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SOUHRN

Tato bakalarska prace se zabyva problematikou alogennich transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC) u pacienti s hematoonkologickymi
onemocnénimi a moznostmi sledovani hladiny bunéného chimerismu metodami
molekularn€ biologickymi aj. u pacientti, kteii alogenni transplantaci HSC podstoupili.

Teoreticka ¢ast shrnuje zakladni fakta o kmenovych bunkéch s diirazem na HSC
a krvetvorbu. Také se vénuje problematice transplantaci HSC a laboratornim metodam
vyzivanym pii sledovani hladiny darcovského chimerismu po alogennich
transplantacich HSC.

Experimentalni c¢ast zahrnuje vySetfeni predtransplantatnich a nasledné
i potransplanta¢nich vzorkli u vybranych pacienti pomoci STR-PCR a fragmentacni
analyzy. Pomoci této metody byla provedena genotypizace 4 pacientll a jejich darct
a analyzovano 19 potransplanta¢nich vzorkli, u nichz bylo sledovano postupné

ptfihojovani §tépu, remise a u 2 pacientl i relaps onemocnéni.



SUMMARY

This bachelor thesis is focused on allogeneic transplantations of hematopoietic
stem cells (HSCT) in patients suffering from hematologic malignancies. It describes
available methods for chimerism monitoring by molecular methods in case of patients,
who has undergone the HSC transplantation.

The theoretical part summarizes the information about stem cells -
hematopoietic stem cells in particular, and hematopoiesis. Furthermore, it deals with the
topic of HSC transplantations and the methods used for monitoring of donor chimerism
levels after the allogeneic HSCTs.

The experimental part presents pre-transplant and post-transplant analyses of
samples from 4 chosen patients. Analyses consist of genotypizations of the patients and
their donors and post-transplant evaluation of 19 samples. The method used in this case
is STR-PCR followed by fragment analysis performed on genetic analyser ABI 3100.

The engraftment, as well as remision and relaps have been detected.
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1. UVOD

Incidence nadorovych onemocnéni je v Ceské republice velmi vysoka.
Nezanedbatelnou skupinu nddorovych onemocnéni tvoii i hematologické malignity.
Uvadi se, ze zastupuji 4 % vSech diagnostikovanych onkologickych onemocnéni.
Postizena je hlavné kostni dfen, ptipadné dal$i organy, predevsim lymfatické uzliny.
Patologicka krvetvorba vznikd jako nésledek maligni transformace hematopoetické
kmenové buiiky (HSC, zangl. Hematopoietic Stem Cell) nebo z ni odvozenych
progenitorii. Takto pozménéné HSC ani progenitory nejsou schopné diferencovat do své
termindlni podoby a nekontrolovateln¢ se v kostni dieni mnozi a utlacuji fyziologickou
krvetvorbu. Casem dochézi k postupnému vyéerpani poolu fyziologickych bunék, ale
nové se v postizené dieni netvoii. Nedostatek krevnich elementi je provazen riznymi
pfiznaky v zavislosti na typu onemocnéni. Napi. pro leukémie je charakteristicka
anémie spojena s duSnosti a unavou, nachylnost k infekcim a velmi Casto patologie
krevniho srazeni. Nékteré jiné hematologické malignity maji vliv i na dal$i organy
spojené s krvetvorbou - ¢asto 1ze u pacientit s polycythemia vera ¢i dalsimi malignimi
onemocnénimi pozorovat zvétSeni sleziny nebo jater zplsobené odstraiovanim
nadbyte¢nych bun€k. VSechna tato onemocnéni ovliviiuji zavazné mnoha zptsoby cely
organismus. Proto je dllezité je vcas zachytit, rychle a spravné diagnostikovat
a nasledné zvolit vhodny 1é¢ebny postup.

Jako jedna z moznosti 1é¢by hematologickych malignit se v moderni medicing
vyuzivd chemoterapie a transplantace hematopoetickych kmenovych bunck (HSCT
zangl. Hematopoietic Stem Cell Transplantation). Cilem této 1é¢by je nahradit
patologickou krvetvorbu zdravou funk¢ni kostni dieni darce a také maximalné vyuZit
potencidlu §tépu proti rezidudlnim nadorovym bunkdm pacienta. Kontrola uspéSnosti
transplantace HSC se v laboratorni praxi provadi sledovanim hladiny bunééného
chimerismu. Ta je dana procentudlnim zastoupenim darcovskych bunék (leukocyti)
v analyzovaném vzorku periferni krve ¢i kostni dien¢ a sleduje se pomoci raznych
molekularné biologickych metod. V praxi jich existuje nékolik. BéZné pouzivana je
STR- PCR, 1 kdyz citlivéjsi metodou je JPCR. Analyza bunécného chimerismu slouzi
jako kontrolni mechanismus pii sledovani pacientti po alogenni HSCT a k Casnému

odhaleni ptipadného relapsu onemocnéni nebo odhojeni Stépu.



2. CIL PRACE

Bakalatska prace na téma Sledovani hladiny bunécného chimerismu u pacientii

po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunek se sklada z teoretické

a experimentalni ¢asti.

Cilem teoretické casti (viz kapitola 3. Soucasny stav resené problematiky) bylo

vypracovani literarni reSerSe zalozené na informacich z aktualné dostupné védecké

literatury zabyvajici se problematikou spojenou s tématem prace. Tato ¢ast zahrnuje

nasledujici témata:

Kmenové bunky se zaméienim na HSC
Transplantace HSC
Bunéény chimerismus

Metody stanoveni buné¢ného chimerismu uzivané v laboratorni praxi

Cilem experimentalni ¢asti (viz kapitoly 4. Material a metodika, 5. Vysledky a 6.

Diskuze) bylo zvladnuti metodiky a praktické provedeni vysSetfeni hladiny bunééného

chimerismu na vybraném souboru pacientii po alogenni HSCT. Analyza a vyhodnoceni

vysledku se skladaly z nésledujicich ¢asti:

Genotypizace vybranych STR lokusi u pifijemce a jeho darce pomoci simplex
fluorescenéni PCR s naslednou fragmentacni analyzou PCR produktu

Urceni informativity jednotlivych STR lokusi pro dvojici pfijemce - darce
Potrasplantacni  vySetfeni vzorkli vybranych pacienti se stanovenim

procentualniho zastoupeni hladiny darcovského chimerismu u piijemce



3. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1. Kmenové burky

Transplantace v hematologii znamena pievod kmenovych bunék darce do
systému pacienta. VéEtSina bunék lidského téla ma omezeny pocet bunécnych déleni
a nachazi se v terminalnim diferencovaném stavu. Tento stav odpovida funkci bunky
v dané tkani té€la. Vyjimkou jsou tzv. kmenové bunky (SC, z angl. Stem Cells), které
jsou nediferencované a maji neomezenou schopnost proliferace. Stoji na pocatku
rozdilnych bunéénych linii, a pokud je potfeba, opakované se deli. Aby bunéénym
délenim a naslednou diferenciaci nedochazelo ke snizovani jejich poctu, je dalsi
dulezitou vlastnosti SC jejich sebeobnova zajisténa asymetrickym bunéénym délenim.
Pti déleni kmenovych bunék nedochazi ke vzniku dvou bunék identickych, naopak se
jedna nové vznikajici buika funkéné specializuje a druha zdstava ve
stejném nediferencovaném stavu, v jakém byla bunka matefska (Klabusay et al., 2005).

Podle plasticity neboli schopnosti diferenciace do ontogeneticky rozdilnych linii
Ize SC rozdélit do ¢tyi kategorii:

e Totipotentni kmenové bunky jsou schopné vytvofit jakékoliv bunky v téle.
Jedingm znamym piikladem kmenové bunky se schopnosti totipotence je
zygota.

e Pluripotentni kmenové bunky stoji na pocatku bunééné linie diferencujici do
jakékoliv bunky téla s vyjimkou trofoblastu. Pluripotentnimi SC jsou napt.
buiikky embryondlni.

e Multipotentni kmenové buiky jsou specializované pouze pro tvorbu bunék
konkrétni tkdné. Mezi multipotentni bunky patii kmenové bunky
mezenchymové, nervové nebo hematopoetické.

e Oligopotentni kmenové builky déavaji vzniknout pouze specifickym liniim
bun¢k. Jako kmenové bunky se schopnosti oligopotence oznacujeme napf.
progenitorové bunky lymfoidni nebo myeloidni fady krevnich elementt (Bindu

& Srilatha, 2011).
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3.2. Hematopoetické kmenové bunky

Konkrétnim piikladem bunécné linie, ve které postupnou diferenciaci vznikaji
vysoce specializované bunky, je fada odvozena od hematopoetické kmenové buriky.
Diferenciace multipotentni HSC je indukovana rastovymi faktory charakteristickymi
pro kazdé stadium vyvoje krevnich elementd. V jejim pribéhu vznikaji z HSC buiky
zamétené na tvorbu jednotlivych fad krevnich elementl (viz Obr. 1). Podle toho, jak
dlouho je kmenova burika schopna diferencovat do vSech typu krevnich elementu, je
délime na LT-HSC (z angl. Long Term), IT-HSC (z angl. Intermediate Term) a ST-HSC
(z angl. Short Term). HSC proliferuje a asymetrickym délenim z ni vznikaji
oligopotentni bunky oznacované jako progenitory. Pti diferenciaci krevnich elementl
rozliSujeme 2 zakladni progenitory, CMP (z angl. Common Myeloid Progenitor) a CLP
(z angl. Common Lymphoid Progenitor). Dale z nich vznikaji MEP (z angl.
Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitor), GMP (z angl. Granulocyte-Macrophage
Progenitor), CDP (z angl. Common Dendritic Progenitor) a LMPP (z angl. Lymphoid-
primed Multipotent Progenitor). Tyto buiky dalsi diferenciaci vytvaii prekurzory
konkrétnich krevnich elementl. Z nich postupné vznikaji termindln¢ diferencované
krevni elementy. V myeloidni linii jsou to erytrocyty, trombocyty, monocyty,
makrofagy, zanétlivé dendritické buniky, dendritické buiikky a granulocyty. V ptipadé
lymfoidni linie jsou terminalné diferencovanymi elementy NK (z angl. Natural Killers)
bunky, NK T-lymfocyty, T-lymfocyty a B-lymfocyty (Manz & Boettcher, 2014; Orkin
& Zon, 2008).

Haematopoietic o\ Limited self-renewal
progenitor cells (HPCs) cme @ LMPP J Extensive proliferation

MEP GMP GED cLp

NK cell NKT cell

. ~
haematoj poietic / & @ i/j ( \.S
cells
Q@ Monocyte Macrophage K874/

Platelets Granulocyte
e % © @
ENythrocyte  nfammarery DC Beell Teell
{ i

Myeloid lineages Lymphoid lineages

Obr. 1: Schéma diferenciace jednotlivych krevnich elementt

(Ptevzato z: Manz & Boettcher, 2014)
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Hematopoéza je komplexni proces, béhem néhoz muze dojit k transformaci
HSC a vzniku maligniho onemocnéni. Hematologické malignity jsou zplsobeny
nadorovou transformaci bud’ piimo HSC nebo n€kterych progenitori ¢i prekurzora
(Bernt & Armstrong, 2009). Onemocnéni se projevuji riznymi zpusoby. Pfiznaky jsou
zpusobeny nedostatkem fyziologickych bunék, jejichz pocty se vycCerpaji a nasledné
dochazi k produkci pouze patologickych kloni. To ma dopad na fungovani celého

organismu a je dilezité onemocnéni v¢as diagnostikovat a 1éCit.

3.3. Transplantace kostni diené

Existuje nékolik moznych pfistupt k 1é¢b€é maligniho onemocnéni
hematologického charakteru. V klinické praxi se dnes nejcastéji vyuZiva chemoterapie,
radioterapie ¢i transplantace HSC (HSCT =zangl.  Hematopoietic Stem Cell
kombinuji (Hatzimichael & Tuthill, 2010). Pti zvazovani HSCT se zohlediiuje mnoho
faktorii - diagndza, vek a zdravotni stav pacienta, ale 1 moznost 1é¢by jinou jednodussi
metodou. Napt. u pacientll trpicich chronickou myeloidni leukémii existuje mozZnost
vyuziti cilenych inhibitorti kindz. Tato 1éCebna strategie je méné rizikova nez samotna
transplantace a zaroven maji pacienti velmi dobrou odpoveéd’ na 1é¢bu (Gratwohl, 2002).

Po dohod¢ odborniki transplantaéniho programu o provedeni HSCT
a nasledném souhlasu pacienta s 1é€ebnym postupem nastava hledani vhodného darce
v rodin¢ (Logue & Savani, 2013). V piipadé, ze neni v rodin¢ nalezen vhodny darce
s odpovidajici shodou v HLA (z angl. Human Leukocyte Antigen) systému, je mozné
zahajit search v registru, tj. databazi darct kostni diené (Slovacek et al., 2005). V CR
existuje pro tyto Gidely databaze pod nazvem Cesky narodni registr darcti kostni diené,
ktery spolupracuje i s registry v zahrani¢i (Jindra, 2014).

Po nalezeni vhodného darce zacind piipravny reZzim pacienta. Sklada se
z chemoterapie. Chemoterapeutika maji za ukol eliminaci HSC pfijemce a uvolnéni
mista ve dfeni pro transplantované bunky $tépu. Také dochazi k vytazeni imunitniho
systtmu a pacient je vtomto obdobi velmi nachylny k infekcim (Gyurkocza &

Sandmaier, 2014). Proto cely proces probiha ve specidlnim rezimu na transplantacni
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jednotce, kde je velmi pfisny hygienicky rezim a pokoje maji specidlni HEPA filtraci
vzduchu (Cetlova, 2013).

Odbér darcovych HSC miize byt provadén nékolika zptisoby. NejpouzivanéjSim
zdrojem CD34+ kmenovych bunék jsou periferni kmenové buiiky (PBSC, z angl.
Peripheral Blood Stem Cells). PBSC se v krevnim ob¢hu nachazi fyziologicky, ale
jejich mnozstvi neni dostate¢né pro transplantaci. Proto je pfed odbérem nutné
PBSC mobilizovat. Jako mobilizace se oznacuje stimulace kostni difené s néaslednym
vyplavenim vétSiho mnozstvi PBSC do krevniho ob¢hu darce. K tomu se vyuzivaji
ristové faktory bilych krvinek G-CSF (z angl. Granulocyte Colony-Stimulating Factor),
které se darci aplikuji pted sbérem. Vyplaveni PBSC z kostni dfené trva nékolik dni
a dosazeni dostate¢né koncentrace CD34+ bunck v periferni krvi se monitoruje pomoci
pritokové cytometrie. V piipadé, Ze je mnozstvi PBSC v krvi optimélni, je provedena
separace CD34+ bunék pomoci specialniho pfistroje, tzv. separatoru (Jansen et al.,
2002). PBSC se v dnesni dobé¢ vyuzivaji jako zdroj HCS ve vétsing ptipadu - az v 80 %.
Existuji v8ak 1 dal$i zdroje HSC, ke kterym se pfistupuje v ptipadé, Ze z néjakého
divodu neni mozné PBSC mobilizovat (Czerw et al., 2016).

Druhou moznosti ziskani HSC je trepanobiopticky odbér drenové krve. Jako
misto odbéru se nejcastéji pouziva lopata kycelni kosti. Trepanobiopsie ma v porovnani
s odbérem PBSC nékolik nevyhod. Samotny odbér dieniové krve je invazivnéjsi
a rizikov§j$i pro darce a to predevsim kvili tomu, Ze se tato metoda provadi v celkové
anestézii (Alwasaidi & Bredeson, 2014). Navic jsou HSC ziskané trepanobioptickym
casto obsahuje nejen CD34+ HSC, ale i mnohé balastni ¢astice - napi. kousky kosti,
tukové cCastice nebo krevni srazeniny. Balastni slozky je nutné ze Stépu pred
transplantaci odstranit (Ramakrishnan et al., 2013).

Dal$im moZnym zdrojem pro vytvorfeni St€pu jsou kmenové bunky, které byly
uchovany po porodu z pupecnikové krve. Problémem je ale nedostatecny pocet bunék
obsazenych v pupec¢nikové krvi a jeji odebrané mnozstvi od jednoho darce. Tento
zpiisob se dnes vyuziva minoritn¢ (Broxmeyer, 2010).

Po odbéru HSC nasleduje Uprava bun¢k do podoby Stépu. Vytvorenym
transplantatem je suspenze CD34+ HSC. Podané mnozstvi CD34+ bunék se stanovuje

individualné pro kazdého pacienta zvlast’ podle jeho télesné vahy (Czerw et al., 2016).
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Samotna transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k (viz Obr. 2) je proces,
béhem kterého je piijemci podan S§tép ve formé infuze. Darcovské HSC krevnim
feCiStém putuji do kostni dfen€, kde nachazi své mikroprosttedi oznacovaného jako
niche a usazuji se zde. Toto mikroprostiedi je nezbytnou podminkou piihojeni $tépu
a regenerace hematopoézy. Ptihojeni $t€pu a obnova krvetvorby po transplantaci PBSC
trva asi 2 tydny (Hatzimichael & Tuthill, 2010).

Kostni diefi ddrce Cévni systém ddrce Cévni systém Kostni dieii pfijemce

prijemce

Myeloidni
fada

krevniho obé&hu Lymfoidni

fada

| |
| |
| |
| |

HSC l I Usazeni HSC v kostni dieni
I HSC I Pfihojeni $tépu

HSC ' — _'7.__,___7_ Obnova krvetvorby
-~ T | pa—| .
— : HSC : HSC : T

&) | | | wo
| | |
I | |

Mobilizace HSC do l Plazmaferéza I Infiize Stépu I

| | |
| | |
| | |
| | |

Obr. 2: Schéma alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

(Upraveno podle: Hatzimichael & Tuthill, 2010).

Podle ptvodu hematopoetickych kmenovych bunék ve S$tépu délime
transplantace na dva typy - autologni a alogenni. Autologni transplantace je podani
Stépu, ktery pochazi z HSC bungk pacienta, jez mu byly odebrany v obdobi remise
onemocnéni. Autologni transplantace se vyuziva, je-li nutné nasadit maximalni davky
chemoterapie (napf. u lymfomid ¢i mnohocetného myelomu). Zajistuje obnovu
krvetvorby po jejim podani. Ma své vyuziti i u pacientd, kteti byli indikovani k alogenni
HSCT, ale nebyl pro n¢ v registru ¢i rodin¢ nalezen vhodny darce (Ali et al., 2015).
Hlavni vyhodou je to, Ze se jedna o bunky télu vlastni se shodnymi leukocytarnimi
antigeny (HLA). Nevyhodou autologniho transplantatu je cCastéj$i vyskyt relapsu
onemocnéni diky mozné kontaminaci transplantatu ptvodnimi nadorovymi burikami

(Slovacek et al., 2005).
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Pii alogenni transplantaci jsou HSC bunky stépu ziskany od darce, at’ jiz HLA
kompatibilniho ptibuzného ¢i nepfibuzného cloveéka (Slovacek et al., 2005). V tomto
piipadé je zasadni zvolit vhodného darce, aby se pfedeslo moznym potransplantacnim
komplikacim. Pfi jeho vybéru se zohlediiuje vék a zdravotni stav. Velmi dulezitym
faktorem je také co nejvy$si imunologicka shoda v HLA systému (Rafeah & Fadilah,
2009). Jelikoz je HLA identita jedince dédicnd, vhodnymi darci Casto byvaji ptibuzni,
nejcastéji sourozenci. Specifickym typem alogenni transplantace mezi sourozenci je
transplantace syngenni, kdy je darcem jednovajecné dvojce. Jednovajecnd dvojcata si
jsou navzajem idealnimi darci, protoze jejich geneticka informace je identicka. Odpadaji
komplikace imunitniho pavodu. Ovsem vzhledem Kk incidenci hematologickych
onemocnéni u jednovaje¢nych dvojéat se vyskytuji tyto transplantace raritné (Gratwohl,
2002).

Jelikoz jsou transplantované HSC vV pfipadé alogenni HSCT télu piijemce
cizorodé, setkani darcovskych leukocytl s tkanémi piijemce by mohlo vyvolat imunitni
odpovéd’. Je tedy nutné transplantaci doplnit o imunosupresivni 1écbu. Ta ma za kol
regulovat imunitni reakci §tépu do té miry, aby se ptedeslo vzniku tzv. nemoci §tépu
proti hostiteli (GvHD, z angl. Graft versus Host Disease). Zarovenn ma zpomaleny
rozvoj imunity i sv4 negativa. Imunosupresiva prodluzuji dobu, po kterou ma pacient
snizenou obranyschopnost a je tedy velmi nachylny ke vSem infekcim. Navic sniZzeny
pocet leukocytl ma za nasledek i omezeni tzv. efektu st€pu proti nadoru (GvT, z angl.
Graft versus Tumor Effect). Pii vybéru konkrétniho imunosupresivniho rezimu je tedy
nutné urcit davkovani tak, aby se zamezilo vzniku GvHD a zaroven nebyl pfili§ naruSen

1écebny mechanismus GvT (Bouchlaka et al., 2010).

3.4. Potransplantacni jevy

Pokud byla transplantace provedena Uspé€$né a maligni onemocnéni vyléceno,
nastavd obdobi remise. Ta mulze byt docasnd a je dilezité pravidelné pacienty
monitorovat (Khan et al., 2004).

Jednou z moznych potransplanta¢nich komplikaci je rejekce neboli odmitnuti
Stépu. To ale neni u transplantaci HSC, na rozdil od transplantaci pevnych organd, ptilis

béZznym jevem (Jaing, 2011).
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Naopak znamou komplikaci je tzv. nemoc §tépu proti hostiteli (viz Obr. 3a).
GvHD je zanétlivy proces, kdy buniky alogenniho Stépu reaguji na bunky piijemce. Ty
jsou povazovany za cizorodé a transplantované imunocyty se je snazi eliminovat.
Imunitni reakce se nejCastéji projevuje kozni vyrazkou, prijmem a nevolnosti, ale
1 z&vaznymi poruchami jater, gastrointestindlniho traktu nebo Zzlaz s vnitini sekreci.
Podle doby od transplantace do projeveni ptiznaki rozliSuje formu akutni (do 100 dni
po HSCT) a chronickou (100 a vice dni po HSCT). Pokud dojde k rozvinuti GvHD,
1é¢ba probiha pomoci kortikosteroidi (Bouchlaka et al., 2010).

Dalsim potransplanta¢nim jevem je tzv. reakce S§té€pu proti nadoru (GvT) (viz
Obr. 3b). Na rozdil od GvHD neni GvT potransplantacni komplikaci, ale 1é¢ebnym
mechanismem. V piipadé¢ GvT bunky S$tépu reaguji proti rezidualnim bufikam nadoru,
které nebyly dfive eliminovany chemoterapii, a ni¢i je. Objev tohoto efektu dovolil
snizit hladinu chemoterapeutik v pfipravném rezimu na mén¢ toxickou davku a vyrazné
zvysil Sance na pieziti i uspésné vyléeni pacientd (Gyurkocza & Sandmaier, 2014).

I pfes eliminaci bun€k nadoru pomoci efektu GvT casto v téle malé procento
maligné transformovanych bunék zistava. Takovyto stav se nazyva minimalni zbytkova
choroba (MRD, zangl. Minimal Residual Disease). MRD se neprojevuje Zadnymi
klinickymi pfiznaky. Navic mnozstvi bunék je €asto pod detekovatelnou hranici metod

uzivanych pro jeji stanoveni (Khan et al., 2004).

a GVHD
Donor T cells

Alloreactive \ Host target cell
[®
Tumour- @:@

reactive

b GVT activity
Donor T cells

Tumour cell
Alloreactive \
Q)
Tumour- /
reactive @*

Obr. 3: Schématické zobrazeni potransplantacnich jevi - reakce stépu proti hostiteli (a),

efekt stépu proti nadoru (b) (Upraveno podle: van den Brink & Burakoff, 2002)
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3.5. Bunéény chimerismus

Po provedeni transplantace je nutné pacienta nadale sledovat. Jako sledovaci
nastroj se vyuziva tzv. bunéény chimerismus. Tento termin oznacuje stav, kdy se v téle
jednoho jedince nachdzi buinky pochdzejici ze dvou nebo vice zygotickych linii.
U pacienti po HSCT timto terminem oznacujeme piitomnost krevnich elementi
nesoucich genetickou identitu déarce. Podle poméru zastoupené DNA v krevnich
bunkach rozliSujeme né€kolik hladin chimerismu. Pokud analyzované leukocyty pochazi
od darce v méné nez 99 %, oznacujeme tento stav jako smiseny chimerismus (viz Obr.
4). V pripadg, ze jsou krevni elementy ve vzorku odvozené z darcovské linie zastoupeny
v rozsahu 99,0 - 99,9 %, jedna se o tzv. mikrochimerismus. Pokud jsou ve vzorku
leukocyty nesouci pouze genetickou informaci darce, je tento vysledek oznac¢ovan jako

kompletni darcovsky chimerismus.

Recipient with CLL Mixed hematopoietic chimera Complete hematopoietic chimera
with residual CLL without CLL

Reducedrm!ens\l?"\—; ?)E)/ \ E)E)/
preparation P) P)

Infusion of hematopoietic Infusion of donor
stem cells lymphocytes

Obr. 4: Schématické zobrazeni smiSeného chimerismu na ptikladu pacienta

s chronickou lymfatickou leukémii (CLL) (Ptevzato z: Copelan, 2006)

Velkou vypovidajici hodnotu o stavu pacienta po alogennich HSCT mé nejen
aktualni stav hladiny buné¢ného chimerismu, ale 1 jeho vyvoj v ¢ase po transplantaci.
Jsou znamy piipady, kdy u pacientd v dlouhodobé remisi dosSlo k poklesu hladiny
darcovského chimerismu (Liesveld & Rothberg, 2008). Takovy vyvoj miize naznacovat

relaps, ktery musi byt potvrzen i pomoci jinych metod, pfedev§im imunofenotypizacné
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(Al-Mawali et al., 2008). Existuji ale i ptipady, kdy je u jedince detekovana opakované
stabilni hladina smiSeného chimerismu. To nemusi znamenat vyskyt relapsu, ale pouze
ptitomnost minoritniho podilu ptivodni piijemcovy krvetvorby (Liesveld & Rothberg,
2008).

V nékterych piipadech se hodnota chimerismu muze lisit i mezi jednotlivymi
typy leukocyt. Stanoveni chimerismu tedy nemusi probihat jen celkové ze vsech
leukocytli analyzovaného vzorku, ale 1ze vyhodnocovat ptivod konkrétni bunécné linie.
Provést stanoveni na separovanych bunécnych populacich je vhodné prave pti stabilnim
vyskytu smiSeného chimerismu. Specifické linie leukocyti se izoluji separaci na
zakladé CD znaki (z angl. Cluster of Differentiation). Napt. lze odlisit CD3+
T lymfocyty od CD15+ neutrofili, eozinofili a mononuklearnich bun¢k. A diky této
moznosti lze presné zjistit, ve které bunécné linii pacient odhojil ¢i nese smiSeny

chimerismus (Horky et al., 2009).

3.6. Metody stanoveni bunécného chimerismu

3.6.1. Stanoveni na zakladé bunéénych determinant

V klinické praxi se bunéény chimerismus pouZziva jako testovaci nastroj
od druhé poloviny 20. stoleti. V dob¢, kdy jesté nebyly znamé a hojné vyuzZivané
molekularné-biologické metody, se chimerismus stanovoval pomoci riznych bunéénych
determinant. Vyuzivala se typizace pomoci erytrocytarnich antigenti v piipad¢, ze darce
a prijemce méli rozdilné krevni skupiny a Rh faktor (Liesveld & Rothberg, 2008).
RozliSeni na zakladé antigenti na membrané ¢ervenych krvinek probihalo na principu
shlukovani, tzv. aglutinaci (Roy et al., 1990). Tato metoda méla ovSem jednu velkou
nevyhodu. Pacientim po transplantaci musela byt ¢asto podavana transfize erymasy.
Vzhledem k zivotnosti erytrocytl zistavaji tyto buiniky v krevnim ob&hu po dobu zhruba
120 dni. Béhem tohoto obdobi nebylo mozné chimerismus touto metodou stanovovat,

jelikoz erytrocyty pochazejici z transfuzi zkreslovaly vysledky analyzy (Blume et al.,
1980).
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V piipad¢ determinant vazanych na leukocytdrni membranu bylo mozné analyzu
provadét ihned po ustdleni nové krvetvorby. Tento posun v rychlosti stanoveni
chimerismu vyrazné zlepsil moznost predikce relapsu nemoci a zvysil ispésnost HSCT.
Dalsi moznou alternativou této metody bylo vyuziti determinant v podobé
leukocytarnich isoenzymi. Jako piiklad 1ze uvést fosfoglukomutdzu obsazenou
v lymfocytech. Mononuklearni buiiky byly nejprve oddéleny pomoci centrifugace
V hustotnim gradientu. Tato frakce se skladala pfevazné z lymfocytii. Nésledné byly
bunky lyzovany a enzymaticka Cast byla z lyzatu odd€lena pomoci centrifugace.
Enzymy byly dale separovany pomoci elektroforézy v 10% skrobovém gelu, béhem niz
se délily podle své velikosti. Délka proteinu je variabilni a proto bylo mozné podle
umisténi bandii rozliSit isoformy tohoto enzymu pfislusici bud’ dérci, anebo piijemci.
(Schmidt et al., 1979).

Dalsi variantou bylo stanoveni chimerismu s vyuzitim HLA antigent. V této
metod¢ se HLA identita darce a pfijemce ur€ovala pomoci monoklonalnich protilatek.
Nejprve byly pfipraveny razné typy protilatek, které charakteristicky reagovaly
S povrchovymi antigeny B a T lymfocyti déarce a piijemce. Typizace lymfocytl
probihala pomoci prutokové cytometrie. Bunky byly selektovany na zakladé rtiznych
kritérii, napf. pomoci monoklonalnich protiladtek a nepfimé imunofluorescence.
Chimerismus byl nasledné vypocten z poméru bun€k s HLA identitou darce a piijemce.
Jak se posléze zjistilo, ani HLA jako markery ale nebyly vhodnym feSenim.
U transplantaci HSC je totiz vyZadovana co nejvyssi shoda v téchto znacich, aby se
ptredeslo vzniku GvHD (Reinherz et al., 1982).

U pacientil se shodnymi HLA bylo mozné stanovovat chimerismu sledovanim
i jinych determinant - napt. pomoci rozdila v imunoglobulinech, tzv. alotypech. Alotypy
jsou produkty rliznych alel t¢éhoZz genu kodujiciho urcity typ fetézce imunoglobulint.
Vysledkem exprese rozdilnych alel jsou unikétni epitopy, které se daji odliSit
sérologickym vySetfenim (Jefferis & Lefranc, 2009). Pii analyze chimerismu pomoci
téchto determinant se pouzivaly pro odliSeni darcovskych a pacientskych
imunoglobulint polymorfismy v tézkych fetézcich gama a lehkém fetézci kappa.
Detekce konkrétniho typu imunoglobulinii probihala pomoci aglutina¢niho inhibi¢niho

testu (Sparkes et al., 1979; Witherspoon et al., 1978).
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3.6.2. Klasické cytogenetické metody

Pozd¢&ji se pro stanoveni bunécného chimerismu zacalo vyuzivat i klasickych
cytogenetickych  metod. Konkrétné se cytogenetika uplatiovala v piipadé
sex-mismatched transplantaci, kdy se jako markery pouzivaly pohlavni chromozomy X
a Y. (Ginsburg et al., 1985). Detekce gonozomu v metafazi slouzila k urceni poctl
bun¢k darce a prijemce, z nichz byl poté vypocitan procentualni pomér (Blume et al.,
1980). U transplantaci, kdy byl darce i pfijemce stejného pohlavi, bylo mozné piivod
bunék rozlisit na zaklad¢ rozdili v morfologii chromozomu. Jednou z moznosti bylo
analyzovat odliSnosti mezi skupinami D a G obecné. Také bylo mozné odlisit jedince na
zakladé polymorfismu chromozomi 1, 9 a 16 (Roy et al., 1990). U téchto chromozomu
jsou totiz zndmé mnohé variability v konstitutivnim heterochromatinu, které mohou
slozit jako markery (Hsu et al., 1987). Dalsi moznosti bylo sledovani ptitomnosti
specifickych chromozomovych aberaci typickych pro dané onemocnéni (Blume et al.,
1980). Stanoveni chimerismu na zaklad¢ analyzy chromozomi pomoci klasické
cytogenetiky bylo ale velmi ¢asové ndroné a nebylo ani dostate¢né citlivé a pfesné,

proto se od n&j brzy upustilo (Baron & Sandmaier, 2006).

3.6.3. RFLP

Technologicky pokrocilejSim pfistupem k analyze bunééného chimerismu bylo
vzorky analyzovat pomoci metod molekularni biologie. Vyuzivalo se metody stanoveni
délkového polymorfismu restrikénich fragmentt (RFLP, z angl. Restriction Fragment
Length Polymorphism). V tomto piipadé se nejprve z bunék vyizolovala DNA, ktera
byla posléze nastépena restrikénimi endonukledzami. Fragmenty DNA ziskané pomoci
RFLP byly poté rozdéleny pomoci gelové elektroforézy, z gelu byly pfeneseny na
membranu a vizualizovany audioradiografii na zaklad¢ znaceni radioaktivnim fosforem
%p nebo pomoci Southern blottingu  (Liesveld & Rothberg, 2008). Vysledné
kvantitativni stanoveni chimerismu vychazelo z porovnani délkového polymorfismu
vzorkil s pfedem ziskanymi vzorky pacienta a darce (Roy et al., 1990). St&penim

vzniklé fragmenty se liSily svou délkou, kterd byla specifickd pro piijemce i1 darce.
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Rozdily v délkach fragmentli byly zplsobeny bodovymi mutacemi v restrikénich
mistech (Knowlton et al., 1986). Ackoliv bylo vyuziti RFLP pro stanoveni chimerismu
krokem Kk pifesné&jsi analyze, citlivost metody se stale pohybovala nad hranici detekce
mikrochimerismu (Bader et al., 2005). Dalsi nevyhodou byl ¢as potfebny k provedeni
metody, kterd trvala nékdy i n¢kolik dni a vyzadovala velké mnozstvi laboratornich
ukont. Navic bylo pro RFLP nutné dodat velké mnozstvi kvalitni vstupni DNA, kterou
bylo u leukopenickych pacienti po transplantaci obtizné ziskat (Liesveld & Rothberg,
2008).

3.6.4. XY-FISH

Bé&zné uzivanou metodou, ktera byla vyrazné rychlejsi, byla fluorescenéni in situ
hybridizace na pohlavnich chromozomech (XY-FISH) (Baron & Sandmaier, 2006).
Vyhodou XY-FISH bylo také to, ze na rozdil od klasickych cytogenetickych metod
nebyly Kjejimu provedeni potfeba mitotické bunky. Princip XY-FISH spocival
v hybridizaci sond znacenych riizné barevnymi fluorochromy na pohlavni chromozomy
X a Y. Napf. bylo mozné detekci provést pomoci znaceni chromozomu Y
komplementarni sondou s navdzanym biotinem, ktery hybridizoval s avidinem
konjugovanym s Texaskou cerveni. U Y chromozomu bylo moZné mikroskopicky
detekovat Cervené fluorescencni zafeni. Chromozom X byl znacen sondou s navazanym
digoxigeninem a v reak¢éni smési se nachazely protilatky proti digoxigeninu znacené
fluoresceinem. Pokud doslo k navazani protilatek na digoxigenin, bylo mozné detekovat
zelené zateni (viz. Obr. 5). V buiikkach muZe byly nalezeny Cervené i zelené znafené
chromozomy, zatimco v buiikdch Zeny byly oba pohlavni chromozomy znaceny zelené
(Martin, 2016). Nasledné¢ bylo mozné kvantitativné stanovit hladinu bunécného
chimerismu jako pomér bunék nesoucich kombinaci XX a XY (Najfeld et al., 1997).

Vzhledem k vyuziti pohlavnich chromozomt jako determinacnich znakt bylo
mozné tuto metodu vyuzivat pouze pti Sex-mismatched transplantacich. Dalsi limitaci
byla i obCasnd ztrata chromozomu Y. Ta miZe byt zplUsobena napf. aberantnim
procesem déleni, kdy ke ztrat€¢ Y chromozomu dochdzi u nadorovych bunék (Martin,

2016).

21



Obr. 5: Stanoveni chimerismu pomoci FISH v separovanych granulocytech - Cerveny
signdl nesou chromozomy X a zeleny chromozomy Y. Ve vzorku se nachazi pouze
bunky s kombinaci XY, coZ odpovida 100% darcovskému chimerismu.

(Upraveno podle: Martin, 2016)

3.6.5. STR-PCR

Nejbéznéji uzivanou metodou pro analyzu hladiny bunééného chimerismu je
STR-PCR (z angl. Short Tandem Repetitions - Polymerase Chain Reaction). STR
(z angl. Short Tandem Repetitions) jsou tandemové repetice nachazejici se v genomu
prokaryot i eukaryot. Tyto sekvence se vyznacuji typickou strukturou tvofenou
opakujicimi se motivy, které jsou umistény za sebou. Repetitivni motiv ma délku 2-10
pari bazi. Rozlozeni mikrosatelitd v genomu neni ndhodné. Nachazi se predevsim
v nekodujicich oblastech DNA, jako jsou teloméry ¢i centromerické oblasti, ale velmi
ojedinéle i v koédujicich oblastech (Vieira et al., 2016). Jejich mnozstvi v genomu je
druhové specifické. Uvadi se, Ze mikrosatelity u ¢lovéka zastupuji okolo 3 % genomu
(Tiercy, 2011).

Mikrosatelitni alely vykazuji vysoky polymorfismus. V jednom STR lokusu
existuje v populaci mnoho variant alel a jednotlivé alely se od sebe vzajemné lisi
poctem repetic (Hashiyada, 2011). Takovy polymorfismus se nazyva délkovy.
Existence velkého poctu alel je zplisobena vyssi mutagenezi, fddove desetkrat castéjsi
nez v ostatnich castech genomu (Vieira et al., 2016). Jejich casty vznik je spojen

S opakujici se strukturou repetic. Jednim z mechanismd vzniku mutace mize byt
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sklouznuti polymerazy, tzv. DNA slippage. Podle vlakna, na kterém je replikace
docasné naruSena, se lisi vysledna mutace. V ptipad¢ sklouznuti polymerazy na nove
vznikajicim vlakné dochazi k adici a pocet repetic se zvysi (viz Obr. 6a). Pokud naopak
dojde k disociaci polymerazy z vlakna templatového, je nové syntetizované vlakno
o dany pocet repetic kratsi (viz Obr. 6b). Dalsi moznou pii¢inou vzniku mutaci v STR
muze byt chybna rekombinace. Dusledkem je nerovnomérny Crossing-over a zmeéna
poctu repetic - jeden z chromozomu v procesu ziska repetici navic a jeho rekombinantni

partner naopak stejny pocet repetic ztrati (Oliveira et al., 2006).
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Obr. 6: Mechanismus vzniku novych STR alel pomoci DNA slippage
(Ptevzato z: Ellegren, 2004)

Vyuziti mikrosateliti jako genetickych markerti je Siroké. Vychazi predevSim
z toho, ze STR jsou vysoce variabilni v ramci populace, a 1ze diky nim od sebe odlisit
jedince. Pouzivaji se pro identifikaci ptivodu vzorkt v klinické i forenzni medicing.
Dale se mikrosatelitni markery uplatiuji 1 pfi fylogenetickych analyzach ¢i urCovani
paternity. V téchto piipadech se vyuziva faktu, ze se alely STR lokust dédi podle
pravidel Mendelovské dédi¢nosti a maji mezi sebou kodominantni vztah (Oliveira et al.,
2006).

Metoda STR-PCR je zalozena na specifické amplifikaci vybranych
mikrosatelitnich alel. Skldda se ze dvou céasti - PCR amplifikace STR lokusi
pomoci fluorescenéné znacenych primerti a nasledné fragmentacni analyzy provedené
pomoci kapilarni elektroforézy. Nejprve se amplifikuji STR lokusy pomoci
polymerazové tetézové reakce (PCR, zangl. Polymerase Chain Reaction). Primery

Vv reakci jsou fluorescen¢né znaceny na 5° konci pomoci fluorochromu jako je napt. 6-
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FAM (modra), HEX (zelena) nebo TAMRA (Cerna) (Hancock et al., 2003). V reakci se
specificky vazou na tzv. flanking region, oblast obklopujici STR lokus. Takto
ohrani¢ené sekvence tandemovych repetic jsou amplifikovany in vitro v termocycleru.
Po skonceni PCR ziskavame velké mnozstvi kopii cilovych STR sekvenci znacenych
fluorochromem (Khan et al., 2004).

Nésleduje fragmentani analyza, jejiz princip je zalozen na klasické
elektroforetické separaci PCR produktl, které se deli podle své velikosti v tenké
kapilafe obsahujici specidlni polymer. Pii prichodu pies detektor jsou PCR produkty
ozéfeny laserem. Dochézi k excitaci fluorochromu, ten néasledné emituje fluorescencni
zafeni, jez je zachyceno pomoci CCD kamery a pfevedeno na signal. Vyhodnoceni poté
probiha ve specifickém programu (GeneMapper®, GeneMarker® aj.), kde jsou data
z kapilarni elektroforézy pievedeny na konkrétni elektroforetogramy obsahujici piky

specifické pro jednotlivé lokusy (viz Obr. 7) (Hashiyada, 2011).

Fluorescenéné znacné
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Obr. 7: Schéma fragmentacni analyzy (Autor: Klara Horackova)

Pfed samotnou transplantaci jsou analyzovany genotypy piijemce 1 darce
(viz Obr. 8). Ze ziskanych genotypti jsou vybrany informativni lokusy, které se dale
budou vyuZzivat jako markery pro potransplanta¢ni vySetieni. Volba konkrétnich lokust

zavisi na jejich informativit¢ a je vzdy specifickd pro kazdou transplantaci
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(Odriozola et al., 2012). Pti vybéru informativnich STR je nutné vzit v uvahu nékolik
faktorti. Na rozdil od diive uzivanych metod jako byla napt. XY-FISH, nehraje u STR-
PCR roli pohlavi. Nutné je ale zohlednit kombinaci alel pacienta a darce v daném
lokusu a rozdil v délce jejich alel (Nollet et al., 2001).
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Obr. 8: Genotypizace darce a ptijemce pied transplantaci (Autor: Klara Horackova)
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Potransplantacni vySetfeni se sklada stejn¢ jako genotypizace z PCR amplifikace

a fragmentacni analyzy. Z dat ziskanych z elektroforetogramti se stanovuji hladiny
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bunééného chimerismu. Pro vyhodnoceni je dulezita vyska i plocha piku, ktery oznacuje
danou alelu. Pro vypocet procentualniho zastoupeni darcovské krvetvorby se vyuziva
hodnot plochy pika (Hancock et al., 2003). Pii vybéru co nejpiesnéjsSiho zplisobu
vypoctu hraje roli konkrétni kombinace alel (viz Obr. 9). Vysledkem stanoveni hladiny
chimerismus je procentualni podil darcovskych bun¢k v analyzovaném vzorku (Nollet
etal., 2001).
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Obr. 9: Schéma moznych kombinaci alel pti vybéru informativniho lokusu pro analyzu

bunééného chimerismu (Upraveno podle: Nollet et al., 2001)

I kdyZz je STR-PCR piesnd a reprodukovatelna metoda, jsou znamé urcité
artefakty objevujici se bézné v elektroforetogramech. Casto se nachéazi fale$né pozitivni
vrcholy, tzv. stutter peaks. Ty jsou zptisobeny sklouznutim polymerazy béhem samotné
PCR amplifikace. Tyto vrcholy neodpovidaji realnym délkam alel a jsou pouze
o repetici krat$i. Proto je vhodné nevolit jako analyzovany lokus takovy, jehoz alely se
lisi jen o jednu repetici. Stutter peak od darcovské alely lezici v pozici, kde se nachazi
pacientska alela, by totiz mohl zkreslit vysledky hladiny chimerismu (Hancock et al.,
2003).

Citlivost STR-PCR je 1 % genotypu piijemce. Piesna hodnota citlivosti zavisi na
nekolika faktorech. Dulezity je rozdil délek alel mezi darcem a piijemcem. Roli hraje
také to, zda je kratsi alela darcovska nebo pacientskd, a to z diivodu lepsi amplifikace
kratSich sekvenci. Nejlepsi je tedy zvolit takovy lokus, v némz je alela pfijemce co

nejkrat$i. 'V neposledni tfad¢ zalezi 1 na poctu amplifikovanych alel. Roli hraje
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1 dodrzeni spravného laboratorniho postupu. Pfitomnost heteroduplexti totiz miize
citlivost také snizovat. Tomu se piredchazi denaturaci PCR produktl pted jejich
elektroforetickou separaci. Pti optimalizaci vybéru alel, napf. zvolenim kratSich alel
u piijemce, je mozné dosahnout citlivosti az 0,8 % (Hancock et al., 2003; Watzinger et
al., 2006). Primérné se vsak citlivost STR-PCR pohybuje v rozmezi 1-5 % (Bader et
al., 2005).

3.6.6. qPCR

Citlivost ptedeslych metod vyuzivanych pro stanovovani chimerismu, jako jsou
napf. XY-FISH nebo STR-PCR, se pohybuje kolem 1 %. Tento detekéni limit je
zaroven hranici pro detekci mikrochimerismu. S rozvojem novych laboratornich metod
se stale hledala nova citlivéjsi metoda, kterd by jej dokazala detekovat. Predpokladalo
pripadného relapsu. Metodou spliujici pozadavky citlivosti byla kvantitativni PCR
v realném case (qPCR, z angl. Quantitative Polymerase Chain Reaction) (Horky et al.,
2007).

Kvantitativni PCR v redlném case je zaloZena na amplifikaci cilové sekvence,
kdy pifi kazdém cyklu PCR dochédzi k vyhodnoceni mnozstvi kopii PCR produktu
pomoci intenzity fluorescence. Cela analyza probiha ve specidlnim termocycleru, ktery
je kromé zmény teploty schopen méfit emitované fluorescencni zafeni. Znaceni PCR
produktll mize byt provadéno riznymi mechanismy. Jedna moznost je kvantifikovat
vznikajici produkty pomoci zafeni vychéazejiciho z interkala¢niho barviva jako je napf.
SYBR® Green (viz Obr. 10D). Dale 1ze vyuzit fluorescenéné znacenych sond, které se
vazou na vnitini ¢ast amplifikované sekvence. Existuje né€kolik principti, na nichz
funguje fluorescence sond. U tzv. FRET sond (z angl. Flourescence Resonance Energy
Transfer) lze indukovat fluorescenci dualni hybridizaci dvou ¢asti sondy na blizké
oblasti sekvence (viz Obr. 10B). Piipadné¢ je mozné vyuzit mechanismu
tzv. molekularnich majakd, kdy zhaseCe (angl. Quencher) zateni fluorochromu
vV dvouvldknové konformaci sondy absorbuji. Pfi rozvolnéni vlasenkové struktury

béhem hybridizace sondy s vlaknem nukleové kyseliny se od sebe fluorochrom a zhasec
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oddali natolik, Zze je mozné fluorescenci detekovat. Na tomto principu funguji
napi. molecular beacons (viz Obr. 10E). Sondy obsahujici flourochrom a zhase¢ mohou
také emitovat fluorescenci pii své hydrolyze jako je tomu u TagMan® sond (viz Obr.
10A). V neposledni fadé je mozné vyuzit nejen fluorescenéné znacenych sond, ale
i primert. Konkrétnim piikladem mohou byt scorpion primery (viz Obr. 10C), jejichz
emise fluorescence probiha na stejném principu jako je tomu u molecular beacons

(Arya et al., 2005).
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Obr. 10: Princip chemismu qPCR - TagMan® sonda (A), FRET sondy (B), scorpion
primer (C), SYBR® Green (D), molecular beacon (E)
(Upraveno podle: Arya et al., 2005)

Po umisténi mikrozkumavek s reakéni smési do termocycleru trva zhruba
20 cykld, nez dojde k prvni méfitelné detekci emitované fluorescence. Pocet cykli pred
dosazenim detekéniho limitu se nazyva hodnota Ct (z angl. Threshold Cycle). Ct je
zavisla na nckolika faktorech - napf. na mife exprese konkrétniho genu i na mnoZzstvi
pocatecniho templatu. V tomto ptipad¢ plati, ze ¢im vice templatu se pouzije, tim nizsi
je detekéni limit. Emitovana fluorescence je métfena v redlném cCase béhem procesu
amplifikace. Po dokonceni PCR je zpoctu reakénich cyklli vytvofena amplifikacni
ktivka. Je to sinusoida zobrazujici logaritmus sily detekovaného fluorescenéniho

signalu na poctu probéhnutych cykli PCR.
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Z amplifikacni kiivky mizeme zjistit mnozstvi templatu odectenim koncentrace
na zakladé porovnani Ct hodnot se standardni kiivkou. Koncentrace cilového genu se
pak normalizuje podle hodnoty tzv. housekeeping genu. Pro absolutni kvantifikaci poctu
kopii je nutné vyuzit kalibra¢ni kiivku tvofenou Ct hodnotami 0 znamém poctu kopii.
Jako standard se pouziva napi. plazmid o dané koncentraci. Porovnanim hodnot
fluorescence analyzované sekvence s hodnotami referenéniho genu je pak mozné
vypocitat mnozstvi vzniklého PCR produktu.

Jako genetick¢é markery pro qPCR lze zvolit nékolik druht sekvenci. Jednou
z moznosti je u sex-mismatch transplantaci vyuzit specifické sekvence na chromozomu
Y jako je napt. gen USPIY (z angl. Ubiquitin-Specific Protease 9 gene on the Y)
(Fehse et al., 2001; Hall et al., 2003). V piipad¢ dvojic darce - piijemce se stejnym
pohlavim lze jedince odliSovat na zdklad¢ jednonukleotidovych polymorfismi (SNP,
z angl. Single Nucleotide Polymorphism) (Bai et al., 2006) ¢i kratkych Indel sekvenci
zalozenych na inzercich a delecich kratkych tsekii v DNA (Alizadeh et al., 2002).
Ve specifickych ptipadech, kdy je napt. u jednoho z dvojice pfitomnd nulova alela
(. alela, jejiz expresi nevznikd Zadny produkt), lze provézt stanoveni chimerismu
i pomoci ni (Jiménez-Velasco et al., 2005). Nulovou alelou mize mit napt. gen RhD,
ktery koduje antigen D Rh faktoru (Flegel, 2007). U HLA-mismatch transplantaci je
také mozné vyuzit této odliSnosti mezi pacientem a darcem jako markeru pro stanoveni
chimerismu (Lucas et al., 2005). Pfi pouziti riznych markeri se citlivost qPCR 1isi (viz
Tab. 1). Casto se ale riizné typy markerti pfi stanoveni chimerismu kombinuji, napt. lze
vyuzivat sekvence Indel spolu stémi, které jsou lokalizované na Y chromozomu,

a dosahnout tak co nejpiesnéjsim vysledkt (Horky et al., 2007).

Typ sekvence pouzité jako Detekéni limit chimerismu Publikace
marker
sekvence chromozomu Y 0,001% Fehse et al.. 2001
(USPYY gen)
nulova alela 0,01% Jiménez-Velasco et al., 2005
SNP 0,1% Bai et al., 2006
Indel 0,1% Alizadeh et al., 2002

Tab. 1: Citlivost gPCR v zavislosti na vybéru markeru
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Nejbéznéji se jako markery pii qPCR pouzivaji SNP a Indel sekvence. Pro oba
typy sekvenci je typicky tzv. bialelicky polymorfismus (BP, zangl. Biallelic
Polymorphism). Testované alely existuji pouze ve dvou variantach a lisi se od sebe bud’
zameénou baze v jednom nukleotidu jako je tomu u SNP anebo kratkym insertovanym
¢i deletovanym usekem v ptipadé Indel (Chen et al., 2011). SNP jsou povazovany
za nejbéznéjsi variabilni oblasti genomu - dva jedinci se mezi sebou lisi vice
nez milionem jednonukleotidovych substituci (Gineikiene et al., 2009). Stejné tak Indel
sekvence jsou v genomu pomérné Casté - zastupuji kolem 16 % genetické informace
jedinct. Na rozdil od jednonukleotidovych polymorfismi mohou byt Indel dlouhé
az 10 000 bp (Santurtun et al., 2014). BP sekvence vykazuji mensi miru mutageneze
nez napi. mikrosatelity, ale jeji Cetnost je stdle dostatecné velka pro odliSeni dvou
jedinct (Santurtun et al., 2017). Napt. substituce nukleotidu vedouci ke vzniku SNP
probiha s incidenci asi 5*10™ (Horky et al., 2007). I pies zvyienou mutagenezi maji BP
sekvence dostatecné stabilni primarni strukturu a je mozné je vyuzit pfi analyzach
chimerismu, ale napf. i paternity (Santurtun et al., 2017).

Pfi stanoveni hladiny bunééného chimerismu pomoci qPCR je nutné nejprve
genotypizovat darce a piijemce. To se provadi identifikaci pozitivnich a negativnich alel
pomoci qPCR. Pozitivni alela je takova, jejiz Ct hodnota je v rozmezi 20 az 23 cykld.
Negativni alela m4 naopak hodnotu Ct vyssi nez 36 cyklh. Alely amplifikujici se
mezi 23 a 36 cykly nejsou pro odliSeni pacienta a darce vhodné a nepouZivaji se
jako markery. Ke vzorku DNA darce i pfijemce jsou pfidany primery a sondy specifické
pro vybrany pocet lokust ve stejném mnozstvi, se kterym bude pozd¢ji provadéno
stanoveni  potransplantaéniho  chimerismu. Podle vysledki  shody pozitivnich
a negativnich markeri darce a piijemce jsou zvoleny informativni lokusy.
Za informativni lokus je povazovan ten, v némz ma darce i1 piijemce odlisné alely.
Amplifikacni kiivka konkrétni alely daného lokusu mé typicky pribéh, a je mozné
podle jejiho tvaru odliSit darce a ptijemce (Alizadeh et al., 2002). U zvoleného
informativniho lokusu je nasledné vytvotena fedici fada DNA darce fedénych v DNA
ptfijemce. Vysledkem této fedici fady je série amplifikacnich kiivek, kdy kazda z nich
odpovidad rizné koncentraci darcovské DNA v piijemcoveé (viz Obr. 11). Tato fedici
fada je poté pifi potransplantatnim vySetfeni pouzita jako referencni standard

pro kvantifikaci darcovského chimerismu (Bai et al., 2006).
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Obr. 11: Amplifikaéni kiivka fedici fady pro kvantitativni stanoveni darcovského

chimerismu (R, z angl. Recipient) (Upraveno podle: Bai et al., 2006)

V porovnani s STR-PCR ma qPCR mnohé vyhody. Nejdulezitéjsi je citlivost
metody, hlavné pfi stanovovani mikrochimerismu. Alizadeh et al. (2002) provedli
komparativni analyzu téchto dvou metod se zaméfenim na srovnani citlivosti a presnosti
detekce chimerismu na souboru pacientti po alogenni HSCT. Pfi analyze tychz vzorki
pomoci obou metod zjistili, ze mez detekce u STR-PCR byla v jejich piipadé
1,25 % pacientské krvetvorby, zatimco limit gPCR byl 0,15 % (viz Obr. 12). Pomoci
qPCR bylo mozné detekovat mikrochimerismus, ktery by v ptipad¢ pouziti STR-PCR

nebyl zachycen.
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Obr. 12: Srovnani stanoveni chimerismu pomoci metody STR-PCR a qPCR
(Ptevzato z: Alizadeh et al., 2002)
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Kromé¢ vyssi citlivosti je gPCR také rychlejsi a navic nevyzaduje dvoukrokovou
analyzu zahrnujici oddélenou amplifikaci a fragmentacni analyzu amplifikovanych PCR
produktii jako STR-PCR. Dalsi vyhodou je univerzalnost metody. Vyhodnoceni vsech
polymorfismii  probihd najednou vjednom grafu, ne oddélen¢ v dil¢ich
elektroforetogramech jako u STR-PCR. Existuji i nevyhody. Cena qPCR je vyssi nez je
tomu u STR-PCR. Navic nelze tuto metodu aplikovat na vSechny dvojice darce-
piijemce. U qPCR asi v 10 % piipadi nebylo mozné nalézt vhodny znak, ktery by byl
pouzitelny jako odlisujici marker (Horky et al., 2007).

DalSim problémem qPCR je piesnost. Vzhledem ke zptisobu kvantifikace,
spocivajicim v poctu cykld, existuji v pfipadé qPCR velké rozdily mezi naméfenymi
hodnotami fluorescence, a tim 1 v pfepocteném poctu amplikonti (absolutni
kvantifikace) nebo mife exprese (relativni kvantifikace). Béhem kazdého cyklu se
teoreticky pocet kopii produktu zdvojndsobi. Prakticky se vSak ucinnost reakce miize
lisit v zavislosti na anealingu primert, sloZeni reak¢éni smési, pfitomnosti inhibitora
¢1 enhancert reakce. Bylo zjiSténo, ze qPCR je pii stanoveni darcovského chimerismu
pfesna jen u vzorkd, které obsahuji do 5 % bunék pacienta. Proto neni vhodné
stanovovat chimerismus pomoci qPCR ihned, od okamziku podéani Stépu, kdy je
darcovskd 1 pacientska krvetvorba zastoupena n€kdy i v fadech desitek procent. Pfi
stanovovani chimerismu je tedy vyhodné qPCR kombinovat s STR-PCR a maximalné
tak vyuzit vyhody obou metod - piesnost STR-PCR pifi smiSeném chimerismu
a citlivost qPCR pfi detekci mikrochimerismu. Pfi propojeni obou technologii byla

vvvvvv

relapsu (Horky et al., 2007; Horky et al., 2009).

3.6.7. ddPCR

Se zavedenim qPCR do klinické praxe se vyrazné zvysSila schopnost detekce
mikrochimerismu. V poslednich par letech se zacalo uvazovat o vyuziti metody
presnéjsi, kterd by byla zaroven dostate¢né citlivd pro stanoveni nizkych hladin

bunécného chimerismu. V tomto sméru v sobé nese velky potencial metoda tzv. droplet
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digital PCR (ddPCR). Uvadi se, Ze je schopna analyzovat DNA s citlivosti kolem
0,01% (George et al., 2013). Pro oznaceni cilovych sekvenci DNA se vyuziva
fluorescencné znacenych primert obdobné jako u STR-PCR. Unikétnost této metody
spociva v disperzi molekul DNA do vodnich kapének v olejovém prostiedi. Teoreticky
by se v kazdé kapce méla nachazet jedna molekula DNA. Po disperzi templatové DNA
do kapek jsou amplifikovany a po dokonceni PCR se kvantitativné vyhodnocuje jejich
pritomnost V jednotlivych kapkach. Na zékladé¢ detekce fluorescence emitované
TagMan® sondami je mozné od sebe odlisit dva vzorky a urcit jejich relativni mnozstvi

ve sm¢ési (viz Obr. 13) (Santurtun et al., 2017).
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Obr. 13: Schéma provedeni ddPCR (Ptevazato od: Pinhero et al., 2012)

o 0z 04 06 o
= fraction of positive droplets

Nejvétsi vyhoda ddPCR spociva v moznosti analyzovat heterogenni vzorky
obsahujici DNA od vice jedinci. Toho by se dalo vyuzit hlavné ve forenznich
analyzach, kdy vzorky z mista €inu obsahuji velké mnozstvi genetické informace.
Vysoka citlivost ddPCR je ale také vhodna pro pouziti metody u vzorki, kdy je v nich
jeden druh DNA =zastoupen minoritn¢. Proto by byla ddPCR vhodnou metodou
i pro stanoveni mikrochimerismu u pacienti po alogennich HSCT (Santurtin et al.,

2017).
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1.

4.2.

4.3.

Piistroje

zafizeni na vyrobu ledu

zatizeni na upravu vody Direct-Q 3UV (Milipore)

centrifuga Z 323 K (Hermle)

stolni minicentrifuga C 1301 (Labnet)

automatické pipety (Pipetoman®, Gilson)

mrazici boxy (-80 °C, -20 °C)

lednicky (4 °C)

termocycler PTC-200 (MJ Research)

spektrofotometr NanoDrop BD-1000 (NanoDrop Technologies)
geneticky analyzator ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems)

Pomiicky

Spicky s filtrem

mikrozkumavky 2 ml; 1,5 ml; 0,5 ml

PCR mikrozkumavky 0,2 ml

ochranné rukavice

96 jamkova PCR desticka + gumové septum

materidl potfebny pro provoz genetického analyzatoru ABI PRISM 3100

materidl potfebny pro provedeni fragmentaéni analyzy

Reagencie

reverzné osmoticka a ultracista voda ze systému Direct-Q 3UV (Milipore)
10 mM Tris (pH 7,5)

10 x PCR Buffer 11 (-MgCl,) (Applied Biosystems, Life technologies)

25 mM MgCl, (Applied Biosystems, Life technologies)

10 mM zasobni smés ANTPs (Promega)
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komer¢ni kit Gentra® Quigen® Blood Kit

lokusovée specifické primery forward (F) + reverse (R) (viz Tab. 2)

5U/ul Ampli Tag Gold® Tag DNA polymeraza (Applied Biosystems)

HiDi deionizovany formamid (Applied Biosystems, Life technologies)

DNA velikostni standard GeneTrace 500 ROX (Genomac)

3100 POP-4™ (Performance Optimized Polymer) (Applied Biosystems, Life
technologies)

elektroforeticky pufr 10 x Buffer with EDTA (Applied Biosystems, Life
technologies)

STR Typ Nukleotidova Fluorescen¢ni
lokus primeru sekvence (5°—3°) znaceni na 5¢ konci
D21S1411 forward atgatgaatgcatagatggatg ?tFA,M
reverse aatgtgtgtccttccagge zadné
D21S1446 forward atgtacgatacgtaatacttgacaa |:|,EX,
reverse gtcccaaaggacctgctc zadné
f -FAM
D21S1435 orward ccctctcaattgttgtctatc 6 !
reverse gcaagagatttcagtgtccat zadné
1032 forward tggcgagactccatcaaag 6-FAM
P reverse ccttttaagctgcaacaatttc zadné
for HEX
D3S3045 orward accaaatgagacagtggcat HEX
reverse atgaggacggttgacatctg zadné
D4S2366 forward tcctgacattcctagggtga GVS:FA’M
reverse aaaacaaatatggctctatctatcg zadné
D1251064 forward actactccaaggttccagcec ?jFA,M
reverse aatattgactttctcttgctaccc zadné
D13S317 forward acagaagtctgggatgtgga |:|,EX,
reverse gcccaaaaagacagacagaa zadné
forward tgattttcctctttggt 6-FAM
D55818 9999 %9 ke
reverse tgattccaatcatagccaca zadné
for HEX
D16S539 orward gatcccaagctcttectctt HEX
reverse acgtttgtgtgtgcatctgt zadné
DES502 forward tttttgtatttcatgtgtacattcg 6-FAM
reverse cgtagctataattagttcattttc zadné
D1751290 forward gccaacagagcaagactgtc l:i,EX,
reverse ggaaacagttaaatggccaa zadné

Tab. 2: Piehled fluorescenéné znacenych primerd vybranych STR lokust vyuZzivanych

pfi stanoveni chimerismu
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STR Typ Nukleotidova Fluorescen¢ni
lokus primeru sekvence (5‘—3¢) znaceni na 5¢ konci
D7D820 forward tgtcatagtttagaacgaactaacg 6-FAM
reverse ctgaggtatcaaaaactcagagg zadné
F13A1 forward gaggttgcactccagcecttt HEX
reverse atgccatgcagattagaaa zadné
VWE forward tgtacctagttatctatcctg HEX
reverse gtgatgatgatggagaca zadné
AME X ccctgggctctgtaaagaatagtg TAMRA
Y atcagagcttaaactgggaagctg zadné

Tab. 2 (pokracovani): Prehled fluorescencné znaCenych primert vybranych STR

lokust vyuzivanych pfi stanoveni chimerismu

4.4. Biologicky material

e agpirdt kostni dfené¢ nebo vzorek periferni krve odebrany do zkumavky

s KsEDTA darce pied alogenni HSCT

e agpirat kostni dfené¢ nebo vzorek periferni krve odebrany do zkumavky

s KsEDTA pacienta pted alogenni HSCT

e agpirat kostni dfené¢ nebo vzorek periferni krve odebrany do zkumavky

s KsEDTA pacienta po alogenni HSCT

4.5. Pracovni postup

4.5.1. Genotypizace — piedtransplantaéni vySeti‘eni

45.1.1. Simplex fluorescenéni PCR amplifikace 16 STR lokusu

U pacienta a jeho darce

izolace genomické DNA ze vzorku kostni dfené¢ nebo periferni krve
pacienta a darce pomoci komeréniho kitu Gentra® Quigen® Blood Kit
stanoveni koncentrace a Cistoty vyizolované DNA pomoci NanoDropu
ND-1000

fedéni DNA na koncentraci 30 ng/ul v 10 mM Tris o pH 7,5
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d) ptiprava Master Mixu pro PCR amplifikaci viz Tab. 3 a Tab. 4

Reagencie Vychozi Vysledna 1x
koncentrace koncentrace [ul]

reverzné osmoticka a ultracista voda - - 18,2
10x PCR Buffer Il (-MgCl,) 10x 1x 2,5
MgCl, 25 mM 1,5mM 1,5
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5
primer mix F+R 10 pmol/ul 3 pmol 0,3
Ampli Tag Gold® Tag DNA polymeraza | 5 U/ul 0,5 U/ul -

Tab. 3: Slozeni Master Mixu pro PCR amplifikaci STR lokust D12S1064, D13S317,
D5S818, D16S539, D3S3045, D21S1411

Reagencie Vychozi Vysledna 1x
koncentrace | Kkoncentrace [ul]
reverzné osmoticka a ultracista voda - - 18
10x PCR Buffer Il (-MgCl,) 10x 1x 2,5
MgCl, 25mM 1,5 mM 1,5
dNTPs 10 mM 0,2mM 0,5
mix primerd F+R 10 pmol/ul 5 pmol 0,5
Ampli Tag Gold® Tagq DNA polymeraza | 5 U/ul 0,5 U/ul -

Tab. 4: Slozeni Master Mixu pro PCR amplifikaci STR lokust D4S2366, D17S1290,
D6S502, D7S820, F13A1, 1p32, VWF, D21S1435, D21S1446

e) napipetovani reak¢ni smési viz Tab. 5 do 0,2 ml PCR zkumavek

Slozka reakéni smési Objem sloZek [pl]
Master Mix 23

0,5 U/ul Ampli Taq Gold® Tag DNA polymeraza 1

30 ng/ul DNA 1

Tab. 5: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci STR lokusti

f) amplifikace vSech 16 STR lokusi pacienta i darce soubézné v termocycleru

PTC-200 viz Tab. 6

Teplota 95 °C 94 °C 56 °C 72 °C 60 °C 4°C
Doba 10 min 30s 30s 45s 45 min o0
Pocet cykli - 35x - -

Tab. 6: Casovy a teplotni profil PCR amplifikace STR lokusi
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45.1.2. Fragmentac¢ni analyza PCR produktu

g) ptiprava HiDi formamidu spolu s velikostnim standardem Gene Trace Rox

500 v podobé Master mixu viz Tab. 7

Skupina Puvod Objem PCR | Objem formamidu Objem GeneTrace 500
lokusti DNA produktu [ul] [ul] ROX DNA [pl]
A ptijemce 5 15 0,375
darce 5 15 0,375
B ptijemce 3 10 0,25
darce 3 10 0,25
C ptijemce 6 15 0,375
darce 6 15 0,375
D piijemce 5 15 0,375
darce 5 15 0,375
E ptijemce 5 15 0,375
darce 5 15 0,375

Tab. 7: Slozeni denatura¢ni smési pro provedeni fragmenta¢ni analyzy PCR produkti

pii genotypizaci ptijemce a darce

h) rozpipetovani do 96 jamkové desticky

) napipetovani STR lokusl pacienta a darce viz Tab. 8

Skupina Objem PCR STR Délkovy rozsah Fluorescenéni znaceni
lokusii produktu [pl] lokus [bp] primert na 5¢ konci

2 D452366 120 - 144 6-FAM

A 1 D1751290 170 - 210 HEX
2 D6S502 168 - 224 6-FAM
1 D12S1064 | 173 -201 6-FAM

B 1 D13S317 157 - 201 HEX
1 AME é _ 122 TAMRA
1 D5S818 141 - 171 6-FAM
1 D16S539 148 - 172 HEX

¢ 2 D7D820 194 - 234 6-FAM
2 F13A1 182 - 230 HEX

Tab. 8: Slozeni skupin STR lokust pro provedeni fragmentacni analyzy PCR produktt
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Skupina Objem PCR STR Délkovy rozsah Fluorescen¢ni znaceni
lokusti produktu [pl] lokus [bp] primeri na 5¢ konci

2 1p32 140 - 208 6-FAM

D 1 D3S3045 176 - 208 HEX
2 vWF 139 - 167 HEX
2 D21S1411 240 - 300 6-FAM

E 2 D21S1435 +- 170 6-FAM
2 D21S1446 +- 220 HEX

Tab. 8 (pokracovani): SloZeni skupin STR lokusi pro provedeni fragmenta¢ni analyzy

PCR produkti

)
K)

1)

centrifugace desti¢ky piti 2000 rpm po dobu 2 min
denaturace za vysoké teploty ve vyhtatém termocykleru PTC 200 po dobu
5 minut pfi teploté 95 °C

chlazeni desticky na ledu minimalné 5 min

m) spusténi fragmentacni analyzy v genetickém analyzatoru ABI PRISM 3100

n)

0)

analyza dat pomoci softwaru GeneMapper® - urceni informativnich lokust
vhodnych pro analyzu chimerismu

vybér 1 informativniho lokusu pro potransplantacni vysetfeni chimerismu

4.5.2. Stanoveni hladiny potransplanta¢niho chimerismu

a)

izolace DNA z potransplanta¢niho odbéru kostni diené nebo periferni krve
pacienta pomoci komeréniho kitu Gentra® Quigen® Blood Kit

stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA pomoci pfistroje NanoDrop ND-1000
nafedéni DNA na koncentraci 30 ng/ul v 10 mM Triso pH 7,5

ptiprava Master Mixu pro PCR amplifikaci zvolenych informativnich STR
lokusti viz Tab. 3 a Tab. 4

ptiprava reakéni smési viz Tab. 5 pro PCR amplifikaci zvolenych

informativnich STR lokusu
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f) amplifikace zvolenych informativnich STR lokust v termocycleru PTC-200
viz Tab. 6

g) napipetovani denatura¢ni smési viz Tab. 9

STR Objem PCR Objem formamidu Objem GeneTrace
lokus produktufpl] [ul] 500 ROX DNA [ul]

D452366 2 10 0,25

D17S1290 1 10 0,25

D6S502 2 10 0,25

D1251064 1 10 0,25

D13S317 1 10 0,25

AME 1 10 0,25

D5S818 1 10 0,25

D16S539 1 10 0,25

D7D820 2 10 0,25

F13Al 2 10 0,25

1p32 2 10 0,25

D3S3045 1 10 0,25

vWF 2 10 0,25

D21S1411 2 10 0,25

D21S1435 2 10 0,25

D2151446 2 10 0,25

Tab. 9: Slozeni denatura¢ni smési pro provedeni fragmentacni analyzy PCR produkti

pfi potransplantacnim stanoveni chimerismu

h) spusténi fragmentacni analyzy v genetickém analyzatoru ABI PRISM 3100
1) analyza dat pomoci softwaru GeneMapper® - vypocet hladiny chimerismu

z ploch piki daného lokusu
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5. VYSLEDKY

Sledovani bunécného chimerismu po alogenni transplantaci HSC bylo
provedeno u 4 vybranych pacienti (Pacient ¢. 1 - 4). Hladina chimerismu byla
monitorovana v raznych stadiich potransplantacni péce. Pacient ¢. 1 podstoupil
transplantaci 12. 1. 2017, a proto bylo jeho vySetfeni provedeno pouze z prvnich ctyf
potransplantacnich odbérii. Pacient ¢. 2 byl transplantovan v roce 2016. V piipadé
pacientd ¢. 3 a 4. prob¢hla transplantace v roce 2015. Pacient ¢. 3 podstoupil druhou

transplantaci od stejného darce v roce 2016 z divodu relapsu onemocnéni.

5.1. Monitorovani pacienta ¢. 1

Pacient ¢. 1 podstoupil transplantaci HSC kvuli diagnostikované akutni
myeloidni leukémii (AML) nesouci inverzi chromozomu 16 Tustici ve fuzni gen
CBFA/MYH11. Pacient byl 1é¢en od roku 2015 klasickou chemoterapii, ale z divodu
Casné¢ho relapsu onemocnéni a nepfiznivé prognézy byl indikovan k HSCT.
K transplantaci doslo 12. 1. 2017 a §té€p pochazel od HLA kompatibilniho neptibuzného
darce z Némecka. Genotypizaci darce (D) a piijemce (P) byl jako informativni lokus
zvolen D21S1446. Jak darce, tak 1 pfijemce jsou v tomto lokusu heterozygoti a sdileji

jednu alelu (viz Tab. 10).

Délka alely
Darce 205/219
Piijemce 205/209

Tab. 10: Délka alel lokusu D21S1446 pacienta ¢. 1 a jeho darce

Prvni potransplantaéni vySetieni prob¢hlo 14 dni po transplantaci (26. 1. 2017)
a byl v ném analyzovan vzorek periferni krve (PK). Na zaklad¢ vysledki vysetfeni bylo
potvrzeno, ze piihojeni Stépu po transplantaci prob&hlo u pacienta UspéSné.
V elektroforetogramu byly nalezeny alely ptisluSici darci, ale 1 piijemci. Vypoctem bylo
zjisténo, ze hladina darcovského chimerismu u pacienta v tomto lokusu byla 75,1 %.
Také byl detekovan podil krvetvorby piijemce (24,9 %). V nésledujicim odbéru PK
ze dne 2. 2. 2017 byla stejné jako pfi pfedchozim vySetfeni detekovana zbytkova
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pacientskd krvetvorba, avSak hladina darcovského chimerismu vyrazné vzrostla.
Pfi tomto vySetfeni byl podil darcovské krvetvorby 94,6 %. Ani ve Ctvrtém
potransplanta¢nim vySetfeni (1. 3. 2017) nebyla hladina chimerismu 100%. Avsak doslo
k poklesu podilu pacientské krvetvorby a hladina darcovského chimerismu byla
stanovena 98,8 %. Pacient a jeho hladina chimerismu je pravidelné monitorovana, aby
se zamezilo rozvinuti pripadného relapsu. Vysledky dosavadnich stanoveni hladiny

bunééného chimerismu u pacienta ¢. 1 se nachazi na Obr. 14 a v Grafu 1.
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Obr. 14: Elektroforetogram lokusu D21S1446 z potransplanta¢nich odbéra

pacienta €. 1

100%

— 4
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Graf 1: Vyvoj hladiny darcovského chimerismu béhem potransplanta¢niho sledovani

pacienta €. 1
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5.2. Monitorovani pacienta ¢. 2

Pacientovi ¢. 2 byla v prosinci roku 2015 diagnostikovand akutni myeloidni
leukémie nesouci translokaci t(8;21), ktera usti ve specificky fuzni gen AML1/ETO.
Po ukonceni zakladni Ilécby byl pacient indikovan k alogenni transplantaci.
Transplantovan byl 10. 3. 2016 Stépem od nepiibuzného darce z Némecka. Z vysledka
genotypizace pacienta a darce byl jako informativni zvolen lokus 1p32. Ptijemce i darce

jsou v tomto lokusu heterozygoti a nemaji zadnou alelu spole¢nou (viz Tab. 11).

Délka alely
Darce 185/191
Prijemce 172/176

Tab. 11: Délka alel lokusu 1p32 pacienta ¢. 2 a jeho darce

Po transplantaci do$lo postupné k GspéSnému ptihojeni $tépu. V prvnim
potransplanta¢nim odbéru periferni krve provedeném 14 dni po HSCT (24. 3. 2016) byl
zjistén 95% darcovsky chimerismus. Soucasné byl detekovan minoritni podil plivodni
pacientovy krvetvorby v 5 %. V nasledujicim odbéru kostni diené¢ (KD) provedeném
8. 4. 2016 byla detekovana pietrvdvajici minoritni pacientska krvetvorba. Hladina
darcovského chimerismu byla spocitdna na 97,6 %. Soucasné byl pacient €. 2 testovan
na pfitomnost specifického fuzniho genu AML1/ETO. Ve vzorku KD byla detekovana
exprese tohoto genu pomoci qRT-PCR (z angl. Quantitative Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction) v mnozstvi 0,32 %, coz svéd¢i o pfitomnosti ptivodni
patologické krvetvorby. V odbéru €. 3 (26. 4. 2016) byla jiz hladina darcovského
chimerismu 100%. Navic pfitomnost fuzniho genu AML1/ETO nebyla detekovana.
Tento trend pokracoval i v nasledujicich odbérech. V odbéru €. 4 provedeném 3 mésice
po HSCT (6. 6. 2016) byl pacient negativni na pfitomnost flizni genu a hladina
darcovského chimerismu byla 100 %. Pacient ¢. 2 je od 26. 4. 2016 v hematologické
1 molekuldrni remisi pivodniho onemocnéni a v ambulantni péci 1ékait. Vysledky
jednotlivych stanoveni hladiny bunééného chimerismu u pacienta ¢. 2 jsou

zaznamenany na Obr. 15 a v Grafu 2.
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Obr. 15: Elektroforetogram lokusu 1p32 z potransplantacnich odbéru pacienta ¢. 2
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5.3. Monitorovani pacienta ¢. 3

Pacient ¢. 3 byl v dubnu 2015 diagnostikovan s akutni lymfoblastickou leukémii
(ALL), ktera byla charakterizovana pfitomnosti fuzniho genu BCR/ABL1 se zlomem
v oblasti minor. Pacient byl z davodu Spatné prognézy svého onemocnéni 15. 6. 2015
transplantovan Stépem od piibuzného darce. Jako informativni lokus byl zvolen
D7S820. Darce je vtomto lokusu homozygot a tato alela je zaroven spole¢na

| pro piijemce (viz Tab. 12).

Délka alely
Darce 216
Prijemce 204/216

Tab. 12: Délka alel lokusu D7S820 pacienta ¢. 3 a jeho darce

Po transplantaci byl S§tép prihojen a krvetvorba se obnovila. V Sestém
potransplantaénim odbéru periferni krve (28. 1. 2016) byl nalezen 100% darcovsky
chimerismus a pacient byl také negativni na pfitomnost fizniho genu. TytéZz vysledky
byly zjistény v sedmém vysetfeni vzorku kostni dfené analyzovaném 25. 2. 2016
I v osmém potransplantatnim odbéru PK tii mésice poté. Snizeni hladiny darcovského
chimerismu bylo zaznamenano v nasledujicim vySetfeni 15. 9. 2016., kdy ve vzorku
periferni krve bylo pfitomno pouze 67,9 % bun¢k darcovského plivodu. V tomto odbéru
byl pacient pozitivni na ptitomnost BCR/ABL1 minor, a to z divodu relapsu s klonem
nesoucim mutaci F359V v kindzové doméné. Relaps onemocnéni indikoval pacienta
k druhé transplantaci od stejného darce, ktera probchla 30. 9. 2016. Po ni byl §tép
usp&$né piihojen a doSlo k obnoveni krvetvorby. Nasledné potransplantaéni odbéry
(napf. 14. odbér periferni krve z 9. 1. 2017) neprokazaly pfitomnost flizniho genu
BCR/ABL1 a hladina darcovského chimerismu je stabilné 100 %. Pacient ¢. 3 je stale
Vv ambulantni péci lékafi a pravideln€ je monitorovana jeho hladina déarcovského
chimerismu, aby byl odhalen dalsi pfipadny relaps. Sledovani hladiny chimerismu

pacienta ¢. 3 po obou transplantacich je shrnuto na Obr. 16 a v Grafu 3.

45




8 ¢ 8§ B B ¥ § |

Odbéré. 6

2 8 § 8 § § B B |

Odbéré. 7

Lt 8 3 § 8 EEE O

Odberé. 8

PO IS I I O O O I

P1

Odber ¢. 9

§ E & &8 8 8 3

Odbér¢. 14

lelaidia

Obr. 16: Elektroforetogram lokusu D7S820 z potransplanta¢nich odbéri pacienta ¢. 3
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Graf 3: Vyvoj hladiny darcovského chimerismu béhem potransplanta¢niho sledovani

pacienta €. 3
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5.4. Monitorovani pacienta ¢. 4

Pacientovi ¢. 4 byla 31. 12. 2014 diagnostikovana akutni myeloidni leukémie
s fiznim genem MLL/AF6. Z tohoto duvodu byl pacient indikovan k alogenni HSCT
a 16. 3. 2015 byl transplantovan Stépen pochazejicim od piibuzného darce.
Jako informativni lokusy byly zvoleny D4S2366 a D21S1435. V obou téchto lokusech
byli pacient i darce heterozygoti a sdileli jednu alelu stejné délky (viz Tab. 13).

Délka alely D4S2366 Délka alely D21S51435
Darce 133/138 167/171
Prijemce 125/138 167/180

Tab. 13: Délka alel lokusu D4S2366 a D21S1435pacienta ¢. 4 a jeho darce

Po transplantaci doslo k postupnému piihojeni §t€pu a obnoveni krvetvorby.
V prvnim potransplantacnim odbéru periferni krve ze dne 3. 6. 2015 byl darcovsky
chimerismus 83 % se zbytkovou 17% pacientskou krvetvorbou. Chimerismus byl
Vv piipad¢ prvniho potransplantacniho vySetfeni stanovovan v lokusu D4S2366. Pro dalsi
stanoveni darcovského chimerismus byl pouzivan lokus D21S1435. V nésledujicich
odbérech doslo ke sniZeni podilu pacientské krvetvorby a pfi tfetim odbéru (7. 7. 2015)
byl darcovsky chimerismus jiz 99 %. Poté doSlo k mirnému poklesu hladiny
darcovského chimerismu. Ve vzorku PK z patého odbéru (13. 8. 2015) byl darcovsky
chimerismus vypocitan na hodnotu 98,2 %. Hladina pacientské krvetvorby se nadéle
snizovala a rok po transplantaci (11. odbér 3. 3. 2016) byl uz darcovsky chimerismus
100 %. Tato hladina byla stabilni po 13 mésict, pfi tfindctém odbéru PK z 2. 6. 2016
bylo detekovano 100 % darcovskych bunék. 15 mésicl po transplantaci doslo k naristu
pacientské krvetvorby. V patnactém potransplanta¢nim vySetteni (1. 9. 2016), kdy byl
analyzovan vzorek kostni dfené€, byl podil pacientské krvetvorby 27 %. V nésledujicim
odbéru 21. 9. 2016 hladina darcovského chimerismu dale klesala - €inila v periferni krvi
pouze 37,5 %. Mimo chimerismu byla u pacienta béhem potransplantacni péce
sledovana i pritomnost fizniho genu MLL/AF6 pomoci qRT-PCR. Pacient byl po celou
dobu na pfitomnost tohoto fizniho genu pozitivni. Relaps onemocnéni byl zachycen

v€as, nicmén¢ pacient po odmitnuti dalsi 1écby 19 mésicti po transplantaci zemiel.
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Grafické znazornéni vyvoje hladiny bunééného chimerismu pacienta ¢. 4 se nachazi

na Obr. 17 a Obr. 18 a vyvoj hladiny darcovského chimerismu je shrnut v Grafu 4.
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Obr. 17: Elektroforetogram lokusu D4S2366 z potransplanta¢nich odbéri pacienta ¢. 4
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Obr. 18: Elektroforetogram lokusu D21S1435 z potransplanta¢nich odbért

pacienta ¢. 4
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6. DISKUZE

Soucasti potransplantacni péce pacienti po HSCT je sledovani hladiny
bunécného chimerismu. Ten slouzi jako orientacni vySetfeni po transplantaci a jeho
vysledky maji vypovidajici hodnotu o mife piihojeni Stépu a minimalni rezidudlni
chorobég. V dnesni dobé se v klinické praxi pfi stanoveni hladiny chimerismu vyuzivaji
STR-PCR nebo qPCR. Existuji i dalS$i metody, jimiz se d4& chimerismus stanovovat,
ale ty nespliuji pozadavky na dostatecnou citlivost, jednoduché provedeni
a Vv neposledni fad€ i cenu a v praxi se nevyuzivaji.

STR-PCR s naslednou fragmenta¢ni analyzou ma nékolik zdsadnich vyhod.
Fragmentacni analyza je automatizovana pomoci genetického analyzitoru. Navic ma
STR-PCR vysokou reprodukovatelnost vysledkid. Vysledky hladiny chimerismu je
mozné pomoci STR-PCR ziskat velmi rychle - v ptipadé potteby i do druhého dne.
Také cena jejiho provedeni neni vysoka (Bader et al., 2005).

Nevyhodou je ale citlivost. V porovnani s QPCR je STR-PCR méné citliva.
Uvadi se, Ze jeji citlivost se pohybuje na hranici stanoveni mikrochimerismu, tedy 1 %,
zatimco s qPCR je mozné stanovit buriky s citlivosti az 0,0001 % (Bader et al., 2005).
Detekce mikrochimerismu jako markeru pro sledovani pfitomnosti pivodni pacientské
krvetvorby, jenz je potencidlnim zdrojem relapsu onemocnéni, je diskutabilni. Nékteré
védecké tymy jej povazuji za dulezity a predpokladaji, ze detekce co nejnizs§iho podilu
pacientskych bun€k by mohla vést k v€asnému odhaleni vznikajiciho relapsu a néasledné
1écebné intervenci v raném stadiu rozvoje onemocnéni (Horky et al., 2007). MozZnost
pfedpovédi relapsu na zadkladé detekce mikrochimerismu jako jeden z prvnich
publikoval Alizadeh et al. v roce 2002. Horky et al. (2011) na n&j navazali se studii
provedenou na skuping pacientil po alogenni HSCT, jeZ byla indikovana kvili akutni
myeloidni leukémii. Z vysledk srovnani STR-PCR s naslednou fragmenta¢ni analyzou
a qPCR analyzy vyslo najevo, ze pomoci qPCR bylo odhaleno 87 9% relapsi
Vv porovnani s 39 % odhalenymi pomoci STR-PCR. Jiné skupiny védci jako Choi et al.
(2000) nebo Schaap et al. (2002) nepovazuji detekci mikrochimerismus za zasadni
pro odhaleni relapsu. Tvrdi, ze pfitomnost zbytkové pacientské krvetvorby nemusi byt
nutné spojena se vznikem relapsu a zména jeji hladiny neni ovlivnéna jen zvySujicim se

poctem patologickych bunék. Jako mozné pti¢iny detekce rozdilnych hladin
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mikrochimerismu ¢i smiSené¢ho chimerismu, kterd nesouvisi s relapsem uvadi napt. druh
malignity, typ pfipravného rezimu pied transplantaci, pocet T lymfocytii nebo reakci
Stépu proti hostiteli.

Sledovani bunééného chimerismu ma v klinické praxi spiSe informativni
charakter. Pokud je detekovana zvySujici se hladina pacientské krvetvorby naznacujici
relaps, je toto podezieni potvrzeno dalsim vySetienim. Napif. se provadi
imunofenotypizacni vysSetieni, které je schopno odhalit pfitomnost patologickych blasta
a potvrdit ¢i vyvratit jejich vyskyt v kostni dieni (Al-Mawali et al., 2008). Také je
STR-PCR c¢asto doplnéna o sledovani MRD pomoci specifického molekuldrniho
markeru. Tim je vétSinou fuzni gen, ktery je specificky exprimovan blastickymi

elementy (Khan et al., 2004).
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7. ZAVER

S nartistajicim poctem diagnostikovanych nddorovych onemocnéni je dilezité
zvolit vhodné analytické metody vyuzivané jako diagnosticky nastroj pti 1é¢bé malignit.
V piipadé hematoonkologickych onemocnéni jsou jednou z moznosti 1€cby alogenni
transplantace HSC. Pro detekci piihojeni $tépu, remise onemocnéni, ale i relapsu
onemocnéni nebo odhojeni Stépu slouzi jako kontrolni mechanismus tzv. bunéény
chimerismus. Ten lze sledovat pomoci metody STR-PCR s naslednou fragmentac¢ni
analyzou.

V ramci této bakalafské prace byla pomoci STR-PCR provedena analyza
bunécéného chimerismu u 4 pacientl, ktefi byly 1é¢eni na Hemato-onkologické klinice
LF UP a FN Olomouc. Zde jim byla indikovana alogenni HSCT jako kurativni 1é¢ba
akutni myeloidni leukémie (Pacient €. 1, €. 2 a ¢. 4) a akutni lymfoblastické leukémie
(Pacient ¢. 3). Pomoci STR-PCR a fragmentacni analyzy byla u vSech pacientl
provedena genotypizace, urcena informativita jednotlivych STR lokusiti a nasledné
vyhodnoceno 19 potransplanta¢nich vzorkt periferni krve a kostni diené. Na zakladé
vysledkii analyzy bylo mozné u vSech pacientd potvrdit pfihojovani S$tépu
po transplantaci. U Pacientu ¢. 3. a ¢. 4. byla zachycen relaps onemocnéni. Sledovani
bunécného chimerismu je vhodny a uzite¢ny nastroj k monitorovani potransplantacniho

stavu §tépu u pacientd.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

Acute Lymphoblastic Leukemia
Acute Myeloid Leukemia
Biallelic Polymorphism

Base Pairs

Charged-Coupled Device
Cluster of Differentiation

CD 15 positive

CD 3 positive
CD 34 positive
Common Dendritic Progenitor

Chronic Lymphoid Leukemia
Common Lymphoid Progenitor
Common Myeloid Progenitor
Threshold Cycle

droplet digital PCR

Deoxyribonucleic Acid

Flourescence Resonance Energy
Transfer

Granulocyte Colony-Stimulating Factor

Granulocyte-Macrophage Progenitor

Graft versus Host Disease
Graft versus Tumor Effect
Human Leukocyte Antigen
Hematopoietic Stem Cell

Hematopoietic Stem Cell
Transplantation

Intermediate Term-Hematopoietic Stem

Cell

9.1. Pojmy

6-HEX 6-karboxy -2',4,4'5',7,7"-hexachlorofluorescein

ALL Akutni lymfoblasticka leukémie

AML Akutni myeloidni leukémie

BP Bialelicky polymorfismus

bp Pary bazi

CCD Zatizeni s vazanymi naboji

CD Diferenciacni skupina

CD15+ Pozitivni na pfitomnost
diferencia¢ni skupiny 15

CD3+ Pozitivni na pfitomnost
diferenciacni skupiny 3

CD34+ Pozitivni na pfitomnost
diferencia¢ni skupiny 34

CDP Spole¢ny progenitor dendritickych
bun¢k

CLL Chronicka lymfaticka leukémie

CLP Spolecny lymfoidni progenitor

CMP Spole¢ny myeloidni progenitor

Ct Prahovy cyklus

D Darce

ddPCR Polymerazova fetézova reakce
na principu kapkového digitalniho
systému

DNA Deoxyribonukleova kyselina

FAM 5-karboxyfluorescein

FRET Pfenos energie rezonanci
fluorescence

G-CSF Ristovy faktor stimulujici kolonie
granulocytil

GMP Progenitor granulocytd a
makrofagi

GvHD Nemoc $tépu proti hostiteli

GvT Efekt $t€pu proti nadoru

HLA Lidské leukocytarni antigeny

HSC Hematopoeticka kmenova bunka

HSCT Transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék

IT-HSC Hematopoeticka kmenova bunka
delici se po stiedné dlouhou dobu

KD Kostni dfen
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LMPP
LT-HSC
MEP

MRD
P
PBSC
PCR
PK
gPCR

gRT-PCR

R
RFLP

Rh faktor
SC

SNP
ST-HSC

STR
STR-PCR

TAMRA
USP9Y gen

XY-FISH

Priméarni lymfoidni multipotentni
progenitor

Hematopoeticka kmenova burika
délici se po dlouhou dobu
Progenitor megakaryocyt

a erytrocytil

Minimalni zbytkova choroba
Piijemce

Kmenové bunky z periferni krve
Polymerazova fetézova reakce
Periferni krev

Kvantitativni polymerazova
fetézova reakce
Kvantitativni polymerazova
fetézova reakce na principu
reverzni transkripce
Piijemce

Délkovy polymorfismus
restrikénich fragmentt
Rhesus faktor

Kmenova burka
Jednonukleotidovy polymorfismus

Hematopoeticka kmenova buiika
délici se po kratkou dobu
Kratké tandemové repetice

Polymerazova fetézova reakce

s vyuzitim kratkych tandemovych
repetic
5-karboxytetramethylrhodamin
Gen pro ubikvitin-specifickou
proteazu 9 lokalizovany na
chromozomu Y

Fluorescenéni in situ hybridizace
na chromozomech X a 'Y

9.2. Reagencie

dNTPs
EDTA

F

Hidi
K;EDTA
MgCl,

R

Tris

Deoxynukleotidy

Kyselina etylen-diamin-tetraoctova

Forward
Vysoce deionizovany

Lymphoid-primed Multipotent
Progenitor
Long Term-Hematopoietic Stem Cell

Megakaryocyte-Erythrocyte Progenitor

Minimal Residual Disease

Peripheral Blood Stem Cells
Polymerase Chain Reaction

Quantitative Polymerase Chain
Reaction

Quantitative Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction

Recipient

Restriction Fragment Length
Polymorphism
Rhesus Factor

Stem Cell
Single Nucleotide Polymorphism
Short Term-Hematopoietic Stem Cell

Short Tandem Repetitions

Short Tandem Repetitions-Polymerase
Chain Reaction

Ubiquitin-Specific Protease 9 gene on
the Y

Fluorescent in situ hybridization on
chromosomes X and Y

Deoxynucleotides

Highly deionized

Tri-draselna sil kyseliny etylen-diamin-tetraoctové

Chlorid hote¢naty

Reverse
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

61



