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2. UVOD K DIZERTACNI PRACI

Tato dizertaéni prace vznikla na Ustavu imunologie LF UP a Fakultni nemocnice v
Olomouci a zabyva se studiem vybranych imunogenetickych faktorii u alogennich
transplantaci kmenovych krvetvornych bunék. Dizertatni prace je vedena ve formatu
komentovaného souboru publikovanych praci. Zakladem dizertacni prace je osm
publikaci, které vznikly v pribéhu postgradualniho studia v doktorském studijnim
programu a ve kterych je dizertantka prvnim autorem nebo spoluautorem. Tyto prace jiz
byly publikovany (nékteré i citovany) v mezinarodnich Casopisech s impakt faktorem a
jsou zde vloZeny jako separatni vytisky v originalnim anglickém znéni.

Prace je ¢lenéna do tfi zékladnich oddilti. Prvni ¢ast, literarni piehled, shrnuje
problematiku transplantaci kmenovych krvetvornych bunék, popisuje mozné komplikace
tohoto terapeutického pfiistupu i faktory, které rozvoj zminénych komplikaci ovliviiuji.
Dale se literarni ptehled zaméfuje na charakteristiku vybranych imunogenetickych faktort
studovanych v souvislosti s transplantacemi kmenovych krvetvornych bunék a kratce
pojednava i o metodach jejich studia. Druhé ¢ast vymezuje cile prace, popisuje studované
soubory a pouzité metodické ptistupy. Ve tieti ¢asti jsou pak predkladany vysledky prace,
ktera se veénovala studiu genetickych faktor ovliviiyjicich vysledek alogennich
transplantaci kmenovych krvetvornych bunék. V obou vysledkovych podkapitolach
experimentalni ¢asti jsou shrnuty cile provedenych studii a pouzité metodické ptistupy.
Nejvyznamnéjsi nalezy z vlastnich praci jsou shrnuty a diskutovany s ohledem na aktudlni

uroven znalosti.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. TRANSPLANTACE KMENOVYCH KRVETVORNYCH BUNEK

3.1.1. Definice

Transplantace kmenovych krvetvornych bun¢k (TKB) je I1é¢ebny postup
indikovany u zavaznych hematologickych a nehematologickych malignit, u tézkych
vrozenych imunodeficiti nebo u dédiénych poruch metabolismu (Bensinger a spol. 2001).
Prehled onemocnéni nejéastéji indikovanych k 1é¢bé transplantaci kmenovych
krvetvornych buné€k shrnuje Tabulka €. 1.

Principem 1écby TKB je ndhrada patologické krvetvorby pifenosem Stépu
kmenovych krvetvornych bunék zdravého déarce pfijemci formou nitrozZilni infize

(Vanasek a kol. 1996).

Tabulka ¢. 1: Piehled onemocnéni nejcastéji indikovanych k 1écbé transplantaci

kmenovych krvetvornych bunék (upraveno podle Copelan 2006).

Maligni onemocnéni Ostatni choroby
Akutni myeloidni leukémie Aplasticka anémie
Akutni lymfoblasticka leukémie Primarni polycytémie
Chronickéd myeloidni leukémie Talasémie
Myelodysplasticky syndrom Srpkovitd anémie
Non-hodgkinské lymfomy Paroxyzmadlni no¢ni hemoglobinurie
Hodgkinova choroba Fanconiho anémie
Chronicka lymfaticka leukémie Blackfan-Diamondova anémie
Mnohocetny myelom Tézky kombinovany imunodeficit
Juvenilni chronickd myeloidni leukémie Wiskott-Aldrichtiv syndrom
Neuroblastom Autoimunitni choroby
Ovaridlni karcinom Vrozené choroby metabolismu
Testikularni karcinom ze zarode¢nych buné¢k Amyloidoza

3.1.2. Historie TKB

Transplantace kmenovych krvetvornych buné€k je v klinické praxi pouZivdna jiz
vice nez 50 let. A¢ byla TKB plvodné zvaZovana jako 1écebny postup nemoci z ozéfent,
pozd€ji se jeji vyuziti rozsifilo pfedevS§im do oblasti 1écby malignich onemocnéni.
Provedeni prvni transplantace kostni difen€ od identického dvojete u nemocného
s pokrocilou leukémii popsal v roce 1959 E. Donnall Thomas (Thomas a spol. 1959), ktery

byl v roce 1990 za svou praci v oblasti transplantaci kostni dien¢ ocenén Nobelovou cenou
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za medicinu. Dilezitym meznikem vrozvoji TKB se stal objev hlavniho
histokompatibilniho komplexu c¢lovéka (HLA systému) na pocatku 60. let. Prvni
transplantace kostni dfené¢ od HLA-identického sourozence byla provedena stejnou
pracovni skupinou v roce 1968 v Seattlu (Thomas a spol. 1977). V soucasné dobé je TKB
zavedenym lécebnym postupem, jehoz vyzkum se nyni sméruje ke studiu
nejoptimalnéjsich pfipravnych reziml a prevence zavaznych komplikaci TKB (Rafeah a

spol. 2009).

3.1.3. Typy TKB
Transplantace kmenovych krvetvornych bunék muizeme rozdélit podle celé fady

faktord — typu darce, zdroje kmenovych krvetvornych bunék nebo ptipravného rezimu.

3.1.3.1. Déleni podle typu darce

Autologni TKB je pfevod vlastnich kmenovych krvetvornych bun¢k odebranych
nemocnému, vétSinou v obdobi kompletni remise nebo minimalni aktivity zdkladni
nemoci.

Syngenni TKB je pievod kmenovych krvetvornych bunck od jednovajecného
dvojcete.

U obou typt transplantaci dochazi k pfevodu geneticky identickych bunék a
nedochazi tak k vyvolani imunologickych reakci typu $tép proti hostiteli (graft-versus-host
disease, GVHD) ani k reakci $tép proti leukémii (graft versus leukemia effect, GVL) —
protinddorovy ucinek je zajiSt€én pouze predtransplantaéni vysokodavkovanou
chemoterapii. Riziko relapsu zdkladniho onemocnéni u téchto typu transplantaci je proto
vétsi neZ u alogennich transplantaci.

Alogenni TKB je pfevod kmenovych krvetvornych bun€k mezi jedinci téhoz
zivo¢iSného druhu. V pfipad¢ ptibuzenskych transplantaci dochazi k darovani kmenovych
krvetvornych bunék nejcastéji mezi sourozenci, eventuelné pak mezi dalSimi piibuznymi
¢leny rodiny. U nepiibuzenskych transplantaci poskytuje kmenové krvetvorné bunky
K transplantaci ¢len narodniho nebo mezinarodniho registru darct kmenovych

krvetvornych bun€k ¢i kostni diené.



3.1.3.2. Déleni podle zdroje kmenovych krvetvornych bunék

Kmenové krvetvorné buiiky lze ziskat z n¢kolika zdrojt - z kostni dfené, z periferni
nebo pupecnikové krve. Jednotlivé zdroje se navzajem lisi zptisobem odbéru, spektrem a
mnozstvim odebranych bunék a promitaji se i do vysledku TKB (Haspel a spol. 2008).

Odbér kostni diené je historicky nejstar§im zplsobem ziskavani kmenovych
krvetvornych bunck. Kostni dfenl je odebirana darci v celkové anestézii, a to opakovanymi
vpichy a aspiraci kostni dfen¢ z dutin v zadnich hrbolech panevnich kosti. Objem odebrané
difené u dospélého se pohybuje kolem 1000 — 1500 ml. Kostni dien se vétSinou dale
zpracovava pomoci separatoru, kde se z ni ziskava suspenze mononuklearnich bunck.

Odbér perifernich kmenovych bunék po stimulaci ristovym faktorem
granulocyti (G-CSF, z angl. granulocyte-colony stimulating factor) se provadi pomoci
separatort krevnich bunck. Centrifugaci dochazi k rozdéleni jednotlivych krevnich slozek
podle jejich hustoty. Kone¢nym produktem je 200-300 ml suspenze mononuklearnich
bunck.

Odbér pupecnikové krve je provaddén bezprostiedné po porodu z pupec¢niku a
placenty. Kone¢ny objem pupe¢nikové krve se pohybuje kolem 100 ml (Krej¢i a spol.
2009). Periferni kmenové buiiky se prihojuji rychleji nez kmenové buriky kostni diené, ale
vzhledem k tomu, Zze obsahuji vétsi podil T lymfocytl nez kostni dien, dochazi u jejich
pfijemci Castéji k rozvoji chronické reakce $tépu proti hostiteli. Pupecnikova krev, jejiz
darcem a pfijemcem. Pupec¢nikova krev vSak obsahuje méné¢ kmenovych krvetvornych
bungk, jeji pfihojeni je ve srovnani s ostatnimi zdroji nejpomalejsi a piijemci jsou Casto
ohroZeni infekénimi komplikacemi. Dalsi limitace pouziti pupecnikové krve je dana jejim
celkovym odebranym objemem a jeji pouZiti je tak vyhrazeno ptfedev§im pro lécbu

détskych pacientti (Copelan 2006).

3.1.3.3. Déleni podle pouZitého pripravného reZimu

Predtransplantacni ptipravné reZimy jsou z hlediska jejich ti¢inku déleny na
myeloablativni a rezimy s redukovanou intenzitou — nemyeloablativni (Lekakis a spol.
2008).

Principem myeloablativniho reZimu je eradikace nadorovych bunék a indukce
imunosuprese piijemce, kterda ma umoznit pfihojeni $t€pu a zamezit jeho rejekcei. VEétsinou
je podavana kombinace cytostatik (napt. busulfan+cyklofosfamid) nebo kombinace

cytostatik (cyklofosfamid) a celotélového ozareni ve vysokych davkach. Nevyhodou
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tohoto rezimu je jeho vysoka toxicita k Sirokému spektru tkani, a to pfedevs§im u pacientti
starSich 50 let.

Utinek rezimu s redukovanou intenzitou (RIC, z angl. reduced-intensity
conditioning) spoc¢iva ve vyrazné imunosupresi piijemce, kterd umozni ptihojeni stépu, ale
soucasn¢ vyznamng redukuje vyskyt komplikaci souvisejicich s toxicitou myeolablativniho
rezimu. Vyhodou tohoto rezimu je vyznamné snizeni toxicity a moznost provedeni
alogenni transplantace i u star§ich nemocnych nebo u pacientti s ptidruzenym
onemocnénim (Copelan 2006, Krej¢i a spol. 2009). Nevyhodou je vyssi incidence relapsi
po RIC rezimech ve srovnani s myeloablativnimi rezimy, proto nejsou vhodné u pacient

s pokrocilou nadorovou chorobou (Levine a spol. 2003).

3.1.4. Komplikace alogenni TKB

V ¢asném i pozdnim obdobi po alogenni TKB se mohou u pfijemce vyskytnout
zavazné komplikace rizného charakteru. Mezi nejCastéj$i patii komplikace spojené
S toxicitou piipravného rezimu, infekéni komplikace, selhani ¢i rejekce Stépu a reakce

Stépu proti hostiteli (GVHD).

3.1.4.1. Toxicita pFipravného reZimu

Podavani vysokodavkované chemoterapie v ramci pfipravného reZimu je provazeno
vyraznou organovou a slizni¢ni toxicitou. Mukositida je zavazné postizeni sliznice
ruznych usekt zazivaciho traktu, od dutiny Ustni az po tlusté stfevo. Milize se projevovat
silnymi bolestmi, ulceracemi, zvracenim a prijmem. Je nejcastéj$i komplikaci ¢asného
obdobi po TKB a vyvolana pfedev§im myeloablativnim pfipravnym reZimem a uzivanim
metotrexatu  pro prevenci GVHD (Copelan 2006). Druhou nejzavaznéjsi casnou
komplikaci je veno-okluzivni choroba jater, charakterizovana bolestivou hepatomegalii,
ikterem a retenci tekutin vedouci nékdy aZz k renalnimu ¢i respiracnimu selhani. Toto
onemocnéni byva néasledkem celotélového ozafeni, podavani busulfanu, cyklofosfamidu a
dal§ich 1é¢iv ptipravného rezimu. V pozdnim obdobi po TKB se toxicita piipravného
rezimu muze projevit zvySenim rizika vzniku sekundarnich malignit nebo trvalymi

poruchami reprodukénich schopnosti (Krejci a spol. 2009).
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3.1.4.2. Infekéni komplikace

Pacienti po TKB jsou ohrozeni Sirokou Skalou primarnich bakteridlnich
(Pseudomonas aeruginosa, Clostridium difficile, Acinetobacter baumannii, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae, Neiserria meninigitidis), virovych (Herpesviry,
respiracni viry, HHV-6) i houbovych infekci (rody Candida a Aspergillus), véetné infekci
oportunnimi patogeny (rody Pneumocystis, Listeria, Toxoplasma), ale i reaktivaci
latentnich vira (HSV, VZV, EBV, CMV) (Hiemenez a spol. 2009). Individualni vnimavost
k infekci je ovlivnéna celou fadou faktor: vlastnim primarnim onemocnénim a jeho
1é¢bou, poskozenim sliznice traviciho traktu a klize pouzitym piipravnym rezimem, typem
darce, trovni HLA shody, zdrojem a pocCtem pievedenych kmenovych krvetvornych
bunck, manipulaci se Stépem, dlouhodobym pouzivanim kanyl a katetri, neutropenii a

imunodeficienci ptijemce po TKB (Junghanass a spol. 2002).

3.1.4.3. Selhani nebo rejekce $tépu

Stav, kdy po TKB nedojde k piihojeni §tépu vibec, se oznacuje jako primarni
selhani $tépu. Situace, kdy po plivodnim piihojeni §tépu dojde k jeho rejekci, oznacujeme
za selhani sekundéarni. Pfic¢inou téchto stavil je predevSim nedostate¢na kvalita Stépu,
nedostate¢né uchyceni krvetvornych bunék v kostni dieni a imunologické faktory (Krejci a

spol. 2009).

3.1.4.4. Reakce $tépu proti hostiteli

Nejzavaznéjsi imunologickou komplikaci, ktera vyznamnym zplsobem zvySuje
morbiditu a mortalitu po alogenni TKB, je reakce §tépu proti hostiteli (GVHD). Tato
zavaznad reakce je definovana jako rychle se rozvijejici systémové onemocnéni
doprovazené poskozenim tkani riznych organid (Ferrara 1993). Je charakterizovana
diferenciaci aloreaktivnich T buné€k darce na efektorové burky, které vedou k poSkozeni
tkdni ptijemce, vyplaveni dalSich populaci zanétlivych bunck a nasledné dysregulaci
cytokinti. K aktivaci alogennich T bun¢k darce dochéazi na zéklad€é rozpoznani rozdili
v genetickych polymorfismech HLA a non-HLA systémt (Welniak a spol. 2006).

Podle klinického obrazu a doby vzniku GVHD se rozliSuji dvé formy. Akutni
GVHD, ktera vznika do dne 100 po alogenni TKB, postihuje ktzi, sliznici traviciho tstroji
a jatra. Klinicky se projevuje rliznymi kombinacemi nasledujicich ptfiznakd: erytém,
exantém, hyperbilirubinémie, elevace jaternich enzymi, nechutenstvi, zvraceni nebo

prijem. Podle intenzity postizeni téchto ter¢ovych organi se akutni GVHD klasifikuje na
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stupné I. — IV. (Przepiorka a spol. 1995). Chronicka GVHD vznika po dni 100 po
alogenni TKB, postihuje mnoho orgédnovych systému, predevsim vsak ktzi, jatra, oci, Usta,
jicen a plice. Jeji projevy jsou podobné chronickym autoimunitnim chorobam typu
sklerodermie nebo Sjdgrenova syndromu a Casto konci fibrézou postizeného organu. Na
zakladé zhodnoceni stupné funkcéniho poskozeni jednotlivych orgént je klasifikovana do
dvou forem — limitovana a extenzivni chronicka GVHD (Sullivan a spol. 1999).

Rozdily mezi akutni a chronickou GVHD v dob¢ vzniku, lokalizaci a typu postizeni
organd, klinickych projevech a jejich dynamice naznacuji, Ze jSou zaloZeny na rozdilném

imunopatologickém mechanismu (Toubai a spol. 2008).

3.1.4.4.1. Imunobiologie akutni reakce S§tépu proti hostiteli

Patofyziologie akutni GVHD je slozity a komplexni proces (viz Obrazek €. 1). Pro
vznik GVHD je vsak nezbytné, aby byly splnény 3 zakladni piedpoklady, které v roce
1966 zformuloval Billingham (Billingham 1966):
- §tép musi obsahovat imunokompetentni buniky,
- pfijemce musi exprimovat tkdnové antigeny, které nejsou ptitomny u darce Stépu,
- ptijemce musi byt schopen stimulovat buniky dérce, ale zaroven jeho imunitni systém
nesmi byt schopen vyvolavat imunitni odpovéd'.
V soucasné dobé je vSeobecné piijato, ze mnohastupiiovy proces rozvoje akutni GVHD je
délen do tii riznych fazi (Ferrara a spol. 2003). Prvni dvé faze piedstavuji aferentni vétev

GVHD, tteti faze pak vétev eferentni.
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Obrazek ¢. 1: Imunopatofyziologie GVHD - schematické znazornéni interakce
zucastnénych bunék a cytokinli produkovanych T-buiikami a mononuklearnimi fagocyty.
Akutni GVHD se postupné rozviji do tfistupiiového procesu, ve kterém mononuklearni
fagocyty spolu s dal§imi typy bunék — po komplexni interakci s cytokiny — jsou
zodpovédné jak za spusténi reakce Stépu proti hostiteli, tak za nasledné poskozeni tkani

piijemce. Pfevzato od W. Krengera (Transplantation 1997).
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V prvni fazi akutni GVHD dochazi k aktivaci bunék prezentujicich antigen
(APC). Nastava jesté pred prevodem darcovskych bunék do organizmu piijemce a je dana
predevsim postizenim tkani zpisobenym jeho zédkladnim onemocnénim, ptedchozi 1é¢bou,
infekci a intenzitou ptipravného rezimu. Pouzity ptipravny rezim, ktery zahrnuje ozéateni a
chemoterapii, je pro pfijemce znacné toxicky a v poskozenych tkanich indukuje produkci
celé fady cytokinl a chemokinti (Ferrara 1993). Tyto komplexni pochody jsou v literatuie
Casto oznacovany jako ,,cytokinova boufe” (Sun a spol. 2007). Nejcastéji produkované
pro-zanétlive cytokiny, vylu€ované aktivovanymi builkami pfijemce, jsou tumor
nekrotizujici faktor (TNF)-a a interleukin (IL)-1 (Xun a spol. 1994). Ptitomnost téchto
cytokinli zvySuje expresi adhezivnich molekul, kostimulacnich molekul a MHC antigenti
(Chang a spol. 1986). Dochazi k aktivaci dendritickych bunék (APC) pfijemce a

k rozpoznavani MHC a/nebo vedlejsich (,,minor®) histokompatibilnich antigenti (miHA)
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zralymi T bunkami darce (Matzinger 2002). Pfipravny rezim a navic i pfimé pusobeni
TNF-o v travicim traktu vedou k poskozeni integrity stfevni sliznice. Pfes poskozenou
sliznici dochazi k uniku lipopolysacharidu, soucasti bunétné stény gram-negativnich
bakterii, ktery ve stfevnich lymfocytech a makrofazich indukuje dalsi sekreci TNF-a a IL-1
(Nestel a spol. 1992). Tim dochazi jak k vétSimu lokalnimu poskozeni tkané, tak i
k dalsimu zesileni celkové zanétlivé odpovédi, veetné dalsi aktivace ptijemcovych bunék
prezentujicich antigen (Cook a spol. 1998).

Ve druhé fazi akutni GVHD jsou kliCové nasledujici déje: prezentace antigenti
ptijemce T bunkam darce, aktivace T bunék darce, jejich proliferace, diferenciace a
migrace. Po infuzi §tépu rozeznavaji T bunky darce rozdilné¢ antigeny piijemce
prostfednictvim aktivovanych bun&€k prezentujicich antigen (APC). Ackoli alogenni
antigeny mohou byt prezentovany piimo APC piijemce nebo nepfimo APC darce
(Shlomchik 2003), zda se, ze ptitomnost APC piijemce je pro vyvolani GVHD proti MHC
nebo miHA neshodam kli¢ova (Duffner a spol. 2004). Na zpracovani a prezentaci antigenti
naivnim T buiikdm se podili pfedev§im dendritické bunky (Banchereau a spol. 1998).
V nezralé formé jsou rozmistény ve tkanich, pfedev§im bariérovych organech, jako jsou
kiize a stfevo. Vyzravani dendritickych bunék je primarné¢ indukovano plsobenim
prozanétlivych cytokini (TNF-a a IL-1) a produktd patogent (lipopolysacharid)
uvolnénych béhem prvni faze akutni GVHD (Janeway a spol. 2002). Rozmisténi APC ve
tkanich tak mize vysvétlovat neobvyklou lokalizaci akutni GVHD v cilovych organech.
Pro tuplnou aktivaci T bunék nesta¢i pouze vazba receptoru T lymfocytu (TCR)
s alogennim peptidem piijemce prezentovanym ve vazbé na MHC molekulu. Je nezbytny
jesté druhy, tzv. kostimulacni signal (Sharpe a spol. 2002). Nejdulezit€jsi uloha v iniciaci
GVHD je pfisuzovana interakcim kostimula¢nich molekul CD28/CTLA-4:B7 (Yu a spol.
1998), ktera =zahrnuje pozitivni (CD28:B7) i inhibi¢ni (CTLA-4:B7) signal, a
CDA40:CD40L (CD154).

Povaha aloantigenu piijemce rozhoduje o tom, ktera ze subpopulaci T bunék dérce
bude proliferovat a diferencovat (Sun a spol. 2007). Cim vétsi je rozdil mezi HLA dérce a
piijemce, tim vétsi je odpoved’ T bunek. Rozdily v HLA antigenech I. tfidy stimuluji
CD8+ T bunky a rozdily v HLA antigenech Il. tfidy stimuluji CD4+ bunky. U HLA
identickych part T bunky darce rozeznavaji rozdily v non-HLA antigenech a ty mohou
indukovat akutni GVHD prostiednictvim CD4+ i CD8+ T bunék darce (Wu a spol. 2006).
Na poskozeni tkan¢ v efektorové fazi GVHD se mohou kromé cytotoxickych T bunék

podilet 1 NK buiikky. NK buiiky jsou negativné regulovany specifickymi inhibi¢nimi
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receptory (napt. pro HLA antigeny I. tfidy). Proto v piipadé HLA-neshodné transplantace
muze dojit ke spusténi aloreaktivity zprostiedkované NK buitkami dérce. Tyto bunky se
stavaji hlavnimi producenty IFN-y, TNF-a a NO, a tim pfispivaji k poskozeni tkani (Filep
a spol. 1996). Naopak, bylo také prokazano, ze NK burnky potlacuji GVH reakci a
ptispivaji ke GVL ucinku. Pravdépodobné se tak dé&je prostfednictvim odstranéni APC
hostitele a/nebo uvolnénim imunosupresivniho cytokinu TGF-B (Asai a spol. 1998).
V praxi je tento princip aplikovan u haploidentickych transplantaci, kdy rozdily v HLA 1.
tfidy mezi darcem a piijemcem, které fidi aloreaktivitu zprosttedkovanou NK bunkami
darce smérem ke GVH reakci, zptisobi silny GVL ucinek a zvysi Sanci pfihojeni Stépu bez
vyvolani akutni GVHD (Ruggeri a spol. 2002).

Dtlezitou populaci bunék jsou CD4+CD25+Foxp3+ regulacni T lymfocyty (Tregs),
které hraji dalezitou roli v potla¢eni imunitni odpovédi na vlastni nebo alogenni antigeny
(Sakaguchi a spol. 1995). Studie in vitro prokazaly, Ze tyto buiiky potlacuji aktivaci jak
CD4+, tak CD8+ béznych CD25- T bungk, a to pisobenim bud’ na cilovych buiikach nebo
na buiikach prezentujicich antigen (Cederbom a spol. 2000). Navic potlacuji schopnost
aloreaktivnich T bunék darce indukovat akutni GVHD bez potlaceni GVL efektu (Edinger
a spol. 2003). Dalsi kandidatni populaci T bunék, které by mohly byt pro rozvoj akutni
GVHD vyznamné, jsou Th17 lymfocyty. Jejich potencialni role v patogenezi GVHD je
vSak prozatim neznama a je pfedmétem tady studii (Socié a spol. 2009).

Aktivace a proliferace T bun¢k darce je nasledovana uvolnénim fady cytokint a
chemokinli, pfedev§im je aktivovana transkripce genti pro Thl cytokiny jako jsou
interleukin (IL)-2, interferon (IFN)-y a jejich receptory (Tseng a spol. 2002). Pod vlivem
IL-2 a dalSich imunnich mediatorti dochézi ke klondlni expanzi aloreaktivnich T bunék a
diferenciaci v cytotoxické T lymfocyty (CTL). Bylo vsak také prokazano, ze dlouhodobé
pusobeni IL-2 vede v organismu piijemce kzvySené tvorbé CD4+CD25+Foxp3+
regulaénich T lymfocyti a rozvoji dlouhodobé tolerance po alogenni TKB (Sykes a spol.
1990). IFN-y, spole¢né s IL-2, zptsobuje dal§i expanzi T bunék, indukuje odpovidavost
CTL a NK bunék a vyvolava produkei IL-1 a TNF-a mononuklearnimi fagocyty. Tento
klicovy mediator ptsobi i na dalSich Grovnich patogeneze akutni GVHD: zvySuje expresi
adhezivnich molekul, chemokinii a HLA molekul, bylo popsdno i1 pfimé poskozeni tkani
zpusobené IFN- y (Dickinson a spol. 1991). Po stimulaci prozanétlivymi cytokiny (IL-1,
TNF-0, IFN-y) nebo dal§imi podnéty (lipopolysacharid) dochazi k zvySeni exprese
chemokint v bunkach infiltrujicich zanétlivou tkan, tj. v monocytech nebo makrofazich,

bunikach epitelidlnich nebo endotelialnich a fibroblastech. Chemokiny maji zasadni
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vyznam pro migraci efektorovych imunitnich bun¢k (monocytl, granulocyti a
efektorovych T bunék) do sekundéarnich lymfatickych organti a do tkéni (Cyster 2005).
Studie na mysich modelech akutni GVHD prokazaly rozhodujici roli nékolika chemokinii
a jejich receptort (zejména MIP-1a, MIP-2, MCP-1, MCP-3 a CCRY), a to smérovanim T
bun¢k darce do cilovych tkani akutni GVHD (New a spol. 2002). ZvySena exprese
chemokini CCL2-5, CXCL2, CXCL9-11, CCL17 a CCL27 v prubéhu akutni GVHD
naznacuje jejich moznou kliCovou roli pii migraci bunék do jater, sleziny, kuze a plic
(Mapara a spol. 2006). Krom¢ chemokinti a jejich receptoru je ,,homing*“ T lymfocytd do
specifickych mist GVHD zéanétu regulovan i interakci mezi vybranymi selektiny, integriny
a jejich ligandy (Wysocki a spol. 2005). Napiiklad pro rozvoj stievni formy GVHD je
dialezité smérovani T lymfocyt darce do Peyerskych plakl prostfednictvim interakce o437
integrinu a jeho ligandu MAdCAM-1 (Waldman a spol. 2006).

Treti — efektorova faze akutni GVHD, kterd vede ke koneénému poskozeni
ter¢ovych organtt GVHD, je slozita kaskada riznych bunécnych a zanétlivych efektort,
které se vzajemné soucasné nebo stupiiovité ovliviuji.

Hlavnim bunéénym efektorem GVHD jsou cytotoxické T lymfocyty (CTL), které
se na kone¢ném poskozeni tkané pii akutni GVHD podili mechanismy zalozenymi na
kontaktu: perforin/granzym B, Fas/Fas ligand a TNF/TNFR (van den Brink a spol. 2002).
Perforin je skladovan v cytotoxickych granulich CTL a NK buné¢k spolecné s granzymem a
dal§imi proteiny. Po rozpoznani cilové buiky (na zakladé TCR-MHC interakce) se
z granuli uvoliiyje, v bunééné membrané formuje pory, kterymi do cilové buiiky vstupuje
granzym a aktivaci kaspaz indukuje jeji apoptozu (Voskoboinik a spol. 2006). Stejné tak
interakce FasL s Fas receptorem na membrané cilové buiiky vede prostiednictvim aktivace
kaspaz a formaci signalniho komplexu indukujiciho bunéénou smrt k Fas zprostiedkované
apoptoze (Nagata a spol. 1995). Predpoklada se, ze CD4+ CTL upfednostiiuji
mechanismus Fas/FasL, zatimco CD8+ CTL primarné vyuZivaji mechanismus perforin-
granzym. | pro jednotlivé formy akutni GVHD byly prokazdny dominantni mechanismy
poskozeni tkané: jaterni GVHD je zprostiedkovdna pfevazné mechanismem Fas/FasL,
sttevni GVHD je zprostfedkovana hlavné pfimym plsobenim TNF-o a kozni GVHD je
zprostifedkovana jak Fas/FasL, tak TNF-a (Hattori a spol. 1998). Z experimentalnich dat
vyplyva, ze signalni draha TNF/TNFR by se mohla uplatiovat v rozvoji gastrointestinalni
formy GVHD, ale mtize hrat roli i pti CD8+ T buiikami zprostfedkovaném GVL efektu
(Schmaltz a spol. 2002).
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Spolu s cytotoxickou aktivitou T bun¢k dochazi v pribéhu treti faze akutni GVHD
také k pfimému poskozeni tkani zprostfedkovanému zanétlivymi mediatory uvoliiovanymi
aktivovanymi makrofagy (TNF-a, IL-1, oxid dusnaty) (Schmaltz a spol. 2001). TNF-a se
v patogenezi akutni GVHD uplatiiuje na celé fadé¢ trovni: stimuluje vyzravani
dendritickych bun¢k, a tim podporuje prezentaci aloantigentl; prostiednictvim indukce
tvorby zénétlivych chemokini pfitahuje efektorové T buiiky, neutrofily a monocyty do
cilovych tkani GVHD; indukci apoptdzy a nekrozy zpusobuje pfimé poSkozeni tkani;
prostiednictvim signalni drahy TNF/TNFR1, TNFR2 se podili na piimé aktivaci T bunck
GVHD, je v jejim prub¢hu predominantné secernovan ve dvou cilovych organech GVHD -
slezin¢ a kazi (Abhyankar a spol. 1993). Oxid dusnaty, produkovany aktivovanymi
makrofdgy, indukuje imunosupresi a prostfednictvim inhibice proliferace zarode¢nych
epitelidlnich bunék potlacuje reparacni pochody v poskozenych tkanich, pfedevSim ve

stfevech a kizi (Nestel a spol. 2000).

3.1.4.4.2. Imunobiologie chronické reakce §tépu proti hostiteli

Biologicky mechanismus chronické GVHD nebyl doposud zcela jednoznaéné
definovan. Nicméné z experimentalnich dat na zvifecich modelech bylo vytvoreno nékolik
teorii, které by mohly patofyziologii chronické GVHD vysvétlovat. Tyto teorie zahrnuji:
poskozeni thymu ptfedchozi akutni GVHD s naslednou defektni negativni selekci T bunek,
aberantni produkci TGF-B, produkci autoprotilatek nebo deficit T regulacnich bunck
(Martin 2008).

Prodélana akutni GVHD je nejvétSim rizikovym faktorem vzniku chronické
GVHD. Poskozeni tkani a zanétliva reakce vyvoland akutni GVHD spolu s jeji 1é€bou
mohou hrat pii vzniku chronické GVHD podstatnou roli. Nicméné cilové antigeny,
cytokinové a bunécné efektory, které se uplatituji v rozvoji akutni nebo chronické formy
GVHD, mohou byt rozdilné. Zatimco rozvoj akutni GVHD je podminén piimou prezentaci
aloantigentt APC piijemce, chronickd GVHD, ktera se rozviji aZ po kompletnim piihojeni
krvetvorby darce, je iniciovana nepiimou prezentaci aloantigenti darcovskymi APC
(Sakoda a spol. 2007). Studie Andersona na mySim modelu také prokazala kli¢ovou roli
CD80/86 kostimulace pro aktivaci T bun¢k darce a indukci chronické GVHD a jejich
jednotlivych forem (Anderson a spol. 2005). Pokud porovname subpopulace Th bunék
darce zucastnéné u jednotlivych typtt GVHD, pak pro indukci akutni GVHD jsou klicové

Thl bunky a jimi uvoliiované cytokiny, zatimco chronickd GVHD je charakterizovana
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aktivaci lymfocytti darce s Th2 fenotypem (Okamoto a spol. 2000). Stupen zavaznosti
chronické GVHD ovliviwji také T regulaéni lymfocyty. Bylo prokazano, ze CD4+CD25+
T bunky piijemce i darce redukuji intenzitu onemocnéni (Zorn a spol. 2005). Na rozdil od
akutni GVHD, v jejiz patogenezi se uplatnuji T bunky darce, nékolik poslednich studii
potvrdilo, Ze v patogenezi chronické GVHD se uplatiiuji navic také B lymfocyty darce.
Toto tvrzeni podporuje ndlez protilatek proti Y-vazanym histokompatibilnim antigentim
(Miklos a spol. 2005), zvySené hladiny faktoru aktivujiciho B bunky (Sarantopoulos a
spol. 2007), zvyseného po¢tu B bunék a hladin autoprotilatek (Zhang a spol. 2006).

3.1.5. Faktory ovliviiujici rozvoj komplikaci po TKB

Riziko rozvoje zavaznych komplikaci po TKB, stejné jako celkové pifezivani a
umrtnost spojend s transplantaci (TRM), mohou byt ovlivnény celou tadou klinicko-
biologickych a genetickych faktord. Tyto faktory mohou byt vazany na ptijemce nebo na
darce samotné, anebo muize byt rozhodujici vzajemnd kombinace vybranych charakteristik

mezi darcem a piijemcem.

3.1.5.1. Faktory na strané prijemce

Mezi hlavni rizikové faktory, které ovliviuji vysledek TKB ze strany pfijemce a
byly zahrnuty do vypoctu klinického skore rizika Evropskou skupinou pro transplantace
perifernich kmenovych buné¢k a kostni dien¢, patii:

- zakladni onemocnéni, pro které je TKB indikovéna, a jeho stadium,

- v€k pacienta,

- Casovy interval mezi stanovenim diagnézy a transplantaci (Gratwohl a spol.
2009).

Nicméné lze piedpokladat, Ze celd fada dalSich klinickych promé&nnych na strané
pfijemce muze byt pro vysledek transplantace rozhodujici a je v poslednich letech
predmétem studia. Mezi tyto parametry patii CMV sérostatus pfijemce, index komorbidity
(Sorror a spol. 2009), biologicky stav piijemce vyjadieny indexem Karnofsky, pouzity

pfipravny rezim, event. typ GVHD profylaxe.
3.1.5.2. Faktory na strané darce

Mezi rizikové faktory, které ovliviiuji vysledek TKB ze strany darce muizeme

zaradit:
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- typ darce (pfibuzny x nepiibuzny) — rovnéz zahrnuty do vypoctu klinického skore
rizika,

- v€k darce,

- zdroj zarodecnych krvetvornych bunék (periferni kmenové bunky, kostni dren,
pupecnikova krev),

- mnozstvi CD34+ bunék (Pulsipher a spol. 2009).

3.1.5.3. Faktory spole¢né paru darce-piijemce

Uroveti shody mezi darcem a piijemcem v uréitych biologickych nebo genetickych
parametrech definuje tfeti skupinu rizikovych faktort TKB. Z biologickych faktort je pro
vysledek TKB velmi dilezitd kombinace pohlavi darce a piijemce (posledni z parametrii
vypoctu klinického skore rizika). Pokud jde o genetické faktory, trovenn HLA shody mezi
darcem a pfijemcem je zékladnim kritériem pro vybér konkrétniho paru pro TKB a jeji
vyznam je doloZzen celou fadou studii (Shaw a spol. 2010, Petersdorf 2008). Nicméné
V poslednim desetileti se do popfedi dostavd zijem o studium vyznamu polymorfismu
dalsich genetickych systému, ozna¢ovanych obecné jako non-HLA geny (Dickinson a spol.
2010).

3.2. SOUVISLOST VYBRANYCH IMUNOGENETICKYCH FAKTORU
SROZVOJEM KOMPLIKACI PO TRANSPLANTACI KMENOVYCH
KRVETVORNYCH BUNEK

3.2.1. Uvod

Uspé&snost transplantace zavisi nejen na klinickych faktorech na strané pacienta
a/nebo darce, ale vysledek TKB mulZe byt vyznamné ovlivnén i jejich genetickou
variabilitou. Ta se mlize projevit jak na Grovni jejich vzajemné neshody v polymorfnich
proteinech - transplanta¢nich antigenech, tak i na Grovni regulace genti imunitni odpovédi,
ovlivnéni rizika organové toxicity a ovlivnéni rozvoje tolerance a rekonstituce imunity po
alogenni TKB (Hansen a spol. 2008). Uloha hlavniho komplexu tkafiové sluéitelnosti
(MHC, HLA u ¢loveéka) pro tspésnost TKB je vSeobecné uznavana a doloZzena fadou
studii (napf. Ottinger a spol. 2003). Neni pochyb, Ze troven shody v HLA systému mezi
darcem a piijemcem je zakladnim klicovym faktorem pro vybér optimalniho darce a pro
uspésnost alogenni TKB (Flomenberg a spol. 2004). V poslednich 10 letech vsak byla

publikovana fada studii o0 mozném vlivu dal$ich imunitnich genl pro ptedpovéd’ vysledku
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alogenni TKB (tzv. ,,non-HLA® geny), kterym by bylo mozno vysvétlit komplikace
alogenni TKB i u HLA-identickych part. Do této skupiny patii tzv. vedlejsi (,,minor*)
histokompatibilni antigeny, geny pro receptory NK buné¢k (KIR geny), geny pro cytokiny,
chemokiny a jejich receptory, dale geny vrozené imunity a geny ovlivitujici metabolismus

1ékt (Mullighan a spol. 2007).

3.2.2. HLA geny a jejich vyznam pro TKB

Objev HLA systému v 60. letech minulého stoleti (Dausett 1954), stejn¢ jako
rozpoznani vyznamu HLA shody mezi darcem a pfijemcem pro prevenci selhani stépu a
rozvoje reakce Stépu proti hostiteli, znamenaly zésadni pfevrat v Gispé$nosti transplantaci
kmenovych krvetvornych bunék.

Geny pro HLA systém jsou umistény na kratkém raménku 6. chromozému v oblasti
6p21 a vykazuji zna¢ny polymorfismus (Marsh a spol. 2010). Jejich produkty — HLA
antigeny jsou zodpovédné za aloimunni odpovédi typu hostitel proti §tépu a Stép proti
hostiteli. Dalsi imunologicky efekt - $tép proti leukémii (GVL) - je asociovan s mirou HLA
neshod mezi darcem a ptijemcem, cehoz mlze byt vyuzito pro snizeni pravdépodobnosti
recidivy onemocnéni po TKB u pacientti s vysokym rizikem (Petersdorf 2007). Rozdily
Vv genetickych variantdch transplantacnich antigenti mezi pfijemcem a darcem mohou
vyznamné ovlivnit rozvoj jak akutni, tak chronické GVHD a regulovat intenzitu imunitni
odpovédi ovlivnénim aktivace nebo funkce riznych imunitnich bunék.

Pro vysledek TKB je v soucasné transplantacni praxi rozhodujici shoda HLA alel
mezi darcem a piijemcem v 5 klasickych HLA lokusech — HLA-A, -B, -C, - DRB1, -
DQBI, tj. idealni je shoda 10/10 (Shaw a spol. 2010). Shoda ve vSech 5 lokusech snizuje
riziko klinicky zadvazné akutni reakce Stépu proti hostiteli, umrtnost po TKB a je spojena
S lepSim pfezivanim ve srovnani s transplantacemi od HLA neshodnych déarct. Rozsahla
studie amerického narodniho registru darci dien¢ (NMDP) na 3 857 nepiibuzenskych
TKB prokazala, ze 1 neshoda mezi darcem a pfijemcem (7/8) v jakémkoli z antigent
HLA-A, -B, -C, -DRBL1 signifikantné zvysuje, ve srovnani s pouzitim 8/8 shodného darce,
riziko akutni GVHD a zhorSuje celkové ptezivani po TKB (1-leté celkové prezivani: 43%
versus 52%, p < 0,001). Stejné tak piezivani 6/8 shodného piijemce je ve srovnani se 7/8
shodnym déarcem také signifikantné horsi (1-leté celkové piezivani: 33% versus 43%, p <
0,001). Navic tato studie ukdzala, ze vyznam neshody v HLA-A nebo HLA-DRB1
(relativni riziko 1,36, resp. 1,48) je vétsi nez neshoda lokust HLA-B nebo HLA-C

(relativni riziko 1,16, resp. 1,19). U vétSiny lokust nebyly pozorovany rozdily v celkovém
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pfezivani v zavislosti na tom, zda se jednalo o neshodu alelickou nebo antigenni,
s vyjimkou HLA-C lokusu. Zde neshoda v HLA-Cw antigenu zvySovala transplantacni
riziko, zatimco neshoda v HLA-C* alele nikoliv. N¢kolika studiemi bylo navic potvrzeno,
ze neshoda mezi darcem a piijemcem v HLA-DQBI neni asociovana s hor$im pfezivanim
po TKB (Flomenberg a spol. 2004, Lee a spol. 2007). Avsak v ptipad¢, ze HLA-DQB1
neshoda se ptidava k dalsi neshodé nékterého z HLA lokusi . tiidy (HLA-A,-B-C), pak u
téchto 7/8 nebo 6/8 shodnych parii tato kombinace neshod ptezivani po TKB ovliviiuje
(Petersdorf a spol. 2004, Lee a spol. 2007). Vyznam shody v HLA-DPBI1 je méné jasny, a
to predevSim zdivodu, ze u celé¢ tfady 10/10 shodnych parG darce/pfijemce nelze
dosahnout kompatibility pro tento lokus. Nicmén¢ posledni studie naznacuji, ze i neshoda
v HLA-DPBI1 lokusu je asociovana se selhanim §tépu a GVHD (Shaw a spol. 2007).

Studie japonského registru darct na 1790 neptibuzenskych TKB potvrdila HLA-A,
-B a -DQBI neshody jako nezavislé rizikové faktory umrtnosti po TKB, zjistila trend
k vyssi imrtnosti po TKB u HLA-C neshodnych pfijemct, ale naopak neprokazala zadny
efekt HLA-DRB1 neshody (Kawase a spol. 2007). Z rozdilnych vysledki studii vyplyva,
ze za urcitych okolnosti (napt. typ TKB, pouzity pfipravny rezim a oSetfeni $tépu, stadium
nemoci) nékteré typy HLA neshod mezi darcem a piijemcem mohou byt tolerovany,
nekteré mohou byt ,,ptipustné” (neovlivni negativné vysledek TKB), zatimco jiné HLA
neshody jsou ,,neptipustné“ (asociovany s hor§im piezivanim, Shaw a spol. 2010). Tato
mySlenka byla aplikovdna napiiklad ve studiich zkoumajicich vyznam HLA-DPB1
neshody. Data z téchto studii potvrzuji vyznam zohlednéni HLA-DPBI1 ,pfipustnych®
neshod pii vybéru 10/10 HLA shodnych darct, ktery se odrazi v lep$im piezivani piijemct
neZ u pacientll transplantovanych 10/10 shodnym darcem s HLA-DPBI1 ,neptipustnou
neshodou (Shaw a spol. 2009). Klinické zkusenosti navic ukazuji, ze vy$$i mira HLA
neshody je asociovana s prospé$nym imunologickym efektem S$tép proti leukemii (GVL).
Této skutecnosti mize byt vyuzito predevsim pii 1é€bé vysoce rizikovych hematologickych

malignit (Eapen a spol. 2007).

3.2.3. Non-HLA geny a jejich vyznam pro TKB

Zavazné komplikace, které se rozvijeji po alogenni TKB, jsou hlavni prekazkou jeji
uspésnosti. Relaps zdkladniho onemocnéni stale zlstava hlavni pfi¢inou smrti po TKB u
pacientli transplantovanych HLA-identickym sourozencem (30-34% tmrti). Nicméné i
dalsi zavazné komplikace TKB, jako je GVHD (15-25%), infekce (10-17%) a toxicita

1é¢by (35% umrti), jsou pii¢inou vysoké potransplantacni umrtnosti, a to 1 u pfijemci
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kmenovych krvetvornych buné¢k od HLA identickych darci (Gratwohl a spol. 2005).
Prevence téchto komplikaci je v souc¢asné dob¢ zajisténa predevsim intenzivni podplrnou
1éCbou, vcetné antimikrobialni profylaxe a imunosuprese, a maximalni shodou mezi
darcem a pfijemcem na urovni jednotlivych HLA alel.

Jak jiz bylo popsano v uvodni ¢&asti této prace, GVHD je komplexni
mnohastupniovy proces, ktery zahrnuje jak mechanismus klasického rozpoznavani antigenti
prostiednictvim HLA molekul, tak 1 dalsi patofyziologické mechanismy - rozpoznévani
antigenti pres neklasické HLA molekuly (napf. receptory NK bun€k), kooperaci vedlejSich
histokompatibilnich antigent a pro-zanétové prostiedi. Uplatnéni jednotlivych
mechanismi  pfi rozvoji GVHD je zéavislé na konkrétnich klinicko/biologickych
charakteristikach ptijemce, na typu darce, zdroji kmenovych krvetvornych bunck, intenzité
ptipravného rezimu a irovni HLA shody.

Vzhledem k tomu, Ze celd fada imunoregula¢nich gend, které koduji mediatory
téchto klicovych mechanizmii GVHD, vykazuje vysoky polymorfismus, usili védca se
V poslednim desetileti upfelo smérem k definovani takovych non-HLA genetickych
determinant, které mohou vyznamnym zpGsobem ovliviiovat riziko rozvoje GVHD a
dalsich komplikaci po TKB a mohly by byt zac¢lenény do rutinni typizacni strategie pii
vybéru idealniho darce (Mullighan a spol. 2007, Ting a spol. 2013). Studium
polymorfismu gent, které se ucastni v patogenezi imunologickych komplikaci po alogenni
TKB, je zaméteno na né€kolik skupin genil, jejichZ jednotlivé genotypy mohou ovlivnit
vyskyt a zavaznost GVHD, toxicitu 1€kt pouzitych v pfipravném rezimu nebo pii profylaxi
GVHD, vyskyt infek¢nich epizod 1 celkové prezivani po TKB. Jednd se o nasledujici
skupiny gend:

- geny pro cytokiny (viz kapitola 3.2.3.1.),

- geny pro chemokiny a jejich receptory (viz kapitola 3.2.3.1.),

- geny pro adhezivni molekuly (viz kapitola 3.2.3.2.),

- geny pro molekuly vrozené imunity (napi. NOD2/CARD15, MBL, TLR)

- geny pro vedlejsi histokompatibilni antigeny (napt. HA-1, -2, -4, -5, HY),

- geny pro receptory NK buné¢k (KIR geny),

- geny ovliviiujici metabolismus 1éka (napt. geny pro MTHFR a GST).

Znalost non-HLA genotypu darce a piijemce V polymorfismech relevantnich pro
TKB miuiZze byt klicova pro vytvofeni novych preventivnich a/nebo terapeutickych ptistupt
definovanych na zékladé genotypi asociovanych s rizikem rozvoje zavaznych komplikaci

po TKB (Dickinson a spol. 2005).
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3.2.3.1. Geny pro cytokiny a chemokiny

Cytokiny a chemokiny hraji dtilezitou roli v navozeni a regulaci imunitni odpovédi.
Identifikace polymorfismu jejich genti, ktery ovliviiuje urovenn produkce nebo funkci
jednotlivych mediatori, nabizi mozné vysvétleni variability imunitni odpovédi
transplantovaného $tépu nebo jeho ptijemce.

Cytokiny a dal$i imunitni molekuly se vyznamné uplatiuji i Vv patogenezi
komplikaci spojenych s alogenni TKB, at’ uz pii akutni ¢i chronické reakci §t€pu proti
hostiteli nebo pfi infekci. Rozdily v incidenci, zavaznosti a trvani téchto komplikaci jsou
dany klinickymi i genetickymi faktory na strané piijemce a/nebo darce. Nékteré genové
polymorfismy (non-HLA polymorfismy) mohou ovliviiovat produkci a regulaci imunitnich
molekul, ¢imz mohou predisponovat jedince k vyskytu komplikaci po alogenni TKB.
Polymorfismy geni pro vybrané cytokiny/chemokiny jsou proto V poslednich letech
predmétem intenzivniho vyzkumu, jehoz vysledky by bylo mozné vyuzit pro predpovéd
transplantacnich komplikaci pro konkrétni dvojici darce a piijemce §tépu (Dickinson a
spol. 2001) a jako podklad k individualnimu nastaveni profylaxe a 1é¢by po transplantaci
(profylaxe ,,8itd na miru®).

V kontextu alogennich TKB je studovédna Siroka Skéala genovych polymorfismu
cytokind (viz Tabulka ¢. 2), pfedev§im pak polymorfismy gend pro interleukin 6 (IL6),
interleukin 10 (IL10), tumor nekrotizujici faktor (TNF), interferon gama (IFNG) a
interleukin 1 (IL1).

Tabulka €. 2: Pfehled nejcastéji studovanych polymorfismil cytokinovych genil a jejich

asociace s komplikacemi po alogenni transplantaci kmenovych krvetvornych bunék

GEN POLYMORFISMUS | ASOCIACE S TKB REFERENCE
IL1A VNTR alela 2 darce — 1 chronické | Cullup H
GVHD (2003)
-889 C/T SNP alela 2 darce — 1 chronické | Cullup H
GVHD (2003)
T alela piijemce i darce — MacMillan ML
lepsi piezivani, | TRM (2003)
zadna asociace Mehta PA
(2007)
IL1B -511 C/T SNP zadna asociace CullupH
(2001)
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T alela piijemce i darce — MacMillan ML
lepsi prezivani, | TRM (2003)
zadna asociace Lin M (2003)
+3953 C/T SNP zadna asociace CullupH
(2001)
zadna asociace Lin M (2003)
T alela pfijemce - 1 akutni Mullighan C
GVHD (2004)
ILIRA VNTR intron 1 alela 2 darce — | akutni CullupH
GVHD (2001)
absence IL1 RN*2 u darce - | Rocha V
1 akutni GVHD (2002)
IL1RA genotypy pfijemce - | Rocha V
1 chronické GVHD (2002)
+9261 A/G SNP zadna asociace Lin M (2003)
IL2 -330 T/G SNP G alela ptijemce - 1 akutni MacMuillan ML
GVHD (2003)
GT genotyp piijemce - 1 Harkensee C
chronické GVHD (2012)
IL6 -174 G/C SNP G alela ptijemce - 1 Cavet J (2001)
chronické GVHD
G alela piijemce - 1 Socié G (2001)
chronické GVHD
G alela darce - 1 akutni Mullighan C
GVHD (2004)
G alela darce - 1 akutni Karabon L
GVHD (2005)
zadna asociace Lin M (2003)
IL7RA +1237 A/G SNP G alela darce - kratsi Shamim Z
prezivani, 1 TRM (2006)
IL10 -1064 VNTR delsi alela u pfijemce - 1 Middleton PG
akutni GVHD (1998)
Cavet J (1999)
alely 12,14,15 u piijjemce — | Bettens F
kratsi piezivani (2006)
IL10.G (CA), VNTR delsi alela u pfijemce - 1 Takahashi H
chronické GVHD (2000)
-592 A/C SNP A alela ptijemce - | akutni Lin M (2003)
GVHD, | TRM
AA genotyp piijemce - 1 Sivula J (2009)
akutni GVHD
zadna asociace Tseng LH
(2009)
-1082 G/A SNP zadna asociace Lin M (2003)
Cavet J (1999)
Tseng LH
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(2009)

Resende RG
(2010)
GG piijemce - 1 akutni Rocha V
GVHD (2002)

IL10 haplotyp
(-1082, -819, -592)

GCC u prijemce - 1 akutni
GVHD

Socie G (2001)

GCC u ptijemce - | akutni Karabon L
GVHD (2005)
ATA u piijemce - 1 Mullighan C
chronické GVHD (2004)
Kim DH
(2005)
GCC u ptijemce i darce Bertinetto FE
soucasn¢ — 1 akutni GVHD | (2006)

ILILORB | +238 A/G SNP AA genotyp piijemce - 1 Sivula J (2009)
akutni GVHD
z4dna asociace Tseng LH
(2009)
IL18 IL18 haplotyp GCG u ptijemce — lepsi Cardoso SM
(-656,-607,-137) prezivani, | TRM (2004)
IFNG VNTR intron 1 alela 3 u pfijemce - 1 akutni | Cavet J (2001)
GVHD
genotyp 3/3 u pfijemce — Bogunia Kubik
1 chronick¢ GVHD, 1 (2005)
reaktivace EBV Bogunia Kubik
(2006)
+874 T/A SNP zadna asociace Socie G (2001)
TNF TNFd VNTR d3/d3 genotyp ptijemce - T | Middleton PG
akutni GVHD (1998)
d3/d3 genotyp piijemce - 1 | Cavet J (1999)
TRM
d3/d3 genotyp, alela d4 nebo | Bettens F
d5 prijemce - kratsi (2006)
prezivani
d4 alela ptijemce i darce - 1 | Nordlander A
akutni GVHD (2002)
d4/d4 genotyp piijemce - T | Goyal RK
akutni GVHD (stupen III- (2010)
V)
zadna asociace Socie G (2001)
-238 A/G SNP Alela A ptijemce - 1 akutni | Goyal RK
GVHD (stupen ITI-1V) (2010)
zadna asociace Socie G (2001)
GA genotyp piijemce i darce | Viel DO (2007)
- 1 chronické GVHD
-308 A/G SNP zadna asociace Socie G (2001)
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Middleton PG
(1998)
Lin M (2003)
genotyp 1,2 u pfijemce - 1 Bogunia-Kubik
tézké toxické komplikace (2003)
+488 G/A SNP A alela piijemce - 1 akutni | Mullighan C
GVHD, kratsi prezivani (2004)
TNF haplotyp TCC haplotyp pfijemce i Ishikawa Y
(-1031,-863,-857) darce — 1 akutni GVHD, | (2002)
relapsu
TNFR TNFRII kodon 196 R alela pfijemce - 1 akutni Stark GL
M/R GVHD, RR genotyp darce - | (2003)
1 chronicka GVHD
R alela pfijemce - 1 relapsu, | Ishikawa Y
R alela darce - 1 akutni (2002)
GVHD, | relapsu
TGFB1 | +10 T/C SNP piijemci s vysokou produkci | Tambur AR
+25 G/C SNP TGFB1 - 1 akutni GVHD (2001)
+25 GG genotyp piijemce - | Rashidi-
1 akutni GVHD Nezhad A
(2010)
+10 CC genotyp ptijemce — | Berro M (2010)
krat8i pfezivani, T TRM
kodon 10 Leu/Pro alela Pro u darce - 1 akutni | Hattori H
GVHD (2002)
TGFBI1R | 1167 C/T SNP T alela u pfijemce - 1 akutni | Hattori H
GVHD (2002)

Vysvétlivky: 1 - zvySené riziko/lepsi, | - snizené riziko/hors§i, VNTR — repeti¢ni
polymorfismus (z angl. variable number of tandem repeats), SNP — jednonukleotidovy
polymorfismus (z angl. single nucleotide polymorphism), GVHD - reakce §tépu proti

hostiteli, TRM — umrtnost spojena s TKB (z angl. transplant-related mortality)

3.2.3.1.1. Gen pro interleukin 6

Gen pro interleukin 6 koduje produkci prozanétlivého cytokinu s Sirokou Skéalou
biologickych funkci. Interleukin 6 ovliviluje konecnou fazi vyzrdvani B lymfocyti na
plazmatické bunky produkujici imunoglobuliny, diferenciaci lymfocyti a monocytl i
dalsich typti bundk (regula¢ni a Th17 efektorové buiiky). Radi se mezi meditory akutni
faze a pusobi také jako endogenni pyrogen u fady autoimunitnich a zanétlivych
onemocnéni (Barton 1997).

Gen IL6 je lokalizovany na kratkém raménku 7.chromozomu (7p21). V soucasné
300 jednonukleotidovych polymorfismid (dbSNP,

dobé je popsdno vice nez

www.ncbi.nim.nih.gov./SNP), jejichZ vybrané varianty se mohou uplatiiovat v patogenezi
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celé¢ fady onemocnéni asociovanych se zanétem. Nejvice studovanym je vSak funkéni
polymorfismus v promotorové oblasti genu I1L6 -174 G/C (rs1800795). Bylo popsano, ze
jedinci nesouci v pozici -174 alelu C produkuji nizsi hladiny interleukinu 6. Tato
skute¢nost je tak jednim z dikazd pro teorii genetické determinace rozdilné imunitni
odpovédi na stresové podnéty (Fishman a spol. 1998).

Polymorfismus IL6 genu byl studovan u celé fady onemocnéni, jako napf. juvenilni
systémova chronicka artritida (Fishman a spol. 1998), Alzheimerova choroba (Flex a spol.
2013), kolorektalni karcinom (Hu a spol. 2013), ale také v kontextu transplantaci organu
nebo kmenovych krvetvornych bun¢k. Studie Marshalla a spol. prokazala silnou asociaci
mezi polymorfismem IL6 genu a incidenci a soucCasné i zavaznosti akutni rejekce
ledvinného S$tépu. Pacienti, ktefi pfijali ledvinu od dérce s genotypem IL6 -174 C/C méli
vyrazn€ vyssi riziko vyskytu akutni rejekce a navic sklon k hor§imu pribéhu rejekénich
epizod (Marshall a spol. 2001).

V souvislosti s transplantacemi kmenovych krvetvornych bun¢k je polymorfismus
IL6 genu studovan jako mozny marker predpovédi rizika vzniku GVHD. V diivéjSich
studiich byla popsana asociace IL6 SNP (rs1800795) srozvojem akutni GVHD jak
V genotypu pacienta, tak genotypu darce a také v kontextu obou typtt TKB - od pfibuzného
i nepiibuzného darce (Chien a spol. 2012). IL6 -174*G alela byla asociovana s akutni i
chronickou GVHD (Dickinson a spol. 2007). Vysledky jednotlivych studii vSak popisuji
vyznam rozdilnych genotypt.. Zatimco prvni studie (Cavet a spol. 2001, Socie a spol.
2001) popsaly asociaci G alely pfijemce s rozvojem chronické GVHD, dalsi studie nalezly
asociaci G alely darce se zvySenym rizikem rozvoje akutni GVHD stupné II-1V (Mullighan
a spol. 2004, Karabon a spol. 2005).

I ptes nekonzistentni vysledky uvedenych studii se jevi IL6 SNP (rs1800795) jako
jeden z nejsilngjsich genetickych markerd pro predpovéd’ rizika rozvoje GVHD. Analyza
14 kandidatnich SNP (Chien a spol. 2012) ukazala, ze u TKB od neptibuzného darce byl
genotyp darce asociovan s 20-50% zvySenym rizikem rozvoje akutni GVHD (stupeni IIb-
IV). U TKB od HLA shodného piibuzného darce bylo nalezeno 0 60% zvysené riziko
rozvoje akutni GVHD (stupen III-IV). Navic, alela IL6 -174*C byla u TKB od ptfibuzného
darce asociovana s 20-26% snizenim rizika vzniku akutni GVHD (stupen IIb-1V).

3.2.3.1.2. Gen pro interleukin 10
Interleukin 10 hraje dulezitou ulohu v regulaci imunity, a to pfedevsim cestou
inhibice produkce prozanétlivych mediatort (IFN-y, IL-2, IL-3, TNF, GM-CSF). Rada
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studii prokazala variabilitu syntézy tohoto cytokinu mezi jedinci, coz vedlo k hypotéze, ze
rozdily v produkovaném mnozstvi IL-10 jsou determinovany genetickym polymorfismem
(Smith a spol. 2009). Porovnani produkce IL-10 u jednovaje¢nych a dvojvaje¢nych dvojcat
umoznilo odhadnout podil dédi¢nosti trovné sekrece I1L-10 na 74% (Westendorp a spol.
1997).

Gen pro interleukin 10 se nachazi na dlouhém raménku chromozomu 1, konkrétné
v oblasti 1931-g32. V ramci genu I1L10 je popsano vice nez 180 jednonukleotidovych
polymorfismi (dbSNP, www.ncbi.nim.nih.gov./SNP), z nichZ nékolik bylo identifikovano
v promotorové oblasti genu. Promotorové SNP -1082 G/A (rs1800896), -819 C/T
(rs1800871) a -592 C/A (rs1800872) vytvaieji v kavkazské populaci 3 haplotypy (GCC,
ACC a ATA), kter¢ se 1isi trovni produkce cytokinu — homozygotni forma GCC haplotypu
je asociovana s vysokou produkci IL-10 in vivo (Turner a spol. 1997).

U pacientt, ktefi podstoupili transplantaci srdce nebo ledviny, bylo prokazano, ze
nosicstvi 1L10 ACC haplotypu (spojeného s nizkou produkci cytokinu) je asociovano se
zvySenym rizikem rejekce a selhani transplantovaného organu (Girnita a spol. 2008,
Thakkinstian a spol. 2008).

Vyznam jednonukleotidovych polymorfismu genu IL10 je Siroce studovan i
Vv kontextu transplantaci kmenovych krvetvornych bunék. Bylo publikovano nékolik studii
popisujicich asociaci jednotlivych IL10 SNP nebo 1L10 haplotypu (-1082/-819/-592)

s rizikem vzniku GVHD, jejichZ vysledky ne vzdy korelovaly. Naptiklad studie Lin a spol.
(2003) prokazala asociaci alely IL10 -592*A piijemce se snizenim rizika akutni GVHD
stupné I11-1V, zatimco studie Sivuly a spol. (2009) popsala IL10 -592 AA genotyp jako
rizikovy pro rozvoj akutni GVHD. Studie Karabon a spol. (2005) naopak popisuje
protektivni efekt 1L10 GCC/GCC haplotypu piijemce na vznik akutni GVHD.

3.2.3.1.3. Gen pro monocytarni chemotakticky protein 1

MCP-1 (systematicky nazev CCL2) nalezi do podrodiny CC chemotaktickych
cytokind - chemokint (Zlotnik a spol. 2006). Piuvodné byl identifikovan jako
chemoatraktant specificky pro monocyty, pozd¢ji byla zjisténa jeho schopnost atrahovat 1
T lymfocyty, dendritické bunky a bazofily. Je vytvaren pfevazné makrofagy, v mensi mife
také aktivovanymi endotelialnimi buitkami a bunikami hladké svaloviny (Nelken a spol.
1991).

Gen pro MCP-1 (CCL2) je lokalizovan na dlouhém raménku 17. chromozomu v

oblasti 17g11. V genu CCL2 je v soucasné dobé identifikovano 100 jednonukleotidovych
29



polymorfismi (dbSNP, www.ncbi.nim.nih.gov./SNP). U ¢tyi SNP (-2136 A/T, -2518 A/G,
-2835 C/A a 764 C/G) byla popsana asociace se zvySenou hladinou produkce MCP-1
proteinu (Rovin a spol. 1999). Promotorovy polymorfismus CCL2 -2518 A/G (rs1024611)
je nejcastéji studovanym v souvislosti s patofyziologii riznych typti onemocnéni
(Navratilova 2006).

V kontextu transplantaci ledvin byla zvysenéd produkce MCP-1 asociovana se
zhor$enim funkce transplantovaného $tépu (Lacha a spol. 2005). Naopak, pfti
dlouhodobém sledovani vyskytu akutni rejekce po transplantaci jater nebyla nalezena
asociace s zadnou z CCL2 -2518 alel (Schroppel a spol. 2002). U transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék je zvazovano, ze MCP-1 muze v prib¢hu aktivac¢ni faze GVHD

ovliviiovat migraci darcovskych T lymfocyta (Wysocki a spol. 2005).

3.2.3.2. Geny pro adhezivni molekuly
Adhezivni molekuly, ve spolupraci schemokiny, fidi organové-specificky
,»homing® darcovskych lymfocyti do perifernich a slizni€nich lymfatickych wuzlin

prostfednictvim interakce s jejich ligandy exprimovanymi na lymfocytech (Ager 1994).

3.2.3.2.1. Gen pro molekulu MAdCAM-1

Glykoprotein MAdCAM-1 (Mucosal vascular Addressin Cell Adhesion Molecule-
1) je membranovy protein endotelidlnich bunék, ktery je rozpoznavan ligandy na
lymfocytech: L-selektinem a a4 7 integrinem (Elangbarn a spol. 1997). MAdCAM-1 je
vysoce exprimovan ve stfevnim endotelu (v Peyerskych placich a mezenterickych
lymfatickych uzlinach) a je zodpovédny za adhezi lymfocytll na endotelialni buriky a jejich
dulezitou roli v rozvoji akutni GVHD (Ueha a spol. 2007; Murai a spol. 2003).

Gen MADCAML1 je ulozen na 19. chromozomu, konkrétné v oblasti 19p13.3 a
v soucasné dob¢ je v genu identifikovano ptes 320 jednonukleotidovych polymorfismi
(dbSNP, www.ncbi.nim.nih.gov./SNP). Ve studii skandinavskych autorti bylo u pacienti
s primdrni sklerozujici cholangitidou testovano 7 vybranych jednonukleotidovych
polymorfismi (rs1574520 C/T, rs rs758502 T/C, rs2302217 G/A, 1512982646 A/G,
rs3745925 G/T, rs7246543 G/C a rs11085079 A/G), jejichz konkrétni varianty mohou
ovliviiovat strukturu nebo expresi molekuly MAdCAM-1 (Bowlus a spol. 2006).
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3.2.3.2.2. Geny pro o487 integrin

a4f37 integrin je heterodimerni receptor exprimovany na T lymfocytech. Na zakladé
interakce se svym ligandem MAdCAM-1 je zodpovédny za adhezi T lymfocyt na stievni
endotel (Eksteen a spol. 2004).

Gen pro subjednotku integrinu a4 - ITGA4 je lokalizovan na dlouhém raménku
chromozomu 2 (2931). U cloveéka je popsano vice nez 2200 jednonukleotidovych
polymorfismi (dbSNP, www.ncbi.nim.nih.gov./SNP). Vybrané polymorfismy ITGA4 genu
lokalizované do ruznych oblasti genu jsou pfedmétem studia u celé fady onemocnéni, jako
je napft. autismus (Correia a spol. 2009), roztrousena skleréza (O Doherty a spol., 2007),
infarkt myokardu (Barbaux a spol. 2007). V kontextu transplantaci byla zatim publikovana
pouze studie asociace polymorfismia ITGA4 genu s vyskytem rejekce po transplantaci
srdce (Mehra a spol. 2010).

Gen pro subjednotku integrinu B; - ITGB7 je uloZzen na dlouhém raménku
chromozomu 12, konkrétné v oblasti 12913, a je v ném V souc¢asnosti identifikovano témeft
530 jednonukleotidovych  polymorfismi  (dbSNP,  www.ncbi.nim.nih.gov./SNP).
Polymorfismus ITGB7 genu byl studovan u vybranych hemato-onkologickych onemocnéni
(mnohocetny myelom - Lombardi a spol. 2007, akutni lymfoblastova leukemie — Coustan-
Smith a spol. 2011), ale i u takovych klinickych jednotek jako jsou astma (Vollmert a spol.
2004) nebo endometridéza (Sundquist a spol. 2012). Zatim nebyla publikovana Zadna prace
studujici vyznam polymorfismu ITGB7 genu u transplantaci organii nebo kmenovych

krvetvornych bunék.

3.2.4. Genovy polymorfismus

Genovy polymorfismus je definovan jako pfitomnost vice nez jedné alely (varianty)
genu V populaci, pficemz jednotlivé alely se 1i8i v sekvenci DNA. O genovém
polymorfismu hovotime, pokud je frekvence nejcastéjsi alely genu v populaci mensi nez
99% (podil vzacnéjSich variant presahuje 1%) (Relichova 1997).

Nejcastejsim  typem genového polymorfismu je polymorfismus v jediném
nukleotidu (z angl. "Single Nucleotide Polymophism" - SNP). Dalsi typy genovych variant
zahrnuji repetiéni polymorfismy, delece genu, inverze genové sekvence a varianty v poctu
kopii genu (z angl. ,,Copy Number Variants® — CNV) (Obrazek ¢. 2).

SNP polymorfismus je pokladan za nejcastéjsi genetickou variantu v lidském
genomu, kterd se vyskytuje s primérnou frekvenci 1/300 po sob¢ nésledujicich nukleotida

a vcelém lidském genomu jich najdeme pies 10 miliont (Hafler a spol. 2005).
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Jednonukleotidovy polymorfismus znamena zaménu jednoho nukleotidu v DNA sekvenci
genu; gen se tedy vyskytuje ve dvou variantach — alelach. Mezi populacemi a jednotlivymi
etniky se Cetnosti alel v daném polymorfismu mohou vyznamné lisit (Hoffmann a spol.
2002). Varianty, které maji vliv na expresi genti, oznacujeme obecné jako "funkéni genové
zménu v primarni struktufe proteinu (napt. substitucni SNP) nebo vznik defektniho
proteinu (napf. inzeréni nebo dele¢ni polymorfismy) a nasledné tak ovlivnit i funkci
mediatoru ¢i  receptoru (Dickinson a spol. 2004). Polymorfismus lokalizovany
v regulacnich (nekodujicich) oblastech genu mize ménit Groven jeho exprese (zména
vazebného mista pro transkripéni faktor mize vytadit gen z transkripce) a tim i mnozstvi

produkovaného proteinu (nebo specializovanych RNA molekul).
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Obrazek ¢. 2: Schéma nejcastéjSich typt DNA polymorfismi; alely polymorfisml typu
SNP se 1isi v jediném nukleotidu, alely repeti¢nich polymorfismii se 1isi v poctu opakovani
kratké nukleotidové sekvence. Delece znamend ztratu/absenci DNA sekvence, pfi inverzi
je DNA segment piitomen Vreverzni orientaci. Varianta v pocCtu kopii — CNV
polymorfismus — je segment DNA o délcel kb a vice, ktery je v genomu piitomen
V rizném poctu kopii ve srovnani s referenénim genomem. CNV mize existovat i ve

varianté dele¢ni (upraveno podle Mullally a spol. 2007).

Chromozom
|A|B[C|D | referencni sekvence genu
GGATTAGAT —» GGAGTAGAT jednonukleotidovy polymorfismus (SNP)

GTCTCCTAGT — GTCTCCTCTAGT repeti¢ni polymorfismus (STR, VNTR,
»mikrosatelity*)

'A[B|D | delece genu

IC[B]A[D | inverze sekvence genu
A|AJA|A B [C |D | CNV polymorfismus (vicenasobna duplikace
kopii)

3.2.4.1. Metody detekce genového polymorfismu

Genové polymorfismy jsou nejéastéji podminény rozdily v primarni struktuie
DNA, tedy v potadi nukleotidi. Cilem technik zamétenych na detekci polymorfismu je
proto odlisit jednotlivé varianty DNA sekvence na daném lokusu. V soucasné dobé jsou
k detekci genovych polymorfismi k dispozici desitky metodik. Jejich podrobny piehled je
shrnut v fadé¢ prehlednych praci (napi. Kwok a spol. 2003, Oros a spol. 2013).
Vybér genotypizacni techniky je podminén vlastni strategii studie. Mizeme vySetiovat jiz
znamé polymorfismy u konkrétnich jedinct, napt. pro tcéely asocia¢nich studii (Kwok a

spol. 2003) nebo postupovat cestou vyhleddvani novych polymorfismii u rozsahlejsi
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populace. K tomu muzeme pouzit bud’ ptistup globalniho (celogenomového) screeningu
(lkegawa 2012), kdy se srovnavaji celé genomy riznych jedinci nebo cileného
vyhledavani, kdy se vySetfuji sekvence vybranych genl. Konec¢ny vybér konkrétni
genotypizacni techniky ovliviluje fada faktort: spolehlivost metody (podil spravné
urenych genotyptl), naro¢nost techniky na praci a ¢as, moznost automatizace, spotieba
DNA, kapacita metody (pocet vzorka v sérii), ekonomické naklady (pfistrojové vybaveni,
provozni reagencie, vlozena prace apod.).

Nasledujici text uvadi piehled a stru¢ny princip technik, které jsou urceny ke
genotypizaci jiz znamych jednonukleotidovych polymorfismi a které byly pro stanoveni
alel vybranych gend pouzity v této dizertatni praci. VSechny zde uvedené metody jsou
zaloZeny na amplifikaci oblasti cilového lokusu pomoci polymerazové fetézové reakce.
PCR-SSP (polymerase chain reaction with sequence-specific primers)

K odliseni alel dochazi jiz v priubéhu vlastni amplifika¢ni reakce, kdy za presné
definovanych podminek dojde k dokonalé hybridizaci mezi primery a cilovou sekvenci
(Newton a spol. 1989). Nekomplementarita mezi primerem a sekvenci templatu naopak
brani amplifikaci. Pfitomnost amplikonu se prokazuje nejcastéji elektroforeticky. Technika
PCR-SSP byla pouzita ke genotypizacim v predkladanych pracich ¢. 1-8.

PCR-SSO (polymerase chain reaction followed by sequence-specific oligonucleotides)

Cilovy lokus nesouci polymorfni pozice je amplifikovan pomoci PCR reakce a nasledné
fixovan na vhodny povrch. S pouzitim specifickych, znaenych hybridiza¢nich sond, které
zustanou za piresné definovanych podminek a pouze v piipad€ uplné komplementarity
navazany na amplikonu, jsou detekovany rozdily v jeho sekvenci (Angelini a spol. 1986).
Ptitomnost sond je pak vizualizovana. Tato technika v modifikaci PCR-rSSO (reverzni
SSO: fixované sondy namisto amplikonii) byla pouZita ke genotypizaci v predkladané praci
¢.5ac.e.

Sekvenovani (Sequencing-based typing, SBT)

Metoda urcuje piesné potadi nukleotidit v primarni struktufe DNA. Pro urovani DNA
sekvence je v soucasné dob¢ nejCastéji pouzivano sekvenovani podle Sangera, které
vyuziva nahodnou ddNTP terminaci DNA fetézcl syntetizovanych nové podle
vySetfovaného templatu (Sanger a spol. 1977). Analyza téchto fragmentl pii elektroforéze
s vysokou separa¢ni G¢innosti (polyakrylamidova elektroforéza) pak umoznuje urcit potadi
nukleotidii. V posledni dob& se pro sekvenovani stdle vice pouzivaji také pokrocilé

vysokokapacitni technologie, které se souborné oznacuji jako ,Next Generation
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Sequencing™ (NGS). Genotypizace pomoci sekvenovani (,,Sangerovou* technikou) byla
vyuzita k identifikaci novych alel HLA systému v predkladanych pracich ¢. 5-8.

3.2.4.2. Zpisoby studia asociace polymorfismu imunitnich geni s komplikacemi po
TKB

V patogenezi ptevazné vétSiny komplikaci po transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék se v rizné mife uplatiiuji imunologické mechanismy. Charakter a
intenzitu imunitni odpovédi ovliviiuje fada faktorti, mezi nimiz jsou velmi vyznamné
faktory dédi¢né - variabilita v genech imunitni odpovédi (geny pro cytokiny, receptory,
MHC atd.) (Buc a spol. 1994). Geneticka vnimavost jedince je tedy dana jeho genetickou
vybavou - pfitomnosti konkrétnich variant (alel) genli vyznamnych pro danou komplikaci
TKB. Mtuzeme definovat varianty gend (alely) vnimavosti (susceptibility), které
predisponuji jedince ke vzniku potransplantaénich komplikaci a alely ochranné
(protektivni), jejichz ptitomnost riziko vzniku komplikaci snizuje. Vyznam genetické
varianty (alely nebo genotypu) pro predispozici k rozvoji komplikaci po TKB je nejcastéji
hodnocen odhadem relativniho rizika (odds ratio, OR), které vyjadiuje pomér vyskytu
potransplanta¢ni komplikace u nosict pfislusné alely a u jedinct, ktefi ji ve své genetické
vybaveé nemaji. Pro alely vnimavosti (susceptibility) je tato hodnota vétsi nez 1, ochranné
(protektivni) alely jsou charakterizovany hodnotami OR v rozmezi 0< OR <I.

Teorie "kandidatnich gend" ptfedpokladd, Ze funkéni polymorfismy imunitnich
gend, jejichz produkty se uplatiuji v patogeneze potransplantacnich komplikaci, mohou
souviset s predispozici k jejich manifestaci ¢i s progndézou TKB. V soucasné dobé jiz
existuji desitky studii v¢etné jejich meta-analyz (napt. Chien a spol. 2012), které nalezly
souvislosti polymorfismii imunitnich gent s predispozici k rozvoji komplikaci po TKB.
Stejné tak ale existuje fada studii, které diive popsané asociace polymorfismi imunitnich
velikosti testovaného souboru nebo jeho klinickych charakteristikach (napt. pfibuzenska x
nepiibuzenskd TKB, zdkladni diagnéza, pouZity ptipravny rezim, typ St€pu apod.),
nezanedbatelny vliv mohou mit i rozdily v genetickém pozadi mezi odliSnymi populacemi.

Jednim z nejcastéjsich zpusobti pouzivanych k identifikaci genovych polymorfismu
zodpovédnych za genetickou vnimavost k urcité komplexni chorobé jsou studie ptipadl a
kontrol, tzv. asociacni studie. V téch se na zaklad¢ poznatkli o patogenezi choroby (v
tomto pripad¢ konkrétni komplikaci po TKB, napt. GVHD) vytipuji tzv. kandidatni geny,
jejichz produkty se uplatiuji v patogeneze choroby (Silverman a spol. 2000). Studovana
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populace musi byt tvofena dostate¢né velkymi skupinami pacientil a kontrolnich jedinct,
nebo podskupinami pacientl podle konkrétni klinické chrarakteristiky. Alelické a
genotypové frekvence nebo podil nosi¢l urCité varianty se srovnava mezi pacienty a
kontrolami, v tomto piipadé nap¥. mezi pacienty s GVHD a pacienty bez GVHD.

Vzhledem k dostupnosti vysokokapacitnich genotypizac¢nich technik probihaji
Vv poslednich letech komplexni asocia¢ni studie vySetfujici soucasné stovky tisic
jednonukleotidovych polymorfismi rozprostfenych v celém genomu (se zaméfenim na
funkéni  polymorfismy). Piikladem systematického celogenomového mapovani
jednonukleotidovych polymorfismti ve vztahu k transplantacim kmenovych krvetvornych
bunék a riziku GVHD jsou prace Ogawy a Chiena (Ogawa a spol. 2009, Chien a spol.
2009). Na zaklade¢ vysledkt nékterych novéjsich studii souvisi s vyskytem GVHD také jiné
polymorfismy neZz nejéastéji testované SNP, konkrétné polymorfismy typu CNV
(McCarroll SA a spol. 2009).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. CILE A METODICKE PRISTUPY

4.1.1. Vymezeni cili vlastnich praci

Obecnym cilem této dizertacni prace bylo pfispét k ,,rozsifeni znalosti o podilu
polymorfismu vybranych genli pro cytokiny, chemokiny, adhezivni molekuly a jejich
ligandy na rozvoji reakce Sté€pu proti hostiteli po alogenni transplantaci kmenovych
krvetvornych bunék®. U polymorfismi cytokinovych genti se jednalo o replikaci vysledki
jinych autord na Ceské, resp. kavkazské populaci, polymorfismy genti pro chemokin MCP-
1 a adhezivni molekulu MAdCAM-1, resp. jeji ligand integrin o4B; byly v kontextu
transplantaci kmenovych krvetvornych bunék studovany poprvé.

Paralelnim cilem bylo sledovani polymorfismu genti hlavniho histokompatibilniho

komplexu — HLA systému se zaméfenim na identifikaci novych HLA alel.

Konkrétni tkoly:

- provést genotypizaci vybranych non-HLA polymorfismit na dobie
charakterizovaném souboru pacientii podstupujicich alogenni TKB, jejich darcti

a vzorku normalni zdravé populace (prace 1-4)

- na podklad¢ asocia¢ni studie na souboru pacientli po alogenni TKB urcit vztah
vybranych non-HLA polymorfismii k vyskytu GVHD, relapsti, infekénich

komplikaci a celkovému ptezivani po alogenni TKB (prace 2-4)

- sledovat polymorfismus HLA geni pii rutinni HLA typizaci hemato-
onkologickych pacientl a jejich potencidlnich darcii se zaméfenim na moznou

identifikaci novych HLA alel (prace 5-8)

4.1.2. VySetiované soubory

Do studii byli zatazeni pacienti po alogenni TKB a jejich pfibuzni nebo neptibuzni
darci kmenovych krvetvornych bunék. U vSech zatazenych pard ,,pacient-darce” byly
shromazdény vzorky biologického materidlu, klinickd / demograficka data (viz Tabulka ¢.

3) a informovany souhlas s anonymnim vyuzitim jejich DNA pro ucely téchto studii.
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Klinickda a demografickd charakteristika konkrétnich studovanych souborli je soucasti

jednotlivych ptedkladanych praci (kapitola 4.2.).

Tabulka ¢. 3: Piehled shromazd’ovanych klinickych a demografickych dat v souboru

pacientli po alogenni TKB a jejich darci kmenovych krvetvornych bunék

Identifikace paru

Den ANC> 0,5 x 10/

Pohlavi pfijemce

Den PLT > 20 x 10%/I

Pohlavi darce

Kompletni darcovsky chimerismus v den +30

V¢k piijemce pii TKB Kompletni darcovsky chimerismus v den +100
V¢ék darce pti TKB Kompletni remise choroby (nddoru) po TKB
Zakladni diagndza Relaps zékladni choroby (nadoru) po TKB

Stav choroby (nadoru) v dobé TKB

Datum relapsu po TKB

Pokrevni vztah darce

Relaps na imunosupresivni 1é€bé/profylaxi

Stupen HLA shody Akutni GVHD

Zdroj kmenovych bun¢k Stupen akutni GVHD
Krevni skupina piijemce Chronickd GVHD

Krevni skupina darce Intenzita chronické GVHD
CMV status piijemce Lécba GVHD

CMV status darce Podani DLI

Ptipravny rezim 2. TKB

Nemyeloablativni reZzim (RIC) Datum 2. TKB

ATG v piipravném rezimu Umrti po TKB

Profylaxe GVHD

Pfi¢ina imrti

CD34+ ve §tépu (x 10°/kg)

Datum posledni kontroly nebo umrti

Datum TKB

Poznamky

Rejekce steépu po TKB

TKB - transplantace krvetvornych bunék, CMV — cytomegalovirus, ATG — antithymocytarni globulin,

GVHD - Graft Versus Host Disease (nemoc $tépu proti hostiteli), ANC — absolutni pocet neutrofilnich

granulocyti, PLT — trombocyty, DLI — infaze darcovskych lymfocyta

Soubor zdravé kontrolni populace byl sestaven z ndhodné vybranych ¢lenit Ceského

wevr

zdravotnim dotaznikem a pohovorem, a ktefi zaroven souhlasili s anonymnim vyuzitim

DNA pro vyzkumné tcely.
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4.1.3. Metodické pristupy
(Princip pouzitych technik byl stru¢né popsan v kapitole 3.2.4.1.)

Genomicka DNA byla izolovana z jadernych bunék periferni Zilni krve od vSech
jedinct zatazenych do predkladanych praci (Miller a spol. 1988). K vlastni genotypizaci
vySetfovanych polymorfismi byly pouzity nésledujici postupy (Technika - Vycet
testovanych polymorfismit):

Polymerase chain reaction with sequence specific primers (PCR-SSP)

Vysetfované polymorfismy:

IL6 -174 G/C (rs1800795), IL6 -597 G/A (rs1800797)

IL10 -1082 A/G (rs1800896), 1L10 -819 C/T (rs1800871), IL10 -592 C/A (rs1800872)
CCL2 -2518 A/G (rs1024611), CCL2 -2076 A/T (rs1024610)

MADCAML1 rs758502 C/T, MADCAML1 rs2302217 A/G, MADCAML1 rs3745925 G/T
HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1

PCR with Sequence-Specific Oligonucleotides (PCR-rSSO)

Vysetiovany polymorfismus: HLA-B

Sequencing-based typing (SBT)

Vysetfované polymorfismy: HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1

Podrobnéjsi popis metodik uzitych ke genotypizaci vcetné sekvenci primera je
uveden v metodickych ¢astech piedkladanych praci. Validace genotypizace byla provadéna
pomoci vzorkli ovéfenych nezavisle jinou technikou, pomoci doplitkového (,,antisense®)
PCR-SSP protokolu nebo pomoci re-sekvenace. Interpretace asociacnich studii byla
provedena v souladu s pravidly provadéni genetickych studii (Chanock a spol. 2009, Little
a spol. 2009).

4.1.4. Statistické vyhodnoceni vysledkii

V jednotlivych vySetfovanych souborech byly ze ziskanych genotypizacnich dat
vypocitany alelické, genotypové a fenotypové frekvence. Soulad distribuce jednotlivych
genotypu s Hardy-Weinbergovym zakonem byl testovan pomoci Xz testu. Pro testovani
vazebné nerovnovahy a analyzu haplotypt byl pouzit program Arlequin 3.0 (Excoffier a
spol. 2005). Analyza asociace jednotlivych genotypl / fenotypt s komplikacemi po TKB
byla provedena pomoci softwaru SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Pro
univariacni analyzu byl pouzit Pearsontiv XZ test, multivariaéni analyza pouzila model
logistické regrese. Celkové pfezivani a Umrtnost spojena s transplantaci (TRM) byly
vyhodnoceny pomoci Kaplan-Meierovych kiivek a Coxovou regresi. Pii soucasném
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porovnani vétsiho poctu alel byly hodnoty p korigovany podle Bonferroniho. Za
signifikantni byly povazovany hodnoty p<0,05. Konkrétni pouzité statistické postupy jsou
popsany v jednotlivych piedkladanych pracich.

4.2. VYSLEDKY A DISKUZE

(formou rozboru pitvodnich praci — soucdsti dizertace)

4.2.1. POLYMORFISMUS VYBRANYCH NON-HLA GENU A JEJICH VYZNAM
PRO ROZVOJ KOMPLIKACI PO TRANSPLANTACI KMENOVYCH
KRVETVORNYCH BUNEK

4.2.1.1. Rozbor prace ¢. 1
Nazev prace:

Distribution of 22 cytokine gene polymorphisms in the healthy Czech population

Cile prace:

1) Vysettit 22 vybranych jednonukleotidovych polymorfismii lokalizovanych na 13 genech
pro cytokiny a jejich receptory (IL-1a, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-4Ra, IL-12, y-IFN, TGF-
B, TNF-q, IL-2, IL-4, IL-6 a I1L-10).

2) Stanovit genotypové, alelické a fenotypové frekvence jednotlivych vySetfenych
polymorfismu ve zdravé ceské populaci.

3) Porovnat alelické frekvence polymorfismi cytokinovych genii a jejich receptort

mezi ¢eskou populaci a dal§imi evropskymi populacemi.

Vybrané jednonukleotidové polymorfismy byly vySetfeny metodou polymerazové
fetézové reakce se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP) v souboru 120 zdravych
nepiibuznych jedinct ¢eské ,,kavkazské* populace Zijicich na tizemi Moravy. Zastoupeni
muzského a Zenského pohlavi ve studovaném souboru bylo v poméru 1:1, median veéku byl
28,5 roku (rozmezi 18-66 let). Pro genotypizaci byl pouzit Cytokine Typing Tray Kkit,
navrzeny pracovniky z Univerzity v Heidelbergu (Némecko). Soulad distribuce
stanovenych genotypovych frekvenci s Hardy-Weinbergovou rovnovahou byl ovéfovan

pomoci Xz testu. Pro porovnani alelickych frekvenci mezi populacemi byl pouZit 2 x 2 XZ

test s Woolf-Haldanovou korekcei. Za signifikantni byly povazovany hodnoty p<0,01.
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Analyzované polymorfismy byly nejprve porovnany s daty ziskanymi z jiné Ceské
(Cinek a spol., 2004) a némecké populace (Louie a spol., 2005) vySetfenymi stejnou
genotypizacni technikou (,,Heidelberg Kit*). Alelické frekvence vSech srovnavanych SNP
se v nami vySetiené populaci vyznamné nelisily od frekvenci z obou ostatnich soubort
(Praha, Heidelberg). Nasledn¢ byla data olomouckého souboru porovnana s daty dalSich
slovanskych populaci (Polaci, Bulhati, Rusi) a populaci jihovychodni Evropy (makedonsti
Slované, Reci, kypersti Reci). Nebyly zjistény zadné rozdily mezi alelickymi frekvencemi
porovnavanych polymorfismii mezi Ceskou a polskou populaci. Naopak, u nékterych
cytokinovych polymorfismii byly pozorovany rozdily v alelickych frekvencich mezi
populacemi stfedni a jihovychodni Evropy; konkrétné SNP TNFA -308 (frekvence alely A
21% u Cechiti versus 7% u Reku, resp. 4% u kyperskych Reki), IL2 +166 (frekvence alely
T 35% u Cechii versus 22% u makedonskych Slovanii, resp. 19% u kyperskych Reki a IL6
-174 (frekvence alely C 39% u Cecht versus 24% u Rekd, resp. 18% u kyperskych Rek.
Tato skutecnost s nejvétsi pravdépodobnosti odpovida teorii rozdilného genetického pozadi

evropskych etnik s ptihlédnutim ke geografické vzdalenosti jednotlivych populaci.

4.2.1.2. Rozbor prace ¢. 2
Nazev prace:
Association of IL-6 gene polymorphism with the outcome of allogeneic

haematopoietic stem cell transplantation in Czech patients

Cile prace:

1) Vysettit jednonukleotidovy polymorfismus IL6 -174 (G/C) v souboru pacientli po
alogenni transplantaci kmenovych krvetvornych bunék a jejich ptibuznych darct.

2) Zjistit, zda uvedeny polymorfismus u pacienta nebo jeho darce mtize souviset s rizikem
rozvoje akutni reakce Stépu proti hostiteli a zda ovliviiuje celkové piezivani po alogenni

TKB.

Zamérem pilotni studie 56 hemato-onkologickych pacientd indikovanych k
alogenni transplantaci kmenovych krvetvornych bunék a jejich HLA-identickych
pfibuznych darci bylo replikovat data dosud publikovanych praci o vyznamu
polymorfismu IL6 -174 a zjistit, zda i v ¢eské populaci tento SNP ovliviiuje vyskyt akutni
nebo chronické GVHD a mortalitu po alogenni TKB. Pfi srovnani frekvenci IL6 -174 alel

a genotyptl skupin pacientt a darcii s alelickymi a genotypovymi frekvencemi zdravé ceské
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populace (viz prace €. 1) nebyly zjistény signifikantni rozdily. Pro zjiSténi asociace mezi
jednotlivymi variantami IL6 -174 a rozvojem akutni GVHD jsme porovnali alelické a
genotypové frekvence pacient bez akutni GVHD a s manifestni akutni GVHD (stupné 1I-
IV). Pozorovali jsme, Ze frekvence alely IL6 -174*G byla signifikantné vyssi ve skupiné
pacientl s klinicky rozvinutou akutni GVHD (66,7%) ve srovnani se skupinou piijemci
bez klinickych znamek akutni GVHD (40,9%; p=0,01; OR=2,8). U IL6 -174 GG
homozygotnich pacientd se rozvijela akutni GVHD castéji (58,8%) nez u pacienti
S ostatnimi 1L6 -174 genotypy (29,7%; p=0,04; OR=3,2). Nebyla zjiSténa z4dna asociace
mezi IL6 -174 variantami darce a rozvojem akutni nebo chronické GVHD. Analyza
ptrezivani po alogenni TKB odhalila signifikantni pokles v celkovém piezivani (log-rank
test, p=0,01) a trend ke kratSimu pfezivani bez nemoci (p=0,07) u piijemci s IL6 -174 GG
genotypem.

Vysledky této pilotni studie jsou, i pfes malou velikost testovaného souboru,
v souladu s vysledky nékolika dfive publikovanych studii (Cavet a spol. 2001, Socié¢ a
spol. 2001, Karabon a spol. 2005), které popsaly piitomnost alely IL6 -174*G u pacientl
jako rizikovy faktor pro rozvoj akutni GVHD. Naopak, vyznam IL6 -174*G alely darce
pro rozvoj akutni GVHD popsany ve studii Mullighana a spol. (2004) nebyl v nasi praci

prokazan.

4.2.1.3. Rozbor prace ¢. 3
Nazev prace:
Association of IL-6 and CCL2 gene polymorphisms with the outcome of

allogeneic haematopoietic stem cell transplantation.

Cile prace:

1) Vysettit jednonukleotidové polymorfismy geni IL6 (-174 G/C a -597 G/A) a CCL2 (-
2518 A/G a -2076 A/T) v rozsifeném souboru 166 HLA identickych para darce-pfijemce.
2) Zjistit, zda uvedené polymorfismy pacienta nebo jeho ptibuzného / nepiibuzného darce

kmenovych krvetvornych bunék jsou rizikovym faktorem pro alogenni TKB.

Na zéklad¢ vysledka ziskanych v uvodni studii (viz prace €. 2) byla analyza vlivu
polymorfismi genu IL6 (-174 a -597) na rozvoj komplikaci a piezivani po transplantaci
provedena v rozsifeném souboru 166 HLA identickych pard, ktery zahrnoval také pacienty

jinych transplantacnich center (Plzen, Ljubljana). Vzhledem k tomu, Ze v tomto souboru
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byly zahrnuty jak transplantace od piibuznych (n=121), tak i neptibuznych (n=45) darct
krvetvornych bunék, bylo mozno provést i subanalyzy podle typu darce. Asociace IL6 -
174 GG genotypu piijemce se zvySenym rizikem rozvoje akutni GVHD byla nalezena jak
Vv celém studovaném souboru, tak i v podskupiné transplantaci od ptibuzného darce.
V celém souboru byla akutni GVHD pfitomna u 22 ze 42 pacientd (52,4%) s GG
genotypem ve srovnani s 39 ze 116 pacientl (33,6%) s ostatnimi IL6 -174 genotypy
(p=0,03; OR 2,2). V podskupiné¢ TKB od pfibuzného darce byla akutni GVHD pfitomna u
17 z 30 IL6 -174 GG homozygotnich pacientt (56,7%) ve srovnani s 27 z 86 pacientd
(31,4%) sostatnimi IL6 -174 genotypy (p=0,01; OR 2,9). Naopak u pacienti
transplantovanych od neptibuzného darce nebyl vliv jednotlivych IL6 -174 genotypii na
rozvoj akutni GVHD pozorovan. U druhé¢ho vySetfovaného jednonukleotidového
polymorfismu genu IL6 byl genotyp pfijemce IL6 -597 GG asociovan s Cast&j$im
vyskytem akutni GVHD pouze ve skupiné ptibuzenskych TKB (p=0,02).

V rozsifeném souboru jsme dale analyzovali vliv polymorfismu IL6 genu na
parametry ptezivani po transplantaci krvetvornych bunék. Ptfi hodnoceni vSech 166 para
jsme zjistili hrani¢ni hodnotu signifikance (p=0,05) pro zkraceni celkového piezivani u
pacienti-nosict IL6 -174*G alely (genotypy GG a GC; median pifezivani 14,6 mésicll) ve
srovnani s IL6 -174 CC homozygotnimi pfijemci (medidn piezivani 36,5 mésica).
Pozorovali jsme také signifikantni vzestup umrtnosti spojené s transplantaci (TRM, z angl.
»transplant-related mortality) u IL6 -597 GG homozygotnich pacientll (priméré doba
piezivani 37,2 mésicli) ve srovnani s piijemci s ostatnimi IL6 -597 genotypy (GA nebo
AA; primérna doba prezivani 71,8 mésicu, p=0,04). Efekt polymorfismu IL6 genu byl
vyrazn&jsi ve skupiné piibuzenskych TKB. Celkové piezivani po alogenni TKB zde bylo
signifikantné kratsi u pacientll nesoucich minimalné jednu IL6 -174*G alelu (median
prezivani 14,5 mésicli) ve srovnani s IL6 -174 CC homzygoty (median ptezivani 36,5
mesict, p=0,04). Ptitomnost IL6 -174 GG a také IL6 -597 GG genotypu u piijemce ve
srovnani s pacienty s ostatnimi IL6 -174 a IL6 -597 genotypy signifikantné zvySovala TRM
(p=0,02 a p=0,01). Ve skupiné nepiibuzenskych TKB nebyl vliv polymorfismt IL6 genu
na prezivani po alogenni TKB pozorovan.

Uvedené asociace variant IL6 genu ziskané v univaria¢ni analyze nedosahly hladiny
signifikance v multivaria¢ni analyze, ktera zahrnovala i dal$i biologické a klinické faktory

ovliviujici vysledek alogenni TKB.
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Tyto vysledky, v kontextu ptfedchozich nalezii, podporuji fakt, Ze polymorfismy
genu IL6 mohou ovliviiovat vysledek alogennich TKB, a to predevSim u pacientl
transplantovanych ptibuznym darcem.

Pti analyze CCL2 jsme ve studovaném souboru nenalezli zadnou asociaci mezi
jednonukleotidovymi polymorfismy -2518 a -2076 a rozvojem akutni nebo chronické
GVHD; jednotlivé varianty CCL2 genu neovliviiovaly ani celkové piezivani po alogenni
TKB. Analyza umrtnosti spojené s transplantaci (TRM) vSak odhalila jeji signifikantni
zvyseni u piijemcti - CCL2 -2076 TT homozygoti (primérna doba ptezivani 16,7 mésict)
ve srovnani s nosi¢i CCL2 -2076*A alely (primérna doba ptezivani 67,2 mésict; p=0,04)
nebo pacienty s CCL2 -2076 AA genotypem (prumérna doba piezivani 70,2 mésici;
p=0,02). Efekt polymorfismu CCL2 -2076 na TRM byl pozorovan i v kontextu
ptibuzenskych TKB. Navic, v této skupiné bylo zjisténo, ze genotyp CCL2 -2076 TT je
asociovan také s horSim celkovym pfezivanim po alogenni TKB (medidn pfezivani 2,3
meésice), a to jak ve srovnani s jedinci - nosi¢i CCL2 -2076*A alely (median pfezivani 21
mesic; p=0,04), tak ve srovnani s pacienty CCL2 -2076 AA homozygoty (median
ptezivani 19,2 mésict; p=0,03). Zjisténé asociace nebyly potvrzeny ve skupiné TKB od
nepiibuzného darce ani vramci multivariaéni analyzy vSech skupin (cely soubor,

piibuzenské a neptibuzenské transplantace).

4.2.1.4. Rozbor prace ¢. 4
Nazev prace:
Possible impact of MADCAML gene single nucleotide polymorphisms to the outcome

of allogeneic haematopoietic stem cell transplantation

Cile prace:

1) Vysettit jednonukleotidové polymorfismy genu MADCAML (rs758502 C/T, rs2302217
AJ/G a rs3745925 G/T) v souboru 87 piijemct kmenovych krvetvornych bunék a jejich
HLA identickych darci.

2) Zjistit, zda uvedené polymorfismy pacienta nebo jeho ptibuzného / neptibuzného darce

kmenovych krvetvornych bunék jsou rizikovym faktorem pro alogenni TKB.

V této studii 87 pacientli, ktefi podstoupili alogenni TKB od HLA-identického
ptfibuzného (n=70) nebo nepiibuzného (n=17) darce, jsme nalezli asociaci

jednonukleotidového polymorfismu MADCAM1 genu rs2302217 s rozvojem chronické
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GVHD: u MADCAML1 rs2302217 AA homozygotnich piijemcti dochazelo Castéji k rozvoji
chronické GVHD nez u pacientti s ostatnimi MADCAM1 rs2302217 genotypy. Chronicka
GVHD byla pfitomna u 11 ze 17 pacientl s rs2302217AA genotypem (64,7%) ve srovnani
s 18 z 53 pacienti s ostatnimi rs2302217 genotypy (34,0 %; p=0,025). Pii pouziti
Bonferroniho korekce pro mnohocetné porovnani vsak tato asociace pozbyla signifikance
(Peorr >0,05). U ostatnich vysetfovanych polymorfismit MADCAM1 genu nebyla nalezena
zadna souvislost mezi jednotlivymi variantami nebo jejich haplotypy u piijemce / darce a
rozvojem GVHD.

Multivaria¢ni analyza celkového pfezivani po alogenni TKB, kterd hodnotila
vSechny dostupné klinické a biologické faktory (diagnoza, typ darce, kombinace pohlavi
v TKB paru, pfipravny reZim, zdroj krvetvornych buné€k, profylaxe GVHD a polymorfismy
MADCAML1 genu) identifikovala pfitomnost akutni GVHD (p= 1x10, HR= 4,35),
chronické GVHD (p< 5x10°, HR= 5,70) a MADCAM1 rs2302217 AA genotyp (p=0,001,
HR= 2,99) jako nezavislé faktory asociované se zkracenim celkového pfezivani po
alogenni TKB.

Vysledky tivodni studie potvrzuji, ze MADCAMI 152302217 AA genotyp piijemce
muze byt asociovan s rizikem GVHD a zkracovat ptezivani po alogenni TKB. Soucasné je
vSak nezbytné ovéfit ziskana data nezavislou studii, kterd by komplexné zhodnotila efekt 1

dal$ich klinickych a genetickych faktori.

4.2.2. POLYMORFISMUS HLA GENU A JEJICH VYZNAM PRO
TRANSPLANTACE KMENOVYCH KRVETVORNYCH BUNEK

4.2.2.1. Rozbor prace ¢. 5

Nazev prace:

A novel HLA-B*420502 allele identified by PCR-SSO/SSP routine typing and
confirmed by Sequencing-based typing

Cile prace:

1) Ur¢it pfesnou nukleotidovou sekvenci nové alely HLA systému (lokusu HLA-B)
identifikované pivodné dvéma nezdvislymi technikami pouzivanymi k detekci
polymorfismu HLA systému (PCR-SSP, PCR-SSO).

2) Ovetit, zda reaktivita nové alely v technikdch PCR-SSP/SSO odpovida jeji nukleotidové

sekvenci zjiSténé pomoci sekvenovani (SBT z angl. "Sequencing based typing").
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V pribéhu HLA typizace provadéné v ramci rodinné studie vedené pro vyhledavani
vhodného darce pro transplantaci kmenovych krvetvornych bunék byla identifikovana u
pacienta a jeho matky nova alela HLA 1. tfidy — HLA-B*420502. Pii sérologické typizaci
HLA antigenti 1. tfidy byl u obou jedinct zjistén pouze 1 HLA antigen; vysledek
sérologické typizace indikoval pfitomnost tzv. ,blank* alely. Na pfitomnost nové alely
primarn¢ poukazovaly vysledky genotypizace HLA-B lokusu dvéma nezavislymi
technikami — PCR-SSP a PCR-SSO. Vysledky =z téchto technik byly unikatni —
neodpovidaly zadnému znamému genotypu. Piesna sekvence nové alely byla stanovena
pomoci typizace zalozené na sekvenovani (SBT z angl. "Sequencing-Based Typing"). Ob¢
alely na lokusu HLA-B byly pro sekvenéni analyzu oddéleny novou technikou ,,extrakce
specifickych haplotypt®. Pfi zpétném hodnoceni bylo zjiSténo, ze reaktivita nové alely v
technikdch PCR-SSP/SSO zcela odpovida jeji nukleotidové sekvenci zjist€né pomoci SBT.
Sekvence nové alely je identicka se sekvenci alely B*420501 s vyjimkou zédmény T—G
Vv pozici 618 (synonymni mutace). Nazev HLA-B*420502 byl nové alele oficialné prifazen
Nomenklaturnim vyborem WHO v ¢ervnu 2004. Alela je rovnéz soucasti reportu

nomenklatury HLA systému od roku 2004 (Marsh a spol. 2005).

4.2.2.2. Rozbor prace ¢. 6

Nazev prace:

A single amino acid exchange shifts the serological reactivity of the novel HLA-
B*4442 allele product from HLA-B44 to HLA-B21

Cile prace:

1) Ur¢it piesnou nukleotidovou sekvenci nové alely HLA systému (lokusu HLA-B)
identifikované puvodné nezavislymi typizacnimi technikami (sérologicka typizace, PCR-
SSP, PCR-SSO).

2) Overit, zda reaktivita nové alely sledovana pii PCR-SSP/PCR-SSO genotypizaci

odpovida jeji nukleotidové sekvenci zjisténé pomoci sekvenovani (SBT).

Nov¢ identifikovana alela HLA-B*4442 se sérologickou reaktivitou HLA-B21 byla
odhalena opét pii vySetfeni pacienta a jeho matky v ramci rodinné studie pii hledani
ptibuzného déarce pro potieby transplantace kmenovych krvetvornych bunék. HLA
antigeny . tfidy byly u vSech piimych pfibuznych primarné typizovany sérologickou

technikou (mikrolymfocytotoxicky test). Reaktivita typizacnich sér poukazovala u pacienta
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I jeho matky na pritomnost antigenu HLA-B21, pficemz nebylo mozno urcit, zda se jedna
0 split B49 nebo B50, a to i pfi pouziti nezavislého konfirmacniho panelu typiza¢nich sér.
Vysledek genotypizace B-lokusu metodou PCR-SSP zafadil alelu do skupiny B*44,
vysledek reaktivity DNA sond u doplikové typizace pomoci PCR-SSO neumoznil piifadit
alelu k zadnému znamému HLA-B genotypu. Kone¢na sekvence nové alely byla stanovena
typizaci zalozenou na sekvenovani (SBT). Sekvence nové alely je identickd se sekvenci
alely B*4405 svyjimkou zamény C—G v pozici 572, ktera zpiusobuje zaménu
aminokyseliny serin za tryptofan v pozici 167 exprimovaného HLA-B proteinu (o2
doména). Nase vysledky pfinaseji dalsi potvrzeni zjisténi, ze serin v pozici 167 molekuly
HLA-B je hlavnim determinantem sérologického epitopu HLA-B12 (Kosman a spol.
2000).

4.2.2.3. Rozbor prace ¢. 7
Nazev prace:
A novel HLA-DRBL1 allele, HLA-DRB1*13:116, identified by sequencing-based

typing in a member of the Czech national marrow donor registry

Cile prace:

1) Ur¢it piesnou nukleotidovou sekvenci nové alely HLA systému (lokusu HLA-DRB1)
identifikované v ramci primarni genotypizace HLA-DRB1 lokusu metodou PCR-SSP.

2) Ovefit, zda reaktivita nové alely sledovana pii PCR-SSP genotypizaci odpovida jeji

nukleotidové sekvenci zjisténé pomoci sekvenovani (SBT).

Dalsi nova alela, tentokrat zjiSténd na lokusu HLA-DRBI, byla identifikovana
v ramci primarni PCR-SSP genotypizace nepfibuzného darce vstupujictho do Ceského
narodniho registu darci dfené. Pii interpretaci PCR-SSP typizace na urovni ,,nizkého
rozliSeni (urceni alelickych skupin) pouZity interpretacni software SCORE (Helmberg a
spol. 1998) ihned vyhodnotil pfitomnost vzacné alely HLA-DRB1*13:17. Vysledek
uvodni typizace jsme ovétovali pomoci PCR-SSP typizace na Grovni ,,vysokého rozliSeni*
(ur€eni jednotlivych alel). Pouzity typizacni kit pro urCovani alel skupiny DRB1*13
prekvapivé vykazoval atypickou sestavu reaktivity jednotlivych primert, z niz nebylo
mozné identifikovat Zadny ze znamych genotypt. Nasledna SBT typizace s pouzitim dvou
nezavislych sekvenacnich kit odhalila a potvrdila variantu alely HLA-DRB1*13:17, ktera

se lisi v pozici 227 (zaména T—A) a zpusobuje substituci aminokyseliny fenylalanin za
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tyrozin v pozici 47 fetézce DR beta 1. Tato zdména modifikuje strukturu distalni domény
DR beta 1 fetézce, ktera formuje vazebné misto HLA molekuly a muze tak piimo
ovlivilovat repertoar antigennich peptidi prezentovany prostiednictvim HLA-DR molekuly
a imunitni odpovéd’ na aloantigeny u transplantaci. Nazev HLA-DRB1*13:116 byl nové
alele oficialné pfifazen Nomenklaturnim vyborem WHO v tnoru 2010. Alela je rovnéz

soucasti reportu nomenklatury HLA systému od roku 2010 (Marsh a spol. 2005).

4.2.2.4. Rozbor prace ¢. 8
Nazev prace:
Somatic mutation in acute myelogenous leukemia cells imitated novel germline HLA-

A allele: a case report

Cile prace:

1) Pomoci sekvenovani (SBT) urcit piesnou sekvenci HLA-A*02:01 alely u pacientky
s akutni myeloidni leukemii (AML).

2) Odhalit pfi¢inu inkompatibility HLA-A*02:01 mezi pacientkou a jejimi 9/10 HLA
shodnymi sourozenci (lokusy HLA-A (druha alela), -B, -C, -DRB1, -DQB1).

Ucelem této prace bylo popsat nalez somatické mutace v exonu 4 HLA-A genu
v malignich buiikach pacientky s AML, ktera byla identifikovana v ramci zakladni HLA
typizace pro potieby alogenni TKB. V ramci rodinné studie byly u pacientky a jejich 4
bratrii standardné vysetfeny HLA antigeny I. tfidy (lokusy HLA-A, -B a -Cw) pomoci
sérologické techniky (mikrolymfocytotoxicky test) a alely II.tfidy (lokusy HLA-DRB1 a —
DQB1) metodou PCR-SSP na urovni ,,nizkého rozliSeni. Na zakladé tohoto vstupniho
vysetieni bylo zjisténo, ze pacientka ma 2 HLA fenotypové identické bratry. Jejich
vzajemna HLA identita méla byt nasledné potvrzena HLA genotypizaci vSech vyse
uvedenych lokusi na urovni ,,vysokého rozliSeni*“ pomoci sekvenovani. U pacientky vSak
byla nalezena sekvence shodna s alelou A*02:01:01G, avsak se zaménou nukleotidu G—A
Vv pozici 781, ktera zpUsobuje substituci aminokyseliny glycinu za arginin v alfa fetézci
HLA-A molekuly v pozici 237. Tato zdména modifikuje primarni strukturu alfa 3 domény
HLA-A molekuly, ktera vSak neovliviiuje strukturu vazebného mista pro peptid a je
povazovana za mén¢ vyznamnou pro imunni aloreaktivitu (Xiao a spol. 2009), s vyjimkou
polymorfismt, které méni expresi HLA molekuly (nulova nebo nizka exprese). U obou

HLA ,,;shodnych® zdravych bratrii popsand zdména G781A nebyla zjisténa. Na zékladé
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analyzy jinak vzajemné shodnych HLA typl sourozenct bylo ziejmé, ze pfitomnost nové
zarodecné HLA alely u jejich nemocné sestry by mohla byt zpiisobena rekombinaci, de
novo zarodeCnou mutaci nebo non-paternitou. Dalsim vysvétlenim naseho nalezu vSak
mohla byt i moznost vyskytu somatické mutace v nadorovych buitkach. Vzhledem k tomu,
7e inicialni HLA typizace pacientky byla provedena v dob& vysoké leukocytézy (42 x 10°
/1) s vyraznym podilem blastli a nezralych bun¢k v periferi krvi, pro ovéfeni nasi hypotézy
jsme provedli typizaci znového krevniho vzorku odebraného v dob¢é remise (pocet
leukocytt 3,5 x 10%/1, nepfitomnost blastii v diferencialnim rozpoctu bun€k periferni krve).
Vysledek HLA-SBT typizace vzorku v remisi potvrdil pfitomnost bézné alely A*02:01
S nepfitomnosti varianty 781A v exonu 4 HLA-A genu. Na zékladé HLA typizace vzorku
v dobé& remise i vysledku typizace verifikaéniho vzorku bylo potvrzeno, ze pacientka je se
svymi bratry HLA fenotypové identickd. Tato kasuistika pfipomind, ze V piipadé
neodpovidajici dédi¢nosti HLA znakli vramci rodiny je vzdy nezbytné u hemato-
onkologickych pacienti myslet i na moznost somatické mutace v nadorovych buiikéach.
Tento pfistup mize zabranit chybné HLA typizaci pacienta a nespravnému vybéru jeho

darce kmenovych krvetvornych bunék.
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5. ZAVER

Vysledky studii uvedenych v této dizertacni praci podporuji hypotézu o vyznamu
variant non-HLA geni pro uspéSnost alogenni TKB. Jejich potencidlni vyuziti Vv
konkrétnich klinickych situacich je vsak podminéno navaznym vyzkumem (replikace
vysledkl, metaanalyzy, funkéni studie). Stejné tak dalsi prace zde uvedené poukdzaly na
§if1 polymorfismu HLA systému, ktera mize ovlivnit uspéSnost nalezeni vhodného darce
kmenovych krvetvornych bun€k pro pacienty, U nichz byla zjiSténa pfitomnost vzacné
HLA alely. Nemén¢ dulezita je také znalost, v jaké konkrétni fazi hemato-onkologického
onemocnéni je HLA typizace provadéna; nezbytné je brat v uvahu moznou pfitomnost
somatické mutace v nadorové pozménénych bunkach, které mohou zapfiinit chybny
vysledek HLA typizace a v jeho disledku pak vybér HLA-inkompatibilniho darce
kmenovych krvetvornych bunék se vS§emi jeho negativnimi konsekvencemi.

Lécba komplikaci alogenni TKB (akutni GVHD 1I. - IV. stupné nebo chronicka
extenzivni GVHD), zejména v dusledku castych a zavaznych infekénich komplikaci,
snizuje kvalitu Zivota transplantované¢ho jedince a zvySuje také financni ndklady
transplantac¢ni 1é¢by, které mohou dosahnout az nékolika milioni K¢. Jakakoliv G¢inna
predikce a prevence GVHD proto miize, kromé zlepSeni samotnych lécebnych vysledki
alogenni TKB, vyznamné sniZit finan¢ni ndklady na veSkerou lécbu spojenou s touto
procedurou.

VySetteni relevantnich non-HLA polymorfismii se v budoucnosti miize stat
podkladem pro stanoveni ,,indexu genetického rizika® komplikace (napt. GVHD) pro
konkrétni dvojici darce a pfijemce transplantatu. Tento index by mohl byt vyuZivan
Vv klinické praxi spolu sdal§imi ,negenetickymi“ prediktivnimi markery Kk nastaveni
optiméalni profylaxe a lécby po transplantaci (individualizace dle miry rizika, resp.
profylaxe ,,8itd na miru*). Takovy pfistup mize byt prospéSny pro pacienty podstupujici
alogenni TKB tim, Ze omezi pausalni profylaxi a jeji nezddouci ucinky v ptipadé€ nizkého
rizika komplikace, vysoké riziko naopak povede k nastaveni radikalni profylaxe a 1écby
(Dickinson a spol. 2001). Individualizace 1écby pacienti po alogenni TKB na podkladé
znalosti genetického rizika mize ve svém dusledku nejen zvysit uspésnost transplantace,
ale pfedevSim omezit vyskyt potransplantacnich komplikaci a odrazit se 1 ve snizeni
nakladii na jejich 1écbu.

Ziskané poznatky o uplatnéni non-HLA polymorfismi v rozvoji komplikaci po

alogenni TKB a celkové uspé$nosti transplantacni 1é€by mohou byt vyuzity odbornou
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komunitou zejména v oblasti aplikovaného translacniho vyzkumu transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék. Maji vyznam i pro dal$i smérovani studia komplexni
biologické podstaty interakce mezi transplantatem (krvetvornymi buiitkami) a organismem
pacienta. NejvyznamnéjSi nalezy této prace (asociace polymorfismu gent IL6 -174 a
MADCAML s rozvojem GVHD) se mohou, v souladu s vyse uvedenymi doporu¢enimi, stat
podkladem pro replikacni studie, eventueln¢ tato data mohou byt soucasti metaanalyz
vyznamu non-HLA polymorfismi pro vysledek alogenni TKB, jak uz byla nedavno

vyuzita (Chien a spol. 2012).
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6. SOUHRN DIZERTACE

Uvod a cile:

Transplantace kmenovych krvetvornych bunék je 1écebny postup indikovany
predev$im u zavaznych hematologickych, ale i nehematologickych malignit, u tézkych
vrozenych imunodeficith nebo dédiénych poruch metabolismu. Nejzavaznéjsi
imunologickou komplikaci, ktera vyznamnym zptisobem zvySuje morbiditu a mortalitu po
alogenni TKB, je reakce Stépu proti hostiteli (GVHD). V jeji patogenezi se uplatiiuje
diferenciace aloreaktivnich T bun¢k déarce na efektorové bunky, které vedou k poskozeni
tkani pfijemce, zapojeni dalSich populaci zanétlivych bunék a nasledné dysregulaci
cytokinti. K aktivaci alogennich T bunc¢k darce dochédzi na zéklad€ rozpoznani rozdilt
v genetickych polymorfismech HLA a non-HLA systémi.

Cilem prvni casti této dizertacni prace bylo objasnit souvislost kandidatnich
genovych polymorfismti pro cytokiny, chemokiny a adhezivni molekuly (non-HLA gentl)
s genetickou predispozici k rozvoji reakce Stépu proti hostiteli a s ovlivnénim ptezivani po
alogenni TKB. Druha c¢ast dizertaéni prace Se zaméfila na studium variability

(polymorfismu) genti hlavniho histokompatibilniho komplexu (HLA u cloveka) a jeji

vyznam pro TKB.

Pacienti a metodika:

Do studii byli zatazeni pacienti S hemato-onkologickym onemocnénim indikovani
k alogenni TKB, jejich pfibuzni nebo nepiibuzni darci kmenovych krvetvornych bunék (n=
56 az 166 dle studie) a kontrolni zdravi jedinci (n=120). V ¢asti prace zabyvajici se
genetickou predispozici non-HLA gend krozvoji GVHD byly vySetiovany funkéni
polymorfismy gent I1L6, CCL2 a MADCAMI1. Byly sledovany rozdily v distribuci
vySetfovanych polymorfismli mezi pacienty s rozvinutou akutni ¢i chronickou reakei Stépu
proti hostiteli a pfijemci bez GVHD a souvislost téchto polymorfismia s klinickou
manifestaci GVHD a prezivanim po alogenni TKB (OS, TRM). Pro stanoveni distribuce
genotypl pro vybrané cytokiny a jejich receptory v ¢eské populaci bylo testovano celkem
22 polymorfismi lokalizovanych na 13 genech. Ke genotypizaci souboru part darce-
ptijemce v ramci alogennich TKB a souboru zdravych kontrolnich jedinct byla pouzita
polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP). V druhé

¢asti prace byly pro genotypizaci HLA systému (lokusy HLA-A, -B a -DRB1) pouzity dvé
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modifikace polymerazové fetézové reakce (PCR-SSP/SSO) a typizace zaloZzend na

sekvenovani (SBT).

Vysledky:

Pti analyze vlivu genovych polymorfismil na rozvoj reakce §tépu proti hostiteli
po alogenni TKB jsme prokézali signifikantné vyssi frekvenci alely IL6 -174*G ve skupiné
pacientd s Klinicky rozvinutou akutni GVHD ve srovnani se skupinou piijemci bez
klinickych znamek akutni GVHD. V souladu s tim se u IL6 -174 GG homozygotnich
pacientli se rozvijela akutni GVHD Ccastéji nez u pacientl s ostatnimi 1L6 -174 genotypy.
Dale jsme zjistili zkraceni celkového piezivani u pacientii-nosi¢i IL6 -174*G alely ve
srovnani s IL6 -174 CC homozygotnimi piijemci (s hrani¢ni hodnotou signifikace).
Pozorovali jsme také signifikantni vzestup amrtnosti spojené s transplantaci (TRM) u IL6 -
597 GG homozygotnich pacientii ve srovnani s pfijemci s ostatnimi IL6 -597 genotypy.
Efekt polymorfismu IL6 genu byl vyrazné&jsi ve skupiné piibuzenskych TKB. Naopak u
pacientli transplantovanych od nepifibuzného darce nebyl vliv jednotlivych IL6 -174
genotypll na rozvoj akutni GVHD ani na pieZivani po alogenni TKB pozorovan. Pfi
analyze CCL2 genu jsme ve studovaném souboru nenalezli Zzadnou asociaci mezi
jednonukleotidovymi polymorfismy -2518 a -2076 a rozvojem akutni nebo chronické
GVHD; jednotlivé varianty CCL2 genu neovliviiovaly ani celkové ptezivani po alogenni
TKB. Analyza Gmrtnosti spojené s transplantaci (TRM) vSak odhalila jeji signifikantni
zvyseni u piijemct CCL2 -2076 TT homozygott ve srovnani s nosi¢i CCL2 -2076*A alely
nebo pacienty s CCL2 -2076 AA genotypem. Efekt polymorfismu CCL2 -2076 na TRM
byl pozorovén i v kontextu pifibuzenskych TKB. Navic, v této skupiné bylo zjiSténo, Ze
genotyp CCL2 -2076 TT je asociovan také s hor§im celkovym pfezivanim po alogenni
TKB. Déle jsme nalezli asociaci jednonukleotidového polymorfismu MADCAM1 genu
rs2302217 srozvojem chronické GVHD: u MADCAM1 152302217 AA homozygotnich
pfijemct dochazelo castéji k rozvoji chronické GVHD nez u pacienti s ostatnimi
MADCAM1 rs2302217 genotypy. Multivariac¢ni analyza celkového piezivani po alogenni
TKB identifikovala ptitomnost akutni nebo chronické GVHD a MADCAM1 rs2302217 AA
genotyp jako nezavislé faktory asociované se zkracenim celkového piezivani.

V druhé casti prace jsme v ramci rutinni HLA typizace pro vyhledavéani darce
kmenovych krvetvornych bunék v rodiné identifikovali a popsali tfi nové alely HLA
systétmu (HLA-B*420502, HLA-B*4442, HLA-DRB1*13:116) a publikovali neobvykly
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ptipad vyskytu somatické mutace alely HLA-A*02:01 v nadorovych bunkach pacienta
s akutni myeloidni leukémii.
Vsechny uvedené vysledky byly publikovany v osmi ¢lancich Vv ¢asopisech

s impakt faktorem, které jsou soucasti dizertace.

Zavér:

Data ziskand v nédmi provedenych genetickych studiich podporuji hypotézu o
vyznamu variant vybranych non-HLA genti pro uspéSnost alogenni TKB. Jejich
potencialni vyuziti Vv konkrétnich klinickych situacich je vSak podminéno navaznym
vyzkumem (replikace vysledkl, metaanalyzy, funkéni studie). Vysetieni relevantnich non-
HLA polymorfismi muze Vbudoucnosti piispét ke zpfesnéni piedpovédi rizika
komplikace (napt. GVHD) pro konkrétni dvojici darce a pifijemce kmenovych
krvetvornych buné¢k. Individualizace 1é¢by pacientli po alogenni TKB na podkladé¢ znalosti
genetické predispozice k potransplantacnim komplikacim muze ve svém dusledku nejen
zvysit uspesnost transplantace, ale predev§im omezit vyskyt téchto komplikaci a odrazit se
1 ve snizeni ndkladl na jejich 1é€bu.

Dalsi prace pak potvrdily §ifi polymorfismu HLA systému, ktery mtze ovlivnit
uspésnost nalezeni vhodného darce kmenovych krvetvornych bunék pro pacienty, u nichz

byla zjiSténa pritomnost vzacné HLA alely.
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7. SUMMARY OF THE THESIS

Introduction and aims:

Haematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a therapeutical approach
indicated mainly in serious haematological but also non-haematological malignancies,
severe congenital immunodeficiencies or hereditary metabolic disorders. Graft-versus-host
disease (GVHD) is the most serious immunological complication which significantly
increases morbidity and mortality after allogeneic HSCT. Diferentiation of alloreactive
donor T cells to the effector cells which leads to the recipients’ tissues damage and
activation of the other inflammatory cells followed by cytokine dysregulation is the crucial
mechanism of the GVHD pathogenesis. Donor alloreactive T cells activation is caused by
the recognition of differences in HLA and non-HLA genetic polymorphisms.

The aim of the first part of this thesis was to clarify causal link between the genetic
polymorphisms of cytokines, chemokines and adhesion molecules (non-HLA genes) and
genetic predisposition for development of GVHD and for influence on allogeneic HSCT
survival. The second part of this thesis was focused on the study of gene variability
(polymorphism) located within the region of Major Histocompatibility Complex (HLA in
humans) and its relevance to HSCT.

Patients and methods:

Patients with haematological malignancies indicated for allogeneic HSCT, their
related or unrelated haematopoietic stem cells donors (n=56-166 according to the study)
and healthy control subjects (n=120) were engaged to our studies. In the part of the thesis
relevant to non-HLA genes and predisposition to GVHD development, functional
polymorphisms of IL6, CCL2 and MADCAML1 genes were investigated. Distribution of
investigated polymorphisms between the patients with acute or chronic GVHD and
recipients without GVHD was compared and an association of these polymorphisms with
clinical manifestation of GVHD and survival after allogeneic HSCT (OS, TRM) was
analysed. To evaluate genotype distribution of selected cytokine, chemokine and their
receptor genes in the Czech population, 22 polymorphisms localized in 13 genes were
investigated. Genotyping of the donor-recipient pairs for allogeneic HSCT and healthy
control subjects was performed using polymerase chain reaction with sequence specific

primers (PCR-SSP). In the second part of the thesis two modifications of the polymerase
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chain reaction (PCR-SSP/SSO) and sequencing-based typing were used for HLA system
genotyping (loci HLA-A, -B and -DRB1).

Results:

Analysing the impact of genetic polymorphisms for development of GVHD after
allogeneic HSCT we have observed significantly higher frequency of the IL6 -174*G allele
among the recipients with clinically significant acute GVHD (aGVHD) compared to those
without aGVHD. Furthermore, IL6 -174 GG homozygous patients developed aGVHD
more frequently than individuals with other IL6 -174 genotypes. In patients possessing at
least one IL6 -174*G allele, a borderline significance for decrease in overall survival
compared to IL6 -174 CC homozygous recipients was also found. Furthermore, a
significant increase in TRM was observed in IL6 -597 GG homozygous recipients
compared to patients with other IL6 -597 genotypes. The effect of IL6 gene polymorphism
was stronger in the subgroup of related aHSCT. On the contrary, in patients transplanted
by unrelated donor investigated I1L6 -174 genotypes did not significantly affect on
occurence of acute GVHD nor modify survival after aHSCT. Analysing CCL2 gene
variants, in our study group we have not found any association of -2518 and -2076 SNPs
with the development of acute or chronic GVHD; particular CCL2 gene variants did not
influence overall survival after aHSCT. Analysis of TRM revealed significant increase of
mortality in CCL2 -2076 TT homozygous patients compared to individuals carrying CCL2
-2076*A allele or to those possessing CCL2 -2076 AA genotype. The effect of CCL2 -
2076 gene polymorphism on TRM was seen also in the context of related HSCT.
Furthermore, in this subgroup of related HSCT, CCL2 -2076 TT genotype in recipients
appeared to associate with worse overall survival after aHSCT. We have found also the
association between the MADCAM1 gene SNP rs2302217 and development of chronic
GVHD: MADCAM1 rs2302217 AA homozygous recipients developed chronic GVHD
more frequently than patients with other MADCAM1 rs2302217 genotypes. Multivariate
analysis of overall survival after aHSCT identified the presence of acute and chronic
GVHD and the MADCAML rs2302217 AA genotype as independent risk factors associated
with decrease of overall survival.

In the second part of the thesis we have identified during the routine HLA typing
for search of haematopoietic stem cells donor within the family three new HLA alleles
(HLA-B*420502, HLA-B*4442, HLA-DRB1*13:116) and described a case of somatic
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mutation of the HLA-A*02:01 allele in tumour cells of patient with acute myelogenous
leukemia.
All mentioned results were published in eight articles in journals with impact factor

which are the supplements of this thesis.

Conclusion:

The data acquired in our genetic studies support the hypothesis about the relevance
of selected non-HLA gene variants to the outcome of allogeneic HSCT. Nevertheless, their
potential application in particular clinical conditions have to be based on further
consecutive research (replication of the results, metanalysis and functional studies).
Investigation of relevant non-HLA polymorphisms in the future may permit genetic risk
assessment of aHSCT complications (e.g. GVHD) for particular donor-recipient pair.
Individualized therapy of aHSCT patients based on the genetic risk prediction may result
not only in increase of aHSCT success rate but most importantly may reduce occurence of
post-transplantation complications and reduce also the cost of their treatment.

Further studies of this thesis confirmed the importance of wide polymorphism of
the HLA system which can influence the success of suitable haematopoietic stem cells
donor search for patient with described uncommon HLA alleles.
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANC
APC

AML
ATG
CARD
CCL
CCR
CD
CMV
CNV
CTL
CTLA
CXCL
dbSNP
ddNTP
DLI
DNA
EBV
FasL
G-CSF
GM-CSF
GST
GVHD
GVL
HHV
HLA
HSCT
HSV
IFN

Absolute neutrophil count
Antigen presenting cell

Acute myelogenous leukemia
Antithymocyte globulin

Caspase recruitment domain-containing protein
CC-chemokine ligand

CC-chemokine receptor

Cluster of differentiation

Cytomegalovirus

Copy number variation

Cytotoxic T lymphocyte

Cytotoxic T lymphocyte associated protein
CXC-chemokine ligand

Single nucleotide polymorphism database
Dideoxynucleotide triphosphate

Donor lymphocyte infusion
Deoxyribonucleic acid

Epstein-Barr virus

Fas ligand

Granulocyte colony-stimulating factor
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Glutathione S-transferase
Graft-versus-host disease

Graft-versus leukemia effect

Human herpes virus

Human leukocyte antigens

Haematopoietic stem cell transplantation
Herpes simplex virus

Interferon
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IL
KIR
LF UP
MAdJCAM
MBL
MCP
MHC
miHA
MIP
MTHFR
NGS
NK
NMDP
NO
NOD
OR
0S
PCR
PLT
RIC
RNA
rs
rSSO
SBT
SNP
SSO
SSP
STR
TCR
TGF
Th

Interleukin

Killer-cell immunoglobulin-like receptor
Lékarska fakulta Univerzity Palackého
Mucosal addressin cell adhesion molecule
Mannose-binding lectin

Monocyte chemoattractant protein
Major histocompatibility complex

Minor histocompatibility antigen
Macrophage inhibitory protein
Methylene tetrahydrofolate reductase
Next generation sequencing

Natural killer

National Marrow Donor Program

Nitric oxide

Nucleotide-binding oligomerization domain containing protein

Odds ratio

Overall survival

Polymerase chain reaction

Platelet count

Reduced-intensity conditioning
Ribonucleic acid

Reference SNP ID number
Reverse sequence-specific oligonucleotides
Sequencing-based typing

Single nucleotide polymorphism
Sequence-specific oligonucleotides
Sequence-specific primers

Short tandem repeats

T cell receptor

Transforming growth factor

T-helper
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TKB
TLR
TNF
TNFR
Treg
TRM
VNTR
\/AY
WHO

Transplantace kmenovych krvetvornych bunék
Toll-like receptor

Tumour necrosis factor

Tumor necrosis factor receptor

T regulator cell

Transplant-related mortality

Variable number of tandem repeats
Varicella-zoster virus

World Health Organization
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