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Souhrn

Bakalatskd prace se vénuje problematice tkanové shody u transplantace krvetvornych
kmenovych bunék. Transplantace krvetvornych kmenovych bunék (HSCT z angl.
Haematopoietic Stem Cell Transplantation) je velmi dulezita pii 1é¢bé fady hemato-
onkologickych onemocnéni nebo imunodeficitnich stavi. Zakladnim ptedpokladem
pro provedeni uspeésné transplantace je nalezeni vhodného darce krvetvornych kmenovych
bun¢k, ktery ma s pacientem maximalni shodu v HLA (z angl. Human Leukocyte
Antigens) znacich. K tomuto ucelu se nejdiive vySetfuji rodinni pfislusnici pacienta,
Vv ptipadé neuspéchu se pokracuje v hledani vhodného darce v registru dobrovolnych darct
kostni dfené. Jednou z hlavnich komplikaci HSCT je stale reakce $tépu proti hostiteli
(GVHD, z angl. Graft versus Host Disease), ktera vznika jako aloimunitni reakce
T lymfocytd darce na pacientovy antigeny.

V praktické casti byl sestaven a vyhodnocen soubor 109 pacientt, ktefi byli indikovani
K vyhledavani vhodného darce pro HSCT. U téchto pacienti, jejich pfibuznych a event.
neptibuzenskych darcti, byly pomoci sérologickych a molekularné-genetickych metod
uréeny HLA znaky. Soubor pacienti byl zpracovan i z hlediska demografickych
a klinickych parametrti; hodnocen byl naptiklad pramérny vék vySetfovanych pacientd,
zastoupeni muzi a zen, podil pacientd, kteti byli skutecné transplantovani, nebo primérna
doba od prvniho vySetfeni po provedeni HSCT. Pfi hodnoceni zastoupeni jednotlivych
HLA alel byl v souboru pacientii nejvariabilnéjsi lokus HLA-B, nasledovan lokusy HLA-
DRB1, HLA-C, HLA-A a HLA-DQBL1. Z celkového poctu 109 pacientli podstoupilo
HSCT ve sledovaném obdobi 36 z nich, ve vétsiné piipadi se jednalo o transplantace
od nepiibuzenského darce. Pramérma doba od prvniho vySetfeni po HSCT byla

u ptibuzenskych i neptibuzenskych transplantaci téméf shodna, a to pfiblizné 150 dni.



Summary

This bachelor thesis aims to the area of histocompatibility in haematopoietic stem cells
transplantation (HSCT). HSCT is considered being very important treatment approach
in many hemato-oncological diseases or severe immunodeficiencies. Essential prerequisite
for successful transplantation is identification of suitable donor of haematopoietic stem
cells matched optimally with the patients in HLA (human leukocytes antigens). For this
purpose members of patient’s core family are initially investigated, then the search
for suitable donor may continue among voluntary members of bone marrow registries.
As one of the most severe complications after HSCT graft versus host disease (GVHD) is
considered which arises as an alloimmune reaction of donor’s T lymphocytes against
patient’s antigens.

In the practical part of this thesis the group of 109 patients that were indicated for the
search of suitable haematopoietic stem cell donor was assembled and analysed. In these
patients, HLA variants were determined using serological and molecular-genetic methods.
The group of patients was analysed based on demographic and clinical parameters; e.g.
age, gender, proportion of patients really transplanted, average time from the first HLA
typing until HSCT. Evaluating frequencies of HLA alleles at particular loci, the highest
variability was associated with HLA-B locus, followed by the HLA-DRB1, HLA-C, HLA-
A and HLA-DQB1 loci. From the total number of 109 patients who underwent HSCT just
36 patients were finally transplanted in the monitored period, and in majority of cases
unrelated donor from registries was used for these patients. The average time from the first
HLA typing to HSCT was almost the same (150 days) in transplantations both from family

and unrelated donor.
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1. Cile prace

V teoretické Casti zpracovat piehled o transplantaci krvetvornych bunék se zaméfenim na:

1) Indikace (poruchy krvetvorby, nadorova onemocni Kkrvetvorby, primarni
imunodeficity)

2) Typy (autologni, alogenni)

3) Kmenové buiky obecné a zdroje krvetvornych kmenovych bunék pro transplantaci

4) Komplikace (nemoc §té€pu proti hostiteli)

5) Hlavni imunogenetické faktory podstatné pro uspé$nost transplantace (HLA
systém)

V praktické Casti:

1) Popsat strategii zajisténi histokompatibility u transplantace krvetvornych
kmenovych bunék na zadkladé¢ praxe HLA laboratofe ve FN Olomouc (se
zaméfenim na molekularné genetické metody).

2) Sestavit soubor pacienti indikovanych k vySetfeni HLA systému pro ucely
vyhledavani darce k transplantaci.

3) Statisticky zpracovat sestaveny soubor z hlediska jeho demografickych, klinickych

a imunogenetickych parametru.



2. Uvod

Transplantace krvetvornych kmenovych bun¢k (HSCT z angl. Haematopoietic Stem Cell
Transplantation) se v soucasnosti vyuziva k 1é¢bé vybranych malignich i nemalignich
onemocnéni krvetvorby a zavaznych imunodeficiti. Zasadnim piedpokladem pro Gspésné
provedeni HSCT je nalezeni vhodného dérce krvetvornych kmenovych bunék na zéklade
shody v histokompatibilnich antigenech (HLA). Nejdfive se u pacienta provede tzv. HLA
typizace, kdy se uréi, jaké konkrétni HLA znaky nese. Poté se hleda vhodny darce
v rodin€, predevsim se vysetiuji sourozenci, u kterych je pravdépodobnost shody v HLA
znacich s pacientem piiblizné¢ 25% (pro kazdého ze sourozenct). V pfipad€, ze pacient
nema vhodného déarce v roding€, pfistupuje se k hledani darce v registru dobrovolnych
darcti. Ke dni 31. 1. 2016 je pocet darcti v Ceském narodnim registru darcti dfené 63 656
a Vv celosvétové databazi vSech registra 28 108 541 darci. Ve srovnani s ¢isly z minulych
let se jejich pocet neustale rychle zvysuje. Po HSCT mohou bohuzel u pacientti propuknout
komplikace, napt. v podob¢ akutni nebo chronické GVHD nebo infekce, které v nékterych
ptipadech mohou vést az imrti pacienta.

K vySetfeni pacientll i jejich potencialnich darci pro HSCT jsou v soucasné dobé
nepostradatelné molekularné-genetické metody. Genotypizaci se u pacientll a darct urci
HLA alely na konkrétnich HLA genech. Vzhledem k vysoké variabilit¢ HLA systému
¢lovéka jsou v soucasnosti stale objevovany nové HLA alely. Je prokdzano, Ze nckteré
HLA alely se v populaci vyskytuji ¢astéji nez jiné. S tim souvisi i fakt, Ze pro ¢ast pacienti

se vzacnéj$imi kombinacemi HLA alel se stale nemusi podatit najit optimalniho darce.



3. Literarni prehled

3.1 Transplantace krvetvornych kmenovych bunék

3.1.1 Historie

Jedna z prvnich zminek o 1é¢bé krvetvornymi kmenovymi bunkami se vztahuje k roku
1891, kdy lékat Brown-Séquard 1éCil pacienty s poruchami krvetvorby tim, ze jim
peroralné podaval kostni dien (KD) (Vanasek et al., 1996). Pozdéji, v roce 1939, byla
pacientovi s aplastickou anémii podana prvni transfize KD (Osgood et al., 1939). Tento
pacient denn¢ dostaval ke zvySeni poc¢tu krevnich desti¢ek a leukocytd krevni transfuze.
Po druhé svétové valce, kdy byly pouzity atomové bomby, se védci snazili najit zplsob,
jak obnovit funkci KD u aplazii zpisobenych ozafenim (Rekers et al., 1950). Zahajeni
pouzivani transplantace kostni dfené¢ (TKD) je zalozeno na vysledcich vyzkumu
probihajiciho v 50. letech. Tento vyzkum vedli védci Jacobson a Lorenzo, ktefi prokazali,
ze lze chranit supraletdlné ozafena zvirata pted ireverzibilni aplazii KD podanim bunck
KD po ozafeni nebo zastinénim sleziny pii ozafeni (Vanasek et al., 1996).
Prvni alogenni transplantace krvetvornych kmenovych bunék (HSCT, zangl.
Haematopoietic Stem Cell Transplantation) byla provedena E. Donnallem Thomasem
ajeho kolegy vroce 1957 (Thomas et al., 1957). Do této studie bylo zahrnuto Sest
pacientli, u kterych byla provedena chemoterapie a ozafovani, a poté dostali intraven6zni
infuzi kostni dfen¢ od zdravého darce. Do 100 dni po transplantaci vSak nakonec vSichni
zemfeli. Dosud chybély zésadni védomosti o histokompatibilnich antigenech, proto
nemohli byt vyhledani darci, ktefi by odpovidali pfijemci (Van Rood, 1968). Zlom nastal
v 60. letech minulého stoleti, kdy byl objeven HLA (Human Leukocyte Antigens) systém.
Diky tomuto objevu doSlo k rozvoji alogenni TKD na zaklad¢ ptenosu KD mezi HLA-
identickymi sourozenci. E. Donnall Thomas obdrzel za svou praci v roce 1990 Nobelovu
cenu. Se svym tymem polozili zdklady pro TKD a prokazali Ze:

» Dbuiky lidské KD mohou byt bezpecné transfundovany i ve vétSich mnozstvich

» lidskou kostni dfen Ize dlouho konzervovat

» imunosupresivni 1écba methotrexatem muze u piijemctu KD tlumit reakci Stépu

proti hostiteli
» TKD muze mit Ié¢ebny ucinek i v pokrocilejSich stadiich leukemickych

onemocnéni



» 1écba pusobenim TKD je G¢inngjsi v ranych stadiich onemocnéni (Vanasek et al.,
1996).
Prvni aspésna TKD byla provedena v roce 1968, tedy kratce po objeveni HLA systému,
ato u 2 déti s onemocnénim primarni imunodeficienci (Amos et Bach, 1968). Od té doby
se zacal vyznam TKD pii 1écbé riznych hemato-onkologickych a dal§ich onemocnéni
rychle rozvijet. Na tizemi byvalého Ceskoslovenska byla prvni TKD na zékladé HLA-
kompatibility provedena v roce 1976 v Hradci Kralové (Vanasek et al., 1996).

3.1.2 Typy HSCT a jejich indikace

Krvetvorné kmenové bunky jsou zodpovédné za spravnou funkci krvetvorby, kterd vSak
muze byt ndsledkem rliznych nemoci poskozena nebo nefunkéni. Naptiklad u aplastickych
anémii kmenové buinky neprodukuji krvinky, naopak u leukémii dochéazi k produkci
abnormalnich ¢i nefunkcénich bun€k, coz muze vést az poskozeni tkani nebo organti
(Kavan et al., 1998). Podle vztahu mezi darcem a piijemcem krvetvornych bunék

rozdélujeme transplantaci na autologni a alogenni.

Autologni transplantace

Autologni transplantace neboli autotransplantace krvetvornych kmenovych bunck
se vyuziva jako podpuirna lécba pacientli s hemato-onkologickymi onemocnénimi, diive
také i u nékterych solidnich nadort. Podminkou ovSem je, ze KD nemocného neni
poskozena (Ostré et al., 2008). Autologni HSCT piedstavuje v dne$ni Evropé 58 %
provedenych transplantaci. Ve 47 % ptipadd byla provedena u pacientii s mnohocetnym
myelomem, u 30 % pro non-Hodgkinsky lymfom, v dalsich 11 % piipada $lo o Hodgkintiv
lymfom a ve 3 % o leukémie. V ostatnich ptipadech, kdy se provadéla autologni HSCT,
se jednalo o méné Casté indikace, které zahrnovaly autoimunitni onemocnéni (napiiklad
roztrousenou sklerdzu, systémovou skler6zu nebo Crohnovu nemoc) a solidni nadory
(sarkom, germinalni nadory a neuroblastom) (Pasquini et Wang, 2013).

U autotransplantace se pacientovi transplantuji jeho vlastni krvetvorné kmenové buiiky,
které byly odebrany pied zahijenim 1écby. Pacient musi byt pfed transplantaci v dobrém
stavu, nicméné je tfeba vzit v potaz jeho vék a hlavné typ onemocnéni. Proto se pacient
pfed samotnou transplantaci podrobi fad¢ vySetfeni, kterd zhodnoti funkci jeho zakladnich
zivotnich organt, poptipad¢ zjisti pritomnost mikrobialni infekce (Kavan et al., 1998).

V prvni fazi tzv. mobilizace jsou pacientovi podany cytotoxické latky s naslednou aplikaci

krvetvornych rustovych faktord. Ve druhé fazi dochazi ke zvySeni mnozstvi leukocytl
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az KD se do krevniho tecist¢ vyplavuje vétsi mnozstvi krvetvornych bunék. V této fazi
se ze zilni krve odebiraji pomoci krvinkového separatoru kmenové bunky. Obvykle
probéhnou celkem 2 - 3 odbéry. Takto ziskané kmenové buiiky se zmrazi tekutym dusikem
pii teplot¢ niz§i nez -80 °C. Poté miize pacient podstoupit vysoce davkovanou
chemoterapii (Ostr6 et al., 2008). Po ukonceni 1écby se pacientovi vrati jeho kmenové
buiiky k obnoveni krvetvorby, ktera byla piedchozi chemoterapii poskozena. Nésledné
hojeni vlastnimi krvetvornymi bunkami probihd u nemocného zpravidla bez problému.
Ovsem v pfipad¢, ze predchozi terapie zcela neznicila piivodni chorobu, sama autologni
transplantace vraceni choroby nezabrani (Svojgrova et al., 2011). Vyhodou autologni
HSCT je relativni dostupnost transplantovanych bunék, pfi¢emz nedochazi k reakci $tépu
proti hostiteli. Pro autologni HSCT neni potfeba pouZziti imunosupresivnich 1€k, coz takeé

snizuje riziko vzniku pozdé&jsich infekci (Kavan et al., 1998).

Alogenni transplantace

Dalsim typem HSCT je alogenni transplantace, ktera byva provedena tehdy, jsou-li
kmenové buniky pacienta kriticky poskozeny a je tfeba je nahradit krvetvornymi butikami
jiného zdravého jedince (Svojgrova et al., 2011). V piipadé alogennich HSCT $lo
Vv poslednich letech v evropskych statistikach v 50 % ptipadl o pacienty s akutni myeloidni
leukémii nebo s akutni lymfoblastickou leukémii, v 15 % o0 pacienty s myelodysplastickym
syndromem nebo jinymi myeloproliferativnimi chorobami a v 6 % se jednalo o pacienty
se syndromem selhani KD. Dal§i ménég casté indikace alogenni HSCT zahrnuji lymfomy,
myelomy a hematologické poruchy, jako je aplasticka anémie nebo thalasémie (Pasquini et
Wang, 2013). Aby u pacienta doSlo ke zni¢eni nadorovych buné€k, musi podstoupit
chemoterapii nebo celotélovou ¢i lokalni radioterapii. Nékolik dni pted transplantaci tedy
probiha tzv. conditioning, kdy jsou pacientovi podavany vysoké davky cytostatik. Cilem je
zniit nddorové bunky, potlacit funkci imunitniho systému a vytvotit vhodné podminky
pro prihojeni transplantovanych krvetvornych bungk a zahajeni krvetvorby z darcovskych
bunék. Samotna transplantace pak probiha podobné jako transfuze krve, kdy se pacientovi
krvetvorné bunky zavadéji pfimo do zilniho systému. V KD se po pfedchozi terapii vytvofi
vV misté posSkozeni bunck prostory, ve kterych se usadi transplantované krvetvorné burky.
Po transplantaci nastava obdobi tzv. pfihojovani transplantovanych krvetvornych bunék,
které trva piiblizné 2 - 4 tydny. NeZ se ovSem zacnou tvofit krvinky, je pacient odkadzan
na podptirnou 1écbu, ktera omezuje riziko vzniku infekei. ,,Nejjednodussim® typem HSCT

je syngenni transplantace, kdy dochéazi k vyméné bun€k mezi jednovajenymi dvojcaty,
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u kterych je uplna shoda ve vSech znacich HLA systému (Kavan et al., 1998). U alogenni
transplantace je tieba zajistit bud’ Giplnou, nebo velmi blizkou tkafovou shodu (Svojgrova
et al., 2011). Proto byva zpravidla nejvhodnéjsim darcem HLA identicky sourozenec,
mnohem mén¢ Casto potom jiny piibuzny. Pokud se nenajde vhodny piibuzny, zacne
se hledat darce v registru dobrovolnych darct kostni dien¢ (Kavan et al., 1998).

V nékterych ptipadech mize u HSCT transplantovana tkan navodit pfimy protinadorovy
ucinek, kdy dochazi k reakci leukocyta darce proti pivodni nemoci. Jedna se o tzv. reakci
§tépu proti nadoru neboli imunoterapeuticky efekt transplantace (Svojgrova et al., 2011).
Zajimavosti je, ze v ptipadé, kdy je krevni skupina déarce a piijemce rozdilna, dochazi
po transplantaci k tvorbé cervenych krvinek, které maji krevni skupinu darce a pacient,

kterému byla kostni dfen transplantovana, tak ziska krevni skupinu darce (Kavan et al.,

1998).

3.1.3 Hematopoéza a nemoci zpiisobené poruchou krvetvorby

Tato kapitola se zaméfuje na nejvyznamnéj$i choroby, které postihuji krvetvorbu
a u kterych se Casto k 1é¢bé vyuziva pravé HSCT. Hematopoéza, neboli krvetvorba, je
regulovany proces, pii kterém dochazi k neptetrzité produkci zralych krevnich bunék podle
potieby organismu. Zakladnim principem je proliferace a diferenciace hematopoetickych
kmenovych bunék na buniky progenitorové a prekurzorové, ze kterych se dale vyvijeji zralé
krevni buiky (Pospisilova et al., c2013). Vzhledem k tomu, ze zral¢ krevni bunky maji
prevazné kratkou Zivotnost, musi neustdle kmenové bunky v pribéhu zivota tyto zralé

krevni elementy dopliovat (Orkin, 2000).

Zakladni onemocnéni zptsobené poruchou krvetvorby

Chronicka myeloidni leukemie (CML) patii mezi nadorova onemocnéni s pozvolngj$im

nekolikaletym prabéhem. Az po ptechodu do faze akcelerace nebo blastického zvratu
sejedna o prudké onemocnéni s charakterem akutni leukemie (Vokurka, 2008). Jedna
se 0 nadorové myeloproliferativni onemocnéni, pro které je typickym znakem piitomnost
tzv. Philadelphského chromozomu (Nowell et Hungerford, 1960, Pospisilova et al.,
c2013), ktery je produktem recipro¢ni translokace chromozomi 9 a 22 a je
charakteristickym znakem CML (Rowley, 1973). Philadelphsky chromozom vznika
reciprokou translokaci mezi dlouhym raménkem (q34) chromozomu 9 a dlouhym
raménkem (ql1) chromozomu 22. Dochazi k fazi geni C-ABL (chromozom 9) a BCR

(chromozom 22) a vznikd onkogenni gen BCR-ABL (PospiSilova et al., c2013).
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K potvrzeni diagnézy se provadi tzv. karyotypizace metafaznich chromozomii, pomoci
které se Philadelphsky chromozom detekuje. Nicméné piiblizné v 5 % ptipadi
Philadelphsky chromozom neni detekovan. V téchto piipadech se k detekci genu BCR-ABL
provadi fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) a reverzni-transkripce polymerazova
fetézova reakce (RT-PCR) (Chase et al., 2001). CML muze postihnout vSechny vékové
skupiny, ackoliv nejcastéji je diagnostikovana u dospé€lych primérmneé ve véku 64 let. BCR-
ABL gen kdduje hlavni aktivni tyrosinovou kinasu (TK), ktera zpiisobi zvyseni proliferace,
aktivuje transkripéni faktory a brani bunécné apoptoze. Tyto procesy nakonec vedou
k nekontrolovatelnému bunécnému rustu a diferenciaci (Tefferi, Thiele et Vardiman,
2009). Chybna aktivace TK mize byt zplsobena translokaci (u CML) nebo bodovou
mutaci. Ackoliv se jednotlivé mechanismy chybné aktivace u rlznych
myeloproliferativnich onemocnéni 1i§i, dopady na organismus jsou velmi podobné
(Pospisilova et al., c2013). CML byla v minulosti jednou z hlavnich indikaci alogenni
HSCT, novéji se vzhledem k objevu novych efektivnich 1ékti (inhibitorti tyrosinovych
kinas) indikuje k HSCT vyrazné méné Casto.

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je klonalni onemocnéni vzniklé poskozenim

krvetvornych kmenovych bunck a vétSinou je pozorovano u starSich pacienti. MDS
naruSuje spravnou funkci hematopoézy, coz ma za nasledek cytopenii a zvySuje se 1 riziko
prechodu v akutni myeloidni leukemie (Tefferi et Vardiman., 2009).

Piedpoklada se, ze primarni poSkozeni hematopoetické kmenové buiky mize byt
zpusobeno spontannimi mutacemi nebo U€inkem toxické latky. Kazdopadné poté dochéazi
k reakci imunitniho systému, ktery aktivuje cytotoxické T lymfocyty, a k proliferaci
drenovych makrofagt, které zvySuji sekreci urcitych cytokinii. Tyto cytokiny stimuluji
proliferaci hematopoetickych progenitorovych bun¢k a u zralejSich bunck vyvolavaji
apoptézu (Pospisilova et al., c2013). Prubéh onemocnéni se u jednotlivych pacientl
vyrazné lisi. Pacienti s pokrocilejSim stadiem se doZivaji zpravidla nékolika mésicti, oproti
tomu pacienti s minimalné rozvinutym MDS se mohou doZit az 10 nebo 1 vice let (Sekeres,
2011). MDS patii mezi choroby nej¢astéji indikované k HSCT.

Akutni myeloidni leukemie (AML) je soubor onemocnéni, pro které je charakteristicka

proliferace a akumulace nezralych hematopoetickych bunck v KD, které se nasledné
vyplavi do periferni krve. Pfedpoklada se, ze AML je zpusobena maligni transformaci
hematopoetickych kmenovych bunék, které ztraceji schopnost diferenciace (Pospisilova

etal., c2013). Cytogenetické a molekularné genetické aberace spojené s AML se vyskytuji
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Vv leukemickych bunkach a zde ovliviiuji expresi ur€itych geni kodujicich proteiny, které
se poté zapojuji do bunéénych procest podporujicich leukemogenezi (Kohlmann,
Haschke-Becher et al., 2008, Kohlmann, Kipps et al., 2008). Pro AML je typicky jeji
rychly a agresivni vyvoj, ktery trva obvykle nékolik dnti, maximalné tydna (Pospisilova
etal., c2013). Vyskytuje se nejcastéji u pacientl starSich 60 let (Vokurka, 2008). Vyskyt
AML souvisi v menS$i Casti ptipadi s genetickou predispozici, v ostatnich piipadech
se muze jednat o kumulaci onkogennich mutaci, ktera muze byt urychlena vystavenim

ucinku kancerogenti. AML je v soucasné dob¢ viibec nejéastéjsi indikaci k alogenni HSCT.

Prekurzorové B-bunééné a T-bunééné neoplazie jsou skupinou nadorovych onemocnéni,

mezi které fadime neoplazie lymfocytarnich prekurzort, které u nemocnych vyvolavaji
akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) a lymfoblasticky lymfom (LL). Pro neoplazie
prekurzori B-lymfocyt vétSinou plati, Ze jsou to leukemie vyskytujici se ve dieni. Naopak
neoplazie prekurzori T lymfocyt obvykle tvoti mimodienové malignity diagnostikované
jako lymfomy (Pospisilova et al., c2013). ALL se vyskytuje u déti i u dospélych, ale ¢asto
je diagnostikovana zejména u déti ve véku 2 - 5 let (viz dale) (Inaba et al., 2013).
Ke stanoveni diagnézy ALL se vyuzivd mikroskopie, imunofenotypového vysetieni,
prutokové cytometrie a noveji také molekularné-genetickych vysetteni (Pui et al., 2008).
Lécba poté obvykle trva 2 - 2,5 roku a zahrnuje 3 faze: induk¢ni, konsolidaéni a fazi
udrzovaci (Pui et al., 2008). Nejzndméjsi neoplazii lymfocytarnich prekurzort je ALL
détského veku, kterd zahrnuje priblizné tietinu vyskytu nadorii u déti do 18 let (Pospisilova
et al., c2013). LL predstavuje piiblizné¢ tfetinu détskych nehodgkinskych lymfoma
(Sandlund et al., 1996, Cairo et al., 2005).

Neoplazie zralych B-bunék jsou onemocnéni vznikajici transformaci zralych B-lymfocyta
na ruznych urovnich jejich diferenciace v imunokompetentni bunky, pfiCemzZ tyto
transformované B-lymfocyty projevuji klonélni aktivitu.

Neoplazie ze zralych T-bunék a NK-bunék jsou pomérné vzacnd onemocnéni, ktera tvoii

méné nez 10 % nehodgkinskych lymfomu (Pospisilova et al., c2013).

Hodgkintiv lymfom (HL) je zpiisobeny malignimi neoplazii lymfocytarnich bunck a je

charakterizovany pfitomnosti velkych mononukledrnich Hodgkinovych a velkych
multinuklearnich Reed-Sternbergovych bun¢k (Weiss, 2000). V rozvojovych zemich
jsou Casto postizeni mladi lidé jesté pred obdobim dospivani. Naopak v pramyslovych
zemich byvaji zasaZeni lidé mezi 20-30 roky nebo potom lidé star§i 50 let (Grufferman

et Delzell, 1984). HL je unikatni v tom, ze jeho maligni buiky tvoii méné nez 1 %
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z celkové bunétné nadorové populace (Kuppers et al., 1994). Kl1écb¢é se uziva
chemoterapie, ktera Vv soucCasné dobé umoznuje vyléCeni vice nez 80 % pacientl
(Hasenclever et Diehl, 1998). Uspé&snost alogenni HSCT u HL neni piili§ vysoka, proto
se pacienti s HL indikuji k této 1é¢bé ziidka.

Mastocytdza je velmi vzacné heterogenni onemocnéni hematopoézy, které se vyskytuje
ptevazné u zen (Pospisilova et al., c2013). Jedna se o onemocnéni poruchy proliferace
zirnych bungk, které ma kozni i systémové projevy. Mezi piiznaky mastocytozy patii
navaly horka, svédéni, bolesti bficha, prijem, hypotenze, synkopa a bolesti svalii a kosti.
Tyto ptfiznaky jsou zpusobeny uvolnénim zirnych bun€k a jejich infiltraci do kuze,
gastrointestinalniho traktu, jater, sleziny, lymfatickych uzlin a KD (Carter et al., 2014).
Ve vétsiné piipadli je mastocytéza rozpoznana na zdkladé vzniklych charakteristickych
koznich 1ézi (Valent et al., 2007).

Mezi dalsi vazné geneticky podminéné onemocnéni krvetvornych bunék patii také
autoimunitni lymfoproliferativni syndrom a hemofagocytarni lymfohistiéoza (Pospisilova

et al., c2013).

3.1.4 Komplikace

Mezi komplikace, které se u pacientt po HSCT mohou vyskytnout, patii infekce,
rejekce/selhani Stépu (odvrzeni transplantované tkané), relaps (navrat zakladniho
onemocnéni), toxické poskozeni chemoterapii a v neposledni fadé reakce Stépu proti
hostiteli, ktera je nize podrobné rozebrana, protoze bezprostiedné souvisi s rovni tkanoveé
(HLA) shody mezi darcem a pftijemcem. V fadé ptipadu se po transplantaci u pacienti
objevi ,,vitana“ reakce $tépu proti leukémii (GVL, z angl. Graft versus Leukaemia), ktera
je pro pacienta prospé$na, protoze darované buniky mohou likvidovat zbytky nadorovych
bunék u piijemce (Svojgrova et al., 2011).

Teprve pied 50 lety byly formulovany podminky pro rozvoj reakce S§t€pu proti hostiteli
(GVHD, z angl. Graft versus Host Disease): §t€p musi obsahovat imunologicky
kompetentni buriky, pfijemce musi mit odliSné tkanové antigeny nez darce a piijemce
nemuze zahgjit G¢innou imunitni odpovéd K odstranéni transplantovanych bunék
(Billingham, 1966-1967). V soucasnosti neustale roste pocet provedenych alogennich
HSCT, ktery na celém svété dosahuje rocné€ piinejmensim desitek tisic transplantaci
(Appelbaum, 2001). S rostoucim poctem HSCT také roste pocet ptipadt, kdy se u pacienti
rozvine také GVHD (Ferrara et al., 2009), ktera se tradi¢n¢ déli podle doby nastupu

symptomi na akutni a chronickou formu (Carpenter et al., 2010).
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Akutni GVHD

Akutni GVHD je castou komplikaci po provedeni alogenni transplantace, kdy se jeji
vyskyt u pacientl pohybuje v rozmezi piiblizné¢ od 20 do 60 % (Ballen et al., 2012).
Akutni GVHD se zacind projevovat 6 a vice dni po transplantaci (Dwyre et Holland,
2008). Priznaky jsou horecka, zarudnuti kize, t€zké prijmy a svédiva bolestiva vyrazka,
ktera postupné postihuje cely povrch téla (Glucksberg et al., 1974). Mezi hlavni biologické
rizikové faktory akutni GVHD patii rozdily v HLA znacich mezi pfijemcem a darcem
a celotélové ozafovani (Flowers et al., 2011). I nadale zustava akutni GVHD jednou
z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality po alogenni HSCT (Carpenter et al., 2010). Mize
poskozeni cilového organu (Przepiorka et al., 1995). Pro potvrzeni, Ze se jedna o akutni
GVHD, se pacientovi provadi biopsie postizeného organu (Carpenter et al., 2010).
Nicmén¢ z diivodu niz$i citlivosti biopsie, kterd je pouze 60 %, je konecna diagndza
stanovena i na zaklad¢ dalsich dostupnych klinickych informaci (Weisdorf et al., 2003).
Patofyziologie akutni GVHD je komplexni a probihd ve tfech po sobé jdoucich fazich.
V prvni fazi dochazi k poskozeni hostitelské tkan€ a k uvolnéni prozénétlivych cytokint,
coZ ma za nasledek dozravani antigen-prezentujicich bunék (APC) hostitele. Ve druhé fazi
poté tyto APC bunky aktivuji zralé T lymfocyty darce, které se nasledné mnozi a produkuji
dalsi cytokiny (Ferrara et al., 2009, Shlomchik, 2007). Dilezitym cytokinem akutni GVHD
je interleukin-2 (IL-2), produkovany T lymfocyty darce. Béhem 1é¢by GVHD jsou proto
pacientovi podavany imunosupresivni latky, jako je napt. cyclosporin, tacrolimus nebo
monoklonalni protilatky, které jsou namifené proti IL-2 nebo jeho receptoru
(Ratanatharathorn et al., 1998). Ve tieti fazi vznika zanétliva reakce na zakladé bunécnych
mediatort, cytotoxickych T lymfocytti a NK bunék, a rozpustnych zanétlivych mediatort,
jako jsou faktor nadorové nekrozy o (TNF-a), interferon y (IFN-y) a interleukin-1 (IL-1)
(Welniak et al., 2007, Ferrara et Deeg, 1991). Tyto rozpustné a bunééné mediatory
podporuji zanét a tim dochazi k poskozeni cilové tkané (Hill et Ferrara, 2000).

Prevence vzniku GVHD je téméf vyhradné zaméfena na sniZeni rizika vzniku akutni
et al., 2003). Zlatym standardem pro 1é¢bu akutni GVHD je podavani steroidu, které maji
silnou anti-lymfocytarni a protizanétlivou aktivitu (MacMillan et al., 2002), pouziva
se vSak také fada dalSich latek s imunosupresivnimi u€inky. Od roku 1980 se zacala uZzivat

novd imunosupresiva, cyclosporin a tacrolimus, ktera brani aktivaci T-bunék tim,
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ze inhibuji calcineurin a vyrazné prodluzuji pfeziti transplantatu (Storb et al., 1986).
Ackoliv se cyclosporin a tacrolimus strukturné lisi, jejich mechanismy ucinku jsou
podobné (Liu et al., 1991). Nov¢ji se uziva terapie zalozené na methotrexatu v kombinaci
s calcineurinovym inhibitorem (Ruutu et al., 2013). Methotrexat je cytotoxické 1é¢ivo,
které ma pii nizkych davkach protizanétlivy ucinek a tlumi aktivaci T-bunék (Przepiorka
etal., 1996).

Chronicka GVHD
Chronickd GVHD je multisystémové onemocnéni, jehoz typickymi pfiznaky jsou zanét
a fibr6éza. Muze postihnout Siroké spektrum tkéni a organti, v€etné€ oci, Gstni sliznice, kize,
pojivové tkang€, plic, jater, gastrointestinalniho ustroji, kloubti, slinnych zlaz
a urogenitalniho traktu (Shulman et al., 2006).
Chronickd GVHD miize vzniknout n¢kolika zptsoby:

» postupnym piechodem akutni GVHD do chronické GVHD,

» samovolné po vyléceni akutni GVHD,

» nebo de novo bez piedchozi akutni GVHD (Carlens et al., 1998).
Pro 1é¢bu chronické GVHD se casto uziva Kkortikosteroida (event. v kombinaci
s calcineurinovym  inhibitorem) (Koc et al.,, 2002). Dlouhodobé pouzivani
imunosupresivnich latek vcetné steroidii vSak mize zpusobit zavazné komplikace
vzhledem ke své toxicité. Byly provedeny studic mnoha terapii, ale bohuzel zadna
nedosahla takovych vysledku, aby byla plo$né ptijata jako standard.
Vyznamnou roli v imunitnich reakcich, které vedou ke GVHD, mohou sehravat také
mikrobidlni faktory (mikrobiom). Mista, kde se projevuje akutni GVHD, jako je klize nebo
gastrointestinalni trakt, jsou také mistem pusobeni rozmanité mikrobidlni flory. Proto
pusobeni antimikrobialnich latek, které se podavaji v souvislosti s HSCT, pravdépodobné
zpusobuje hluboké a dlouhotrvajici poSkozeni této piirozené mikroflory. Roli v rozvoji
tolerance versus aloimunity mtize hrat také nepfima interakce mezi mikrobiomem darce

(,,mikrobiologicka zkuSenost*) a mikrobiomem pacienta (Rezvani et Storb, 2012).
2.2 Kmenové buiiky

3.2.1 Definice a typy kmenovych bunék
Nejdilezitgjsi ¢asti KD jsou tzv. krvetvorné kmenové buiiky (Svojgrova et al., 2011).

V soucasné dob¢ se vyzkum kmenovych bunék obecné rychle rozviji a to hlavné z ditvodu

17



Siroké Skaly jejich potencialnich aplikaci. Jejich schopnost diferencovat se do rtuznych
bunéénych typt by mohla byt vyuzita v regenerativni mediciné - K 1é¢bé poskozenych
nebo nemocnych tkani (Butler et al., 2014). Lidské kmenové buiiky jsou stale pfedmétem
vyzkumu pro jejich mozné vyuziti:

» pii obnoveni poSkozené ¢i odumfielé tkan¢ buiikami vzniklymi z kmenovych bun¢k

» piiregeneraci poskozené tkang vlivem zranéni nebo nemoci slouzi kmenové bunky

jako stimulatory rastu ostatnich bun¢k
» pii odstranéni zbytki nemocnych bunék tkané¢ pomoci implantace zdravych
kmenovych bun¢k (Barta et al., 2010).

Kmenové buiky jsou jednim z mnoha typi bunék lidského organismu. Maji velmi
specifickou funkci, a to produkci novych bunék konkrétni tkan€. Dospély ¢lovék ma
pro jednotlivé tkané rizné typy kmenovych bunék, které se v ptipad€ potieby diferencuji
na konkrétni typ zralych bun¢k dané tkané. VSechny tkanové kmenové bunky pochazeji
z embryondlnich kmenovych bunék. Protoze se z embryonalnich kmenovych bun¢k
vyvijeji vSechny bunétné typy organismu, oznacujeme je jako pluripotentni (Koledova
etal., 2011). Béhem poslednich let byl zaznamenan velky pokrok a zasadni objevy
Vv oblasti pluripotentnich kmenovych bunék. Pluripotentni kmenové buiiky jsou definovany
na zakladé dvou nezbytnych vlastnosti, kterymi jsou sebeobnova a potence. Sebeobnova je
schopnost kmenovych bunék se po dlouhou dobu délit, produkovat stale stejné dcetiné
buniky a zachovavat pifi tom stejné vlastnosti, jako méla buitkka matef'skd. Za konkrétnich
podminek je kmenova buika schopna zapojit se do programu vedoucimu k diferenciaci

do specializovanych bunéénych typt (Wobus et Boheler, 2005).

Typy kmenovych bunék:

Kmenové buiikky embryondlniho pivodu se ziskavaji 5. - 8. den po oplozeni piimo
Z embryoblastu blastocyty, ovSem jejich ziskani je spojeno se znienim ranych embryi
(Dolezal et al., 2013). Lidské embryonalni kmenové buniky maji velky diferenciacni
potencial, mohou tvofit buniky vSech zarodeénych vrstev (Reubinoff et al., 2000).
Embryonélni a epiblastové kmenové buiiky se vyznacuji pluripotentnosti, coZ znamena, Ze
se mohou diferenciovat do vsSech bunécénych typt dospélého organismu. Naopak
trofoblastové kmenové buiiky jsou multipotentni a diferencuji se jen do urcitych
bunéénych typa placenty (Koledova et al., 2011). Prvni lidské embryonalni kmenové
bunky byly v roce 1998 ziskany z blastocysty vzniklé in vitro fertilizaci (Thomson, 1998).
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Tkanové kmenové bunky maji svlij puvod vembryonalnich kmenovych buikach.
Pro danou tkan jsou specifické a mohou tvofit buitkky pouze té tkang, ze které pochdzeji.
Jedna se napiiklad o kmenové buiikky nervové, hematopoetické, mezenchymové,
epidermalni apod. (Koledova et al., 2011). Nachazeji se Vv jiz diferenciovanych tkanich.
Ptirozenou funkei téchto bunék je udrzovat a obnovovat starou nebo poSkozenou tkan
(Pessina et Gribaldo, 2006). I po transplantaci do jiného organismu jsou schopny znovu
vytvorit stejnou tkan, ze které byly odebrany (Koledova et al., 2011).

Nadorové kmenové buiikky vznikaji bud’ z tkénovych kmenovych bunék patologickou

zménou genetické informace, nebo z nadorovych bunck, které maji vlastnosti kmenovych
bunék. Vyznacuji se Casto vysokou odolnosti vii¢i chemoterapii i radioterapii. Pokud by
po léceni zlstala vorganismu i1 jen jedna nddorovd kmenova builkka, mulze dojit
k opétovnému nadorovému bujeni (Koledova et al., 2011).

Uméle vytvorené kmenové buiiky vznikaji preménou diferenciovanych bunék na kmenové

bunky lidskym zasahem (Koledova et al., 2011). Do této skupiny patii tzv. indukované
pluripotentni kmenové buiiky, které maji podobné vlastnosti jako embryondlni kmenové
buiikky. Vznikaji ze somatickych bunck, které se vlivem transkripénich faktorii
reprogramuji zpét do pluripotentniho stavu (Pospisilova et al., c2013). Bylo prokazano, ze
fizenou expresi charakteristickych transkripénich faktorti (Oct4, Sox2, c-Myc, Klf4) lze
pfeprogramovat lidské somatické bunky na indukované pluripotentni kmenové buiky
(Takahashi et al., 2006). Jejich produkci nepronasleduji takové etické problémy, jako
u embryonalnich kmenovych bunék (Koledova et al., 2011).
Mezi zékladni vlastnosti kmenovych bunék patii jiz zminénd pluripotence nebo
multipotence, Cili schopnost kmenové builky se irreverzibilné diferenciovat na urcity
bunéény typ. Pfi déleni kmenovych bunék zajiStuje zachovani pivodnich vlastnosti
Vv dcefinych kmenovych bunkach tzv. sebeobnova (Koledova et al., 2011).
Dalsi velice diilezitou vlastnosti kmenovych bungk je jejich klonalni charakter (PospiSilova
et al., c2013). Protoze kmenové buniky neobsahuji enzym telomerazu, nedochazi u nich
ke zkracovani chromozomi a bunky se mohou délit teoreticky az do nekonecna (Koledova
etal., 2011).
Déle se mohou kmenové bunky dé€lit podle jejich pivodu a diferenciace na kmenové
bunky:

o Totipotentni, které se vyskytuji pouze ve stadiu zygoty a ze kterych nasledné

vznikaji v§echny builky organismu.
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o Pluripotentni, které davaji vznik buitkdm odvozenych ze vSech tii zarodecnych
vrstev.
o Multipotentni, které jsou schopné tvofit buné¢né typy tkani, ze kterych pochazeji.
o Unipotentni, které davaji vzniknout pouze jednomu typu bunc¢k (Dolezal et al.,
2013).

Vzhledem ke specifickym vlastnostem existuji u kmenovych bun¢k i specifické regulace
bunécnych procesti. U embryonalnich kmenovych bunék se aktivuji specialni proteiny
Oct4, Nanog, Sox2 a KIf4, které vazbou na DNA specificky fidi expresi genetické
informace, ¢imz dochazi k nastoleni pluripotence. Dalsi charakteristikou embryonalnich
kmenovych buné¢k je jejich specificky chromatin. Pomoci regula¢nich mechanismt jsou
geny oznacovany specidlnimi znackami (napt. methylaci histonil), které znaci, jestli se ma
dany gen piepisovat ¢i nikoliv. Dulezitd je regulace bunécného cyklu, ktery
se od klasickych somatickych bungk lisi délkou, predev$im délkou G1 faze. Embryonalni
kmenové buiiky jsou schopny se rychle délit, protoze jejich bunéény cyklus je velmi
kratky. Pro jejich vstup do bunééného cyklu neni potieba ristovych faktorii. Naopak je
prong typickd vysoka aktivita cyklin-dependentni kinazy 2 (Cdk2), kterd urychluje
pruchod kmenové bunky G1 fazi. Nizkd aktivita ¢i inhibice Cdk2 ma za nasledek
prodlouzeni G1 faze a naslednou diferenciaci embryonalnich kmenovych bunék.
V ptipadé, Ze u embryondlnich kmenovych bun€k dojde k poSkozeni DNA v Gl fazi,
nezastavuji bunéény cyklus, ale dochéazi u nich k apoptdze. Tim ptedejdou riziku vzniku
mutaci pii pfipadné opravé DNA, coz by meélo fatidlni nasledky pro cely organismus
(Koledova et al., 2011).
V soucasnosti se vyzkum provadény na embryondlnich kmenovych buiikdch potykd se
silnou kritikou. Vyvstava zde otdzka, zda je embryo lidska bytost, na kterou se vztahuji
pfirozena lidské prava ¢i nikoliv. Odpirci téchto vyzkumil argumentuji tim, Ze lidsky Zivot
vznika Vv okamziku, kdy dojde k oplozeni vajicka spermii. Tim padem je embryo
subjektem pfirozenych prav a jeho védomé zniCeni je srovnatelné s vrazdou. Naopak
zastanci poukazuji na to, Ze rané embryo nema rozvinuté své lidské vlastnosti a nelze jej

povazovat za prislusnika lidské populace (Dolezal et al., 2013).

3.2.2 Krvetvorné kmenové buiiky a jejich zdroje

Hematopoetické kmenové buiiky jsou tkanové kmenové buiky schopné vytvoftit vSechny
typy krevnich bunék a mohou byt ziskany nejen z KD, ale také z periferni nebo

pupecénikové krve (Padmanabhan et al., 2009).
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KD poskytuje soustavu mikroenvironmentalnich domén, neboli tzv. nik, které podporuji
funkci imunitnich a hematopoetickych bun¢k. Bunééné niky jsou funkéni prostory uvnitt
tkan¢€, které tidi a kontroluji mnozstvi bunék tim, ze reguluji signaly fidici bunécnou
sebeobnovu, diferenciaci a klidovou fazi bunécného cyklu (Scadden, 2006). Tyto signaly
mohou byt piendSeny pfimym kontaktem bunck, ristovych faktori a cytokinii nebo
slozkami extraceluldrni matrix (Schofield, 1978). Hematopoetické kmenové buiky
vznikaji  postupné¢ béhem  embryondlniho  vyvoje. Nejdiive se  nachézeji
V extraembryonalnich tkanich, nasledné jsou ptfitomné v ,aorta-gonady-mezonefralni‘
oblasti, poté v jatrech a slezin€ plodu a nakonec v KD, ktera je hlavnim hematopoetickym
organem dospélych jedinct (Dzierzak et Speck, 2008). Je dilezité¢ poznamenat, ze ackoliv
vétSina hematopoetickych kmenovych bun€k je u dospélych ptitomna v KD, tak
hematopoéza mize probihat také v extrameduldrnich mistech (naptiklad ve slezing, jatrech
a plicich) (O’Malley, 2007). KD také disponuje strukturalnimi a funkénimi vlastnostmi
podobnymi sekundarnim lymfoidnim organim a obsahuje folikularni struktury podobné
lymfatickym uzlindm nebo slezin€, ackoliv postrddda organizované T- a B-buiky.
V nepfitomnosti brzliku poskytuje mikroprostiedi KD také vhodné podminky pro vyvoj T-
bunék (Dejbakhsh-Jones et al., 1995).

Krvetvorné kmenové buiiky lze pro tcely transplantace v SsouCasné dobé ziskat v zasade
ze tfi rGznych zdroji — 1) klasickym odbérem kostni dfeng, 2) odbérem krvetvornych
bunék z periferni krve po stimulaci ristovymi faktory a 3) z pupecnikové krve.

Ad 1) Klasicky odbér KD je nejstarSim zplisobem ziskani krvetvornych kmenovych bunék
a provadi ve sterilnim prostiedi pii celkové anestezii. Pacientu lezicimu na bfise je punkéni
jehlou opakované nasdvana KD z dfenové dutiny kycelni kosti. Mnozstvi odebrané KD
zavisi na hmotnosti pacienta, pficemz se obvykle odebird 10 ml na 1 kg vahy. (Kavan
etal., 1998).

Ad 2) Mezi nov¢jsi metody odbéru krvetvornych kmenovych bunék patii odbér z krve, kdy
jsou kmenové bunky procesem mobilizace vyplaveny z kosti do krevniho obéhu. U darct
se k mobilizaci pouziva aplikace rustovych faktort, t€lu vlastnich molekul, které reguluji
riist a mnoZeni krvetvornych bungk. Casto se pouzivé tzv. riistovy faktor pro granulocyty
(G-CSF). Po nékolika dnech podavani rastového faktoru, kdy dochazi k masivnimu
uvolnovani krvetvornych bunék z kostni dfené¢ do krve, je darce napojen na separator,
ktery je schopen oddélit jednotlivé typy krvinek podle jejich fyzikéalnich vlastnosti. Zptsob

odbéru kmenovych bunék pomoci separatoru trva nékolik hodin, ale pro darce je bezpecny.
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Ad 3) Pupecnikova krev je vhodnym zdrojem krvetvornych kmenovych bunék, protoze
pted narozenim obsahuje krev plodu volné plovouci kmenové bunky ve velkém mnozstvi.
Po porodu ¢ast kmenovych bunék ditéte zistava v pupeéni $iitife (Svojgrova et al., 2011).
Pupecnikova krev se pouziva jako zdroj krvetvornych bunék vzhledem k jeji dostupnosti
a jednoduchosti potizeni (Kurtzberg, 2009). V soucasnosti existuje ve svété fada bank
uchovavajicich pupeénikovou krev (Svojgrova et al., 2011). Limitujicim faktorem je
mnozstvi krvetvornych kmenovych buné€k v pupeénikové krvi (Chinen et Buckley, 2010).
Proto se pouzivaji pro dospélé pacienty krvetvorné kmenové bunky ziskané od vice
neZ jednoho darce nebo se pupeénikova krev uziva k 16¢eni détskych pacientd (Svojgrova
etal., 2011).

Registry dobrovolnych darcii KD existuji ve vSech vyspélych zemich svéta a usnadiiuji
pacientiim vc€as najit mezi dobrovolniky jedince se stejnym tkanovym (HLA) typem.
Dobrovolnici v registru jsou zdravi lidé, kteti jsou ochotni v piipadé potieby poskytnout
nemocnému svoje krvetvorné bunky. Darcovstvi se povazuje za nejvyssi dar Clovéku
V nouzi, proto je vSude ve svéteé zcela bezplatné. Dobrovolnik pfi vstupu do registru projde
informacnim pohovorem, kdy ziskd informace o celém procesu darovani a piipadném
odbéru krvetvornych bunék. Z krve se ur¢i nejen tkanovy typ darce, ale pred vlastnim
darovanim se provedou také testy na piitomnost infekénich nemoci (Svojgrova et al.,
2011), naptiklad na pFitomnost viru HIV-1, HIV-2, hepatitidy B, hepatitidy C a syfilis
(Ostro et al., 2008). Specialni pocitatové programy porovnavaji tkafiovy typ pacienta,
ktery aktualné potiebuje transplantaci, s typy vSech dostupnych dérct. V ptipadé nalezeni
vhodného darce se pro potvrzeni provedou dalsi krevni testy. Béhem hledani vhodného
déarce v registru ¢i v prib&hu transplantace plati jak pro darce, tak pro pacienta piisna

pravidla anonymity (Svojgrova et al., 2011).

3.3 HLA systém

3.3.1 MHC glykoproteiny
Hlavni histokompatibilni komplex (MHC) je rozsadhly genovy komplex, ktery hraje

klicovou roli v imunitnim systému. Molekuly kodované MHC geny 1. a II. tfidy jsou
vysoce polymorfni glykoproteiny vyskytujici se na povrchu bunék, kde vazou
a imunokompetentnim bunikdm prezentuji intraceluldrni a extracelularni peptidy (Klein,

1986).
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MHC glykoproteiny se déli do dvou tfid. MHC L. tfidy se vyskytuji na membranach vSech
jadernych bunék, zatimco MHC glykoproteiny II. tfidy se objevuji pouze
na specializovanych bunikach prezentujicich antigen (Hofejsi et al., 2013). U rdznych
druhti obratlovcii se specifické oznaceni pro MHC komplex lisi. U lidi se MHC
glykoproteiny oznacuji jako HLA molekuly (Pospisilova et al., c2013).

Vazebna mista pro peptidy jsou Si u obou tfid MHC molekul strukturné velice podobna,

ackoliv se MHC I. a II. tfidy lisi slozenim svych podjednotek (Obrazek 1).

Obrazek 1 - Struktura MHC glykoproteinu I. a II. tfidy. Molekula MHC 1. tfidy (vlevo) je
tvofena tézkym fetézcem alfa a nekovalentné vazanym beta-2 mikroglobulinem. Molekulu MHC
I1. t¥idy (vpravo) tvoti heterodimer dvou symetrickych fetézct alfa a beta.

MHC Class I MHC Class IT

Peptide Binding Peptide Binding
Cleft Cleft

052 051 |81 al

£,-microgobulin 8,

Cell Membrane

(http://doctor-jones.co.uk/Immunology/T utorial/The%20Major%20Histocompatibility%20Complex.htm
navstivené 19. 1. 2016)

MHC molekuly I. tfidy jsou tvofeny transmembranovym fetézcem a, ktery se sklada ze tii
domén - o, oy, o3, a se kterym nekovalentné interaguje fetézec tvoreny Po-
mikroglobulinem. Oproti tomu MHC molekuly II. tfidy se sklddaji z o a B podjednotek,
které vytvaii vazebné misto pro peptidy, stejné jako domény as a ap; u MHC glykoproteint
I. tfidy. Hlavni funkci MHC glykoproteini je tedy vazat peptidy z proteint
produkovanych buiikou nebo pochazejicich z vnéjsiho prostfedi buiky a vystavit je
na svém bunécném povrchu tak, aby byly rozeznatelné pro T lymfocyty (Hotejsi et al.,
2013).
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3.3.2 Definice a vyznam HLA systému

Objev HLA systému tésné souvisi s historii transplantaci tkani a organi. Zjistilo se, Ze
pravé neshoda v HLA molekulach mezi pfijemcem a darcem zplsobuje u piijemce
odvrzeni tkané (Pospisilova et al., c2013). Primarni funkci HLA znakil je umoZznit
rozpoznavani télu nevlastnich antigeni a tim odhalovat infikované, poSkozené nebo
cizorodé buniky. Za rozpoznani HLA molekul snavazanymi antigennimi peptidy
zodpovidaji T lymfocyty se svymi receptory pro antigen (TCR) (Svojgrova et al., 2011).
rozpoznaji cizi antigen v kombinaci s HLA molekulami. V imunitni odpovédi je cizi
antigen zpracovan a vystaven ve form¢ antigennich peptidii na povrchu bunky. Pro tento
ucel maji HLA molekuly misto oznacované jako ,,antigen-vazici®, do kterého se antigenni
peptidy vkladaji. T-bunky interaguji s komplexem HLA/peptid a tim jsou aktivovany.
Po aktivaci se T-builky mnozi a mohou ni¢it builky prezentujici dany antigen anebo
uvolnuji cytokiny, které stimuluji a reguluji imunitni odpovéd’ (Bose et al., 2013).

V piipad¢ pievodu organu nebo tkan¢ zjednoho jedince na druhého je proto velmi
dulezité, aby ptijemce i darce méli co nejpodobnéjsi HLA typ, jinak rozdily podnécuji
imunitni systém k obrannym reakcim (Svojgrova et al., 2011). Nicméné i pies tplnou
shodu v HLA znacich mohou po transplantaci u ptijemce nastat komplikace, na jejichz
vzniku se podileji genetické faktory, tzv. nonHLA polymorfismy (Pospisilova et al.,
c2013).

Polymorfismus HLA systému je v lidské populaci tak velky, Ze pocet moznych kombinaci
HLA znaki (,HLA vybav®) fadoveé prevysuje pocet lidi na planeté. Nékteré kombinace
HLA znakt se vSak vyskytuji mnohem ¢astéji nez jiné a jejich zastoupeni se také 1isi mezi
etniky (Svojgrova et al., 2011). Geny kédujici HLA molekuly jsou kodominantni a #idi se
pravidly Mendelovské dédicnosti. VSechny geny HLA systému se dédi jako celek, tzv.
haplotyp. HLA genotyp jedince se sklada ze dvou haplotypil, z nichZ jeden pochazi od otce
a druhy od matky. Podle Mendelovskych zakonti dédi¢nosti je u sourozencl 25%
pravdépodobnost, ze budou identicti, 50% pravdépodobnost, Ze budou mit shodny
1 haplotyp a 25% pravdépodobnost, Ze budou zcela neshodni. Popula¢né-genetické studie
prokdzaly, Ze vazebna nerovnovédha je typickym rysem HLA systému, mezi jejiz ptficiny
patii redukovana frekvence rekombinaci, selekéni tlak nebo tzv. zakladatelsky efekt.

V transplantaéni hematologii je vazebna nerovnovaha HLA systému vyhodna napf.
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pii hledani HLA shodného nepfibuzného darce (snizuje celkovou haplotypovou variabilitu)
(Pospisilova et al., c2013).

3.3.3 Funkce, polymorfismus a rozdéleni HLA molekul

HLA systém Ize definovat jako vysoce polygenni a polymorfni (viz Obrazek 2).
Polymorfismus HLA gent se vyvinul postupnou akumulaci bodovych mutaci, genovou
konverzi a rekombinaci. Jednotlivé HLA molekuly se od sebe navzajem lisi také ve své
aminokyselinové sekvenci (vytvareji rizné HLA antigeny), coz zplsobuje také odliSnosti
ve struktuie peptid-vazajiciho mista a tim i ve spektru antigennich peptidi, které tyto

molekuly mohou vézat.

Obrazek 2 — Rist po¢tu znamych HLA alel ve svétové populaci od roku 1987 do konce
prosince 2015. Zelen¢ jsou znazornény poéty alel HLA . téidy, ¢erné alely HLA 1I. tfidy.
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(Zdroj: http://www.hla.alleles.org/ Navstivené: 7. 3. 2016)

Oblast na 6. chromozomu kodujici HLA proteiny se rozdéluje do 3 zakladnich regiond
(Pospisilova et al., c2013), tvoii zhruba 1 promile z celého lidského genomu a obsahuje
vice nez 200 gent a pseudogend (Rohon et al., 2009). Blize centromeie se vyskytuje
region II. tfidy kodujici geny pro a a B fetézec HLA molekul II. tfidy. Vice telomericky
se nachazi region I. tfidy obsahujici geny pro té¢zké a fet€ézce HLA molekul 1. tfidy. Mezi
témito regiony se nachazi oblast I1l. tfidy nesouci geny pro komplement, n¢které cytokiny

a proteiny tepelného Soku. Region I. obsahuje asi 20 gent. Nejdilezitéjsi jsou geny HLA-
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A, HLA-B a HLA-C, také casto oznaCovany jako klasické MHC geny (Pospisilova et al.,
€2013). Za zminku také stoji izotypy HLA-E, HLA-F a HLA-G, které se vyskytuji jen
na ur¢itych bunkach, maji niz8i polymorfismus a specifické funkce (Hofejsi et al., 2013)
ageny MICA a MICB. Tato oblast obsahuje také pseudogeny HLA-H, HLA-J, HLA-K
a MICC. Region II. obsahuje slozity komplex part genti kodujicich dimér HLA molekul I1.
tiidy oznaCovanych jako HLA-DR, HLA-DP a HLA-DQ, a také dalsi geny
proglykoproteiny, které maji funkci ve zpracovani a prezentaci antigenu (Pospisilova et al.,
€2013). Vramci tiid se jednotlivé izotypy HLA antigeni oznaCuji jako HLA lokusy
(Rohon et al., 2009).

Z funk¢niho hlediska se obé tiidy HLA molekul 1iSi ve zpracovani a prezentaci antigenu.
Pro CD4+ T lymfocyty je nutné vystaveni antigennich peptidi prostfednictvim HLA-II.
tiidy, naopak pro CD8+ T lymfocyty je nezbytna prezentace antigend HLA molekulami 1.
tiidy. HLA molekuly I. tfidy jsou zpracovany v endoplazmatickém retikulu spolu s peptidy
ziskanymi degradaci cytosolickych proteini v proteazomu. HLA 1. tfidy tedy prezentuji
peptidy z intracelularné syntetizovanych antigent, napf. bunce vlastnich nebo virovych
proteint. Tento peptidovy komplex HLA molekuly I. tfidy a antigenniho peptidu je poté
exprimovan na povrchu bunky a prezentovan CD8+ T-buiikam, viz Obrazek 3. Aktivované
CD8+ T-bunky pak svymi cytotoxickymi efektorovymi mechanismy zabijeji virem
infikované bunky (Wagner et al., 2012, Bose et al., 2013).

Naproti tomu HLA molekuly II. tfidy prezentuji peptidy, které byly ziskany
proteolytickym $tépenim proteinovych antigent, které se do buiiky dostaly endocytézou
z vnéjsiho prostfedi. HLA molekuly II. tfidy prezentuji tyto exogenni peptidy CD4+ T-
burikam, které pak napomahaji k rozvoji specifické imunitni odpovédi pro exogenni
antigen, viz Obrazek 3 (Bose et al., 2013). Jak jiz bylo uvedeno, dalsi rozdil se tyka
exprese, kdy molekuly HLA-I. tfidy jsou pfitomny (s riznou denzitou) na vSech jadernych
bunkach. Exprese HLA molekul II. tfidy se omezuje na antigen-prezentujici buiiky (APC,
napf. dendritické bunky, monocyty, makrofagy, B-lymfocyty, Langerhansovy burky)
(Pospisilova et al., c2013, Cresswell, 1994).
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Obrazek 3 - Zpusob zpracovani a prezentace antigenniho peptidu HLA molekulami I. a II.
ti'idy, podrobnosti jsou uvedeny v textu.
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Figure 5.20 The Immune System, 3ed. (© Garland Science 2009)

3.4 Metody pouzivané k vySetieni HLA systému

Pojmem HLA typizace oznacujeme ureni konkrétnich HLA znaku, které jsou pfitomny
u vySetfovaného jedince. Pro HLA typizaci existuji dva zékladni metodické pfistupy,
sérologické metody, které k HLA typizaci vyuzivaji specifické protilatky a molekularné-
genetické (DNA) metody, které cili na arovenn HLA gend.

Sérologicka typizace je historicky star$i a uruje HLA antigeny exprimované na povrchu
bunck. K zékladnimu vysetieni HLA znakd se vyuziva tzv. lymfocytotoxicky test,
zalozeny na reakcich HLA antigenti na lymfocytech pacienta se sadou diagnostickych
protilatek, které s konkrétnimi antigeny specificky reaguji. Tyto anti-HLA protilatky
se s lymfocyty smichaji na tzv. Terasakiho plotnickach. V pifipad€, Ze se anti-HLA

protilatka navdze na pfisluSny antigen na povrchu lymfocytti, dojde mezi nimi k vazbé.
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Tato vazba je poté zviditelnéna pfidanim komplementu, ktery usmrti buniky s navazanymi
anti-HLA protilatkami a reakce je pozitivni. V opa¢ném ptipadé, kdy se HLA antigen,
proti kterému je specificka protilatka namifena, na bunikach nenachazi, nedojde k usmrceni
bunék a reakce je negativni.

K HLA typizaci pomoci molekularné genetickych metod se jako vychozi material vyuziva
genomickd DNA ziskana nejcastéji z krevnich leukocytii vySetfovaného jedince. V oblasti
HLA typizace pomoci molekularné-genetickych metod se vyuzivaji zejména techniky
zalozené polymerazové tetézové reakci (PCR), konkrétné modifikace PCR se sekvencné
specifickymi primery (PCR-SSP) a se sekvenéné specifickymi oligonukleotidovymi
sondami (PCR-SSOP). Nejpiesnéjsi vysledky HLA typizace poskytuje v soucasné dobé
sekvenovani HLA genti. Pfi molekuldrné genetické typizaci HLA znak rozliSujeme dvé
zakladni urovné rozliseni.

Typizace na urovni nizkého rozliseni (piiklad zapisu HLA-A*02, *03) odpovida zhruba
rozliSeni zakladnich HLA znakl sérologickymi metodami a povazuje se za dostate¢nou
urovei typizace naptiklad pro transplantace ledvin. Typizace na Grovni vysokého rozliSeni
urCuje jednotlivé HLA alely (piiklad zapisu HLA-A*02:06, *03:01) a je nezbytna
pro zajisténi HSCT (Pospisilova et al., c2013).

Polymerazova fetézova reakce se sekvenéné specifickymi primery (PCR-SSP) je metoda,
ktera rozlisuje HLA varianty jiz na urovni PCR. Pro dany lokus je typizacni soustava
tvofena jednotlivymi primerovymi pary komplementdrnimi k urcitym aleldm. Pokud je
vySetfovany jedinec nositelem dané alely, primery se navazi na jeji sekvenci a dojde
k amplifikaci fragmentu DNA. Produkty PCR-SSP se poté detekuji pomoci elektroforézy
V agar6zovém gelu a nasledné jsou zviditelnény ultrafialovym zarenim.

U polymerazové fetézové reakce se sekvencné specifickymi oligonukleotidovymi sondami
(PCR-SSOP) nejdrive dochazi k amplifikaci dané ¢asti HLA genu pomoci znacenych PCR
primerd. Tyto naamplifikované fragmenty HLA genu jsou podrobeny hybridizaci
s mnozstvim oligonukleotidovych sond specifickych pro dané alely. Po opakovaném
promyti zlistanou na DNA sondach navazany pouze zcela komplementarni zna¢ené DNA
useky, které se nasledné zviditelni, napf. fluorescenénim signalem.

Typizace zalozena na sekvenovani (SBT z angl. Sequencing-Based Typing) je nejpiesnéjsi
metoda HLA typizace, ktera slouzi k urCeni piesného potadi nukleotidii vybranych usekt
(zejména exonll) HLA gent. Vyuziva se zejména pro HLA typizaci na urovni vysokého

rozliSeni. Dané oblast HLA genu se naamplifikuje, vysledny produkt se piecisti a podrobi
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sekvenacni reakci S fluorescencné znaenymi termindtory (ddNTPs). Vzniklé sekvenacni
fragmenty se dale analyzuji pfi sekvenacni elektroforéze. Ziskané sekvence se nasledné
srovnavaji s knihovnou HLA alel (Rohon et al.,, 2009). Krom¢ vySe popsaného
konvenc¢niho zptsobu sekvenovani (modifikovana metoda sekvenovani dle Sangera)
se v soucasné dob¢ do oblasti HLA typizace stale vice prosazuji metody tzv. sekvenovani

dalsi generace (NGS, z angl. next-generation sequencing).

4. Material a metody

4.1 Studovani jedinci a material

Pro experimentalni ¢ast byly v anonymni formé pouzity vysledky vySetfeni pacientii z
Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL), jejich rodinnych pfislusniki a event.
nepiibuzenskych darct. 109 hodnocenych pacienti bylo indikovano v roce 2014 a 2015
k vysetfeni HLA systému pro ucely vyhledani vhodného darce krvetvornych kmenovych
bunék K transplantaci pro rizna hemato-onkologicka onemocnéni nebo choroby spojené
s poruchou krvetvorby.

Veskera zde uvadéna vySetieni byla provedena pracovniky HLA laboratote Ustavu
imunologie FNOL za pouziti standardnich operac¢nich postupti. Pro statistickou ¢ast
(charakteristika studovaného souboru) byly pouzity vysledky molekuldrné-genetické
typizace lokusit HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 a klinické udaje 109
pacientti. VSichni jedinci zafazeni do hodnoceného souboru nebo jejich zakonni zastupci
podepsali informovany souhlas k molekularné-genetickému vysetfeni HLA znakd.

V pribéhu piipravy této bakalaiské prace jsem se podrobné prakticky seznamila
s molekularné-genetickou typizaci HLA znakli pomoci metody PCR-SSP (polymerazova
fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery). Tato metoda byla pouzita k HLA
typizaci vSech hodnocenych jedinct (u vétsiny pacientll v kombinaci s typizaci zalozenou
na sekvenovani). Pracovni postup metody PCR-SSP je proto Vv experimentalni ¢asti

podrobné popsan.
4.2 Metody

4.2.1 Strategie HLA vySetieni pro vyhledani darce krvetvornych kmenovych bunék

Vysetteni pro uely vyhledavani déarce pro transplantaci krvetvornych kmenovych bunck

bylo vzdy zahajeno na podkladé pozadavku oSetfujiciho lékafe z Hemato-onkologické
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kliniky FNOL. Cilem vysetieni bylo nalezeni darce, ktery je s pacientem identicky v HLA
znacich lokusit HLA-A, -B, -C, DRB1 a DQBL1 na trovni vysokého rozliSeni. Nejdiive
byla u pacienta provedena sérologicka typizace HLA-I. tfidy a zaroven molekularné-
genetickd typizace s vysokym rozliSenim (,,high resolution®). Soucasné se provadi
vySetieni rodinnych piislusnikd pacienta (rodice, sourozenci, déti) sérologickou metodou
(HLA-I. tfidy) a metodou PCR-SSP na trovni nizkého rozliseni (HLA-II. t¥idy).

Pokud ma pacient v této fazi pfedbézné shodného darce (nejcastéji sourozence) v roding,
musi byt shoda definitivné potvrzena rodinnou studii (dédi¢nost haplotypli) nebo
dovysetifenim predbézné shodného piibuzného na urovni vysokého rozliseni. Pred vlastni
HSCT byla HLA shoda mezi pacientem a jeho shodnym ptibuznym potvrzena z novych
vzorka (verifikacni test). V ptipad€, Ze pacient nem¢l vhodného dérce mezi rodinnymi
ptislusniky, pfistoupilo se khledani v registru dobrovolnych darci krvetvornych
kmenovych bun¢k. Pokud ani zde nebyl nalezen vhodny darce, vysetfovala se u n¢kterych
pacientd také S$irSi rodina. Jestlize byl nalezen vhodny darce v registru, pfistoupilo

se pfed HSCT opét k verifika¢nimu vySetfeni HLA (viz Obrazek 4).

Obrazek 4 - Schéma procesu hleddni dirce pro transplantaci krvetvornych kmenovych
bunék na ziakladé HLA shody mezi pacientem a dircem. Schéma prevzato se svolenim
pracovniki HLA laboratofe Ustavu imunologie FNOL z dokumentace laboratofe. Podrobng
vysvétleni v textu.

PACIENT RODINA (rodice, sourozenci, déti)
HLA | tfida (A, B, Cw) HLA L.tfida (A, B, Cw)
- sérologie - sérologie, DNA ,low resolution®

HLA 1. a ll. tfida (A, B, C, DRB1, DQB1)
- DNA ,high resolution®

v ¥

’ stanoveni dédi¢nosti haplotypt ‘

DARCE ANO [ \ |

Dovys3etfeni darce DNA ,high resolution®
- darce HLA fenotypové identicky

HLA ll.tfida (DRB1, DQB1)
- DNA ,low resolution®

REGISTRY NEPRiPU;NYgH DARCU
- homozygozita rodict KOSTNI DRENE

| oincemo|  [pHNGENE

( |

VERIFIKACNI VYSETRENI(
HLA l.tfida (A, B, Cw) sérologie
HLA Il.tfida (DRB1) DNA ,low resolution®

VERIFIKACNI VYSETRENI(
HLA 1. a Il.tfida (A, B, C, DRB1, DQB1)
DNA ,high resolution*)

J

J

Hledani darce

v 8irSi rodiné

HLA I.tfida (A,B,Cw)
- sérologie

TRANSPLANTACE ZARODECNYCH KRVETVORNYCH BUNEK
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4.2.2 lzolace DNA na poloautomatickém izolatoru Nordiag Arrow

Pouzitda souprava ,,Arrow Blood DNA 500 obsahovala jednorazové pumpicky
S pipetovacimi Spickami a kazety sroztoky kizolaci DNA. Pred zapocetim izolace
se do piistroje vkladaly prazdné elu¢ni mikrozkumavky o objemu 1,5 ml pro zachycovani
DNA a 1,5ml mikrozkumavky se vzorkem krve. Piistroj provedl izolaci DNA v nékolika
po sobé jdoucich krocich. Zprvu doslo k 1yzi bunék, jejichz DNA byla nasledn¢ navazana
na magnetické kulicky. DNA navadzana na magnetické kulicky byla nékolikrat promyta
a mezi jednotlivymi promyvanimi pomoci magnetického pole separovana. Tento komplex
¢astic s DNA byl poté resuspendovan v elu¢nim pufru a DNA bez magnetickych ¢éstic
separovana do elucnich mikrozkumavek. Po probéhnuti reakce byl eluét, ktery obsahoval
DNA, ve flow boxu ptepipetovan do fadné popsanych 1,5ml mikrozkumavek. Nasledné
bylo provedeno méfeni koncentrace vzorku ziskané DNA pomoci spektrofotometru
Nanodrop ND-1000.

4.2.3 PCR-SSP

K provedeni PCR-SSP bylo vyuZito soupravy od firmy Olerup SSP podle navodu vyrobce.
Soucasti soupravy byly pro kazdy HLA lokus platky mikrozkumavek, které na dné
obsahovaly lyofilizované  primerové pary komplementarni k ur¢itym HLA alelam.
Ve 1,5 ml mikrozumavce byly smichany v pfedepsanych mnozstvich jednotlivé reagencie:
originalni ,master-mix“ pro PCR, deionizovana voda, vzorek DNA pacienta
a termostabilni ,,Tag“ DNA polymeraza (TopBio). Smés byla rozpipetovana v objemu
10ul do mikrozkumavek s primery. Ptipravené mikrozkumavky s PCR smési byly vlozeny
do termocykléru s teplotnim profilem:

Zacatek:

» 94 °C po dobu 2 minut

Opakujici se cykly:

» 10 cyklu se stiidanim teplot 94 °C po dobu 10 sekund a 65 °C po dobu 1 minuty
» 20 cyklt se stfidanim teplot 94 °C po dobu 10 sekund, 61 °C po dobu 50 sekund
a 72 °C po dobu 30 sekund
Zaver:

» 25 °C po dobu 1 minuty
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V piipadé, ze vySetiovana DNA obsahovala HLA alelu, ke které byly primery v dané
zkumavce komplementarni, doslo Vv této zkumavce K navazani primerd na sekvenci alely

a amplifikaci daného fragmentu DNA.

4.2.4 Elektroforéza na agarézovém gelu

Do erlenmeyerovy banky bylo navdzeno 2,4 g agardzy, piidano 120 ml 0,5 X
koncentrovaného TBE pufru. Tato smés byla zamichdna a vafena v mikrovinné troub¢
dokud se agar6za dokonale nerozpustila. Po vychladnuti gelu na pfiblizn¢ 70 °C byl do ng;
vmichan roztok ethidium bromidu (5 ul, 10mg/ml) a gel byl vlit do pfedem pftipravené
misky s hiebeny, kde se nechal ztuhnout.

Do jednotlivych jamek v gelu bylo napipetovano 10 ul PCR produktu a do jedné jamky
10 ul originalniho DNA velikostniho markeru Olerup (50base pairs, 100bp, 200bp, 300bp,
400bp, 500bp, 1000bp). Elektroforeticka vana se uzaviela vikem a pfipojila ke zdroji
stejnosmérného elektrického proudu nastaveného na 130 V po dobu 22 minut.
Pti elektroforéze doslo k rozdéleni DNA fragmenti podle jejich velikosti, rychlost migrace

Vv gelu byla nepfimo imérna jejich velikosti.

4.2.5 Vyhodnoceni gelu po elektroforéze

Po skonceni elektroforézy byl gel vyjmut z elektroforetické vany a pfemistén na UV-
transluminator, kde doSlo k vizualizaci DNA fragmentl. Byl vytvofen snimek gelu
aulozen do databaze pro dalsi praci s protokoly. Ve vsech reakcich byly hodnoceny
fragmenty vnitini kontroly a v pfipadé, ze doslo k dokonalému navazani specifickych
primert, byly v nékterych drahach identifikovany také specifické produkty — takova reakce
byla hodnocena jako pozitivni (viz Obrazek 5). Samotna interpretace vysledku, zjisténi
HLA alel pacienta, bylo provedeno pomoci softwaru ,,SCORE* a interpretacnich tabulek

pro jednotlivé typizacni soupravy.
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Obrazek 5 - Fotografie vysledki agarozové elektroforézy po PCR-SSP s vizualizaci
amplikoni pomoci UV transluminatoru. Jedna se o vysledek vysetfeni HLA-DRB1 lokusu
na urovni nizkého rozliseni. Bylo provedeno 31 PCR (jednotlivé drahy oznacCeny Cisly). Ve drahach
¢. 8,9 a 30 vidime specifické PCR produkty, které v gelu migrovaly rychleji (pozitivni reakce).

M — velikostni DNA marker. Vysledny HLA typ je vtomto piipadé HLA-DRB1*04,*07

(podrobngji v textu).
1 2 & - & H- 7 8 M
- - - gl - - - = ! Pozitivni reakce
- - - o ow .
9 10 11 12 13 14 15 16
“a — - - - - Vnitini kontrola
" - .
fi. 4 % 20 A % 2 2
- - - - - —_— —
25 2% 27 28 29 30 31
ey ~

5. Pouzité chemikalie a pristroje

5.1 Pouzité chemikalie

Agardza (Serva)
Deionizovana voda
Ethidium bromid (TopBio, Praha, originalni roztok 10 mg/ml)
Olerup SSP DNA size marker (Stockholm, Svédsko)
Roztok 5x koncentrovaného TBE pufru

e 54 g TrizmaBase (Sigma)

e 40 g H3BO3(Sigma)

e Rozpustit ve 200 ml deionizované vody

e Doplnit deionizovanou vodou na objem 1 |
Souprava Arrow Blood DNA 500 CE/IVD (Vyrobce NorDiag, kat.¢. 12.17.02)
Soupravy pro PCR-SSP od firmy Olerup SSP (Stockholm, Svédsko)
Termostabilni Taqg DNA polymeraza (TopBio Praha)
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5.2 Pouzité pristroje

Poloautomaticky izolator nukleovych kyselin NorDiag Arrow
Centrifua Hettich Universal 16R
Elektroforeticka vana (Owl Scientific)
Elektronické vahy AND FA-200 (vyrobce AND)
Flow box Skan Basel B48S

Fotoaparat Polaroid

Kodak Gel Logic Imaging Systém

Mikrovinna trouba Le cygne electronics

Pipety Eppendorf v rozsahu 2 pl do 1000 pl
Pfiru¢ni minicentrifuga Mini Labnet
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000
Termocyklér DNA Engine Tetrad 2 (Biorad)
UV-transiluminator EB20

Vortex VELP Scientific

Zdroj napéti Labnet 300V
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6. Vysledky

V praktické ¢asti bakalaiské prace byl sestaven a statisticky charakterizovan soubor 109
pacientd indikovanych v roce 2014 a 2015 k vySetteni HLA znaku pro ucely transplantace
krvetvornych kmenovych bunék v HLA laboratoti Ustavu imunologie FNOL. U viech
pacientd byly pro HLA typizaci vyuzity molekularné-genetické metody, vétSina z pacientil
byla vysetiena na urovni vysokého rozliSeni HLA typizace. Zakladni charakteristika
souboru pacientt je shrnuta v Tabulce 1. V hodnoceném souboru bylo zastoupeno 67 muzi
a 42 zen. Praimérny v€k pacientl pii jejich prvnim vySetfeni byl 43,5 let, nejmladSimu
pacientovi byly 3 mésice a nejstarSimu 74 let. U 72 pacientli byli vySetfeni také rodinni
piislu$nici, zpravidla rodice, sourozenci nebo jini pfibuzni. Uplnou shodu v HLA znacich
s jednim sourozencem mélo 28 pacientli, dva shodné sourozence méli 2 pacienti a 1
pacient byl shodny dokonce se tfemi sourozenci. U 18 pacienti, ktefi méli shodného
jednoho nebo vice sourozenct, byly dale provedeny verifikacni testy. Verifikacni testy
jsou opakovanym vysetfenim pacienta a jeho vybraného potencidlniho darce krvetvornych
bunék z nové odebranych vzorkl biologického materialu. Jejich ucelem je vyloucit riziko
chyby nebo zamény vzorku pii tvodni HLA typizaci. U ¢asti pacientd, pro které nebyl
nalezen v rodin¢ shodny sourozenec, se piistoupilo k hledani vhodného darce krvetvornych
kmenovych bun¢k Vv registru dobrovolnych darct. 25 z téchto pacientti dospélo do faze
verifika¢niho testu s nepfibuzenskym darcem. Z celkového poctu 43 verifikovanych
pacientit byla u 35 znich detekovana uplna HLA shoda s darci na trovni vysokého
rozliSeni v obou znacich na lokusech HLA-A, -B, -C, -DRB1 a -DQB1 (tzv. shoda 10/10).
U zbylych 8 pacientl byla shoda pouze 9/10, v 6 ptipadech se jednalo o neshodu na lokusu
HLA-A, ve dvou ptipadech na lokusu HLA-C. Nicméné i pifes neuplnou shodu v HLA
znacich probéhla u sedmi z osmi téchto pacientt HSCT. Primérna doba od prvniho
vySetieni po provedeni HSCT byla u ptibuzenské transplantace 149 dni, u nepiibuzenské
150 dni. K transplantaci dospé€lo ve sledovaném obdobi (piiblizné do konce roku 2015)
celkem 36 pacientll (ze 109 v souboru), z toho 25 muzi a 11 Zen. U 12 pacienti byl
darcem sourozenec, 24 pacientd naSlo vhodného nepiibuzného darce v registru. Mezi
nejcastéjSi onemocnéni, pro kterda byli pacienti nakonec skute¢né transplantovani, pattila
akutni myeloblastickd leukemie, akutni lymfoblastickd leukemie, anémie (vétSinou

aplastické) nebo myelodysplastické syndromy.

35



Tabulka 1 - Charakteristika souboru pacientd, jejich darci a pribéh vySetfeni az po HSCT

Zastoupeni muZi a Zen
Muzi 67
Zeny 42
VéKk pacienta pri prvnim vySetieni
Nejstarsi pacient 74 let
Nejmladsi pacient 3 mésice
Pramér 43,5 let
VySetieni sourozenci (HLA shoda)
Shoda s 1 sourozencem 28
Shoda se 2 sourozenci 2
Shoda se 3 sourozenci 1
Verifikace HLA vySeti‘eni
Piibuzenska - se sourozencem 18
Nepiibuzenska 25
Shoda v HLA znacich (u verifikovanych pari)
Uplna (10/10) 35
Neuplna (9/10) 8
Pi‘ehled HLA neshod (u verifikovanych parii)
Lokus HLA-A 6
Lokus HLA-C 2
Priumérna doba od 1. vySetieni po provedeni HSCT
Ptibuzenska transplantace 149 dni
Neptibuzenska transplantace 150 dni
Transplantace
Celkem 36
Muzi 25
Zeny 11
Darce piibuzny 12
Darce nepiibuzny 24
Zakladni diagnézy u transplantovanych pacientt
Akutni myeloblasticka leukemie 14
Akutni lymfoblasticka leukemie 6
Anémie 6
Myelodysplastické syndromy 4
Hodgkinliv lymfom 2
Chronicka lymfocyticka leukemie
y 1
Z B-bunck
Chronicka myeloidni leukemie, 1
BCR/ABL-pozitivni
B-bunéény lymfom z velkych 1
bunék, difuzni
Idiopaticka trombocytopenicka 1
purpura
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V Tabulce 2 jsou shrnuta jednotliva zakladni onemocnéni, kterd se v celém hodnoceném
souboru pacientd (N=109) vyskytovala (tdaje pievzaty ze zadanek na uvodni HLA
vysetieni, v nékterych ptipadech mohlo dojit k uptesnéni nebo korekci finalni diagnozy).
Nejcastéjsim onemocnénim byla akutni myeloblasticka leukemie, ktera postihla 32
pacientd. Mezi dalSi Cetnéj$i onemocnéni patiila u 12 pacientd akutni lymfoblasticka
leukemie, u 8 pacientd chronicka lymfocyticka leukemie z B-bun¢k a u dalSich 8 pacientii
chronickd myeloidni leukemie. Cetnost daldich onemocnéni v souboru jiz nebyla tak

vysoka.

Tabulka 2 - Piehled zakladnich diagnéz (pfi uvodnim vySetieni) pacienti indikovanych
k HLA typizaci pro u¢ely HSCT (studovany soubor N=109).

Onemocnéni Kéd onemocnéni | Vyskyt u pacienti

Akutni myeloblastickd leukemie C920 32

Akutni lymfoblasticka leukemie C910 12

Chronicka lymfocyticka leukemie z B-bun¢k C911 8

Chronicka myelmdm.l?:uk,emle, BCR/ABL- C921 8

pozitivni

Jiné myelodysplastické syndromy D467 5

B-bunécny lymfom z velkych bunék, difuzni C833 3

Jiné anemie z nedostatku Zeleza, nespec. D508 3

Aplastickd anemie, nespec. D619 3

Jiné ur¢ené poruchy bilych krvinek D728 3

Klasicky Hodgkintv .lyn}forn nodularné ca11 5

skleroticky

Lymfom z plaStové zony C831 2

Jiné uréené typy non-Hodgkinova lymfomu C857 2

Myelodysplasticky syndrom D469 2

Esencidlni (hemoragickd) trombocytemie D473 2

Anemie z nedostatku Zeleza, nespec. D509 2

Konstituéni aplastickd anemie D610 2

Nemoc krve a krvetvornych organi, nespec. D759 2

ZvétSené mizni uzliny, nespec. R599 2

Burkittiiv lymfom C837 1

T-bunéény lymfgm, perl‘[:erm, jinde caa4 1

neklasifikovany

Jiné lymfomy ze zralych T/NK-bun¢k C845 1

Polycythaemia vera D45 1

Refrakterni anemie bezoprstencr[ych D460 1

sideroblastli

Novotvary nejistého a neznamého chovani z D470 1
histiocytl a kmenovych bunék

Ziskana hemolyticka anemie, nespec. D595 1

Idiopaticka aplastickd anemie D613 1

Jiné urcené aplastické anemie D618 1
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Onemocnéni Kod onemocnéni | Vyskyt u pacienti
Anemie, nespecifikovana D649 1
Idiopaticka trombocytopenicka purpura D693 1
Sekundarni trombocytopenie D695 1
Trombocytopenie, nespecifikovana D696 1
Agranulocytdza D70 1

U nejcastéji zastoupenych onemocnéni v hodnoceném souboru bylo v tabulce 3 jesté
provedeno srovnani vyskytu mezi muzi a zenami. Akutni myeloblastické leukemie,
chronicka lymfocyticka leukemie z B-bun¢k a chronicka myeloidni leukemie s pozitivnim
onkogenem BCR/ABL byly mirn¢ Castéji zastoupeny u muzi nez u Zen. Naproti tomu

akutni lymfoblasticka leukemie se Castéji vyskytovala u Zen nez u muza.

Tabulka 3 - Zastoupeni nejcastéjSich onemocnéni u muzi a Zen v hodnoceném souboru. Poéty
nemocnych s danou diagn6zou jsou vztazeny na celkovy pocet muzli a Zen (za lomitkem).

Akutni myeloblasticka leukemie
Muzi 22/67
Zeny 10/42

Akutni lymfoblasticka leukemie
Muzi 3/67
Zeny 9/42

Chronicka lymfocyticka leukemie z B-bunék

Muzi 6/67

Zeny 2142
Chronicka myeloidni leukemie, BCR/ABL-pozitivni

Muzi 6/67

Zeny 2/42

Jednim z hlavnich cilli statistického hodnoceni studovaného souboru bylo urceni
zastoupeni jednotlivych HLA alel mezi pacienty. Pro tuto statistiku bylo vybrano pouze 98
pacientd, u kterych byla provedena HLA genotypizace s vysokym rozlisenim. V Tabulce 4
je shrnut vyskyt jednotlivych HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 a HLA-DQBL1 alel
Vv absolutnim poctu, podil na celkovém poctu alel na lokusu (alelickd frekvence) a Cetnost
ptipadnych homozygot pro danou alelu. Nejvariabiln€jsim lokusem, pokud jde o pocet
pozorovanych alel, byl lokus HLA-B nasledovan lokusy HLA-DRB1, -C, -A a -DQB1.
V nékolika ptipadech méli pacienti pro dany HLA lokus jedinou alelu, tudiz byli pro danou

alelu homozygotni. Jednalo se zpravidla o homozygoty pro alely, které se v daném souboru
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vyskytovaly nejcastéji. Na lokusu HLA-A jsme identifikovali 13 homozygotnich pacientil,
na lokusu HLA-C 11 a na lokusu HLA-DRB1 celkem 14 homozygotnich pacientt. Podle
o¢ekavani byli na nejvariabilné€j$im lokusu HLA-B zjisténi pouze 4 homozygotni pacienti,

oproti tomu nejméné variabilni lokus HLA-DQB1 byl charakterizovan 18 homozygoty.

Tabulka 4 — Zastoupeni HLA alel na jednotlivych lokusech ve studovaném souboru pacienti
(hodnoceno u 98 pacientd s kompletnim HLA vySetienim na urovni vysokého rozliseni). Uveden je
absolutni pocet alel, jejich podil na celkovém poctu alel pro dany lokus (alelicka frekvence) a
zastoupeni v§ech homozygota pro jednotlivé alely.

HLA-A alely Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
pacientt pacienti [%] homozygotnim stavu
02:01 47 24,0 8x
01:01 33 16,8 3X
03:01 26 13,3 1x
24:02 25 12,8 1x
26:01 15 7,7
25:01 10 5,1
11:01 7 3,6
68:01 6 3,1
23:01 5 2,6
29:02 4 2,0
31:01 4 2,0
32:01 4 2,0
30:01 2 1.0
30:02 2 1,0
33:03 2 1,0
26:08 1 0,5
29:01 1 0,5
34:02 1 0,5
66:01 1 0,5
HLA-B alely Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
pacienti pacienti [%] homozygotnim stavu
07:02 24 12,2 2X
08:01 22 11,2
51:01 14 7,1
38:01 11 5,6 1x
15:01 11 5,6
57:01 10 5,1
13:02 9 4,6
44:02 9 4,6 1x
44.03 9 4,6
39:01 7 3,6
35:01 7 3,6
18:01 7 3,6
40:01 6 3,1
35:03 6 3,1
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HLA-B alely Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
pacienti pacienti [%] homozygotnim stavu
40:02 4 2,0
27:05 4 2,0
27:02 4 2,0
52:01 3 1,5
35:02 3 1,5
56:01 2 1,0
50:01 2 1,0
49:01 2 1,0
44:05 2 1,0
37:01 2 1,0
18:03 2 1,0
15:17 2 1,0
58:01 1 0,5
48:01 1 0,5
47:01 1 0,5
44:27 1 0,5
41:02 1 0,5
39:06 1 0,5
15:24 1 0,5
15:08 1 0,5
14:02 1 0,5
14:01 1 0,5
08:18 1 0,5
HLA-C alely Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
pacientt pacienti [%)] homozygotnim stavu
07:01 33 16,8 3X
07:02 27 13,8 2X
06:02 23 11,7
04:01 21 10,7 1x
12:03 18 9,2 1x
02:02 14 7,1 2X
01:02 10 51
05:01 9 4,6 1x
03:04 8 4,1
03:03 8 4,1
15:02 4 2,0
07:04 4 2,0 1x
12:02 3 1,5
08:02 3 1,5
16:01 2 1,0
14:02 2 1,0
17:03 1 0,5
16:02 1 0,5
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HLA-C alely Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
pacienti pacienti [%] homozygotnim stavu
15:05 1 0,5
15:04 1 0,5
08:03 1 0,5
04:09 1 0,5
03:02 1 0,5
HLA-DRB1 Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
alely pacienti pacienti [%] homozygotnim stavu
07:01 31 15,8 2X
15:01 25 12,8 4x
03:01 22 11,2 1x
11:01 21 10,7 3X
13:01 16 8,2 3X
01:01 10 51
04:01 9 4,6
16:01 8 4,1
12:01 8 4,1
11:04 8 4,1 1x
08:01 8 4,1
13:02 5 2,6
14:54 4 2,0
13:03 3 1,5
04:04 3 1,5
15:02 2 1,0
10:01 2 1,0
04:07 2 1,0
16:02 1 0,5
14:04 1 0,5
13:05 1 0,5
11:12 1 0,5
08:03 1 0,5
08:02 1 0,5
04:06 1 0,5
04.03 1 0,5
01:02 1 0,5
HLA-DQ1 Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
alely pacienti pacienti [%] homozygotnim stavu
03:01 50 25,5 8x
06:02 23 11,7 4x
02:01 22 11,2 1x
02:02 19 9,7 2X
06:03 18 9,2 3X
05:01 12 6,1
03:03 12 6,1
05:02 9 4,6
04:02 9 4,6
03:02 9 4,6
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HLA-DQ1 Vyskyt u Cetnost alely v souboru Zastoupeni alely v
alely pacientti pacient [%] homozygotnim stavu
06:04 5 2,6
05:03 5 2,6
06:01 2 1,0
05:04 1 0,5
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7. Diskuze

V praktické ¢asti této bakalarské prace byl analyzovan soubor 109 pacientd s chorobami
(vétsinou hemato-onkologickymi), u kterych lze uvazovat o 1é€bé pomoci HSCT. Tito
pacienti byli indikovani k vyhledavani vhodného darce krvetvornych kmenovych bunék
pro transplantaci a byly proto u nich vysetfeny HLA znaky. K HLA typizaci byly pouzity
sérologické a molekularné-genetické metody, z nich konkrétn¢é PCR-SSP a typizace
zalozena na sekvenovani. U vétSiny vySetfovanych pacientd (N=98) byla provedena
typizace na lokusech HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 a HLA-DQBL1 na urovni
vysokého rozliSeni. Ze 109 vysetienych pacientii byla ve sledovaném obdobi pouze u 36
(ptiblizné u 1/3 pacienttl) provedena HSCT. PfiCiny relativné nizkého podilu skutecné
transplantovanych pacientdl ze vSech vySetfenych jsou nasledujici: 1) U nékterych pacientl
mohlo dojit po uptesnéni jejich diagndzy ke zvoleni jiného typu 1écby, 2) U ¢&asti pacienti
nebyla HSCT nutnad vzhledem K uspéchu primarni 1écby (napt. u casti aplastickych
anémii), 3) U ¢asti pacientl byla HSCT kontraindikovana vzhledem k dal$im pfidruzenym
chorobam nebo pokro¢ilému véku. 4) V nékterych ptipadech mohlo dojit rovnéz
v dusledku rychlého vyvoje onemocnéni nebo komplikacim pii chemoterapii Kk umrti
pacientl. 5) Je velmi pravdépodobné, Ze Cast pacientd, ktefi jsou aktualné v remisi
onemocnéni a HSCT aktualné¢ nepotirebuji, budou jesté¢ transplantaci potiebovat
v budoucnu.

Z hlediska typu darce byl pro 1/3 transplantovanych pacientii vyuzit jejich sourozenec,
zbyvajici 2/3 transplantovanych pacientti naslo vhodného nepfibuzného darce v registru
dobrovolnych darc. Tyto udaje jsou v souladu s aktualnimi trendy v oblasti alogennich
transplantaci krvetvornych kmenovych bun¢k, kdy stile vice narlstd podil transplantaci
od neptibuzenskych darct. To souvisi také svyraznym zlepSenim dostupnosti
nepfibuzenskych darci vzhledem k nartstu jejich poctu a také vyraznému pokroku
v metodice HLA typizace (zejména aplikaci piesnych, molekularné genetickych metod).
Z klinického hlediska je ovSem dulezité, Ze je stile zhruba cCtvrtina pacientil
transplantovana od nepiibuzenského darce bez kompletni shody v HLA znacich, coz
potvrzuji 1 naSe data.

Primérna doba mezi prvnim vySetfenim pacienta a samotnou HSCT byla u ptibuzenskych
i neptibuzenskych darcti podobnd a dosahovala piiblizné 150 dni. Casovy faktor je
u HSCT povazovan za velmi dulezity, zjistilo se totiz, Ze ¢im dfive od stanoveni diagnozy

je HSCT provedena, tim ma u fady diagnéz lepsi vysledky.
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Z hlediska indikaci k HSCT byli v naSem souboru nejcastéji transplantovani pacienti
s AML, ALL, aplastickymi anémiemi nebo myelodysplastickymi syndromy. Zastoupeni
diagn6z v nasem souboru transplantovanych pacientt je tak velmi podobné s udaji, které
uvadéji evropskeé statistiky.

Zastoupeni zakladnich chorob v nasem souboru bylo orienta¢né srovnano mezi pohlavimi
s udaji uvedenymi ve statistice National Cancer Institute pro dané onemocnéni. Pro AML,
ALL, CML i chronickou lymfocytarni leukemii v jejich statistice provadéné u pacientl
v letech 2009 - 2013 plati, Ze se tato onemocnéni vyskytuji vice u muzi nez u Zen
(http://seer.cancer.gov/statfacts/). V souboru pacientll hodnoceném v této bakalaiské praci
se AML, CML a chronickd lymfocytarni leukemie objevovaly vice u muzii, nicméné ALL
se dvakrat vice vyskytovala u zen, coz v§ak mize byt zkresleno malym celkovym poctem
ALL v nasem souboru. N4§ soubor také neni reprezentativni pro jednotlivé diagnozy,
protoze byl primarné sestaven pro ucely HSCT.

V soucasnosti je znamo u HLA-I. tfidy nejvice popsanych alel na lokusu HLA-B, poté
HLA-A a nejmén¢ na lokusu HLA-C. U II. tfidy HLA glykoproteini je nejpocetnéjsi lokus
HLA-DRB1, méné¢ alel bylo identifikovano na lokusu HLA-DQB1
(http://www.hla.alleles.org/proteins/classl.html). V souboru pacienti hodnoceném v této
bakalarské praci bylo podle o¢ekavani pozorovano nejvice alel na lokusu HLA-B, méné
na lokusu HLA-C a nejméné HLA-A (pofadi variability lokust HLA-A a HLA-C zde bylo
opacné nez v celosvétové databazi). U HLA glykoproteint II. tfidy bylo u nasich pacientt
pozorovano mnohem vice ruznych alel na lokusu HLA-DRBI1 nez u lokusu HLA-DQB,
coz odpovida celkovému polymorfismu téchto lokusi. Variabilita jednotlivych HLA genti
nesouvisi pfimo s jejich pozici na chromozomu, ale vyskytuji se zde regiony se silnou
vazebnou nerovnovahou, kde se alela jednoho lokusu (HLA-DRB1*15:01) cCastéji vaze
s konkrétni variantou z jiného lokusu (HLA-DQB1*06:02). Celkové bylo zastoupeni HLA
alel v nasem souboru pacienti velmi podobné distribuci v bézné (zdravé) ceské populaci.
To bylo patrné zejména v potadi nejcetnéjSich alel na vSech lokusech. Prfesto se nam
Vv nasem souboru podafilo identifikovat nékolik pomérné vzacnych variant (HLA-B*15:08,

B*08:18, C*04:09).
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8. Zavér

Ve své bakalatské prace jsem se vénovala tématu transplantace krvetvornych kmenovych
bunék (HSCT) a zajisténi tkanové shody mezi pacientem a darcem pro tento typ
transplantace. V literarnim piehledu jsem se zaméfila na rizné aspekty HSCT (kmenové
bunky a jejich zdroje, hlavni indikace, komplikace) a zahrnula i zakladni charakteristiku
HLA systému a hemato-onkologickych onemocnéni, pro které je HSCT nejcastéji
indikovéana.

V experimentalni ¢asti jsem sestavila, analyzovala a statisticky hodnotila soubor 109
pacientl, U kterych byly HLA znaky vySetfeny pomoci molekularné - genetickych metod
byl podil skute¢né transplantovanych pacientti z celkového poctu indikovanych, zastoupeni
ptibuzenskych a nepiibuzenskych transplantaci, primérna doba od prvniho vySetieni
pacienta po samotné provedeni transplantace a zastoupeni jednotlivych HLA alel
Vv souboru. Z celkového pocétu 109 pacientii bylo ve sledovaném obdobi transplantovano 36
(1/3 pacient). Jak se ukézalo, primérna doba od prvniho vySetfeni HLA znakl
k provedeni HSCT, byla velmi podobna u pacienti s pfibuzenskym i nepfibuzenskym
darcem. Z 36 transplantovanych pacienti jich 24 naslo vhodného darce v registru
dobrovolnych  darcti, coz wukazuje nepostradatelnou tGlohu téchto registrl

pfi transplantacich.
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9. Seznam pouzitych zkratek

ALL
AML
APC
CDK
CML
DNA
FISH
G-CSF
GVHD
HL
HLA
HSCT

IFN-y
IL

KD
LL
MDS
MHC
NK
PCR
RT
SSOP
SSP
TCR
TK
TKD
TNF-a
uv

akutni lymfoblasticka leukemie

akutni myeloidni leukemie

antigen-presenting cells - antigen prezentujici bunky
cyklin dependentni kinasa

chronicka myeloidni leukemie

deoxyribonucleic acid - deoxyribonukleova kyselina
fluorescencéni in situ hybridizace

rustovy faktor pro granulocyty

graft versus host disease - reakce §tépu proti hostiteli
Hodgkintiv lymfom

human leukocytes antigens - lidské leukocytarni antigeny
hematopoietic stem cell transplantation - transplantace krvetvornych
kmenovych bun¢k

interferon vy

interleukin

kostni dien

lymfoblasticky lymfom

myelodysplasticky syndrom

major histocompatibility complex - hlavni histokompatibilni komplex
natural killers - pfirozeni zabijeci (buiky)

polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce
reverzni transkripce

sequence-specific oligonucleotide probe

sequence-specific primers - sekven¢né specifické primery
receptor pro antigen

tyrosinova kinasa

transplantace kostni diené

faktor nadorové nekrézy a

ultraviolet - ultrafialové (zatreni)
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