

Tabulka 10 — Hodnoty chi-kvadratového testu pro dané skupiny diagnoz

Skupina diagnéz Y2 P
AML 2,821 0,25
ALL 1,889 0,5
Myelodysplastické syndromy 0,937 0,5
Lymfomy 0,469 0,5
Chronické myeloproliferace 0,014 0,5
CLL 7,628 0,025

Zavér: U diagnozy CLL je statisticky vyznamnéjsi riziko vzniku GVHD nebo umrti pfi

vysoce aktivnim $tépu.
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5.3.2. Ovéteni hypotézy 2: Aktivitu St€pu v organismu ovlivituje
vek prijemce

U hypotézy 2 ovétujeme tvrzeni, ze skupiny A, B a C se mezi sebou lisi
v prumérném veéku piijemce v dobé transplantace. Prumérny vék pacientl ve skupiné A
vékovém rozmezi od 21 do 70 let. VEk pacientli ve skupiné B se pohyboval naopak v
nejuz§im vékovém rozmezi, nejmladsimu pacientovi bylo 30 let a nejstarSimu 69 let,
pramérn¢ dosazeny vek pacientl byl 54 let (SD = 11 let) a median 57 let. VE&k pacientii v
posledni skupin¢ C se pohyboval ve vékovém rozmezi od 18 do 65 let s primérem 51 let

(SD = 13 let) a medidnem véku 55 let.

Pti vysloveni nulové hypotézy, Ze skupiny A, B a C mezi sebou nemaji statisticky
vyznamny veékovy rozdil, byla data hodnocena Studentovym t-testem, popsanym
v kapitole 4.5.2. Skupiny B a C byly hodnoceny proti referencni skupiné A. Vypocitana
hodnota testovaciho kritéria se pro skupinu B rovnala 2,68 (hodnota stupni volnosti =
111,01; . =0,995) a pro skupinu C 1,53 (hodnota stupnti volnosti 67,21; a. = 0,95). Mezi
skupinou B a skupinou referencni byl nalezen statisticky vyznamny rozdil v primérném

veku piijemce Stépu.

Zavér: Nizkou aktivitu $tépu statisticky vyznamné ovlivituje vyssi vék piijemce

transplantovaného Stépu.

5.3.3. Ovéteni hypotézy 3: Aktivitu §tépu v organismu ovliviiuje
pohlavi ptijemce

U této hypotézy ovéfujeme, zda se dané¢ skupiny liSily zastoupenim muzii a Zen.
66 pacientll zafazenych do skupiny A tvofilo 56 % muzi a 44 % Zen. Skupinu B, ktera
obsahovala celkem 49 pacientl, tvofilo 51 % muzid a 49 % Zzen, a proto byla
nejvyrovnanéjsi skupinou s ohledem zastoupeni obou pohlavi. Posledni skupinu C (n =
25) tvortili z 56 % muZi a ze 44 % Zeny a byla proto napohled nejrozdilnéj$i skupinou.

Uvedena data vcetn€ absolutnich pocti pacientli jsou souhrnné zpracovéana v tabulce 11.
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Tabulka 11 — Procentudlni zastoupeni muzit a Zen ve skupinach A, Ba C

Pohlavi A [%] B [%] C [%]
muzi 37 56 25 51 15 60
zeny 29 44 24 49 10 40
celkem 66 49 25

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsaného
v kapitole 4.5.3. Vypocitana hodnota testovaciho kritéria byla 0,60 (hodnota stupiii
volnosti 2, p=0,5). V zastoupeni muzli a Zen mezi jednotlivymi skupinami nebyl nalezen

statisticky vyznamny rozdil.

Zavér: Pohlavi pfijemce nema vyznamny vliv na dosazenou aktivitu $tépu.

5.3.4. Ovéteni hypotézy 4: Aktivitu §tépu v organismu ovliviiuje
piibuznost piijemce a darce

U hypotézy 4 se ovéfuje tvrzeni, ze dané skupiny se lisi v zastoupeni
ptibuzenskych a neptibuzenskych alogennich transplantaci PKB. Ve skupiné A bylo 74
% nepiibuzenskych a 26 % ptibuzenskych transplantaci a byla proto nejvyrovnangjsi
skupinou s ohledem na vyskyt piibuzenskych a neptibuzenskych para. Ve skupiné B bylo
82 % nepiibuzenskych a 18 % piibuzenskych transplantaci PKB. Tato skupina nejvice
odpovidala rozdéleni ptibuzenskych a neptibuzenskych transplantaci v celém souboru,
uvedeném v kapitole 4.1.4. Posledni skupina C byla nejrozdilngjsi, protoze byla
zastoupena z 84 % nepiibuzenskymi a z 16 % piibuzenskymi transplantacemi. Uvedena
data i s absolutnimi pocty pacientli v uvedenych skupinach jsou souhrnné zpracovana

v tabulce 12.
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Tabulka 12 — RozloZeni pribuzenskych a nepribuzenskych transpl. ve skupinach A, B a C

Piibuznost A [%] B [%] C [%]
1 2 1 4 1

Pfibuzné / 6 ? 8 6
4 4 4 2 21 4

Nepiibuzné ? ! 0 8 8
66 49 25

celkem

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsaného
v kapitole 4.5.3. Vypocitana hodnota testovaciho kritéria byla 1,44 (hodnota stupna
volnosti 2, p = 0,5). Mezi jednotlivymi skupinami nebyl nalezen statisticky vyznamny

rozdil v zastoupeni vzajemné ptibuznych a neptibuznych para.

Zavér: Ptibuzensky, poptipad€ nepiibuzensky vztah darce a pfijemce nemd vliv na

aktivitu transplantovaného $tépu.

5.3.5. Ovéteni hypotézy 5: Aktivitu Stépu v organismu ovliviiuje
pohlavni shoda mezi ptijemcem a darcem

Zakladem hypotézy 5 je tvrzeni, ze uvedené skupiny se 1i$i poctem pohlavné
shodnych transplantaci oproti po¢tu pohlavné neshodnych. Primérnému rozloZeni
v celém souboru (56 % shodnych a 44 % neshodnych transplantaci PKB), uvedenému
v kapitole 4.1.5. ptresné odpovidad rozlozeni v referencni skupiné A. Nejvyssi vyskyt
pohlavné neshodnych part oproti ostatnim skupinam byl ve skupiné B, kde jich bylo 47
%, oproti 53 % pohlavné shodnych pard. Naopak nejvyssi vyskyt pohlavné shodnych
part byl ve skupiné C, kde jich bylo 60 %; 40 % part bylo pohlavné neshodnych.

Uvedend data 1 s absolutnimi pocCty pacientli jsou souhrnné zpracovana v tabulce 13.

Tabulka 13 — RozlozZeni pohl. shodnych a neshodnych transplantaci ve skupindach A,B,C

Shodnost A [%] B [%] C [%]
Shodné 37 56 26 53 15 60
Neshodné 29 44 23 47 10 40
Celkem 66 49 25
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Hypotéza byla testovdna pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsaného
v kapitole 4.5.3. Vypocitand hodnota testovaciho kritéria byla 0,33 (hodnota stupiii
volnosti 2, p = 0,5). Mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil

v zastoupeni pohlavné shodnych a neshodnych part.

Zavér: Shodnost pohlavi darce a pifijemce nemd vliv na dosazenou aktivitu

transplantovaného Stépu.

5.3.6. Ovéfeni hypotézy 6: Aktivitu §t€pu v organismu ovliviiuje
shoda HLA znakli mezi pfijemcem a darcem

U hypotézy 6 testujeme tvrzeni, Ze uvedené skupiny se 1isi shodou poctu HLA
znak, ktera byla bud’ 10/10 znakt, nebo mén¢ nez 10/10 znakd. Ve skupiné A bylo 78
% para se shodou 10/10 znakl v systému HLA a 22 % parti s méné nez 10 shodnymi
znaky. Skupina A byla skupinou s nejvy$sim procentem parti se shodou 10/10 znakt
v HLA systému. Ve skupiné B bylo 71 % parti shodnych 10/10 v HLA systému a 29 %
pard, které mély méné nez 10 shodnych znakt. Tato skupina nejvice odpovidala rozdéleni
shodnych a neshodnych parit v celém souboru (72 % a 28 %), uvedenému v kapitole
4.1.4. Ve skupiné C bylo 67 % parti shodnych v HLA systému a 33 % pari s méné nez
10 shodnymi znaky, a byla proto skupinou s nejvy$$im procentem parti s méné nez 10
shodnymi znaky v HLA systému. Uvedena data i absolutni pocty pacientli jsou souhrnné

zpracovany v tabulce 14.

Tabulka 14 — Shoda ve znacich HLA systemu ve skupinach A, B a C

Shoda A [%] B [%] C [%]
10/10 48 73 35 71 17 68

<10/10 18 27 14 29 8 32

Celkem 66 49 25

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsaného

v kapitole 4.5.3. Vypocitana hodnota testovaciho kritéria byla 0,20 (hodnota stupnua
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volnosti 2, p = 0,5). Mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v

zastoupeni part s HLA shodou 10/10 a pari se shodou nizsi.

Zaver: Vyslednou aktivitu Stépu nelze predikovat na zakladé poctu shodnych znaki

v HLA systému.

5.3.7. Ovéteni hypotézy 7: Aktivitu St€pu v organismu ovlivituje
variabilita genomu pfijemce a darce vyjadiena poctem IV
genetickych markert

U této hypotézy ovétujeme tvrzeni, ze uvedené skupiny se li§i primérnym poctem
vSech IV markeri zjisténych u jednotlivych pard piijemce/darce Stépu. Referencni
skupina A méla primérny pocet IV markerti 9 (SD = 2) a median 10 markert. Skupina B
byla v poc¢tu IV markert totozna s referencni skupinou, méla primérné devét IV markert
(SD = 2) a median 10 markerti. Ve skupin¢ C méli pacienti primérné deset IV markert
(SD = 3) a medidn 11 markera.

Pti vysloveni nulové hypotézy, Ze skupiny A, B a C mezi sebou nemaji statisticky
vyznamny rozdil v poc¢tu IV markerli, byla data hodnocena Studentovym t-testem,
popsanym v kapitole 4.5.2. Skupiny B a C byly hodnoceny proti referen¢ni skupiné A.
Vypocitana hodnota testovaciho kritéria se pro skupinu B rovnala 0,56 (hodnota stupi
volnosti = 107,34; a = 0,75) a pro skupinu C se rovnaly 0,96 (hodnota stupiii volnosti
39,77; a.=0,75). Skupiny B a C nemély v porovnani s referencni skupinou A statisticky

vyznamny rozdil v primérném poctu IV genetickych markert.

Zavér: Pocet IV genetickych markerl pro jednotlivé pary, a tedy pfenesené variabilita

jejich genomd, neovlivituji aktivitu §tépu v potransplantacni obdobi.
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5.4. Hodnoceni umrti v potransplanta¢nim
obdobi s ohledem na dosazenou aktivitu St€pu

Ze souboru 140 pacientli zemielo v potransplantacnim obdobi 55 osob (39 %).
Pro hodnoceni hypotéz o umrti v postransplantaénim obdobi, byli pacienti s ohledem na
dosazenou aktivitu §t€pu rozdéleni do 3 skupin. Skupina D obsahovala 32 timrti, u nichz
chimerismus kolisal pod 95 %. Ve skupiné E bylo 23 pacientti, ktefi zemieli s vysoce
aktivnim Stépem a jejich chimerismus dosahoval hodnot 95-100 %. Jako referen¢ni
skupina byla urcena skupina F s 66 pacienty, ktefi jsou nazivu a maji $tép s optimalni
aktivitou. Jejich chimerismus kolisal v rozmezi 95-100 % a neklesl pod hranici 95 %.

Do hodnoceni nebyli zahrnuti pacienti s nizkou aktivitou $tépu, ktefi jsou nazivu
(n = 17) a dale pak pacienti, ktefi byli ur€eni k retransplantaci z divodu vysoké aktivity
Stépu (n=2). Cilem nasledujicich hypotéz 1-7 je snaha pokusit se definovat urcité faktory,
které by mohly urcit a predikovat riznou dobu pfeziti pacientll v potransplantaénim

obdobi. Tyto faktory by v budoucnu mohly slouzit k Gprave potransplantacni 1¢cby.

5.4.1. Ovéteni hypotézy 1: Umrtnost po transplantaci ovliviiuje
diagnoza piijemce

U hypotézy 1 jsme ovétovali tvrzeni, Ze skupiny D, E a F se vzajemné lisi
v procentudlnim zastoupeni jednotlivych skupin diagnéz. Data pacienti, rozdélena podle
prislusnosti do dané skupiny, jsou souhrnn¢ zpracovana v tabulce 15.

U vsech 3 skupin je nejvice zastoupena AML, nejvice u skupiny F (47 %), u
skupiny D byla diagnostikovéana v 38 % ptipadi, a nejméné se vyskytovala ve skupiné E
(29 %). U skupiny D se krom& AML velmi €asto objevuje ALL (25 %), ktera ma v této
skupin€é své nejvyraznéj$i zastoupeni. Nejméné se naopak vyskytuji mnohocetné
myelomy a chronicka monocytarni leukémie (oboje 3 %). Ve skupiné E je po AML
nejvice zastoupena CLL (25 %), kterd se na prvni pohled v ostatnich skupinéch tolik
nevyskytuje. Obecné nejméné se vyskytuji mnohocetné myelomy, idiopatické aplasticka
anémie (oboje 4 %). ALL se v této skupiné€ na rozdil od ostatnich skupin nevyskytuje
vubec. Skupina F se od skupin D a E nejvyraznéji odliSuje ve vysokém zachytu AML (47
%) a niz§im vyskytu CLL (5 %). V této jediné skupinég se vyskytuje idiopaticka aplasticka

anémie (3 %). Data jsou v¢etn€ absolutnich poctli souhrnné zpracovana v tabulce 15.
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Tabulka 15 — Procentudlni zastoupeni skupin diagnoz ve skupinach D, E a F

Diagnéza D [%] E [%] F [%]
AML 12 38 7 29 31 47
ALL 8 25 0 0 12 18
CLL 3 9 6 25 3 5
Myelodysplastické syndromy 3 9 3 13 7 11
Lymfomy 2 6 3 13 5 8
Chronické myeloproliferativni nemoci 2 6 2 8 5 8
Mnohocetné myelomy 1 3 1 4 1 2
Chronické monocytarni leukémie 1 3 1 4 0 0
Idiopaticka aplastickd anémie 0 0 0 0 2 3
Celkem 32 24 66

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsané¢ho

v kapitole 4.5.3. Kritické hodnoty %2 a hladiny vyznamnosti p jsou pro jednotlivé

diagndzy (stupen volnosti = 2) uvedeny v tabulce 16. Pfi testovani diagnéz nebyly

posuzovany mnohocetné myelomy, idiopatickd aplastickd anémie a chronické

monocytarni leukémie pro maly pocet pacientli a nizkou spolehlivost statistické analyzy.

V zastoupeni ALL a CLL v jednotlivych skupinach byl zjiStén statisticky vyznamny

rozdil, viz tabulka 16.

Tabulka 16 — Hodnoty chi-kvadratového testu pro dané skupiny diagnoz

Skupina diagnoz X2 P
AML 2,524 0,25
ALL 6,350 0,025
CLL 8,313 0,025
MDS 0,141 0,5
lymfomy 0,786 0,5
CMN 0,095 0,5
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Zavér: U diagnozy CLL je statisticky vyznamnéjsi riziko vzniku GVHD nebo umrti pfi

vysoce aktivnim $tépu. U diagndzy ALL je naopak toto riziko statisticky nizsi.

5.4.2. Ovéfeni hypotézy 2: Umrtnost po transplantaci ovliviiuje
vek prijemce

U hypotézy 2 jsme se snazili prokazat, zda se skupiny D, E a F mezi sebou lisi
z hlediska primérného veéku pfi transplantaci. VEékové rozmezi pacientii bylo ve skupiné
D nejuzsi, nejmladSimu pacientovi bylo 31 let a nejstarsSimu 66 let, primérné 55 let (SD
=10 let), s medianem veéku 57 let. Ve skupin€ E byl primérny vek pacientt 51 let (SD =
12 let), median véku 53 let a veék pacientl se pohyboval ve vékovém rozmezi od 23 do

65 let. Primérny vek pacientl v referencni skupiné F byl 48 let (SD = 13 let) s medianem

70 let.

Pti vysloveni nulové hypotézy, Ze skupiny D, E a F mezi sebou nemaji statisticky
vyznamny veékovy rozdil, byla data hodnocena Studentovym t-testem, popsanym
v kapitole 4.5.2. Skupiny D a E byly hodnoceny proti referencni skupiné F. Vypocitana
hodnota testovaciho kritéria se pro skupinu D rovnala 2,85 (hodnota stupiii volnosti =
80,41; 0. =10,9975) a pro skupinu E 0,46 (hodnota stupiiti volnosti 40,34; o = 0,75). Mezi
skupinou D a referen¢ni skupinou F byl potvrzen statisticky vyznamny rozdil ve v€ku

piijemce.

Zavér: Umrti pfi nizké aktivité §tépu ve sledovaném potransplantaénim obdobi bylo

statisticky vyznamné ovlivnéno vys§im vékem piijemce v dobé transplantace.

5.4.3. Ovéteni hypotézy 3: Umrtnost po transplantaci ovliviiuje
pohlavi ptijemce

U této hypotézy jsme ovétovali, zda se dané skupiny liSily zastoupenim muzi a
zen. 32 pacientl zafazenych do skupiny D tvotilo 44 % muzi a 56 % zen. Skupinu E,
ktera obsahovala celkem 23 pacientd, tvotilo 57 % muzii a 43 % Zen, a proto byla svym
rozlozenim vice podobna referen¢ni skupiné. Tuto referencni skupinu F (n = 66) tvofili

z 56 % muzi a ze 44 % Zeny a byla proto napohled nejvyrovnangjsi skupinou z hlediska
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zastoupeni muzli a zen. Uvedend data vcetné absolutnich poctl pacientli jsou souhrnné

zpracovana v tabulce 17.

Tabulka 17- Procentudlni zastoupeni muzu a zen ve skupinach D, E a F

Pohlavi D [%] E [%] F [%]
Muzi 14 44 13 57 37 56
Zeny 18 56 10 43 29 44
Celkem 32 23 66

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsané¢ho
v kapitole 4.5.3. Vypocitand hodnota testovaci kritéria byla 1,46 (hodnota stupiiti volnosti
2, p = 0,5). V zastoupeni muzli a Zen mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky

vyznamny rozdil.

Zaveér: Umrtnost pacientl neni statisticky ovlivnéna pohlavim pfijemce.

5.4.4. Ovéteni hypotézy 4: Umrtnost po transplantaci ovliviuje
pribuznost pfijemce a darce

U hypotézy 4 se ovétfovalo tvrzeni, Ze dané skupiny pro hodnoceni iimrtnosti se
li§i v zastoupeni piibuzenskych a nepifibuzenskych alogennich transplantaci PKB. Ve
skupiné D bylo 84 % neptibuzenskych a 16 % ptibuzenskych transplantaci. Ve skupiné
E bylo 87 % neptibuzenskych a 13 % piibuzenskych transplantaci PKB. Referen¢ni
skupina F byla relativné nejvyrovnanéjsi skupinou z hlediska rozloZeni piibuzenskych a
nepiibuzenskych transplantaci, protoZe byla zastoupena ze 74 % nepiibuzenskymi a z 26
% ptibuzenskymi transplantacemi a na prvni pohled se odliSovala svym rozlozenim od
prvnich 2 skupin. Uvedena data i s absolutnimi pocty pacientli v danych skupinach jsou

souhrnné zpracovana v tabulce 18.
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Tabulka 18 - RozloZeni piribuzenskych a nepribuzenskych transp. ve skupinach D, E a F

Pribuznost D [%] E [%] F [%]
Ptibuzenské 5 16 3 13 17 26
Nepiibuzenské 27 84 20 87 49 74
Celkem 32 23 66

Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsané¢ho
v kapitole 4.5.3. Vypocitand hodnota testovaciho kritéria byla 2,36 (hodnota stupii
volnosti 2, p = 0,25). V zastoupeni piibuznych a nepiibuznych pari mezi jednotlivymi

skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil.

Zavér: Piibuzensky, poptipad¢ nepfibuzensky vztah darce a pifijemce nema vliv na

umrtnost pacientll po transplantaci.

5.4.5. Ovéteni hypotézy 5: Umrtnost po transplantaci ovliviiuje
pohlavni shoda mezi ptijemcem a darcem

Zakladem hypotézy 5 bylo tvrzeni, Ze uvedené skupiny se 1isi poctem pohlavné
shodnych transplantaci oproti po¢tu pohlavné neshodnych. Primémému rozlozZeni
v celém souboru (56 % shodnych a 44 % neshodnych transplantaci PKB), uvedenému
v kapitole 4.1.5. ptesné odpovida rozloZeni v referen¢ni skupiné F. Ve skupiné D bylo
naprosto vyrovnané rozlozeni transplantacnich pari se shodnym pohlavim a part
s neshodnym pohlavim. Vyskyt pohlavné neshodnych parti ve skupiné E (39 %) vice
odpovida rozloZeni v referenéni skupiné. Uvedend data i s absolutnimi poCty pacientl

jsou souhrnné zpracovana v tabulce 19.

Tabulka 19 — RozloZeni pohlavné shodnvch/neshodnych transpl. ve skupinach D, E a F

Shoda D [%] E [%] F [%]
Shodné 16 50 14 61 37 56
Neshodné 16 50 9 39 29 44
Celkem 32 23 66
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Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsaného
v kapitole 4.5.3. Vypocitana hodnota testovaciho kritéria byla 0,67 (hodnota stupnu
volnosti 2, p = 0,5). V zastoupeni pohlavné shodnych a neshodnych pari mezi

jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil.

Zaver: Shodnost pohlavi darce a pfijemce nema vliv na umrtnost pacientl ve sledovaném

potransplanta¢nim obdobi.

5.4.6. Ovéieni hypotézy 6: Umrtnost po transplantaci ovliviiuje
shoda HLA znakli mezi ptijemcem a darcem

U hypotézy 6 jsme testovali tvrzeni, ze skupiny D, E a F se mezi sebou lisi shodou
poctu HLA znak, ktera byla bud’ 10/10 znaki, nebo méné nez 10/10 znaki. Ve skupiné
D bylo 63 % part se shodou 10/10 znakl v systému HLA a 38 % pard se shodou nizsi
nez 10/10. Skupina 1 byla skupinou s nejvyssim procentem part se shodou 9 a méné
znakli v HLA systému. Ve skupiné E bylo 70 % part shodnych 10/10 znakd v HLA
systému a 30 % pari, které méli méné nez 10 shodnych znakt. Tato skupina byla svym
rozlozenim shodnych a neshodnych parGt v HLA systému vice podobnd referencni
skupiné F, nez skupina D. V referencni skupiné F bylo 73 % part shodnych v 10
znacich HLA systému a 27 % parti s méné nez 10 shodnymi znaky a byla proto skupinou
s nejvySs$im procentem part s 10 shodnymi znaky v HLA systému. Tato skupina zaroven
spolu se skupinou E odpovidala rozdéleni shodnych a neshodnych part v celém souboru
(72 % a 28 %), uvedenému v kapitole 4.1.4. Uvedena data i absolutni pocty pacientii jsou

souhrnné zpracovany v tabulce 20.

Tabulka 20 — Shoda ve znacich HLA systému ve skupinach D, E a F

Shoda D [%] E [%] F [%]
10/10 20 63 16 70 48 73
<10/10 12 38 7 30 18 27
Celkem 32 24 66
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Hypotéza byla testovana pomoci chi-kvadratového testu 3x2, popsané¢ho
v kapitole 4.5.3. Vypocitana hodnota testovaciho kritéria byla 1,06 (hodnota stupiii
volnosti 2, p = 0,5). Mezi jednotlivymi skupinami nebyl statisticky vyznamny rozdil v

zastoupeni para se shodou 10/10 znaki HLA systému a part s nizsi shodou.

Zavér Na zaklad¢ poctu shodnych znakti v HLA systému nelze predikovat, zda pacient

Casné€ji zemie v potransplanta¢nim obdobi.

5.4.7. - Ovéteni hypotézy 7: Umrtnost po transplantaci ovliviiuje
variabilita genomu pfijemce a darce vyjadiend poctem IV
genetickych markert.

U této hypotézy jsme analyzovali, zda se uvedené skupiny pro hodnoceni
umrtnosti 1i§i primérnym poctem IV markerd zjisténych u jednotlivych part
prijemce/darce stépu. Referencni skupina F méla primérny pocet devét IV markert (SD
= 2) amedian 10 marker. Skupina E byla v poctech IV markerii totozna s referenéni
skupinou, méla priimérné devét IV markerti (SD = 2) a median 10 markerti. Ve skuping
D méli pacienti primérn¢ deset [V markert (SD = 3) a medidn 11 markert.

Pti vysloveni nulové hypotézy, ze skupiny D, E a F mezi sebou nemaji statisticky
vyznamny rozdil v po¢tu IV markerti, byla data hodnocena Studentovym t-testem,
popsanym v kapitole 4.5.2. Skupina D testovana nebyla, protoze ma stejné hodnoty jako
referencni skupina F. Vypocitand hodnota testovaciho kritéria se pro skupinu E rovnala
1,52 (hodnota stupiitt volnosti 30,75; o = 0,05). Skupiny D a E nemély statisticky
vyznamny rozdil v primérném poctu IV genetickych markerd v porovnani s referenéni

skupinou F.

Zaveér: Variabilita genomu jednotlivych part vyjadiend pocétem jejich IV markerd,

neovlivnila imrtnost pacientti ve sledovaném potransplantacnim obdobi.

71



6. Diskuze

Pouziti  vysoce variabilnich  genetickych  markeri pro  sledovani
potransplanta¢niho chimerismu se v mnoha studiich a na mnoha klinickych pracovistich
potvrdilo jako vhodné, s tim, Ze kazdéa z vyuzivanych metod mé své pro a proti s ohledem
na citlivost vySetfeni, finan¢ni a ¢asové naroky a proveditelnost v klinické praxi. Jednou
z nejrozsifenéjSich metod v klinické praxi je vySetfeni chimerismu pomoci analyzy

genetické variability STR lokust. (3)

Pro spravné provedeni vySetfeni chimerismu metodou analyzy STR lokust je
nutné pocatecni vysetfeni darce i ptijemce, kdy se ur¢i vzajemnd informativita a vhodnost
markert. Pokud je k vySetfeni chimerismu zvolen $patny marker, tedy neinformativni
nebo nevhodny, mize dojit k falesné negativité vysledku, naptiklad oznaceni chimerismu
za kompletni, i kdyz v organismu soucasné existuje darcova i pfijemcova krvetvorba,
ktera nebyla timto vySetfenim spolehlivé odhalena. Chybné oznaceni chimerismu za
kompletni pak mize vést k mylné ptedstave, ze $tép funguje optimalne. To pak ve svém
dasledku mize vést az k relapsu onemocnéni ¢i imrti pacienta, protoze nebyla vcas

1é¢ebné potlacena obnova ptivodni krvetvorby.

Odriozola et al. provedli v roce 2012 studii, kterd se zabyvala moznosti vySetieni
chimerismu v pfipadé, Ze geneticky material darce a/nebo piijemce neni dostupny. Jejich
vySetfeni je zalozeno na klasické metod¢ vySetfeni STR lokusii, ale pro kvantifikaci
chimerismu byl navrzen jiny postup. Zaklada se na predpokladu, Ze dvé heterozygotni
alely jednoho lokusu vykazuji na elektroforeogramu stejnou intenzitu signalu (plochu,
poptipade vysku piku), a tudiz se v ptipad€ obnoveni darcovské slozky krvetvorby zméni
pomgér jejich intenzit. Vytvofenim algoritmu, ktery porovnava vysky (plochy) pika se
vSemi moznymi kombinacemi alel darce a pfijemce, 1ze procentudlné vypocitat ptitomny
chimerismus. Pro aplikaci algoritmu na dany genovy lokus je nutné, aby aspoinl jeden
z paru piijemce/darce byl heterozygotni a sdilené alely nebyly zahrnuty do algoritmu.
Predikované hodnoty chimerismu pomoci algoritmu odpovidaly hodnotdm dosazenym
pii klasické interpretaci a algoritmus byl navrzen jako vhodny pro vyuZiti 1 do klinické

praxe. (42)

72



Pro vySetfeni chimerismu metodou analyzy STR lokust existuji komercné
vyrabéné kity, které umoznuji rychlejsi a snazsi pfipravu vzorku k analyze i samotnou
analyzu. Mezi jedny z nejpouzivanéjSich slouzi souprava AmpFISTR Identifier Kit
(Applied Biosystems, Thermofisher Scientific, USA) ur€end pro analyzu 15 STR lokusi,
kterd byla pouzitd i pro praktickou cast této diplomové prace. Z téchto 15 markert
analytik vybere vzdy 3—4 markery nejvhodnéjs$i pro dany transplantaéni par. Pfi
pozadavku urcit alespont jeden IV marker, je podle provedené analyzy ziskanych dat
nutné vysetfit minimaln¢ 5 markera. Kdybychom hledali alesponn dva IV markery pro
kazdého ze 140 transplantovanych jedincii, museli bychom vysetfit minimalné prvnich
12 markert. A kone¢né, pokud hleddme minimalné tfi IV markery, tak jak je to bézné i
v klinické praxi, musi se vySetfovat alespoil prvnich 13 markeri, sefazenych podle
klesajici informativity. Graficky je vyjadiena zavislost minimalniho poctu potfebnych
markerd, které je nutné pouzit k vySetieni, na poctu klinicky pozadovanych IV markert

v grafu 4.

Mezi nejinformativnéj$Simi markery ve sledovaném souboru pacientii patfily
markery D21S11, D2S1338, THOI1, FGA a D3S1358. Markery D2S1338 a FGA také
patii mezi nejvice geneticky variabilni podle ppopulaénich studii uvedenych v kapitole

2.3.4. a zpracovanych v tabulce 2.

Jak bylo uvedeno wvySe, vredlné klinické praxi jsou pro vySetfovani
potransplantaéniho chimerismu na useku molekularni biologie UKBD FNHK
pozadované minimaln¢ 4 IV markery. Z mnou sledovaného souboru byly v jednom
ptipadé¢ pouZity pro vyhodnoceni pouze 3 markery, protoZe vice jich nebylo oznaceno za
informativni a zarovenl vhodné. Jednalo se o pfibuzenskou transplantaci, kde jsou pocty
vhodnych markeri obecné statisticky niz§i. Aby se tedy dosahlo uplné informativity
v celém souboru pfi pozadavku na 4 IV markery, muselo by se vyuZit vice nez 15

v soucasnosti pouzivanych markert.

Pti proloZeni namétenych hodnot kiivkou, 1ze ziskat jeji rovnici, podle které Ize
predikovat mnozstvi potiebnych markerii pfi poZzadavku vysSich pocti IV markera pro
dany transplanta¢ni par. Porovnanim korela¢nich koeficientt R kiivky byla uréend jako
logaritmického charakteru (R? = 0,9346) s rovnici kiivky y = 7,5852In(x) + 5,4697, kde
vy ndlezi po¢tu genetickych markert, které je potieba vySetfit a x naleZzi minimalnimu

poctu IV markert, které jsou poZzadované. V grafu 4 jsou proto také uvedeny vypocitané
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hodnoty teoretického minimalniho poctu potfebnych markerti k vySetieni, pokud bychom
pozadovali vyS$si poc€et IV markeri a sledovali bychom logaritmicky trend grafu. Pokud
by byly pozadovany alespon 4 IV markery pro jakykoliv transplantacni par, tak by bylo
potfeba vysetfit minimalné 16 markert. A samoziejmé plati, Ze pokud by se pozadavek
na pocet sledovanych markerd nadale zvysoval, tak by pro alespont 5 IV markera bylo
potieba vySetfit minimalné 18 markert a pro minimalné 6 IV markera by bylo potieba

vysetiit alespon 19 markerd.

Graf 4. - Zavislost nejnizsiho posStu hledanych informativnich pdriu na poctu
vySetrovanych markeri
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Nejnizsi pocet informativnich part

Kazdy transplantacni par pfijemce a darce ma svoji vlastni kombinaci a pocet [V
markerli, ktery se par od paru lisi. V testovaném souboru se z nckolika hledisek
posuzovaly rizné vlivy na mnoZzstvi IV markert a bylo prokazéano, Ze vyznamné méné
sledovatelnych genetickych markerti se objevuje u ptibuzenskych transplantaci nez u
nepiibuzenskych a u transplantaci, kde se darce a piijemce shoduji v 10 vybranych
znacich HLA systému v porovnani s pary se shodou niz8i. Naopak s ohledem na pocet
sledovatelnych genetickych markeri se neprokézal vliv rizného/stejného pohlavi darce a

piijemce.

Podle Balona et al. (2005) jsou z hlediska casu kritické zejména prvni 3 mésice

po provedené transplantaci, které maji velky vliv i na dlouhodoby priitbéh zdravotniho
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stavu pacienta. Sledovani chimerismu v del§im obdobi po transplantaci je ale pro pacienta
také velmi piinosné. Lze zjistovat dynamiku chimerismu, tedy to, jestli se v prib&hu ¢asu
zveda procento darcovské krvetvorby, nebo zlstadva na stejné Urovni. Sledovani
chimerismu v priabéhu Casu se ukazuje jako spolehlivy prediktivni faktor celkové délky
preziti a doby pfeziti bez nemoci. Na oba tyto parametry mad velmi kladny vliv
procentudlné se zvysSujici darcovsky chimerismus (procento darcovské krvetvorby
narQstd), a naopak darcovsky chimerismus s klesajicimi hodnotami je pro obé délky
preziti nepfiznivy (procento darcovské krvetvorby klesa, a naopak zastoupeni ptivodni
pfijemcovy krvetvorby se zvySuje). Dlouhodobé sledovani trendu chimerismu se také
projevilo jako lepsi prognosticky faktor nezli samostatné ur€ovani stupné chimerismu

(kompletni x ¢astecny) nebo absolutni hodnoty bez ¢asového kontextu. (43) (44)

Kvantitativni hodnoceni darcovského chimerismu Ize vyuzit nejen pro hodnoceni
obnoveni pivodni krvetvorby, ale stejnym zptisobem i pro hodnoceni aktivity stépu. Pro
pacienta mohou byt totiz kritické nejen nizké hodnoty chimerismu, které souvisi s nizkou
aktivitou $té€pu, ale naopak 1 hodnoty vysoké, které mohou znacit riziko vzniku GVHD.
Podle statistickych testi provedenych na sledovaném souboru pacientli mize byt aktivita
Stépu ovlivnéna i diagndzou, napi. pacienti s chronickou lymfatickou leukemii maji
dlouhodobou vysokou aktivitu $t€pu a s tim souvisejici vyssi riziko vzniku GVHD.
Naopak méné aktivni jsou S$tépy transplantované pacientim v pokrocilejSim véku.
Aktivitu $tépu neovlivnilo pohlavi, ptibuzensky vztah pfijemce a darce, shoda darce a
piijemce z hlediska pohlavi, shoda v HLA znacich ani mira genetické variability mezi

pfijemcem a darcem.

Socié¢ et al. publikovali v roce 1999 studii o dlouhodobém pteziti a imrtnosti po
alogenni transplantaci PKB, provedené na vice nez 6000 pacientech. U 25 % pacientl se
vyvinula GVHD a u 43 % pfesla i do chronické faze. I po uplynuti 2 let po transplantaci
stale trpélo 25 % pacientl chronickou GVHD. Pacienti, u kterych se po dobu 2 let po
transplantaci neprojevila primarni nemoc, se v 89 % dozili 1 nésledujicich 5 let. U
pacienti, ktefi podstoupili transplantaci z divodu vyskytu leukemického onemocnéni a
ve dvouletém potransplantaénim obdobi se u nich neprojevila Zadnd nemoc, méli
v pruméru 11 % pravdépodobnost, Ze u nich v nasledujicich 5 letech dojde k relapsu
onemocnéni a zngj vyplyvajici 6 % riziko umrti. V celém souboru pacientli byla
pravdépodobnost vyskytu nového maligniho onemocnéni 2 %. Jako hlavni divody smrti

v pozdgj§im obdobi ve studovaném souboru pacienti pak Soci¢ et al. urcili
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znovuobjeveni plivodni nemoci a chronickou GVHD. Po dvou letech bez propuknuti
ptvodni nemoci maji z hlediska plivodni nemoci nejvyssi miru rizika amrti pacienti
s aplastickou anemii a osoby s ALL. Mezi rizikové faktory z hlediska mortality a rizika
pozdniho umrti byla zafazena transplantace provedena v pokrocilé fazi choroby, rozvinuti

Vv

chronické GVHD a vyssi vék piijemce v dobé¢ transplantace. (45)

V naSem studovaném souboru pacientii se jako statisticky vyznamny faktor pro
amrti projevil také vyssi vék pifjemce, kdy pacienti zemfeli p¥i nizké aktivitd §tépu. Umrti
bylo ovlivnéno relapsem ptivodni nemoci, pro kterou se transplantace PKB provadéla. U
pacienti s CLL bylo toto riziko statisticky vys$$i, a naopak u pacienti s ALL bylo
prokazano jako riziko niz§i. Umrtnost pacientdl nebyla ovlivnéna pohlavim piijemce,
ptibuzenskym vztahem pftijemce a darce, shodnosti pohlavi ani genetickou variabilitou

pouzitych markerda.
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7. ZAver

Transplantace hematopoetickych bunék jsou ucinnou metodou pro 1écbu
leukémii, ostatnich hematologickych malignit i fady neonkologickych onemocnéni. Pro
zajisténi kvality Zzivota pacienta a odpovidajici 1écby je dualezité sledovat aktivitu
transplantovaného $té€pu a vcas zjistit ptipadny relaps ptivodniho onemocnéni. Vhodnou
analytickou metodou je proto vySetfeni potransplantacniho chimerismu, tedy zjisténi
genetického ptivodu krevnich buné€k v kostni dfeni a cirkulaci. Podle zjisténého ptivodu
bunék se pak vypocita procentualni zastoupeni piijemcovské a darcovské krvetvorby. Pti
obnoveni a nartstu podilu pivodni pfijemcovy krvetvorby pak hrozi riziko relapsu
onemocnéni a je dilezité co nejdiive zakrocit a nasadit farmakologickou 1écbu. Metody
pro stanoveni chimerismu se zaklddaji na riznych principech, v dnesni dob¢ se ale

nejcastéji vyuziva genetickych markert jako jsou STR a VNTR lokusy.

Cilem této prace bylo vyhledani mozného vztahu mezi vybranymi klinickymi
parametry a genetickymi markery v daném souboru pacientti. Hodnotila se informativita
a vhodnost markerii z hlediska ptibuznosti, pohlavi a shody v HLA systému. Mezi nej
informativnéj$imi markery s ohledem na vyjmenovana hlediska patfily markery D21S11,
D2S1338, THO1, FGA a D3S1358. Pokud by se vysetiovalo pouze téchto 5 markerd, u
vSech transplanta¢nich pari ze sledovan¢ho souboru by se naSel vzdy alespoil 1

informativni a zaroven vhodny geneticky marker k analyze chimerismu.

Dal$im cilem prace bylo posouzeni vlivu ptibuznosti pfijemce a darce, shody v
systému znakd HLA a shody pohlavi pfijemce a darce $tépu na spektrum pouzitelnych
genetickych markert. Podle ziskanych dat ze souboru testovanych pacientli nemé na
vysledny pocet IV markert vliv shoda v pohlavi. Vyznamné méné IV markerti ale maji

pary se shodou 10 z 10 znakti v HLA systému a také ptibuzenské pary.

Poslednim cilem této price bylo hodnoceni uspéSnosti 1écby a umrtnosti
v potransplanta¢nim obdobi. Ze souboru 140 pacientd zemfelo v potransplantacnim
obdobi 55 osob (39 %). Ve studovaném souboru pacientii nebyla iimrtnost ovlivnéna
pohlavim, ptibuznosti, pohlavni shodou mezi darcem a pfijemcem, shodou v HLA
systému ani genetickou variabilitou vyjadfenou poctem IV markerd. Jako negativni
prognosticky faktor z hlediska GspéSnosti 1écby a umrtnosti byl prokazan vyssi vék a

diagnostikovana CLL.
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Seznam zkratek

A —adenin

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie

AML — akutni myeloidni leukémie

C — cytosin

CCD - zafizeni s vazanymi naboji (Charge-Coupled Device)
CD — diferenciacni skupina (Cluster of Differentiation)

CLL — chronické lymfaticka leukémie

CML — chronicka myeloidni leukémie

CMV — Cytomegalovirus

DEAE — diethylaminoethanol

DLI — infaze darcovsky leukocytlt (Donor-leukocyte Infusion)
DNA — deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucletic Acid)

EBMT — Evropska skupina pro transplantaci KD (European Group for Bone Marrow

Transplantation)

EDTA — kyselina etyhlendiamintetraoctova (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
EKG — elektrokardiograf

FISH — fluorescen¢ni in-situ hybridizace

G — guanin

G-CSF — faktor stimulujici kolonii granulocyt (Granulocyte Colony-stimulating

Factor)

GM-CSF — faktor stimulujici kolonie granulocyt a makrofagi (Granulocyte-

macrophage Colony-stimulatign Factor)
GVHD — nemoc $tépu proti hostiteli (Graft Versus Host Disease)

GVL efekt — efekt Stépu proti leukémii (Graft versus Leukaemia Effect)
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Hg — o¢ekavana heterozygozita (Extecped Heterozygosity)

HIV — virus lidské imunodeficience (Human Immunodeficiency Virus)
HLA - antigeny lidskych leukocyti (Human Leukocyte Antigens)
Ho— pozorovana heterozygozita (Observed Heterozygozity)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

HSC — hematopoetickd kmenova butika (Hematopoietic Stem Cell)

HTLV — virus lidské T-bunécné leukémie (Human T-cell Leukaemia Virus)
IV marker — informativni a zaroven vhodny marker

KD — kostni dien

LPA — linearni polyakrylamid

MC — smiSeny chimerismus (Mixed Chimerism)

MDS — myelodysplasticky syndrom

MEC — primérna pravdépodobnost vylouceni (Mean Exclusion Rate)

NK —nukleova kyselina

PCR — polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PD — diskriminaéni sila (Power of Discrimination)

PIC — informacni slozka polymorfismu (Polymorphism Information Content)
PKB — periferni krvetvorné bunky

RAEB — refrakterni anémie s nadbytkem blasti (Refractory Anemia with Excess of
Blasts)

RARS — refrakterni anémie prstencitych sideroblastl (Refractory Anemia with Ring
Sideroblasts)

RCP — fenotypizace erytrocytli (Red Blood Cell Phenotyping)

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmenti (Restriction Fragment Length
Polymorphism)
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RNA - ribonukleova kyselina (Ribonucleotic Acid)

RTG —rentgenoveé zateni

SD — smérodatna odchylka (Standard Deviation)

SDS — dodecylsiran sodny (Sodium Dodecylsulphate)
SNP — polymorfismus jednotlivych nukleotidii (Single-nucleotide Polymorphism)
SRN — Spolkova republika Némecko

STR — kratké tandemové repetice (Short Tandem Repeats)
T — thymin

TBE pufr — Tris/borat/EDTA pufr

TE pufr — Tris/EDTA pufr

USA — Spojené staty americké (United States of America)
UV — ultrafialové (Ultra-violet)

VNTR — tandemové repetice o rizném poctu (Variable Number od Tandem Repeats)
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