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Cile prace

. Zpracovani literarniho prehledu tykajiciho se alogenni transplantace

krvetvornych kmenovych bunék (aTKKB) a jejich komplikaci

. Genotypizace vybranych kandidatnich polymorfismi na DNA vzorcich souboru
pacientd po aTKKB, jejich darci a zdravych kontrolnich jedincd metodou

MassArray (Sequenom)

Nezavisla verifikace genotypizace polymorfismid genu ATXN2L metodou
PCR-SSP a gent TLR4 a ANXA11 metodou gRT-PCR

. Statistické vyhodnoceni ziskanych dat na zakladé genotypové, alelické a
fenotypové frekvence u jednotlivych polymorfismi a jejich porovnani mezi
podskupinami pacientt podle vyskytu akutni a chronické reakce Stépu proti
hostiteli

. Vyhodnoceni potencialnich imunogenetickych markert, které mohou souviset

s vyskytem reakce Stépu proti hostiteli



1. Teoreticka cast



1.1. Uvod

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék (TKKB nebo HSCT zangl.
hematopoietic stem cell transplantation) je terapeuticky zakrok, pfi kterém jsou
krvetvorné kmenové buriky pfijemce (a bunky z nich pochazejici) odstranény a
nahrazeny normalnimi zdravymi kmenovymi burikami darce (v pfipadé tzv. alogenni
transplantace) nebo pacienta samotného (v pfipadé tzv. autologni transplantace).
TKKB je v dnedni dobé standardizovany lékafsky zakrok vyuzivany k 1é¢bé& zhoubnych,
dédi¢nych a nékterych autoimunitnich onemocnéni. Pro Fadu nemocnych se zavaznymi
chorobami (leukémie, priméarni imunodeficity) je jedinou nadé&ji na vyléCeni. Darce
kmenovych bunék je nejdfive vyhledavan mezi pfibuznymi pacienta a v druhé linii se
pFistupuje k hledani i mezi €leny registru nepfibuzenskych darcu kostni dfené (nejlépe
darce zcela identicky s pacientem v antigenech hlavniho histokompatibilniho komplexu,
HLA).

| v pfipadé nalezeni optimalniho darce z hlediska shody v HLA znacich neni Uspéch
transplantace zarucen. Existuje fada dalSich biologickych a klinickych faktor(, které
vysledky TKKB ovliviuji. Mezi tyto faktory patfi zejména vék pacienta, zakladni
onemocnéni (pro které je TKKB indikovana) a jeho pokrocilost, pfidruzené choroby,
vék a pohlavi darce, typ pfipravného rezimu pfed TKKB, Uroven podplrné Iécby apod.
Navic je TKKB limitovana komplikacemi, které mohou v zdvaZznych formach zapfiCinit
az umrti pfijemce. Mezi tyto komplikace patfi i imunitné zprostfedkovana akutni nebo
chronicka reakce Stépu proti hostiteli (GVHD z angl. graft versus host disease), které
se podrobné vénuje i tato diplomova prace. | pfes intenzivni prevenci zaloZzenou na
podavani imunosupresiv, je incidence GVHD u pacientu, ktefi podstoupili transplantaci
od sourozencu se shodou v HLA znacich az 50%, u nepfibuznych darcd muaze byt
jesté vyssSi (Krstevska S. et al., 2011).

Jak uz bylo zminéno, jednim ze zakladnich pfedpokladi uspéchu TKKB je zajisténi
optimalni shody mezi darcem a pfijemcem ve znacich HLA systému, kterd je
povazovana za nejvyznamnéjSi (ne vSak jediny) geneticky faktor. Jiz delSi dobu je
pozornost vénovana vyzkumu dalSich genetickych faktor( (genovych variant), které
uspéch TKKB spolupodmifiuji, a které by mohly byt vyuzivany napf. i pro pfedpovéd
nékterych komplikaci po TKKB. V této praci jsme se proto zaméfili na vySetfeni 22
kandidatnich polymorfism0, lezicich na dvanacti genech, které by mohly mit spojitost
s prtbéhem TKKB a posttransplantacniho obdobi, zejména pak se vznikem a rozvojem

GVHD, at uz v akutni nebo chronické formé.
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VSech 22 polymorfismud bylo genotypizovano technikou ,MassArray“ a nasledné byly
vybrany tfi polymorfismy pro ovéfeni spravnosti vysledkd této metody. K ovéfeni byly
vyuzity dvé rizné modifikace techniky polymerazové fetézové reakce (PCR). Dva
polymorfismy, lezici na genech ANXA11 a TLR4, byly ovéfovany metodou qRT PCR
s probami TagMan. Treti polymorfismus, lezici na genu ATXN2L, byl vySetfovan
metodou PCR-SSP.

1.2. Historie, definice a indikace TKKB

TKKB Ize definovat jako pFfevod pluripotentnich krvetvornych bunék darce do
organismu prijemce. Hlavnim cilem je, aby transplantované kmenové buriky osidlily
kostni dfen pfijemce, kde se z nich nasledné spusti efektivni krvetvorba.

Krvetvorné kmenové bunky vznikaji v kostni dfeni, kterou mizeme rozdélit na
Cervenou krvetvornou kostni dfefi a Zlutou tukovou (mnozstvi narusta s pribyvajicim
vékem). V pozdnim véku se Zluta kostni dferi méni v Sedou. V pfipadé nutnosti se Zluta
tkdn muze castecné aktivovat, Seda nikoliv. Kostni dfen tvofi vypli dfefiové dutiny
kosti, v dospélosti je zachovana pouze v plochych kostech (Zebra, hrudni kost, panev,
obratle) a v kloubnich koncich dlouhych kosti. Zodpovida za tvorbu vétSiny krevnich
bunék, za jejichz vznikem stoji pluripotentni hematopoetickd kmenova burika, ze které
délenim vznik4d novad kmenova burnika (aby zustala zachovana kapacita pro dalSi
krvetvorbu), a pak také multipotentni burika, ze které se dale vyvijeji erytrocyty,
leukocyty a trombocyty (Obr. 1).

Historie TKKB sah& az do zaCatku druhé poloviny 20. stoleti a s jejim poCatkem a
vyvojem je spjato jméno Edwarda Donnala Thomase, kterému byla spolu s Josephem
Edwarden Murraym za vyzkum této problematiky udélena roku 1990 Nobelova cena
v oblasti fyziologie a lékafstvi (http://www.nobelprize.org). Poté, co bylo zjisténo, Ze
kostni dfefl je hlavnim mistem krvetvorby, chybél uZz jen krok k mySlence, Ze jeji
transplantace by mohla pomoci feSit rGzna onemocnéni krve. K vyvoji znalosti
0 moznostech TKKB také napomohly experimenty s jadernou energii a s tim spojené
pfipady nemaoci z ozéareni, jejichZ projevem je pravé zavazné poskozeni krvetvorby.
Zpocatku byly provadény pokusné TKKB na zvifatech, zejména u mySi a psU
(Congdon C. C. & Urso I. S., 1957). Jedny z prvnich TKKB u ¢lovéka v3ak byly
provedeny uZz na konci padesatych let, kdy byla Clovéku po ozéfeni a chemoterapii

podana infuze kostni diené (Thomas E. D. et al, 1957). Nasledné byla transplantace
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provedena také dvéma détskym pacientkam, které trpély akutni leukémii. Nejdfive
podstoupily ozafeni celého téla a poté jim byla transplantovana kostni dfen
sourozence. V obou pfipadech se jednalo o jednovaje¢nd dvojCata (Thomas E. D. et
al., 1959).

Myeleidni kmenové bufika

Myeloblast Lymfoblast
\ B lymfocyt /
Granulocyty 3 \
— Bazofil
o -. ol L gl ‘\\u/
il g ®s. /
2 P “a‘ @
Enytroc ' o A, =
RRCHS & N MNK bufka
eutrofil \ T mfocy't
'.‘3&;’1‘% & ¥
T Plazmaticka bunka
L |
Trombocyty Leuk»lzacw,rty

Obr 1: ZjednoduSeny popis vzniku krevnich bunék. Prevzato z

http://visualsonline.cancer.gov.

Vyznamnym meznikem v oblasti TKKB se stal objev MHC komplexu (z angl. Major
Histocompatibility Complex, hlavni komplex tkanové slucitelnosti), u Cclovéka
oznacovaného jako HLA (z angl. Human Leukocyte Antigens), ke kterému doSlo na
pfelomu 50.-60. let a za né&jZ byla taktéZ roku 1980 udélena Nobelova cena. Jedna se
o soubor tkanovych znakd na povrchu leukocytd (strukturné jsou to glykoproteiny),
jejichz geny lezi na kratkém raménku 6. chromozomu. Shoda v HLA znacich je
ddlezitym kritériem pfi alogennich transplantacich véetné TKKB a vyznamnou mérou
ovliviiuje jejich Uspésnost.

PfestoZe vlastni pfevod krvetvornych bunék je technicky pomérné nenaro€ny, pro
uspéch TKKB ma zasadni vyznam diagnostika (véetné metod molekularni genetiky) a

nasledna podplrna lé¢ebna péce. Dulezitymi faktory pfi vyvoji TKKB tak byly i objevy a
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zavadéni novych Iékd, napf. imunosupresiv. Jednim z takovych byl i cyklosporin A,
ktery se podéaval jako imunosupresivum, aby se sniZilo riziko rejekce Stépu a jinych
komplikaci po transplantaci. Vykazuje pomérné vysokou specifitu k burikam imunitniho
systému, ale pozdéji bylo zjisténo, Ze je nefrotoxicky (Morris S. M. jr. et al., 1992). Ke
zvySovani uspésnosti transplantaci zasadné pfispéla i dostupnost dalSich lékd, jako
jsou antibiotika, rastové faktory krvetvorby a jina nova imunosupresiva.

Existuji rizné typy onemocnéni, které vyzaduji transplantaci krvetvornych bunék a
nejedna se jen o nejCastéji uvadéna maligni onemocnéni krevnich bunék (zejména
leukémie). K autolognim transplantacim (vysvétleni terminG autologni/alogenni TKKB
je v nasledujicicm textu) se pfistupuje v pfipadé, Ze choroba nepo3kodila pacientovy
vlastni krvetvorné buriky. Tento postup Ize tedy vyuZit u pacientl s nadory miznich
uzlin (lymfomy), u vybranych nadord krevniho puvodu (jako je napfiklad mnohocetny
myelom), u urcitych typu leukémii (bez poSkozeni kmenovych bunék); urc€itou dobu se
pouzival také pfi Ié¢bé solidnich nador( (nadory prsu, varlat nebo také u déti).

Naproti tomu alogenni transplantace je nezbytna v pfipadech, kdy ma pacient
poskozeny zakladni krvetvorné kmenové buriky. Tento typ transplantace je rizikovéjsi,
ale zaroven mohou darcovské T-lymfocyty vyvolat protinaddorovy ,imunoterapeuticky
efekt (GvL, z angl. Graft versus Leukemia - reakce Stépu proti leukémii nebo Stépu
proti nddoru) a pomoci tak dolécit zbytky plvodni nemoci pacienta. Nejcastéji se
vyuzivaji pfi leukémiich s nepfiznivou prognézou a vaznych poruchach krvetvorby
(tézkéa aplasticka anémie, myelodysplasticky syndrom). Alogenni TKKB mudze pomaoci
také pfi 1éCbé vrozenych metabolickych poruch, imunodeficitd ¢i velmi tézkych forem
autoimunitnich onemocnéni. Indikaci pro transplantaci tedy nemusi byt jen nadorova
onemocnéni.

PFi rozhodovani, ktery typ transplantace je vhodnéjsi, mize byt rozhodujici i vék
pacienta. Autologni a syngenni transplantace se vétSinou provadéji az do 75 let véku
pacienta, u alogennich transplantaci je akceptovatelna vékova hranice sniZzena

pfiblizné o 10 let.
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1.3. Typy TKKB

Transplantaci krvetvornych kmenovych bunék Ize délit podle typu darce na:

a) Autologni

Dérce a prijemce jsou tentyZ jedinec. Vyhodou je, Ze zde neni rozdil v HLA znacich
ani jinych genetickych systémech mezi darcem a pfijemcem, &imz se eliminuji
aloimunitné zprostfedkované komplikace, jako je rejekce nebo reakce Stépu proti
hostiteli. Krvetvorné buriky se pacientovi odebiraji ve stadiu remise onemocnéni, tedy
v dobé&, kdy nejsou patrné zadné pfiznaky, nebo v obdobi minimalni aktivity choroby.
Odebrané buriky je nutné az do doby jejich pouZiti zmrazit. Do téla pacienta jsou
vpraveny az po pripravnych fazich (zejména podani chemoterapie), které pred
transplantaci probihaji. Pokud pomineme vyuziti pro transplantaci krvetvornych
kmenovych bunék, je tento typ transplantaci nejcastéji vyuzivan pfi transplantacich
koZnich Stépa.

b) Alogenni

Je pfenos transplantatu (Stépu) mezi dvéma jedinci v ramci jednoho Zivocisného
druhu. Jednd se o nejcastéjsi druh klinické transplantace. Podle miry shody v HLA
znacich a dalSich systémech tkarfiové slucitelnosti mezi darcem a pfijemcem je
nasledné po transplantaci v rizném rozsahu indukovana aloimunitni reakce (rejekce,
reakce Stépu proti hostiteli). Darci pro TKKB jsou nejprve hledani mezi pfibuznymi
pacienta, kde je vétsi pravdépodobnost pro shodu v HLA znacich. Darci se pak
nejCastéji stvaji sourozenci pacienta (Obr. 2). Pokud neni nalezen vhodny darce mezi
pfibuznymi, pfistupuje se k vyhledavani v registru darct kostni dfené (ke dni 31. 1.
2013 obsahoval Cesky narodni registr darct dfené 40 280 osob, celosvétové je to pak
témér 21 miliond osob, zdroj: www.kostnidren.cz). | pfi tak vysokém poctu dostupnych
darcu se ne pro kazdého pacienta podafi najit darce s Uplnou shodou v HLA znacich,
proto je v téchto pfipadech transplantace realizovana s jednou nebo i vice neshodami.
To je vSak obecné spojeno s niZsi ispésnosti transplantace.

C) Syngenni

Je to v podstaté specificky typ alogenni transplantace. V tomto pfipadé jsou darcem
a pfilemcem jednovaje¢na dvojCata, kterd maji shodnou genetickou vybavu. Vyhody
této transplantace kmenovych bunék jsou obdobné jako u transplantace autologni,
nedochézi tedy k aloimunitnim reakcim a snimi spojenym posttransplantaénim
komplikacim, jako je odhojeni a GVHD.
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Zvlastnim typem je xenogenni transplantace, ktera se vSak nevyuzivd pro TKKB
u Clovéka. V tomto pfipadé se jedna o mezidruhovy prenos, v klinickém pojeti tedy
transplantaci z jiného Zivo¢iSného druhu (vétSinou prasete) na Cclovéka. Tyto
transplantace jsou pomérné ojedinélé, ¢asto maji experimentalni charakter a prakticky
se vyuZivaji napf. pfi neurochirurgickych zakrocich (pouZziti zvifecich perikardu
k pfekryti rdznych defektd). Samotna xenotransplantace vyZaduje zpravidla sloZité
zpracovani materialu vedouci ke ztraté vétSiny imunogenni reaktivity. To je nutné
hlavné kvuli nekompatibilité T-lymfocytd pfijemce a povrchovych antigend
xenotransplantatu, a také kvuli pfirozenym protilatkdm proti sacharidovym strukturam,

coz by zpusobilo hyperakutni rejekci Stépu (Krejsek J. & Kopecky O., 2004).

Obr. 2: Dédiénost HLA znak G: Prenos genl HLA probiha
v konzervovanych klastrech na kratkém raménku 6. chromozomu, které se
oznacuji jako HLA haplotypy a fidi se klasickou Mendelovsku dédi¢nosti.
Za normélnich okolnosti méa kazdy jedinec dva HLA haplotypy, které
zdédil od svych rodi¢l (jeden od matky a druhy od otce). Z toho vyplyva,
Ze u déti jsou celkem C&tyfi zakladni moznosti kombinaci HLA haplotypu.
Sance kompletni shody v HLA haplotypech mezi sourozenci je tedy 25%.
V nékterych vyjimecnych pfipadech miZe dochéazet ke zméné haplotypu
v dusledku rekombinace v oblasti HLA komplexu béhem meidzy (crossing-
over), coz pramérnou pravdépodobnost shody mezi sourozenci celkové

mirné snizuje.
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1.4. Zdroje krvetvornych kmenovych bun  ék

K ziskani krvetvornych kmenovych bunék pro transplantaci Ize vyuZzit rdzné zdroje,
které se liSi celkovym obsahem kmenovych bunék, zpusobem a obtiZnosti jejich
ziskani a také zpracovanim ziskaného Stépu. Pfedmétem naSeho zajmu jsou
pluripotentni krvetvorné kmenové buriky, které na svém povrchu nesou diferenciacni
znak CD34 a podle né&j jsou rozpoznavany. Tyto buriky maji schopnost se diferencovat
ve vSechny pIné funkéni krevni burky.

a) Kostni d fen

Obsahuje cca 1 % pluripotentnich kmenovych bunék. Déarci se Stép odebira pfimo
z dutiny panevni kosti za pomoci punk&nich jehel a tento zékrok probiha v celkové
anestézii. Po nezbytnych Gpravach ,surového” stépu jsou nasledné pacientovi infazi do
téla vpraveny krvetvorné kmenové buriky v mnoZstvi podle jeho hmotnosti.

Z duvodu vysoké pravdépodobnosti obsahu nadorovych bunék ve Stépu kostni
diené i vobdobi remise onemocnéni, je vyuZiti kostni dfené pro autologni
transplantace zna¢né omezené. Ale své vyuZiti nabizi v pfipadé, Ze ¢lovék ma
kryokonzervovany vzorek kostni dieng, jak tomu byva u osob pracujicich na rizikovych
pracovistich (napf. jaderné elektrarny).

Mnohem c&astéjSi je vyuZiti kostni dfené pro alogenni transplantace, kde je v3ak
tfeba zajistit maximalni histokompatibilitu mezi darcem a pfijemcem. Neshody ve
znacich tkanové slucitelnosti (zejména HLA) na jedné strané mohou vyvolat Zadouci
GvL reakci proti nddoru (z angl. graft-versus-leukemia), ale na druhou stranu se
vyrazné zvySuje riziko zavazné GVHD a neuspéchu TKKB.

b) Periferni krev

VyuZziti kmenovych bunék z periferni krve ma své vyhody i nevyhody. Periferni krev
obsahuje jen velmi maly podil pluripotentnich kmenovych krvetvornych bunék, pfiblizné
0,01 az 0,001 %. Déarcim jsou proto pfed odebranim Stépu kmenovych bunék
aplikovany rekombinantni ristové faktory rGM-CSF (z angl. granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor) nebo rG-CSF (z angl. granulocyte colony-stimulating factor),
aby byla stimulovana krvetvorba a kmenové buriky byly ve velkém podctu vyplaveny do
periferni krve. Uvedené rustové faktory jsou bézné pritomny v téle a reguluji mnoZzstvi
krvinek v krevnim obéhu. Pokud jsou darci aplikovany ve vysokych davkach, mazeme
dosahnout aZz Sedeséatinasobného zvyseni po¢tu kmenovych bunék v periferni krvi.

Kmenoveé bunky z periferni krve nej¢astéji vyuzivame pro autologni transplantace.
V tomto pfipadé nedochazi v pfipravném rezimu k Uplné cytodepleci kostni drené.

Pacientovi jsou v obdobi remise podavany rustové faktory ke stimulaci obnovy
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krvetvorby. Nésledné jsou pluripotentni kmenové burky z krve ziskavany opakovanou
leukaferesou, dokud neziskame dostate¢ny pocet CD34" bunék. V tomto pfipadé je za
dostadujici povaZovan obsah cca 5 x 10° CD34" bunék/kg pfijemce. Periferni
krvetvorné kmenové buriky jsou v soucasné dobé zcela bézné vyuZivany take
k alogenni transplantaci (po provedeni leukaferesy u darce).

Ziskany Stép krvetvornych bunék je mozné pred transplantaci podle potfeby rizné
upravovat. Napfiklad pouZzitim kolon se specifickymi protildtkami proti znaku CD34
muazeme zvySit podil CD34" bunék ve $tépu nebo za pouZiti monoklonalnich protilatek
odstranit kontaminujici nadorové buriky. Pokud je Stép pouzit pro alogenni
transplantaci, je moZzné pomoci monoklonalni protilatky odstranit T-lymfocyty, a tim
omezit GVHD. Tim se ale sniZuje pravdépodobnost pfihojeni Stépu a také to vede

k omezeni pfiznivé reakce typu GvL.

c) Pupe énikova krev

Obsah krvetvornych kmenovych bunék v pupecnikové krvi je pomérné vysoky a
dosahuje pfiblizné hodnoty 1 %, tedy podobné jako u kostni dfené. Nevyhodou v3ak je,
Ze v placentarnich cévach je celkovy objem krve jen okolo 150 ml, a tak ji Ize €asto
vyuzit jen pro transplantace u malych déti nebo osob s nizkou hmotnosti. Za
srovnatelné Urovné shody v HLA znacich je transplantace pupecnikové krve spojena
s niz8im vyskytem GVHD. Zaroven s tim je zde vSak vySSi riziko relapsu malignich
krevnich onemocnéni, a to z davodu oslabené reakce GvL, protoZe Stép obsahuje jen
maly pocet vyzralych T-lymfocytd. Na rozdil od dalSich dvou typu transplantaci (kostni
dren, periferni kmenové burky) je u pupecnikové krve delSi obdobi mezi podanim
Stépu a obnovenim krvetvorby. Mezi vyhody pupeénikové krve patfi velmi malé riziko

prenosu infekce, darce neni zatéZzovan odbérem a jiz zminény omezeny vyskyt GVHD.

1.5. Provedeni TKKB

1.5.1. Predtransplanta éni rezim (conditioning)

Pfed samotnou transplantaci pacient podstupuje pfipravny rezim (chemoterapie,
celotélové ozareni), ktery ma za ukol znicit postizené (nadorové) buriky a usnadnit
pfistup zdravym transplantovanym burfikam. Velmi dllezitou slozkou pfipravného

rezimu je imunosuprese, kterd méa zamezit rejekci Stépu. O rejekci Stépu mluvime
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v pfipadé, pokud postupné dochazi k utlumu dércovské krvetvorby a opét se objevuje
krvetvorba plvodni. Podle pfedtransplantacnich postupt délime pfipravny rezim na
dva zakladni typy:

a) Myeloablativni

Spociva ve vyuZziti vysokych davek radioterapie a/nebo chemoterapie. Je zde nizsi
riziko relapsu choroby nebo rejekce Stépu, je vSak velmi toxicky i pro zdravé buriky. Co
se tyCe chemoterapie, vétSinou je podavana kombinace rlznych cytostatik (napf.
cyklofosfamid a busulfan). Pokud je pouZita radioterapie, vétSinou je to v kombinaci
s chemoterapii, kdy se k celotélovému ozafovani pfida i davka cytostatik. Kromé
dalezité imunosuprese nici pfipravny rezim nadorové buniky.

b) Nemyeloablativni

Jednd se o pripravny rezim s redukovanou intenzitou. Je u néj taktéZ pouzita
radioterapie a/nebo chemoterapie, avSak v nizSich davkach. Soustfedi se predevsim
na imunosupresi, kterA& navodi dostateChou imunotoleranci k darcovskym
T-lymfocytlim, které maji nasledné nador zlikvidovat zasluhou GvL efektu.

Pri 1é¢bé nékterych nemalignich onemocnéni (napf. aplastickh anémie) nebo
zavaznych imunodeficitd je mozné podat pacientovi transplantat, aniz by podstoupil

néktery z pfipravnych rezima. Nezbytna je pouze imunosuprese.

1.5.2. Transfuze kmenovych bun ék

Samotné podani krvetvornych kmenovych bunék je relativné jednoduchy postup,
kdy je pacientovi darcovsky Stép podan intraven6zné. Kmenové buriky pfi cirkulaci krvi
jsou schopné se samy usadit v kostni dfeni (tzv. homing) a b&éhem nékolika tydnl (cca

2-3 tydny) zde dat vzniknout nové krvetvorbé.

1.5.3. Posttransplanta €ni obdobi

Po transplantaci nastava kritické obdobi, pfi kterém muaze dojit k rozvoji fady
nebezpeénych komplikaci. Casto dochazi k rozvoji GVHD, pacienta ohroZuji rdzné
infekce a organy jsou ohroZeny v dusledku pfipravného rezimu, ktery je pro né toxicky.
V tomto obdobi se pfedevSim pokracuje v imunosupresivni |éEbé&, aby se zvySila Sance
pro pfihojeni Stépu.

V posttransplantacnim obdobi také nastava tzv. bunéény chimérizmus, ktery je spjat
s alogenni transplantaci. V podstaté se jedn& o to, Ze vedle sebe existuji darcovska a
pacientova bunécna populace. Ma razné dusledky, jednim z nich mdze byt zména
krevni skupiny v pfipadé neshody v ABO systému mezi darcem a pfijemcem, nebo

pokud je darcem muz a pfijemce Zena, pak lze u pacientky po transplantaci detekovat
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v perifernich kmenovych bufkach muZsky pohlavni chromozom Y. Podle chimérizmu
muzZeme usoudit, zda doslo k pfihojeni Stépu, proto je v posttransplantacnim obdobi
peclivé sledovan. Chimérizmus obecné délime na kompletni a smiSeny. Pfi
kompletnim chimérizmu neni v téle pfijemce detekovana Zadna puvodni krvetvorba. PFi
smiSeném chimérizmu je v periferni krvi nebo kostni dfeni pacienta patrna pfitomnost
jak bunék darcovskych, tak i bunék puvodnich. Tento stav je bézny kratce po
transplantaci, av3ak v pozdéjSi dobé je nepfiznivy - znali rejekci Stépu nebo relaps

choroby.

1.6. Komplikace TKKB se zam érenim na aloimunitn &

zprost redkované reakce (zejména GVHD)

Po TKKB muazZou nastat razné komplikace. Dle obdobi jejich vyskytu Ize komplikace
TKKB délit na ¢asné a pozdni. Vyrazné zalezi na tom, zda se jedna o transplantaci
alogenni nebo autologni. U autolognich transplantaci je riziko komplikaci obecné nizsi
(nevyskytuje se zde GvHD ani rejekce Stépu).

Jednou z hlavnich komplikaci alogennich TKKB je tedy GvHD (graft versus host
disease = reakce Stépu proti hostiteli). Pokud se objevi brzy po TKKB, jedna se
0 akutni GvHD, pokud aZ v pozdéjsi dobé (cca po 3 mésicich od transplantace),
oznacCuje se jako chronickda GvHD. ProtoZe je tato prace z velké Casti zaméfena na

GVHD, bude o ni podrobnéji pojednano nize.

1.6.1. Casné komplikace

Casné komplikace se objevuji v prvnim &tvrtroce po transplantaci. V této dobé je
pacient kromé jiz zmifiované akutni GvHD ohroZen také krvacenim nebo rbznymi
infekcemi, které se objevuji z davodu oslabeného imunitniho systému. Nepfiznivy vliv
ma uZ vlastni toxicita pfipravného rezimu, at uz se jedn& o celotélové ozafeni nebo
chemoterapii. Organismus pacienta je pfipravnym rezimem, ktery mimo jiné sniZuje
pocet leukocytu (zvlasté neutrofiltl), znacné zatizen. Po transplantaci je také zvySena
nachylnost zejména k virovym, protozoalnim a mykotickym infekcim a to z ddvodu
bunéné a humoralni imunosuprese. NejCastéjSi Casnou komplikaci TKKB je
mukozitida (zanétlivé postiZzeni sliznice dutiny Ustni), u které je mozZnost prevence
podanim paliferminu (rHUKGF). U alogenni TKKB nemusi vZdy dojit k pfihojeni 5tépu

(tzv. engraftment) - Stép mulze selhat nebo byt odvrZzen (rejekce) imunitnimi
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mechanismy. Jako pfihojeni Stépu je oznacovan stav, kdy po obnové krvetvorby pocet
darcovskych bunék dosahne uréité hodnoty, v tomto pFipadé je to vice jak 500 x 10°
neutrofild v jednom litru krve. V pfipadé selhani Stépu vSak k pfihojeni vubec nedojde
v disledku nedostate¢ného uchyceni darcovskych bunék. Naopak rejekce se projevuje
zpravidla az po engraftmentu, kdy postupné dochazi k Uubytku darcovskych bunék.
Nékdy je také nazyvana jako sekundarni selhani (Wolff S. N., 2002). Za odhojenim
Stépu stoji reakce imunologického systému prijemce, ktery rozpoznava v darcovském

Stépu neidentické sloZeni v HLA a nonHLA antigenech.

1.6.2. Pozdni komplikace

K pozdnim komplikacim dochazi v obdobi pfiblizné od stého dne po transplantaci a
mohou setrvavat i nékolik mésicl ¢i let poté. Stejné jako u ¢asnych komplikaci sem
fadime infekce (napf. CMV, toxoplazmé6za, EBV nebo pasovy opar) i GVHD. V tomto
pfipadé vSak nikoliv akutni, ale chronickou formu GVHD. U pomérné vysokého poctu
pacientu dojde k relapsu choroby, jehoZ riziko zavisi na druhu maligniho onemocnéni a
typu transplantace. ZvySené riziko navratu onemocnéni je pozorovano zejména
u autolognich transplantaci, kdy je omezena reakce stépu proti leukémii (GvL,
imunoterapeuticky efekt transplantace). Vyznamnou komplikaci je selhani zarode¢nych
tkani, kdy v dusledku pfipravnych rezimd dochazi k poskozeni pohlavnich organa,
které jsou velmi citlivé na pocatec¢ni agresivni Ié€bu. MuZi maji moznost, pokud to jejich
stav dovoluje, nechat si pfed samotnym zakrokem sperma zmrazit. Pfipravny reZzim ma
také vliv i na jiné Zlazy s vnitfni sekreci, jako je napf. Stitna Zlaza (hypotyreoidismus).
U vysokého poctu pacientll po nefrakcionovaném celotélovém ozareni se po 3-4 letech
objevuje Sedy zakal. Priblizné Ctvrtina pacientd trpi plicnim postizenim, kdy je tento
stav spojen s deficitem imunoglobulinl a Gcasti darcovskych T-lymfocytl. Riziko
plicniho postizeni zvySuje celotélové ozareni a pfitomnost cGVHD. Zavaznym plicnim
onemocnénim s vysokou mortalitou je bronchiolitis obliterans (Chien J. W. et al., 2010).
Dale také u pacientd dochazi k slizniénim postizenim (porucha tvorby slin a slz),
postizeni kloubl a kosti a vyjimkou neni ani vznik sekundarnich nadord. U déti pak

muze dochazet k porucham rdstu.

1.6.3. GVHD

GVHD patfi mezi aloimunitné zprostfedkované komplikace TKKB a projevuje se
jako reakce transplantovanych T-lymfocytd darce na nezndmé struktury (antigeny)
pacienta. Spoustécim mechanismem GVHD jsou aloreaktivni darcovské T-lymfocyty,
které jsou aktivovany antigeny pfijemce, jez jsou vystaveny na burikach hlavniho

histokompatibilniho komplexu I. nebo IlI. tfidy, virovymi antigeny nebo vedlejSimi
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histokompatibilnimi antigeny asociovanymi s epitelialnimi burikami. Néasledné po
aktivaci darcovské T-lymfocyty proliferuji.

K navozeni GVHD pfispiva jiz uvolnéni cytokinl (interleukin-1, TNF) produkovanych
monocyty v reakci na pfipravny rezim. Pomocné CD4+ T-lymfocyty rozpoznavaji
prostfednictvim svého receptoru antigenni peptidy spojené s HLA molekulami Il. tfidy.
Uvolnény interleukin-2 aktivuje také cytotoxické CD8+ T-lymfocyty, které rozpoznéavaji
zejména antigenni peptidy vazané s HLA molekulami I. tfidy. Také NK buriky (z angl.
Lnatural killer) a makrofagy se podileji na rozvoji GVHD. Podskupina aktivovanych
CD4+ T-bunék mimo jiné produkuje také interferon, ktery zesiluje expresi MHC molekul
II. tFidy na epitelidlnich bufkach a makrofazich, coz dale stimuluje bunéénou aktivaci T-
lymfocytd a NK bunék (Ringdén O., 2005).

Z hlediska ¢asového rozvoje a Uc&asti riznych imunitnich mechanismu rozliSujeme
s urcitym zjednoduSenim 5 zakladnich fazi GVHD:

a) Priming — pfiprava imunitni odpovédi

b) Aktivace T-lymfocytd, kostimulace

c) Proliferace a diferenciace aloreaktivnich T-lymfocytd

d) Migrace aktivovanych T-lymfocytd do cilovych organa (stfevo, jatra, plice, kize)

e) PoSkozeni cilovych tkani efektorovymi T-lymfocyty

Klinické projevy GVHD zavisi na stupni histokompatibility mezi darcem a pfijemcem
a celkové urovni aloreaktivity Stépu proti rdznym antigennim strukturam pfijemce.
Podle toho vznikd poSkozeni cilovych tkani pfijemce; nejcastéji napadenymi tkanémi
jsou epitelialni burky kdze, slizniéni membrany, Zlu€ovody a stfevni trakt. GVHD
téZkého stupné je tak bohuZzel i pfi€inou velké Casti umrti po transplantaci. Z toho
divodu je nezbytna jeji profylaxe s vyuzitim imunosupresivnich |éCiv, jako jsou
methotrexat, glukokortikoidy nebo mykofenolat mofetilu.

Podle Billinghama existuji tfi zakladni kritéria, ktera jsou nutna, aby doslo k rozvoji
GvHD (Billingham, 1966), a sice:

a) Stép musi obsahovat imunologicky kompetentni bufiky, mysleno T-lymfocyty.

b) Buriky pfijemce musi exprimovat dulezité aloantigeny, které chybi darcovskému
Stépu, takZze se mu jevi jako cizi.

c) Pfijemce nesmi byt schopen jakékoliv imunologické reakce, ktera by mohla

znicit transplantované bunky. To je dano imunosupresi pfijemce pFed transplantaci.
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Z hlediska bun éénych a molekularnich mechanism G je GVHD €lenéna do ti
z&kladnich fazi (obr. 3):

a) Inicia éni faze - priming — pfiprava imunitni odpovédi.

Prvni faze probihd jiz pfed samotnou transplantaci. PFipravny rezim, ktery je vysoce
cytotoxicky, ma za nasledek Siroké poskozeni bunék a tkani pacienta. V této fazi
dochazi k masivnimu uvolnéni prozanétlivych cytokinu (tzv. cytokinové boufri), jako jsou
napf. INF-y, IL-18 nebo TNF-a, a také chemokinll. Zaroven nastava aktivace a
dozravani antigen- prezentujicich bunék (APC z angl. antigen presenting cells). Neni

vyjimkou, Ze je zvySena exprese molekul HLA 1. i Il. tfidy na bufkach pfijemce.

b) Induk éni faze — zacina po podani Stépu.

Dochazi k rozsahlé stimulaci a aktivaci darcovskych T-lymfocytd HLA molekulami
pfijemce. Ty jsou rozpoznavany pomoci TCR (T-cell receptor = receptor T-bunék).
Zaroven probihaji kostimulaéni reakce, na kterych se podileji molekuly pfijemce CD80
a CD86 a reaguji s molekulami CD28, které jsou umistény na T-lymfocytech darce.
Aloreaktivni T-lymfocyty proliferuji a diferencuji. DalSi interakce probihaji také mezi
adhezivnimi molekulami bunék (napf. PECAM-1 = CD31).

Kromé interakci, které podporuji rozvoj GVHD, se zde vyskytuji i jiné, které naopak
GVHD tlumi (napf. interakce mezi CD152 a CD28).

c) Efektorova faze - je charakterizovana migraci aktivovanych T-lymfocytd do
cilovych organd (stfevo, jatra, plice, kuze). Poskozeni cilovych tkani je
zprostifedkovano komplexni zanétovou reakci, kde hlavni roli hraji cytotoxické
T-lymfocyty. Ty jsou schopny rozpoznat buriky nesouci HLA molekuly pfijemce a
nasledné je znicit. Bud pfimo s pomoci perforinl a granzym( nebo tim, Ze u nich

indukuji apoptozu.
Jak uZ bylo uvedeno, podle doby nastupu, charakteristickych patobiologickych

mechanismu a charakteru klinickych projevl rozliSujeme GVHD na akutni a chronickou
formu (Goker H. et al., 2001).
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Obr. 3: Tri faze aGVHD: 1. Pfipravny rezim vede k poSkozeni a aktivaci tkani pfijemce.
Tim je umozZnéna translokace mikrobialnich produktd (napf. LPS) do obéhu, coz
stimuluje makrofagy k sekreci prozanétlivych cytokinli, a také chemokinu, které aktivuji
neutrofily (podpora rozvoje zanétu). ZvySuje se exprese MHC na bunkach pfijemce
(zejména na antigen prezentujicich burikach, APC). 2. Aktivace T-lymfocytl darce, jez
jsou pfitomny hlavné v lymfatickych uzlinach, jimiz se GVHD Sifi do cilovych organa.
T-lymfocyty produkuji IFNy, ktery zvySuje expresi MHC, chemokinli a CD95 na APC.
Vysledkem je zvySena prezentace antigenu a proliferace a diferenciace darcovskych
cytotoxickych CD8+ a CD4+ T-lymfocytd a NK bunék. 3. Efektorové bunky migruji
k cilovym organim. To ma za nasledek jejich poskozeni, které mlze vést az
k multiorgdnovému selhani. Hlavni podil nese interakce ligand CD95-CD95 a perforin-
granzymové drahy. Regulaéni T-lymfocyty mohou zasahovat do kontroly GVHD
v riznych fazich. Regulaéni buriky blokuji aktivaci a expanzi efektorovych T-lymfocytd
a/nebo reguluji funkci APC, monocytll, makrofagd a neutrofild. V dusledku toho je
aktivace a proliferace aloreaktivnich darcovskych T-lymfocytd potlacena, coz ma za
nasledek snizené napadani cilovych organd. Mimo to, Tr1l bufky prostfednictvim
produkce IL-10 a TGFB redukuji z&nét. Produkce IFNy v pfitomnosti regulacnich
T-lymfocytt vede k expresi INOS a IDO s naslednou produkci NO a HO1, které moduluji
funkci efektorovych T-lymfocytd (Roncarolo M. G. & Battaglia M., 2007).

INOS (inducible nitric oxide synthase), IDO (indolamine 2,3-dioxygenasa), NO nitric
oxide, HO1 (hem oxygenasa 1), TCR (T-cell receptor), DR (dendritic cell), iDR (immature
DR), mDR (mature DR), Trec (regulaéni T-lymfocyt), Tr; (regulaéni T-lymfocyt typu 1)

1.6.3.1.  Akutni GVHD

Akutni GVHD se projevi béhem pocate¢nich 100 dnd od alogenni transplantace,
béZzné je to v3ak jiz po 2-6 tydnech od transplantace. Vyskyt akutni GVHD Zzavisi
zejména na stupni histokompatibility mezi darcem a pfijemcem, véku pfijemce, zdroji
krvetvornych bunék a pocétu darcovskych T-lymfocytl ve Stépu, strategii prevence a
profylaxe GVHD a dalSich méné vyznamnych faktorech. Je pro ni typicka nekréza
postizenych tkani.

Za aGVHD zodpovida subpopulace Thl lymfocytl, ktera sekretuje cytokiny IL-2 a
IFNy, jez néasledné aktivuji makrofagy a NK buriky. Aktivované makrofagy produkuji
prozanétlivé cytokiny IL-1, IL-6 a IL-12, které zpétné ovliviiuji aktivaci NK bunék a
T-lymfocytl. CD8+ a CD4+ T-lymfocyty a aktivované NK burfky pak napadaji cilové

buriky pfijemce. Vysledkem je nekrotické poSkozeni tkani pfijemce (kdze,

=24 -




gastrointestinalni trakt, jatra) spojené v zavaznych forméach s pomérné vysokou
amrtnosti.

Existuje také nahla bourlivA forma akutni GVHD nazyvana hyperakutni, které je
mnohdy smrtelng, ale naStésti také pomérné vzacna. Objevuje se v prvnim tydnu po
transplantaci kostni dfené a je charakteristickd horeckou, celkovou erytrodermii,

olupovanim kdze, Zloutenkou, generalizovanym zanétem a prosakovanim ceév.

Z Klinického hlediska se akutni GVHD déli podle zavaznosti na 5 stadii (0-1V):

a) 0— GVHD se neprojevuije.

b) | — mirna GVHD, misty se vyskytuje kozni vyrazka, kterd v nékterych pfipadech
mizi i bez dalsi |1éCby.

c) Il — stfedni GVHD, objevuje se kozni vyrazka po celém téle nebo muze byt tato
vyraZzka spojena s poSkozenim jater a stiev.

d) Il — zavazna GVHD, napadena jsou jatra, stfeva i k(ize.

e) IV — pfimé ohroZeni Zivota pacienta pfiznaky GVHD

1.6.3.2.  Chronicka GVHD

ChronickdA GVHD se u pacientd projevuje nejdfive az po 100 dnech od
transplantace. MuZe se pfimo vyvinout z akutni GVHD nebo mezi aGVHD a cGVHD
muZze byt klidové obdobi. Jen vyjime€né se vyskytuje samostatné bez aGVHD. Typicka
je pro ni fibr6za tkani.

Za vznik cGVHD zodpovida pfevazné subpopulace Th2 lymfocytd, u nichZz nedoslo
k navozeni tolerance, a tak jsou schopny rozpoznavat aloantigeny pfijemce. Th2
lymfocyty produkuji IL-4 (stimulace B-lymfocytd k tvorbé protilatek a Zirnych bunék,
které jsou zodpovédné za dermalni zmény), IL-5 (zvySen& eozindfilie) a IL-10.

Klinicky Ize rozlisit dvé formy:

a) Limitovana — zahrnuje lokalizované postizeni kiize a/nebo jaterni dysfunkci.

b) Extenzivni — je pro ni typické bud generalizované postizeni kGze anebo
lokalizované postizeni kuze s dalSimi poruchami (Ustni sliznice, pigmentace,
sicca syndrom atd.).

ChronickhA GVHD ma& projevy podobné jako chronicka autoimunitni onemocnéni
(napf. Sjégrenav syndrom nebo sklerodermie). Nej¢astéjSim projevem jsou kozni léze,
pro které je charakteristicky lymfocytarni a plazmocytarni infiltrat. DalSim z projevu
chronické GVHD je oc¢ni sicca syndrom, ktery je doprovazeny sniZzenou produkci slz a
muZze pfi ném dojit k zanétdm rohovky. U cGVHD se také vyskytuji chronické infekéni a

plicni komplikace a poruchy jater (Nishimori H. et al., 2013).
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Rozvoj a zavaznost cGVHD ovliviiuje vék darce a také pohlavi pfijemce a darce.
Konkrétné je-li pfijemcem muz a darcem je Zena, stoupa riziko cGVHD s pocétem
pfedchozich téhotenstvi darkyné.

Vzhledem k vyznamnému podilu GVHD (jak akutni, tak chronické) na umrtnosti po
TKKB a jejimu nepfiznivému efektu na kvalitu Zivota pacientd po transplantaci, byla
v minulosti testovana a aplikovana fada prfistupl k omezeni vyskytu této komplikace.
Jednim z nej¢astéji pouzivanych je odstranéni (deplece) T-lymfocytl z darcovského
Stépu pred jeho aplikaci. Byly také vedeny studie, kdy byl pacientim
v predtransplantacni fazi, ktefi podstoupili celotélové ozareni nebo 1éEbu zaloZenou na
busulfanu, podan také anti-thymocytarni  (thymocyt=T-lymfocyt)  globulin
s imunosupresivnim G¢inkem. Bylo prokazano, Ze se tak u pfijemc, kterym byl podan
Stép s neuplnou HLA shodou, sniZil vyskyt jak akutni, tak chronické GVHD a také

umrtnost spojend s transplantaci (Ayuk F. et al., 2008).

1.7. Hlavni  faktory Usp éSnosti TKKB - v €etné

imunogenetickych marker U

Uspé&3nost transplantace krvetvornych kmenovych bunék zavisi na celé fadé faktord
nizsi riziko posttransplantacnich komplikaci a neuspéchu transplantace. Na zakladé
komplexniho zhodnoceni téchto faktord je mozné urit prediktivni skére TKKB, tedy
miru rizika pro konkrétniho pacienta, pfesnéji par pacient/darce. Progn6za ohledné
vysledku se nejcastéji vyjadfuje jako pravdépodobnost prezivani pacienta v urcitém
pro vysledek TKKB je shoda v HLA znacich. Pfehled dalSich nejvyznamnéjSich faktord

je shrnut nize.

1.7.1. Klinické a demografické faktory

1.7.1.1. Diagn6za zé&kladniho onemocn éni, jeho ,rizikovost” a stadium
VétSinu téchto vyznamnych faktor( Ize shrnout do tzv. prediktivniho skoére, které
uvadi miru rizika. V tomto skére je mj. zahrnuta doba, ktera ubé&hla mezi diagn6zou a

transplantaci. Vhodné nacasovani TKKB vede totiz k pfiznivéjSim vysledkiim. Obecné
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plati, ze ¢im dfive je transplantace provedena, tim je riziko nizsi. Pacient s ranym
stadiem nemoci ma proto vétsi Sanci na Uplné vyléCeni, i kdyz existuji vyjimky.
Z hlediska doby od diagn6zy po TKKB je do prediktivniho skdre zahrnuta hodnota 0 pro
dobu kratsi jak 12 mésict a pro dobu delSi hodnota 1. Prediktivni skére obsahuje také
stadium onemocnéni s ohodnocenim 0, 1 a 2 (nelze pouzit u pacientl s aplastickou
anémii):

a) Casné stadium (0) - sem patti napriklad akutni leukemie nebo non-Hodgkinsky
lymfom v prvnim obdobi remise ¢i chronicka myeloidni leukemie v prvni
chronické fazi.

b) Pokrocilé stadium (1) - zahrnuje napf. akutni leukemii v obdobi druhé remise,
non-Hodgkinsky lymfom v obdobi druhé nebo Casteéné remise nebo ve fazi
trvalého onemocnéni.

c) Pozdni stadium (2) - zahrnuje napf. akutni leukemii ve vSech dalSich stadiich
nebo chronickou myeloidni leukemii v blastické fazi.

Dale do prediktivhiho skoére patfi vék pacienta, typ darce a kombinace pohlavi

pacient-darce (popsano v dalSich podkapitolach). Maximalni pocet bod(, kterého Ize
dosahnout je 7 (Gratwohl A. et al., 2009).

1.7.1.2. Vék a kombinace pohlavi pacienta a darce

Vék je vyznamnym faktorem u pacienta i darce. U pacientu je to hlavné z davodu
toxicity pripravného rezimu, kdy je vysSi vék vétSinou spojen s nizsi fyzickou odolnosti.
StarSi pacienti Castégji trpi pfidruzenymi nemocemi (komorbidita), jsou nachyInéjsi
k infekcim a télo ma nizSi schopnost regenerace. Pomalé hojeni poSkozenych tkani ma
pak za nasledek zvySenou citlivost k dalSimu poSkozeni. S pfibyvajicim vékem se
objevuje vétsi riziko GVHD v dusledku castéjSi a vétSi pfitomnosti bakterii a vird v
organismu. OvSem od doby, kdy byl vyvinut pfipravny reZzim s omezenou intenzitou,
nejsou vyjimkou transplantace i u starSich pacientl (65-70 let). ProdlouZeni véku
k indikaci alogenni TKKB je pfiznivé, protoZze pravé u starSich osob je vy3Si vyskyt
hematologickych malignit, které Ize pomoci TKKB [éCit (Koreth J. et al., 2010). Kromé
véku pacienta je potfeba pfFihlédnout i k véku darce. Co se tyCe transplantace mezi
nepfibuznymi pary, je hranici pro darce vék 60 let, poté je automaticky vyfazen
Z registru darcu kostni dfené (vzhledem ke zvySenému riziku pfi odbéru). U pfibuznych
darcu je tato vékova hranice posunuta ponékud vySe (zavisi na celkovém stavu darce).
Je také prokazano, Ze Uspé3nost TKKB je nepfimo umérna véku darce - transplantace
od mladSich darc maji lepsi vysledky. Co se tyCe pohlavi darcu, ponékud lepSi
vysledky Ize pozorovat u darcd muzského pohlavi. Za nejméné pfiznivou se pak

povaZzuje kombinace, kdy je pacientem muZz a darcem Zena. DGvodem muZe byt
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rozpoznani pohlavné specifickych vedlejSich histokompatibilnich antigent H-Y, coZz ma
za néasledek zvySenou pravdépodobnost vyskytu GVHD, na druhou stranu ma tato
kombinace pacient-darce nejnizsi riziko relapsu, zejména u pacientd s CML, AML a
ALL (Randolph S. S. et al., 2004). DalSim faktorem je také jiz prodélané téhotenstvi,
pfi némz Zeny prochazi aloimunizaci. K aloimunizaci darce mize dojit napf. také pfi

transfuzi.

1.7.1.3.  Zdroj krvetvornych bun €k a pFipravny rezim

Jak uz bylo uvedeno v pfedchozich kapitolach, vyznamny podil na vzniku a rozvoji
komplikaci po TKKB ma pfipravny rezim. Chemoterapie i ozafovani spousti v téle
pacienta zanétovou reakci, a jelikoZ se nejedna o léCbu cilenou jen na nadorové Ci
jinak pozménéné bunky, jsou podkozovany i pacientovy zdravé bunky. Proto je mozno
v pripadé vy3siho rizika TKKB zvolit pfipravny rezim s redukovanou intenzitou, kde se
vice spoléha na vyuziti GvL efektu Stépu. Co se ty€e zdroji krvetvornych kmenovych
bunék, v dnesni dobé jiz i u alogennich TKKB mirné prevladaji odbéry z periferni krve,
které jsou obecné spojovany s rychlejSim nastupem krvetvorby u pacienta (coz
zkracuje nejrizikovéjSi obdobi po TKKB), avSak mirné vySSim vyskytem chronické
GVHD ve srovnani se 3tépem z kostni dien&. Stépy pupecnikové krve maji vy3si
toleranci k neshoddm v HLA znacich mezi darcem a pfijemcem, ale obnova krvetvorby

byva delsi.

1.7.1.4. Infek éni status darce

Velkym problémem u alogennich transplantaci krvetvornych kmenovych bunék jsou
herpetické viry, zejména CMV (cytomegalovirus). Pro pacienta predstavuje nebezpedi,
pokud je CMV negativni a darce je CMV pozitivni. Pak je zde riziko pfenosu infekce,
coz mize vést k naslednému rozvoji onemocnéni. ZvySené riziko existuje vSak i pfi
TKKB od negativniho darce pozitivnimu pFijemci nebo jsou-li oba CMV pozitivni. |
v téchto pripadech mize dojit k ohrozeni pacienta v dusledku mozné reaktivace CMV
infekce. Incidence infekce je vysoka a muze dosahovat az 60%, proto je nezbytna
profylaxe a sledovani poctu kopii CMV pomoci technik kvantitativni PCR. Tyto nové
moznosti diagnostiky umoznuji ¢asné zahajeni 1éCby a vyrazné tak snizuji celkovy
dopad CMV infekce na mortalitu po TKKB. Pfiznaky CMV choroby jsou patrné na
prislusnych organech (postiZzeni gastrointestinalnino traktu a pneumonie). CMV
pozitivita zvySuje i riziko dalSich komplikaci po transplantaci, jako je akutni i chronicka
GVHD, a negativné ovliviiuje pfihojeni Stépu a pfispiva tim k amrtnosti po TKKB
(Nichols W. G. et al., 2002).
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1.7.2. Genetické faktory

1.7.2.1. Shoda v HLA znacich mezi darcem ap Fijemcem

HLA (z angl. human leukocyte antigens) je hlavni histokompatibilni komplex
u Clovéka. Jednd se o soubor znakl tkarnové slucitelnosti, ktery je kliCovou
imunobiologickou bariérou pfi TKKB. Geny pro HLA znaky leZi na kratkém raménku
chromozomu 6 a jejich variabilita genud je extrémné vysoka. Molekuly, kédované témito
geny, jsou glykosylované proteiny tvofici heterodimery, k jejichz expresi dochazi
hlavné na membranach bunék imunitniho systému, ale i na jinych bunéénych typech
(vyjimkou jsou zralé erytrocyty). Na zakladé funkce a charakteru molekul, které na
povrchu bunék tvofi komplexy, rozliSujeme dvé zakladni tfidy HLA molekul. Molekuly
. tFidy, které se nachazeji na povrchu vSech somatickych jadernych bunék, komunikuji
zejména s receptory cytotoxickych - CD8+ T-lymfocytl. Mezi antigeny HLA-I. tfidy
fadime zejména molekuly HLA-A, B a C. Dale byly objeveny takeé typy E, F a G, které
jsou méné polymorfni, a jejichz funkci z vétSi ¢asti nezname (HLA-G je napfiklad
molekula svyznamem pro navozeni imunologické tolerance matky vi¢i plodu
v déloze). Molekuly II. tFidy se vyskytuji jen na povrchu nékterych specializovanych
bunék, zvlasté na burikach prezentujicich antigen (APC - dendritické buriky,
makrofagy, B-lymfocyty). Jejich funkce je spojena s komunikaci s receptory CD4+
T-lymfocytll. Mezi HLA-II. tfidy fadime zejména lokusy DP, DQ a DR. Hlavni funkci
molekul HLA je jejich U€ast v rozpoznavani bezpecnych a nebezpelnych struktur ve
vzajemné kooperaci s dalSimi slozkami imunitniho systému. Pokud jsou cizi antigenni
peptidy pfedloZeny prostfednictvim HLA molekul burfikdm imunitniho systému, dochéazi
ke spusténi kaskady imunitnich reakci, jimiz se organismus brani pfed napadenim
riznymi patogeny a jinymi cizorodymi latkami (Fucikova T., 1997).

Existuji i tzv. HLA geny lll. tfidy, které se nachazeji na kratkém raménku 6.
chromozomu mezi geny HLA-I. a Il. tfidy a zahrnuji geny pro sloZzky komplementu
(soucast nespecifické humoralni imunity, tvofi jej cca 30 sérovych a membranovych
proteinu), cytokiny (napf. TNF) a proteiny teplotniho Soku (HSP) a dalsi.

Kromé& zasadni role HLA antigenu pro transplantace byla prokazana také jejich
spojitost s urcitymi typy onemocnéni, zejména autoimunitnimi. Napfiklad jiz v 70. letech
prokézali vyzkumnici spojitost mezi antigenem HLA-B27 a ankylozujici spondylitidou
(Bechtérevova choroba), kterd postihuje predevSim patef v misté kfizokyCelniho
skloubeni a nékdy i periferni klouby. Je to zanétlivé onemocnéni, které muze skoncit

Uplnym ztuhnutim patefe (Dixon A., 1978).
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Darci pro TKKB jsou na zékladé shody v HLA znacich nejprve vyhledavéani v rodiné,
pFedevsim mezi sourozenci. Kazdy ¢lovék ma dva haplotypy HLA znaku, po jednom od
kazdého z rodici. Je tedy Sance 25%, Ze budou mit dva sourozenci stejnou HLA
vybavu. V ojedinélych pfipadech navic muze dojit k rekombinaci (crossing-over) v HLA
oblasti, a tim ke zméné haplotypu. Pokud neni darce nalezen mezi pfibuznymi,
pfistupuje se k vyhledavani vhodného darce v registru darct kostni diené.

U nepfibuzenskych darcd se mira shody posuzuje podle péti lokusd na HLA
komplexu (A, B, C, DRB1 a DQB1) na udrovni vysokého rozliSeni. Hovofime pak
0 shodé 10/10 (5 lokust po dvou znacich). Pro ovéfeni spravnosti vysledkl se pred
transplantaci provadi verifika¢ni test (ovéfeni HLA typizace z nového vzorku). Pokud
neni nalezen darce s Uplnou shodou, je mozZné vybrat i takového, ktery se neshoduje
vjednom ¢&i vice HLA znacich (tzv. mismatch). Tim se ale zvySuje riziko
posttransplantaénich komplikaci (zvlasté GVHD a rejekce Stépu). Av3ak i pfi Uplné
shodé se vyskytuji aloimunitni komplikace, které jsou podminény vedlejSimi (minor)
histokompatibilnimi systémy, vliv na vyskyt komplikaci maji také dalSi tzv. nonHLA
polymorfismy (napf. polymorfismy v genech cytokind, receptorld pro burky imunitni
odpovédi aj.).

Vyznam aloprotilatek (napf. antiHLA protilatek) je obecné u TKKB menSi, nez
u organovych transplantaci a je stale pfedmétem intenzivniho studia. Aloprotilatky se
v téle pacienta mohou tvofit jiZz pfed transplantaci (pfi¢inou je napf. krevni transfuze
nebo opakovana téhotenstvi). Néktera pracovisté proto pfed samotnou transplantaci
provadéji laboratorni testy na pfitomnost preformovanych protilatek ve formé
screeningovych testd nebo tzv. kfizovych zkouSek (cross-match). Pfi tomto testu je
inkubovano sérum pfijemce s lymfocyty darce. Jestlize dojde klyze dércovskych
lymfocytl, znamena to, Ze test je pozitivni a v séru pfijemce jsou pfitomny aloprotilatky.
Pozitivni test mGze mit negativni dopad na TKKB, nebot zvySuje riziko rejekce Stepu
krvetvornych bunék (HorejSi V. & BartGnkova J., 1998).

1.7.2.2. nonHLA faktory

a) VedlejSi histokompatibilni antigeny (mHag)

VedlejSi histokompatibilni antigeny oznaCované také jako mHag nebo MiHA (z angl.
minor histocompatibility antigens) jsou vétSinou jednoduché polymorfismy strukturnich
genu. VétSina z nich je prezentovana ve vazbé na hlavni histokompatibilni antigeny
(napfiklad HA-1 a HA-2 ve vazbé na HLA-A2). Tyto alelické aloantigeny mohou byt

zodpoveédné za rejekci Stépu v pfipadé shody v hlavnim histokompatibilnim komplexu.
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V jinych pfipadech v3ak naopak mohou mit pozitivni vliv jako v pfipadé GvL efektu &i
sniZeni vyskytu relapsu leukemie v pfipadé, Ze pfijemce je HA-1 pozitivni a darce HA-1
negativni (Murata M. et al., 2000). Pfikladem jiného mHag muZze byt muzsky specificky
antigen H-Y. Tento antigen ma efekt u TKKB v pfipadech, kdy darcem je Zena a
pfijemcem muz. Dusledkem mohou byt az zavazné formy akutni i chronické GVHD,
coz vede k celkové horSimu pFezivani pacientd po transplantaci v uvedené kombinaci
pohlavi (Perreault C. et al., 2013).

b) Geny pro cytokiny

Cytokiny jsou bilkovinné mediatory, které se podileji na komunikaci mezi burikami
imunitniho systému i mezi imunitnim systémem a jinymi télnimi soustavami. V téle se
nachazeji bud vazané na membranu nebo rozpusténé v plazmé nebo tkanové tekuting.
Jeden cytokin mizZe podavat vice podnétt (pleiotropni Gc€inek), a také naopak vice
cytokin muze mit stejny ¢i podobny Gc€inek. Cytokiny hraji roli v mnoha fyziologickych
procesech, kdy spolu mohou interagovat synergisticky nebo antagonisticky. Velkou
mérou se podileji na regulaci zanétu v téle. Ucastni se jak faze indukéni tak efektorové
a maji podil i na reparaci tkani vterminalni fazi zanétu. Dale ovliviiuji proliferaci a
diferenciaci bunék imunitniho systému a jejich migraci. Cytokiny Ize na z&kladé funkce
rozliSit na Sest zakladnich skupin — cytokiny regulujici krvetvorbu (GM-CSF,
erytropoetin, SCF), interferony (IFNa, B, y), cytokiny regulujici T a B lymfocytarni
systém (IL-2, IL-12), pluripotentni prozanétlivé cytokiny (IL-1, IL-6), tumor nekrotizujici
faktory (TNFa a B), cytokiny regulujici pfevazné cileny pohyb bunék (chemokiny —
MCP-1, IL-1) a ristové faktory (TGFB, KGF).

Velkou roli hraji pfi TKKB, kde jsou kritickymi mediatory vétSiny komplikaci (GVHD,
rejekce). Uz pfi pFipravném rezimu dochazi k obrovskému uvolnéni cytokinu
(tzv. cytokinova boure), a tim je urychlena aloreaktivita po podani Stépu. V minulosti jiz
byla popsana fada asociaci mezi alelickymi variantami cytokinovych gent a
komplikacemi po TKKB. Napfiklad spojeni polymorfismu IL-10 se vznikem
cytomegalovirové infekce nebo chemokinu MCP-1 s reaktivaci CMV u pacientd po
TKKB (Loeffler J. et al., 2006). Polymorfismy genu pro IL-10 a také v kombinaci
s genem pro jeho receptor IL-10RB navic ovliviiuji zavaZnost akutni i chronické GVHD
(Sivula J. et al., 2009). Také u cytokinu TNF, ktery je zapojen do komplikaci po
aloTKKB, byla popsana asociace jeho genovych variant s vyskytem akutni GVHD a

s ni spojené umrtnosti po TKKB (Cavet J. et al., 1999).
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c) Geny receptor G NK bun ék (KIR)

Aloreaktivita NK bunék je vyznamna pro efektivni odstranéni nadorovych bunék po
TKKB. Aby doslo k biologické aktivaci NK bunék, musi byt pfitomny receptory pro MHC
glykoproteiny |I. tfidy, které jsou u Clovéka kbédovany tzv. KIR (z angl. Kkiller
imunoglobuline-like receptor) geny. Interakce s ligandem HLA |I. tfidy pfedstavuje pro
NK bunku prominentni negativni signal. To znamena, Ze negativni signal
(prostfednictvim inhibicnich KIR) dominuje i v pfipadé, Ze soucasné dojde ke
spusténi aktivacniho signalu (aktivacni KIR nebo jiné receptory). Z hlediska jejich
organizace a variability existuje urcitd podobnost mezi KIR geny a HLA geny. Jsou
usporadany do velkych genovych klastri - HLA na kratkém raménku chromozomu 6,
KIR geny jsou soucasti LCR (z angl. leukocyte receptor complex) na dlouhém raménku
chromozomu 19. K dédi¢nosti jednotlivych haplotypud dochazi nezavisle na sobé.

HLA a KIR geny spolu funkéné interaguji na nékolika Urovnich. Pro transplantace je
klicova interakce na drovni vyvoje imunitniho systému. HLA geny I. tfidy uréuji, které
KIR-geny budou exprimovany NK burfikami. Kazdy klon NK bunék exprimuje urcitou
sestavu KIR-genu, které pfi interakci s HLA glykoproteiny I. tfidy vytvafeji negativni
signal, a tim je navozena tolerance na drovni NK bunék. Pokud je mezi darcem a
pFijemcem alelicky rozdil v HLA I. tfidy, miZe se stat, Ze nebude dochazet k inhibici NK
bunék déarce, nybrz kjejich aktivaci, ktera je zaméfend predevSim proti krevnim
burikédm pfijemce. Dlsledkem je Zadouci GvL efekt, sniZuje se riziko odhojeni Stépu
(zaméfeni proti zbylym T-lymfocytdm pfijemce) a v neposledni fadé omezuje GVHD
(zaméfeni proti APC pfijemce) (Farag S. S. et al., 2002). V posledni dobé se ur&eni
pfitomnosti nékterych KIR genl vyuZivd pro vybér optimélniho darce pro TKKB
(Cooley S. et al., 2010). Byla také vedena studie, ktera prokazala zlepSené prezivani
po nemyeloablativnim pfipravném reZimu u pacientl s KIR haplotypem AA, kterym byl
podan 5tép HLA haploidentického darce, nesouci KIR haplotyp B (Symons H. J. et al.,
2010).

d) Geny vrozené imunity

Vrozend imunita je nepostradatelnd pro obranu proti infekcim, které se &asto
vyskytuji po alogenni TKKB a jeji mechanismy se uplatiuji také u GVHD. S vrozenou
imunitou souvisi variabilita v cytokinech (viz predesly bod) a také v receptorech typu
.PRRs" (z angl pathogen/pattern recognition receptors). Mezi PRRs fadime pfedevsim
membranové toll-like receptory (TLRs), jejichZ aktivaci se nejcastéji spousti exprese
prozanétlivych cytokind (IL-1, TNF). Proto byla pro TLRs v minulosti popsana silna
asociace se zanétlivymi onemocnénimi. Podobné je tomu u cytoplazmatickych PRRs

oznacovanych jako NOD-like receptory (NLRs), kde prfes aktivaci NF-kB dochazi
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k uvolnéni prozanétlivych cytokind. Do této skupiny genu patfi dale cytoplazmatickée
RIG-like receptory (RLRs) a membranovy C-typ lektinovych receptord (CLRS).
Nedavny vyzkum prokazal, Ze interakce mezi mikrobialné asociovanymi molekulami
PAMPs (z angl. pathogen-associated molecular patterns) a PRRs (napf. NLRs a TLRs)
ovliviiuje adaptivni imunitni odpovéd u fady zanétlivych onemocnéni véetné GVHD.
Napfiklad polymorfismy na genech kédujicich NOD2 a TLR4 byly asociovany se
zvySenou incidenci GVHD u pacientd po HSCT, pficemZz NOD2 ovliviiuje GVHD na
zékladé svého efektu na funkci APC (Elmaagacli A. H.. et al., 2006). Mimo souvislosti
s transplantacemi jsou nékteré alely receptoru NOD2 asociovany také s Crohnovou
chorobou (napf. Cavanaugh J. A. et al.,, 2003) a jinymi zanétlivymi stfevnimi

nemocemi.

e) Geny pro adhezivni molekuly

Adhezivni molekuly jsou dulezité mj. pro interakci mezi leukocyty a endotelialnimi
bunkami. Nachazeji se jak na membrané leukocytli, tak na endotelu cév. Tato
interakce je zakladnim podnétem napf. pro diapedézu granulocytd do tkani v pfipadé
zanétu. Existuje nékolik skupin adhezivnich molekul, které jsou zapojeny do procesu
imunitni odpovédi (kadheriny, integriny, selektiny, molekuly imunoglobulinové rodiny
aj.).

Kadheriny jsou Ca-dependentni a zprostfedkovavaji pfedevsim homofilni interakce
bunka-burika (jsou ligandem i receptorem). Patfi sem napfiklad E-kadherin
(uvomorulin) a desmokolin, nachazejici se na epitelech a dalSi. Integriny spojuji
intracelularni cytoskeleton (buriku) a extracelularni matrix. Jsou ucastniky nékterych
signalizaCnich kaskad. Selektiny (E, P a L) se na rozdil od ostatnich adhezivnich
molekul nevazi na proteinové struktury, nybrz na polysacharidy, které se nachazeji
predevsim na endotelu cév. Pfi navazani ligandu na selektin dochazi ke kontaktu mezi
leukocyty v krevnim Fecisti a endotelovymi bufikami cév, coZ vede ke zpomaleni toku
leukocytu.

Adhezivni molekuly imunoglobulinové rodiny obsahuji alespon jednu Ig-doménu.
Existuje jich veliky poCet a patfi sem napfiklad molekuly PECAM-1 nebo VCAM-1. Tyto
molekuly se bud mohou vazat mezi sebou nebo s integriny €i jinymi receptory. Jednou
z molekul ovliviiujicich komplikace po TKKB je lymfocytarni adresin MADCAML, jehoz
polymorfismus zvy3uje riziko GVHD a shiZuje tak celkové prezivani po transplantaci
(Ambrizova Z. et al., 2009).
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2. Experimentalni ¢€ast



2.1. Prehled genotypizovanych gen U

ANXA11 (annexin All) je gen lezici na dlouhém raménku chromozomu 10, kédujici
protein, ktery patfi do annexinové rodiny, coZ je skupina kalcium dependentnich
proteind véazajicich fosfolipidy. Obsahuji unikatni N-termindlni domény a
konzervovanou C-termindlni doménu, v niZ se nachazi kalcium-dependentni misto pro
vazbu fosfolipidd. Jsou zapojeny do bunécného déleni a apoptézy a Casto jsou
spojovany s autoimunitnimi a dalSimi chronickymi onemocnénimi. ANXA11 je dilezity

v terminalni fazi bunécné cytokineze (Levin A. M. et al., 2013).

ATG16L1 (autophagy-related 16-like 1) se nachdzi na dlouhém raménku
chromozomu 2. Kobduje protein, ktery je soucéasti proteinového komplexu
zodpovédného v burice za procesy autofagie. Komplex tvori jesté proteiny kddované
geny ATG5 a ATG12. Uvedeny proteinovy komplex hraje roli pfi tvorbé (konkrétné pfi
elongaci) autofagosomu, coZ je bunéCnd organela s dvojitou membranou, ktera
pohlcuje bunéfny material, avSak postrada lysozomalni enzymy. Proto nasledné
dochéazi k fuzi autofagosomu s lysozymem, ktery tyto rozkladné enzymy obsahuje
(Deretic V., 2006). Autofagie ma velky vyznam pro imunitni systém, kdy dochazi
k degradaci a recyklaci ¢astic (poSkozené organely a proteiny, intracelularni patogeny).
Pokud tedy dojde k defektu nékterého z genl dulezitych pro autofagii, muze dojit
k ovlivnéni homeostazy imunitniho systému i celého organismu (Heath R.J. & Xavier
R.J., 2009).

ATXN2L (ataxin 2-like) lezi na kratkém raménku chromozomu 16. Funkce proteinu,
ktery tento gen kdduje, je znama jen okrajové. Radime jej do rodiny protein(, ktera je
asociovana se skupinou neurodegenerativnich poruch (hlavné spinocerebelarni
ataxie). Dochazi u néj k funkénimu prekryvu mezi ATXN2L a ATXN2. Funguje také
jako regulator tvorby stresovych granuli a p-télisek. Diky alternativnimu sestfihu

transkriptu jsou vytvareny ruzné isoformy (Kaehler Ch. et al., 2012).

BTNL2 (butyrophilin-like 2) lezi na kratkém raménku chromozomu 6. Je asociovan
s molekulami MHC II. tfidy. Patfi mezi butyrophilin-like molekuly, které maji homologni
strukturu se skupinou kostimulaénich molekul CD80/CD86. Ty jsou exprimovany na
antigen prezentujicich burikdch (APC) a jsou zasadni pro imunitni odpovéd. Bylo
prokadzano, Zze BTNL2 inhibuje proliferaci T-bunék a produkci IL-2 a také sniZuje tvorbu

prozanétlivych cytokinli v T-bunéénych kulturach (Morais A. et al., 2012).
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CXCL12 (chemokine motif C-X-C, ligand 12) lezi na dlouhém raménku chromozomu
10. Gen koduje alfa chemokin odvozeny od stromélnich bunék (Casto se vyskytuje i
pod oznaCenim SDF-1 z angl. stromal cell-derived factor 1). Po interakci se svym
receptorem CXCR4 dochéazi k aktivaci lymfocytd. Alternativné muaze dochazet i
k interakci s receptorem CXCR7. Tvorba tohoto chemokinu je obvykle vyvolana
pusobenim prozanétlivych cytokind (TNF a IL-1).

Mutace v genu jsou spojovany s rezistenci vici infekci HIV typu 1. Také je zapojen
do vzniku metastaz u nékterych rakovinnych onemocnéni, jako je napfiklad rakovina
prsu. Kromé toho hraje vyznamnou roli v chemotaxi, hematopoéze a angiogenezi. Je
klicovy pro tvorbu B-lymfocytll, mobilizaci krvetvornych kmenovych bunék a migraci

leukocytu a je regulatorem neovaskularizace a apoptézy (Burns J. M. et al., 2006).

HERC2 (HECT a RLD (= RCCL1 like domain) doména obsahujici E3 ubiquitin
ligasu 2) lezi na dlouhém raménku chromozomu 15. Patfi do rodiny HERC gen(. Tuto
skupinu lze rozdélit na 2 podskupiny. Prvni obsahuje velké proteiny s vice
strukturalnimi doménami HERC1 a HERC2 s velikosti okolo 500kDa. Druha zahrnuje
malé proteiny s velikosti cca 120kDa. Sem patifi HERC3-6. VSechny tyto proteiny maji
nejméné 1 kopii N-terminalniho regionu homologniho s RCC1 (regulator buné&ného
cyklu) a C-terminalni HECT doménu (homologni s E6-AP (E6-asociovany protein)
C-koncem), ktera je soucasti nékterych E3 ubiquitin ligas. Variabilita v tomto genu je
zodpoveédna za rozmanitost v pigmentaci kizZe, vlasu a oka (Hochrainer K. et al.,
2005). O expresi lidského HERC2 toho neni moc zndmo. Je vzdalené pfibuzny p532
(HERC1), coz je tzv. GEF (guanine-nucleotide exchange factor) zapojeny do
vezikularniho transportu. Ze studie na mysSich, ktera ukdzala, Ze HERC2 je zapojeny
do genetické poruchy zpusobujici neuromuskularni defekty, miZzeme usuzovat, Ze

ovliviiuje vyvoj nervové tkané (Ji Y. et al., 1999).

IL12B (interleukin 12B) leZi na dlouhém raménku chromozomu 5. Tento gen kbduje
podjednotku interleukinu-12, heterodimeru spojeného disulfidovymi mustky. [L12B
kéduje 40kDa velkou podjednotku (p40), druha podjednotka o velikosti 35kDa (p35) je
kédovana IL12A. Jedné se o cytokin, ktery cili na T-lymfocyty a NK burfky a iniciuje
rizné pochody v bunce, jejichz vysledkem je buné&na imunitni odpovéd. Primarni
funkci je vyvolat produkci IFN-y aktivovanymi NK a T-burikami a zvy3eni cytotoxicity
téchto bunék. Cytokin je produkovan aktivovanymi makrofagy, které se uplatfiuji jako
zakladni induktory vyvoje Thl bunék. Bylo zjisténo, Ze IL-12 je dllezity pro udrzeni

dostate€ného poc¢tu pamétovych nebo efektorovych Thl lymfocytd, aby byla
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zprostfedkovana dlouhotrvajici ochrana proti intracelularnim patogendm. Polymorfismy
a/nebo zvySend exprese tohoto proteinu je spojena s nékterymi onemocnénimi.
Produkce IL-12 souvisi s aktivaci cestou PRRs (pattern recognition receptors), kam
patfi napfiklad TLRs. Zaroven také ovliviiuje produkci imunoglobulind, at uz kladné

nebo zaporné (Korhonen R. et al., 2012).

IL17F (interleukin 17F) je gen leZici na kratkém raménku chromozomu 6, ktery
kéduje zraly protein skladajici se ze 153 aminokyselin. K&dovany protein patfi mezi
cytokiny a obsahuje podobné sekvence jako jiné proteiny z rodiny IL-17. Skupina IL-17
je charakteristicka pfitomnosti péti rlznych cysteinovych rezidui. Je produkovan
aktivovanymi T-lymfocyty jako odpovéd na infekéni nebo antigenni podnét a nasledné
stimuluje sekreci nékterych dalSich cytokint, zahrnujicich IL-6, IL-8 a CSF2/GM-CSF
(faktor stimulujici kolonie makrofag a granulocytll). Je to také inhibitor angiogeneze
endotelialnich bunék a zarovenn u téchto bunék indukuje produkci IL-2, TGF(
(transformuijici ristovy faktor B) a monocytovy chemotakticky protein 1 (MCP-1 =
CCL2, chemokin) (Hizawa N. et al., 2006).

IL23R (interleukin 23 receptor) je gen, ktery leZi na kratkém raménku chromozomu 1.
Kéduje transmembréanovy protein, jenz obsahuje 629 aminokyselin a je podjednotkou
receptoru pro molekulu IL23A/IL23, jejiz genovy polymorfismus byl v této praci rovnéz
testovan. Paruje se s molekulou receptoru IL12RB1/IL12RB1 a spole¢né hraji roli
v signalizaci IL23A. Je nezbytny pro rozvoj zanétu vyvolaného T-lymfocyty a reguluje
diferenciaci naivnich CD4 T-bunék na T-pomocné buriky. Také méa zasadni postaveni
ve vyvoji patogennich bunék Thl7, které produkuji IL17, jenZ stimuluje produkci
zanétlivych cytokinu, jako jsou IL-6 a TNFa. Je zde také asociace s aktivaci
Janusovych kinaz (JAK2). JAK kinazy fosforyluji IL23R a odkryji tak dokovaci misto pro
signalni transduktory a aktivatory transkripce (STATS). Ty jsou nasledné fosforylovany
a translokovany do jadra, kde ovliviuji transkripci prozanétlivych cytokinG (IL17)
(Zhai Y. et al., 2012).

RAB32 patfi do rodiny Ras onkogend. LeZi na dlouhém raménku chromozomu 6.
Rab proteiny jsou malé proteiny vazajici GTP a hraji roli ve vezikularnim transportu.
Jsou lokalizovany v raznych membranové vazanych kompartmentech, kde reguluji
nékteré kroky membranového transportu. Uplatiuji se napfiklad pfi vzniku vezikul,
cyklu mezi neaktivni formou vazajici GDP a aktivni vazajici GTP nebo také pfi utvareni

autofagickych vakuol. Rab32 je exprimovan ve vétSiné lidskych tkani. Mize fungovat
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jako PKA (proteinkinasa A) kotvici protein. Taktéz byla zjiSténa jeho role pfi regulaci

pocéatku apoptozy (Bui M. et al., 2010).

TLRA4 (toll-like receptor 4) lezi na dlouhém raménku chromozomu 9. Je ¢lenem
rodiny toll-like receptorll, které jsou zodpovédné za rozpoznani patogenu a aktivaci
vrozené imunity. Nalezneme je u fady imunitnich (makrofagy, dendritické buriky,
B-bunky, specifické typy T-bunék) i neimunitnich bunék (fibroblasty, epitelialni bunky).
Radime je mezi membranové glykoproteiny typu |, které maji extracelularni doménu
bohatou na leucin (19-25 tandemovych repetici o délce 24-29 aminokyselin),
transmembranovou doménu a intracelularni doménu homologni s receptorem pro IL-1.
Svlj nazev ziskaly na zakladé strukturni i funkéni podobnosti s toll genem prvné
identifikovanym u Drosophily. Rozpoznavaji molekularni znaky asociované s patogeny
exprimované na infekénich agens, a nasledné zprostfedkuji sekreci cytokinu, ktera
vyvola imunitni odpovéd. K expresi TLR4 dochazi na povrchu buriky, kde je zapojen do
signalni transdukce vyvolané lipopolysacharidy, které se nachazeji na vnégjsi
membrané gramnegativnich bakterii. Je schopny rozpoznat i jiné variabilni struktury,
jako napf. rostlinny diterpen paclitaxel, glykoprotein fibronektin nebo heat-shock
proteiny. Mutace genu jsou spojené s rozdily ve vnimavosti k lipopolysachariddm
(Akira S et al., 2006).
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2.2. Pouzité chemikalie a p Fistroje

2.2.1. Chemikalie

Agarosa (Serva), dNTPs (Promega), EDTA (Sigma), ethidium bromid (Top-Bio Praha),
HsBO; (Sigma), deionizovana voda pro PCR (Fresenius), primery (Generi Biotech
Hradec Kralové), Taqg DNA polymeraza (Top-Bio Praha), Tris-HCl (Sigma), 10x
koncentrovany PCR pufr (Top-Bio Praha), eseje ,TagMan” (Life technologies), TagMan
PCR genotyping master mix (Life Technologies), PCR Accesory Set [10x
koncentrovany PCR pufr (Sequenom), 25mM MgCl, (Sequenom), 25mM dNTP Mix
(Sequenom), PCR Enzyme, 5U/ul (Roche)] (SEQUENOM), PCR voda (5 PRIME),
IPLEX Gold reagent kit [SAP pufr (Sequenom), SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase
Enzyme) (Sequenom), iPLEX pufr Plus (10x) (Sequenom), iPLEX terminacni mix
(Sequenom), iIPLEX Enzyme (Sequenom), 3-Pt. Calibrant (Sequenom)] (SEQUENOM),
SpectroCHIP 1l G96 & Resin Kit [SpectroCHIP 1l G96 (Sequenom), Clean Resin
(Sequenom)] (SEQUENOM).

2.2.2. Pristrojové vybaveni

e Centrifuga MLW T 62.1

» Spektrofotometr Nanodrop ND-1000

« Termocykler Bio-Rad DNA ENGINE TETRAD 2

¢ Minicentrifuga MINI-LABNET

* Termoblok Grant QBT1

« Dokumentaéni systém Gel Logic 112 KODAK (nebo Fotoaparat Polaroid DS34)
* Mikrovinka

» UV-transiluminator MEB 20 (Ultralum)

* Laminérni box Bio-II-A (TELSTAR)

» Zdroj napéti Bio-Rad PowerPac 300

* Termocykler RotorGene

¢ Hmotnostni spektrometr Mass Array Analyzer Compact (Sequenom)
* Rotator Labroller Labnet

« Nanodispensor Sequenom

« Termocykler Mastercykler pro (Eppendorf)

» Centrifuga Z300 s rotorem pro mikrotitracni desticky Hermle

e Vortex (Labnet)
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2.3. Metody

2.3.1. Genotypizace pomoci ,Sequenom MassArray“tec  hniky
Princip:

Metoda ,MassArray” je novejsi vysokokapacitni (,high throughput”) genotypizacéni
technologie, kter4 se vyznaluje presnosti, vysokym rozliSenim i nepfiliS vysokymi
néklady na jednotlivé analyzy. Je zaloZena na kombinaci techniky PCR s detekci na
hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF. Principem metody je v prvnim kroku zmnozZeni
(amplifikace) daného poctu Usekid DNA s pomoci PCR metody (je mozno takto
amplifikovat najednou az 36 Usekl DNA s poZadovanymi jednonukleotidovymi
polymorfismy - SNP). Na zakladé paralelni amplifikace vice fragmentl nazyvame proto
avodni krok techniky jako ,multiplex* PCR. Nasledné je nutno odstranit dNTPs, které
nebyly spotfebovany pfi PCR, a to za pomoci enzymu alkalické fosfatasy (SAP), ktera
prebytecné nukleotidy defosforyluje. Po tomto kroku je na fadé druha PCR reakce, jenz
vyuziva terminacnich nukleotidd (ddNTPs) a tzv. extenénich primerd. Jedna se
o0 komplementarni oligonukleotidy, které jsou ukonceny pfesné v misté, které lezZi pred
vySetfovanym polymorfismem. Na misto polymorfismu pak polymerasa nhavaze
koncovy nukleotid, jenZz je komplementarni ktemplatu. Tomuto kroku fikame
~prodlouzeni primeru* (z angl. primer extension). Tento vysledny produkt PCR reakce
muZze byt nasledné, diky specifické molekulové hmotnosti, analyzovan na hmotnostnim
spektrometru, pficemz jsou odliSeny jednotlivé alely (obr. 4). Analyza s pouZitim
pfistroje  Sequenom byla provedena ve spolupraci s Dr.Ing. Evou Kriegovou na
pracovisti Laboratofe imunogenomiky a imunoproteomiky Lékarské fakulty UP

Olomouc.

Chemikalie: PCR Accesory Set [10x koncentrovany PCR pufr (Sequenom), 25mM
MgCl,, (Sequenom), 25mM dNTP Mix (Sequenom), PCR Enzyme, 5U/ul (Roche)]
(SEQUENOM), PCR voda (5 PRIME), iPLEX Gold reagent kit [SAP pufr (Sequenom),
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase Enzyme)(Sequenom), iPLEX pufr Plus (10x)
(Sequenom), iPLEX terminaéni Mix (Sequenom), iPLEX Enzyme (Sequenom), 3-Pt.
Calibrant (Sequenom)] (SEQUENOM), SpectroCHIP Il G96 & Resin Kit [SpectroCHIP
I G96 (Sequenom), Clean Resin (Sequenom)] (SEQUENOM).

Pozn.: Primery jsou dodavany v lyofilizované formé&. Jsou rozpuStény ve vodé na
poZadovanou koncentraci 100 pmol/ul (pro multiplex PCR) resp. 400 pmol/ul (extenéni

PCR). Nasledné jsou z téchto roztok( pfipraveny smési (primerové mixy) o koncentraci
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1 pmol/ul (pro multiplex PCR) resp. 7; 9,3; 11,6 a 14 pmol/pl (exten¢ni primery).

Vysledna koncentrace extenénich primera zavisi na jejich molekulové hmotnosti.

Pracovni postup:
Na mikrotitraéni desticku byly do kazdé jamky napipetovany 4 pl reakéni smési pro
PCR, kterd pro jednu reakci obsahovala 1,85 pl PCR vody, 0,625 pl 10x
koncentrovaného PCR pufru, 0,325 pl MgCl,, 0,1 ul dNTP mixu, 1 ul primerového mixu
a 0,1 ul Hotstar Taq. Ke smési byl pfidan 1 pl izolované DNA (ziskana vysolovaci
technikou nebo pomoci automatu k extrakci nukleovych kyselin Arrow, NorDiag,
Norsko). Koncentrace DNA byla pfedem zmérfena, idedlni koncentrace se pohybovala
v rozmezi 2-20 ng/ul. DestiCka byla zvortexovana a sto¢ena na centrifuze (1000 rpm).
Byla provedena prvni PCR reakce, tzv. multiplex PCR, pfi které do3lo k amplifikaci
pozadovanych (seku studovanych genu (viz pfehled studovanych genu), které
obsahovaly vySetfované polymorfismy. Teplotni profil je nasledujici:
94C — 2 min
(94C-30s,56C-30s, 72C - 1 min) 45 cykl U
72T - 5 min
4C — do ukon ¢eni

Do jednotlivych jamek se vzorky byly nasledné napipetovany 2 pl SAP mixu, jenz
pro jednu reakci obsahoval 1,33 pl PCR vody, 0,17 pl 10x koncentrovaného SAP pufru,
0,5 pl SAP enzymu) (SAP, z angl. shrimp alkaline phosphatase), ktery ma za ukol
odstranit prebyte¢né dNTPs z PCR reakce, aby dale neinteragovaly s amplifikovanou
DNA. Vzorky byly zvortexovany, sto¢eny na centrifuze (1000 rpm) a poté inkubovany
40 min pfi 37T a néasledn & 5 min pfi 85T, nakonec byly ochlazeny na 4C. Poté byly
do kazdé jamky napipetovany 2 ul iPLEX mixu (1 reakce = 0,755 ul PCR vody, 0,2 pul
10x koncentrovaného iPLEX pufru plus, 0,2 ul iPLEX terminacniho mixu, 0,804 ul
primerového mixu, 0,041 ul iPLEX enzymu) a byla provedena druhd PCR amplifikace,
tzv. iIPLEX PCR, kdy byly pouzity extenéni primery. Teplotni profii PCR reakce byl
nasledujici:
95C-30s
[95C -55s (52T -5, 80T -5s) 5 cykl 0] 40 cykla
72T -3 min
4C — do ukon €eni

Sekvence pouzitych extenénich primerd a ocekavané molekulové hmotnosti
vyslednych extenénich produktl jsou uvedeny v tabulce 1. Primery pro Uvodni PCR a
extencni primery byly navrzeny s vyuZitim aplikace Assay Design Suite (ADS) v1.0

(www.mysequenom.com.).
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Néasledoval krok, kdy bylo potfeba ze vzorki odstranit soli (ionty Na*, K*, a Mg®"),
které by jinak pfi analyze na hmotnostnim spektrometru zpUsobily vysoky Sum na
pozadi. K odstranéni byl pouZzit resin. K produktim v PCR-desti¢ce bylo pfidano 41 pl
vody a 15 mg resinu (pro davkovani resinu byla pouZzita specialni 96 jamkova
desticka). Desticka byla umisténa na rotaCni michacku, aby dochazelo
k rovhomérnému promichavani smési. Zde byla ponechana 30 minut. Nasledné byly
vzorky stoCeny na centrifuze 5 min pfi 4000 rpm a pfemistény do pfistroje
SEQUENOM MassArray nanodispenser, kde doSlo k naneseni vzorkd (v mnoZstvi
4-10 pl) na &ip, ktery obsahuje matrici pro MALDI-TOF analyzu. Cip se vzorky byl poté
vloZzen do hmotnostniho spektrometru SEQUENOM a byla zahajena analyza

jednotlivych polymorfisma.

Genamicka DMA

v

Dopfedy
primer
PCR DMAalelat » he
CikA alela 2 A
Lo
reverzhi
Osetreni SAP l primer
hME Extencni
o] ] a1 G
= amplikon
Extentni alelky 1
Rrimer  —T
A amplikan
Mass ARRAY M5 L alely 2
e ] alela 2

Obr. 4: Schématické znazorn éni jednotlivych krok @ metody MassArray
(pfevzato z ¢lanku ,A single nucleotide polymorphism based approach for the
identification and characterization of gene expression modulation using
MassARRAY”, Jurinke Ch. et al., 2005)
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Tab. 1: Sekvence extenénich primer( pro jednotlivé vySetfované polymorfismy a jejich

vysledné molekulové hmotnosti po navazani terminatoru (ddNTP) specifického pro
jednotlivé alely (A1, A2).

Gen Koéd SNP Exten €ni primer - sekvence Al MW A2 MW

ATG16L1 rs2241880 ACCAGAACCAGGATGAG C 54846 T 5564,5
IL23R rs11209026 GCAAAAACCTACCCAGTT G 56838 A 57637
BTNL2 rs2076530 TTGGATCTGAAGGTGGTA A 5880,9 G 5896,9
CXCL12 rs1801157 CCCCATCCACATGGGAGCC A 5989,9 G 6005,9
IL12B rs1363670 GCTCATGTTTTAGCTAGAG C 6081 G 6121

IL17F rs763780 GATGCACCTCTTACTGCACA C 6284,1 T 6364

TLR4 rs4986791 ACAAAGTGATTTTGGGACAA C 6436,2 T 6516,2
IL12B rs1433048 TGATACTAAAATGGGAGTTG G 6467,3 A 65472
IL23R rs1495965 GCTTTGGAAAATGTTCTCTTC G 66494 A 6729,3
IL23R rs7517847 CCCCTACATACAGGTGTAGCTG G 69425 T 6966,6
ANXA11l rs1049550 CGTCATTGACTGCCTGGGGAGT C 70296 T 7109,5
ATXN2L rs8049439 TCCAGTTCTATTTTTGCCTTCAC C 7153,7 T 71777
IL12B rs2195940 GTCTAAAGACTTGCTAAGAGTTT T 7348,8 C 7364,8
IL12B rs2853694 CATAGCACCAAAGAAAGGGATAAA C 7668,1 A 76921
IL23R rs11805303 GAATAAAAGGCAAGTGGATCGTTT T 7736,1 C 77521
IL23R rs11465804 GGGGATGGGTTAAAATGGGCAATT G 7784,1 T 7808,1
HERC2 rs916977 AAAGTGGGGATGCAGTTTGAGTAGA G 8097,3 A 8177,2
IL23R rs2201841 TGGCCTATGATTATGCTTTTTCTTGA T 82194 C 82354
IL23A rs11171806 AGTTTTTATGAGAAGCTGCTAGGATC A 83114 G 83274
RAB32 rs1040461 CCCCTACATCTCCACCATTGAGGGTAC C 83875 T 84674
IL23R rs10489629 CAGCTTGTTTGATTATGATGTCAGCCA G 85276 A 86075
IL23R rs10889677 GGACCTTAATTCTCTAATTTTAAGAAAT C 8847,8 A 8887,7
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2.3.2. Genotypizace pomoci PCR-SSP (z angl. polymer ase chain
reaction with sequence specific primers)
Chemikélie: primerovy mix (specifické primery pro alely ATXN2L rs8049439 T/C,
dopfedny primer, kontrolni primery, Tris HCI pufr), roztok ,master mix“ (komponenty:
10* koncentrovany PCR pufr pro Taq polymerazu, dNTPs, termostabilni Tag DNA

polymeraza, deionizovana voda pro PCR).

Tab. 2: Sekvence pouZzitych primert pro PCR-SSP genotypizaci polymorfismu
ATXN2L rs8049439.

Specificky zpétny proalelu T  5'CCATGGGTCAGTTTCAAGAAAA
Specificky zpétny pro alelu C ~ 5'CCATGGGTCAGTTTCAAGAAAG

Konstantni dopfedny 5TCTGTAGGCCTGTGCTGAAT
Kontrolni primer 33 5TGCCAAGTGGAGCACCCAA
Kontrolni primer 34 5'GCATCTTGCTCTGTGCAGAT

PCR-SSP byla spolu s RT-PCR (PCR vrealném case) vyuzita jako verifikacni
metoda. Touto metodou byla ovéfena genotypizace polymorfismu rs8049439 leZiciho
na genu ATXNZ2L. Navrh, zavedeni a optimalizace genotypiza¢niho protokolu pro
uvedeny polymorfismus byly provedeny jako sou€ast bakalarské prace (Smitalova D.,
Bakalarska prace, Olomouc 2013), sekvence pouzitych primeru je uvedena v tabulce 2.
Verifikani genotypizace na vzorcich souboru kontrolnich jedinct (paralelné

typizovanych techniku MassArray Sequenom) je souc¢asti této diplomové prace.

Pracovni postup (rozpis pro genotypizaci dvanacti v zork i DNA)

Pfiprava vzorkd k PCR-SSP genotypizaci probihala v laminarnim boxu. Nejprve byl
pfipraven primerovy mix pro kazdou alelu zvlast. Na pfipravu 100 pl primerového mixu
bylo do mikrozkumavky o objemu 2 ml napipetovano pro alelu T 85,8 pl a pro alelu C
88,8 ul Tris pufru. Dale bylo napipetovano 5 pl specifického primeru pro alelu T a 2 pl
specifického primeru pro alelu C. Poté uz bylo pipetovano shodné do obou
mikrozkumavek 5 ul konstantniho primeru a 2,1 ul primera pro vnitfni kontrolu P33 a
P34 (koncentrace vSech primerl byla 100 uM). Primerovy mix byl nakonec stoéen na
minicentrifuze.

Do 24 PCR mikrozkumavek (objemu 200 pl) bylo pomoci automatické pipety
rozpipetovano 5 pl primerového mixu (do prvnich dvanacti PCR mikrozkumavek
primerovy mix pro alelu T a do dalSich dvanacti PCR mikrozkumavek primerovy mix

pro alelu C). Néasledné bylo vybrano a sto€eno na minicentrifuze 12 vzorkd DNA
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(stfedni koncentrace 300 ng/ul) a z kazdé byl napipetovan objem 0,3 pl k obéma
primerovym mixim. Na zavér bylo jeSté pfidano 8 pl master mixu. K pfipravé master
mixu pro 24 PCR bylo potfeba do mikrozkumavky napipetovat 36,5 pl 10x
koncentrovaného reakéniho pufru, 2,81 ul dNTPs, 2,25 ul Tag polymerasy a to vse
doplnit vodou pro PCR o objemu 183,08 pl. Mikrozkumavka s namichanym master
mixem byla stoena na minicentrifuze a nasledné byl vznikly roztok rozpipetovan do
PCR mikrozkumavek. Stojan s PCR mikrozkumavkami byl sto¢en na centrifuze, dokud
nebylo dosazeno 400 ot/min. Poté byly mikrozkumavky vyjmuty a vioZeny do
termocykleru, na némz byl nastaven program IL10 s nasledujicim teplotnim profilem:

96<C - 60s

(96<C - 20s, 72T - 65s) - 5 cykl U

(96<C - 25s, 67T - 50s, 72T - 30s) - 21 cykl U

(96 - 30s, 57C - 60s, 72T - 90s) - 4 cykly

4C — do ukon ¢eni

Jakmile byl program ukonéen, vzorky byly vyjmuty a analyzovany elektroforézou na

agarosovém gelu.

2.3.3. Elektroforéza na agarosovém gelu
Chemikélie: agarosa, TBE pufr — koncentrat (500 mM TrisCl, 660 mM H3;BO3;, 5 mM
EDTA), ethidium bromid (roztok 10 mg/ml), nanaSeci pufr.

Nejprve byl pfipraven 2% agarosovy gel. Pro pfipravu Sestifadého gelu (kazda fada
24 jamek) bylo potfeba smichat 2 g agarosy a 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE
pufru. Tuto smés bylo potieba nasledné zahfat k varu v mikrovinné troubé pfi
maximalnim vykonu, dokud nedoslo k Uplnému rozpusténi agarosy (pfiblizné 3-4 min).
Po vyjmuti bariky s agarosou byl do gelu vioZen teplomér. Jakmile doslo k ochlazeni na
cca 70C, byly do agarosy napipetovany 4 ul ethidium bromidu, ktery byl v gelu
ddkladné rozmichan. Takto pfipraveny gel byl nalit do pfedem pfipravené formy, kde se
nechal asi 30 min ochladit do ztuhnuti. Z hotového gelu byly vyjmuty hfebinky pro
jamky a gel byl vloZzen do elektroforetické vany naplnéné 0,5x koncentrovanym TBE
pufrem.

S pouzitim multikanalové pipety bylo do PCR mikrozkumavek s amplifikovanymi
produkty PCR reakce po vyjmuti z termocykleru napipetovano 5 ul nanaSeciho pufru.
Do jednotlivych jamek gelu bylo poté naneseno 10 pl kazdé PCR smési (amplikonu).
Nasledné byla elektroforeticka vana uzaviena a pfipojena ke zdroji. Elektroforéza
probihala 20 min pfi konstantnim napéti 130 V. Po ukonceni elektroforézy byl gel

vyjmut zvany a vloZzen do UV-transiluminatoru, ktery slouzi k vizualizaci ethidium
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bromidu. Vysledny obraz gelu na UV-transiluminatoru byl poté vyfotografovan a ulozen.
Vysledky PCR-SSP byly poté porovnany s genotypizaCnimi vystupy z pfistroje

MassArray.

2.3.4. Genotypizace pomoci RT-PCR (z angl. real time - polymerase
chain reaction)
Chemikalie: esej TagMan (ANXA1l rs1049550: Assay ID C_7881261_1, TLR4
rs4986791: Assay ID C_11722237_20), deionizovana voda pro PCR, 10mM Tris pulfr,
TagMan PCR genotyping master mix.

Metoda PCR v realném Case byla vyuZita k verifikaci genotypizace polymorfismu
rs1049550 na genu ANXA1l a rs4986791 na genu TLR4. Touto metodou bylo
genotypizovano 100 vzorkd DNA kontrolnich jedincu pro gen TLR4 a 96 vzorkG DNA
kontrolnich jedincu pro gen ANXA11. V obou pfipadech byly pro genotypizaci pouZzity
komeréné dostupné genotypizaéni eseje “TagMan” (Life technologies, ANXA1l
rs1049550: Assay ID C_7881261 1, TLR4 rs4986791: Assay ID C 11722237 20)
podle pokynu vyrobce.

Vzorky pro RT-PCR byly pfipravovany v laminarnim boxu na ledu. Do pfipravené
krabiCky se Supinovym ledem byla umisténa mikrozkumavka s genotypiza¢ni sondou.
Kvali citlivosti na svétlo bylo nutno sondu chranit hlinikovou folii. Do stojanu bylo
vloZeno 12 mikrozkumavek a do kazdé bylo napipetovano 15 pl PCR vody. Poté bylo
vybrano 11 vzorkd DNA a do mikrozkumavek s PCR vodou z nich bylo napipetovano
0,4 ul, posledni mikrozkumavka byla ponechana jako negativni kontrola.
Mikrozkumavky byly zaviCkovany a protfepany na vortexu. Nasledné byla nafedéna
genotypizacni sonda (jak pro polymorfismus genu ANXA11l, tak i pro polymorfismus
genu TLR4), abychom dosahli poZzadované koncentrace. Sonda byla fedéna 10mM
Tris pufrem v poméru 1:1. Takto nafedéna sonda byla stoena na minicentrifuze a
pouZzita k pfipravé reakéniho mixu, ktery sestaval z nafedéné sondy a TagMan PCR
genotyping master mixu (Life Technologies). Na kaZdou reakci bylo potfeba 5 pl
TagMan PCR genotyping master mixu a 0,5 pl nafedéné sondy a z divodu
pipetovacich ztrat bylo nutné objem navysit. Konkrétné pro 12 vzorkd byl reakéni mix
pfipraven napipetovanim 65 pl TagMan PCR master mixu a 6,5 pl fedéné sondy. Poté
byl reak&ni mix sto€en na minicentrifuze a pfed dalSim pouZitim uloZzen do temna na
led. Mezitim byla z lednice vytaZzena predchlazend kovova destiCka, do které bylo
umisténo 12 PCR zkumavek Corbett Research o objemu 0,1 ml. Do téchto zkumavek

bylo rozpipetovano 5,5 ul reakéniho mixu a 4,5 pl nafedéné DNA, popf. PCR vody
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(negativni kontrola). Poté byly zkumavky zavi¢kovany, oznaceny a pfikryty hlinikovou
folii. Vzorky byly pfipraveny k vloZzeni do cykleru RotorGene3000 system (Corbett
Research), jehoz rotor s krouzkem bylo nutné nechat pfed pouZzitim nejméné 15 min ve
flow boxu pod UV zéfenim (protikontaminaéni opatfeni). Se zkumavkami bylo nutné
manipulovat pouze za vi¢ka, abychom neznedistili dna zkumavek a tim neznemoznili
detekci. Poté byly zkumavky zajistény krouzkem a vioZzeny do cykleru. Na ovladacim
pocitaci cykleru byl otevien program RotorGene a po zvoleni vhodnych parametrd
(teploty, doba, cykly — dle doporuceni vyrobce eseje) byla spusténa analyza. Po
ukoné&eni programu byly vyhodnoceny genotypy jednotlivych vzork( pro oba testované

geny (polymorfismy) a porovnany s vystupy z MassArray Sequenom.

2.3.5. Statisticka analyza

Na zakladé pozorovaného poctu jednotlivych genotypld byly pro kazdy
polymorfismus ve vySetfovanych skupinach stanoveny:

1) Genotypové frekvence, jako podil jednotlivych genotyp (homozygoti pro alelu 1,
heterozygoti, homozygoti pro alelu 2) na celkovém poctu jedinct ve skupiné (N).

2) Alelické frekvence, jako podil poctu konkrétnich variant (alel) na celkovém poctu
alel daného lokusu (2N) ve studované skupiné.

3) Fenotypové frekvence (nosiéstvi), jako podil nosi¢u dané alely (jedné nebo dvou
kopii) na celkovém poctu jedincu ve skupiné.

Soulad distribuce genotypl ve skupiné kontrolnich jedinct s predpokladanym
rozdélenim podle Hardy-Weinbergovy rovnovahy byl ovéfovan pomoci ,X-
kvadratového testu dobré shody” s jednim stupném volnosti.

Porovnani genotypovych, alelickych a fenotypovych frekvenci bylo mezi
studovanymi skupinami (zejména podle zavaznosti GVHD) provedeno pomoci
x-kvadratového testu s pfFisluSnym poctem stupfit volnosti nebo pomoci Fischerova
exaktniho testu. Hodnota p<0,05 pro uvedené testy byla hodnocena jako nominélné
signifikantni rozdil. VSechny pozorované nominalné signifikantni rozdily (hodnoty p)

byly korigovany na pocet testovanych polymorfismi (korekce dle Bonferroniho).
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2.4. Vysledky

2.4.1. Charakteristika studovaného souboru

Experimentalni ¢ast této diplomoveé prace se zaméfila na sledovani vztahu mezi 22
vybranymi kandidatnimi polymorfismy imunitnich a dalSich genud (pfehled polymorfisma
v tabulce 1) a vyskytem akutni nebo chronické GVHD po TKKB. K tomuto ucelu jsme
provedli genotypizaci u skupiny zahrnujici 143 para (pacienti a jejich darci) po alogenni
TKKB a 200 kontrolnich jedincd. VSechny vzorky pacientd pochazely
z Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc. Pacienti poskytli informovany souhlas
s anonymnim vyuZitim jejich vzorkd DNA k lékafskému vyzkumu. U 123 pacientl byla
Uplna shoda v HLA znacich s jejich déarci krvetvornych bunék, zbyvajicich 20 pard
nebylo zcela identickych (1 nebo 2 HLA neshody). HLA identita byla testovana dle
standardtd EFI (bud jednoznaéné potvrzeni HLA identity na zakladé rodinné studie,
nebo vySetfeni na Urovni vysokého rozliseni pro HLA-A, -B, -C, -DRB1 a -DQB1 lokusy
v ostatnich pfipadech). Podrobna charakteristika studovaného souboru pacientl a
jejich darct je uvedena vtabulce 3. Jako kontrolni vzorky zdravych jedincu byly
vybrany DNA nepfibuznych &lenu registru darc kostni dfené ceské narodnosti, opét

s informovanym souhlasem.

2.4.2. Genotypizace studovaného souboru pomoci tech  niky MassArray
Sequenom

Reprezentativni  interpretace genotypizace technikou MassArray (vystupy
Z interpretacniho programu) je uvedena na obrazku 5 a 6. Vysledky genotypizaci byly
analyzovany z nékolika pohledd. Ve skupiné zdravych kontrolnich jedincl jsme
sledovali soulad distribuce genotypl srozloZzenim ocekavanym podle Hardy-
Weinbergova pravidla. Skupina pacienti po TKKB byla rozdélena na podskupiny podle
vyskytu GVHD (akutni nebo chronické). Mezijednotlivymi podskupinami byly
porovnavany genotypové, alelické a fenotypové frekvence vySetfovanych polymorfismu
(zvlast pro pacienty i jejich darce). Pro identifikaci pfipadnych signifikantnich rozdil
mezi srovnavanymi skupinami byla ur€ena nominalni hodnota p<0,05. Zjisténé
nominalné signifikantni rozdily byly dale korigovany na pocet testovanych polymorfismu
(viz odstavec ke statistické analyze).

Distribuce genotypu ve skupiné zdravych kontrolnich jedincd byla u vSech
testovanych polymorfismd s vyjimkou jednoho (IL23R, rs10489629) v souladu
s predpokladanym rozdélenim v populaci podle Hardy-Weinbergovy rovnovahy

(x-kvadratovy test dobré shody* s jednim stupném volnosti, p>0,05). Polymorfismus
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IL23R rs10489629 byl vzhledem k odchylce od H-W rovnovéahy vyfazen z dalSich
analyz u pacientd po TKKB. Pocty jednotlivych genotypu, alel a fenotypl zjisténé ve
vySe charakterizovanych podskupinach byly porovnany s vyuzitim ,x-kvadratového

testu” s pfislusnym poctem stupnu volnosti.

2.4.2.1. Vztah akutni GVHD a genotyp 0 pacient G (pfijemc t)

Prvni porovnani vysledk(l bylo provedeno mezi skupinami pacientl s klinicky
vyznamnou akutni GVHD (stadia II-IV) a bez této komplikace (nebo jen s mirnou
formou stadia I). Vysledky jsou prezentovany v tab. 4. V pfipadé tohoto srovnani byly 3
polymorfismy vyhodnoceny jako nominalné signifikantni (p<0,05).

Zjistili jsme, Ze frekvence méné casté alely T polymorfismu rs1049550 genu
ANXA11 je nizSi ve skupiné pacientt s klinicky vyznamnou GVHD oproti pacientim
bez zdvazné aGVHD (p=0,014). Podobné byli také nosici genotypu TT podstatné méné
Casti ve skupiné pacientd s aGVHD (p=0,028, odds ratio (OR)=0,26). Tyto vysledky
naznacuji, ze by alela T mohla mit protektivni efekt na vyvoj zavazné aGVHD. Pro
lepSi orientaci byl navic vytvofen graf 1, ktery srovnava zastoupeni homozygotd TT
mezi pacienty s aGVHD a bez této komplikace.

U dalSiho polymorfismu rs1801157 na genu CXCL12 bylo zjisténo, Ze jak alelicka
frekvence varianty A (p=0,025), tak i jeji nosictvi (tedy A ,fenotyp“; p=0,027) byly vysSi
ve skupiné pacientl s klinicky vyznamnou aGVHD oproti ostatnim pacientdm. Hodnota
rizika pro nosice alely A vyjadiena pomoci odds ratio byla OR=2,29. To znamen4, Ze
alela A polymorfismu rs1801157 mlze byt spojena s vysSSim rizikem vyskytu aGVHD
(graf 2).

Podobnou souvislost s hrani¢ni hodnotou nominalni signifikace (p=0,05) jsme zjistili
jesté u polymorfismu rs763780 na genu IL17F, kde byla frekvence vzacné alely C opét
vySSi u pacientl s aGVHD.

2.4.2.2. Vztah akutni GVHD a genotyp G darcta

Pfi dalSim srovnavani jsme ve stejnych podskupinach jako v pfedchozim odstavci
(podskupiny podle aGVHD) sledovali genotypové, alelické a fenotypové frekvence
darca a vyhodnocovali jejich vliv na zavaznost aGVHD u pacient. Vysledky jsou
prezentovany v tab. 5. Vtomto pfipadé byl nalezen jeden nominalné signifikantni
vysledek, ktery se tykal opét polymorfismu rs1801157 na genu CXCL12. Zde jsme
pozorovali velmi podobnou asociaci jako u genotypu pacientl. Darci pacientt s klinicky
vyznamnou aGVDH méli vyssi frekvenci alely A (p=0,012) a nosi¢stvi této varianty bylo
spojeno s vysSim rizikem aGVHD (p=0,029, OR=2,38). Ziskané hodnoty jsou podobné

jako pfi porovnani podskupiny pacientl podle jejich genotypl, takze Ize shrnout, Ze
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nosi¢stvi alely A jak u pacientd, tak i u darcd muze byt spojeno se zvySenym rizikem
vyskytu aGVHD.

2.4.2.3. Vztah chronické GVHD a genotyp G pacient G

Posledni srovnani u pacientd probéhlo na zakladé pfitomnosti nebo nepfitomnosti
chronické GVHD. Vysledky jsou prezentovany v tab. 6. Vtomto pfipadé nebyly
u Zzadného polymorfismu nalezeny vyznamneé rozdily na arovni genotypove, alelické ani
fenotypové frekvence mezi pacienty s chronickou GVHD a témi, u kterych se tato
komplikace nevyskytla.

PFi aplikaci striktni korekce na pocet testovanych polymorfismu (viz odstavec ke
statistické analyze v metodické Céasti) nedosahly korigované hodnoty p statistické

signifikace u zadného z vySe popsanych rozdild s nominalni statistickou signifikaci.

Tab. 3: Zakladni charakteristika vySetfovaného souboru pacientl po TKKB

Prijemci Muzi 82
Zeny 61
Zdroj kmenovych bun ék Kostni dfer 12
Periferni krev 131
Stupe i HLA shody Identické 123
Neshoda 20
Pokrevni vztah déarce Neptibuzni 57
Sourozenci 83
Ostatni pfibuzni 3
Veék Rozpéti 18-61
Median 43
aGVHD 0-1 95
1-1v 48
cGVHD 0 64
Extenzivni/limitovana 44
nehodnoceno 35
Diagnéza AML 57
ALL 17
CML 13
CLL 10
NHL 16
Ostatni 29
Umrti Ne 73
Ano 70
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Tab. 4: Porovnani relativnich genotypovych, alelickych a fenotypovych frekvenci u

pacient i s akutni GVHD (stadia ll-IV) a bez této komplikace (stadia O-I).

(G — genotyp, A — alela, N — nosicstvi).
'ANXA11: frekvence alely rs1049550*T (alela 2): p=0,014; podil homozygotl
rs1049550 TT: p=0,028; odds ratio (OR)=0,26; 95%Cl: 0,07-0,93; *CXCL12:
frekvence alely rs1801157*A (alela 2): p=0,025; podil nosi€¢t alely rs1801157*A
(alela 2): p=0,027; odds ratio (OR)=2,29; 95%CI: 1,09-4,79; 3IL17F: frekvence alely
rs763780*C: p=0,05

Gen(SNP) SNP(rskéd) aGVHD G1 G2 G3 A1 A2 N1 N2
ANXA11Y  rs1049550 0-I 035 043 022 057 043 078 065
-V 051 042 007 072 028 093 0,49

ATG16L1  rs2241880 0-I 030 042 029 051 049 071 0,70
-V 027 052 020 053 047 080 073

ATXN2L rs8049439 0-I 032 043 025 054 046 075 0,68
-V 0535 048 018 059 041 083 0,65

BTNL2 rs2076530 0-I 043 039 018 063 037 082 057
-V 037 046 017 060 040 083 0,63

CXCL12?  rs1801157 0-I 070 029 001 084 016 099 0,30
-V 050 045 005 073 027 095 0,50

HERC2 rs916977 0-I 068 027 005 082 018 095 032
-V 072 022 007 083 017 093 0,728

IL12B rs1363670 0-I 067 025 008 080 020 092 033
-V 068 030 002 083 017 098 032

IL12B rs1433048 0-I 069 029 002 083 017 098 031
-V 068 027 005 082 018 095 0,32

IL12B rs2195940 0-I 077 021 002 088 013 098 0,23
-V 0,82 018 000 091 0,09 1,00 0,18

IL12B rs2853694 0-I 023 055 022 051 049 078 077
-V 029 056 016 057 043 084 071

IL17F 2 rs763780 0-I 094 006 000 097 003 1,00 0,06
-V 085 0413 002 091 009 098 0,15

IL23A rs11171806  O-I 084 013 002 091 009 098 0,16
-V 0,89 0411 000 094 006 1,00 0,11

IL23R rs1495965 0-I 029 051 020 054 046 080 071
-V 035 047 019 058 042 081 065

IL23R rs2201841 0-I 051 036 013 069 031 088 0,49
-V 055 039 007 074 026 093 045

IL23R rs7517847 0-I 035 050 015 060 040 085 0,65
-V 031 051 018 057 043 082 0,69

IL23R rs10889677  O-I 049 039 012 068 032 088 051
-V 051 042 007 072 028 093 0,49

IL23R rs11465804  O-I 092 008 000 09 004 1,00 0,08
-V 0,82 018 000 091 009 1,00 0,18

IL23R rs11805303  O-I 052 035 013 069 031 087 0,48
-V 054 039 007 074 026 093 046
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Gen (SNP)  SNP (rskéd) aGVHD  G1 G2 G3 Al A2 N1 N 2
IL23R rs11209026 Ol 092 008 000 09 004 100 0,08
l-1v 080 020 000 09 010 100 0,20

RAB32 rs1040461 O-l 078 020 001 089 011 099 0,22
l-1v 073 025 002 085 015 098 0,27

TLR4 rs4986791 Ol 0,88 012 000 094 006 100 0,12
l-1v 089 011 000 09 005 100 0,11
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Graf 1:

polymorfismu

Srovnani genotypové frekvence pro homozygota TT

rs1049550

na genu ANXAll u

pacientd

zakladé pFitomnosti aGVHD (0-1 bez aGVHD, lI-IV s aGVHD).
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Graf 2: Srovnani nosi¢stvi alely A polymorfismu rs1801157 na genu

CXCL12 u pacientt s aGVHD (lI-1V) a bez aGVHD (0-1).
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Tab. 5: Porovnani genotypovych, alelickych a fenotypovych frekvenci u déarc a

podle akutni GVHD u pacientd (G — genotyp, A — alela, N — nosicstvi).
1 CXCL12: frekvence alely rs1801157*A (alela 2): p=0,012; podil nosiéa alely

rs1801157*A (alela 2): p=0,029; odds ratio (OR)=2,38; 95%CI: 1,08-5,24

Gen (SNP) SNP (rskéd) aGVHD G1 G2 G3 Al A2 N1 N2
ANXA11l rs1049550 Ol 037 049 014 061 039 086 0,63
-1V 044 039 0,17 063 0,37 0,83 0,56

ATG16L1 rs2241880 0-I 0,26 046 028 049 051 0,72 0,74
l-1v 028 048 025 051 049 0,75 0,73

ATXN2L rs8049439 Ol 032 047 021 055 045 0,79 0,68
-1V 033 047 020 057 043 0,80 0,67

BTNL2 rs2076530 0-I 039 046 015 062 038 085 0,61
l-1v 03 043 023 056 044 0,78 0,65

cxcLiz2? rs1801157 0-I 0,74 024 001 087 013 099 0,26
-1V 055 038 008 074 0,26 093 0,45

HERC2 rs916977 Ol 072 023 005 084 016 095 0,28
l-1v 063 034 002 080 020 0,98 0,37

IL12B rs1363670 0-I 0,74 022 003 08 015 097 0,26
-1V 0,76 022 002 087 0,13 0,98 0,24

IL12B rs1433048 Ol 065 032 003 081 019 097 0,35
I-1v 068 030 003 083 0,18 0,98 0,33

IL12B rs2195940 0-I 080 018 001 09 0,10 0,99 0,20
-1V 0,74 026 000 087 0,13 1,00 0,26

IL12B rs2853694 Ol 0,27 053 020 053 047 080 0,73
l-1v 026 050 024 051 049 0,76 0,74

IL17F rs763780 0-I 091 008 001 09 005 099 0,09
1-1v 08 007 O00O7 089 011 093 0,14

IL23A rs11171806 Ol 092 008 000 09 004 100 0,08
I-1v 093 007 000 09 004 100 0,07

IL23R rs1495965 0-I 029 049 021 054 046 0,79 0,71
l-1v 036 048 017 060 040 0,83 0,64

IL23R rs2201841 Ol 05 037 009 0,72 028 091 0,46
-1V 0,57 040 002 0,77 0,23 0,98 0,43

IL23R rs7517847 0-I 037 049 014 061 039 086 0,63
l-1v 029 054 017 056 044 083 0,71

IL23R rs10889677 Ol 054 038 008 0,73 027 092 0,46
-1V 055 043 002 0,76 0,24 0,98 0,45

IL23R rs11465804 Ol 090 009 001 095 005 099 0,10
l-1v 088 012 000 094 006 100 0,12

IL23R rs11805303 0-I 0,54 038 008 073 027 092 0,46
-1V 0,57 040 002 0,77 0,23 0,98 0,43

IL23R rs11209026 Ol 090 010 000 095 005 100 0,10
l-1v 08 015 000 093 007 100 0,15

RAB32 rs1040461 0-I 086 011 002 092 0,08 098 0,14
-1V 0,73 027 000 087 0,13 1,00 0,27

TLR4 rs4986791 Ol 088 0,12 000 094 006 1,00 0,12
l-1v 080 018 002 089 0,11 0,98 0,20




Tab. 6: Porovnani genotypovych, alelickych a fenotypovych frekvenci u pacient G

podle p Fitomnosti (1) nebo nep Fitomnosti (0) chronické GVHD

(G — genotyp, A — alela, N — nosic¢stvi). Nebyly zjistény rozdily v genotypovych,

alelickych ani fenotypovych frekvencich vySetfovanych polymorfismu.

Gen (SNP) SNP (rskéd) cGVHD G1 G2 G3 Al A2 N1 N2
ANXA11l rs1049550 0 036 049 015 060 040 085 0,64
1 045 036 019 063 0,37 081 0,55

ATG16L1 rs2241880 0 03 033 028 056 044 0,72 0,61
1 024 060 017 054 046 083 0,76

ATXN2L rs8049439 0 036 041 022 057 043 0,78 0,64
1 0,27 051 0,22 053 047 0,78 0,73

BTNL2 rs2076530 0 042 045 013 065 035 087 0,58
1 043 036 021 061 039 0,79 0,57

CXCL12 rs1801157 0 0,0 028 002 084 0,16 0,98 0,30
1 060 037 002 079 0,21 0,98 0,40

HERC2 rs916977 0 069 027 003 083 017 097 031
1 068 023 010 0,79 0,21 090 0,33

IL12B rs1363670 0 069 025 005 082 0,18 095 0,31
1 066 027 007 079 0,21 0,93 0,34

IL12B rs1433048 0 070 028 002 084 016 098 0,30
1 070 028 002 084 016 0,98 0,30

IL12B rs2195940 0 o7 021 002 088 012 098 0,23
1 084 014 002 091 0,09 0,98 0,16

IL12B rs2853694 0 031 052 018 056 044 082 0,69
1 028 049 023 052 048 0,77 0,72

IL17F rs763780 0 09 003 002 097 003 098 0,05
1 091 009 000 095 005 100 0,09

IL23A rs11171806 0 082 015 003 089 011 097 0,18
1 086 014 000 093 0,07 100 0,14

IL23R rs1495965 0 031 051 0,18 057 043 082 0,69
1 037 037 027 055 045 0,73 0,63

IL23R rs2201841 0 05 035 008 0,74 026 092 044
1 053 043 005 0,74 0,26 095 0,48

IL23R rs7517847 0 0,26 052 021 052 048 0,79 0,74
1 036 050 014 061 039 086 0,64

IL23R rs10889677 0 055 037 008 0,73 027 092 045
1 050 045 005 0,73 0,27 0,95 0,50

IL23R rs11465804 0 090 010 000 095 005 100 0,10
1 09 005 000 098 002 100 0,05

IL23R rs11805303 0 056 035 008 074 026 092 0,44
1 0,57 039 005 0,76 0,24 095 0,43

IL23R rs11209026 0 089 011 000 094 006 100 0,11
1 093 007 000 097 003 100 0,07

RAB32 rs1040461 0 080 0,20 000 09 0,10 1,00 0,20
1 0,70 028 002 084 0,16 0,98 0,30

TLR4 rs4986791 0 087 013 000 094 006 100 0,13
1 086 014 000 093 007 100 0,14

-B55-




2.4.3. Verifikace vysledk U genotypizace metodou MassArray

Ze sady 22 SNP variant vySetfovanych technikou MassArray byly vybrany 3
polymorfismy pro ovéreni ziskanych vysledkd. K této verifikaci byly vyuzity dvé
konvenéni genotypizaéni metody, a sice metoda PCR-SSP pro polymorfismus
rs8049439 na genu ATXNZ2L (obr. 7) a kvantitativni PCR v realném Case (TagMan) pro
polymorfismy rs1049550 na genu ANXA11l (obr. 8) a rs4986791 na genu TLR4. Pro
polymorfismus genu ATXN2L bylo testovano 186 kontrolnich jedincl a shody
s vysledky genotypizace technikou MassArray bylo dosazeno u 97 % vzorkl DNA.
V pfipadé nesouladu (konkrétné 6 vzorku) se vzdy jednalo o neshodu heterozygota a
homozygota, nikdy se nejednalo o neshodu dvou homozygotd. U polymorfismu genu
ANXA11, kde bylo genotypizovano 96 kontrolnich jedincu, byl 100% soulad mezi
MassArrray technikou a RT-PCR (TagMan). Uplné shody mezi vysledky obou metod
bylo dosazeno i u polymorfismu genu TLR4, kde bylo otestovano 100 vzorkd DNA

kontrolnich jedincu.

= =
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Obr. 7: Znazornéni reprezentativnich vysledkd genotypizace polymorfismu na genu
ATXN2L metodou PCR-SSP s detekci elektroforézou na agarosovém gelu. Obrazek je
inverznim zobrazenim. Specificky produkt (zakrouzkovan) vznika jen v pfipadé, pokud
je ve vzorku obsaZena varianta, na kterou jsou cileny specifické primery. U prvnich 4
vzorku se jedna o homozygoty TT (pozitivni pouze reakce pro alelu T), pak nasleduji 4
heterozygoti (pozitivhi obé reakce) a posledni 4 jsou CC homozygoti (pozitivita pouze

vvvvvv

kontroly PCR.
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B Scatter Analysis Graph - Cycling A.FAM, Cycling AJOE (Page 1) [ = || = | 22
Homozygot CC Heterozygot

Negativni Kontrola Homozygot TT

Obr. 8: Interpretace vysledkd genotypizace polymorfismu ANXA11 rs1049550
technikou RT-PCT (TagMan) pomoci software RotorGene na zakladé hodnoceni
amplifikacniho signalu ze specifickych sond pro jednotlivé alely. Genotypy jsou
rozloZeny do vymezenych kvadrant(: Nejcasté&jSi genotyp CC v levém hornim
kvadrantu, heterozygoti CT v pravém hornim kvadrantu, nejméné Casti TT

homozygoti vpravo dole. Vlevo dole je negativni kontrola (Zadny signal).
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2.5. Diskuze

V této diplomové praci jsou stru¢né shrnuty dosavadni poznatky o transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék, jejich komplikacich (zejména reakci Stépu proti
hostiteli) a faktorech, které ji ovliviiuji. Vzhledem k zaméfeni prace byly zdlraznény
zejména genetické faktory podmiriujici Uspésnost transplantace. Pro experimentalni
Cast této prace byly vybrany polymorfismy genu, které lze na zakladé jejich
biologickych funkci a mista plsobeni jimi exprimovanych molekul povazovat za
relevantni kandidatni geny pro vysledky transplantace krvetvornych kmenovych bunék.
Rada z t&chto gent se pfimo podili na fungovani imunitniho systému a mechanismech
imunitni  odpovédi (s prok&zanou nebo predpokladanou souvislosti
s posttransplantaénimi komplikacemi), jiné ovliviiuji bunéény cyklus a apoptézu nebo
byla prokdzana jejich spojitost s autoimunitnim &i jinym onemocnénim.

Po provedeni subanalyzy u skupiny pacientd s akutni formou GVHD byly nalezeny
tfi polymorfismy s nomindlné signifikantnim rozdilem v zastoupeni variant mezi
pacienty s akutni GVHD a bez této komplikace. Prvnim znich je nesynonymni
polymorfismus ANXA11 rs1049550, ktery zpusobuje zadménu aminokyseliny argininu
za cystein v molekule annexinu All. Tento protein se UCastni bunéfného déleni a
apoptozy. Zajimavé je, Ze dfive provedend celogenomova asocia¢ni studie prokazala
spojitost tohoto polymorfismu s vnimavosti k sarkoidéze, granulomatéznimu
zanétlivéemu onemocnéni, jehoz etiologie je neznama. U tohoto onemocnéni je alela T
v mensi mife zastoupena u pacient v porovnani s kontrolnimi jedinci, jevi se tedy jako
marker ochrany pfed sarkoid6zou (Hofmann S. et al., 2008). Tento fakt byl potvrzen i
Laboratofi imunogenomiky a imunoproteomiky LF UP Olomouc u cdeské skupiny
pacientd (Mrazek et al., 2011). Kromé sarkoiddzy byla také vedena studie, ktera
predpoklada vyuZiti tohoto polymorfismu jako prediktivniho markeru pro cilenou Ié¢bu
metastazujiciho kolorektalniho karcinomu (Kim J. C. et al., 2013). V této diplomové
praci byla podobné jako u sarkoidézy zjisténa spoijitost alely T a genotypu TT u
polymorfismu ANXAL1 rs1049550 s niZz8im vyskytem akutni GVHD (reakce Stépu proti
hostiteli) u pacientll po alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych bunék. Pro
homozygota TT je hodnota odds ratio (OR)=0,26. Proto byla tato alela vyhodnocena
jako mozny marker protekce vuci akutni GVHD.

Druhou variantou se signifikantnim vysledkem ve vztahu k vyskytu akutni GVHD je
alela A polymorfismu rs1801157, leziciho v promotorové oblasti na genu CXCL12
neboli SDF1 (z angl. stromal-derived factor-1) u pacientl i darcu. Gen kbéduje protein

z rodiny chemokint a podili se mj. na aktivaci lymfocytd. Je nezbytny pro mobilizaci
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krvetvornych kmenovych bunék a migraci leukocytl. Pravé diky regulaénimu ucinku na
krvetvorbu a migraci imunitnich bunék ma tento chemokin vliv na zavaznost akutni
GVHD. Nékteré studie ukazuji na to, Ze stejnd alelicka varianta A maze zpomalit
progresi nemoci AIDS a mit ochranny vliv pfed infekcemi (Modi W. S. et al., 2005).
Stejné alelicka varianta A u darcu je také spojena s nizSim rizikem akutni rejekce u
pacientl po transplantaci ledviny, ale zaroven zvySuje riziko chronické nefropatie
alogenniho Stépu (Lee J. P. et al, 2011).

V nasi studii se alela A jevila jako rizikovy faktor pro vznik a rozvoj akutni GVHD.
Nosici této alely byli ve vétsi mife pfitomni mezi pacienty s klinicky vyznamnou formou
akutni GVHD. Pfitomnost alely A byla vySSi i u darcu, jejichz pfijemci taktéz trpéli
akutni GVHD ve stadiu lI-1V. Zda se tedy, Ze by nosicstvi této alely jak u pacientu, tak i
darcd mohlo zvySovat riziko akutni GVHD. Tretim polymorfismem, ktery byl
vyhodnocen jako moZzny marker pro vyskyt akutni GVHD, je jednonukleotidovy
polymorfismus rs763780 leZici na genu IL17F. Protein kédovany timto genem patfi do
rodiny interleukin( a je produkovan aktivovanymi T-lymfocyty, konkrétné typem Th17.
Tyto bunky byvaji spojovany se zanéty a autoimunitnimi onemocnénimi, napf.
s autoimunitnim onemocnénim S§titné Zlazy u Cinské populace (Yan N. et al., 2012).
IL-17 sam stimuluje sekreci dalSich prozanétlivych cytokind. Je tedy zapojen vyznamné
do imunitni odpovédi, coz mize vysvétlovat mozny vliv jeho genové variability na
aGVHD u pacientd po TKKB. U tohoto polymorfismu jsme zaznamenali vySSi riziko
vyskytu aGVHD u nosi€u pomérné vzacné alely C (p=0,05).

Ve vztahu kjinym onemocnénim byl v nékolika studiich popsan vliv IL17F
polymorfismu na infekéni i imunitni choroby. Napfiklad nosi¢stvi alely C je spojeno
s vyskytem jak plicni, tak mimoplicni tuberkulézy u &inské populace (Peng R. et al.,
2013). Dale byl tento polymorfismus asociovan s rlznymi stadii chronické imunitni
trombocytopenie. Zde vSak alela T vyrazné zvySovala riziko vzniku imunitni
trombocytopenie, zvlasté pak genotyp TT. Naopak homozygocie CC je asociovana se
shiZzenou incidenci onemocnéni (Saitoh T. et al., 2011).

PFi analyze ostatnich studovanych polymorfism( nebyla v naSem souboru zjiSténa
Zadné signifikantni asociace s akutni nebo chronickou GVHD. U nékterych z nami
testovanych polymorfismt vSak byly jiz uréité nalezy ve vztahu k vysledkim TKKB
publikovany. Napfiklad u polymorfismu rs11209026 na genu IL23R byl u skupiny
détskych pacientd po TKKB prokazan vliv na akutni GVHD. Nejednalo se vSak o
polymorfismus u skupiny pacientd, nybrz u skupiny darct. Pokud byla u darce pfitomna
alela A, pak bylo u pacientd vyrazné sniZzeno riziko akutni GVHD. Konkrétné z dvaceti
pacientu, jejichz darci byli nosi¢i alely A, pouze jeden (5%) doséhl vySSiho stadia

~

aGVHD nez |. Naproti tomu u darce bez uvedené alely byli pfijemci spojeni s vySSi
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incidenci klinicky vyznamné aGVHD (33%). Tento objev by mohl byt uzite€ny pro déti
s vrozenymi metabolickymi nebo imunologickymi chorobami, u kterych neni zapotrebi
GvL (Gruhn B. et al., 2009). Dale pro zménu ¢lanek finskych védcu odkazuje na toll-
like receptory (TLR - studovany jiné polymorfismy), které jsou zapojené do celkového
genetického rizika GVHD po alogenni TKKB a zdurazfiuje tak zapojeni slozky vrozené
imunity do patobiologické drahy GVHD (Sivula J. et al., 2012).

Vysledky této prace jsou pfirozené limitovany velikosti testovanych soubor(
pacientl s jejich darci. | to je pravdépodobné jeden z duvodu, pro¢ pfi striktni korekci
na pocet testovanych polymorfismd zadny z pozorovanych rozdild na drovni nominalni
statistické signifikance nedosahl statistické vyznamnosti pfi komplexnim hodnoceni.
NaSe vysledky je proto tfeba brat jako nominaci moznych markert vyskytu GVHD a
nezbytnd je u nich replikace (ovéfeni) na dalSich souborech. Takova replikace je
v soucasné dobé planovana na rozsahlém souboru pacienti po TKKB na pracovisti,

kde tato diplomova prace vznikla.

- 60 -



Zaver

V teoretické c&asti této diplomové prace byl zpracovan prehled o soucasnych
znalostech z oblasti transplantace krvetvornych kmenovych bunék. Byly zde uvedeny
zakladni informace o prabéhu a rlznych typech transplantace a o zdrojich
krvetvornych kmenovych bunék. Déle byla tato prace zaméfena predevSim na
komplikace vyskytujici se v posttransplantacnim obdobi, zejména na GVHD. V zavéru
teoretické Casti jsou pak zminény mozné genetické, klinické a demografické faktory,
které vyznamnou mérou ovliviuji prabéh a vysledek transplantace a maji také vliv (at
pozitivni, nebo negativni) na vyskyt komplikaci u transplantaéni [eCby.

V Uvodu experimentalni ¢asti bylo charakterizovano 12 gend, na kterych lezi 22
kandidatnich polymorfismu, které byly dale vySetfovany ve skupinach pacienti po
HSCT, jejich darcu a vzorku zdravych kontrolnich jedincl. Byly zde popsany pouzité
genotypizaCni metody, zejména metoda MassArray. Dale byla provedena verifikace
metody MassArray s pouzitim metod PCR-SSP a kvantitativni RT-PCR. K verifikaci byly
vyuzity tfi polymorfismy na genech T7LR4, ANXA77 a ATXNZL. Byla provedena
charakteristika studovanych soubort 143 par( pacient-darce a 200 kontrolnich jedinc(
a ziskané vysledky jednotlivych skupin byly shrnuty. Zjisténé frekvence studovanych
polymorfism0 testovanych metodou MassArray pak byly porovnany mezi podskupinami
pacientd podle vyskytu a zavaznosti GVHD. Bylo zjiSténo, ze alela rs1049550*T genu
ANXAT17, mize u pacientl po transplantaci chranit proti vyskytu akutni GVHD. Naopak
pfitomnost alely CXCL 72 rs1801157*A, u pacientu i jejich darci mize zvySovat riziko
akutni GVHD. Posledni variantou s moznym vlivem na zvy$eni vyskytu akutni GVHD je
rs763780*C na genu /L77F. U analyzy dalSich podskupin a ostatnich vySetfovanych
polymorfismG nebyly zjistény vysledky, které by poukazovaly na jejich podstatnéjsi vliv
na prabeéh transplantace nebo vyskyt GVHD.
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Seznam pouZitych zkratek

aGVHD akutni GVHD

ALL akutni lymfoblastick& leukémie

AML akutni myeloidni leukémie

ANXA11l annexin A11

APC antigen presenting cell (burika prezentujici antigen)
ATG16L1 autophagy-related 16-like 1

ATXN2L ataxin 2-like

BTNL2 butyrophilin like-2

CLL chronick& lymfoblastik& leukemie

CLRs C-type lectin receptors

CML chronick& myeloidni leukemie

CMV cytomegalovirus

CXCL12 chemokin 12 (motif C-X-C)

CXCR3 chemokinovy receptor 3

DNA deoxyribonukleova kyselina

ddNTPs dideoxynukleotidtrifosfaty

dNTPs deoxynukleotidtrifosfaty

cGVHD chronickd GVHD

EBV virus Epstein-Barrové

EFI European Federation for Immunogenetics (evropska

federace pro imunogenetiku)

GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating factor
GPCR G protein-coupled receptor

GDP guanosindifosfat

GTP guanosintrifosfat

GVHD graft versus host disease

GVL graft versus leukemia

HECT homologous to E6-AP C terminus
HERC2 HECT a RLD domain containing

HLA human leukocyte antigen

hME homogenous mass extend

HO1 hem oxygenasa 1

HSCT hematopoietic stem cell transplantation
H-W rovnovaha Hardy-Weinbergova rovnhovaha
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MADCAM1
MALDI-TOF
MCP-1
mHaq
MHC
MiHA
NF-kB
NHL

NK

NLRs
NOD
NTPs

OR
PAMPs
PCR
PCR-SSP
PECAM
PKA
PRRs
gRT PCR
RCC1
rG-CSF
rGM-CSF

rHUKGF
RAB32
RIG

indolamin 2,3-dioxygenasa

imunoglobulin

interleukin (konkrétni typ udava cislo, napf. IL-1)
interferon y

inducible nitric-oxide synthase

Janus kinase 2

killer immunoglobulin-like receptor

keratinocyte growth factor

leukocyte receptor complex

lipopolysacharid

mucosal addresin cell adhesion molecule-1
matrix-assisted laser desorption/ionization - time of flight
monocyte chemotactic protein-1

minor histocompatibility antigens

major histocompatibility komplex

minor histocompatibility antigens

nuclear factor kappa B

non-Hodgkinav lymfom

natural killer (pfirozeni zabijeci)

NOD-like receptors

nukleotide-binding oligomerization domain
nukleotid trifosfat

odds ratio

pathogen-associated molecular patterns
polymerase chain reaction

polymerase chain reaction with sequence specific primers
platelet endothelial cell adhesion molekule
proteinkinasa A

pattern recognition receptors

guantitative real time polymerase chain reaction
regulator of cell cycle 1

recombinant granulocyte colony-stimulating factor
recombinant granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor

recombinant human keratinocyte growth factor
Ras onkogen

retinoic acid-inducible gene
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RLD
RLR
SAP
SCF
SDF1
SNP
STAT
Taq
TCR
TBE
TGF

Th lymfocyty
TKKB
TLR4
TRl

TREG
TNF
VCAM-1

RCC1 like domain

RIG-like receptors

shrimp alkaline phosphatase

stem cell factor

stromal-derived factor-1

single nukleotide polymorphism

signal transducer and activator of transcription
Thermus aquaticus

T-cell receptor

Tris/borat/EDTA

transforming growth factor

T helper lymfocyty (Thl a 2)

transplantace krvetvornych kmenovych bunék
toll-like receptor 4

regulacni T-lymfocyt typu 1

regulacni T-lymfocyt

tumor necrosis factor

vascular cell adhesion molecule 1
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