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Souhrn

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék je nepostradatelnd pro 1écbu
nekterych malignich onemocnéni krvetvorby, fady imunodeficienci a metabolickych
chorob. Jeji vysledky jsou podstatné ovliviiovany geny hlavniho histokompatibilniho
komplexu urcujicimi tkanovou kompatibilitu a také dalsimi geny zapojenymi V imunitni
odpovédi organismu a zanétu.

Jednou z nejvyznamnéj$ich potransplantacnich komplikaci zlstava pies veskery
pokrok v hematoonkologii, imunologii i imunogenomice stale nemoc §té€pu proti hostiteli
(GVHD, z angl. graft versus host disease). Jedna se o komplexni onemocnéni, které je
vyvolano rozpoznanim pacientovych antigenii darcovskymi T lymfocyty. Vyskyt i
zavaznost nemoci §té€pu proti hostiteli mohou byt ovliviilovany geny spojenymi s imunitni

odpovédi a geny, které podmiiiuji zanétliva onemocnéni cilovych tkani GVHD.

V ramci experimentalni ¢asti této bakalarské prace byl navrzen a zaveden protokol pro
typizaci vybraného polymorfismu genu ataxin-2-like, jehoz mutace je spojena Se
zanétlivym onemocnénim stiev. Tento polymorfismus je tak relevantnim kandidatem pro
moznou asociaci s vyskytem GVHD. Dale byla provedena analyza mozného vztahu mezi
variantami jiného kandidatniho genu (integrin a4, ITGA4) a GVHD na souboru 58 pacientl
po transplantaci krvetvornych kmenovych bunék. Nebyl zjistén signifikantni rozdil
v nosiéstvi alel ITGA4 mezi podskupinami pacienti S vyskytem akutni nebo chronické
GVHD a pacienti bez téchto komplikaci. Ziskand data naznacuji, Ze studovany

polymorfismus genu ITGA4 vyznamné neovliviiyje riziko GVHD.



Summary

Hematopoietic stem cell transplantation is essential for treatment of many
hematologic malignancies, series of immunodeficiency disorders and metabolic disorders.
HSCT outcome is strongly influenced by the genes of major histocompatibility complex
that determine the tissue compatibility, and is also affected by further genes involved in
immune response and inflammation.

Despite all the progress in hematooncology, immunology and immunogenomics,
graft-versus-host disease (GVHD) remains an important and frequent serious post-
transplant complication. GVHD is a complex disease and is caused by donor T-
lymphocytes recognizing patient’s antigens. The occurrence and severity of graft-versus-
host disease can be affected by genes involved in immune response and also genes, which
are implicated in the pathogenesis of diseases affecting target tissues of GVHD.

In the experimental part of this bachelor thesis a protocol for typing of the selected
polymorphism of the ataxin-2-like gene, which is associated with inflammatory bowel
diseases, was designed and introduced. This polymorphism is considered as a plausible
candidate for association with GVHD. Furthermore, an analysis of possible association
between another candidate gene (integrin o4, 1TGA4) and GVHD was performed on the
group of 58 patients after HSCT. No significant difference in the carriage of ITGA4 alleles
was found when the patients with acute/chronic GVHD were compared with those without
GVHD. These data suggest that investigated ITGA4 polymorphism does not substantially
affect the risk of GVHD.
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1. Uvod

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék (HSCT, z angl. hematopoietic stem
cell transplantation) je Siroce uzndvanou léCebnou metodou pro fadu vrozenych nebo
ziskanych vaznych onemocnéni krevniho systému, metabolickych chorob a autoimunitnich
onemocnéni. V Ceské republice existuje v sou¢asné dobé 6 transplanta¢nich center, ktera
se HSCT zabyvaji. Vhodny darce pro HSCT je pro konkrétniho pacienta primarné
vyhleddvan v rodin€. V ptfipadech, kdy neni ptibuzensky dérce k dispozici nebo nema
dostate¢nou genetickou shodu v genech pro proteiny hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC, z angl. Major Histocompatibility Complex, u ¢lovéka HLA), se
Vv poslednich desetiletich oteviela moznost vyuzivat darce z registri nepiibuzenskych
darcti. V Ceské republice bylo ke konci roku 2012 k dispozici asi 60 tisic dobrovolnych
darcii, z toho v Ceském narodnim registru darcti dené se sidlem v Plzni jich bylo zapsano
asi 40 tisic. V celosvétové databazi ,,Bone Marrow Donors Worldwide* (BMDW) je
zaregistrovano pies 21 miliont lidi.

Béhem cCtyficeti péti let, které uplynuly od prvni transplantace, doslo ke znacnému
rozvoji postupit spojenych s HSCT, zejména v oblasti klinické diagnostiky a podplirné
1é€by, coz vedlo také k podstatnému zlepSeni vysledka tohoto typu transplantace. Velmi
vyznamnou roli sehrava intenzivni vyzkum imunologickych mechanismti u HSCT, a to jak
na urovni bunécné, tak molekularni. Jednim z hlavnich oblasti z4jmt se staly genetické
faktory, které mohou vysledky HSCT ovliviiovat. Do této oblasti se dlouhodobé fadi shoda
vV HLA systému mezi darcem a piijemcem, ale také celd tfada jinych genovych variant,

souhrnné oznacovanych jako tzv. non-HLA polymorfismy.



2. Cile prace:

Teoreticka cast:

1) Zpracovat literarni piehled o transplantacich kostni dien¢ (krvetvornych
kmenovych bun€k); pii tom se zamétit na indikace této 1é¢ebné techniky, zdroje
krvetvornych bun¢k a nejvyznamnéjsi komplikace.

2) Na zéklad¢ dostupné literatury zhodnotit nejvyznamnéjsi faktory podminujici
uspéSnost transplantace se zamétenim na variabilitu imunitnich gent (HLA a

nonHLA).

Prakticka cast:

1) Zpracovat biologicky material (izolovat DNA) v prospektivnim souboru
pacientll po transplantaci krvetvornych bunék a jejich darct

2) Navrhnout a aplikovat protokol pro genotypizaci vybraného polymorfismu
imunitniho genu ATXNZ2L rs8049439, ktery je kandidatnim polymorfismem pro
uplatnéni u GVHD reakce

3) Analyzovat genotypizac¢ni data ziskana na retrospektivnim souboru pacientl po

HSCT v zavislosti na vyskytu GVHD
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3. Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Transplantace krvetvornych kmenovych bunék

3.1.1 Typy transplantace

Podle vztahu mezi darcem a pfijemcem se transplantace krvetvornych bunck (a
transplantace obecn¢) dé€li na autologni a alogenni. Pfi autolognich transplantacich jsou
pacientovi odebrany jeho vlastni krvetvorné kmenové bunky, které jsou dlouhodobé
uskladnény pro dalsi lécbu. Po pifipravném rezimu (chemoterapie, ozafeni), ktery zdsadné
poskodi krvetvorbu, se pacientovi jeho bunky vrati zpét tak, aby byla krvetvorba
obnovena. Autologni transplantace neni doprovazena komplikacemi z aloimunity, jako
jsou reakce $tépu proti hostiteli (GVHD, z angl. graft versus host disease) nebo rejekce
transplantatu. Mezi hlavni indikace autologni transplantace patfi napf. mnohocetny
myelom nebo nékteré typy lymfomt, v recentni dob¢ se vyuziva i pro 1é€bu autoimunitnich
onemocnéni.

Alogenni transplantace probiha mezi dvéma rGznymi jedinci téhoz druhu. Pii
alogenni transplantaci je darci, ktery ma co nejvétsi HLA shodu s pfijemcem, odebrana
kostni dien nebo kmenové buiiky z periferni krve a takto ziskany transplantat je pfeveden
pfijemci. Hlavnim pfedmétem z4ymu této bakalaiské prace je alogenni transplantace

krvetvornych bunék, proto se ji bude podrobnéji vé€novat dalsi text.

3.1.2 Indikace k alogenni transplantaci

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék jsou nejcastéji provadény u
malignich onemocnéni krvetvorby, z nichZ jde nej€astéji o akutni myeloidni leukémii
(AML), akutni lymfoblastickou leukémii (ALL) nebo chronickou myeloidni leukémii
(CML), u které vSak vyznam HSCT poklesl s pouzivanim novych typt 1écby. Leukémie,
kter¢ provazi nekontrolované mnoZeni néadorovych bunék, jsou obecné spjaty
s chromozomalnimi aberacemi, jako jsou translokace, delece, inverze a duplikace
Vv prekurzorovych hematopoetickych buiikach nebo zralych bunikach imunitniho systému.

Akutni leukémie, at’ uz myeloidni nebo lymfoblastickd, nevykazuji Zadnou
chromozémovou aberaci, ktera by byla pro tato onemocnéni vyslovené specificka. Casto
byva pozorovana aneuploidie, polyploidie a pseudodiploidie, v karyotypu Ize nalézt také
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translokace a inverze, u nékterych pacientdl byl potvrzen i nalez filadelfského
chromozomu, ktery je jinak jednim z markerti chronické myeloidni leukémie. V tadé
piipadt akutnich leukémii zistava v soucasné dob¢ alogenni transplantace krvetvornych
kmenovych bun€k jedinou moznosti k vyléceni choroby.

Chronicka myeloidni leukémie je typicka vyskytem tzv. filadelfského chromozému
(Philadelphia chromosome, Phl) v nadorové bunce vzniklé z erytroidni, granulocytové
nebo megakaryocytové prekurzorové buitky (Whang a kol., 1963). Filadelfsky chromozom
vznika translokaci t(9;22)(q34,q11), kdy dochazi k fuzi abl protoonkogenu s 5 koncem
ber genu. Jejich spoleénym produktem je pak chimericky protein BCR-ABL, ktery ma
zvysenou tyrozin-kindzovou aktivitu. LéCby transplantaci se vyuziva v piipadé, kdy
selhava 1écba tyrozin-kindzovymi inhibitory nebo se nemoc dostava do pokrocilé faze.

Transplantace krvetvornych bunék je vyuzivdna 1 pro lécbu nemalignich
onemocnéni krvetvorby, jako jsou vrozené primarni imunodeficience nebo metabolicka
onemocnéni. Obé uvedené skupiny onemocnéni jsou obecné zplsobeny mutacemi
v kodujicich oblastech pro proteiny, které jsou dilezité pro spravnou funkci imunitniho
systtmu nebo metabolickych drah. Cilem transplantace je nahradit defektni buiky
krevniho systému zdravymi, které obnovi pacientiv imunitni systém nebo syntézu
kritickych enzymi. NejCastéjSimi typy primarnich imunodeficienci 1écenych transplantaci
krvetvornych bunék jsou tézka kombinovana imunodeficience (SCID, zangl. Severe
Combined Immune Deficiency), Wiskott-Aldrichiv syndrom (WAS), hyper IgM syndrom,
Chédiak-Higashi syndrom a dé&di¢na lymfohistiocytoza (HLH, zangl. Hereditary
Lymphohistiocytosis). Metabolicka onemocnéni, u kterych se provadi transplantace
krvetvornych bunék, jsou osteopetréza, Gaucherova choroba, Hurleriiv syndrom, nékolik
druhii mukopolysacharidoz (MPS), jako je Morquio syndrom (MPS IV) a Maroteaux-
Lamy syndrom (MPS VI), adrenoleukodystrofie (ALD) a metachromaticka dystrofie
(Sullivan a kol., 2000).

Dal$im nemalignim onemocnénim krvetvorby, pro které se vyuziva 1é€ba pomoci
alogenni transplantace, je aplasticka anémie. Jednd se o pomérné vzacné onemocnéni
krvetvorby, které se projevuje znacnou redukci v poctu bunck krevniho ob¢hu — bilych
krvinek, Cervenych krvinek i krevnich desticek, a nizkym poctem bunék v kostni dfeni.
NejcCastéjsi pficinou tohoto onemocnéni je autoimunitni reakce lymfocyti proti
krvetvornym butikam, coz vede K poruse hematopoézy. Aplasticka anémie je vétSinou

ziskané onemocnéni, v ojedinélych ptipadech je dédicné (Brodsky a Jones, 2005).
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3.1.3 Zdroje krvetvornych kmenovych bunék

Historicky star§$im zdrojem krvetvornych kmenovych bun€k je klasicky odbér
kostni diené, ktery se dnes provadi v celkové anestézii opakovanou punkci lopaty kosti
kycelni. V posledni dob¢ se stale Castéji vyuziva odbéru krvetvornych kmenovych bunck
z periferni krve, které jsou ziskdvany piimo z darcovy krve v separaénim pfistroji
(zpravidla bez celkové anestézie). Aby byl sbér krvetvornych bunék efektivni a dostate¢ny,
je tieba jejich pocet v periferni krvi dostatecné zvysit, coz lze provést opakovanym
podanim rustovych faktori krvetvorby (napf. G-CSF, zangl. granulocyte colony -
stimulating factor).

Ve srovnani s klasickym odbérem kostni dien¢ je obnova krvetvorby, zejména
neutrofilnich bunék a krevnich desticek, u transplantatu kmenovych bunék z periferni krve
rychlej$i a u pacientl s pokrocilejSimi fazemi nemoci znacn€ snizuje riziko Umrti
spojeného s 1écbou (TRM, z angl. treatment related mortality) oproti transplantaci bun¢k z
kostni diené. Riziko akutni nemoci $tépu proti hostiteli (GVHD) je u obou srovnatelné,
ovSem riziko vyskytu chronické GVHD je u transplantace kmenovych bunék z periferni
krve zvySené (Champlin a kol., 2000).

Tfetim moznym zdrojem krvetvornych kmenovych bunck je pupecnikové krev.
Vyuziva se jako alternativni zdroj kmenovych bunék u pacientt, kterym chybi odpovidajici
dospély darce shodny v HLA znacich. Pro transplantaci pupecnikové krve v fadé€ ptipada
staci pouze vySetfeni HLA antigeni I. a II. tfidy na urovni nizkého rozliSeni, protoZze vyssi
rozliSeni dosazené typizaci alel dale nezlepSuje vysledky transplantace. Mezi pfijemcem a
darcem mohou byt az 3 HLA neshody, 1 pfesto je vyskyt akutni a chronické GVHD
snizeny, nejspiSe z divodu nezralosti darcovskych T lymfocytd, nizkého poctu T
lymfocytlh v transplantatu a celkové snizené aloreaktivity (Kogler a kol., 2005).
Nevyhodou transplantace z pupecnikové krve je pomalejSi obnoveni krvetvorby a také
vyssi riziko TRM, kterd je v piimé umeéie s poctem krvetvornych bunék, ktery ¢asto neni

dostate¢ny pro transplantaci u dospélych jedinci (Wang a kol., 2010).
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3.2 Faktory ovlivilujici vysledky transplantace Kkrvetvornych

kmenovych bunék

Vysledek transplantace krvetvornych kmenovych bun€k je ovlivnén celou skalou
faktorti, které se tykaji genetickych polymorfismi pacienta i darce, a také faktort
klinickych a biologickych, jako je v€k darce a pacienta, druh nemoci, kterou pacient mé a

zda mé i jiné komplikace.

3.2.1 Klinické a biologické faktory

Klasickd myeloablativni pfiprava pacienta pted transplantaci je zaloZena na co
nejvysSich davkach systémové chemoterapie nebo ozareni pro zniceni defektnich bunék
krevniho systému, nasledn¢ jsou pacientovi transplantovany zdravé krvetvorné kmenové
buniky, aby se zabranilo aplasii kostni dien¢ vyvolané 1é¢bou. Tato metoda s sebou nese
toxicka rizika a je uspéSné pouzivana pouze u mladSich pacientl bez jinych chorob. Kvili
vysoké umrtnosti se tato 1é€ba neaplikuje u pacientd starSich 45 let, u pacientd s dalSimi
vaznymi onemocnénimi a u silné pteléCenych pacientii. Pro takovyto soubor pacientli se
vyuziva piiprava s redukovanou intenzitou (RIC, z angl. reduced intensity conditioning)
nebo Upln¢ nemyeloablativni pfiprava nasledovand alogenni transplantaci. Hlavnim
lé¢ebnym faktorem je efekt St€pu proti tumoru (GVT, zangl. graft versus tumor), kdy
darcovské T lymfocyty napadaji pacientovy nddorové a defektni buiiky. S touto funkci
byvaji nékdy spojovany 1 B lymfocyty a NK buiiky (Servais a kol., 2011).

Dal$im klinickym faktorem je druh a stddium nemoci. U agresivnich malignich
onemocnéni je relaps ¢astym diivodem umrti pacientd a selhani $tépu také vyrazné snizuje
pfezivani, na rozdil od nemalignich onemocnéni, kde selhani $t€pu nema na prezivani
témet zadny vliv (Olsson a kol., 2013). U nemoci v pokrocilych stadiich 1écenych
transplantaci krvetvornych bunék je pfezivani znacné snizeno a je v zdsadé stejné u
pacienti s uplnou shodou v alelach pro HLA jako u pacientl sjednou ¢i dvéma
neshodnymi alelami, na rozdil od nemoci v pocatecnich stadiich, kdy mira shody alel pro
HLA vyznamné ovliviiuje vysledné piezivani pacient, jak je patrné na obrazku ¢. 1 (Lee a
kol.).

Vysledek transplantace je také ovliviiovan pohlavim darce a pacienta. Plati, ze
kombinace Zenského darce s muzskym pacientem vede k zvySenému riziku TRM a snizuje
prezivani u vSech typti onemocnéni (Gratwohl a kol., 2009). T lymfocyty zenského darce
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mohou byt specifické pro mHA na chromozomu Y a miizou tak pfispivat ke vzniku

GVHD, ale i GVT (Nannya a kol., 2011).

Obrazek €. 1: grafy pfezivani pacienti s asnym (graf A), stiedné pokroc¢ilym (graf B) a
siln€ pokroc¢ilym stddiem nemoci v zavislosti na shodé v HLA alelach (upraveno podle Lee
a kol., 2007)
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3.2.2 Genetické faktory

Genetické faktory maji zasadni vliv na vysledek transplantace krvetvornych
kmenovych bun€k. At uz se jednd o hlavni histokompatibilni komplex nebo dalsi
polymorfismy v lidském genomu, porozuméni jejich funkci je dulezité pro zlepSeni

pfezivani pacientl a snizeni celkové imrtnosti.
3.2.2.1 HLA

Lidské leukocytarni antigeny (HLA, z angl. human leukocyte antigens) je oznaceni
pro molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC, =zangl. major
histocompatibility complex) ¢lovéka. Jsou to polymorfni glykoproteiny vyskytujici se na
povrchu vétsiny jadernych bunc¢k a jsou zodpovédné za bunécnou imunitu tim, ze
zprostfedkovavaji kontakt antigenu (antigenniho peptidu) sreceptorem T lymfocytl
(Shiina a kol., 1999).

Genova oblast HLA, nebo také MHC komplex, se nachdzi na kratkém raménku
chromozému 6, konkrétn¢ v pozici 6p21.3, je velka asi 4 Mb a obsahuje vice jak 180 genti
pro proteiny uplatiiyjici se v imunitnim systému. Tato oblast je dale délena (smérem od
centromery k telomete) na oblast HLA-tfidy 11, tfidy III a t¥idy I (Shiina a kol., 1999).
I. tfidy A, B, C a HLA-IL tfidy DR, DQ a DP. Tyto lokusy vykazuji obecné extrémné
vysoky polymorfismus (variabilitu) v ramci lidského druhu, aktualné bylo nalezeno témeét
7 000 alel pro HLA 1. tfidy s nejvice polymorfnim lokusem HLA-B, a témét 1 900 alel pro
HLA 1L tridy, u které je  nejvice  polymorfni lokus DRBI1
(wwwe.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html).

HLA molekuly jsou kritické pro tzv. tkanovou kompatibilitu uplatiujici se pfti
transplantacich, obzvlasté pii transplantaci krvetvornych bunék. Pokud jsou darcovy
histokompatibilni antigeny rozpoznany piijemcovymi lymfocyty, muize dojit az
k odmitnuti (rejekci) St€pu. Pokud nastane situace, Ze jsou naopak pfijemcovy
histokompatibilni antigeny rozpoznany darcovymi lymfocyty, mize dojit ke vzniku
nemoci Stépu proti hostiteli (GVHD). Tyto reakce a s nimi spojené komplikace, které do
zna¢né miry omezuji uspésnost transplantaci, oznacujeme jako ,,aloimunitni.

Prvni transplantace kostni dfené¢ mezi sourozenci shodnymi v HLA znacich byla

provedena roku 1968 v Minnesoté skupinou vedenou doktorem Robertem A. Goodem.
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S pfibyvajicim poctem uspéSnych transplantaci bylo jasné, ze shoda v HLA znacich je
poctem pacientii a aplikaci transplantaci pro Siroké spektrum nemoci bylo potieba
vyhledavat darce nejen mezi sourozenci, ale i v §irsi rodin€ a pozdé&ji i mezi nepiibuznymi
darci, pticemz bylo zjisténo, ze GVHD a TRM maji pifimou spojitost se stupném neshody
vV HLA znacich mezi pacientem a darcem. Po objevu PCR techniky a sekvencovani DNA
bylo mozné testovat shodu v HLA na turovni jednotlivych alel a v téchto genech byl
nalezen necekan¢ velky polymorfismus (Hansen a kol., 2008). V sou¢asné dob¢ je snahou
nalézt darce shodného s pacientem v 10 alelach na péti nejvyznamnéjsich genech: HLA-A,

B, C, DRB1 a DQBLI (tzv. HLA shoda 10/10).
3.2.2.2 Non-HLA

I ptes Uplnou shodu mezi ddrcem a pacientem v HLA alelach je umrtnost pacientii
pomérné vysoka a Casto se vyskytuji komplikace jako je GVHD. Proto jsou hledany dalsi
genomové oblasti mimo HLA geny, které maji vliv na vysledek transplantace. Jedné se
pfedevS§im o geny vedlejSich histokompatibilnich antigeni (mHag, zangl. minor
histocompatibility antigen) a o jednonukleotidové polymorfismy (SNP, zangl. single
nucleotide polymorphism) a mikrosatelity (jako markery kauzalnich variant) v genech pro
cytokiny a cytokinové receptory. Nékteré z téchto variant lezi uvniti MHC komplexu na
chromozému 6, nekteré v jeho tésné blizkosti a velka ¢ast je od néj ve vétsi vzdalenosti, 1
na jinych chromozoémech. V posledni dobé se ukazuje, Ze roli mohou hrat i dalsi
polymorfismy v jinych genech podilejicich se na funkci imunitniho systému (Dickinson,
2008). Existuje také nazor, Ze pfi alogenni transplantaci od neptibuzného darce by méla
byt shoda i v non-HLA sekvencich nachazejicich se v tésné blizkosti nebo uvnitt MHC
komplexu (obrazek ¢. 2), aby tak bylo dosazeno podobné shody, jakou ma sourozenecky
HLA-identicky par (Li a kol., 2004).

Nesynonymni SNP varianty v exonech zpusobuji zménu v aminokyselinovém
fetézci produktu, v intronech pak mohou ovliviiovat expresi genu nebo sestfih mRNA.
Urcité sekvence tak diky zméné jednoho nukleotidu mohou produkovat vyssi nebo niZsi
mnozstvi produktu nebo pozménény az nefunkéni produkt. Proto byvaji asociovany i
s nékterymi onemocnénimi, nejen s potransplantacnimi komplikacemi, a jsou velmi
intenzivné studovany. Potvrzeny vliv na vysledek transplantace krvetvornych bunék maji

napi. SNP varianty v genech pro cytokiny, jako je TNF (tumor nekrotizujici faktor), IL-6
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(interleukin 6), IL-10 a /FN y (interferon v), a také NOD2 genu, ktery produkuje protein
rozpoznavajici patogenni ligandy a spoustéjici zanétlivou odpovéd'.

V praktické casti této bakalaiské prace byly testovany SNP v genech ATXN2L
(ataxin-2-like) a ITGA4 (integrin 04). Tyto geny se staly pro svou funkci a spojeni
s nemocemi kandidatnimi geny pro mozny vliv na vyskyt a zdvaznost GVHD.

Gen ATXNZL byl pojmenovan podle svého homologa ataxinu 2 (SCA2), jehoz
mutace zpusobuje neuronalni dysfunkci, a nachazi se na chromozému 16, konkrétné v
pozici 16pl1 blizko centromery (Figueroa a Pulst, 2003). Produkuje protein se zatim
neznamou funkci. SNP s ozna¢enim rs8049439 se nachdzi v intronické sekvenci tohoto
genu a jeho vzacna mutantni G varianta je spojena s vyskytem zanétlivych onemocnéni
sttev, jako je Crohnova choroba a ulcerdzni kolitida (Imielinski a kol., 2009),
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=rs8049439#map).

Gen ITGA4 produkuje o4 podjednotku integrinti a4P; a agf7. Tyto integriny jsou
primarn¢ exprimovany na povrchu fady leukocytl a hraji vyznamnou roli ve vstupovani
lymfocytl, monocytli a eosinofili do mist, kde se vyviji z&nét. asP; integrin, dfive
nazyvany LPAM-1 (z angl. lymphocyte Peyer patch adhesion molecule), pisobi jako
,homing-receptor® lymfocyti do zazivaciho traktu diky specifické reakci s MAdCAM-1 (z
angl. mucosal adressin cell adhesion molecule-1) na endotelialnich venulach v Peyerovych
placich a ve stfevni lamina propria. Mén¢ pak reaguje s VCAM-1 a fibronectinem, které se
vazi spiSe s a4f1 integrinem. Blokaci B7 podjednotky u mysi doSlo k signifikantnimu
snizeni zavaznosti GVHD a k men$imu poskozeni cilovych organii (Waldman a kol.,
2006). Pii blokaci a4 podjednotky bylo pozorovano zlepseni stavu zanétlivého onemocnéni
stiev u zvifecich modelt i1 u lidi. Proto je tato podjednotka dal§im kandidatem pro testovani
ucinku na GVHD, a to konkrétné SNP rs4667319, ktery se nachazi v exonu 24 a vyskytuje
se ve varianté¢ A a G (O’doherty a kol., 2009).

Obrazek ¢. 2: Fyzickd mapa HLA regionu zahrnujici 3,6 Mb s pozicemi nékterych
mikrosatelitii (pfevzato od Li a kol., 2004)

TNFa MICA C3-2-11 C5-4-5  D65265
(73%) (93%) (46%) (63%)  (81%)
DQCAR Il D6S273 TNFd MIB C1-3-1 C5-3-1 C527 DBS510
(96%) (64%) (74%) (89%) (93%) (50%)  (8B%)  {97%)
w W W ¥ T V.y J
LU 1 T rmr T 1T T |
HLA-DPA1 HLA-DMA HLA-DOB  HLA-DRB1 HSPA1A TNF MICB HLA-BHLA-C CDSN HLA-E C6or {12 HLA-A HLA-F
HLA-DPB1 HLA-DMB HLA-DQA1 HLA-DRA GBd BAT2 BAT1 MICA POUSFI HCG® HLA-G
HLA-DOA HLA-DQB1 NFKBIL1 Céorf16
S LTA
V - mikrosatelitovy marker; ¥ - exprimovany gen 100
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3.2.3 Potransplantacni komplikace

I ptes veskeré pokroky moderni mediciny a typizace hlavnich HLA gent se
pfezivani pacientii po 5 letech od transplantace pohybuje pouze kolem 50%. Hlavnimi

pri¢inami umrti jsou infekce, relaps (navrat nemoci) a v neposledni fadé¢ GVHD.
3.2.3.1 Relaps

V piipadé€, ze pacientovy defektni builkky nejsou zniCeny ani piedtransplantacni
1é¢bou ozafenim a chemoterapii, ani naslednou aloreakci T lymfocyti darce po
transplantaci, nastava relaps nemoci. Dé&je se tak obzvlasté u pacienti s redukovanou
intenzitou piipravného rezimu nebo nemyeloablativni pfipravou, kdy hlavnim nastrojem
zni¢eni vadnych bunék je GVT. Hlavni strategii pro omezeni relapsti je pouziti novych
1é¢iv nebo zvySovani davek 1€¢iv jiz zavedenych a také zvyseni uc¢innosti GVT se snizenim

vlivit GVHD.
3.2.3.2 Infekce

Pti pfipravé pacienta na transplantaci dochézi k ¢astecnému zniceni jeho imunitniho
systému. Otviraji se tak moZznosti pro rizné infekce, které mohou napadnout pacientovy
tkané posSkozené radioaktivnim ozafenim a chemoterapii. Po transplantaci trva nékolik
tydnil, neZ se imunitni systém obnovi, a u pacientli s rizikem vzniku GHVD je navic
potlacovan pomoci 1ékl. Infekce se nejcastéji projevuji jako pneumonie, prijmy a
systémové infekce. Patogeny, které tyto onemocnéni zpUsobuji, jsou piedev§im bakterie,
jako jsou stafylokoky, enterokoky a streptokoky, ale vyskytuji se 1 kvasinkové, virové a
houbové infekce.

Pred transplantaci je dilezité zjistit sérologicky status cytomegaloviru (CMV)
pacienta i darce pomoci testovani na anti CMV protilatky. Po transplantaci totiz mize dojit
k reaktivaci viru a k infekénimu onemocnéni az smrti, riziko je vys§i u pacientti s netiplnou
shodou v HLA znacich. Nejlepsich vysledkt dosahuji pacienti a darci bez IgG CMV
protilatek, ovSem pokud mé pacient IgG CMV protilatky, je lepSi vybirat
imunokompetentni darce s IgG CMV pozitivitou (Jaskula a kol., 2012).
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3.2.3.3 GVHD

Nemoc Stépu proti hostiteli neboli GVHD je komplexni onemocnéni zptisobené
rozpoznanim pacientovych antigent tkaniové kompatibility darcovymi T lymfocyty. D¢l se
podle casu objeveni od transplantace na akutni GVHD, kterd se projevi do 100 dnti od
transplantace, a chronickou GVHD, jejiz prvni zndmky se objevuji az po 100 dnech od
transplantace. Dale jsou klasifikovany podle stupné zavaznosti, stupen I-II znaci lehéi az
sttedné tézkou formu akutni GVHD, stupenn III-IV znamena tézkou akutni GVHD.
Chronickd GHVD je bud’ lokélni, kterd je omezend na jeden typ tkdn¢ a ma pomérné slabé
projevy, nebo extenzivni, ktera se projevuje podobné jako autoimunitni onemocnéni a je
agresivnéjsi.

Ptedpokladany mechanismus GVHD je pomérné¢ komplikovany a dé se popsat jako
vysledek cytokinové boufe. Na zacatku ptred transplantaci jsou pacientovy organy a tkdné
poskozeny chemoterapii a ozafenim, coz zpiisobi vyplaveni prozanétlivych cytokind, jako
TNFa a IL1. Tyto cytokiny zvysi expresi MHC antigend, adhezivnich molekul,
kostimula¢nich molekul a vytvaii se chemokinové gradienty; dochazi také K aktivaci
tkdnovych bunck. Po transplantaci darcovy zralé T lymfocyty rozpoznaji pacientovy
aloantigeny exprimované antigen prezentujicimi burikami pacienta a za¢nou proliferovat a
diferencovat se. Tyto aktivované T lymfocyty pak vstupuji do cilovych tkani pro GVHD,
coz jsou plice, stfeva, kiize a jatra a zpusobuji destrukci téchto tkani svou piimou
cytotoxickou aktivitou a nepfimo vysilanim signalG dalSim druhim lymfocytl, napf.
regulaénim T lymfocytim a NK buitkdm (z angl. natural killer cells). PoSkozenim tkané se
zvySuje mnozstvi cytokind signalizujicich zénét a tato dal$i cytokinova boufe jen
podporuje rozvoj GVHD (Socié a Blazar, 2009; Ferrara, 1993).

Aloreaktivni T lymfocyty ovSem nemaji jen negativni vliv na stav pacienta po
transplantaci. V ptfipadé, ze darcovy T lymfocyty rozeznaji rezidualni nadorové buiky
pacienta, dochédzi ke kontrole nad nemoci a miZe nastat az jeji uplné vymizeni. Tato
pfinosnd forma GVHD se nazyva efekt St€pu proti tumoru (GVT, z angl. graft versus
tumor) nebo také efekt St€pu proti leukémii (GVL, z angl. graft versus leukemia). Ackoliv
je tezké oddélit tento efekt od GVHD, ukazalo se, Ze mohou existovat i samostatné a proto
je snahou v klinické praxi potlacit GVHD bez stejného ptisobeni na GVT. Takovou roli by
mohly sehrat infuze aloreaktivnich NK bunék, které dokazi indukovat GVT efekt bez
GVHD (Rezvani a Storb, 2008).
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3.3 Identifikace a typizace polymorfismi imunitnich genii

Pro typizaci HLA a dalSich gent se pouziva velké mnozstvi metod, pro vétSinu
Z nich je zasadni prvni krok — amplifikace vybraného useku DNA pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction), coz je enzymaticka amplifikace
DNA pomoci kratkych sekvenci primert a termostabilni DNA polymerazy (Saiki a kol.,
1988). Pied objevenim PCR byly pouzivany pouze sérologické metody zalozené na reakci
protilatek s HLA antigeny. AZ v éfe molekuldrni biologie s pouzZitim PCR reakce bylo
mozné typizovat samotné alely a objevit tak obrovsky polymorfismus HLA genti. Dnes$ni
metody pouzivané v imunogenetickych laboratofich zahrnuji pfedev§im PCR-SSP (PCR se
sekvenéné specifickymi primery), sekvencné specifické oligonukleotidové sondy (SSOP),

tzv. microarray techniky, sekvencovani podle Sangera a next-generation sekvencovani.
3.3.1 PCR-SSP

PCR-SSP vyuziva metodiku PCR se sekven¢né specifickymi primery. Tyto primery
se od sebe navzajem lisi svymi 3¢ konci, kterymi se vazi na polymorfismy v HLA alelach a
specificky amplifikuji tyto sekvence. Specifické primery zajisti vznik PCR produktu pouze
Vv piipad¢, ze se ve vzorku nachazi ,,spravna“ alela, ke které jsou navrzeny. S nartstajicim
poctem nové nalezenych HLA alel pribyvaji i sady téchto specifickych primerd, které se
komeréné prodavaji i s interpretacnimi programy. Tato metoda mize slouzit pro nizké i
vysoké rozliseni HLA. Ma snadné vyuziti i pro typizaci SNP V jinych genech a byla

pouzita i v ramci praktické ¢asti této bakalaiské prace.
3.3.2 SSOP

SSOP metoda je zaloZena na hybridizaci specifické oligonukleotidové sondy se
sekvenci nesouci polymorfismus ve formé SNP namnozenou pomoci PCR. Sonda nese
specifickou ¢ast uvnitt své sekvence, aby se vazala pouze na misto s polymorfismem. Na
sondé€ je navazana Castice, kterd dava specificky signal pro zviditelnéni vazby sondy. Muze
ji byt biotin, na ktery se vazZe avidin nebo streptavidin s navazanym enzymem (alkalicka
fosfataza, kienova peroxidaza) a po ptidani substratu lze detekovat barevny produkt, nebo
na sond¢ muze byt vazana molekula, kterd je pfi ozafeni excitovdna a emituje zaieni

specifické vinové délky.
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3.3.3 Microarray

Microarray technika spociva V elektrostatické adsorpci kratkych jednovlaknovych
olignonukleotidovych sond na kladné nabity, vétSinou sklenény, podklad. Po ptidani
znaCen¢ho  amplifikovaného  zkoumaného useku DNA dojde k  vysoce
specifickému navazani této DNA na sondy za definovanych podminek. Poté je meéfen
fluorescencni signal z navazanych testovanych DNA. V soucasné dob¢ existuji microarray

techniky i v fadé jinych modifikaci.
3.3.4 Sekvencovani

Klasické Sangerovo sekvencovani vyuziva smési deoxynukleotidi a fluorescenéné
znacenych dideoxynukleotidi, které pii zafazeni do sekvence zastavuji polymeraci DNA.
Takto amplifikovand DNA je pak rozd€lena v polyakrylamidovém gelu pomoci
elektroforézy. Pii horizontalni elektroforéze se produkty od rtiznych dideoxynukleotidli
rozdeluji zvlast do jamek a porovnavaji se jejich vzdalenosti, pti kapilarni elektroforéze
béZi vSechny vzorky v jedné kapilafe a jsou detekovany laserem.

Tzv. ,,next-generation* sekvencovani je zalozeno na klonalni amplifikaci kratkych
useku genomické DNA, které je imobilizovana na pevném podkladu (na ¢astici, sklicku), a
nasledném sekvencovani pomoci detekce fluorescenéniho nebo chemiluminescenéniho
signalu. Nejpouzivangjsi jsou systémy Illumina (HiSeq), Life Technologies (SOLID, lon
Torrent) a Roche/454 GS FLX.
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4. Material a metodika

4.1 Material

Vychozim biologickym materialem byla periferni Zilni krev odebrana venepunkci
pacientim indikovanym k transplantaci krvetvornych kmenovych bun¢k a jejich
ptislusnym darcim. Krev byla odebrana do zkumavek s KsEDTA. Vzorky krve byly
ziskany od pacientti z Ustavu hematologie a krevni transfiize v Praze (UHKT), z Fakultni
nemocnice v Praze-Motole a z Fakultni nemocnice Brno. VSichni pacienti byli na zékladé
svého informovaného souhlasu zahrnuti do grantového projektu Interni grantové agentury
Ministerstva zdravotnictvi (IGA MZ CR), id. &. NT/12454 — 5.

Pro statistickou analyzu byla pouzita data z genotypizace genu ITGA4 a klinické
udaje od 58 pacientd po HSCT a jejich darci ze Slovinska z transplanta¢niho centra
v Lublani. Klinické udaje k souboru ¢eskych pacientti nebyly v dobé ukonceni bakalatské
prace k dispozici, proto nebyli zafazeni do statistické analyzy. Pacienti ze Slovinska

poskytli informovany souhlas s vyzkumnym vyuzitim jejich vzork.

4.2 Metody

4.2.1 Izolace DNA a méreni koncentrace

DNA jsem izolovala dvéma zplsoby — 1) poloautomatickou extrakci pomoci
ptistroje Arrow (NorDiag, Norsko) s vyuzitim izola¢ni soupravy pro 500 pl krve (Arrow
Blood DNA 500, nebo 2) manualné s pouzitim sady na izolaci DNA pomoci kolonky
QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Némecko). Poté jsem méfila

koncentraci vyizolované DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop ND-1000.

4.2.1.1 Izolace pomoci pristroje Arrow (NorDiag, Norsko) a soupravy Arrow

Blood DNA 500

Ptistroj provadi izolaci DNA v né€kolika krocich — nejdiive se lyzuji bunky, poté je
DNA v lyzatu navazdna na magnetické ¢astice, DNA na c¢asticich je nékolikrat promyta a

separovana mezi kazdym promytim pomoci magnetického pole. Komplex ¢astic s DNA je
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poté resuspendovan v eluénim pufru pfi vyssi teploté a purifikovand DNA bez
magnetickych ¢astic je separovana do elucni mikrozkumavky.

Soucésti sady Arrow Blood DNA 500 jsou jednorazové pumpicky s pipetovacimi
Spickami a kazety (,,cartridges®) S reagenciemi, do piistroje se navic vkladaji 1,5 ml
mikrozkumavky se vzorkem krve a prazdné elu¢ni 1,5ml mikrozkumavky pro zachyceni
DNA. Pouzivala jsem protokol pro izolaci DNA z 500 pl krve s cilovym eluénim objemem
300 pl pufru pro rozpusténi ziskané DNA a tento objem jsem po dokonceni protokolu
ptepipetovala do 1,5ml Sroubovaci mikrozkumavky s vickem s tésnénim oznacené
zkratkou transplanta¢niho centra, identifikaénim ¢islem transplanta¢niho paru a zkratkou P

(u pacientt) nebo D (u darct).
4.2.1.2 Mikroizolace pomoci QIAamp DNA Blood Mini Kit

Pristroje (vyrobce, zemé piivodu):
e tepelny blok Grant QBT 1, Grant Instruments, Velka Britanie
e vortex 2x°, VELP Scientifica, Italie
e centrifuga Hettich Universal 16R, Hettich, Némecko
e priru¢ni minicentrifuga, LabNet, Korea

e Flow Box Telstar Bio II A, Life Science Solutions, Spané&lsko

Chemikalie:
e QIlAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Hilden, Némecko

e ethanol absolutni

Postup (s pouzitim originalniho firemniho oznaceni reagencii):

Do 1,5ml mikrozkumavky jsem pipetovala 20 ul ,,QIAGEN® protedzy (soucast
soupravy) a k tomu jsem pipetovala 200 pl krevniho vzorku pacienta nebo darce a 200 pl
»~AL* pufru. Smés jsem okamzité¢ protfepala 15 vtefin na vortexu a poté 10 minut
inkubovala v termobloku pii 56°C. Mikrozkumavku jsem kratce centrifugovala, k obsahu
ptidala 200 pl 96% ethanolu a michala 15 vtefin na vortexu. Vyslednou smés jsem pielila
do filtra¢ni kolonky vlozené ve 2ml mikrozkumavce a dala centrifugovat pii 8000 ot./1
min/20°C. Filtra¢ni kolonku jsem poté premistila do nové 2ml mikrozkumavky a starou
zkumavku i s filtratem vyhodila. Do kolonky jsem pfidala 500 pl promyvaciho roztoku
»~AWI1“ a centrifugovala ji pfi 8000 ot. /1 min/20°C. Filtra¢ni kolonku jsem opét premistila
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do nové 2ml mikrozkumavky a starou s filtraitem vyhodila a do kolonky jsem piidala 500
pul AW2 roztoku. Poté jsem mikrozkumavku s filtra¢ni kolonkou centrifugovala pti 14000
ot./3 min/20°C. Filtra¢ni kolonku jsem poté vlozila do 1,5ml mikrozkumavky s ustfizenym
vrskem a puvodni 2ml mikrozkumavku s filtratem opét vyhodila. Do filtra¢ni kolonky
jsem pfidala 210 pl eluéniho ,,AE* roztoku a nechala ji inkubovat 3 minuty pfi pokojové
teploté (rozpousténi DNA). Filtra¢ni kolonku umisténou v 1,5ml mikrozkumavce jsem
centrifugovala pfi 8000 ot. /1 min/20°C a poté kolonku vyhodila a nechala si 1,5ml
mikrozkumavku s filtratem obsahujicim DNA, ktery jsem piepipetovala do 1,5ml
Sroubovaci mikrozkumavky s vickem s tésnénim. Zkumavku s DNA jsem oznacila
zkratkou oznaceni transplanta¢niho centra, identifikacnim ¢islem transplanta¢niho paru a
zkratkou P (u pacientti) nebo D (u darct).

Vyizolovanou DNA jsem uskladnila do dal$iho zpracovani do lednicky a zbytek

krevniho vzorku jsem opét uschovala do mraziciho boxu.
4.2.1.3 Méreni koncentrace DNA

Piistroje:

e NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific, USA

Chemikalie:
e cluéni,, AE“ pufr, QIAGEN, Hilden, Némecko

e deionizovana voda

Postup:

Me¢éteni koncentrace DNA jsem provadéla pomoci pfistroje NanoDrop ND-1000 a
ptislusného ovladaciho a databazového programu ND-1000 V3.5.2. Pro inicializaci jsem
pouzila 2 pl deionizované vody a jako ,blank* roztok 2 ul ,,AE“ pufru. Poté jsem
promé&fovala 2 pl jednotlivych vzorki DNA a v programu je oznacovala pfisluSnym

identifika¢nim kodem.

4.2.2 Amplifikace sekvence DNA pomoci PCR-SSP

Chemikalie:

e Specifické a kontrolni primery, Generi Biotech, Hradec Kralové
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e Sekvence specifickych primert:
o 1169 Reverzni ATXN2L rs 8049439 varianta A: 5°cca tgg gtc agt ttc aag aaa a 3°
o 1170 Reverzni ATXN2L rs 8049439 varianta G: 5°cca tgg gtc agt ttc aag aaa g 3°
o 1187 Piimy konstantni ATXN2L rs8049439 5°tct gta ggc ctg tgc tga at 3¢

e Sekvence kontrolnich primert:
o 33 DRBex3 519 5’ tgc caa gtg gag caccca a 3°
o 34 DRB ex4 579 5°¢ gca tct tgc tct gtg cag at 3¢

e Taq polymeraza, Top-Bio, Praha

e Reakeni pufr pro PCR, Top-Bio, Praha

e Deoxynukleotidtrifosfaty (dGTP, dATP, dCTP, dTTP), Promega, USA

e deionizovana voda

Piistroje:
e Termocyklér DNA Engine TETRAD 2, MJ Research, USA
e Flow Box Telstar Bio Il A, Life Science Solutions, Spanélsko

e piiru¢ni minicentrifuga, LabNet, Korea

Postup:

Ptipravila jsem dva primerové mixy pro amplifikaci genu ATXN2L. Pro variantu C
jsem pouzila 85,8 ul Tris pufru, 5 ul primerového roztoku P1169, 5 ul primerového
roztoku 1187, 2,1 pl primerového roztoku P33 a 2,1 pl primerového roztoku P34. Pro
variantu T jsem pouzila 88,8 pl Tris pufru, 2 pl primerového roztoku P1170, 5 pl
primerového roztoku 1187, 2,1 ul primerového roztoku P33 a 2,1 pl primerového roztoku
P34. Poté jsem pftipravila reakéni smes pro PCR; na 1 reakci vychéazelo 1,3 pl 10x PCR
pufru, 0,1 pl smési 25 mmolxI™* dNTPs, 0,08 ul Taq polymerdzy a 6,52 pl deionizované
vody. Do pfipravenych mikrozkumavek pro PCR jsem pak napipetovala pfislusné
primerové mixy po 5 pl, k tomu jsem ptidavala 0,3 pl pfislusné DNA a 8 pl reakéni smési
pro PCR. Mikrozkumavky s pfipravenou PCR smési jsem vlozila do termocykléru a
nastavila protokol IL10 s nasledujicim ¢asovym a teplotnim profilem:

Zacatek:
e 96 °C po dobu 60s
Cyklické stiidani teplot:
e 5 cykli stiidani 96 °C po dobu 20s a 72 °C po dobu 65s
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e 21 cykla stfidani 96 °C po dobu 25s, 67 °C po dobu 50s a 72 °C po dobu 30s
e 4 cykly stiidani 96 °C po dobu 30s, 57 °C po dobu 60s a 72 °C po dobu 90s
e Do ukonceni je pak teplota udrzovana na 4 °C
Po ukonéeni PCR reakce jsem mikrozkumavky s produktem vyjmula a piemistila je

k elektroforetické komurce k dal§imu zpracovani.

4.2.3 Priprava 2% agarozového gelu a elektroforéza PCR smési, foceni

gelu

Piistroje:
e Zdroj napéti MP-500P, Major Science, Taiwan
e UV transiluminator EB 20, Ultra-Lum
o fotoaparat Polaroid DS34, Polaroid, USA

e software Gel Logic 112 system, Kodac

Chemikalie:
e agardza, Serva, Heidelberg, Némecko
e cthidium bromid, vodny roztok 10mg/ml, Top-Bio, Praha
e 0,5x TBE puft, ziskany fedénim 5x TBE pufru, ktery je slozeny z 0,5 mol x|
TrisCl, 0,66 mol X 1" H3BO3 a 5 mmol X I EDTA

Postup:

Do Erlenmayerovy banky jsem navazila 2g agardzy a k ni pfilila 100 pl 0,5x TBE
pufru. Gel jsem povafila v mikrovinné troubé a v momenté, kdy byla agar6za dokonale
rozpusténa a homogenizovana, jsem banku ptemistila do vodni 14zné€, kde jsem ho nechala
chladnout. Pii dosaZeni teploty 70 °C jsem do roztoku piidala 4 pl roztoku ethidium
bromidu a obsah banky jsem opatrné promichala. Roztok jsem poté nalila na pfipravenou
misku na gel, ohranic¢enou lepici paskou a s hiebinky v drazkach. Gel jsem nechala tuhnout
cca 30 minut do mlééného zakaleni. Po vyjmuti hiebinkl jsem gel pfenesla do horizontalni
elektroforetické komurky s elektroforetickym pufrem (0,5x TBE pufr).

Do jednotlivych PCR produktii jsem ptidévala 5 pl nanéasejiciho pufru a do jamek
gelu jsem pipetovala 10 pl vysledné smési pomoci vicekandlové pipety. Mezi kazdym

nanesenim jsem pipetu promyvala v elektroforetickém pufru. Po naneseni vSech vzorkl
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jsem elektroforetickou komurku uzaviela a zapnula zdroj napéti, na kterém jsem nastavila
130 V a cas 20 minut. Po uplynuti této doby jsem gel pfemistila z komlrky na UV-
transluminator a zkontrolovala vysledky elektroforézy. Pokud byly viditelné vysledky
Vv poradku, presla jsem k foceni gelu, a to bud’ pomoci fotoaparatu polaroid DS34 pfimo na
UV-transiluminatoru, nebo v transiluminacni komoie pomoci systému Gel Logic 112
napojeného na pocitac¢ se stejnojmennym softwarem. Vysledné fotky jsem zakladala

k vytisténym protokoliim nebo ukladala do databaze v pocitaci.

4.2.4 Statisticka analyza souboru pacientii genotypizovanych pro

polymorfismus v genu ITGA4

Statistickou analyzu jsem provedla na souboru 58 pacienti po transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék a jejich déarci. Rozdélila jsem soubor pacientii podle
nckolika zdkladnich charakteristik, jako je v€k, pivod krvetvornych bunék, typ darce, a
vypocitala genotypové a alelové cCetnosti pacientti i darcd. Z téchto genotypovych a
alelovych Cetnosti jsem poté vypocitala jednotlivé genotypové a alelové frekvence. Dale
jsem testovala Hardy-Weinbergovu rovnovahu genotypu S pouzitim aplikace v programu
MS Excel pro vypocet x-kvadratového testu s jednim stupném volnosti, kdy pro platnost
musi byt hodnota p>0,05. U souboru pacientli a darcii a pro sledovani signifikantnich
rozdili v podskupinach pacientll (pfitomnost ¢i absence akutni GVHD, pfitomnost ¢i
absence chronické GVHD, vazna ¢i nevyznamna akutni GVHD) jsem pouzila volné
dostupny statisticky program na internetové strance http://www.quantitativeskills.com/sisa
pod odkazem ,,Two by Two Table*, ktery pomoci y-kvadratového testu s jednim stupném
volnosti pocita hodnotu p pro testované podskupiny. Za signifikantni povazujeme rozdil,

ktery odpovida hodnoté p<0,05 pro uvedeny statisticky test.
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5. Vysledky

Izolace DNA

Z215 vzorkl krve pacientd a darct z Ceskych transplantacnich center jsem
vyizolovala DNA. Primérnd koncentrace ziskané DNA se pohybovala kolem 40 ngx ul’l,
naprostd vétSina se nachazela vrozmezi od 20 do 100 ngxul™. Pomdr absorbanci
A260/A280 byl pii zprimérovani vzorka piiblizné 1,8, u naprosté vétSiny jsem naméfila
rozmezi mezi 1,6 a 2,0. VSechny vzorky, které jsem izolovala, budou dale vyuzity pro
sledovani série minimaln¢ 20 SNP a n€kolika CNV (z angl. copy number variation)
genovych variant ve vztahu K tspé$nosti alogenni HSCT v ramci feSeni projektu Interni
grantové agentury MZ CR ,,Vybrané imunologické a imunogenetické parametry v predikci
nemoci Stépu proti hostiteli a uspeéSnosti alogenni transplantace krvetvornych kmenovych

bunék*.

Navrh, zavedeni a optimalizace genotypiza¢niho protokolu pro polymorfismus
ATXN2L rs8049439

Pro genotypizaci kandidatniho polymorfismu ATXN2L rs8049439 jsem navrhla a
optimalizovala PCR reakci, kdy jsem upravovala jeji teplotni profil a vstupni objem DNA
a primerd. Na zaklad€ prvnich experimentl bylo tfeba zvysit teplotu pfipojovani primert
(annealing) pro specifi¢téjsi hybridizaci primeru s pfislusnou alelickou sekvenci. Vysledny
protokol i s objemy reagencii je uveden v kapitole Material a metodika, reprezentativnim
vystupem této genotypizace je fotografie gelu s popisky na obrazku ¢. 3. Mnou zavedeny
protokol byl nasledné vyuzit pro ovéfeni spravnosti genotypizace polymorfismu ATXN2L
rs8049439 vysokokapacitni technikou MassArray Sequenom na souboru 187 kontrolnich
jedinct (paralelné typizovanych) jako souéast diplomové prace (Staffova K., Diplomova

prace, Olomouc 2013).
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Obrazek ¢. 3: Fotografie vysledkd elektroforézy amplifikovanych fragmenti DNA
Vv agarozovém gelu pro vysetfeni polymorfismu ATXN2L rs8049439 metodou PCR-SSP a

useku DNA pro vnitini kontrolu reakce.

10 11 12

SaBEEEREENES

Na obréazku €. 3 jsou velkymi pismeny oznaceny vzorky DNA od jednotlivych pacientd,
¢isla odpovidaji ¢islovani jamek. Ve vSech jamkach je v horni fad¢ patrny produkt, ktery
slouzi pro kontrolu prob&hnuti reakce. Do lichych jamek byla vlozena reakéni smés se
specifickym primerem pro alelu T, do sudych jamek pro alelu C. Vysledné specifické
amplikony jsou na obrazku zakrouzkovany zluté. Z obrazku Ize snadno urcit, Ze pacienti A

a B jsou homozygoti pro alelu C, pacienti E a F jsou homozygoti pro alelu T a pacienti C a

D jsou heterozygoti.

Statisticka analyza souboru pacientli a darci genotypizovanych pro polymorfismus
rs4667319 v genu ITGA4

Hlavnim cilem experimentélni casti této bakalatrské prace je sledovani ptipadného
vlivu genu ITGA4 na vysledek transplantace krvetvornych kmenovych bunék, a to formou
hledani souvislosti mezi jednotlivymi alelami SNP ITGA4 rs4667319 a vyskytem, formou
a zavaznosti GVHD. V tabulce ¢. 1 jsem shrnula hlavni charakteristiky testovaného
souboru 58 pacientt po HSCT, ze kterych je patrné, ze darci krvetvornych kmenovych
bunék pro tyto pacienty byli pfevazné nalézani v okruhu rodiny a &isla tykajici se zdroje
krvetvornych bunék dokumentuji preferovani odbéru krvetvornych bunék z periferni krve
pfed kostni dieni. Primérny ve&k pacientd byl 39 let, nejmladSimu bylo v dobé
transplantace 22 let a nejstarSimu 64 let. Akutni GVHD se po transplantaci objevila u 47 %
pacientt (27 z 58) a chronicka GVHD se vyvinula u 33% (19 z 58). Poté jsem na zakladé
dostupnych dat z genotypizace SNP ITGA4 rs4667319 metodou PCR-SSP vytvofila
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tabulku €. 2, ktera poskytuje tdaje o rozlozeni absolutnich poctii genotypti pacientii po
HSCT a jejich darcti v podskupinach charakterizovanych absenci nebo vyvojem akutni a
chronické GVHD a podle zavaznosti akutni GVHD (stupen O-1 proti stupniam [1-1V).
Z téchto dat jsem vypocetla hodnoty pro tabulku ¢. 3 srozlozenim alelovych a
genotypovych Cetnosti ve stejnych podskupinach. Alela G se vyskytuje ve vyrazné¢ mensim
poctu nez alela A a u nejvétsiho poctu testovanych osob, tzn. u 31 pacientt z 58 (51 %) a
29 darca z58 (50 %), se genotyp nachazel v homozygotnim AA stavu. Distribuce
genotypu testovaného polymorfismu byla v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou
jak v souboru pacientd (P = 0,090), tak v souboru darct (P = 0,885). Porovnavani pocti
nosica alel a frekvence vzacnéjsi alely probihalo u jednotlivych podskupin pacienti a
darcu; prvni srovnani bylo provedeno mezi pacienty s akutni GVHD a bez této nemoci,
stejnym zpusobem jsem srovnavala i jejich darce. Druhé srovnani jsem provedla
mezi podskupinami pacientt s klinicky vyznamnou formou akutni GVHD (stupen II-1V) a
zadnou az lehkou formou (stupen 0-1) a jejich darci. Na zavér jsem srovnala podskupiny
pacientt S vyskytem chronické GVHD a bez této choroby, stejné¢ jsem porovnavala i jejich
darce. Vysledky porovnavani jsou uvedeny v tabulce ¢. 4. Ukazalo se, Ze ani v jednom
z uvedenych srovnani mezi podskupinami nebyly signifikantni rozdily v zastoupeni alel
testovan¢ho polymorfismu a nelze tak zadné z téchto alel pfipisovat vyznamnéjsi vliv na

vyskyt, druh a stupet GVHD.
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Tabulka €. 1: Charakteristika souboru pacientti po HSCT a jejich darca

Pocet pacientii 58 Zdroj krvetvornych bunék
Pohlavi Kostni dien 16
Muzi 34 Periferni krev 41
Zeny 25 Chybgjici data 1
Typ darce Piiprava na transplantaci
Ptibuzny - jiny 2 Myeloablativni 50
Ptibuzny - sourozenec 38 Nemyeloablativni 7
Neptibuzny 18 Chybéjici data 1
Diagndéza pacienta Akutni GVHD
AML 26 Bez vyskytu 31
ALL 15 Stupen [ 7
CML 8 Stupen 1II 12
CLL 1 Stupen 11 5
MM 5 Stupen IV 3
AA 1 Chronicka GVHD
MDS 1 Bez vyskytu 39
CGD 1 extenzivni 9
Shoda v HLA znacich limitovana 10
Uplna 53 Relaps (navrat nemoci)
Neshoda (9/10, 8/10) 5 Bez vyskytu 39
Vék pri transplantaci S vyskytem 15
primér 39<22;64> | Chybgjici data 1
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Tabulka €. 2: Absolutni pocty genotypu testované¢ho polymorfismu genu ITGA4 u

pacientl a jejich darct v podskupinach podle vyskytu akutni a chronické GVHD.

Genotypy pacienti Genotypy darci
Vyskyt a druh GVHD
AA AG GG AA AG GG
aGVHD- 14 13 4 13 13 4
aGVHD+ 17 6 4 16 10 1
aGVHD
18 14 6 18 15 4
stupen O-1
aGVHD
13 5 2 11 8 1
stupen 11-1V
cGVHD- 22 13 4 22 12 4
cGVHD+ 9 6 4 7 11 1

aGVHD+/aGVHD-; cGVHD+/cGVHD-:

s akutni/chronickou GVHD a bez téchto komplikaci
aGVHD II-1V: Pacienti s klinicky vyznamnou aGVHD; aGVHD 0-I: Pacienti bez akutni

GVHD nebo s mirnou formou

Podskupiny pacientt a darcd po HSCT

Tabulka ¢. 3: Vysledné relativni genotypové a alelické frekvence testovaného

polymorfismu genu ITGA4 u pacientt a jejich darci v podskupinach podle vyskytu akutni

a chronické GVHD.
Alelické Alelické
Vyskyt a Genotypové Genotypové
frekvence frekvence
druh frekvence pacienti frekvence darcu
pacientii darci
GVHD
AA | AG | GG A G AA | AG | GG A G
aGVHD- | 0.452 | 0.419 | 0.129 | 0.661 | 0.339 | 0.433 | 0.433 | 0.133 | 0.650 | 0.350
aGVHD+ | 0.630 | 0.222 | 0.148 | 0.741 | 0.259 | 0.593 | 0.370 | 0.037 | 0.778 | 0.222
aGVHD 0.474 | 0.368 | 0.158 | 0.658 | 0.342 1 0.486 | 0.405 | 0.108 | 0.689 | 0.311
0-1
aGVHD 0.650 | 0.250 | 0.100 | 0.775 | 0.225 | 0.550 | 0.400 | 0.050 | 0.750 | 0.250
Hn-1v

33




; Genotypové Alelicke Genotypové Alelicke
Vyskyt a yPOv . frekvence yPO . frekvence
frekvence pacientii . frekvence darcu L.
druh pacienti dérci
GVHD I"AA TAG [GG | A | G |AA [ AG |GG | A | G
cGVHD- | 0.564 | 0.333 | 0.103 | 0.731 | 0.269 | 0.579 | 0.316 | 0.105 | 0.737 | 0.263
cGVHD+ | 0.474 | 0.316 | 0.211 | 0.632 | 0.368 | 0.368 | 0.579 | 0.053 | 0.658 | 0.342
aGVHD+/aGVHD-; cGVHD+/cGVHD-: Podskupiny pacienti a darci po HSCT

s akutni/chronickou GVHD a bez téchto komplikaci

aGVHD II-1V: Pacienti s klinicky vyznamnou aGVHD; aGVHD O0-I: Pacienti bez akutni

GVHD nebo s mirnou formou

Tabulka ¢. 4: Hodnoty p (x-kvadratovy test) pro porovnani nosiéstvi a alelické frekvence

polymorfismu genu ITGA4 pacienti a darct podle vyskytu akutni GVHD, Klinicky
vyznamné akutni GVHD a chronické GVHD.

Nosicstvi alely | Nosicstvi alely | Frekvence alely
Podskupiny pacientii a darca
A (hodnota p) G (hodnotap) | G (hodnota p)
Pacienti 0,833 0,175 0,352
aGVHD +/-
Dareci 0,199 0,230 0,133
aGVHD 0- Pacienti 0,543 0,201 0,192
11-1v Darci 0,459 0,647 0,494
Pacienti 0,263 0,517 0,275
CGVHD +/-
Dareci 0,508 0,733 0,381
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6. Diskuze

Metoda PCR-SSP, kterou jsem se v experimentalni ¢asti své bakalaiské prace
zabyvala, patii mezi dlouho pouzivané konvenc¢ni techniky genotypizace polymorfismu
predevsim typu SNP. I kdyz je PCR-SSP postupné ve vyzkumnych aplikacich nahrazovana
vysokokapacitnimi metodami jako jsou MassArray (hmotnostni spektrometrie), microarray
nebo ,,next-generation” sekvencovani, stidle se vyuziva napf. v rutinnich genotypizacich
HLA znakl pro ucely testovani histokompatibility u transplantaci. K optimalizaci
protokolu pro genotypizaci polymorfismu genu ATXN2L, ktery je kandidatni variantou
s moznym vlivem na vysledek transplantace vzhledem ke svému spojeni se zanétlivym
onemocnénim stiev, jsem pouzila DNA zdravych kontrolnich jedinci i pacientii po
transplantaci z ¢eskych transplantac¢nich stiedisek. Podle pfedpokladi vyzadoval protokol
pro PCR-SSP genotypizaci uvedeného polymorfismu né€kolik optimalizacnich zasaht
(zmény teplot anealingu, korekce koncentraci specifickych primert). Pii zavadéni techniky
jsme pozorovali zietelnou zavislost kvality vysledki genotypizace na metodé izolace
DNA. Je tedy tfeba vzdy protokol pfizplsobit charakteru a kvalit¢ vstupniho templatu.
Kromé této nevyhody (novéjsi techniky byvaji obecné méné citlivé na pivod a kvalitu
vstupni DNA), patii mezi dals$i nevyhody PCR-SSP jeji pracnost a omezena kapacita.
Nespornou vyhodou PCR-SSP je naopak jeji nendro¢nost na pfistrojové vybaveni.
Rozsahly soubor vzorkit DNA pacientli po transplantaci a jejich darci, které jsem
v praktické casti bakalaiské prace ziskala, bude vyuZzit pro typizaci sady dalSich
kandidéatnich polymorfisml s potencidlem nalezeni nebo potvrzeni jejich efektu na
vysledky transplantaci.

Gen ITGA4, kterym jsem se v této praci dale zabyvala, koduje a4 podjednotku
nékterych integrint. Integrin auf; nachazejici se na povrchu lymfocytl se specificky vaze
na slizni¢ni adresin MAdCAM-1 a umoznuje T-lymfocytim darce vstoupit do stfevni
tkdn€, coz je jeden z cilovych organi pro GVHD. Vyfazeni uvedeného signaliza¢niho
mechanismu prokazateln¢ snizuje zavaznost GVHD na zvifecich modelech. Na pracovisti,
kde vznikla mé bakalarskd prace, byly publikovany vysledky tykajici se asociace
polymorfismu genu pro IL-6 a akutni GVHD (Ambruzova a kol., 2008) a také vysledky
poukazujici na asociaci variant genu pro MAdCAM-1 s akutni GVHD (Ambruzova a kol.,
2009). Pravé diky dikazu o funkci MAdCAM-1 v potransplantacnich komplikacich a
studii, ktera dokazala spojitost absence P7 podjednotky integrinu s mensim vyskytem
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GVHD (Waldman a kol., 2006), jsem se v této bakalaiské praci zamétila na ITGA4 gen
jako dalsi mozny faktor ovliviiujici vysledek transplantace. V ramci statistické analyzy
souboru pacientti typizovanych pro SNP rs4667319 v genu ITGA4 jsem vSak nenalezla
signifikantni rozdily v genotypech a alelovych Cetnostech mezi pacienty postizenymi
akutni nebo chronickou GVHD a pacienty bez téchto komplikaci. Tyto vysledky by mohly
byt interpretovany tak, ze testovana varianta genu pro ITGA4 nemé zasadni vliv na vyskyt
GVHD po transplantaci. Vzhledem Kk tomu, Ze byl analyzovan pomérné maly soubor
pacientt, bude pro definitivni zavér o uplatnéni genové variability genu ITGA4 u
transplantace krvetvornych kmenovych bunék tfeba nezavislé potvrzeni na rozsdhlejSim

prospektivnim souboru, které je planovano.
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7.Zaveér

Transplantace krvetvornych kmenovych buncék je zésadni metoda pro 1écbu
malignich onemocnéni krvetvorby i1 pro fadu nemalignich onemocnéni. Jako zdroj
krvetvornych bunék se dnes pouziva nejcastéji periferni krev od co nejvice geneticky
shodného darce. Kli¢ovou roli zde hraji geny MHC komplexu, u ¢lovéka nazyvané HLA,
které produkuji hlavni proteiny tkanové slucitelnosti, které mohou byt rozpoznavany
darcovymi T lymfocyty. Vysledek transplantace je ovSem ovlivnén i jinymi polymorfismy,
a to zejména v genech spojenych s imunitni odpovédi organismu.

V této bakalarské praci jsem se zabyvala jednonukleotidovymi polymorfismy ve
dvou genech — v genu ATXN2L a ITGA4. Pro gen ATXN2L jsem uspésné zavedla protokol
pro jeho genotypizaci a provedla jsem statistickou analyzu na souboru pacientll a jejich
darcti typizovanych pro jednonukleotidovy polymorfismus rs4667319 v genu ITGAA4.
Porovnavala jsem nosic¢stvi alel a Cetnost alely rs4667319 G ve tfech subanalyzach; v prvni
jsem porovnavala pacienty podle vyskytu akutni GVHD, v druhé stupen 0-I akutni GVHD
s pacienty s klinicky vyznamnou akutni GVHD stupné 1I-1V. Tteti subanalyza srovnavala
vyskyt a absenci chronické GVHD. Tyto analyzy ukazaly, Ze v daném souboru nabyly
zjistény signifikantni vysledky podporujici spojeni testovaného polymorfismu ITGA4 genu
s n€kterou z forem nemoci $tépu proti hostiteli.

Pro definitivni ovétfeni zdvislosti testovaného polymorfismu i1 dalSich variant
s vysledky HSCT je do budoucna zadouci pracovat s vétSimi soubory pacientt a
ptislusnych darci — K pfipravé takové studie piispéla mj. zpracovanim biologického

materidlu 1 tato bakalaiska prace.
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8. Seznam pouzZitych zkratek

AA
ALL
AML
CGD
CLL
CML
CMV
GVHD
GVL
GVT
HLA
HSCT

IL
INF
MDS
MHC

MM
NOD2
PCR
Phl
SNP
SSOP

SSP
TNF
TRM

aplastickd anémie

akutni lymfoblastické leukémie

akutni myeloidni leukémie

chronicka granulomat6zni choroba

chronicka lymfoblastickéd leukémie

chronickd myeloidni leukémie

cytomegalovirus

graft-versus-host disease — nemoc §té€pu proti hostiteli
graft-versus-leukemia — efekt sté€pu proti leukémii

graft-versus-tumor — efekt $tépu proti tumoru

human leukocyte antigens — lidské leukocytarni antigeny
hematopoietic stem cell transplantation — transplantace krvetvornych
kmenovych bunck

interleukin

interferon

myelodysplasticky syndrom

major histocompatibility complex — hlavni histokompatibilni
komplex

mnohocetny myelom

nucleotide-binding oligomerisation domain containing 2

polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce
Philadelphia chromosome — filadelfsky chromozém

single nucleotide polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus
sequence-specific oligonucleotide probe — sekvencné specificka
oligonukleotidova sonda

sequence-specific primer — sekvenéné specificky primer

tumor nekrotizujici faktor

treatment related mortality — umrti spojené s 1é¢bou
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