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Abstrakt

Bakalarska prace s nazvem VysSetfeni antigentit HLA systému u pfijemct a darct
kostni dfené v HLA laboratofi se zabyva problematikou darcovstvi kostni dfené,

ktera je zaloZena na vzdjemné komplementarité HLA antigenti obou jedincti.

V teoretické ¢asti je popsan HLA systém clovéka, jenZ je rozclenén na dané tfidy
a komplexy, oznacované mezinarodni nomenklaturou. Jsou zde rovnéz nastinény
zdkladni principy HLA typizace, stanovujici se sérologickymi a predevSim
molekuldarné-genetickymi metodami. Druha cdast se zaméfuje na proces
transplantace kostni dfené, ktery je zde specifikovan pfesnym popisem prubéhu,
zahrnujicim indikaci pacienta, vyhledani vhodného darce, predtranspantacni

vysetfeni, samotny zakrok i komplikace spojené s odhojenim.

Prakticka cast se zabyva typizaci HLA systému na arovni low a high resolution,
konkrétné pritomnosti HLA antigent a KIR genti. Pozornost je zde vénovana
stanoveni komplementarni dvojice recipient-donor a naslednému monitorovani
prubéhu transplantace, které se zamétuje na zaclenéni stépu kostni drené. V ramci
metodiky prace jsou zpracovana data, poskytnutd Oddélenim HLA Ustavu
hematologie a krevni transfuze v Praze, umoZnujici zhodnoceni HLA genotypizaci
a pribuznych i nepfibuznych transplantaci kostni dfené v priibéhu uplynulého

roku.
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Abstract

Investigation of HLA antigens in recipients and donors of bone marrow in the
HLA laboratory deals with bone marrow donation which is based on HLA match

of both individuals.

The theoretical part describes human HLA system which is divided into classes
and complexes named by International Nomenclature. There are also described
basic principles of HLA typing, determined by serological and especially
molecular-genetic methods. The second part is focused on the process of bone
marrow transplantation, which is specified by accurate description of the process,
including indication of the patient, searching for suitable donor, pre-transplant

screening, as well as intervention and complications associated with rejection.

The practical part is devoted to typing of HLA system at the level of low
and high resolution, especially the presence of HLA antigens, KIR genes
and immunogenicity prediction. Also, the determination of match between
recipient and donor and subsequent monitoring of transplantation is described,
focusing on incorporation of bone marrow graft. Within the work methodology are
compiled data which are provided by HLA department of Institute of Hematology
Blood Transfusion in Prague which enable us to evaluate genotyping of HLA

and related and unrelated bone marrow transplantation during the past year.
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1 UVOD

Hlavni histokompatibilni systém je soubor gent, ktery se vyznamné podili
na rozliSeni vlastnich a cizorodych komponentt v organismu. Tyto antigeny,
nachdzejici se v téle clovéka, jsou specificky oznacovany jako HLA komplex.
Aktivni tucasti HLA komplexu na likvidaci cizich tkdni, dochdzi k odstraniovani
nezadoucich ¢astic z organismu. Mnohdy vSak nastane rovnéz eliminace bunék
clovéku prospésnych. Shoda pfitomnych HLA antigenti darce a pfijemce je proto
klicovym aspektem umoZnujicim realizaci transplantaci kostni dfené,

i transplantaci obecné.

To je jednim z dhvodd, pro¢ se v odvétvich imunologie, hematologie
a transfuziologie rozviji stale nové, preciznéjsi technologie. Cilem je dosdhnout,
co nejvyssi ochrany zdravi jedince se soucasnym vyloucenim rizik, spjatych

s potransplanta¢nimi reakcemi.

V soucasné dobé probihd typizace HLA systému, na relativné vysoké trovni,
pomoci molekuldrné genetickych metod. Existuje celé spektrum rutinné
vyuzivanych i teprve testovanych analyz, poskytuyjicich informace o konkrétnich
sekvencich pfitomnych v genomu jedince. PfedevSim nejnovéjsi technologie
sekvenovani druhé a treti generace, pfispivaji ke zkvalitnéni vysledkt a zvySeni
bezpecnosti. Na zakladé stanovené nukleotidové sekvence pacienta nasledné
probiha vyhleddni nejvhodnéjsiho darce, spliujictho svymi parametry, kritéria

pro uspésnou transplantaci.

Pravdépodobnost nalezeni jedince se zcela komplementarnimi antigeny
v dneSni dobé roste spolecné s mnoZstvim dobrovolnikti, evidovanych
v narodnich registrech darcti kostni dfené, ktefi maji zastoupeni po celém svété.

Pocet dobrovolnych darcti, se za dobu své existence, vysplhal az k 30 miliontim,



coz neni zdaleka konecny vysledek. Nedilnou soucast tvofi i Cesky narodni registr

dércti dfené a Cesky registr darcti krvetvornych bunék v prazském IKEMu

Hlavnim cilem prace je, na zdkladé teoretickych znalosti o histokompatibilnim
systému clovéka, molekularni typizaci lidského genomu, specifité kostni dfené
a zakonitostech transplantace, uvedenych v prvni ¢asti prace, provést laboratorni
vySetfeni HLA komplexu u vybrané pacientky, indikované k transplantaci kostni
dfené. Vstupem je volba nejvhodnéjsiho darce, z genotypizovanych pfibuznych
a nepfibuznych jedinci, a konfrontace vysledku s lékafskym rozhodnutim.

Nasledné je tfeba ziskat zpétnou vazbu a zhodnotit ispésnost transplantace.

Dal$im cilem je vytvofit rovnéz statisticky prehled mnozZstvi typizovanych
pacientti a jejich potencidlnich darcti na oddéleni HLA Ustavu hematologie

a krevni transfuze za rok 2016.

Zavérem bakalarské prace je uréeni HLA antigenti pacientky metodou
PCR-SSP, pomoci které bude ze seznamu potenciondlnich darcti stanoven jeden,
jenz poskytne darcovsky Stép pro transplantaci kostni dfené. Vysledkem
statistického zkoumani je srovnani vyskytu potencidlnich pfibuznych
a nepiibuznych darct kostni dfené a potvrzeni ¢i vyvraceni polymorfismu HLA

systému.
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2 SOUCASNY STAV
2.1 Hlavni histokompatibilni systém clovéka

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC -Major Histocompatibility Complex)
predstavuje geneticky systém, odpovédny za rozezndvani cizorodych molekul
u viech zivociSnych druhti. Lze ho tudiZ nalézt nejen u clovéka, ale naptiklad
i u prasete domaciho pod oznadenim SLA systém nebo mysSi domadci jako H2
systém lokalizovany na 17. chromozomu.[1] U lidského jedince se jedna o komplex
zvany HLA (Human Leucocyte Antigen). Nazev HLA byl ptivodné odvozen
od objevu histokompatibilnich antigeni na burikdch imunitniho systému. Dnes
je znamo, Ze HLA systém je tvofeny specifickymi membranovymi glykoproteiny,
tzv. histokompatibilnimi antigeny, determinujicimi povrch bunék vSech organt.
Kazdy clovék tak nese na povrchu svych bunék unikatni sestavu molekul HLA
L. a II. tfidy. VSichni lidé, pouze s vyjimkou monozygotnich dvojc¢at nesoucich zcela

totozné antigeny, jsou tedy v tomto systému naprosto ojedinéli. [2]

Hlavni histokompatibilni systém clovéka zahrnuje vice nez 200 genu
podilejicich se na regulaci imunitni reakce organismu. Jednd se o soubor tésné
vazanych genetickych lokusti, vyznacujici se svou komplexnosti a polymorfismem.
V pripadé, Ze ma systém vice jak dva lokusy, oznacuje se za komplexni. Stfida-li
se vSak dvé a vice alel na urcitém lokusu, hovofi se o charakteru polymorfnim. [2]
V rdmci populace se jedna o rtizné varianty genti na daném lokusu u jednotlivych
jedinci. Komplex HLA tvofi v lidském genomu unikdtni oblast s vysokou
koncentraci genti na relativné kratkém tseku DNA. Lokalizace HLA komplexu je
na kratkém raménku 6. chromozomu a jeho velikost je odhadovana na 4,4 az 6x10°.
Zminény usek DNA tvori pouze tisicinu celého genomu, i pfesto vSak patfi
k nejprozkoumanéjsim. [1] Genovy komplex HLA obsahuje kromé genti kddujicich
HLA L. a IL. tfidy i geny pro nekteré slozky komplementu, cytokiny, podjednotky

proteazomu a peptidovych pump nebo stresové proteiny. [3]
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2.1.1 Struktura a déleni HLA antigenti

Molekuly HLA systému jsou, na zakladé struktury a funkce, rozdéleny do tfi
skupin. Kombinace I. a II. tfidy vytvafi unikatni sestavu HLA molekul specifickou
pro kazdého jedince. Tyto tfidy HLA glykoproteint se svou strukturou fadi mezi
heterodimery. Tfida III. se od pfedchozich dvou vyclefiuje svou funkci
i morfologicky odliSnymi produkty. Struktura HLA antigenti umoZnuje vytvaret
vazebné misto pro pripojeni antigennich polypeptidil cizorodych ¢astic, za jejichz
rozpoznani jsou zodpovédné T-lymfocyty, jimz jsou peptidy ndsledné
predkladany. Zminéna schopnost se oznacuje jako restrikce. Endogenni castice
jsou po navazani svych antigennich fragmentt na molekuly HLA 1. tfidy
prezentovany cytotoxickymi CD8+ T-lymfocyty. OvSem antigenni peptidy
exogennich c¢astic maji, po zpracovani tzv. APC bunkami, afinitu k molekulam

HLA L tfidy a jsou zaznamenavany pomocnymi CD4+ T lymfocyty. [2]

Molekuly HLA I. tfidy

Molekuly HLA 1. tfidy jsou pritomny na vsSech jadernych burnkdch organismu.
V nejvétsi mite, zhruba 40 gend, se vyskytuji na burikdch imunitniho systému, dale
pak na epitelovych bunkach, hepatocytech, burikach ledvin a CNS.[5] HLA
molekuly I. tfidy maji schopnost vystavovat peptidy, vzniklé Stépenim bilkovin
z cytosolu. Intracelularni proteiny jsou svou degradaci, za souc¢asného ptisobeni
proteolytickych enzymti, preménény na endogenni peptidové fragmenty,
prezentujici se jako peptidovy komplex spoleéné s HLA molekulou I. tfidy
na povrchu bunky. Cytokiny maji rovnéz zdsadni vliv na prubeh exprese molekul
HLA 1. tfidy. Ve vyjimecnych pfipadech jejich ptisobenim k expresi v dutsledku
imunodeficience viibec nedochdzi. [4] Diky Siroké tkanové distribuci, se provadi
na vSech zminénych burikdch zpracovani antigenti, za soucasné aktivace
cytotoxickych CD8+ T-lymfocytd. HLA I. tfidou jsou prezentovany predevsim

virové antigeny, vytvorené v nitru bunky. [5]
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Strukturné maji molekuly HLA I. tfidy podobu heterodimeru tvofeného dvéma
glykoproteinovymi fetézci. TéZky fetézec a, sestaveny z 338 aminokyselinovych
zbytkt, upevnuje celou molekulu v cytoplasmatické membrané, ktera jej rozcleniuje
na tfi funkéni domény: extraceluldrni hydrofilni oblast, v niz se nachdazi
aminoskupinovy konec (-NH:) molekuly, prostfedni transmembranova hydrofobni
oblast a posledni cytoplasmaticka hydrofilni oblast, do niz je orientovan konec
karboxylovy (-COOH). Cast extracelularni je slozena z domén: o
s oligosacharidovych postrannim fetézcem, a2 a z konzervativni domény as,
ukotvujici molekulu. [2,5] Vzdjemnym pusobenim N-termindlnich domén a1 a ae,
se rozviji uzavrené vazebné misto pro antigenni peptid o délce 8-10 aminokyselin.
Vazebné misto, které se nachdzi na povrchu proteinu, ma tvar ryhy, jejiz dno je
tvofeno nize situovanou tfeti doménou as spolecné s [-mikroglobulinem. [4]
Doménova stavba molekuly vznikd pouze za predpokladu, Ze proteinovy fetézec
obsahuje 2 aminokyseliny cysteinu v urcité vzdalenosti. Molekuly cysteinu
propojenim svych sulfanylovych skupin vytvofi disulfidicky mustek uzavirajici

cysteiny do kruhu. [6]

Druhym glykoproteinovym fetézcem je nekovalentné asociovany lehky fetézec
B, tvofeny nepolymorfnim proteinem (2-mikroglobulinem (2m), ktery zodpovida
za orientaci celé molekuly. B fetézec neni trvale zafixovan v cytoplasmatické
membrané, pouze se na fetézec a pripojuje v misté domény as.[4] B2-mikroglobulin
je, diky své struktufe, fazen mezi imunoglobuliny a v chemické terminologie se

jedna o rozpustny protein tvoreny 99 aminokyselinami. [5]

Geny kodujici molekuly HLA L. tfidy

Nejvyznamnéjsi geny HLA . tfidy, tzv. geny klasicke, 1ze nalézt na lokusech
HLA-A,-B,-C, lokalizovanych nejvzdalenéji od centromery chromozomu. Jedna se
o geny s vysokou expresivitou a polymorfismem. Jejich produkty se vyskytuji
prevazné v lymfatickych organech imunitnich systému a oznacuji se za

transplantacni antigeny. [2] Geny neklasické jsou svou strukturou velmi podobné
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gentim klasickym. Jsou taktéZ tvofeny podobnym transmembranovym fetézcem «
spolu s [3am, vykazujici vSak oproti klasickym omezeny polymorfismus. Vyskytuji
se na lokusech HLA-E,-F,-G, z nichZ HLA-E vaze signalni peptidy biosyntetickych
prekurzora HLA -A,-B,-C,-G a embryondlni HLA-G chrani plod v priibéhu
gravidity. [3] HLA L tfidy zahrnuje pfiblizné 20 genti, z nichZ 6 je tvoreno tzv.
exony kodujicimi ou a oz doménu. Pouze sekvence 2. a 3. exonu se vSak podili
na urceni struktury vazebné ryhy. [4] Soucasti tfidy jsou i pseudogeny, neschopné

prepisu do molekuly RNA (geny HLA-H,-],-K,-L a -X). [2]

Molekuly HLA II. tiidy

Vyskyt molekul HLA 1II. tfidy je omezen pouze na vybrané buriky, které jsou
schopny predkladat antigen. Takové bunky jsou nazyvany jako antigen
prezentujici bunky (APC), mezi které se fadi B-lymfocyty, dendritické buriky,
monocyty, makrofagy, pfipadné Langerhansovy ostrtivky. Molekuly HLA II. tfidy
maji tudiZ podstatné nizsi tkanovou distribuci oproti molekuldm I. tfidy.[6] Expresi
antigenu a jeho zpracovani vyvolavaji aktivaci pomocnych CD4+ T-lymfocytd,

¢imz zprostredkuji regulaci funkce imunitniho systému. [2]

Obdobné jako u molekul HLA I. tfidy vytvari i molekuly HLA II. tfidy svou
strukturou heterodimer, sloZzeny ze dvou glykoproteinovych fetézcli spojenych
nekovalentni vazbou. [2] Tézky fetézec a, sestaveny 229 aminokyselinami, je
rozliSen na doménu a1, a2 a obsahuje dva postranni oligosacharidové fetézce.
Lehky fetézec [3, slozeny z 237 aminokyselin, je rovnéZ tvofen dvéma doménami
P1, P2, avSak pouze s jednim oligosacharidem. [5] Vazebny Zlabek, urceny pro
antigenni peptid, je zajiStén interakci vZdy prvnich domén od kazdého fetézce,
tedy N- termindlnich domén ou a Pi. SlouZi jako vazebné misto oteviené, které
umoznuje napojeni antigennich fragmentti az o délce 15-35 aminokyselin. [2]
Ve zminéném zldbku, je lokalizovan polymorfismus molekul II. tfidy, ktery

specifikuje vazbu riiznych antigenti. Zbylé transmembranové kotvici sekvence o
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a P2 jsou povazovany za domény konstantni, které slouzi jako opora pro

vzdalenéjsi domény au, 1, a k celkovému upevnéni molekuly. [4]

Geny kodujici molekuly HLA II. tfidy

Geny kodujici HLA antigeny II. tfidy 1ze nalézt v tzv. -D regionu, jenzZ je umistén
nejbliZze k centromefe chromozomu. Ten je tvofen tfemi podoblastmi, lokusy HLA
-DR, -DQ, -DP. Nejvyznamné&jsi HLA-DR zahrnuje 10 HLA genti. Molekuly HLA II.
tfidy se skladaji z dvou polymorfnich fetézt a a 3, kddovanych geny HLA II. tfidy
A a B (tedy DRA1 a DRB1; DQA1 a DQB]I, ...). Geny tudiz obsahuji 5 exonti, z nichZ

jen 2. exon koduje oblast vazebného zlabku. [4]

Tabulka 1: Porovndni molekul HLA L. a Il. [7]

Trida L. Trida II.
Lokus HLA -A,-B,-C HLA-DR, -DQ, -DP
Heterodimer Heterodimer
Struktura 44 kDa tézky fetézec 32 kDa a fetézec
12 kDa Bam 28 kDa [3 fetézec
Distribuce Praktlck}i vSechny B bl_mky, Ir}akrofzjlgy,
burniky aktivované T burky
Navazani antigennich ~ Navazani antigennich
Funkce peptidi a prezence T peptidi a prezence T
burikami CD8* burikami CD4*
Délka peptidu 8-10 AMK zbytk 10-25 AMK zbytkt

Molekuly HLA III. tfidy

Oblast HLA III. tfidy se nachazi na pomezi HLA I. a HLA II. tfidy, konkrétné
mezi HLA-B a -DR. Zahrnuje predevsim geny kodujici solubilni faktory, proto
je nékdy oznacovdna za oblast komplementovou. [1] Obsahuje tedy geny pro

slozky komplementu (C2, C4, faktor B), cytokiny, stresové proteiny Hsp a dalsi. [2]
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The human major histecompatibility complex
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Figure 31-3 Map of the HLA complex. The three regions of the HLA complex, class 11, class 111, and class I, were named for the class of
genes first mapped (o cach region. The numbers below the line denote kilobases of DNA within the 4000-kb HLA complex.,

Obrazek 1: Lidsky hlavni histokompatibilni komplex [7]

2.1.2 Nomenklatura HLA systému

Nazvoslovi HLA systému stanovuje Nomenklaturni komise Svétové
zdravotnické organizace (WHO). Tato organizace byla v roce 1968 zaloZena za
ucelem tvorby pfehledného a uceleného pojmenovani HLA systému. V roce 2010
byl zaveden novy rozsiten€jsi systém zarazovani alel dle sekvencni podobnosti.
Aktualni informace ohledné HLA nazvoslovi poskytuje:

http://hla.alleles.org/nomenclature/index.html. [4]

HLA systém je v soucasné dobé znafen dle dvou zavedenych zptisobt
pojmenovani. Sérologicky typ nomenklatury, zalozeny na nazvu genovych
produktd, neboli antigenti, a molekuldrné-geneticky typ, zavedeny pozdéji
na zakladé rozvoje polymerdzové fetézové reakce. Genotypizaéni nomenklatura
spociva v pojmenovani alelovych nukleotidovych sekvenci. Ty lze rozdélit dle
poctu mist na obecnéjsi Low resolution a specifictéjsi High resolution, poskytujici
hlubsi informace o nukleotidech DNA. Genotypizacni ndzvoslovi umoznuje, oproti
sérologickému vicemistné znaceni alel. Pfikladem je HLA-A*02:01, kde jsou lokusy
vyjadfeny velkymi pismeny, sérologicka specifita prvnimi dvéma cislicemi po *

a konkrétni alely skryvajici se pod ¢islicemi oddélenymi dvojteckou. [2]
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Obrizek 2: Ukdzka tvorby ndzou HLA alel podle soucasného ndzvoslovi [4]

2.1.3 Polymorfismus HLA antigenti

HLA systém clovéka je nejpolymorfnéjsi genovou sekvenci lidského genomu.[9]
Polymorfismus je zptisoben vysokym poctem kombinaci rtiznych alel v urcitém
genovém lokusu. VSechny lokusy zahrnuji nékteré z mnoha alel, pouze lokus
kédujici o fetézec molekul HLA-DR je monomorfni. [1] Retézce molekul HLA I.
a I tfidy se od sebe casto razantné lisi. Rozdil je mozné pozorovat az u dvaceti
aminokyselin, coZ ma zasadni vliv na jejich antigenni vlastnosti. [2] Kazdy jedinec
zplozeny z genetického hlediska ndhodnym pohlavnim rozmnoZovanim, nese
na povrchu svych bunék unikatni sestavu molekul HLA. I a I tfidy, jeZ je urcena
spojenim alel matky a otce. [1] Nejvice polymorfni jsou molekuly HLA 1. tfidy,
konkrétné ty klasické, u nichz je zndmo, Ze HLA-A ma4 2747 variant, HLA-B 3465
variant a HLA-C 2450 variant. Polymorfismus je prokdzan i u molekul HLA II.
tfidy, kde HLA-DR ma 1711 variant, HLA-DP 627 variant a HLA-DQ
751 variant. [36] Celkovy pocet individudlnich variant antigenti je odhadovan
na 20 miliard. Pravdépodobnost, Ze by se dva jedinci ndhodné shodovali az ve
dvanacti alelach, je tudiz priblizné 1:150 miliarddm. Dle téchto statistickych analyz
je téméf nerealné nalézt jedince s tplné identickymi HLA antigeny. Vyjimku tvori
pouze jiz zminénd monozygotni dvojcata. [10] Polymorfismy jsou zalozeny
na usporadani DNA. Na vzniku novych alel se tudiZ soucasné podili nékteré
genetické mechanismy, zasahujici do sekvence nukleotidd, jako jsou napfiklad

bodové mutace, rekombinace a genové konverze. Hlavni metodou pro detekci
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HLA polymorfismu je tedy uZivdna polymerdzova fetézova reakce (PCR).

Lokalizaci jednotlivych polymorfismii 1ze poté sestavovat tzv. genetické mapy. [5]

2.2. Sérologicka typizace

Rozvoj v rozpoznavani lidskych leukocytarnich antigenti zapocal zasluhou
transfuzni mediciny, ve spojitosti s transplantacemi. VySetfeni HLA antigenti se
rovnéz vyuziva v oblastech forenzni mediciny, pfi urcovani paternity ¢i jinych

stavech asociovanych s rliznymi skupinami antigend. [11]

Stanoveni HLA fenotypu vysetfovaného jedince se oznacuje terminem HLA
typizace. Metody jejlho wurcéovani lze rozdélit obdobné jako pifi tvorbé
nomenklatury HLA systému. Historicky starsi, sérologicka typizace, se zabyva
konkrétnimi HLA antigeny vyjadfenymi na povrchu bunéénych membran.
Inovativni metoda, molekularné-genetické typizace, identifikuje HLA alely

na urovni DNA dle dané sekvence nukleotidti kodujicich HLA antigeny. [5]

Obrizek 3: Laboratorni postupy pouzivané pro typizaci HLA systému [1]
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Sérologické metody umoznuji pomérné velmi rychlé vyhodnoceni s celkové
niz§imi ndklady a nendro¢nym lehce dostupnym vybavenim laboratore. AvSak
vysledky nejsou, za kazdych okolnosti, zcela pfesné. [4] Urcité antigeny,
pfi nedostate¢ném vyjadfeni na povrchu bunék, zapficinuji faleSnou negativitu.
Oproti tomu antigeny kfiZové reagujicich skupin zptisobuji faleSnou positivitu.
Metodou nelze identifikovat ani antigeny bunék s pozménénou morfologii

¢i zaznamenat zmény v HLA lokusech na trovni DNA. [2]

Lymfocytotoxicky test

Prikaz HLA molekul se realizuje na destickdch s predem navazanymi
diagnostickymi séry. Tyto tzv. Tarasakiho desky poskytuji Siroké spektrum
protilatek proti vétsiné znamych HLA antigenti. Pacientovi jsou tedy z krve
izolovany T- a B-lymfocyty HLA I. tfidy a B-lymfocyty HLA II. tfidy, které
se nechaji reagovat s typiza¢nimi séry. Naslednou inkubaci a navazanim, nejcastéji

krali¢iho komplementu, 1ze pomoci fdzového kontrastu, test vyhodnotit. [2]

Mikrocytotoxicky test

Sérologicky lze také stanovit molekuly HLA II. tfidy, konkrétné HLA DR a DQ,
pomoci mikrocytotoxického testu pracujictho vyhradné s B-lymfocyty
zkoumaného pacienta. Ty jsou imunomagneticky selektovany z periferni krve,
diky ¢emuz pomérné snadno poskytuji dostacujici mnozstvi molekul HLA II. tfidy

nesoucich na svém povrchu. [1]

2.3 Molekularné-geneticka typizace

V dusledku omezené trovné rozlisSitelnosti sérologické metody byla vyvinuta
presnéjsi, reprodukovatelnéjsi a rozsifenéjsi molekularné-geneticka metoda.

Nejvétsim rozvojem prosly genotypizacni techniky od 80. let 20. stolet],
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diky ¢emuz je dnes mozné zvolit si tu nejvhodnéjsi dle pozadovaného stupné

rozliSeni genotypu. [4]

Podle urovné identifikace se metody rozliSuji na low resolution, umoznujici
pfifazeni alely k urcité alelické skupiné a specifictéjsi high resolution, zabyvajici
se urcovanim konkrétni HLA alely.[12] Obé varianty pracuji s pfedem izolovanou
DNA z leukocytt periferni krve. DNA je moZné ptipadné ziskat i stérem ze sliznic,

slin ¢i jinych tkani. [4]
RFLP

Prvni metodou aplikovanou k typizaci HLA alel, na trovni DNA, byla RFLP,
neboli urcovani polymorfismu délky restrikénich fragmentt.. Tato technologie
funguje na podstaté enzymatického Stépeni specifickych restrikénich mist DNA.
Bakteridlni endonukleazy rozdéluji molekulu DNA na rtizné dlouhé tseky. Casto
se jedna pouze o ne€kolik parti bazi, které jsou nasledné rozdéleny a vizualizovany
na elektroforetickém gelu. [13] RFLP se s rostoucim polymorfismem HLA alel jiz
tak hojné nepouziva. Nékdy vSak jesté mitize slouzit v nepfimé diagnostice
k urcovani otcovstvi, identifikaci osob v kriminalistice, studiich polymorfismu

¢i prenatalnimu vySetfeni na srpkovitou anemii. [5]
2.3.1PCR

ZmnozZeni useku DNA bylo téméf do konce minulého stoleti provadéno pomoci
vkladani fragmentti do bakterii, kvasinek ¢i bunék jinych organismt. Pro tspésnou
replikaci vSak bylo tfeba zajistit vhodnych podminek, zabranujicich rozkladu
pfijaté DNA, a soucasné umoZnujicich namnoZeni daného useku pifijemcovou
burnikou. Préilom nastal v roce 1985, kdy byly postupy genetického inZenyrstvi
nahrazeny efektivnéjsi metodou PCR. Za vznik polymerazové fetézové reakce

se zaslouZila kalifornska biotechnologicka firma Cetus Corporation v Emeryville.
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Nasledné byla jejimu hlavnimu protagonistovi Karymu Mullisovi udélena roku

1993 Nobelova cena. [14]

Béhem PCR dochazi k enzymatické replikaci urcitého fragmentu DNA, jenz
pokracuje elektroforetickym délenim a pripadnou detekci fluorescencnimi ¢inidly.
Enzymaticka syntéza nové vzniklych fetézci DNA se prostfednictvim DNA

polymeraz neustale cyklicky opakuje. [4]

Nejcastéji pouzivanou DNA polymerazou je, tzv. Taq polymerdza, izolovana
z bakterie Thermus aquaticus. DalSimi biologickymi zdroji jsou Pyrococcus woesei,
poskytujici vysoce presné amplifikujici Pwo polymerdzu, Thermus thermophilus
obsahujici Tth polymerdzu s charakterem reverzni transkriptdzi ¢i Bacilus

stearothermophilus zprostfedkovavajici Bst polymerazu. [13]

Princip metody PCR

Principem metody PCR je reakce, vyuZivajici enzym DNA polymerazu,
k syntéze novych retézci DNA, podle predem prfipravenych primerti, jejichz
vyhotoveni v dnesSni dobé zprostfedkovavaji automatizované analyzatory. Jedna
se o fizenou, stdle se stfidajici denaturaci DNA s naslednou renaturaci
rozpletenych fetézcti, jejichz vysledkem je, geometrickou fadou kumulyjici se,
produkt. Reakéni cyklus zahajuje zahtati dvouvlaknové DNA na teplotu 95°C, coz
ma za nasledek denaturuyjici ucinky v podobé rozrusenych vodikovych mtistkti
mezi komplementarnimi vlakny ds DNA, a vznik samostatnych jednoretézcovych
DNA. V nasledné fazi, diky ochlazeni smési na 55°C, nasedaji na 3" konce ss DNA
nadbytecné specifické oligonukleotidové primery. Hybridizované primery
predstavuji zdkladni stavebni kameny pro syntézu novych vldken. Tyto
oligonukleotidy jsou spolecné s templatovou DNA, Taq polymerazou, pufry
s ionty a vodou obsaZeny v reakcni smeési PCR, jinak nazyvané master-mix.

K navdzani dochazi na presné definovanych mistech, kde probihd obnoveni
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vodikovych mustkd tzv. hybridizaci DNA. V poslednim kroku je stanoveno
pocatecni misto a smér, kterym termostabilni DNA polymeraza zacne syntetizovat
nové komplementdrni vldkno, dle jiz zminénych oligonukleotidovych primert
z pfedchoziho kroku. Extenze, neboli prodluzovani tseku DNA ohrani¢eného
primery, je zahdjena od obou primerti vzdy ve sméru od 5->3" konci DNA,
pripojovanim dalSich nukleotid@i. Findlni faze probihd pii teploté 72°C a jejim
vysledkem je prozatim pouze jedna jedind kopie. Pocet fetézcli se znasobi
po uplynuti prvniho cyklu PCR, kdy lze k syntéze pouzit jiz dva primery.
Po dokonceni kazdé syntézy, jsou noveé vzniklé fetézce opét denaturovany,
zvySenim teploty na vychozich 95°C, a cely proces se opakuje. Exponencidlni
narust produktu tedy zapricini cyklicky se opakujici syntéza, vytvarejici stale vétsi

mnozstvi novych fetézcii slouzicich jako templaty pro nasledujici cykly. [11]

Taq Polymerase
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Figure 2-7 PCR reaction. DNA template, primers A and B, and DMNA
polymerase (Tag) are combined in a reaction that will cycle through
denaturation, annealing, and extension temperatures, allowing the
amplification of DNA between the primer pairs.

Obrazek 4: Priibéh polymerdzové fetézové reakce [7]
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2.3.2 Metody analyzy produktia PCR

Analyzy se realizuji pomoci oligonukleotid(i, vyhotovenych komplementarné
k nukleotidovym sekvencim jednotlivych alel ¢i skupin alel. Typizacni soubor
je slozen dle pouzZité metody ze specifickych PCR-primerovych parti nebo
ze specifickych oligonukleotidovych sond. V obou pfipadech se jednd o radové
desitky ¢i stovky typizacnich oligonukleotid{i. Pocet je odvozen dle konkrétniho

HLA lokusu a naroc¢nosti rozliSeni na trovni low/high resolution. [12]

PCR-SSP - Polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery

Metoda PCR-SSP pracuje s kratkymi deoxyribonukleotidovymi fetézci,
tzv. primery, které jsou nezbytné k namnoZeni tuseku DNA. Z krve pacienta
je vyextrahovana DNA, slouZici jako substrat PCR reakce a zaroven poskytujici
potfebny primerovy par. Vznik PCR produktu pro danou alelu je umoznén pouze
pfi pozitivné probihajici reakci. Ta se uskutecni v pfipadé, Ze sady parovych
primertt maji ve vySetfované DNA pfitomnou plné komplementdrni sekvenci
po celé jeji délce. VétSina vySetfovanych DNA vsak takové sekvence neposkytuje.
Nedochazi tedy k jejimu nalezeni ani specifické amplifikaci a reakce je posouzena
jako negativni. Vysledkem uspésné amplifkace je jiz zminény PCR produkt,
ktery je nejcastéji vyhodnocen pomoci elektoforetického rozdéleni. Specidlni
barvivo v elektroforetickém gelu a pfitomnost UV zafeni zviditelni pozitivni reakci

vzniklymi sviticimi prouzky. [2]

2.3.3NGS

Next generation sequencing, neboli sekvenovani nové generace, oznacuje
soubor inovativnich metod, které umozZnuji produkci velkého poctu
oskvenovanych vzorku. Jednd se o rychlé, efektivni a cenové vyhodné technologie,
které jsou schopny zpracovat az miliony sekvenci najednou. Pivodné byly tyto

metody zavedeny za ucelem sekvenovani celého genomu, kvantifikace virovych
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ndkaz a genetickych mutaci pfitomnych v ndrodové tkani. Dnes, diky svému
vysokému rozliSeni slouzi i k pfesné HLA typizaci. Laboratofe pfi genotypizaci
¢asto uplatnuji platformy, pracujici na principu NGS, z nichZ na trhu se nejbéznéji
vyskytuji: Illumina, Solid a Ion Torrent. [16] Jednotlivé platformy se od sebe
vzdjemné lisSi predevSim rychlosti sekvenace a mnozstvim vyhodnocenych
vystupnich dat, tudiz je lze specificky aplikovat k rtiznym stanovenim. VSechny
jsou vSak zaloZeny téméf na shodném principu. Nejprve dochdzi k rozstépeni
templatové DNA na kratké fragmenty, které jsou svymi odsStipnutymi konci,
za pusobeni enzymd, pfipojeni k tzv. adaptérim. Nasledné jsou tyto fragmenty
PCR reakci amplifikovany a vhodnym zptisobem sekvenovany. Poslednim krokem
je tfidéni a analyza vystupnich data, jejichz mnoZstvi se pohybuje v fadech tisicti
gigabitli. [17] Nové byla vyvinuta téz druhd skupina technologii, jeZ se svym
procesem podstatné lisi. Jednd se o Technologie nanoporti a PacBio, jez pri
sekvenaci uplatiiuji tzv. single-molecule sequencing, kdy vlastnimu sekvenovani
nepredchazi amplifikace DNA. Tato metoda, mnohdy oznacovana jako
sekvenovani tfeti generace, pomoci vypusténi kroku amplifikace, eliminuje pocet
chyb a zkracuje celkovou dobu zpracovani. Soucasné jsou snizeny naklady spojené

s PCR a umoznuje pfesnou kvantifikaci DNA v redlném case. [18]

[lumina

Metoda Illumina byla v roce 1998 objevena Shankarem Balasubramanianem
a Davidem Klenermanem, ktefi vyvinuli technologii sekvenovani, zaloZenou
na polymerdzovém inZenyrstvi a aplikaci koncovych primert tvofenych
terminacnimi bazemi (RT bazi). Nejprve jsou primery navazany na molekulu
DNA, s niZ jsou pusobenim DNA polymerazy amplifikovany. Pofadi jednotlivych
sekvenci nukleotidii je nasledné umoZnéno stanovit na zakladé rozliSeni ctyf
riznych typt RT bazi na konci fetézcti. Sekvence neoznacené vratnymi
terminacnimi bazemi jsou ze vzorku plaveny v priibéhu promyvani. Fluorescen¢né

znacené primery jsou zachycovany detektorem, jenZ soucasné vyvoldva aktudlni
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fotograficky snimek. Metoda timto zpusobem umoZnuje sekvenovat velké
mnozstvi DNA fetézcti, se zpétnym vyhodnocenim, z jednotlivé po sobé jdoucich
snimkd. [17] Illumina sekvenovaci systémy mohou tedy poskytovat vystupni data

v rozsahu od 300 kilobazi aZ po jednu terabazi v jednom béhu. [19]

Solid

Technologie Solid, neboli Applied Biosystems, provadi sekvenaci na principu
ligace oligonukleotidi DNA ligdzou. Amplikony DNA vytvofené procesem
emPCR, jsou rozstépeny na fragmenty, k nimZ jsou navazany kratké sondy
tzv. adaptory. Pomoci nich jsou spojovany s magnetickymi kulickami, jejichz
povrch je rovnéz imobilizovan adaptory, jeZ k nim vykazuji vzdjemnou
komplementaritu. Po zmnozeni DNA nasleduje prichyceni magnetickych kuli¢ek
na podlozni sklicko, umoznujici vyhodnoceni. Solid pracuje vyhradné se sondami
dlouhymi osm nukleotid. KaZzda z nich obsahuje specifickou sekvenci prvnich
dvou bazi a soucasné jednu ze ctyf fluorescencnich znacdek, signalizujicich

pritomnost jednotlivych bazi. [18]

PacBio

Nazev metody PacBio je odvozen od biotechnologické spole¢nosti Pacific
Biosciences, zabyvajici se genovym sekvenovanim a stanovenim zaloZenymi
na principu real-time. Tato organizace pracuje s platformou oznacovanou
jako single molecule real time (SMRT), jejiz sekvenovani je zaloZeno na syntéze
DNA v Zero-Mode Wave-guides (ZMWs). Jedna se o desticky s desetitisici jamek
o pruméru 10 nm, ve kterych jako v jediném misté platformy, probiha
fluorescencni detekce. Pfi sekvenovani se vyuziva DNA polymerazy, pfipojené
na dné ZMW a fluorescencné znacenych primerti, jeZ jsou volné pritomny
v reakéni smési. Samostatné stojici primery jsou schopny, po zaclenéni do retézce

DNA, uvolnit fluorescenc¢ni barvivo, cozZ umoznuje detekci nukleotidi. [18]
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2.4 Transplantace

Terapeuticky zadkrok, pfi némz dochdzi k nahrazeni nefunkcni tkané piijemce,
pfislusnou zdravou tkani ¢i organem, je oznacovan terminem transplantace. Kli¢
uspésné transplantace tkvi pfedevsim v nalezeni vhodného darce, poskytujiciho
potfebnou tkan. Béhem jiz zminéného operativniho procesu predstavuji totiz

stéZejni roli imunitni reakce vyrazné ovliviiujici cely priibéh. [3]

Typy transplantaci

Existuje nékolik typu transplantaci dle vzajemného vztahu donora (darce)
a recipienta (pfijemce). Autotransplantace predstavuje pfenos transplantatu uvnitf
organismu jedné osoby. Pfi autologni transplantaci jsou tudiz darce
a prijemce tentyz jedinec a dochdzi tudiZ pouze k presunu tkané na jiné misto
v jeho téle. Alotransplantace, jakozto nejcastéji aplikovany zptsob transplantaci,
umoznuje prenos donorového Stépu v ramci stejného Zivocisného druhu, jez neni
geneticky identicky. V pripadé, zZe se jedna o geneticky identické jedince, jakymi
jsou naptiklad dvojcata, je tento typ transplantace nazyvan syngenni. Posledni jsou
xenotransplantace, pfi nichZ prijemce ziskava stép od jiného ZzivociSného druhu.
Xenogenni transplantace se vSak vyskytuji pouze zfidka, pricemz rozdily mezi

odliSnymi ZivociSnymi druhy jsou velmi markantni. [2]

2.4.1 Rejekce

Nedilnou soucasti transplantace jsou i rizika ohroZujici Zivot pacienta. Nastavaji
zde komplikace v podobé imunitnich reakci protilatkového typu, oznacované
pojmem rejekce. Odhojeni je =zaloZeno na reakci pfirozenych ¢i dfive
imunizovanych protildtek v prfijemcové organismu s antigeny pfitomnymi
v darcovské tkani, jeZ jsou rozpoznany jako cizorodé. Intenzitu rejekce 1ze castec¢né

minimalizovat volbou adekvatniho darce. [3]
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Prabéh odhojenti je vzdy individudlni. Lisi se pfedevsim mirou intenzity a rtzné
dlouhou posttransplanta¢ni dobou nastupu. Hyperakutni rejekce nastava témer
ihned po nahrazeni orgdnu. Reakéni projev se fadové pohybuje do nékolika minut
az hodin, ¢imz se fadi ke vzacnéjSim pripadtim. Dochdzi béhem ni k poniceni
transplantatu aktivovanym komplementem, coz je soucasné podminéno destrukci
endotelovych bunék na povrchu Stépu. Akutni odhojeni se projevi v prubéhu
nékolika dni az tydnu po transplantaci. Dochdzi pfi ném k aktivaci antigenné
specifickych cytotoxickych lymfocytti pfijemce, jeZ likviduji antigeny darcovského
Stépu povazujiciho za cizi. Nejdéle nastupujici chronicka rejekce pretrvava meésice
az roky, i presto Ze jeji indikaci lze stanovit jiz v rané fazi. Na prtbéhu odezvy
se zde podileji obé slozky bunécné imunity. Pisobeni protilatek a T lymfocytt se
projevuje poni¢enim cév na povrchu Stépu, coz vede k jeho ischemizaci.

V disledku toho transplantat sniZuje ¢innost, pripadné zcela ztrati svou funkci. [3]

2.4.2 Vliv HLA antigenti na prabéh transplantace

Nepriznivé posttransplantacni reakce jsou tizce spjaty také s HLA komplexem
jedince. OdliSné antigeny prfitomné na povrchu bunék darce a pfijemce
totiZ zptisobuji tzv. tkanovou neslucitelnost. Pfijemctiv imunitni systém se brani
pojmout darcovsky transplantat za vlastni, nybrZz se jejich histokompatibilni
antigeny neshoduji. Zahdjena je transplantacni reakce proti dané tkdni, pfi nizZ
se ji snazi eliminovat. Vyviji se proto velikd snaha nalézt donora s nejpodobné&jSim

HLA komplexem. [10]

I presto, Ze alelické formy HLA darce i prijemce se zdaji byt v souladu, mohou
se vyskytnout dalsi polymorfni tkanové antigeny, které budou imunitnim
systémem rozpoznany. Jedna se o tzv. minor histokompatibilni antigeny, které pri
imunitnich odpovédich nemaji dominantni postaveni. Tyto vedlejsi antigeny se

vSak mohou podilet na transplantacnich reakcich a poniceni darcovské tkané. [10]
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2.5 Transplantace kostni dfené

Neshody HLA antigenti vytvari nejvétsi riziko pri transplantaci kostni dfené.
V dneSni dobé se jiz castéji pouziva termin transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék, pficemZ novodobé technologie umoZnuji vytéZit bunky
krvetvorby nejen z kostni dfené. Plnohodnotnym zdrojem hematopoetickych
bunék je taktéZ pupecnikovd krev ¢i darcovskd periferni krev stimulovana
ristovymi faktory. Princip, jiZz zminované transplantace, tkvi v nahrazeni
pfijemcovych kmenovych bun€k novymi, plné funkénimi bunkami, které po

rve

osidleni recipientovi kostni dfené zapric¢ini kompletni obnovu krvetvorby. [3]

Medulla ossium, neboli kostni dren, predstavuje mékkou tkan rosolovité
struktury, jeZz vypliuje dutiny kostnich diafyz, mezery spongidoz i nékteré
Haversovy kanalky. Dle morfologie ji lze rozliSit na dfen cervenou, Zlutou
a Sedou. Cervena kostni dfeni, jakozto hlavni organ krvetvorby, je tvofena
rozsdhlou siti retikuldrnich vldken. Mezi jednotlivymi vldkny se nachdazeji
propletené krevni vlasecnice soucasné s vychozimi burtkami vSech krevnich

elementti. [20]
2.5.1 Historie

V padesatych letech 19. stoleti k rozvoji transplantaci kostni dfené prispéli
svymi studiemi Jacobson a Lorenz, diky experimentalnim pokustim provadénym
na mysich a morcatech. V pribéhu nasledujiciho desetileti vSak byly dosavadni
poznatky ovlivnény objevem histokompatibilniho systému. Na zakladé téchto
informaci, se roku 1968 uskutecnila prvni transplantace s HLA identickou
sourozeneckou kostni dfeni. O tento revoluéni prevrat v mediciné se zaslouZil
lékarsky tym profesora E. D. Thomase v Seattlu. O 8 let pozdéji byla provedena
prvni transplantace i v Ceské republice a to vzijemnou spolupraci Ustavu

hematologie a krevni transfuze v Praze s Fakultni nemocnici Hradec Kralové. [21]
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2.5.2 Registry dobrovolnych ddrct kostni dfené

Klicem uspésné transplantace je vyhledani vhodného kompatibilniho darce.
Vybér je zahdjen vzdy u rodinnych pfislusnikti pacienta. NejcastéjsSimi adepty
byvaji rodice, sourozenci ¢i potomci pacienta. Genotypizaci jedincti je urcena mira
shody, kterou lze oznacit pribuzného ddrce za potencidlné pfijatelného nebo za
zcela nevyhovujictho. V pripadé, Ze se jednd o sourozenecké darcovstvi lze
akceptovat shodu pouze jednoho haplotypu. V ostatnich situacich je tolerovdna
odchylka pouze na jedné alele. Alternativu pro pacienty, ktefi nemaji vhodného

pfibuzného darce, predstavuji registry dobrovolnych darcti kostni dfené.

Cesky narodni registr darca dfené (CNRDD) a Cesky registr dérct
krvetvornych bunék v prazském IKEMu se vice nez dvacet let usilovné snaZzi
o zajisténi nejadekvatnéjsiho darce. Registry umoZznuji poskytnuti krvetvornych
bunék pacientovi, jenz je nemuze ziskat od rodinného prislusnika, coz se vyskytuje
az v 75% vsech prfipadii. Oba tyto registry jsou ve vzdjemné kooperaci
s Evropskym informac¢nim systém darcti dfené (EMDIS) a celosvétovou organizaci
Bone Marrow Donor Worldwide (BMDW). Spoluprace jim umozZnuje selektivni
vybér darci z vlastni i mezindrodni databdze pro zajiSténi jedince s nejvice
identickymi HLA antigeny. Institut klinické a experimentalni mediciny v Praze ma
ve své databazi piiblizné 27 000 Ceskych darci. CNRDD s doposud deseti
darcovskymi centry po celé Ceské republice se miize pysnit vice nez 70 000
dobrovolnymi darci. Zminéné registry svymi dobrovolniky vyznamné prispivaji
do svétovému registru, v némz se pocet donorti blizi k 29 500 000. I pfesto vSak

témért pro kazdého ctvrtého pacienta nelze nalézt patficného darce. [22,35]

Darcovstvi je obecné prospésnd ¢innost umoznujici zachranu Zivota druhého
clovéka. Tento pojem byl presné definovdn ceskym humanitdrnim sdruzenim
Cerveny kiiz, ktery ho oznacil za svévolné rozhodnuti jedince, nevyZzadujici

jakoukoli finanéni kompenzaci. [23] Darcem kostni dfené se mtize stat jakakoli
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osoba ve vékovém rozhrani 18-35 let, jez neprodélala v minulosti zddné zavazné
choroby. Jedinec by do registru nemél vstupovat za prfedpokladu, Ze se podrobil
lécbé zhoubného nadoru, transplantaci tkani nebo trpi krvacivymi chorobami,
diabetem, téZkymi alergiemi, infekcemi prenosnymi krvi, onemocnénimi srdcem
cév, plic, kloubti zaZivaciho traktu a chorobami snadno aktivovatelnymi priibéhem
odbéru. Do databaze nelze zafadit ani osoby zavislé na alkoholu, drogach ci
s prokazanou HIV pozitivitou. Darce je vZdy udrZovan v anonymité a v pripadé

splnujicich kritérii je soucasti registru az do veéku 60 let. [22]

2.5.3 Piedtransplantacni proces

Vybér vhodného darce probiha na zakladé kompatibility vysledkia ziskanych
z predtransplantacniho vysetfeni. Donor, odpovidajici podminkdm registru,
je seznamen s prubéhem zakroku i riziky spjatymi s prenosem. Sviij souhlas
se zakrokem stvrzuje sloZenim dobrovolného slibu a podpisem pfisluSeného
formulare. [8] Dobrovolnikovi je odebrano malé mnoZstvi vendzni krve, které je
v centralni laboratofi testovano na pritomnost HLA antigenti. Vysledky jsou

nasledné zaeviduje do ceské i mezindrodni databaze. [22]

V ptipadé témér identickych antigenti s pfijemcem, je darce zafazen do uzsiho
vybéru, kdy je nezbytné provézt jeho novy odbér krve, slouzici k analyze
aktualniho zdravotniho stavu. Stanovena je krevni skupina darce a tzv. infekcni
markery, jeZ detekuji krvi pfenosné infekce, napfiklad Zloutenku typu B a C, syfilis,
CMV nebo HIV.[8] Jsou také provedeny histokompatibilni zkousky, potvrzujici
shodu HLA antigenti mezi darcem a pacientem. ProkaZe-li se i posléze shoda mezi
krvi donora a recipienta, je zvolen nejvice vyhovujici adept, jez je podroben dalSim

predtranplantacnim vySetfenim. [22]

Definitivni rozhodnuti darce je nakonec stvrzeno podpisem, na jehoz zakladé

muze byt vyhotoven casovy harmonogram transplantace. Kmenové burky
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je v dneSni dobé mozné ziskat standardnim odsatim dfené, vyplnujici dutiny

kostnich diafyz a epifyz, nebo separaci z periferni krve. [22]
2.5.4 Zdroje hematopoetickych bunék

Transplantace dfené je provadeéna v celkové anestezii, coZ ohroZuje predevsim
oslabené jedince vyssiho véku. Kmenové burky periferni krve lze odebirat
bez anestezie. Uspé$nost transplantace hematopoetickych bunék z obou zdroju
se u autolognich i alogennich transplantaci témér shoduje. Vzrista pocet
alogennich transplantaci perifernich bunék, avsSak konkrétné u kostni drené,
je nelze povazovat za jednoznacéné lepsi. Obnova krvetvorby u kmenovych bunék
ziskanych z krve nastupuje vyrazné rychleji, ale je soucasné doprovazena vyssim

vyskytem GvHD, coZ muze byt pro pfijemce smrtelné nebezpecné. [24]

Alternativnim zdrojem krvetvornych bunék je také krev pupecnikova.
Ta je odebrana ihned po porodu z pupecniku, jeZ spojuje plod s placentou. Krey,
v ném pritomnd, poskytuje relativné vysoky pocet nezralych hematopoetickych
bun€k, jezZ jsou nasledné identifikovany a HLA typizovany. MnoZstvi provedenych
zakrokt v posledni dobé vyrazné vzrostlo, protoZe pupecnikova krev umoznuje
jednu az dvé HLA neshody mezi donorem a recipientem. T-lymfocyty a dalsi
pupecnikové elementy se zde nachdzeji v imunologicky naivni formeé, &imz
vykazuji podstatné nizsi pravdépodobnost vyskytu reakce Stépu proti hostiteli.
Relevantni je vSak mnozstvi MNC a CD 34+ bunék ve Stépu, které je vyrazné niZsi.

Pfijemce tudiZ musi ziskat buniky od dvou az tfi odliSnych darcti. [24]

Pfijemci jsou nejprve eliminovany jeho vlastni poskozené kmenové buriky, ¢imz
je vytvofen prostor pro darcovsky stép. Eliminace probihd formou nitroZilni
chemoterapie, mnohdy spojenou s ozafovanim. [24] Potlaceni aktivity kmenovych
bunék se oznacuje terminem myeloablace. Zahdjenim tohoto kroku, recipient ztraci

témeér vSechny periferni leukocyty, coZ ma za nasledek jeho zvysenou nachylnost
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k infekcim. [3] Darcovské burky jsou pacientovi aplikovany intravendzné a béhem
jejich cirkulace krvi vypliuji vyprazdnéné kostni dutiny a zahajuji obnovu

krvetvorby. [24]
2.5.5 Reakce stépu proti hostiteli

Reakce Stépu proti hostiteli se fadi k nejvice zZivota ohrozujicim
potransplantaénim reakcim. Casto je znadena zkratkou GvHD, anglického terminu
Graft versus Host Disease. Vyskytuje se u velkého mnoZstvi pfijemcti po alogenni
transplantaci kostni dfené. U kazdého z nich ma vSak zcela individualni projevy

a vzajemné se lisi stupni zavaznosti. [2]

Nemoc Stépu proti hostiteli je vyvoldna v pfipadé, Ze se jednd o pfijemce
s imunodeficienci, jemuZz je podan darcovsky stép obsahujici imunokompetentni
bunky, které jsou uzptsobeny k rozliSeni bun€k vlastnich a cizich. Pokud jsou
zminéné aspekty splnény, dochdzi k imunitnim reakcim signalizujicim nastup
onemocnéni. [24] Mechanismus GvHD je spustén nalezenim komponentti
imunitntho systému, které jsou shleddny jako cizi. Konkrétné T-lymfocyty
pfitomné v darcovském Stépu rozpoznavaji, po vloZeni transplantatu, HLA
antigeny pfijemce. Tim je aktivovana obranna reakce, ktera ptisobi destrukci bunék
a orgdnu pacienta. V priibéhu procesu je vynakladdna snaha zajistit nejSetrnéjsi
prubéh odhojeni stépu. Toho Ize castecné docilit vyhledanim histokompatibilné
identického darce se soucasnou profylaxi pfijemce. Béhem hospitalizace jsou mu
podavany léky potlacuyjici tvorbu zanétlivych loZisek a tlumici ¢innost imunitniho

systému. [2]
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3 CIL PRACE

Hlavnim cilem bakaldfské prace je prispét k informovanosti, spjaté
s problematikou komplementarity HLA antigenti pfi transplantaci kostni dfené
a zdlraznit zdsadni vyznam dobrovolného darcovstvi. Na zdkladé spoluprace
s Oddélenim HLA Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze objasnit
laboratorni proces predchdzejici samotné transplantaci, jenzZ zahrnuje praci s DNA

pacienta, genotypizaci HLA antigenti a nalezeni vhodného darce.

DosaZeni cile bude realizovano pomoci laboratorniho vySetfeni biologického
materidlu pacientky indikované k transplantaci kostni dfené. Izolovanda DNA
pacientky bude amplifikovdna pomoci polymerdzové fetézové reakce metodou
PCR-SSP. Soucasné bude zpracovana predikce imunogenicity neshod DPB1 lokusu
a stanoveni vhodnosti sady KIR genti pfitomnych u darce. Na zdkladé ziskanych
parametrti, bude provedena komparace se vSemi potencidlnimi pribuznymi
i nepfibuznymi darci a uréena mira vzajemné shody. S ohledem na pripadna rizika
a po transplantacni komplikace probéhne vybér nejvhodnéjsiho adepta. Volba
darce bude nasledné porovnana s lékafskou zpravou. Zamérem je rovnéz ziskat

zpétnou vazbu s pacientkou a zhodnotit aspésnost transplantace.

Druha cast praktické prace bude zaméfena na nahled HLA vySetfeni u pacientti
a darcti kostni dfené na ptidé Ustavu hematologie a krevni transfuze za rok 2016.
Ukolem bude vytvofit prehled genotypizovanych pacientti indikovanych
k transplantaci kostni dfené a jejich komplementadrnich darcti, véetné zastoupeni
jednotlivych pohlavi. Bude také porovnan vyskyt pifibuznych i nepfibuznych
darcti, urcena celkova cetnost darci na jednoho pacienta a stanovena
pravdépodobnost nalezeni vhodného darce. Pomoci grafti bude znazornéno

mnoZzstvi pacientti indikovanych v jednotlivych mésicich a zhodnocen lonsky rok.
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4 METODIKA

Ustav hematologie a krevni transfuze v Praze je nejvétsim hematologickym
centrem v celé Ceské republice. Byl vybudovan jiz pied vice nez Sedesati lety
aktivita UHKT zapocala alogennimi transplantacemi od pifbuznych darcii v roce
1986 a nasledné se rozsifovala na uroven autolognich transplantaci kostni dfené
a perifernich bun€k, transplantace od nepfibuznych darcti a v neposledni radé
i transplantace nemyeloablativni. Transplantaéni jednotka UHKT své postaveni
ve zdravotnické sféfe prokazuje ¢lenstvim v mezindrodnich registrech jako jsou
IBMTR (International Bone Marrow Transplant Registry) a EBMT (European
Group for Bone Marrow Transplantation) a NMDP (National Marrow Donor
Program), coZ jim umoZnuje vyhledavat vhodné nepfibuzné darce po celém svété.
Vyhledavani vhodnych dércti a monitorovani po transplantac¢niho vyvoje zajistuje
na UHKT samostatné Oddéleni HLA. To je rovnéZ soucésti organizaci European
Federation for Immunogenetics a Narodni referencni laboratofe pro DNA

diagnostiku, poskytujicich kontrolu kvality na mezindrodni tirovni. [25]

Transplanta¢ni tym je schopen na zakladé high resolution HLA typizace,
testovani KIR gent a stanoveni bunécného chimerismu, zajistit pro pacienta
co nejbezpecnéjsi prubéh transplantace se soucasnou minimalizaci
potransplantacnich reakci. Diky stale se zdokonalujici genotypizaci, lze dnes

dokonce tvrdit, Ze nepribuzenské transplantace prevysuji vyskytem ddarcovstvi

v ramci rodiny. [25]

Pfi transplantaci hematopoetickych bunék se na oddéleni HLA vzdy testuji
lokusy HLA I. a I tfidy. Konkrétné se jedna o HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DBQ1
a nové i HLA-DPB1, které jsou stanovovany pomoci metod polymerazové fetézové

reakce se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP) a pfimého sekvenovani.
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4.1 Stanoveni HLA antigenti pacienta a vyhledani komplementarniho darce

Oddéleni HLA obdrzi vzdy fadné vyplnénou Zadanku, soucasné s dvéma
zkumavkami s krvi pacienta, z nichZ jsou stanoveny parametry nezbytné pro
realizaci Uspésné transplantace. Obé krve jsou ziskdny nezavisle, tudiZz se lisi
datem nebo minimalné ¢asem nabéru. Prvni nabér poskytuje vysledky stanovené
danym vySetfenim a druhy nabér, ktery je podrobeny identickému rozboru, slouzi

jako konfirmacni vzorek. Ten zajisStuje porovnani a ovéfeni spravnosti stanoveni.

V pfipadé, Ze pacient neni pfimo indikovan k transplantaci, je z krve pouze
izolovana DNA, ktera se dale archivuje. Izolace obou nabérti od jednoho jedince
musi vZdy probihat oddélené. Nesmi byt tedy spustény v jednom béhu. Proces
je uskutecnén v plné automatizovaném analyzatoru MagCore Super, jenz separuje
DNA s vyuzitim specifickych kiti s paramagnetickymi casticemi. Tyto castice
o velikosti nékolika nanometrti se mohou, na zdkladé fyzikdlnich zdkont,
shlukovat ¢ oddélovat vlivem ptisobeni magnetického pole. Specifickou
modifikaci jejich povrchu Ize realizovat separaci DNA z krevniho nabéru, ktera je
posléze specificky oznacena a uskladnéna pro dalsi vyuziti. Pokud je vSak pacient
indikovan k transplantaci kostni dfené, je jeho izolovana DNA ihned
genotypizovana. Genotypizace se zde provadi dvéma postupy. Metodou PCR-SSP
poskytujici informace o HLA antigenech na urovni low resolution, zastitujici
vysetfeni HLA-A, -B, -DRB1 a pfimym sekvenovanim testujicim lokusy HLA-A ,-B,
-C, -DRB1, -DQB1 i nové DPB1 na trovné high resolution.

V ramci praktické casti mi byla umoZnéna prace s pfedem izolovanou DNA
konkrétniho pacienta, ktery je z dtivodu zachovani lékarské mlc¢enlivosti ponechan
v anonymité. Vzorek byl mnou podroben analyze pfitomnych HLA antigend,
na jejichz zakladé byl zvolen vhodny komplementarni darce. Stanovené vysledky
byly porovnany s jiz dfive vykonanou genotypizaci vzorku pacienta, ¢imZ byla

ovéfena ne/spravnost typizace.
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4.1.1. Stanoveni HLA antigent pacienta

PCR-SSP s elektroforetickym vyhodnocenim

Vysetifovany biologicky material:

Izolovana DNA Zeny stfedniho véku, indikované k transplantaci kostni dfené

Princip metody:

Polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery je pouZita pfi
detekci alelovych skupin HLA systému ¢lovéka. Metoda neposkytuje informace
o konkrétnich aleldch, tudiZ je vyuzZivana k identifikaci HLA antigent na nizsi
arovni tzv. low resolution. Vystupem stanoveni tohoto rozliSeni je vysledek
na arovni alelickych skupin lokustt HLA-A, -B a -DRB1. Stanoveni je zaloZeno
na vzdjemné komplementarité hledanych alelickych skupin se specifickymi
primery, umisténymi na komercné vyrabénych kitech Svédské firmy Olerup SSP.
V prtibéhu PCR nasedaji tyto pIné komplementarni primery na odpovidajici useky
DNA a vytvari PCR produkt, ktery vymezuje pfislusnou HLA specifitu. Fragmenty
DNA s navazanymi primery jsou separovany gelovou elektroforézou, umoznujici
vyhodnoceni na zadkladé jejich pohybu elektroforetickym gelu vlivem prichodu
konstantniho elektrického proudu a napéti. Vysledky jsou zviditelnény v UV
transiluminatoru ptisobenim UV paprsku na interkalacni barvivo pfitomné
ve vzorku. Vizualizaci PCR produktu lze uréit jeho pfibliZnou polohu a velikost,
na zakladé komparace s velikostnim standardem. Vysledny gel je pod UV zafenim
vyfotografovan za tcelem jeho vyhodnoceni a dokumentace. Pozitivni reakce jsou
vyznaceny a zaneseny do pocitacového softwaru, ktery je schopen, podle

specifickych pozitivnich reakci analyzovat HLA antigen pfitomny ve vzorku.
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Reagencie:

e Primerovy kit Olerup SSP™;

e Master Mix (MM) pro nelicencované kity Olerup SSP - obsahuje: 200uM
kazdého ze ¢tyr ANTP; reakéni pufr (50 mM KCl, 1,5 mM MgClz, 10 mM Tris
0,001% Zelatina); 5% glycerol; 100 ug/ml kresolova cerverny;

e RecTaq™ polymeraza - 5U/ul; Top Bio;

e Sterilni voda pro chromatografii - Merck, Life Technologies Ambion;

e Agardzovy gel - 100ml agarozy, interkalacni ¢inidlo (5 pl ethidium bromid/ 5
ul Serva DNA Stain Clear G), 0,5x TAE pufr;

e DNA Size marker.

Pomicky:

Ochranny plast, jednordazové rukavice, automatické pipety, opakovaci

a multikanalové pipety, sterilni Spicky, Eppendorf mikrozkumavky

Pfistroje:

Vortex, centrifuga, termalni cycler C1000 Touch Bio Rad, elektroforetickd vana
Olerup SSP Horizontal Green System 96, zdroj napéti pro elektroforézu, Biometra -

UV Transiluminator, Helmberg SCORE™ firmy GenoVision

Pracovni postup:

Pfiprava pracovni smési - v pre PCR zéné

Pri pfipravé pracovni smeési pro PCR-SSP s pouZitim primera Olerup
se postupovalo dle zvoleného primerového kitu, jemuz odpovidda mnoZstvi

reagencii uvedenych v tabulce fedéni. (viz Tabulka 2)
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1. Pfiprava pracovnich pomticek, vyhledani odpovidajicich automatickych pipet

se sterilnimi Spickami a nasazeni jednorazovych rukavic.

2. Zvoleni primerového kitu s 96 jamkami a k nému pfislusného fedéni 2*(48+8).

Tabulka 2: Tabulka fedéni pro PCR-SSP s pouZitim primerii Olerup SSP™ [26]

Pocet primert + H0 MM DNA RecTaq™
pfidavek na pipetovani m [ul] [ul] polymeraza [pl]

4+2 40,9 18 0,6 0,5
5+2 47,7 21 0,7 0,6
6+2 54,6 24 0,8 0,6
8+2 68,2 30 1,0 0,8
12+3 102,3 45 1,5 1,2
16+3 129,5 57 2,0 1,5
24+4 191,5 84 2,8 2,2
32+6 259,2 114 3,8 3,0
48+8 381,9 168 5,6 4,5

2*(48+8) 763,8 336 11,2 9,0

3*(48+8) 1145,7 504 16,8 13,5

4*(48+8) 1527,6 672 22,4 18,0

3. Oznaceni negativni kontroly znackou (-) v pravém hornim rohu kitu

identifikovaném cislem DNA pacientky.

4. Smiseni a promichani reagencii v Ependortf zkumavce oznacené ¢islem DNA:

e 764 ul sterilni vody;
e 336 ul Master mixu;

e 9 ul RecTaq™ polymerazy.
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5. Naneseni 10 ul smési do jamky negativni kontroly.

6. Pfidani 12 ul promichaného vzorku DNA pacientky do reakéni smési - kratka

centrifugace.

7. Pipetovani findlni reakéni smési v mnozstvi 10 ul, pomoci opakovaci pipety,

do vsech jamek kitu, vyjma negativni kontroly.

8. Sklepnuti pipetovanych reagencii, zajistujici slouceni se specifickymi primery

na dné jamek a dtikladné prelepeni kitu folii.

Obrizek 5: Primerovy kit Olerup SSP™ s reakéni smési [27]

Amplifikace - v post PCR z6né

Amplifikace probihd v termalnim cycleru C1000 Touch BioRad dle navoleného

programu za piesné definovanych podminek.

1. VloZeni uzavieného kitu s reakéni smési do termalniho cycleru.

2. Zvoleni programu pro amplifikaci PCR-SSP:
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Tabulka 3: Priibéh amplifikacniho programu PCR-SSP [26]

Priitbéh amplifikace  Teplota [°C] Cas [s] Proces
Iniciacni cyklus 94 120 Denaturace
10 cyklia 94 10 Denaturace
65 60 Annealing a extenze
20 cykla 94 10 Denaturace
61 50 Annealing
72 30 Extenze
Zavérecny cyklus 15 Stéle Ukoncovaci teplota

Obrizek 6: Schematické zndzornéni priibéhu amplifikacniho programu PCR-SSP cyclerem C1000 Touch
BioRad [27]
3. Vyjmuti kitu a jeho pfiprava na elektroforetickou separaci.

Elektroforeticka detekce PCR produktii

K dispozici byl jiz pfedem pfipraveny 2% agarozovy gel, obsahujici interkalac¢ni

barvivo a pfesné stanoveny pocet jamek.

1. VloZzeni gelu do elektroforetické vany naplnéné 0,5x roztokem TAE pufru.
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2. Naneseni 10 pl standardu DNA Size marker do prvni jamky kazdé rady gelu.

3. Odlepeni ochranné folie z primerového kitu s namnozenou DNA pacientky.

4. Postupné nanaseni veskerého obsahu primerového kitu multikanalovou
pipetou do jamek agarozového gelu, tzn. 96krat 10 ul amplifikované DNA,

véetné negativni kontroly.

5. Uzavfeni elektroforetické vany a spusténi patndcti minutového procesu
elektroforézy pripojenim 200 V konstantniho napéti a 170 mA stejnosmérného

elektrického proudu.

6. Po uplynuti ¢asového intervalu, ukonceni elektroforézy a vyjmuti gelu z vany,
nasleduje vizualizace PCR produktit v Biometra UV Transiluminatoru

pfi vlnové délce 260 nm.

7. Vyhotoventi fotografického snimku a jeho evidence pod ¢islem DNA.

Vyhodnoceni elektroforetické separace

Vyhodnoceni probihd v mistnostech s pfisluSnym pocitacovym softwarem

mimo pracovni PCR zony laboratore.

1. Vyhledani a ¢ervené zvyraznéni PCR reaktivity na fotografickém snimku, dle
srovnani s negativni kontrolou a velikostnim standardem na zacatku kazdé rady

jamek gelu.

2. Ocdislovani pozitivnich reakci v poradi 1-96 (96. negativni kontrola; viz
Obrazek 7) a jejich nasledné zaneseni do softwaru Helmberg SCORE™ pod

odpovidajicim oznacenim DNA pacientky.
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3. Kontrola zapsanych pozitivné reagujicich fragment(i porovndni jejich

velikosti se skute¢nymi polohami na fotografii a ovéfeni preciznosti prace.

4. Spusténi analyzy programem Helmberg SCORE™, jeZ stanovi alelické

skupiny pritomné v HLA systému pacientky.

5. Ukladani vysledkti do databaze HLA genotypizace.

Obrizek 7: Fotograficky snimek elektroforetického gelu vizualizovaného v UV Transilumindtoru s Cervené
oznacenymi pozitivné reagujicimi fragmenty DNA [27]

4.1.2. Vyhledani vhodného komplementarniho darce

Na zakladé stanovenych HLA antigenti pacientky je mozné se pokusit vyhledat
komplementarniho darce, adekvatniho pro dspésnou transplantaci kostni dfené.
Genotypizaci pfibuznych osob a vyhleddnim odpovidajicich nepfibuznych jedinct
z Ceského narodniho registru darcti kostni dfené lze pro pacientku vytvofit

seznam teoreticky pfijatelnych adeptti. Z ného je, dle miry komplementarity,
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pritomnosti KIR gent, predikce imunogenicity DPB1, krevni skupiny, pohlavi,

véku a télesné konstituce zvolen ten nejvhodnéjsi.
Vysetifovany biologicky material:

Vzorek izolované DNA Zeny stfedniho véku, indikované k transplantaci kostni
drené, jez byl genotypizovan pfimym sekvenovanim na urovni high resolution

a oveéren metodou PCR-SSP.
Stanoveni komplementarity
Princip metody:

Shoda HLA antigenti je zasadnim aspektem zajiStujicim uspéSnost transplantace
krvetvornych bunék. Cim je vys$i shoda, tim je vy3$i i pravdépodobnost
pfiznivého pfijeti St€épu a soucasné nizsi riziko vyskytu komplikaci spojenych
s odhojenim. Nepodkrocitelné minimum na poZadovanou miru komplementarity
darce-ptijemce se 1isi v zdvislosti na véku pacienta. Shoda (¢i pfipadné neshody)
musi byt prokdzana na HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 vzdy v obou alelach.
Volba definitivniho darce se taktéZ odviji od vnéjsich okolnosti, mezi néZ je fazeno
stddium onemocnéni pacienta, akutnost situace, aktudlni zdravotni stav darce,
soucasné

s jeho souhlasem k transplantaci.
Pracovni postup:

Posouzeni miry shody antigenti na obou alelach mezi pacientkou a prfibuznymi

i nepfibuznymi ddrci na zakladé prechazejici high resolution genotypizace.
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Stanoveni KIR-gent

Princip metody:

KIR geny (Killer-cell immunoglobulin-like

receptor) se vyskytuje na povrchu

NK bunék, tzn. Natural Killer Cells a svou ¢innosti se podileji na fizeni jejich

aktivity. Jedna se o regula¢ni geny vyznacujici se rliznymi stupni polymorfismu

a svou lokalizaci na chromozomu 19q 13.4. Samostatna nomenklatura KIR genti

byla vytvofena v kvétnu roku 2002 ve Victorii v Kanadé, kde probihala zasedani

vyboru WHO. V soucasné dobé je znamo a pojmenovano sedmnact KIR genu (viz

Tabulka 4) a vice nez 180 KIR genotypti. Nazev je vzdy tvofen dle struktury

molekul, které koduji povahy imunoglobulinové domény a poctu gent kodujicich

protein s touto strukturou.[28]

Tabulka 4: Nomenklatura KIR genii [28]

Gene Protein Description Aliases Reference or submitting au-
symbol symbol thor
KIR2DLI  KIR2DL1  Killer cell immunoglobulin-like receptor,  cl-42, nkatl, 47.11, p58.1, (Colonna and Samaridis 1995;
two domains, long cytoplasmic tail, 1 CDI158a Wagtmann et al. 1995a)
KIR2DI 2 KIR2DL2  Killer cell immunoglobulin-like receptor, cl-43, nkat6, CD158b1 (Colonna and Samaridis 1995;
two domains, long cytoplasmic tail, 2 Wagtmann et al. 1995a)
KIR2DIL3 KIR2ZDL3 Killer cell immunoglobulin-like receptor, cl-6, nkat2, nkat2a, nkat2b, p58, (Colonna and Samaridis 1995;
two domains, long cytoplasmic tail, 3 CD58b2 Wagtmann et al. 1995a)
KIR2DIA4 KIR2DL4  Killer cell immunoglobulin-like receptor, 103AS, 15.212, CD158d (Selvakumar et al. 1996)
two domains, long cytoplasmic tail, 4
KIR2DISA KIR2ZDLSA Killer cell immunoglobulin-like receptor, KIR2DLS5.1, CD158f (Vilches et al. 2000c)
two domains, long cytoplasmic tail, 5A
KIR2DL5B KIR2ZDL5SB Killer cell immunoglobulin-like receptor, KIR2DL5.2, KIR2ZDLS.3, (Vilches et al. 2000c)
two domains, long cytoplasmic tail, 5B KIR2DLS5 4
KIR2D5I KIR2DSI1 Killer cell immunoglobulin-like receptor, EB6Actl, EB6Actll, CD158 h (Biassomi et al. 1996)
two domains, short cytoplasmic tail, 1
KIR2DS2 KIRZDS2 Killer cell immunoglobulin-like receptor,  cl-49, nkat5, 183Actl, CDI158j (Colonna and Samaridis 1995;
two domains, short cytoplasmic tail, 2 Wagtmann et al. 1995a)
KIR2DS3 KIR2DS3  Killer cell immunoglobulin-like receptor, nkat7 (Dohring et al. 1996)
two domains, short cytoplasmic tail, 3
KIR2DS4 KIR2DS4 Killer cell immunoglobulin-like receptor, cl-39, KKA3, nkat8, CDI1581 (Dohring et al. 1996;
two domains, short cytoplasmic tail, 4 Wagtmann et al. 1995a)
KIR2DS5  KIR2DS5  Killer cell immunoglobulin-like receptor, nkat9, CD158 g (Dohring et al. 1996)
two domains, short cytoplasmic tail, 5
KIR2DPI  KIRZDP1  Killer cell immunoglobulin-like receptor, KIRZ, KIRY, KIR15, KIR2ZDL6 (Vilches et al. 2000c)
two domains, pseudogene 1
KIR3DLI KIR3DLI Killer cell immunoglobulin-like receptor, cl-2, NKBI, cl-11, nkat3, (Colonna and Samaridis 1995)
three domains, long cytoplasmic tail, 1 NKBI1B, AMBI11, KIR, CD158¢1
KIR3DI.2 KIR3DL2  Killer cell immunoglobulin-like receptor, ¢l-5, nkatd, nkatda, nkatdb, (Colonna and Samaridis 1995)
three domains, long cytoplasmic tail, 2 CDI5S8 k
KIR3DI3 KIR3DL3  Killer cell immunoglobulin-like receptor, KIRCI, KIR3DL7, KIR44, (Torkar et al. 1998)
three domains, long cytoplasmic tail, 3 CD158z
KIR3DSI KIR3DS1 Killer cell immunoglobulin-like receptor, nkatl(), CD158e2 (Dohring et al. 1996)
three domains, short cytoplasmic tail, 1
KIR3DP1 KIR3DPI Killer cell immunoglobulin-like receptor, KIRX, KIR48, KIRZDS6, (Vilches et al. 2000c)

three domains, psendogene 1

KIR3DS2P, CDI158c

Uvedenim pfitomnych déarcovskych KIR genti do programu Donor KIR

B-content group calculator je posouzen stupen zpusobilosti. Kalkulacka umoznuje

44



soucasné zadavani az péti potencidlnich darct, jeZ jsou na zakladé obsahu KIR
genu rozfazeni do tfi skupin. Kazdy z darcti je programem vyhodnocen terminem
"neutral”, "better" nebo "best". Odhaleni nejlepsiho potencidlniho déarce po strance

KIR genti zabranuje relapsu ¢i dalsim neZadoucim potransplantacnim reakcim. [29]

Pocitacovy program:

Donor KIR B-content group calculator

Dostupné z: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b_content.html

Pracovni postup:

Zaneseni pritomnych KIR genti od vSech potencidlnich darcti do programu

Donor KIR B-content group calculation dle provedené typizace.

Stanoveni predikce DPB1 imunogenicity

Princip metody:

DPB1 spada svou strukturou mezi geny HLA II. tfidy a spoleéné s HLA-Cw
a HLA-DQB1 se fadi k faktorim podilejicim se na nezadoucich
potransplantacnich reakcich. Inkompatibilita v genu HLA-DPB1 neblaze pfispiva
k rozvoji reakce Stépu proti hostiteli a soucasné ptisobi u hematologickych
onemocnéni. Studie, kterd se zabyva testovanim nepribuzenskych dvojic darce-
pfijemce, podala klicové aspekty objasnujici pfitomnost neshod u gentt HLA II.
tfidy, které byly z 75% vyvolany inkompatibilitami na HLA-DPBI1. V soucasné
dobé byla proto zavedena typizace DPB1 gent, jeZ je realizovdna pomoci PCR-SSP,

¢imz byla zvySena mira shody na 12/12. [30]

Klasifikace neshod HLA-DPB1 je zaloZena na pritomnosti TCE Groups, neboli

T-cell-epitope Groups. Ty umoznuji identifikaci a selekci neshod do dvou skupin:
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permisivni a non-permisivni. Neshody, jeZ mohou byt tolerovany, jsou oznacovany
jako permisivni. Neshody zvysujici riziko GvHD, nemohou byt tolerovany, tudiz

jsou fazeny mezi non-permisivni. [31]

DPB1 T-Cell Epitope Algorithm predstavuje obdobnou kalkulacku, ktera byla
vyuzivana pri zhodnoceni KIR genové vybavy. Zanesenim tudaj o typizaci genu
DBP1 darce a pfijemce do tohoto programu jsou identifikovany jejich epitopy
T-bunék. Algoritmus generujici predikci DPB1 imunogenicity je znam ve dvou
verzich: DPB1 T-Cell Epitope Algorithm v1.0 z roku 2012 a novéjsi DPB1 T-Cell
Epitope Algorithm v2.0 z roku 2016. [31]

Pocitacovy program:

DPB1 T-Cell Epitope Algorithm v2.0

Dostupné z: http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/dpb_v2.html
Pracovni postup:

Na zakladé predchdazejici genotypizace darce a pfijemce, bude uskute¢néno
zaneseni konkrétnich alel DPB1 genu pacientky spolecné se vSemi potencialnimi

darci do programu DPB1 T-Cell Epitope Algorithm v2.0.
4.2 Statisticky nahled HLA genotypizace na Oddéleni HLA UHKT za rok 2016
Pracovni postup:

Sestaveni nahledu genotypizovanych osob v roce 2016 na zakladé dat
poskytnutych Oddélenim HLA na Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze.
Vytvoreni uceleného prehledu uZzitim tabulek, schémat, kolacovych a sloupcovych
grafi. Roz¢lenéni souboru vsech typizovanych jedinci na indikované pacienty

a jejich potencialni darce, véetné genderového déleni. Klasifikace potencidlnich
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darcti do kategorie nepribuzenské ¢i pribuzenské, v niz jsou zahrnuti konkrétni
rodinni pfislusnici prfjemce. Uplatnéni statistickych metod k prezenci
numerického zastoupeni dil¢ich kategorii. Stanoveni maximalnich, minimalnich a
prumérnych hodnot. Uvedeni referenéniho rozmezi a jednotlivych cetnosti
potencidlnich darct na jednoho pacienta se soucasnou bilanci jejich pfibuznosti a
nepfibuznosti. Stanoveni pravdépodobnosti vyskytu darce a prumérného poctu
HLA typizaci darct u indikovaného pacienta. Provedeni analyzy, poskytujici
informace o mnozstvi testovanych jedincti v jednotlivych mésicich loniského roku.

Vypocet primérné mésicni hodnoty genotypizaci.
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5 VYSLEDKY

5.1 Stanoveni HLA antigenti pacienta a vyhledani komplementarniho darce

5.1.1 Stanovené HLA antigent pacienta

(approval pending)

HLA-A
SSP typing

Tested SSO/" SP Kits:
A-B-DR Com! | " ray/0D8

1O 2@ 3@ 40 s0O0 es0O0 70O 8O
o0 100 11O 120 413M 140 150 1e0]
170 1800 190 200 210 220 2300 240
HLA-B (approval pending)

SSP typing
Tested SSO/"SP _Kits:
A-B-DR Comti T ray/0D8
25 2607 0O 2sW 200 300 310 320
3300 340 =0 360 370 380 3900 400d
410 420 420 440 450 460 470 4cH
4l 50 0O 2@ 530 540 550 560
s70 s-0O O so0d e61M e62M 630 6401
6500 660 0O »s80 690 700 71W 721
HLA-DRB (approval pending)

SSP typing
Tested SSQ/SSP Kits:

A-B-DR Combi Tray/0D8

7300 7400 7504

g1l 8200 8300 s840] 8501
ool o1l 92 oz o4M o500

89w

600 770 7803 790 800
870 s8]

8sl]

WLERUPSSP
entered: 8.2.2017
modified: 8.2.2017

source: typingkit olerup 20170101.07.vda

alleleDb allele marsh HLADB 3.26.0
CLERUPSSP

entered: 8.2.2017
modified: 822017

source: typingkit olerup 20170101.07.vda

alleleDb allele marsh HLADB 3.26.0
OLERLPSSP
entered: 8.2.2017
modified: 8.2.2017

source: typingKit olerup 20170101.07 vda
alleleDb  allele marsh HLADB 3.26.0

Due to sharing of =zquence motifs in codon 38 and 47, DRB3*0114 will also be ampilified in primer
mixes 77, 78, 8 and DRB3*0123 in mix 77, in addition to primer mix 93.

Obrizek 8:Pozitivné reagujici fragmenty DNA zapsané do softwaru Helmberg SCORE™ [27]
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Analyza HLA systému pacientky na trovni low resolution softwarem Helmberg

SCORE™, tzn. urceni pfitomnosti alelickych skupin na lokusech HLA-A,-B, -DRBL1.

Ustav hematologie a krevni transfuze
Oddéleni HLA analyzy
Souhrn HLA genotypizace pacienta a jeho pfibuznych darci / pfiloha protokolu o akreditované zkouice & 17767 / 08.02.2017

Pacient: datum typizace: 08.02.201T
| HLA-A | HLA-B HLA-C DRB1 DQB1
“02 “03 |07 "40 07 14
DPB1 |
Komentaf:

Obrizek 9: Vyjsledek HLA genotypizace pacientky na tirovni low resolution [27]

Jiz dfive provedena analyza HLA systému pacientky na trovni high resolution
softwarem ASSIGN™, tzn. urceni pfitomnosti konkrétnich alel na lokusech HLA-
A, -B, -C, -DRB1,-DQB1 a nové i DPB1.

Ustav hematologie a krevni transfuze

Oddéleni HLA analyzy
Souhrn HLA genotypizace pacienta a jeho pfibuznych darcl / pfiloha protokolu o akreditované zkoudce & 17767 /08.02,2017

Pacient: datum typizace: 08.11.2016

: HLA-A | HLA-B HLAC ~ oRB1 " baB1
*02:01 *03:01 | 07:02/07:261 *40:01/40:183 |  "03:04 *07:02 *07:01  *i4:54pozn. |  *02:02 *05:03
. DPE1 |
“04:01 1701 |

Komentaf: Vysledek HLA ovéfen ze dvou nezavislych nabérl. Typizace v lokusech HLA-A, -C a DRB1 byla provedena na urovni vysokého rozligeni (high
resolution).
Pfitomny KIR GENY: 2DL1*, 2DL2*, 2DL3", 20L4", 2D52*, 2DS4", 30L1*, 3DL2*, 3DL3*, 2DP1*, 3DP1*.

DRB1*14:54 patii do funkéni skupiny DREB1*14:01P,

Obrizek 10:Vysledek HLA genotypizace pacientky na tirovni high resolution [27]

Byla provedena genotypizace DNA pacientky na drovni low resolution pomoci
metody PCR-SSP. Na zakladé specifickych pozitivnich reakci byly programem
Helmberg SCORE™ analyzovéany alelické skupiny pfitomné na lokusech HLA -A,
-B a -DRB1. Pacientka tedy méla na lokusu HLA -A alelické skupiny A*02 a 03, na
HLA -B alelické skupiny B*07 a 40 a na HLA-DRB1 alelické skupiny DRB1*07 a 14.
Vysledky stanovené PCR-SSP se shodovaly s jiz dfive ziskanymi genotypiza¢nimi

parametry pacientky, které byly ziskdny metodou pfimého sekvenovani.

Jelikoz byla pacientka indikovana k transplantaci hematopoetickych bunék, byla

provedena nejprve genotypizace pfimym sekvenovanim a nasledné jeji ovéfeni
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metodou PCP-SSP. VytéZek primého sekvenovani bylo odhaleni konkrétnich alel
HLA systému pacientky. Jednalo se tudiz o rozliSeni na tirovni high resolution, kde
jsou jednotlivé konkrétni alely znaceny dle mezinarodni nomenklatury ctyf
a vicemistnymi cislicemi, napriklad HLA-A*02:01. Uskutecnénim PCR-SSP byla
provedena konfirmace téchto udajii. Prikazem shody lze potvrdit presnost
analyzy a soucasné vyloucit jakékoli nejasnosti. Kombinaci dvou metod je mozné
docilit vyssi bezpecnosti pacientky a zamezit distribuci zkreslenych vysledki.
Spravnost identifikace HLA systému pacientky se vyznamné podili na tspésnosti

transplantace kostni dfené.

5.1.2. Vyhledani vhodného komplementarniho darce

Stanoveni komplementarity

Tabulka 5: Piehled HLA genotypizace pacientky

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1

*02:01 | *03:01 | *07:02 | *40:01 | *03:04 | *07:02 |*07:01 | *14:54 | *02:02 | *05:03

Vysledek HLA ovéfen ze dvou nezavislych nabéra. Typizace v lokusech HLA-

A, -B, -C a -DRBI1 byla provedena na arovni vysokého rozliseni (high resolution).

a) VySetfeni osob pfibuznych

Stanoveni antigentt pritomnych u rodi¢ti poskytuje zdsadni informace
o zdédénych materndlnich a paterndlnich znacich pacienta. V tomto pfipadé vSak
nebyla genotypizace DNA matky ani otce moznd, rodie nejsou pro testovani
dostupni. Proto byl odebran sourozenec a potomci pacientky, u nichZ bylo
provedeno vysetfeni HLA systému. U osob pfibuznych probihd nejprve stanoveni
na niz8i urovni a teprve pri priitkazu shody je dodélana sekvenace, urcujici

pritomnost konkrétnich alel.
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Tabulka 6: Prehled HLA genotypizace sourozence (bratr)

HLA-A

HLA-B

HLA-C

HLA-DRB1

HLA-DQB1

*02:01

*03:01

*07:02

*18:01

*07:02

*07:01 | *14:54

*02:02 | *05:03

Typizace v lokusech HLA-A, -B, -C a -DRB1 byla provedena na arovni vysokého

rozliSeni (high resolution). Vysledek HLA ovéfen ze dvou nezavislych nabért.

Shoda mezi pacientem a timto darcem v jednom HLA haplotypu a v druhé alelické

skupiné HLA-A, HLA-DRB1, HLA-DQB1 lokusu.

Tabulka 7: Pfehled HLA genotypizace potomka 1 (dcera)

HLA-A

HLA-B

HLA-C

HLA-DRB1

HLA-DQB1

*01

*03

*40

*52

netestovano

*07 *15

Netestovano

Neshoda mezi pacientem a timto jeho darcem v jednom HLA haplotypu.

Tabulka 8: Piehled HLA genotypizace potomka 2 (dcera)

HLA-A

HLA-B

HLA-C

HLA-DRB1

HLA-DQB1

*02

*11

*40

*55

netestovano

*07 *11

Netestovano

Neshoda mezi pacientem a timto jeho darcem v jednom HLA haplotypu.

b) Vysetfeni osob nepfibuznych

Pocet

transplantaci

od nepfibuzenskych darct se

neustale

zvysuje.

Pro transplantaci kostni dfené je vyzadovana co nejvyssi mira shody, proto

se lékaf mnohdy uchyli k volbé darce z narodniho ¢i celosvétového registru,

na ukor ne zcela komplementarniho rodinného prislusnika. Existuje-li tedy

odpovidajici jedinec v registru darct kostni dfen€, je rovnéz zafazen do seznamu

adeptti. Dobrovolnym darciim jsou HLA antigeny stanoveny jiz pfi vstupu

do registru, tudiZ se ndasledné provadi pouze jejich ovéfeni ¢ upresnéni.

Zkoumadna je téz zdravotni zptisobilost a ochota vystavit se zakroku.
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Tabulka 9: Piehled HLA genotypizace neptibuzného dirce z registru ¢.1 - Zena

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1

*02:01 | *03:01 | *07:02 | *40:01 |*03:04 | *07:02 | *07:01 | *14:54 | *02:02 | *05:03

Tento darce je s pacientem se vsi pravdépodobnosti shodny 10/10. Typizace

v lokusech HLA-A, -C a -DRBI1 byla provedena na trovni vysokého rozliseni.

Tabulka 10: Prehled HLA genotypizace nepiibuzného ddrce z registru ¢.2 - muz

HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DRB1 HLA-DQB1

*02:01 | *03:01 | *07:02 | *40:01 |*03:04 | *07:02 | *07:01 | *14:54 | *02:02 | *05:03

Tento darce je s pacientem se vsi pravdépodobnosti shodny 10/10. Typizace

v lokusech HLA-A, -C a -DRBI1 byla provedena na trovni vysokého rozliSeni.

Vsichni pfibuzni darci se s pacientkou shodovali pouze v jednom HLA
haplotypu. Potomci by méli mit vZdy s rodicem (v tomto pfipadé matkou) jeden
identicky haplotyp. Zbyld polovina genetické vybavy bude odpovidat druhému
rodici (otci). Bratrtiv genotyp byl totozny také pouze z poloviny. Oba nepfibuzni
darci byli nalezeni v mezinarodnich registrech nepfibuznych darcti vykazovali
miru shody 10/10, tudiz jsou na turovni high resolution identi¢ti ve vsSech

testovanych znacich.

Stanoveni KIR-gent

Tabulka 11: Pritomné KIR geny sourozence

2DL1* | 2DL3* | 2DL4* | 2DS4* | 3DL1* | 3DL2* | 3DL3* | 2DP1* | 3DP1*

Progndza KIR B-content group pro potencialniho darce je: NEUTRAL

Tabulka 12: Pfitomné KIR geny potomka 1

2DL1* | 2DL2* | 2DL3* | 2DL4* | 2DS2* | 2DS4* | 3DL1* | 3DL2* | 3DL3* | 2DP1* | 3DP1*

Progndza KIR B-content group pro potencialniho darce je: NEUTRAL
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Tabulka 13: Pritomné KIR geny potomka 2

2DL1* | 2DL2* | 2DL3* | 2DL4* | 2DS2* | 2DS4* | 3DL1* | 3DL2* | 3DL3* | 2DP1* | 3DP1*
Progndza KIR B-content group pro potencidlniho darce je: NEUTRAL

Tabulka 14: Pritomné KIR geny nepiibuzného ddrce z registru ¢.1
2DL1* | 2DL2* | 2DL4* | 2DL5* | 2DS1* | 2DS2* | 2DS3* | 2DS5* | 3DL2* | 2DL3* | 3DS1*
2DP1* | 3DP1

Prognoza KIR B-content group pro potencialniho darce je: BEST

Tabulka 15: Pritomné KIR geny nepfibuzného ddrce z registru .2

2DL1*

2DL3*

2DL4*

2DS4*

3DL1*

3DL2*

3DL3*

2DP1*

3DP1

Progndza KIR B-content group pro potencialniho darce je: NEUTRAL

Potencialni darci byli KIR kalkulackou rozdéleni pouze do dvou skupin.

Neprfibuzny dérce z registru ¢.1 byl zafazen do tfidy "best", tudiZz byl svou KIR

genovou vybavou zhodnocen jako nejvhodnéjsi adept. Volbou tohoto darce lze

svVv/

testovani darci neodpovidali pfitomnymi KIR geny pozadovanym kriteriim, byli

proto oznaceni terminem "neutral". I presto, ze KIR genova vybava obou potomku

se zcela shodovala s vybavou pacientky, byli kalkulackou vyhodnoceni

za nevhodné, s vyssim rizikem vyskytu komplikaci.

Stanoveni predikce DPB1 imunogenicity

Tabulka 16: Prehled alel lokusu HLA-DPB1 pacientky

Alela TCE Group Predikce imunogenicity
DPB1 *04:01 3 Low
DBP1 *17:01 1 High
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Tabulka 17: Prehled alel lokusu HLA-DPB1 sourozence a jeho predikce imunogenicity

Alela TCE Group Predikce imunogenicity
DPB1 *04:01 3 Low
DBP1 *04:01 3 Low

Predikce imunogenicity DPB1 pro sourozence je: NON-PERMISIVNI GvHD.

Tabulka 18: Prehled alel lokusu HLA-DPB1 potomka 1 a jeho predikce imunogenicity

Alela TCE Group Predikce imunogenicity
DPB1 *04:01 3 Low
DBP1 *17:01 1 High

Predikce imunogenicity DPB1 pro potomka 1 je: PERMISIVNI.

Tabulka 19: Prehled alel lokusu HLA-DPB1 potomka 2 a jeho predikce imunogenicity

Alela TCE Group Predikce imunogenicity
DPB1 *04:01 3 Low
DBP1 *17:01 1 High

Predikce imunogenicity DPB1 pro potomka 2 je: PERMISIVNI.

Tabulka 20: Prehled alel lokusu HLA-DPB1 neptibuzného ddrce z registru ¢.1 a jeho predikce imunogenicity

Alela TCE Group Predikce imunogenicity
DPB1 *02:01 3 Low
DBP1 *16:01 3 Low

Predikce imunogenicity DPB1 pro nepfibuzného darce z registru ¢.1 je:

NON-PERMISIVNI GvHD.
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Tabulka 21: Prehled alel lokusu HLA-DPB1 neptibuzného ddrce z registru ¢.2 a jeho predikce imunogenicity

Alela TCE Group Predikce imunogenicity
DPB1 *04:01 3 Low
DBP1 *04:01 3 Low

Predikce imunogenicity DPB1 pro nepfibuzného darce z registru ¢.2 je:

NON-PERMISIVNI GvHD.

Dcera pacientky ma obé DPB1 obé alely identické s pacientkou. Druha dcera
se jednou alelou zcela shoduje a druhou mirné odliSuje, avsak rozdilné alely jsou
zahrnuty do stejné TCE Group, tudiZz mira neshody byla rovnéz posouzena
za pfijatelnou. Non-permisivni predikce neshod byly analyzovany u sourozence
i obou nepfibuznych darci z registru. V téchto pfipadech neshody je mozné

ocekavat vyssi riziko vyskytu reakce stépu proti hostiteli.

Na zdkladé udajti ziskanych vySe uvedenym testovanim, byl pro transplantaci
kostni dfené zvolen nepfibuzny darce z registru ¢.1. Tento darce spliiuje miru
shody 10/10, je tedy v téchto znacich na dturovni high resolution zcela
komplementdrni s HLA genotypem pacientky. Programem Donor KIR B-content
group calculator, analyzujicim vliv pfitomnosti urcitych KIR genti, byl zafazen
do skupiny "best", ¢imz je sniZena pravdépodobnosti rizika po transplantacnich
reakci. Predikci imunogenicity DPB1 byly shleddny non-permisivni neshody;,
nicméné tento nedostatek byl prevdzen vyse uvedenymi vyhodami toho darce.
Pfi vybéru nejvhodnéjsiho darce krvetvornych bunék byly samoziejmé zohlednény
i aspekty, eliminujici rizika vyskytu komplikaci vyvolanych zdkrokem. Vybrany
darce splnuje podminku dobrého aktudlniho zdravotniho stavu a nese

s pacientkou shodné krevni antigeny skupiny A.

Po predloZeni vSech parametrti je definitivni rozhodnuti o volbé nejvhodnéjsiho
darce provedeno lékafem. V popsaném pripadé byl pro transplantaci vybran

nepribuzny darce z registru ¢.1 na zakladé vyse uvedeného rozboru.
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5.2 Statisticky nahled HLA genotypizace na Oddéleni HLA UHKT za rok 2016

V pritbéhu uplynulého roku 2016 bylo na Oddéleni HLA v Ustavu hematologie
a krevni transfuze v Praze genotypizovano celkem 790 osob. V této skupiné bylo
testovano 242 pacientti indikovanych k transplantaci kostni dfené, coz odpovida
podilu 30,6%. Jednalo se o 130 muzti a 112 zen. Dvé tfetiny z celkového poctu osob
pripadalo na darce. HLA komplex byl stanoven 548 potencidlnim darctim, 306
tvofili rodinni pfislusnici a 242 vybrani jedinci z registru. Frekvence muzt a Zen
v kategoriich pfibuznych i nepfibuznych darca se témét shodovala, pficemz pocty

muzt byly nepatrné vyssi.

Pocet pacient(l a darct zarok 2016

B Poéet daren

306 ® Poéet pacientd
(38.7 %)
Poéet pfibuznych darci
B Pofet nepiibuznych
darcu

Obrizek 11:Pocet pacientii a ddrcii za rok 2016

Tabulka 22: Zastoupenti jednotlivijch pohlavi pacientii a dircil

Darce
Pohlavi Pacient
Pribuzny Nepiibuzny
Muz 130 174 124
Jena 112 132 96
Neuvedeno - - 22
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Vyhledani vhodného darce je vzdy =zahdjeno genotypizaci clend rodiny
indikovaného pacienta. V lonském roce bylo provedeno stanoveni HLA systému
u 306 pribuznych darct, pouze dvakrat se vsak jednalo o prislusniky $irsi rodiny.
Nejvyssi pravdépodobnost shodnych HLA antigenti pro transplantaci kostni dfené
vzdy vykazuji sourozenci. Ani v roce 2016 tomu nebylo jinak. Typizace byla

celkem provedena u 153 sourozencti, 85 rodi¢li a 66 potomkt1 pacienta.

Cetnost potencialnich pfibuznych
darct

180
160
140
120
100

80 -

kytu

B Zena

» Muz

Cetnostvys

40 -

Rodi¢ Sourozenec Dité Siréi rodina

Pfibuzny darce

Obrizek 12: Cetnost potencidlnich p¥ibuznyjch ddrcii

Tabulka 23: Zastoupenti jednotlivyjch pohlavi potencidlnich pfibuznych ddrcii

Pohlavi Rodi¢ Sourozenec Dité Sir&l rodina
pribuzného (otec/matka) | (bratr/sestra) | (syn/dcera) (bratrance/sesttenice)
Muz 43 94 35 2

Zena 42 59 31 0

Vysoky polymorfismus HLA systému clovéka odliSuje jednotlivé pacienty
poctem potencidlnich darcti. Néktery pacient se mtize shodovat rovnou s nékolika

darci, avSak nositel vzacné se vyskytujicich alel nemusi vhodného darce nikdy
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nalézt. Béhem roku 2016 se v UHKT pocty piibuznych a nepifbuznych dérct
testovanych pro jednoho pacienta pohybovaly mezi 0-7. Nejcastéji (pro 129
pacientt1) byl testovan pouze jeden potencidlni darce. S témér poloviéni cetnosti
se objevili také pacienti se dvéma testovanymi darci. Ojedinéle bylo na vybér az ze
sedmi moznych pfibuznych i nepfibuznych adeptti. S pfibyvajicim poctem donorti
a tim vétsi mozZnosti vybéru nejvhodnéjSiho ddrce je soucasné snizeno riziko
transplantacnich komplikaci. Lze totiz zohlednit kromé HLA komplementarity
i pfitomnost KIR gent, predikci imunogenicity, krevni skupinu ¢i pohlavi.
V uplynulém roce pouze ctyfi pacienti nenalezli odpovidajictho darce pro
testovani. Pramérné byli testovani témér 2 (1,993) potencialni darci na jednoho

pacienta.

Tabulka 24: Pocet potencidlnich ddrcii na jednoho konkrétniho pacienta

Pocet Cetnosti
potencidlnich
dércit vyskytu
0 4
1 129
2 63
3 40
4 24
5 7
6 4
7 2

Primeérny vyskyt komplementarnich darcti na jednoho pacienta:

_(04) + (1.129) + (2.63) + (3.40) + (4.24) + (5.7) + (6.4) + (7.2) _ 544

AR
4+129+63+40+24+7+4+2 273

=1,993
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Cetnost potencialnich darct
k jednomu pacientovi

50

40

30

i B

10

0 | mem | | | N e
0 1 2 3 4 5 6 7

Pocet potencialnich darcti k jednomu pacientovi

kytu
(Yo}
o

Cetnostvys
(o))
o

v

Obrizek 13: Cetnost potencidlnich dércii k jednomu pacientovi

Procentualni vyjadreni Cetnosti
potencialnich darci k jednomu

pacientovi

1%_ 1% 19
3% ya

B | darce
| 2 darci
m 3 darci
m 4 darci
B 5 darci
m 6 darci
=7 darci

zadny darce

Obrizek 14: Procentudlni vyjddieni Cetnosti potencidlnich ddrcii k jednomu pacientovi

Podrobny pfehled vSech evidovanych kombinaci pfibuznych a nepfibuznych
darci na jednoho pacienta za rok 2016 je uveden v Obrazku 15. Nejcastéji

se vyskytovali pacienti s jednim testovanym nepiibuznym darcem. Druhou a tfeti
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pozici obsadili pfijemci s jednim a dvéma piibuznymi dérci. Casto se objevuyjici
variantou byli rovnéZ pacienti s pravé jednim pifibuznym a jednim nepfibuznym

¢i pravé dvéma pfibuznymi a dvéma nepfibuznymi donory.

Cetnost vyskytu potencialnich pfibuznych a nep¥ibuznych
darct k jednomu pacientovi

Cetnost wskytu

Poiet potencidlnich pfibuznych a nepiibuznych darch

Obrizek 15: Prehled evidovanych kombinaci pfibuznych a neptibuznych dércii k jednomu pacientovi

Pro skupinu pacientt s jednim testovanym pfibuznym ddarcem bylo
genotypizovano presné 56 sourozencid z celkového pocétu 78 rodinnych
prislusnikd, predstavujicich pravé jednoho pfibuzného darce. Procentudlni
zastoupeni darcti v této skupiné podle jejich piibuznosti k pacientovi je uvedeno

na Obrazku 16.
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Procentualni vyjadreni vyskytu pravé jednoho
potencidlniho rodinného prislusnika

O‘([)ec Matka
4% 49,

Obrizek 16: Procentudlni vyjddieni vyskytu pravé jednoho potencidlniho rodinného ptislusnika

Tabulka 25: Cetnost vyjskytu pravé jednoho potencidlniho rodinného ddrce

Rodinny pfislusnik Cetnost vyskytu
Otec 3
Matka 3
Sourozenec 56
Dcera 10
Syn 6

V roce 2016 provedlo Oddéleni HLA v UHKT celkové genotypizaci 790 osob.
Pramérné byly HLA genotypy urceny 65 jedincim za mésic. Mésicni referenéni
rozmezi se vSak pohybovalo od 43 do 79, kdy minimum osob bylo testovano
v ffjnu 2016 a maximum v prosinci 2016. Indikovani pacienti tvofili pfiblizné
tfetinu celkového poctu jedincti za rok. Podobné tomu bylo i v rdmci mési¢niho

zastoupeni, které stanovovalo primeérné 20 pacientti za jeden mésic. Spodni
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a horni hranice v poctu testovanych pacientt korelovala s celkovym mnoZzstvim
vSech typizovanych osob v jednotlivych obdobich. Zasadni rozdil byl pozorovan
v srpnu 2016, kdy ze souborného poctu 93 jedincti zaujimali pfijemci pouze

necelou pétinu.

HLA typizace pacientl a jejich potencialnich
darcti za rok 2016

D
o

M Pocet darcl

Pocet typizovanych osob
wv
o

B Pocet pacientd

Obrizek 17: HLA typizace pacientil a jejich ddrcii za rok 2016
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Tabulka 26: Cestnost HLA typizaci v jednotlivych mésicich za rok 2016

Pocet typizovanych osob
Mésic Pocet pacient
(pacienti + potencialni darci)

Leden 55 15
Unor 57 15
Bfezen 58 26
Duben 62 23
Kvéten 82 30
Cerven 40 12
Cervenec 66 17
Srpen 93 18
Zari 56 16
Rijen 43 10
Listopad 81 24
Prosinec 97 36

Primérny pocet typizovanych osob za jeden mésic:

R_55+57+58+62+82+40+66+93+56+43+81+97

12

AR—790—6583
12

Primeérny pocet pacientti za jeden mésic:

R_15+15+26+23+30+12+17+18+16+10+24+36

12

242

AR = 20,17
12




6 DISKUZE

Indikovana pacientka byla v prosinci 2016 genotypizovana metodou pfimého
sekvenovani. Soucasné bylo provedeno ovéreni spravnosti vysledkti uzitim
metody PCR-SSP, jeZ je podrobné popsdana v metodice prace. Obdobnym
postupem byli typizovani i pfibuzni a nepfibuzni darci, z nichz byl vybran
nejvhodnéjsi na zdkladé shodnosti HLA antigenti a souvisejicich stanoveni.
Pacientka i vybrany darce podstoupili pred transplantacni vysetfeni deklarujici
jejich aktudlni zdravotni stav a schvalujici realizaci zakroku. JiZ na zacatku tnora
2017 se uskutecnila transplantace kostni dfené. Pacientka pfijala darcovsky stép
a cely proces probéhl bez komplikaci. Nastalo uplné prihojeni Stépu, coz bylo

detekovano kompletnim chimerismem.

Prenesenim hematopoetickych bunék z kostni dfené darce dosSlo k jejich
uchyceni v hostitelském prostfedi a prevzeti darcovské krvetvorby. Hematopoéza
pacientky tim byla potlacena a zcela nahrazena. Dukazem byl vyskyt pouze
darcovskych krevnich elementti v krvi. Kompletni chimerismus vytvari pfiznivé
podminky pro vznik nové krvetvorby a snizuje pravdépodobnost
po transplantacnich reakci. Na rozdil od smiSeného, kdy v téle jedince koexistuyji

krvetvorné bunky vlastni i cizi. [32]

Transplantace byla provedena uspésné pouze diky existenci dobrovolného
darcovstvi, na jehoZ myslence jsou vybudovany registry po celém svété. Nositelem
darcovského Stépu se stala Zena identické krevni skupiny A+, ktera byla nalezena

v zahrani¢nim registru.

Oddéleni HLA, patfici pod Ustav hematologie a krevni transfuze, tzce
spolupracuje pii vyhledavani nep¥ibuzenskych darci s Ceskym registrem dércti
krvetvornych bunék Praha v Institutu klinické a experimentalni mediciny. IKEMu

je umoznéno kooperovat s celosvétovou databazi dobrovolnych darcti, na zakladé
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Clenstvi v organizaci BMDW a akreditaci svétové asociace. V pifipadé nami

vySetfované pacientky byla zvolena registrovana darkyné z némecké databaze.

Némecko, jakozto 80 milionova zemé, se muze pysnit vice nez 7 miliony
dobrovolnymi darci. Jejich zastoupeni ¢ini priblizné 8,5% némecké populace.
Za rok 2016 zde probéhla registrace prevysujici 800 tisic dobrovolnikd, tedy 1%
obyvatel. [33]

Ceska republika, osidlena 10 miliony obyvatel, v neddvné dobé prekrodila
hranici 70 tisic darct v ndrodnich registrech. Podil dobrovolniki predstavuje
v prepoctu 0,7% ceské populace. V loriském roce bylo zapsano presné 7865 osob,

tudiz necelych 0,08%. [22]

Stru¢ny prehled vybizi k zamysleni a soucasné objastiuje problematiku spjatou
s nalezenim vhodného darce a zdafilou transplantaci. V uplynulém roce
se uskutecnilo na ceském tzemi 108 nepribuzenskych transplantaci kostni dfené,
z ¢ehoZ byl v 66 pripadech darcovsky stép zprostiedkovdn zahrani¢éni databazi.
Nejvétsi zasluha patfi pravé Némecku, které zajistilo 45 darcti, coZ tvori vice nez

tretinu. [22]

PrestoZze cesky registr kooperuje a vyznamné se podili na vystavbé svétové
databaze, ochota darovat je relativné nizka. Snaha o propagaci a rozsifovani
seznamu potencialni darcti se pritom neustale zvysuje. Hlavnim cilem je urychleni
procesu vybéru vhodného darce i vlastni transplantace, zefektivnéni pfed
transplantacni terapie a sniZeni nakladt. Vyuziti darci ze zahrani¢nich registrti
vyzaduje podstatné komplikovanéjsi postup pfi zajiSténi Stépu, doprovazeny
vysSimi finanénimi vydaji. Pfesto stdle 60% transplantaci krvetvornych bunék
u nas je provadéno od darct z mezinarodni databaze darct. Nejvétsi zapojeni lze
evidovat v krajskych méstech na Moravé, trvale je vSak za sousednim Némeckem

patrné znacné zaostavani. Celorocné se kona nespocetné mnoZstvi prednadsek,

65



galavecert a kampani za ucelem osvéty a rozsifeni ¢eského darcovstvi. Nartst
dobrovolnikt zajistuji pfedevSsim hromadné registrace usporddané na ptidach
vysokych Skol, firem, veletrhti ¢i beneficnich a sportovnich akci. Zaméfeni je
kladeno na mladé jedince s dobrym zdravotnim stavem. Podporu lze zaznamenat
rovnéz mezi statnimi organy, bezpecnostnimi sbory i sportovnimi oddily. Osvété
prostfednictvim rozhlasovych a televiznich medii, napomahaji také znamé
osobnosti. K nositelim titulu jsou fazeni napiiklad herec Ondfej Vetchy nebo
zesnuly kardindl Miroslav Vlk. V poslednich letech k Sifeni povédomi pfispély
oslavy Svétoveého dne darcli kostni dfené, které pripadaji vZdy na treti vikend

v zafi, na jehoZ pocest bylo porfddano mnoho exhibi¢ni akci.

Rozsifovani databdzi skytd prozatim jedinou alternativu, kterd zvysuje
pravdépodobnost nalezeni vhodného darce a zachrany zivota pacienta. Ani
sveétovy registr, ktery je tvofen bezmadla 30 miliony ddarcli, nezarucuje nalezeni
odpovidajictho darce pro vSechny pacienty indikované k transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék. Vysoky polymorfismus HLA systému
clovéka totiz predstavuje neopominutelnou komplikaci a specifi¢nost, zamezujici

uskutecnéni transplantace kostni dfené spousty pacientt.

Mozna i to bylo divodem, pro¢ Cesky registr krvetvornych bunék v prazském
IKEMu, posunul horni vékovou hranici zapisu darct. Od podzimu 2016 je zde
umoznéna registrace aZz do zavrSeni cCtyficeti let. I pfes mozna rizika postoupil
Institut klinické a experimentdlni mediciny tento krok, zvysSujici meznik o 5 let,

s vidinou zvyseni poctu dobrovolnik. [34]

Stejného cile mélo byt dosaZzeno projedndvanymi zménami Zakona
o danich z prijmu, predpis ¢. 585/1992 Sb., které stanovovaly finan¢ni ocenéni
darctim hematopoetickych bunék. Motivaci clenstvi v registru mela predstavovat
¢astka osm tisic korun pro kazdého jedince s deklarovanym potvrzenim o zapisu.

Odménu by bylo mozZzné cerpat pouze jednou za Zivot, formou krdcené dané
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z pfijmu. Navrh novely, podany v poloviné predeslého roku, nebyl vSak dostatecné

podporen, tudiz v roce 2017 nevesel v platnost. [35]

Nelze prokdzat, zda bylo zamitnuti argumentovano definici darcovstvi,
vymezujici tuto cinnost jako svobodnou vuli, nevyzadujici jakoukoli penéZni
kompenzaci, a nebo pravy duvod tkvél v neposkytnuti finan¢nich prostfedkt
statem ¢i v riziku zneuziti odmény ve svij prospéch a nasledném nedodrzi slibu,
doprovazeném neochotou poskytnout darcovsky stép. Avsak i odSkodnéni jiz
zminénym bonusem, by bylo v mnohych situacich pro ¢eského obc¢ana dostatecnou

pohnutkou k darcovstvi.

Neprfibuzenskd transplantace v dnesni dobé prevySuje svym vyskytem
darcovstvi v rdmci rodiny. Je proto potfeba raciondlné zvazit, zda je v lidskych
silach nékomu pomoci. Jako kazdé , pro”, ma i darcovstvi sva ,proti". Odmitnuti
registrace je v uzké vazbé s vystavenim téla nebezpeéi a bolesti, spjaté
se zakrokem. Obava z celkové anestezie a bioptické jehly vyvolava v lidech hriizu
a pochybnosti o naplnéni darcovského slibu. V jednadvacatém stoleti je vSak
vynaklddadna snaha zajistit ochranu i uréity komfort darci v podobé volby zptisobu
odbéru. Rozhodnuti musi byt nutné podlozeno souhlasem zprostredkovatele
Stépu, jenzZ ma pravo zvolit optimalni postup odbéru. Celosvétoveé
se rozmahajici alternativou zdroje krvetvornych bunék je jejich separace z periferni
a pupecnikové krve. Pfedevsim izolace z pupecnikové krve se vyznacuje vysokou

Setrnosti a minimalnim rizikem pro darce.

Nastavit pomocnou ruku je v kompetenci témér kazdého zdravého mladého
jedince bez ohledu na finan¢ni situaci, inteligencéni kvocient, etnicky ptvod
¢i pohlavi. Vzdy je respektovano darcovo soukromi, tudiz ztistava z etickych
davodtt ponechan v anonymité. Opacnd strana mince, s niz se néktefi registrovani
nejsou schopni ztotoZnit, se soucasné odviji od utajeni prijemce. Nezndma identita

pacienta pro nékoho pfedstavuje bezvyznamny fakt, pro druhého vsak
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neprekrocitelny blok. Anonymita mtiZe evokovat naprosto neredlnou predstavu,
pri niZ je Stép vénovan osobé niZsi socidlni vrstvy, odliSné barvy pleti nebo jiného
naboZenského vyzndni. Rovnéz tento argument je nutné respektovat a diikladné
promyslet pfed samotnym zapisem. Zaznamendny jsou predevsim cetné registrace
zapficinéné incidentem v blizkém okoli. Zachrané je v takovych pfipadech

mnohdy prikladana vétsi vaha nez vlastnimu Zivotu.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem bakalafské prace byla typizace HLA komplexu pacientky
a stanoveni vhodného ddrce pro transplantaci kostni dfené na ptdé HLA
laboratofe. Metodou pfimého sekvenovani byla urcena pfitomnost HLA antigenti
na urovni high resolution. VySetfena genova vybava byla ovéfena konfirmaci
s vysledky aplikované technologie PCR-SSP. Pacientce bylo provedeno kompletni
vysetfeni pfitomnych HLA antigenti, umoZnujici posouzeni kompatibility
s potencionalnimi darci. Na =zakladé ziskanych parametri byl zvolen
nejadekvatnégjsi transplantacni darce - Registrovany darce 1. Vybér byl lékatskym
posouzenim schvélen a pacientka se podrobila zékroku. Stép pfijala tGspésné
a zcela pfevzala darcovskou krvetvorbu, bez zjevnych zndmek potransplantacnich

reakcl.

V druhé casti prace byla zpracovana statistika genotypizovanych osob v HLA
laboratoti UHKT za rok 2016. Dvé tfetiny ze souborného poctu typizovanych
jedinct, predstavovali potencidlni darci. Pfibuzni darci nepatrné prevysovali
nepfibuzné. Muzi byli zastoupeni mirné pocetnéji neZ Zeny. Rozmezi Cetnosti
potencidlnich darcti pro jednoho pacienta se pohybovalo od 0 do 7, z ¢ehoZ pouze
pro ctyfi indikované pacienty nebyl nalezen Zadny vhodny darce k testovani HLA.

Pramérné pripadli na pacienta az dva potencialni darci.

Bakalafskou praci byla objasnéna problematika transplantace kostni dfené
a faktory ovliviiujici jeji uspésnost. Praktickou casti bylo podloZeno stanovisko
vyznamnosti shody HLA antigent u pfijemcti a darci. Soucasné byl potvrzen
vysoky polymorfismus HLA systému clovéka, jenz lze pozorovat na cetnostech
vyskytu potencidlnich darct k jednomu pacientovi. Dtiraz byl kladen

na nepribuzenské darcovstvi, tvofici vice nez polovinu vSech transplantaci drené.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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ATP
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DNA
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HIV
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kDa
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cytomegalovirus

centralni nervovy systém
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Epstein-Barr virus
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granulocyte colony stimulating factor
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human immunodeficiency virus

human leukocyte antigen

Institut klinické a experimentalni mediciny
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KIR
MHC
MM
MNC
NGS

NK

PCR
PCR-SSO
PCR-SSP
RFLP
RNA

RT
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TCE
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killer-cell immunoglobulin-like receptor
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master mix
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next generation sequencing

natural killer

polymerase chain reaction

polymerase chain reaction -sequence specific oligonucleotide

polymerase chain reaction - sequence specific primer
restriction fragment length polymorphism
ribonukleova kyselina

reverse transcription

single molecule real time
tris-acetat-EDTA

Thermus aquaticus

T-cell epitope groups

ultrafialové zareni

Ustav hematologie a krevni transfuze
World health organization

zero-mode wave-guides

mikrolitr (jednotka objemu)
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