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SOUHRN

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je jednim ze zpUsobl Ié¢by hematologickych malignit.
Cilem nasi prace byla analyza vlivu pouzitych testd pro vybér darce a nasledné potransplantacni monitorovani na preziti
pacientl po provedené transplantaci. Analyzovany soubor zahrnoval 611 transplantaci od HLA shodnych darcd.

Cést zamérena na vybér darce posuzovala vliv presnosti testll shody hlavniho histokompatibilniho systému (HLA). V této
¢asti byl analyzovan soubor 292 pacientd transplantovanych od nepfibuznych darcl. Ten byl rozdélen podle pouZzivanych
genetickych metod. Vysledky prokazaly statisticky vyznamny rozdil v délce preziti po alo-HSCT mezi skupinou pacientd,
u nichz shoda HLA byla geneticky stanovena pouze v HLA II. tridy, a skupinou, kde byla genetickymi metodami stanovena
shoda v HLA I i ll. tFidy (p = 0,0189). Presnost pouzitych metod (PCR se sekvencné specifickymi primery vs. Sangerovo
sekvenovani) preziti transplantovanych pacientd dale zasadné neovlivnila (p = 0,6077).

Cast zabyvajici se potransplantacnim monitorovanim hodnotila miru buné&ného chimerismu (kompletni, smigeny, mikro-
chimerismus) a pouzitou metodu. V této ¢asti byl analyzovan soubor 474 pacientd transplantovanych od nepribuznych
i pfibuznych darcd. Pri porovnani délky preziti mezi kategoriemi pacientl se smisenym a kompletnim chimerismem byl
zaznamenan vysoce signifikantni rozdil jak ve skupiné pacientd monitorovanych pomoci Variable Number of Tandem
Repeats analyzy v kombinaci se Short Tandem Repeats analyzou, tak i ve skupiné monitorované vysoce citlivou me-
todou kvantitativni PCR v realném case (p < 0,0001, respektive p = 0,0002). Detekce smiseného chimerismu je tak
vysoce rizikovym faktorem potransplanta¢niho pribéhu. Jako potencidlné rizikova byla prokazana i skupina pacientd
s mikrochimerismem (p = 0,0201).

Predpokladem Uspésné transplantace je vybér vhodného darce na zakladé genotypové shody v HLA systému a sledovani
dynamiky bunécného chimerismu po provedenf vilastni transplantace pomoci citlivych metod.
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SUMMARY

Vrana M., Cechova H., Pegova K., Nazarova S., Vitek A.

Genetic tests for selecting haematopoietic stem cell donors and post-transplant monitoring

Allogeneic haematopoietic stem cell transplantation is one of the curative approaches in haematological malignancies.
The aim of our work was to analyse the influence of genetic tests used in the selection of stem cell donor and post-
-transplant monitoring on patient survival post-transplant. The analysed cohort consisted of 611 transplantations from
HLA matched donors.

The section of donor selection assessed the impact of HLA test accuracy. The cohort analysed in this section included
292 patients transplanted from unrelated donors. It was divided according to the genetic methods used. The results
showed a statistically significant difference between the group of patients with HLA match genetically determined in
HLA class Il only and the group with both HLA I and Il match tested, respectively (p =value 0.0189). The accuracy of the
methods used (PCR with sequence specific primers vs. Sanger sequencing) did not significantly affect the survival of
the transplanted patients (p = 0.6077).

The section of post-transplant monitoring evaluated the degree of cell chimerism (complete, mixed, microchimerism)
and the method used. This section analysed 474 patients transplanted from unrelated and related donors. A significant
difference in survival was observed between patients with complete and mixed chimerism, respectively: p < 0.0001
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using Variable Number of Tandem Repeats analysis in combination with Short Tandem Repeats analysis and p = 0.0002

using highly sensitive quantitative real-time PCR.

Detection of mixed chimerism is thus a high-risk factor in the post-transplantation course. The group of patients with
microchimerism (p = 0.0201) was also shown to be potentially at risk.

The selection of a suitable donor based on genotypic HLA match and cell chimerism monitoring after transplantation
using sensitive methods are prerequisites of a successful allo-HSCT.
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uvob

Alogenni transplantace hematopoetickych kmeno-
vych bunék (alo-HSCT) je jednou z pouzivanych modalit
v 1é¢bé hematologickych malignit. Pro aspésnost alo-
-HSCT je zasadni shoda v HLA systému (Human Leukocyte
Antigens). Produkty jeho enormné polymorfnich gent
jsou transmembranové glykoproteiny, které rozpo-
znavaji v organismu cizi struktury, a tim zahajuji
kaskadu imunitnich odpovédi. Neshoda v HLA oblasti
mezi darcem a pfijemcem transplantitu méZe navodit
odhojeni tohoto $tépu, popt. zplisobit nemoc Stépu
proti hostiteli GVHD (Graft Versus Host Disease), ktera je
vaznou az fatalni komplikaci alo-HSCT. Testy HLA po-
moci genetickych metod, které jsou v praxi vyuzivany
od devadesatych let, vyznamné prispivaji ke znalostem
polymorfismi HLA [1], a tim i ke zpfesnéni shody mezi
pacientem a darcem alo-HSCT. Vyhledani vhodného
darce hematopoetickych kmenovych bunék dle miry
jeho shody s pacientem v HLA systému je v UHKT pro-
vadéno v souladu s odbornymi poZzadavky Evropské fe-
derace pro imunogenetiku jiz od doby prvni provedené
transplantace v roce 1986.

Dalsim vyznamnym genetickym testem pro alo-
-HSCT je monitorovani bunécného chimerismu po
provedené transplantaci. Pomoci néj 1ze sledovat dy-
namiku prihojeni Stépu, pfezivani a mnozeni darcov-
skych bunék. Zaroven je zasadni pro véasné zachyceni
navratu autologni krvetvorby po ptivodnim pfihojeni
Stépu, které naznacuje riziko relapsu onemocnéni.
Za timto ucelem se vySetfeni bunécného chimeris-
mu provadi v UHKT od roku 1992. Pomoci vysoce va-
riabilnich polymorfism lokalizovanych v ramci ce-
1ého genomu lze urcit rozdily v DNA profilu piijemce
a darce, a odlisit tak ptivod bunék. Molekularni ana-
lyza individualniho bunécného chimerismu v daném
casovém bodé po transplantaci krvetvornych bunék
je pak nespecifickym markerem potransplantacéni
krvetvorby pro vSechny diagnézy s cilem poskytnout co
nejpresvédcivéjsi diagnostické podklady pro klinicka
rozhodnuti.

Presnost pouzivanych genetickych metod pro testo-
vani HLA shody i pro sledovani bunéc¢ného chimerismu
se neustale dynamicky vyviji. Cilem nasi prace byla
analyza vlivu pouzitych testi na tispésnost alo-HSCT
provedenych v UHKT.

Jak vySetfeni HLA genotypizace, tak i vySetfeni bu-
nécného chimerismu splnuji pozadavky na akredito-
vané vySetfeni nejen podle ¢eskych norem, ale i podle
standard@ European Federation for Immunogenetics
(EFI). Vysetfeni HLA genotypizace je akreditovano pod
touto asociaci jiz od roku 2006 a jako prvni laboratot
v Ceské republice se UHKT v roce 2013 akreditovalo
u EFI i pro oblast vySetfeni bunééného chimerismu.
Pro tyto metodiky organizujeme pro tuzemské i za-
hranic¢ni tcastniky externi hodnoceni kvality jiz od
roku 2005. Od roku 2014 jsme byli také zatfazeni do
seznamu poskytovateli External proficiency testing
v ramci EFI [2].

SOUBOR VYSETRENYCH A METODIKA

Analyzovany soubor

Celkové bylo v letech 1986-2013 v UHKT transplan-
tovano 917 pacientdi. Sledovany soubor zahrnuje 611
z nich, ktefi podstoupili alo-HSCT od HLA shodnych
darct. Je tvofen 356 muzi a 255 Zenami ve vékovém
rozmezi od 16 do 86 let s medidnem 45 let. Pacienti byli
rozdéleni do 8 diagnostickych skupin, a to na pacienty
s akutni myeloidni leukemii (AML), akutni lymfoblas-
tickou leukemii véetné lymfoblastického lymfomu (ALL
a LBL), chronickou myeloidni leukemii (CML), chro-
nickou lymfoblastickou leukemii spolu s lymfomem
z malych lymfocytil a prolymfocytarni leukemii (CLL,
SLL, PLL), lymfomy typu Hodgkin a non-Hodgkin,
myelodysplastickym syndromem (MDS), myeloproli-
ferativnim onemocnénim a ostatnimi nezafazenymi
diagnézami. Pacienti pfed alo-HSCT podstoupily my-
eloablativni nebo nemyeloablativni pfipravu a vlastni
transplantace probéhla podanim S$tépu perifernich
kmenovych bunék (PBPC), bunék kostni diené (BM)

TRANSFUZE HEMATOL.DNES 23, SUPLEMENT 2017

69



70

ZVLASTNI VYDANI SUPLEMENTU K 65. VYROCI UHKT

AML

CML

MDS

ALL a LBL

myeloproliferativni onemocnéni
lymfomy typu Hodgin a non-Hodgin
CLL, SLL, PLL

ostatni

Graf 1. Rozdéleni souboru pacientl podle diagnostickych skupin
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Graf 2. Rozdéleni souboru pacientd podle pfipravného rezimu a typu
Stépu

Vysvétlivky: CB - cord blood (pupecnikova krev), PBPC - periferni
krvetvorné kmenové bunky, BM - bone marrow (kostni dreri)

a v jednom pfipadé pupecnikové krve (CB). Podrobné
pocty jsou uvedeny v grafech1a 2.

V tomto souboru byl analyzovan vliv presnosti po-
uzitych genetickych testt HLA a bunécného chimeris-
mu na celkové prezivani pacientd po transplantaci.
Analyza vlivu testli HLA byla provedena u 292 pacientti
transplantovanych od nepfibuznych darcti v celém sle-
dovaném obdobi. Pro sledovani vlivu dynamiky bunéc-
ného chimerismu byl vybran soubor 474 pacientdi, ktefi
podstoupili alo-HSCT mezi 1éty 1998-2013 (u pacientli
transplantovanych pfed rokem 1998 nejsou k dispozici
statisticky zhodnotitelna data).

METODIKA

V letech 1986-1998 byly lokusy HLA II. tfidy DRB1
a DQBI1 na urovni rozliSeni alel testovany genetickou
metodou a antigeny HLA I. tfidy (A, B a C) pouze sé-
rologicky. V uvedeném obdobi byla pouzita metoda
PCR-SSP (polymerazova fetézova reakce se sekvencné
specifickymi primery).

Od roku 1999 byla provadéna genotypizace nejen
HLA 1. tfidy, ale i II. tfidy (lokusy HLA-A, B, C, DRB1
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a DQBI1) na trovni rozliSeni alel, a to v letech 1999-2006
vyhradné metodou PCR-SSP a od roku 2006 nové za-
vedenou presnéjsi metodou SBT (sequence-based typing).
Tato metoda umoznuje nejen presnou genotypizaci
znamych alel HLA systému, ale i detekci alel novych [3].

Pro testovani bunécného chimerismu byla od roku
1992 pouzivana analyza polymorfismu typu Variable
Number of Tandem Repeats (VNTR) s citlivosti 1-5 %, na-
sledné v kombinaci s analyzou Short Tandem Repeats
(STR) s citlivosti 1 %. Obé metody jsou zaloZené na
stanoveni genotypu délkovych polymorfismt fragmen-
tacni analyzou, a to bud na agarézovém gelu (VNTR)
nebo v genetickém analyzatoru (STR). Od cervna roku
2011 byla zavedena vysoce citlivi metoda analyzy poly-
morfism{ typu kratkych inzerci a deleci (indel) pomoci
kvantitativni PCR v redlném case (qPCR) zaloZena na
TagMan technologii [4, 5]. Podle internich validaci byla
stanovena citlivostjako 0,035 %. Od prosince 2012 byla
zavedena multiplexni analyza qPCR, kterd umoziuje
zvysit efektivitu a snizit financni naroénost metody
[6]. Pro spravnou kvantifikaci bunééného chimerismu
je zasadni nejen citlivost pouzivanych metod, ale je
dtlezité brat v ivahu i pfipadné cytogenetické zmény
primarniho onemocnéni, pro které pacient alo-HSCT
podstoupil. Vybér nevhodného polymorfismu mtze
vést k chybné interpretaci vysledkii. Z toho divodu jsou
vybirany alespon dva polymorfismy leZici na odlisSnych
chromozomech [7].

Vsechny statistické parametry byly zpracovany po-
moci softwaru GraphPad Prism 4.03 (La Jolla, CA, USA)
a data nasledné vyhodnocena metodou analyzy preziti
(Kaplanova-Meierova analyza). Signifikance byla sta-
novena pomoci Mannova-Whitneyova testu na hladiné
vyznamnosti 0,05.

VYSLEDKY

HLA genotypizace

Testovany soubor 292 pacientll transplantovanych
od HLA shodnych nepfibuznych darcii byl rozdélen do
dvou skupin podle genetickych testd HLA shody, dru-
ha skupina pak nasledné do kategorii podle pouzitych
genotypizacnich metod. U obou skupin bylo hodnoceno
celkové tfileté preziti pacient po provedené alo-HSCT.

Prvni skupina zahrnuje 23 pacienti (8 % z analyzova-
ného souboru), u kterych byla kompatibilita HLA mezi
pacientem a darcem stanovena genetickymi metodami
pouze v lokusech HLA II. tfidy (lokusy DRB1 a DQBI).
Mira shody HLA 1. tfidy (antigeny HLA-A, B a Cw) byla
urcena sérologicky. Jedna se o pacienty transplantované
v letech 1986-1998. Ze sledovani potransplantac¢niho
pribéhu byla u této skupiny pacientfi stanovena prav-
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Tab. 1. Rozdéleni souboru pacient( podle pouzitych metod testovani HLA shody

Rok HSCT Metoda genotypizace/

Testované lokusy

Pocet pacientt

Preziti po alo-HSCT* Median (roky)

1986-1998 PCR-SSP/HLA II. tfidy 23 (8 %) 0,26 (26 %) 0,323
1999-2013 PCR-SSP/HLA I. a ll. tfidy | 72 (25 %) 0,58 (58 %) nedosazen
(1999-2005)
SBT/HLA I. a ll. tfidy 197 (67 %) 0,54 (54 %) nedosazen
(2006-2013)

Vysvétlivky: *Pravdépodobnost tfiletého preziti po provedené alo-HSCT.

——=1986-1998 - 26%
—+=1999-2005 - 58%
==--2006-2013 - 54%
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Graf 3. Krivka preziti ve skupinach podle pouzitych metod testovani HLA
shody

dépodobnost tfiletého preziti 26 % s medianem délky
preziti méné nez Ctyti mésice.

Druha skupina zahrnuje 269 pacientil, ktefi byli
transplantovani po roce 1998. V této skupiné byla
mira HLA shody testovana genetickymi metodami
v lokusech HLA I. i II. tfidy (HLA-A, B, Cw, DRBI1
a DQBI1). Pravdépodobnost tiiletého preziti téchto
pacientt je 55 %, median délky preziti nebyl pfi této
analyze dosazen.

Tato skupina byla didle rozdélena na dvé katego-
rie podle pouzitych genotypizacnich metod HLA,
a to na kategorii s testy HLA shody metodou PCR-SSP
(transplantace v letech 1999-2005) a kategorii testo-
vanou presnéjs$i metodou SBT (transplantace v letech
2006-2013). V jednotlivych kategoriich byla pravdépo-
dobnost tfiletého preziti 58%, respektive 54%.

Byl zaznamenan signifikantni rozdil tfiletého prezi-
ti mezi skupinou pacientdl transplantovanych do roku
1998 v porovnani s pacienty transplantovanymi po roce
1998, kdy genetické testy HLA kompatibility zahrnovaly
lokusy HLA L. iII. t¥idy (p = 0,0189). Mezi kategoriemi
pacientdl testovanych riiznymi metodami genotypiza-
ce HLA L. a II. tfidy (transplantace v letech 1999-2005
vs. 2006-2013) signifikantni rozdil zaznamenan nebyl
(p = 0,6077). Presné rozdéleni souboru do jednotlivych
skupin, pravdépodobnost tiiletého preziti a median
preziti jsou uvedeny v tabulce 1. Kfivky preziti jsou
zobrazeny v grafu 3.

Vysetieni bunécéného chimerismu

Soubor 474 pacientdl transplantovanych od HLA
shodnych prfibuznych i nepfibuznych darct byl roz-
délen podle pouzivanych metod do dvou skupin.
Podle miry chimerismu byl nasledné diferencovan
na kategorii pacientdl s kompletnim chimerismem
(Cc, detekce pouze genotypu darce), se smiSenym
chimerismem (MC, soucasna detekce genotypu darce
ipfijemce) a ve druhé skupiné i s mikrochimerismem
(Mc, smiSeny chimerismus s pritomnosti genotypu
pfijemce niz$i nez 1 %). V jednotlivych kategoriich
bylo hodnoceno celkové tfileté pieziti pacientli po
alo-HSCT.

Prvni skupina zahrnuje 337 pacientdi (71 % z celko-
vého souboru). Mira chimerismu byla urcena meto-
dami VNTR a STR analyzy pouzivanymi v obdobi let
1992-5/2011. Pravdépodobnost tfiletého preziti byla
v kategorii pacient s kompletnim chimerismem 67%
(median délky preziti nedosaZen) a v kategorii pacienti
se smiSenym chimerismem pouze 14% (median délky
0,548 let). Mikrochimerismus nebylo mozné detekovat
diky nizké citlivosti metod.

Druha skupina predstavuje 137 pacientti (29 % z cel-
kového souboru). Mira chimerismu byla stanovena
spolu s STR analyzou nové také metodou detekce poly-
morfismi typu indel pouZzivanou od ¢ervna 2011 do sou-
Casnosti. Diky vysoké citlivosti této metody je mozné
rozlisit jak kategorii pacientli s CC a MC, tak i kategorii
pacientd s Mc. Pravdépodobnost tfiletého prezZiti byla
v kategorii pacientli s CC 72 % (median délky preziti
nedosazen), s MC 19 % (median délky preZziti 0,663 let)
a s Mc 42 % (median délky pfeziti 2,149 roku) - tabulka
2, graf 4.

V obou skupinach byl zaznamenan vysoce signifi-
kantni rozdil v délce pfeziti mezi kategoriemi pacientl
se smiSenym a kompletnim chimerismem (prvni sku-
pina p < 0,0001; druha skupina p = 0,0002). Detekce
smiSeného chimerismu je tak vysoce rizikovy faktor
potransplanta¢niho pribéhu.

Ve druhé skupiné se jako potencialné rizikova pro-
kazala uzikategorie pacienti s pfitomnosti autologni
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Tab. 2. Rozdéleni souboru pacientl podle pouzitych metod a miry bunééného chimerismu

Pouzita metoda

Mira chimerismu

Pocet pacientt

Preziti po alo-HSCT*

Median (roky)

VNTR + STR cC 259 (77 %) 0,67 (67 %) nedosazen
MC 78 (23 %) 0,14 (14 %) 0,548
gPCR cC 90 (66 %) 0,72 (72 %) nedosazen
MC 21715 %) 0,19 (19 %) 0,663
Mc 26 (19 %) 0,42 (42 %) 2,149

Vysvétlivky: *Pravdépodobnost tfiletého preziti po provedené alo-HSCT.

VNTR = Variable Number of Tandem Repeats, STR = Short Tandem Repeats, gPCR = kvantitativni PCR v redlném c¢ase. CC = kompletni chimerismus,

MC = smiSeny chimerismus, Mc = mikrochimerismus

1007z
™ ——CC (qPCR) - 72%
-4--CC (VNTR + STR) - 67%
—i—Me (qPCR) - 42%
——MC (qPCR) - 19%
=< MC (VNTR + STR) - 14%
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Graf 4. Krivka preziti podle miry chimerismu

krvetvorby nizs§i nez 1 %, tedy mikrochimerismem.
Rozdil v délce preziti mezi touto kategorii a kategorii
pacientl s kompletnim chimerismem byl signifikantni
(p=0,0201).

Pfi vzajemném porovnani skupin byl také zazname-
nan pokles poctu pacienttl se smiSenym chimerismem
(23 % vs. 15 %), a to zejména diky véasnému odhaleni
rizikovych pacient{l pomoci qPCR, a tim sniZeni prav-
dépodobnosti progrese do vysoce rizikové kategorie
smiSeného chimerismu. V¢asna detekce autologni kr-
vetvorby je tedy pro délku preziti zasadni. Procentualni
zastoupeni pacientdl v jednotlivych kategoriich a sku-
pinach znazornuje graf 5.

VNTR + STR qPCR

15% (MC)
23% (MC)

77% (CC) 66% (CC)

Graf 5. Procentualni zastoupeni pacientl v jednotlivych kategoriich mezi
skupinami podle miry chimerismu
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Pfivzajemném porovnani podle miry detekovaného
chimerismu mezi skupinami bylo zjisténo mirné zlep-
Seni tfiletého preziti v kategorii pacientdi s kompletnim
i smiSenym chimerismem, i kdyz rozdil nedostahl
nastavenou hladinu signifikance (CC; p = 0,4390 a MC;
p=0,7291).

DISKUSE

Zuvedenych kfivek tfiletého celkového preziti v za-
vislosti na presnosti typizace HLA se v nasem souboru
jevi jako zasadni zavedeni genotypizace HLA 1. tfidy
od roku 1999. Nicméné je nutné zd@iraznit, Ze v tomto
roce bylo soufasné s genotypizaci HLA 1. tfidy v UHKT
zavedeno také podavani ATG pacientiim transplantova-
nym od nepiibuznych darct. Je prokazano, ze podani
ATG pred prevodem Stépu snizuje riziko vzniku akutni
a chronické GVHD, a zlepSuje tak potransplantacni
pribéh [8]. Vyznamné zlepsSeni pfezivani nelze tedy
pricitat pouze zpfesnéni testovani HLA shody mezi
pacienty a darci alo-HSCT.

Upresnéni HLA genotypizace pomoci SBT bez dopl-
néni testovani dalSich HLA lokustl v roce 2006 nepfi-
neslo zadné vyrazné zmény v preziti transplantovanych
pacientd (viz graf 3).

V souladu s nasimi vysledky a s aktudlnimi poznatky
z renomovanych zdrojt 1ze pfedpokladat, Ze rozsiteni
testovani HLA shody pfinasi zlepseni pfeziti transplan-
tovanym pacientim. Genem HLA, ktery je aktualné
zkouman jako dalsi vyznamny faktor pro zlepSeni po-
transplanta¢niho priibéhu, je HLA-DPBL. Tento lokus je
sledovan jiz dlouhodobé, nicméné nalezeni darce s ipl-
nou shodou v HLA-A, -B, -C, -DRBI1, -DQB1 i -DPB1 je
vSak problematické, jak ukazala jiz nase starsi prace [9].
Provedené studie v§ak dokladuji riizny vliv konkrétnich
DPB1neshod na potransplanta¢ni priibéh. Nékteré typy
neshod v DPB1 lokusu (oznacované jako permisivni)
jsou pacienty po alo-HSCT dobfte tolerovany a nezhor-
Suji preziti po alo-HSCT [10, 11]. Novym trendem je
proto hledani darcti s permisivnimi DPB1 neshodami.
Testovani HLA pro vyhledani vhodnych neptibuznych
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Tab. 3. Mira shody v HLA-DPBIT lokusu - pfehled vzork{ zpracovanych v obdobi XI/2016 az VIII/2017: 66 pacient( + 208 darc

Kategorie shody DP Shoda DP Permisible MM Non-permisible GvH Non-permisible HvG
Pocet dércl 17 14 40 37
Zastoupeni v souboru 8% 55 % 19 % 18 %
8 % 92 %
63 % 47 %

darcii i v DPBI lokusu bylo v UHKT zavedeno od roku
2016. Nase prvni vysledky dokazuji mozZnost nalezeni
darct s kompletni shodou ve standardné sledovanych
HLA lokusech a s permisivnimi neshodami v HLA-
DPBI (tab. 3), nicméné data z dlouhodobého sledovani
potransplanta¢niho pribéhu nejsou u nasich pacientti
dosud dostupna.

Zavedeni metody qPCR pro monitorovani hladiny
bunécného chimerismu do rutinniho vysetfeni zasad-
né zpresnilo hodnoceni potransplanta¢niho pribéhu
pacientii. V Ceské republice jsme metodu qPCR zavedli
do praxe od roku 2011 jako jedna z prvnich laboratofi.
Vyznacuje se vysokou citlivosti 0,035 %, ¢cimz umozni
zachytit relaps mnohem dfive nez klasické metody.
Ahci et al. (2017) publikovali zjisténi, Ze predikovat
relaps lze 180 dni pfed jeho vznikem v podstatné vice
pfipadech metodou gPCR nez STR analyzou (v kostni
dfeni 100 % vs. 37,5 %, v periferni krvi 100 % vs. 12,5 %)
[12]. Pfinos metody qPCR prokazal jiz dfive i Koldehoff
et al. (2006) [13], ktery uvadi schopnost detekovat re-
laps pomoci qPCR 120 vs. 30 dni pfed jeho zacatkem
(p<0,007).

Z nasich vysledkd vyplyva, Ze pouZzitim citlivé meto-
dy qPCR ve druhé skupiné dochazi k odliSeni kategorie
pacientli s mikrochimerismem, ktera je jiz povazovana
za rizikovou. Z tohoto diivodu je nasledné vhodné tyto
pacienty monitorovat v krat$ich ¢asovych intervalech.
Pii trvajicim nartistu autologni krvetvorby l1ze pak ma-
nipulaci s imunosupresi a eventualneé dalsimi 1é¢ebny-
mi postupy se Stépem cely proces ovlivnit, a docilit tak
opét kompletniho ddrcovského chimerismu. K progresi
do vysoce rizikové kategorie smiSeného chimerismu tak
dochézi u mensiho poctu pacientti.

ZAVER

Nase prace potvrdila vliv pouziti genetickych testi
na preziti pacientt po alo-HSCT. Shoda mezi pacientem
a darcem identifikovana genotypizaci v oblasti HLA 1.
ill. tridy (HLA-A, B, C, DRBI1, DQBI) na trovni stanove-
ni alel je zAkladnim pozadavkem uspéchu transplanta-
ce od nepiibuznych darcli. Vliv detailni pfesnosti pou-
zitych genotypizacnich metod nebyl prokazan. Otazkou
zlstava, zda zahrnuti dalsich vybranych lokusti HLA do

rutinniho vybéru darcti miize u nasich pacienti dale
zvysit ispésnost provadénych transplantaci.

Pro monitorovani bunécného chimerismu u pacien-
tl po alo-HSCT je diilezité pouzivat metody s vysokou
citlivosti, jako je qPCR, kterd umozni véasné rozpoznat
molekularni relaps. V ptipadé nalezu smiseného chi-
merismu nebo mikrochimerismu je Zadouci sledovat
jeho dynamiku. Pfi nartistajicim trendu je nutné za-
hajit co nejdtive efektivni 1é¢bu.

LITERATURA

1. Robinson J, Halliwell JA, Hayhurst JH, et al. The IPD and IMGT/HLA
Database: allele variant databases. Nucleic Acids Res 2015;43:D423~
431.

2. Cechova H, Pegova K, Nadvornikova S, et al. The external profici-
ency testing and long-term determination of cell chimaerism in The
National Reference Laboratory for DNA Diagnostics in the Czech
Republic. Tissue Antigens 2016;87(4):268.

3.Mrazek F, Onderkova J, Konigova N, et al. A novel HLA-B allele
HLA-B*35:279 identified by sequencing-based typing in a Czech pa-
tient. Int J Immunogen 2016;43(4):246-248.

4. Alizadeh M, Bernard M, Danic B, et al. Quantitative assessment of he-
matopoietic chimerism after bone marrow transplantation by real-ti-
me quantitative polymerase chain reaction. Blood 2002;99(12):4618-
4625.

5.Qin XY, Li GX, Qin YZ, et al. Quantitative assessment of hematopo-
ietic chimerism by quantitative real-time polymerase chain reaction
of sequence polymorphism systems after hematopoietic stem cell
transplantation. Chin Med J (Engl) 2011:124(15):2301-2308.

6. Leontycova M, Cechova H, Pegova K, et al. Validation study of real-
-time polymerase chain reaction monoplex and multiplex analysis in
chimerism testing. Tissue Antigens 2014:;84(1):49.

7.Pegova K, Leontovycova M, Pavlatova L, et al. The choice of suita-
ble polymorphisms for cell chimerism monitoring of patients after
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation, Tissue Antigens
2017;89(6):416.

8. Bacigalupo A, Lamparelli T, Barisione G, et al. Thymoglobulin pre-
vents chronic graft-versus-host disease, chronic lung dysfunction,
and late transplant-related mortality: long-term follow-up of a ran-
domized trial in patients undergoing unrelated donor transplantation.
Biol Blood Marrow Transplant 2006;12(5):560-565.

9. Ludajic K, Balavarca Y, Bickeboeller H, et al: Impact of HLA-DPBI

TRANSFUZE HEMATOL.DNES 23, SUPLEMENT 2017

73



74

ZVLASTNI VYDANI SUPLEMENTU K 65. VYROCI UHKT

allelic and single amino acid mismatches on HSCT. Brit J Haematol
2008;142(3):436-443.

10. Vrana M, Dobrovolnad M, Cetkovsky P, Nazarova S, Vondrackova H,
Sedlacek P. Analyza HLA-DPB1 genu u transplantaci hematopoetic-
kych kmenovych bunék. Cas Lék Ces 2006;145:126-129.

. Crivello P, Zito L, Sizzano F, et al. The impact of amino acid variability
on alloreactivity defines a functional distance predictive of permissi-
ve HLA-DPB1 mismatches in hematopoietic stem cell transplantation.
Biol Blood Marrow Transplant 2015;21:233-241.

12. Ahci M, Stempelmann K, Buttkereit U, et al. Clinical utility of quantita-
tive PCR for chimerism and engraftment monitoring after allogeneic
stem cell transplantation for hematologic malignancies. Biol Blood
Marrow Transplant; publikovano elektronicky 8. ¢ervna 2017 DOI:
10.1016/j.bbmt.2017.05.031.

13. Koldehoff M, Steckel NK, Hlinka M, Beelen DW, Elmaagacli AH.
Quantitative analysis of chimerism after allogeneic stem cell

transplantation by real-time polymerase chain reaction with sin-
gle nucleotide polymorphisms, standard tandem repeats, and
Y-chromosome-specific sequences. Am J Hematol 2006;81(10):
735-746.

Podil autort na pripravé rukopisu
MV, SN - autofi pro ¢ast HLA genotypizace
HC, KP - autofi pro ¢ast bunééného chimerismu

KP - statistické zpracovani dat formou grafti a ta-
bulek

AV - klinicky konzultant

Podékovani

Podpofeno projektem (Ministerstva zdravotnic-
tvi CR) koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace
(00023736, UHKT).

Prohlaseni autort

Autofi prace prohlasuji, Ze s v souvislosti s téma-
tem, vznikem a publikaci tohoto ¢lanku nejsou ve
stfetu zajma a vznik ani publikace ¢lanku nebyly pod-
pofeny zadnou farmaceutickou firmou.

Ing. Milena Vrana

Oddéleni HLA

Ustav hematologie a krevni transfuze
U Nemocnice 2094/1

128 20 Praha 2

e-mail: milena.vrana@uhkt.cz

EFI pro HLA

W Oddéleni HLA Ustavu hematologie a krevni transfuze je jako jedna ze &tyf laboratori HLA v Cesku
drzitelem akreditace European Federation for Inmunogenetics (EF)
B Jako jedina Ceska laboratorf ma oddeéleni HLA UHKT akreditaci i pro kategorii vySetfeni buné&ného

chimerismu

W Kromé dospélych pacienttl UHKT vy$etiuje oddéleni HLA rovnéz pediatrické pacienty Kliniky détské

hematologie a onkologie FN Motol

W Diky EFI akreditaci jsou pro tyto pacienty dostupni darci hematopoetickych kmenovych bunék nejen
z obou Ceskych registr(, ale i z registr(l v konsorciu The World Marrow Donor Association (WMDA)
B Ve WMDA je sdruZzeno témér osmdesat registr dobrovolnych darct kme-

novych bunék, celkovy pocet dostupnych darcl presahuje 30 miliond
B Vzhledem k vysokému polymorfismu HLA systému je moznost vybéru
z tohoto portfolia zasadni pro nalezeni optimalnich darcl pro transplan-

tované pacienty

European Federation for Immunogenetics (EFI) je mezinarodni odborna
spolecnost, ktera si klade za cil podporu rozvoje imunogenetiky v Iékarstvi
a vyzkumu. Zprostfedkovava vymeénu informaci a pfispiva k Sifeni doved-
nosti a znalosti mezi pracovniky tohoto oboru (imunogenetika, testovani his-
tokompatibility, transplantacni medicina). Na zakladé odborné diskuze vy-

dava a pravidelné aktualizuje doporuceni pro standardizaci metod, kontrolu
kvality a odborna kritéria pro akreditaci, jejichz zavedeni posuzuje v ramci

akreditacniho Setfeni. Oddéleni HLA Ustavu hematologie a krevni transfuze

je drzitelem EFI akreditace od roku 2007.
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