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1. ABSTRAKT

Autor: Lucie Moravcova

Nazev: Vyskyt HLA znakl u pacientl pred transplantaci krvetvornych bunék
Bakalarska prace

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni obor: Zdravotni laborant

Cil prace: Vypracovat prehled zastoupeni HLA znak( u pacientl pred transplantaci
krvetvornych bunék vysSetfovanych v letech 2014-2016 na Transfuznim oddéleni
Fakultni nemocnice Hradec Krédlové. Porovnat data sudaji poskytnutymi Ceskym

narodnim registrem darcd drené.

Metody: HLA znaky pacientl byly uréeny pomoci PCR—SSP metody. Typizace rodinnych
pfislusnikl probéhla sérologickou metodou. Nasledovalo komplexni statistické

zpracovani ziskanych dat.

Vysledky: V letech 2014 az 2016 bylo vySetfeno 154 pacientl pred transplantaci
krvetvornych bunék a 157 jejich rodinnych pftislusnikd. Mezi pacienty bylo 85 muzi a 69
Zen. Nejvice pacientl se nachazelo ve vékovém rozmezi 61-70 let. Nej¢astéjsi diagndzou
byla akutni myeloidni leukémie. Rodinna studie byla provedena u 92 pacientd. Mezi
rodinnymi pfislusniky bylo nalezeno 36 potencidlnich vhodnych darc(. V lokusu HLA-A
se u pacientl nevyskytoval Zadny znak vyznamné castéji. V lokusu HLA-B byl vyznamné
vy33i vyskyt znaku HLA-B*15 (10,065 % vs. 6,800 %). Cast&jsi byl i znak HLA-DRB1*01
(13,961 % vs. 9,897 %). U pacientl s akutni myeloidni leukémii nebyl prokazan zadny

vztah mezi znaky v HLA-DRB1 lokusu a nemoci.

Zavéry: Zastoupeni HLA znakd u pacientl se vyznamné neodlidovalo od populace CR
s vyjimkou znak( HLA-B*15 a HLA-DRB1*01, které se vyskytovaly vyznamné Castéji. Jako
potencialni vhodny darce bylo oznaceno 23 % z celkového poctu typizovanych rodinnych

prislusnikd.

Klicova slova: HLA systém. Typizace HLA antigen(. Transplantace krvetvornych bunék.

Frekvence HLA znaka.



2. ABSTRACT

Author: Lucie Moravcova

Title: Frequency of HLA Antigens in Patients before Bone Marrow Transplantation
Bachelor’s Thesis

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove

Field of study: Medical Laboratory Technician

Background: Elaborated overview of frequency of HLA antigens in patients before bone
marrow transplantation who were examined from 2014 to 2016 in Transfusion
Department of the University Hospital Hradec Kralove. Compare our data with data

provided by Czech National Marrow Donors Registry.

Methods: Patient’s HLA alleles were typed by PCR — SSP method. Family members were
typed by serological method. After that was conducted a complex statistic processing of

our data.

Results: 154 patients before bone marrow transplantation and 157 of their family
members were examined from 2014 to 2016. There were 85 men and 69 women tested
among the patients. Most patients were between 61 — 70 years of age. Acute myeloid
leukaemia was the most common diagnose. A family study was conducted for 92
patients. 36 potential suitable donors were found among family members. No allele had
significantly high frequency in the HLA-A loci of patients. In the HLA-B loci had
significantly high frequency HLA-B*15 allele (10,065 % vs. 6,800 %). HLA-DRB1*01 allele
was also more frequent (13,961 % vs. 9,897 %). There was no proof of association

between antigens in the HLA-DRB1 loci of patients and acute myeloid leukaemia.

Conclusions: The frequency of HLA alleles in patients did not differ significantly from the
population of the Czech Republic except HLA-B*15 and HLA-DRB1*01 alleles, which
occurred significantly more frequently. 23 % of the total number of typed family

members were identified as potential suitable donors.

Keywords: HLA system. Typing of HLA antigens. Bone marrow transplantation.

Frequency of HLA antigens.



3. ZKRATKY

AML
CD znaky
CNRDD
CR
ddNTP
DNA
EDTA
GvHD
HLA
MHC
PCR
PCR-SSO
PCR-SSP
SBT
SOP
Taq

TBE

uv

akutni myeloidni leukémie

diferenciacni antigeny

Cesky narodni registr darcC diené

Ceska republika

dideoxyribonukleotid

deoxyribonukleova kyselina

ethylendiamintetraoctova kyselina

reakce Stépu proti hostiteli

hlavni histokompatibilitni systém c¢lovéka

hlavni histokompatibilitni systém

polymerazova retézova reakce

polymerdzova fetézova reakce se sekvencné specifickymi oligonukleotidy
polymerdzova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery
pfimé sekvenovani

standardni operacni postup

polymeraza pochazejici z bakterie Thermus aquaticus
Tris-borat-EDTA pufr

ultrafialové zareni



4. Uvop

Dlvod(l ktransplantaci krvetvornych bunék (dfive oznacované jako
transplantace kostni drené) je hned nékolik. At uZ se jednd o nékterou
z hematologickych malignit, jiné poruchy krvetvorby nebo zdvainé naruseni funkce
imunitniho systému, je transplantace krvetvornych bunék ¢asto posledni nadéji na

zachranu pacienta.

Diky své rafinovanosti dokdze imunitni systém rozpoznat burky, které byly
pozménény napfiklad pfitomnosti patogenniho organismu nebo nadoru. Proti témto
butkdm pak zacne imunitni systém ve vétSiné pripadl bojovat. Jako obranny
mechanismus je tato reakce prospésna, ale velmi komplikuje pfijeti transplantovaného
organu i Stépu krvetvornych bunék. Bunky pochazejici od druhého ¢lovéka jsou nasim
imunitnim systémem vyhodnoceny jako potencidlni hrozba a télo se proti nim zacne

branit a snaZi se je znicit.

Na rozliSovani cizich struktur od vlastnich se v lidském téle podileji HLA antigeny.
Aby se zvysila pravdépodobnost Uspésné transplantace, je tfeba najit vhodného darce,

jehoZ HLA antigeny budou co nejvice podobné HLA antigenim ptijemce.



5. ZADANI BAKALARSKE PRACE — CiL PRACE

V této bakalarské praci bylo mym udkolem komplexné vyhodnotit data
vySetfovanych pacientl, u kterych byla indikovana transplantace krvetvornych bunék.
Data poskytnuta Transfuznim oddélenim Fakultni nemocnice Hradec Kralové pochazeji
od 154 pacientl a jejich 157 rodinnych pftislusnik(, ktefi byli v letech 2014-2016

vySettovani v Laboratofi HLA systému a PCR diagnostiky.

Cilem prace je vyhodnotit zastoupeni HLA znak{ u pacientl pred transplantaci
krvetvornych bunék a porovnat tyto Udaje s daty poskytnutymi Ceskym ndrodnim
registrem darcl dfené. Toto srovnani by mélo odhalit, zda se v testovaném souboru
pacientd nevyskytuje néktery HLA znak s vy3$i frekvenci, ne je béZné v populaci Ceské
republiky. Stejné bude vyhodnocen i HLA fenotyp pacient(i a hodnoceni bude vztazeno

i na nejcastéji se vyskytujici diagndzu ve skupiné pacientd.

Dale se ve svém hodnoceni zaméfim na to, u kolika pacientll byla provedena
rodinna studie pfi hledani vhodného darce a kolik procent rodinnych pfislusnikd bylo

oznaceno jako potencidlni vhodny darce krvetvornych bunék.
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6. TEORETICKA CAST

6.1 HLA SYSTEM

Molekuly hlavniho histokompatibilitniho komplexu (Major Histocompatibility
Complex, MHC) hraji dlleZitou roli ve spravné funkci naseho imunitniho systému. Jejich
ukolem je predkladat T lymfocytlim antigenni fragmenty endogenniho ¢i exogenniho
plvodu. Tim umoziuji organismu rozpoznat vlastni struktury od cizich. Komplex genu,
ktery kéduje tyto molekuly, se obecné oznacuje jako MHC. U ¢lovéka byly jeho produkty
poprvé detekovany na leukocytech, proto v ptipadé lidského organismu hovorime o HLA

systému (Human Leukocyte Antigens) (Rehacek a kol., 2013), (Jilek, 2008).

6.1.1 Genovy komplex HLA systému

Geny pro HLA znaky jsou lokalizovany na kratkém raménku 6. chromozomu.
Skupina pfiblizné 200 genl zde tvofi HLA komplex, jehoZz oblast mizZzeme rozdélit na tfi
podoblasti, které zaroven formuji tfi tfidy genl. Z lokusd HLA-A, HLA-B, HLA-C jsou
kédovany molekuly I. tfidy a tato oblast se v HLA komplexu nachazi nejblize k telomere.
Oblast Il. tfidy se nachazi nejblize centromery a obsahuje lokusy HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP. Mezi I. a Il. tfidou se nachazeji geny lll. tfidy, které kdduji napriklad nékteré
slozky komplementu a dalsi rGznorodé proteiny podilejici se na regulaci imunitni

odpovédi (Hillyer a kol., 2007), (Krejsek a Kopecky, 2004).

HLA geny jsou dale déleny na tzv. klasické a neklasické. Z hlediska prezentace
antigennich fragment( a transplanta¢ni mediciny jsou pro nas dulezité jiz zminéné geny
klasické (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP). Mezi ty neklasické patfi
naptiklad geny I. tfidy HLA-E, HLA-F a HLA-G (Krejsek a Kopecky, 2004).

11



6.1.1.1 Vlastnosti HLA komplexu

Z predchozi kapitoly vyplyva, Ze HLA systém je polygenni, coZ znaci pfitomnost
vice genu s pfibuznou funkci. Pro I. tfidu napfiklad plati, Ze diky existenci 3 paru
klasickych geni mize jedinec nést na svych burikdch 6 odlisSnych znaku I. tfidy (Krejsek

a Kopecky, 2004).

Geny pro molekuly I. a Il. tfidy jsou navic vysoce polymorfni. To znamena, ze
v populaci existuje velké mnoiZstvi alel, které se mohou vyskytovat v jednotlivych
lokusech. Do konce dubna roku 2017 bylo popsdno 16 755 HLA alel (HLA Alleles
Numbers, HLA Nomenclature). Tato skute¢nost umoziuje existenci mnoha variant HLA
molekul, které mohou byt pritomny na povrchu bunék. Polymorfismus a polygenie HLA
systému jsou spolec¢né pfri¢inou existence nepfeberného mnoizstvi fenotypl HLA

molekul v ramci celé populace (Krejsek a Kopecky, 2004).

Dalsi vlastnosti HLA systému je, Ze jednotlivé lokusy leZi v tésné blizkosti vedle
sebe a jejich geny tak vykazuji tésnou genetickou vazbu. Jen v malém procentu pfipadu
dochazi vtéto oblasti genetického kdédu pfi meidze ke crossing-overu (Krejsek

a Kopecky, 2004).

6.1.2 Dédi¢nost HLA systému

Z Mendelovych zakon( a vlastnosti HLA komplexu vyplyvaji i principy, kterymi se
fidi dédi¢nost HLA znaku. Za predpokladu, Ze nedoslo ke crossing-overu, preda matka
i otec svému potomkovi kompletni haplotyp HLA gen( (kombinace alel pfitomna na
jednom chromozomu). Potomek tak nese jeden haplotyp od matky a druhy od otce.
Mohou tak vzniknout 4 kombinace haplotypl. Protoze geny HLA komplexu jsou
kodominantni, fenotypové se projevi alely od obou rodi¢d. Pokud se nejedna
o jednovajecna dvojcéata, je mezi sourozenci Sance 1:4, Ze budou sdilet stejné HLA znaky.
Toho se vyuZiva pfi hleddni vhodného darce pro transplantaci (Rehaéek a kol., 2013),

(Krejsek a Kopecky, 2004), (Jilek, 2008).
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6.1.2.1 Vazebna nerovnovaha

Pti zachovani principu volné kombinovatelnosti alel by vznikalo hojné mnoZstvi
fenotypovych kombinaci a zastoupeni vSech alel v celé populaci by bylo v rovnovaze.
Diky dédéni v haplotypech vsak v praxi vznikd vazebnd nerovnovaha (angl. linkage
disequilibrium) a nékteré alely a haplotypy se vyskytuji ¢astéji (Hillyer a kol., 2007). To
je vysvétlovano tim, Ze urcitd kombinace HLA znakl byla v minulosti pro své nositele
vyhodnéjsi a mohla byt predana dalSim generacim (Jilek, 2008). Zatimco jeden znak
mUze byt obecné Castéjsi v celé populaci, jiny se mlze nachazet ¢astéji pouze v urdité

mensi populaci, napfiklad v nékteré etnické skupiné (Murphy a kol., 2013).

V tabulce €. 1 jsou uvedeny nejéastéji se vyskytujici HLA znaky v souboru darc(
v Ceském narodnim registru darct dfené (CNRDD). Pro toto hodnoceni je statisticky vzdy
vyhodnoceno cca 20 000 zaznamu z kazdého lokusu. Takto velky soubor ma vzhledem

k diverzité HLA antigentl vypovédni hodnotu pro celou Ceskou republiku.

Tabulka ¢& 1 Frekvence vyskytu nejéastéjsich HLA znakd 1. a Il. tfidy v Ceské republice

HLA znaky I. tridy Frekvence znaku HLA znaky Il. tfidy | Frekvence znaku

A*02:01 26,62 % DQB1*03:01 19,50 %
A*01:01 16,15 % DRB1*07:01 15,44 %
C*07:01 15,59 % DQB1*06:02 12,67 %
A*03:01 14,20 % DRB1*15:01 11,83 %
C*07:01 12,94 % DQB1*02:01 10,86 %
C*04:01 12,53 % DQB1*02:02 10,69 %
B*07:02 11,90 % DQB1*05:01 9,98 %
C*06:02 11,60 % DRB1*03:01 9,20 %
B*08:01 10,34 % DQB1*03:02 8,04 %

Zdroj: Data byla pro tcely bakaldrské prdce poskytnuta CNRDD
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V tabulce €. 2 jsou uvedeny predpokladané nejcasté;jsi haplotypy v souboru darc(
v CNRDD. Pravdépodobnost vyskytu daného haplotypu je vypocitdna ze zadanych

hodnot frekvence jednotlivych HLA znakd.

Tabulka & 2 Predpoklddané nejcastéjsi haplotypy v Ceské republice

HLA haplotyp pravdé:::cr:;)l:ss:‘tawskytu
A*01:01, B*08:01, C*07:01, DRB1*03:01, DQB1*02:01 5,2 %
A*03:01, B*07:02, C*07:02, DRB1*15:01, DQB1*06:02 2,2%
A*02:01, B*13:02, C*06:02, DRB1*07:01, DQB1*02:01 1,3%
A*23:01, B*44:03, C*04:01, DRB1*07:01, DQB1*02:01 1,2%
A*02:01, B*07:02, C*07:02, DRB1*15:01, DQB1*06:02 1,2%

Dostupné z: http://ccy.zcu.cz/registr/CZ-HANA.htm|

6.1.3 Struktura HLA antigenli

Molekuly 1. i |l. tfidy sdili obdobnou strukturdlni stavbu. Jedna se
o transmembranové glykoproteiny, které lze rozdélit na tfi zakladni oblasti — ¢ast
extraceluldrni, transmembranovou a intraceluldrni. Molekuly obou tfid obsahuji ve své

struktufe vazebné misto, kam vazi antigenni fragmenty (Rehacek a kol., 2013).

6.1.3.1 Molekuly HLA I. tFidy

HLA antigeny |. tfidy jsou tvoreny transmembranovym a fetézcem a druhym
fetézcem tvorenym Bz-mikroglobulinem. Ten je s a fetézcem nekovalentné asociovany
a neprochazi membranou (Hofejsi a kol., 2013). B2-mikroglobulinovy retézec je kédovan
z15. chromozomu a jeho sloZeni je stejné u vSech antigen( HLA I. tfidy (Krejsek
a Kopecky, 2004). Transmembranovy a retézec délime na 3 domény —a, a2 a as. Nejvice
polymorfni je oz doména, kterd spolu s o vytvari vazebné misto pro antigenni peptid,
které ma tvar uzavieného zlabku. Mohou zde byt prezentovany jen fragmenty o presné

dané velikosti 8-10 aminokyselin (Penka a kol., 2012), (Hotejsi a kol. 2013).

14



6.1.3.2 Molekuly HLA Il. tfidy

Molekuly HLA IlI. tfidy jsou oproti HLA antigenim I. tfidy tvorfeny dvéma
transmembranovymi glykoproteinovymi fetézci, které jsou nekovalentné vazany. Oba
Fetézce jsou rozdéleny na dvé domény. Retézec a — ¢lenény na domény o a ay, fetézec
B tvoreny z domén B1 a B2. Vazebné misto pro antigenni fragment leZzi mezi doménami
a1 a B1ajevtomto pripadé oteviené. Diky tomu zde mohou byt predkladany fragmenty

o délce 15-35 aminokyselin (Penka a kol., 2012), (Rehaéek a kol., 2013).

6.1.4 Exprese HLA znakt na bunkach

HLA antigeny I. tfidy najdeme na vSech jadernych bunkach téla a na
trombocytech. Nejvétsi zastoupeni maji na burikach imunitniho systému. Zde se mohou
vyskytovat v nékolika set tisicovych poctech. Naopak mala hustota HLA molekul je na
bunikdch centralniho nervového systému, kosterni svaloviny a endokrinnich burnkach

(Murphy a kol., 2013), (Krejsek a Kopecky, 2004).

Molekuly 1l. tfidy najdeme za fyziologickych podminek jen na bunkach
prezentujicich antigen. Jedna se o B lymfocyty, monocyty, makrofagy a dendritické
buriky (Hotejsi a kol. 2013). Dale je muZzeme najit na aktivovanych T lymfocytech

a aktivovanych granulocytech (Murphy a kol., 2013).

6.1.5 Biologicka funkce — rozdily mezi I. a ll. tfidou

Nejvétsi rozdil mezi HLA molekulami l. a ll. tfidy spociva v jejich odliSné biologické
funkci. Ta je ddna pravé expresi na rliznych typech bunék (Hillyer a kol., 2007). VSechny
jaderné bunky naseho téla vystavuji na svém povrchu prostfednictvim HLA antigend
l. tfidy fragmenty z peptidQ, které burika sama produkuje. Pokud je burika napftiklad
napadena virem, dochazi k produkci pozménénych peptidi. Komplex tvoreny
HLA molekulou a ,cizim“ peptidem je rozpozndn cytotoxickymi CD8+ T lymfocyty. Dojde
k jejich aktivaci a po spusténi imunitni reakce je napadend bunka zni¢ena (Jilek, 2008),

(Krejsek a Kopecky, 2004).
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Naopak uvnitf antigen prezentujicich bunék vytvareji molekuly II. tfidy komplex
s antigennimi fragmenty exogenniho plivodu. Ty pochazeji z vnéjSiho prostredi buriky
a byly bunikou pohlceny a vhodné upraveny. Po vystaveni komplexu na povrchu buriky
jej rozpoznavaji pomocné CD4+ T lymfocyty a tim dojde k jejich aktivaci a uvolnéni
cytokin(. To je signal pro zapojeni dalSich bunék imunitniho systému do obranné reakce

(Jilek, 2008), (Krejsek a Kopecky, 2004).

6.1.5.1 HLA restrikce

T lymfocyty nejsou schopny pfimo reagovat na antigenni podnéty, jak se
plvodné myslelo. K jejich aktivaci dochazi az po kontaktu s HLA molekulou, ktera nese
navazany peptidovy fragment. Tento fakt je oznadovan pojmem HLA restrikce. Jeji
existence zabranuje nepretrzité aktivaci specifické imunity, kterd neni pro télo Zadouci.
HLA restrikce také brani rozvoji nepfimérené imunitni reakce v mistech, kde to neni
zadouci. Této regulace je dosazeno pomoci nizké exprese HLA antigen( v téchto mistech

(Krejsek a Kopecky, 2004), (Rehacek a kol., 2013).

6.1.5.2 Vyznam rozmanitosti HLA antigenu

Polymorfismus vazebnych mist a diverzita HLA molekul zvysuji pravdépodobnost
Uspésného prezentovani vétsiny antigennich fragment(, se kterymi se mizeme béhem
Zivota setkat. Z tohoto ddvodu maji vyhodu jedinci, ktefi jsou ve vSech HLA antigenech
heterozygotni. Rlznorodd vybava HLA antigenU zvySuje pravdépodobnost, Ze se jejich
imunitni systém dokdze vyporadat s vétSim spektrem infekénich agens (Krejsek

a Kopecky, 2004).

Velka rozmanitost HLA systému ma vSak ochranny vyznam i na Urovni populace.
Diky diverzité HLA systému se zvySuje pravdépodobnost, Ze v pfipadé vzniku nového
patogenu alespon urcité procento jedincl ponese HLA znak schopny prezentovat
antigenni fragmenty nového patogenu. Pro potfeby transplantacni mediciny je vsak
velkd rozmanitost HLA systému komplikaci (Krejsek a Kopecky, 2004), (Horejsi a kol.

2013).
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6.2 ASOCIACE HLA SYSTEMU S NEMOCEMI

Béhem nékolika let vyzkumu bylo prokazano, Ze vyskyt konkrétnich HLA antigen(
zvySuje relativni riziko rozvoje nékolika onemocnéni, nej¢astéji autoimunitniho
charakteru. Relativni riziko udavd, kolikrat se zvétSi Sance rozvoje onemocnéni
v pfitomnosti asociovaného HLA znaku. Nemoc se vSak muze vyskytnou i u osob, které
nenesou tento HLA antigen. V soucasné dobé je neznaméjsi asociace znaku HLA-B27
s ankylozujici spondylartriditou (Bechtérevova choroba) (Penka a kol., 2012), (Rehacek

a kol., 2013).

| prestoZe se asociace HLA systému s hematologickymi malignitami béiné
v literatufe neuvadi, nékteré studie tuto asociaci potvrdily. Jednd se naptiklad o zvySeny
vyskyt alely HLA-DQA1*01 u muzskych pacient( trpicich akutni lymfoblastickou leukemii
nebo vyssi frekvenci HLA-DRB1*01 u pacientl s difuznim velkobunéénym B-lymfomem

(Singh a kol., 2016), (Taylor a kol., 1998), (Alcoceba a kol., 2013).

6.3 TRANSPLANTACE KRVETVORNYCH BUNEK

Pocatecni snahy o provedeni transplantace tkani ¢i organa podpofily objev HLA
antigent. Molekuly na povrchu bunék byly obecné nazvany jako histokompatibilitni
antigeny, protozZe jejich odlisSnost podminovala tkarnnovou neslucivost. Kvili genetickym
rozdilim dochdzelo béhem prvnich pokusl o transplantaci velmi ¢asto k odhojovani

transplantovanych organu (Jilek, 2008).

Stejné tak i prvni transplantace kostni dfené byly provazeny velkymi
komplikacemi, které vedly dfive nebo pozdéji ke smrti pacientld. Spolu s rozvojem
transplantacni imunologie byla odhalena duleZitost shody histokompatibilitnich
antigenU darce a prijemce. Pokroky v molekuldarné genetickych metodach usnadnily
vyhleddvani vhodnych darcl jak mezi pfibuznymi, tak i nepfibuznymi darci (Juric a kol.,

2016).
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6.3.1 Hledani darce

Pokud je vylou€ena moZnost autologni transplantace a prijemce nema identické
dvojce, je nutné najit alogenniho darce (geneticky neidenticky ¢lovék) (Horejsi a kol.,
2013). Ten se nejdfive hleda mezi sourozenci, kde je pravdépodobnost shody nejvétsi.
Pouze omezené procento pacientl ma k dispozici HLA shodného sourozence, proto je
ve vétSiné pfipadl nutné pfistoupit k vyhledavani vhodného nepfibuzného darce
v registrech darcua krvetvornych bunék, a to nejdfive v rdmci statu, poté i na mezinarodni

urovni (Indrak a kol., 2014).

Béhem vyhleddavani se hodnoti shoda obou alel v lokusech HLA-A, HLA-B, HLA-C,
HLA-DRB1 a HLA-DQBL1. Cilem je najit darce, ktery bude s pfijemcem shodny v 10 znacich
z 10. V zavislosti na pacientové stavu a nizké pravdépodobnosti najit véas shodného
nepribuzného darce je mozné tolerovat odchylky v jednom nebo dvou znacich (9/10,
8/10). Kazda odchylka vsak zvysuje riziko rozvoje potransplantacnich komplikaci (Lee

a kol., 2007), (Tiercy, 2016), (Nowak, 2008).

6.3.2 Dusledky genetické odliSnosti darce a pfijemce

Kromé rizika moZného odvrzeni Stépu je kazda alogenni transplantace
krvetvornych bunék provazena vétSim ¢i mensim rizikem rozvoje reakce Stépu proti
hostiteli (Graft versus Host Disease; GvHD). Béhem této reakce nové vznikajici
T lymfocyty netoleruji tkdné pfijemce a bojuji proti nim. U akutni formy GvHD byva
nejCastéji postizena klZe, sliznice zazivaciho traktu a jatra. Béhem chronické formy
GVHD dochazi k postizeni dalSich tkani a orgdn( a jeji klinicky obraz je bohatsi. Obé formy
GVHD snizuji kvalitu Zivota, mohou vést k selhani organ(i a smrti pacienta (Indrak a kol.,

2014).

Zajimavosti je, Ze na stejném principu je zfejmé zaloZena i takzvana reakce Stépu
proti nadoru/leukémii (Graft versus Tumor; GvT, Graft versus Leukaemia; GvL), kdy nové
produkované imunitni burnky plsobi proti zbylym nadorovym burnkam. Tento efekt je
pro pacienta prospésny a v soucasné dobé je hlavni snahou nalézt kompromis mezi

obéma fenomény (Petersen, 2007). Kli¢ k vyfeSeni tohoto problému mozind poskytli
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Tie a kol. (2017), ktefi potvrdili, Ze neshoda v HLA-DP1 lokusu vyrazné chrani pacienta

proti relapsu leukémie.

6.4 TyPizACE HLA ANTIGENU A ALEL

Typizace HLA znak(l se vyuZivd v mnoha pfipadech. DulezZitou roli hraje pfi
vyhleddvani vhodného ddarce orgdnd nebo krvetvornych bunék. Dale se provadi pfi
prGkazu HLA antigenu asociovaného s danym onemocnénim, nebo pred podanim
trombocytového transfuzniho pripravku. Nékteré studie také prokazaly, ze pritomnost
urcité HLA alely mlze pozitivné ¢i negativné ovliviiovat reakci na podané lécivo. Klinicka
praxe vyuziva dva zdakladni principy typizace, sérologicky a molekularné geneticky

(Rehacek a kol., 2013), (Fung a Benson, 2015).

6.4.1 Sérologické metody typizace — princip

Sérologicka typizace je provadéna pomoci lymfocytotoxického testu. Pro typizaci
. tfidy se pouZivaji lymfocyty izolované na hustotnim gradientu, zatimco pro Il. tfidu je
treba mit k dispozici B lymfocyty. HLA antigeny na povrchu lymfocytd prokazujeme
pomoci diagnostickych sér, kterd obsahuji protilatky proti HLA antigeniim o zndmé
specifité. Tato séra jsou predkapdna na mikrotitracnich Terasakiho destickach. Béhem
inkubace s vySetfovanymi lymfocyty dochdzi v jednotlivych jamkdach ke vzniku komplext
antigen — protilatka. Tento komplex vznika pouze v pripadé, Ze protilatka nasla antigen,

proti kterému je namirena (Fung a Benson, 2015), (Krejsek a Kopecky, 2004).

Probéhlou reakci zviditelni krali¢i komplement, ktery je pfidan v nasledném
kroku. Pokud je na lymfocytu pritomny komplex antigen — protilatka, dojde k aktivaci
komplementu, poruseni bunééné membrany a lyze bunky. Pozitivni reakci jsou mrtvé
buriky, které mohou byt po obarveni vitalnim barvivem odliSeny pfi mikroskopickém

hodnoceni od bunék Zivych (Fung a Benson, 2015), (Krejsek a Kopecky, 2004).
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6.4.2 Molekularné genetické metody

Pokroky v molekuldrné genetickych metoddch ndm neustdle umozZnuji
prohlubovat nase znalosti o HLA systému a jeho genetickém kddu. Obecné mlzeme tyto
metody rozdélit do tfi skupin. Prvni skupina vyuzivd polymerazovou retézovou reakci
(PCR) se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP), druha skupina je zaloZzena na PCR se
sekvencéné specifickymi oligonukleotidy (PCR-SSO) a tfeti vychazi z metody pfimého
sekvenovani (Sequence-Based Typing, SBT) (Fung a Benson, 2015), (Rehacek a kol.,
2013).

6.4.2.1 PCR-SSP — princip

Principem PCR je opakovani tfi krokG — denaturace, annealing (nasedani)
a extenze (prodluzovani). Béhem jednotlivych krok( dochdzi ke zménam nastavené
teploty na hodnotu optimdlni pro prabéh dané reakce. Dvouretézcova
deoxyribonukleova kyselina (DNA) je v prvnim kroku rozdélena na jednotlivd vldkna. Ve
druhém kroku dochazi knasednuti dvou kratkych, synteticky pfipravenych
oligonukleotidl (primert) na obé komplementarni sekvence DNA. Primery slouZi jako
zacatky pro syntézu novych vldken DNA. Po nékolika opakovanich ziskdme velké
mnozstvi amplifikovanych molekul DNA, které jsou z obou stran ohraniéeny primery

(Alberts a kol., 1999).

PCR-SSP pouzivd primery, které nasedaji na konkrétni sekvenci DNA
charakteristickou pro danou alelu/skupinu alel. Produkty jsou po amplifikaci
v termocykleru preneseny na agardzovy gel, oznaceny fluorescen¢nim barvivem a po
probéhnuti horizontdlni elektroforézy jsou detekovany pomoci UV zareni. V pfipadé
pozitivni reakce se na gelu objevi svitici prouzek. Ten je pfitomen, pouze pokud je ve
vySetfované DNA komplementdrni Usek, na ktery muze specificky primer nasednout

(Rehacek a kol., 2013).
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6.4.2.2 PCR-SSO - princip

Béhem PCR dojde pomoci primer( k amplifikaci celého vySetfovaného lokusu.
Kuréeni pfitomnosti dané alely se poté wvyuziva hybridizace se znacenymi
oligonukleotidovymi sondami, které reaguji se specifickym Usekem DNA. Tyto sondy jsou
uchyceny na membrdné nebo vjamkach mikrotitracnich desti¢ek. K detekci pozitivni
reakce se vyuziva riznych metod v zavislosti na zvolené znadici technice pouzité DNA

sondy (Rehacek a kol., 2013), (Penka a kol., 2012).

6.4.2.3 SBT - princip

Pomoci téchto metod je urCovano presné poradi nukleotidd v testovaném useku
DNA. Béhem Sangerova sekvenovani vznika smés rizné dlouhych DNA fragmentd, které
jsou zakoncéeny znacenym dideoxyribonukleotidem (ddNTP). Tyto fragmenty jsou
nasledné separovany podle své délky a znaceny ddNTP je detekovan (Rehacek a kol.,

2013), (Kayman Kiirekgi a Dinger, 2014).

V soucasné dobé se kromé principu Sangerova sekvenovani vyuzivd i metod
oznacovanych jako sekvenovani nové generace (next-generation sequencing). Jedna se
o metody, které umoznuji sekvenovani velkého mnoiZstvi vzorkd najednou, jsou

rychlejsi, spolehlivéjsi a v neposledni radé i levnéjsi (Kayman Kirekgi a Dinger, 2014).

6.5 NOMENKLATURA HLA SYSTEMU

Existuji dva systémy nomenklatury popisujici HLA systém. Prvni z nich se pouZiva
pro HLA antigeny na povrchu leukocytl, které byly uréeny pomoci sérologické typizace.

Druhy pak vychazi z molekularné genetickych metod (Rehacek a kol., 2013).

Prikladem prvniho systému je napt. oznaceni antigenu HLA-A2. Za pomlckou je
uvedeny lokus, ze kterého je dany antigen kédovan, ¢islo pak oznacuje sérologickou

specifitu, ktera odpovida uUrovni nizkého rozliseni (vysvétleno dale) (Nunes a kol., 2011).
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Druhy systém umoznuje popisovat pfimo alely HLA gen, a to na dvou urovnich.
Prvni drovni je tzv. nizké rozliSeni (angl. low resolution), které popisuje skupinu alel
spojovanou sjednim HLA antigenem (napf. HLA-A*02, kde * oznacuje pouZziti
molekuldrné genetické metody). Pfi vysokém rozliSeni (angl. high resolution) jiz
popisujeme konkrétni alelu a jeji specifickou sekvenci DNA, kterd je zodpovédna za
kédovani vazebného mista pro antigenni fragment. Prikladem je alela
HLA-A*02:01:01:01, kde jsou po oddéleni dvojteckou uvedeny odliSnosti v riznych
mistech DNA sekvence (Nunes a kol., 2011), (Rehacek a kol., 2013), (Fung a Benson,
2015).
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1 MATERIAL A METODIKA

7.1.1 Zpracovani a vyhodnoceni dat

Data pro moji bakalafskou préci jsem ziskala z vysledkovych listQ, které Laboratof
HLA systému a PCR diagnostiky archivuje v papirové podobé. Typizaci HLA znak( jsem
pfimo neprovadéla, pouze jsem se sezndmila s danou metodikou pozorovanim préace
laborantek, které typizaci provadély. Tomu odpovidd i struény pracovni postup, ktery

uvadim dale.

Pro odhaleni ptipadné asociace mezi HLA znaky a hematologickymi malignitami
bylo tfeba ziskana data porovnat s Udaji o zastoupeni HLA znak a vyskytu HLA fenotypU
v populaci Ceské republiky (CR). K tomuto srovnani poslouzila data, ktera nam pro tcely
této bakalafské prace poskytl Cesky narodni registr darcti dfené (CNRDD). Udaje o
nejcastéjSich HLA znacich u osob v registru pochazeji v ptipadé jednotlivych lokusu
z rizného poctu zaznam(. V pripadé lokust HLA-A a HLA-B se jednd pfiblizné o 90 000
zdznamu, v pfipadé lokusu HLA-DRB1 o 135 000 zdznamu a v pfipadé HLA fenotypu je

statisticky vyhodnoceno pfriblizné 45 000 zaznamu

Komplexni hodnoceni ziskanych dat jsme provedli v programu Excel pomoci
jeho statistickych a matematickych funkci. K porovndni zastoupeni HLA znakl
v populaci CR a ve skupiné pacientll jsme ve stejném programu pouzili i soubor
vytvofeny doc. RNDr. Petrem Klemerou, CSc. pro urceni intervalového odhadu

pravdépodobnosti. Tento soubor je dostupny na skolni siti.

Udaj o frekvenci vyskytu HLA znaku v CR pochdzi z velkého mnoZstvi zaznamd,
proto jej miZeme oznacit jako stfedni hodnotu, ke které budeme vztahovat nase
hodnoceni. Tato stfedni hodnota pak s 95 % pravdépodobnosti lezi v urcitém intervalu
kolem hodnoty frekvence vyskytu HLA znaku ve skupiné pacientd. Pokud stredni
hodnota lezi mimo tento interval znamena to, Ze se skupina pacientd v néjakém ohledu

li&i od populace CR.
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7.1.2 VySetrovaci metody

Pacienti

- genotypizace HLA znakd I. a Il. tfidy pomoci PCR-SSP metody
- vySetfovany lokusy HLA-A, HLA-B, HLA-DRB1

- Uroven nizkého rozliseni

Rodinni prislusnici

- fenotypizace HLA znaku . tfidy sérologicky pomoci lymfocytotoxického testu

- urcovany antigeny HLA-A, HLA-B, HLA-C

- v pfipadé shody v HLA znacich I. tfidy ndasleduje vySetreni HLA-DRB1 lokusu
pomoci PCR-SSP

7.1.3 Pracovni postup

7.1.3.1 Molekularné geneticka typizace pomoci PCR-SSP

Izolace DNA

K izolaci DNA je pouzito 200 ul pIné krve. Tento objem je napipetovan k proteaze
v pfipravené mikrozkumavce, poté je pridan lyzacni pufr a smés je kratce promichana.
Vzorek je nasledné umistén do temperované vodni lazné. Po vyjmuti z vodni 1dzné je
pridan ethanol a cely objem je pfenesen na izola¢ni kolonku se sbérnou zkumavkou.
Vzorek je centrifugovan. Sbérna zkumavka s filtratem je vyménéna za Cistou a poté je
pfidan prvni promyvaci pufr. Po stoeni je opét vyménéna sbérna zkumavka, pfidan
druhy promyvaci pufr a vzorek je centrifugovan. V této fazi je vyizolovana DNA
zachycena na membrané izola¢ni kolonky. K jejimu uvolnéni do nové sbérné zkumavky
je pouzit eluéni pufr a vzorek je naposledy stocen v centrifuze. Nasledné je zmérena

koncentrace ziskané DNA.

Priprava master mixu

V lamindrnim boxu je pfipravena reakéni smés pro PCR, tzv. master mix. Master

mix je pfipraven smichdnim dodaného PCR pufru, Tag polymerdzy (polymeraza
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pochazejici z bakterie Thermus aquaticus), vody a jako posledni je pfidana vyizolovana
DNA. Pomér vody a DNA je zvolen tak, aby vyslednd koncentrace DNA vyhovovala
optimalnimu rozmezi typizac¢niho kitu. Master mix bez DNA je pouzit jako negativni
kontrola, ktera je napipetovana do prvni mikrozkumavky testu. Po pfidani DNA do
master mixu je smés napipetovana do zbylych mikrozkumavek. Ty obsahuji na svém dné

sekvencné specifické primery.

Amplifikace pomoci PCR

Nasleduje amplifikace DNA v termocykleru. Pfistroj umoziiuje nastavit teploty
v jednotlivych krocich amplifikace, jak dlouho ma byt dana teplota udrzovana i celkovy
pocet opakovani vsech teplotnich cykli. Prfed vloZzenim do termocykleru jsou

mikrozkumavky uzavreny a je zvolen vhodny amplifikaéni program.

Detekce produktll pomoci horizontalni elektroforézy

Do elektroforetické vany s TBE (Tris-borat-EDTA) pufrem je vloZen agardzovy gel.
DNA je po amplifikaci pfenesena z mikrozkumavek do jamek pfipraveného gelu. Do
posledni jamky jsou napipetovany délkové standarty DNA, aby bylo mozné urcit velikost
separovanych fragmentu. Elektroforetickd vana je uzaviena a pfipojena ke zdroji napéti.
Po ukonceni separace je zdroj napéti vypnut, gel je prenesen do vany s ethidium
bromidem a necha se barvit. Gel je po uplynuti doby barveni umistén do nadoby

s vodou, aby doslo k odbarveni gelu.
Hodnoceni

Pfipraveny gel je vloZzen do UV transluminatoru, kde je pofizena jeho fotografie.
Ta je pak vyhodnocena pomoci softwaru nebo pfiloZzeného pracovniho listu, se kterym

jsou porovnavany pozice pozitivnich reakci, které se na fotografii jevi jako zafici prouzky.

7.1.3.2 Sérologicka typizace HLA znaku I. tfidy

Izolace lymfocytl z periferni krve

Cely objem heparinizované krve je smichan s redicim pufrem a opatrné prenesen

do zkumavky s vrstvicim roztokem. Nafedénou krev je tfeba pomalu poustét po sténé

25



zkumavky, aby se navrstvila na hladinu vrstviciho roztoku. Takto pfipravena zkumavka
je centrifugovana. Po centrifugaci se ustali na rozhrani plazmy a vrstviciho roztoku bily
prstenec lymfocytl. Ten je tfeba odsat do pripravené prazdné zkumavky a doplnit jej
fedicim roztokem a opét stocit. Po druhé centrifugaci je supernatant odlit, sediment je
roztfepan, doplnén fedicim roztokem a vlozen do centrifugy. Poté je supernatant
odstranén, sediment naposledy roztfepan a resuspendovdn Hankovym roztokem tak,

aby méla suspenze lymfocytd spravnou hustotu.

Lymfocytotoxicky test

Ziskana suspenze lymfocytl je napipetovdna do jamek komeréné dodavanych
mikrotitracnich desti¢ek a necha se inkubovat v termostatu. Z lyofilizovaného kréli¢iho
komplementu je ptipraven roztok, ktery je pfidan do kazdé jamky. Mikrotitracni desticka
se opét necha inkubovat. Po uplynuti predepsané doby je desticka vyjmuta z termostatu,
do jamek je pfidan vodny roztok eozinu a buriky se nechaji barvit. Pfebytek barviva je

oklepnut a jamky jsou prekryty parafinovym olejem.
Hodnoceni

Desticky jsou prohlizeny jamku po jamce pod mikroskopem. PFi pozitivni reakci
jsou buriky mrtvé. Naopak o negativni reakci hovorime, pokud burky zUstaly Zivé. Oproti
pozitivni reakci jsou bunky vétsi a jakoby zafi. Pro hodnoceni je pouzit skdrovaci systém,

ktery vyjadfuje procento usmrcenych bunék.

Tabulka ¢. 3 Skérovaci systém pro hodnoceni lymfocytotoxického testu

Skore % usmrcenych bunék Interpretace
1 0-10 negativni reakce
2 11-20 sporna negativni reakce
4 21-50 slabé pozitivni reakce
6 51-80 pozitivni reakce
8 81-100 silné pozitivni reakce
0 - nehodnotitelné

Zdroj: prevzato z SOP ¢.11.3.8.1
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7.1.4 VySetrovany material

Pro vySetfeni HLA I. a Il. tfidy pomoci PCR metody je pouZivana nesrazliva Zilni
krev ve zkumavce s ethylendiamintetraoctovou kyselinou (EDTA cinidlo). Sérologické

urceni HLA |. tfidy se provadi z nesrazlivé Zilni krve s pfimési heparinu.

7.1.5 Hodnoceny soubor osob

Vyhodnocovand data pochazeji od pacientu a jejich rodinnych pfislusnik(, ktefi
byli typizovani v Laboratofi HLA systému a PCR diagnostiky na Transfuznim oddéleni
Fakultni nemocnice Hradec Kralové v obdobiod 1. 1. 2014 do 31. 12. 2016. Celkové jsme
do statistického hodnoceni zahrnuli 154 pacient pred transplantaci krvetvornych bunék
(dale jen pacienti) a 157 jejich rodinnych pfislusnik( (ddle jen rodinni ptislusnici).
Nejcastéji se jednalo o sourozence, ve vyjimeénych pfipadech byli typizovani bratranci a

sesttfenice, poptipadé déti pacientd.

Mezi vySetfovanymi pacienty bylo 85 muzl a 69 Zen. Jak mGzZeme vidét v grafu

¢. 1 mirnou prevahu mezi pacienty maji muzi.

Graf ¢. 1 RozloZeni pohlavi ve skupiné pacientt

45%
55%

Zeny = muzi
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Vékovou strukturu skupiny pacientl ukazuje graf ¢. 2. Pro zhodnoceni jsme
pouzili vék, kterého pacient dosahl v roce, ve kterém bylo vySetfeni provedeno. Pocet
osob spadajicich do daného vékového rozmezi se postupné zvySuje a dosahuje maxima
ve vékovém rozmezi 61 az 70 let, do kterého spada 54 osob. Nasleduje vyrazny propad

v poctu pacientd spadajicich do vékového rozmezi 71 az 80 let.

Graf ¢. 2 Vékovd struktura osob ve skupiné pacienti
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Jednoznacéné nejcastéjsi diagndzou byla ve skupiné pacient akutni myeloidni
leukémie. Touto nemoci trpéla pfiblizné tretina pacienttd. Dalsi diagndzy jiz nemaji tak
vyrazné procentudlni zastoupeni. V poslednim radku tabulky €. 4 je uveden pocet osob,

jejichz diagndza se ve skupiné pacientl vyskytla méné nez 4krat.

Tabulka ¢. 4 Nejcastéjsi diagndzy ve vysetrované skupiné pacient

Diagnéza Pc?Eet ] Procentua’lr’n’
pacientt zastoupeni
Akutni myeloidni leukémie 52 33,77 %
Akutni lymfoblasticka leukémie 8 5,19 %
Akutni leukémie neurc¢eného bunécéného typu 7 4,55 %
Refrakterni anémie s prebytkem blast( 7 4,55 %
Mnohocetny myelom 7 4,55 %
Chronicka myeloproliferativni nemoc 6 3,90 %
Aplastickd anémie NS 4 2,60 %
Ostatni 63 40,91 %
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8. VYSLEDKY

8.1 POCET VYSETRENI V JEDNOTLIVYCH LETECH

V roce 2014 bylo vySetfeno 45 pacientll a 51 rodinnych pfislusnik(. V roce 2015
se pocet typizovanych pacientl zvysil na 56 pacientli a 53 rodinnych pfislusnikd. V roce

2016 pak bylo vySetfeno 53 pacientl i rodinnych pfislusnikd (graf ¢. 3).

Vy3$si nepomér mezi potem pacientl a rodinnych pfislusnik( v roce 2014 je

vrve

V ostatnich pripadech byli pro jednoho pacienta typizovani nejcastéji 1 az 3 rodinni

pfislusnici.

Graf ¢. 3 Pocet HLA typizovanych pacientt a rodinnych pfislusniki v jednotlivych letech
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8.2 POCET PACIENTU, KTERi MELl K DISPOZICI RODINNEHO
PRISLUSNIKA

Vgrafu ¢ 4 vidime pomér mezi pacienty, ktefi méli v jednotlivych letech
k dispozici alespon jednoho rodinného pfislusnika a pacienty, u kterych chybél rodinny
prislusnik vhodny k typizaci. Nejcastéji byli typizovani bratti a sestry pacientl. Pouze u
Sesti pacientd byli do vySetfeni zahrnuti i bratranci a sestfenice, popfipadé dcery

pacientd.

Graf ¢. 4 Pocet pacientu s vySetfovanym rodinnym pfislusnikem
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30



Souhrnny Udaj za vSechny tti roky vyjadfuje graf €. 5. U 60 % pacient( bylo mozné
hledat potencialniho darce mezi rodinnymi pfislusniky. Naopak u zbylych 40 % pacient(

bylo pfi hleddni vhodného darce pfistoupeno pfimo k vyhledavani v registrech.

Graf ¢. 5 Pomér pacient( s rodinnym prislusnikem k dispozici a bez rodinného prislusnika
vhodného k typizaci

= bez rodinného pfislusnika = rodinny pfislusnik k dispozici
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8.3 POCET POTENCIALNICH VHODNYCH DARCU VE SKUPINE
RODINNYCH PRiSLUSNIKU

Celkem bylo v letech 2014-2016 vysetifeno 157 rodinnych pfislusnik(. Graf ¢. 6
zobrazuje, kolik z nich bylo v jednotlivych letech na zakladé HLA typizace oznaceno jako
potencialni vhodny darce krvetvornych bunék. U téchto osob byla prokazana shoda ve

vSech 6 vySetfovanych HLA znacich.

Graf €. 6 Pocet potencidlnich vhodnych ddrci ve skupiné vySetfovanych rodinnych
prislusnikd
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Jak ukazuje graf €. 7, celkové bylo v letech 2014-2016 mezi rodinnymi pfislusniky

nalezeno 23 % potencidlnich vhodnych ddarcu krvetvornych bunék.

Graf ¢. 7 Pomér potencidlnich vhodnych ddrcl a nevhodnych ddrct z fad rodinnych
prislusnikd
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8.4 ZASTOUPENI HLA zZNAKU U PACIENTU

Tato kapitola obsahuje udaje o zastoupeni HLA znak( v lokusech HLA-A, HLA-B a
HLA-DRB1 u pacient( pted transplantaci krvetvornych bunék. Data poskytnutd CNRDD
maji vzhledem k diverzité HLA systému vypovédni hodnotu pro celou populaci CR.
Né&sledujici hodnoceni proto bude vztahovano pfimo k populaci CR, se kterou budeme
porovnavat frekvence HLA znak(l ve skupiné pacient. K tomuto porovnani jsme vyuzili
intervalovy odhad pravdépodobnosti se spolehlivosti 95 %. Frekvence HLA znak(
uvedena v procentech je vztazena na celkovy pocet HLA znak( ve skupiné pacientt. 154

osob ve skupiné pacientd nese celkem 308 HLA znak( z kazdého lokusu.
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8.4.1 Lokus HLA-A

Frekvence vyskytu 20 nejcastéjsich HLA-A znak( v populaci CR je uvedena
v tabulce ¢&. 5. Pro toto hodnoceni je v CNRDD statisticky vZdy vyhodnoceno cca 90 000
zaznamu. V tabulce €. 6 je uvedeno vSech 16 HLA-A znak( vyskytujicich se u pacient(.
Mensi pocet HLA-A znakld ve skupiné pacientli je zplUsoben malou velikosti této
hodnocené skupiny. Konkrétné chybi znaky HLA-A*69, HLA-A*34, HLA-A*80 a

HLA-A*36, které maji nizkou frekvenci vyskytu v populaci CR.

Tabulka ¢. 5 Frekvence vyskytu 20 Tabulka €. 6 Frekvence vyskytu HLA-A
nejéastéjsich HLA-A znakd v populaci CR znakd ve skupiné pacienti
HLA-A znak frekvence vyskytu HLA-A znak frekvence vyskytu

02 28,665 % 02 29,545 %
01 15,530 % 01 16,558 %
03 13,969 % 03 15,260 %
24 9,660 % 24 8,117 %
11 5,348 % 11 5,844 %
26 4,893 % 26 4,545 %
25 3,989 % 32 3,571 %
68 3,588 % 25 3,247 %
32 3,181 % 23 3,247 %
23 2,884 % 68 2,922 %
30 2,244 % 29 2,273 %
31 2,145 % 31 1,948 %
29 1,968 % 30 0,974 %
33 1,039 % 66 0,974 %
66 0,726 % 33 0,649 %
69 0,099 % 74 0,325 %
34 0,035 %
74 0,028 %
80 0,005 %
36 0,005 %

Zdroj: Data byla pro t]éely bakaldrské prdce

poskytnuta CNRDD
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Rozdily v procentudlnim zastoupeni HLA-A znakl u pacientli v porovnani
s populaci CR jsou uvedeny v grafu €. 8. Kladny rozdil zna&i, 7e se dany znak vyskytuje
¢astéji v souboru pacientd ne? v CR, zaporna hodnota rozdilu frekvence vyskytu naopak
znameng3, Zze dany znak mél u pacientl nizsi frekvenci vyskytu. U Zadného HLA-A znaku
nelezela hodnota frekvence vyskytu mimo povoleny interval urceny intervalovym

odhadem pravdépodobnosti se spolehlivosti 95 %. Nebyl tedy prokazan vyznamny rozdil

v zastoupeni HLA-A znak( v populaci CR a v hodnoceném souboru pacientd.

Graf & 8 Rozdily mezi frekvenci HLA-A znaku ve skupiné pacientt a v populaci CR
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8.4.2 Lokus HLA-B

Frekvence vyskytu 20 nejéastéjSich HLA-B znak( v CR je uvedena v tabulce ¢&. 7.
Pro toto hodnoceni je v CNRDD statisticky vidy vyhodnoceno cca 90 000 zdznamd.
V tabulce €. 8 je uvedeno 22 nejcastéjsSich HLA-B znak(l v souboru pacient(. 22 HLA-B
znakU uvadime z divodu stejné frekvence nékterych znaku ve skupiné pacient(. Celkové
bylo v souboru pacientli pfitomno 27 rlznych HLA-B znak(. Mezi 22 nejcastéjSimi
HLA-B znaky pacient( se vyskytly i ty, které v CR nepatii mezi 20 nej¢ast&jdich HLA-B
znaku. Jednd se o znaky HLA-B*56, HLA-B*58 a HLA-B*73.

Tabulka ¢. 7 Frekvence vyskytu 20 Tabulka ¢. 8 Frekvence vyskytu 22
nejéastéjsich HLA-B znakd v populaci CR nejcastéjsich HLA-B znak( ve skupiné
pacientt

HLA-B znak frekvence vyskytu

HLA-B znak frekvence vyskytu

07 12,084 %
44 11,708 % a4 13,312 %
35 10,030 % 35 11,688 %
08 9,746 % 08 11,039 %
15 6,800 % 15 10,065 %
18 6,630 % 07 9,416 %
40 5,555 % 13 5,844 %
51 5,360 % 51 5,844 %
13 5,078 % 18 4,870 %
27 5,021 % 27 4,545 %
38 3,774 % 40 3,571 %
57 3,456 % 57 2,922 %
14 1,993 % 38 1,948 %
39 1,942 % 37 1,623 %
49 1,692 % 49 1,623 %
41 1,465 % 14 1,299 %
37 1,233 % 52 1,299 %
52 1,166 % 55 1,299 %
50 1,149 % 56 1,299 %
55 1,116 % 58 0,974 %
Zdroj: Data byla pro tcely bakaldrské prdce 39 0,974 %
poskytnuta CNRDD 50 0,974 %

73 0,974 %
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Rozdily v procentualnim zastoupeni HLA-B znakd u pacientli v porovnani
s populaci CR jsou uvedeny v grafu €. 9. Kladny rozdil zna&i, 7e se dany znak vyskytuje
¢asté&ji ve skupiné pacientd nez v populaci CR. Zdporna hodnota rozdilu vyskytu naopak
znamend, Ze dany znak mél ve skupiné pacientd nizsi frekvenci vyskytu. Znaky
HLA-B*56, HLA-B*58 a HLA-B*73 maji nulovou hodnotu rozdilu frekvence vyskytu,
protoZe jejich hodnotu nebylo mozné porovnat s frekvenci v populaci CR, nebot nam

CNRDD neposkytl idaje o vice ne? 20 nejéastéjsich HLA-B znacich.

Rozdily ve frekvenci vyskytu HLA-B znakd ve skupiné pacient( a v populaci CR
nepresahuji £3 % s vyjimkou znaku HLA-B*15, ktery se vyskytoval o vice nez 3 % Castéji.
Frekvence vyskytu HLA-B*15 v populaci CR (6,800 %) leZi mimo povoleny interval
6,942 % — 13,982 % kolem hodnoty 10,065 %. Tento interval byl uréen intervalovym
odhadem pravdépodobnosti se spolehlivosti 95 %. Znak HLA-B*15 se tedy vyskytuje ve
skupiné pacientd svyznamné vyssi frekvenci. Hodnoty frekvence vyskytu ostatnich
HLA-B znakd nelezi mimo povoleny interval urceny intervalovym odhadem

pravdépodobnosti se spolehlivosti 95 %.

Graf & 9 Rozdily mezi frekvenci HLA-B znaku ve skupiné pacientii a v populaci CR
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8.4.3 Lokus HLA-DRB1

V tabulce €. 9 jsou uvedeny frekvence vyskytu vSech 13 HLA-DRB1 znaku, které
se vyskytuji v populaci CR. Pro toto hodnoceni je v CNRDD statisticky vyhodnoceno vidy
cca 135 000 zaznamu. V souboru pacientl byly zastoupeny vSechny HLA-DRB1 béZné pro

populaci CR a jejich frekvence vyskytu je uvedena v tabulce ¢&. 10.

Tabulka ¢ 9 Frekvence vyskytu Tabulka ¢. 10 Frekvence vyskytu
HLA-DRB1 znakii v populaci CR HLA-DRB1 znaki ve skupiné pacienti
HLA-DRB1 znak @ Frekvence vyskytu HLA-DRB1 znak @ frekvence vyskytu

07 14,875 % 04 14,286 %

11 13,744 % 01 13,961 %

15 13,568 % 11 13,636 %

13 12,996 % 15 13,636 %

04 11,011 % 13 12,338 %

03 10,271 % 07 11,364 %

01 9,897 % 03 10,065 %

16 4,073 % 16 2,273 %

08 3,129 % 14 2,273 %

14 2,747 % 12 1,948 %

12 1,959 % 08 1,623 %

10 0,918 % 09 1,299 %

09 0,811 % 10 1,299 %
Zdroj: Data byla pro dc"ely bakalarské prdce

poskytnuta CNRDD

38



Rozdily v procentudinim zastoupeni HLA-DRB1 znak( u pacientd v porovnani
s populaci CR jsou uvedeny v grafu €. 10. Kladny rozdil zna&i, Ze se dany znak vyskytuje
¢asté&ji v souboru pacientt ne? v populaci CR, zaporna hodnota rozdilu vyskytu naopak
znamend, Ze dany znak mél u pacientl nizsi frekvenci vyskytu. Frekvence vyskytu
HLA-DRB1*01 v populaci CR (9,897 %) leZi mimo povoleny interval 10,291 % — 18,341 %
kolem hodnoty 13,961 %. Tento interval byl urfen intervalovym odhadem
pravdépodobnosti se spolehlivosti 95 %. Znak HLA-DRB1*01 se ve skupiné pacientu
vyskytuje vyznamné castéji. Hodnoty frekvence vyskytu ostatnich HLA-DRB1 znaku
nelezi mimo povoleny interval uréeny intervalovym odhadem pravdépodobnosti se

spolehlivosti 95 %.

Graf €. 10 Rozdily mezi frekvenci HLA-DRB1 znaku ve skupiné pacientii a v populaci CR
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8.5 ZASTOUPENi FENOTYPU HLA-A, HLA-B A HLA-DRB1
U PACIENTU

Dalsim cilem mé bakalarské prace bylo ovéfit, zda neexistuje souvislost mezi HLA
fenotypem pacientl a nékterou z hematologickych malignit. V tabulce €. 11 je uvedeno
10 nejéastéjsich fenotypl v populaci CR. Pro toto hodnoceni je v CNRDD statisticky vidy

vyhodnoceno cca 45 000 zdznamd.

Tabulka & 11 Nejéastéjsi fenotypy v populaci CR

HLA-A HLA-B HLA-DRB1 frekvence vyskytu
01 01 08 08 03 03 0,360 %
01 03 07 08 03 15 0,309 %
01 02 07 08 03 15 0,213 %
01 02 08 44 03 04 0,173 %
01 02 08 13 03 07 0,161 %
01 03 08 35 01 03 0,159 %
01 23 08 44 03 07 0,152 %
01 01 08 57 03 07 0,150 %
01 02 08 18 03 11 0,124 %
01 25 08 18 03 15 0,119 %

Zdroj: Data byla pro ucely bakaldfské prdce poskytnuta CNRDD

Jak vidime, frekvence jednotlivych fenotyp( jsou v populaci CR velmi malé. Neni
proto prekvapujici, Ze v souboru pacientl se nevyskytoval Zadny fenotyp dvakrat.
Po vyhodnoceni jsme ziskali 154 odlisnych fenotyp(, a proto zde neuvadime tabulku

nejcastéjsich fenotypa.
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8.6 ZASTOUPENIi HLA-DRB1 2zZNAKU U PACIENTU S AKUTNI
MYELOIDNI LEUKEMII

Na zavér jsme provedli vyhodnoceni zastoupeni HLA-DRB1 znakl pouze u
pacientd s akutni myeloidni leukémii (AML). Frekvence HLA znak( uvedena v procentech
je vztazena na celkovy pocet HLA znak( ve skupiné pacientl trpicich AML. 52 osob ve
skupiné pacient s AML nese celkem 104 HLA znaku z kazdého lokusu. Pro prehlednost
znovu uvadime tabulku €. 9 s frekvenci vyskytu HLA-DRB1 znak( v populaci CR. Frekvenci
vyskytu HLA-DRB1 znak( ve skupiné pacient( trpicich AML uvadi tabulka ¢. 12. Mezi
HLA-DRB1 znaky pacientd trpicich AML chybél znak HLA-DRB1*08. Pravdépodobné to

bylo zplsobeno zmensenim vyhodnocované skupiny osob.

v

Tabulka ¢ 9 Frekvence vyskytu Tabulka ¢ 12 Frekvence vyskytu
HLA-DRB1 znakui v Ceské republice HLA-DRB1 znaki u pacientu s akutni
myeloidni leukémii
HLA-DRB1 znak frekvence vyskytu

HLA-DRB1 znak frekvence vyskytu

07 14,875 %

11 13,744 % 07 16,346 %
15 13,568 % 11 15,385 %
13 12,996 % 15 13,462 %
04 11,011 % 13 12,500 %
03 10,271 % 01 11,538 %
01 9,897 % 03 11,538 %
16 4,073 % 04 8,654 %
08 3,129 % 12 2,885 %
14 2,747 % 14 2,885 %
12 1,959 % 09 1,923 %
10 0,918 % 10 1,923 %
09 0,811 % 16 0,962 %

Zdroj: Data byla pro ucely bakaldrské prdce
poskytnuta CNRDD
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Rozdily v procentudlnim zastoupeni HLA-DRB1 znak(i u pacientd sAML
v porovnani s populaci CR jsou uvedeny v grafu ¢. 11. Kladny rozdil znaéi, Ze se dany znak
vyskytuje €ast&ji v souboru pacientl s AML ne? v populaci CR, zaporna hodnota rozdilu
frekvence vyskytu naopak znamend, Ze dany znak mél u pacientl trpicich AML nizsi
frekvenci vyskytu. Znaky HLA-DRB1*04 a HLA-DRB1*16 jako jediné prekrocily hranici
-2 %. Rozdily ve frekvenci zastoupeni ostatnich znakl se pohybovaly v rozmezi +2 %.
Vzhledem k malé velikosti této hodnocené skupiny neprekrocila Zadna hodnota
frekvence vyskytu HLA-DRB1 znaku v CR povoleny interval uréeny intervalovym
odhadem pravdépodobnosti se spolehlivosti 95 %. Nebyl tedy prokdzan vyznamny rozdil
ve frekvenci vyskytu HLA-DRB1 znak(l v populaci CR a ve skupiné pacient(l s akutni

myeloidni leukémii.

Graf ¢. 11 Rozdily mezi frekvenci HLA-DRB1 znaku u skupiny pacient( s akutni myeloidni
leukémii a populaci CR
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9. DISKUSE

Pocet typizovanych rodinnych pfislusniku se mezi jednotlivymi lety pfilis
nemeénil, ve vSech letech se pohyboval mirné nad po¢tem 50 osob. U pacientli mizeme
pozorovat skok mezi roky 2014 a 2015, kdy se pocet typizovanych pacientl zvysil z 45
na 56. Z tohoto vzestupu vSsak nemUlzZzeme vyvodit Zadny zavér, nebot v roce 2016 poklesl
pocet typizovanych pacientl na 53. Abychom mohli urcit trend, s jakym se vyvijeji pocty
vySetfovanych pacientl a rodinnych pfislusniki, museli bychom mit k dispozici data

z vice let.

Béhem let 2014-2016 mélo celkem 92 pacient(i z celkového poctu 154 k dispozici
alesponl jednoho rodinného pfislusnika vhodného k typizaci. Nej¢astéji se jednalo
o bratra ¢i sestru. Fakt, Ze prevazuji pacienti srodinnym pfisluSnikem vhodnym
k typizaci, hodnotime kladné, nebot obecné zvysuje pravdépodobnost nalezeni

vhodného darce krvetvornych bunék pro pacienta.

Dale jsme se zaméfili pouze na skupinu rodinnych pfislusnikd. Zjistili jsme, Ze ze
157 jich bylo jako potencialni vhodny darce oznaceno pouze 36 (23 % z celkového
poctu). Ve vSech pfipadech se jednalo bud o bratra nebo sestru pacienta. Ve tfech
pripadech byli pro jednoho pacienta mezi rodinnymi pfislusniky nalezeni dva potencidlni
vhodni darci. Naopak v nékolika pfipadech nastala situace, Ze pacientovi sourozenci méli
shodné HLA znaky mezi sebou, ale od pacientovych se liSily. Pfestoze jsou v nasi skupiné
rodinnych pfislusnikd zahrnuti i jini rodinny pfislusnici nez sourozenci, miZzeme potvrdit,

Ze Sance na nalezeni vhodného darce mezi sourozenci je ptiblizné 1:4.

Vyhodnoceni zastoupeni HLA znak( ve skupiné pacientl jsme provedli nejdfive
v lokusu HLA-A. V tomto lokusu se u pacientl vyskytovalo 16 HLA-A znakd. Mensi pocet
HLA-A znakd oproti populaci CR je zpGsoben malou velikosti této hodnocené skupiny.
Konkrétné chybély znaky HLA-A*69, HLA-A*34, HLA-A*80 a HLA-A*36, které maji nizkou
frekvenci vyskytu v populaci CR. V hodnoceném souboru pacient@ i v populaci CR je
nejcastéjsi znak HLA-A*02. Stejné tak i rozloZeni ostatnich znak( ve skupiné pacient( se
vyrazné neli$i od rozloZeni znakd v populaci CR. Neodhalili jsme tedy 7adny vztah mezi

znaky lokusu HLA-A a indikaci pro transplantaci krvetvornych bunék.
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V lokusu HLA-B jsme pozorovali vy$3i odchylky mezi pacienty a populaci CR, ne?
tomu bylo v pfipadé lokusu HLA-A. NejcastéjSim znakem v hodnocené skupiné pacient
byl znak HLA-B*44, ktery je v populaci CR druhym nejéastéjsim. Celkové bylo v souboru
pacientl pfitomno 27 rlznych HLA-B znakd. Vyznamné vyssi byla frekvence vyskytu znaku
HLA-B*15. ZvySeny vyskyt u pacientl pred transplantaci krvetvornych bunék by mohl
mit jisty vyznam a naznadovat moZnou asociaci daného znaku s hematologickymi
malignitami. Pro potvrzeni této hypotézy by bylo nutné provést vyhodnoceni HLA-B

znaku u vétsiho poctu pacient(.

V pfipadé lokusu HLA-DRB1 se u pacientl vyskytovaly vSechny znaky jako
vpopulaci CR. Vhodnocené skupiné pacientd se nejcast&ji vyskytoval znak
HLA-DRB1*04, ktery je v populaci CR a7 paty nejéastéjsi. Nejzasadnéjsi je prokazatelné
vyssi frekvence vyskytu znaku HLA-DRB1*01 ve skupiné pacientd. Mohl by to tak byt
dalsi dlkaz, Ze existuje asociace mezi znakem HLA-DRB1*01 a hematologickymi
malignitami (Alcoceba a kol., 2013). OvSem vzhledem k malé velikosti skupiny pacient

je tfeba tuto hypotézu ovéfit na vétsSim poctu osob.

Porovnani frekvence jednotlivych HLA fenotyp( nebylo mozné provést, protoze
skupina pacientll nebyla dostatecné velka, aby se v ni néktery fenotyp mohl opakovat.

V tomto ohledu jsme tedy nebyli Uspésni.

Jako posledni jsme provedli vyhodnoceni HLA-DRB1 znakl u pacientl s akutni
myeloidni leukémii. Vzhledem k opravdu malé velikosti této skupiny se nepodafilo
prokdzat zadny vyznamny vztah mezi HLA-DRB1 znaky a vyskytem akutni myeloidni
leukémie. Znak HLA-DRB1*01 se zde nevyskytoval tak ¢asto, jako ve skupiné pacientu

(5. nejcastéjsi s frekvenci 11,538 % vs. 2. nejcastéjsi s frekvenci 13,961 %)

Zavérem bych chtéla dodat, Ze v celé praci jsme se pfi vyhodnocovani zdmérné
vyhnuli terminu ,statisticky vyznamné®“, nebot intervalovy odhad pravdépodobnosti
nemad za ukol potvrdit urcitou statistickou hypotézu, ale pouze s jistou spolehlivosti

vymezuje interval, ve kterém m(ze leZzet dana hodnota.
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10. ZAVER

Vletech 2014-2016 byla v Laboratofi HLA systému a PCR diagnostiky
na Transfuznim oddéleni Fakultni nemocnice Hradec Kralové provedena sérologicka Ci
PCR typizace celkem 311 osob. Jednalo se o 154 pacientd pred transplantaci
krvetvornych bunék a 157 jejich rodinnych pfislusnik(. Ve skupiné pacientd bylo
85 muzu a 69 Zen. Nejvice osob se nachazelo ve vékovém rozmezi 61-70 let. Nejcastéjsi

diagndzou byla akutni myeloidni leukémie.

Rodinna studie byla provedena u 92 pacientl (60 % z celkového poctu pacient().
Mezi rodinnymi pfislusniky bylo nalezeno 36 potencidlnich vhodnych darc(

(23 % z celkového poctu typizovanych rodinnych prislusnik).

Porovnani HLA znak( u pacientl pred transplantaci krvetvornych bunék
s populaci Ceské republiky jsme provedli v lokusech HLA-A, HLA-B a HLA-DRB1. V lokusu
HLA-A se u pacientl nevyskytoval Zadny znak vyznamné castéji. V lokusu HLA-B byl vyssi
vyskyt znaku HLA-B*15 (10,065 % vs. 6,800 %). Cast&j$i byl i znak HLA-DRB1*01
(13,961 % vs. 9,897 %).

Vyhodnoceni HLA fenotypl pacientll nebylo moiné provést, protoze

v hodnoceném souboru pacientl se Zadny fenotyp neopakoval.

U pacientll s akutni myeloidni leukémii nebyl prokdzan zadny vztah mezi znaky

v HLA-DRB1 lokusu a nemoci.
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