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Souhrn:

Tato prace se zabyva problematikou transplantaci hematopoetickych kmenovych bunck a
potransplantacni rekonstituci bunécné imunity. Teoretické Cast prace obsahuje zakladni
udaje o hematopoetickych kmenovych bunikach, bunééné imunite, darcovstvi a samotnych
transplantacich. Je zde popsan popis a postup pouzitych metod. Pfi porovnani pacienti dle
pouzitého $tépu jsme dosli k zavéru, Ze imunita se ve sledovaném obdobi rekonstituuje u
pacient se §t€pem od nepiibuzného darce nez od haploidentického darce. Dale jsme zjistili,
Ze imunita je 1épe rekonstituovana u pacientd, kterym jsou podavany mensi davky kortiko-

1dd.



Abstract
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Summary:

This paper deals with the issue of hematopoietic stem cell transplantation and post-transplant
reconstitution of cellular immunity. The theoretical part of the thesis contains basic informa-
tion about hematopoietic stem cells, cellular immunity, donation and transplantation itself.
The description and procedure of the methods used is described. When comparing patients
according to the donor used, we concluded that immunity was earlier reconstituted in pa-
tients transplanted with an unrelated donor than from a haploidentical donor during the
follow-up period. Furthermore, we found that immunity is better reconstituted in patients

receiving lower doses of corticosteroids.



Piredmluva

Ugelem této bakalaiské prace bylo osvétlit pribéh rekonstituce bunééné imunity po
alogenni transplantaci u pacientt se St€épem od haploidentické a nepiibuzného darce. Cilem
této prace je porovnani rekonstituce vybranych subpopulaci lymfocyti u pacientl
s haploidentickymi §tépem a pacientli se St€épem od nepiibuzného darce, dale pak zhodnotit

vliv davky podavanych kortikoidt na rekonstituci.
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UvVOoD

Cilem této bakalaiské prace je osvétli rozdily rekonstituce bunééné imunity po
alogenni transplantaci krvetvornych kmenovych bunék u dvou skupin pacientii — pacientt
se Stépem od piibuzného darce a pacientl se Stépem od nepiibuzného darce. Zkoumané
hodnoty jsou ziskdvané pritokovou cytometrii z periferni krve pacientti. Cilové hodnoty
jsou slozkami bunééné imunity — lymfocyty celkové, pomocné T-lymfocyty, cytotoxické T-
lymfocyty, B-lymfocyty a NK-buriky. Hlavnimi rozdélujicimi faktory pro nasi praci byly
druh podavané imunosuprese pied transplantaci a podavani kortikoidi v pribéhu

rekonstituce.

Tato bakalatska prace je ¢lenéna do dvou oddill, kde je rozebrano vyse uvedené
téma. Teoreticka ¢ast této prace je rozdélena do 6 kapitol, ve kterych jsou rozebrana témata
dualezitd pro transplantaci krvetvornych kmenovych bunck. V prvnich dvou kapitolach se
zbyvame samotnymi kmenovymi buitkami a butikami imunity. V tfeti aZ Sesté kapitole se
zabyvame problematikou darcovstvi, transplantaci, potransplantatnimi komplikacemi a
samotnou rekonstituci bunék imunity. V praktické¢ ¢asti se pak zabyvame postupy

zpracovani vzorkd, analyze a interpretaci dat.

Vzhledem k tomu, Ze transplantace kmenovych bunék je v dne$ni dobé rutinné
provadénym zakrokem, dava si za cil tato bakalafska prace zanalyzovat stavajici postupy a
na zakladé jejich vysledkt upozornit na rizika spojena s defektem imunity po transplantaci

a dilezitost potransplanta¢niho sledovani.
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TEORETICKA CAST

1 HEMOPOETICKA KMENOVA BUNKA

Jedna se o kmenové buiiky specifické tkan€ dospélého organismu, které jsou aktivni
po cely zivot. Zakladni charakteristickou kmenové buiiky je schopnost sebeobnovy (miize
byt teoreticky nevycerpatelnym zdrojem bunék), dale pak schopnost velkého mnozstvi
bunécnych déleni se zachovanim jeji funkce, které je vyssi nez u diferenciovanych bunék.
Soucasné maji schopnost aktivovat diferencia¢ni programy, diky nimz mohou dat vzniknout
funkéné specializovanym buiikdm. Neuddvaji funkci tkang, ale mohou dat vzniku bunck
s danou funkci. Nezralé krvetvorné (hematopoetické) kmenové buiky (HSC) nesou znak
CD34, ktery je jejich zakladni charakteristikou. (Hematopoietic stem cell in its place, 2006)
(Carreras et al., 2009)

1.1 Zakladni charakteristiky

1.1.1 Schopnost sebeobnovy
Jedna se o obecnou vlastnost HSC a zaroveti se jedna o stom cell

/
-

charakteristickou schopnost, kterou jiné bunky diferencované
nemaji. To umoZiuje udrZeni dostate¢ného poolu kmenovych

bun¢k po celou dobu zivota organismu. Tento proces se

\

Ly
N}

.
J/ [
) ( o—
/ \
( \ \ /
/ ) : —

zaklada na bunécném deleni, jehoz vysledkem je vznik dvou

SELF-RENEWAL 1

zcela identickych dcefinych bunék buniky matetské, jedna se o

tzv. asymetrické déleni. Zakladnim pfedpokladem je, ze jedna

4
(®
®

Znove vytvorenych dcefinych bunék si ponechéd biologické &
vlastnosti bufiky matefské. Tato schopnost zabrainuje
vycéerpani HSC a druha bunka se miize dale diferencovat. Geny _
ditorentisted 1 @)
J4 cr 7 .y . I3 v 7 1rer \ y
kodujici tuto schopnost produkuji specifické transkripcni cell L7
faktory, které mohou wudrzovat kmenovou buiku
oL, ) .., o, Obrazek 1. Asymetrické déleni
V nezménéném stavu i po jejim rozdéleni. (Carreras et al.,

2009) (Cetkovsky et al., 2016)

1.1.2 Schopnost opakovanych bunéénych déleni
Jedna se také o obecnou a charakteristickou schopnost HSC, kterou se odlisuji od

ostatnich bunék. Tato schopnost je zalozena na schopnosti HSC udrzovat délku nekodujiciho

zakonceni DNA na konci chromozomi, tuto ¢ast nazyvame telomery. Béhem kazdého
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bunécného déleni se telomery zkrati. HSC maji schopnost tento proces opravit, prodlouzit
telomery na pavodni délku nebo jen zcasti, a je zalozen na telomerdzové aktivité
specifického enzymového komplexu. Pokud dojde k vétSimu zkraceni, buiika ireverzibilné
ztraci schopnost bunécného de€leni, coz vede k proliferaénimu starnuti bunky nebo k jejimu
zniCeni, apoptdze. U lidi dochézi s pfibyvajicim vékem ke zkracovani telomer, coz ovsem

nezpusobuje selhani krvetvorby. (Cetkovsky et al., 2016)

1.1.3 Diferenciace
Jedna se o proces, pii némz v hematopoetické tkani vznikaji z kmenovych bunék

myeloidni a lymfoidni progenitory a z nich se poté diferencuji linie prekurzorti. Tento proces
zajistuje stalou ndhradu krevnich elementl v daném mnozstvi, ve kterém zanikaji staré

krevni elementy. (Cetkovsky et al., 2016)
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1.2 Druhy hematopoetickych kmenovych bunék

1.2.1 Embryonalni buiiky
Jedna se o buiiky, pfitomné v embryu. Tato kmenové bunka je zdrojem vSech tkani

embrya a také vSech tkani dospélého jedince. Jedna se o builky pluripotentni. Z téchto
embryonalnich kmenovych bun€k vznikaji nasledné kmenové bunky dospélého typu

(Cetkovsky et al., 2016)

1.2.2 Dospélé kmenové buriky
Dospé€lé kmenové buiky, jinak nazyvané somatické kmenové bunky, jsou bunky

nachazejici se v kazd¢ tkdni naSeho organismu. V téle maji za ukol zajisStovat obnovu
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jednotlivych tkani, které v ptipadé krve oznacujeme jako krvetvorbu neboli hematopoézu.
Jedné se o multipotentni kmenové builky coz znamend, ze se mohou diferencovat ve vice
funk¢nich typt bunék. (Professor Paul Knoepfler, 2018) (Gurusamy et al., Teplow, 2018)
(Cetkovsky et al., 2016)

Hematopoetické kmenové bunky se déli na dva zékladni typy — dlouhodobé
repopulacni kmenové builkky a kratkodobé repopulacni kmenové buriky. Dlouhodobé
repopulacni kmenové buniky (LT — HSC) zajistuji vysoce komplexni hematopoetickou
diferenciaci. Jsou schopné udrzet si sebeobnovu a zaroven maji vice liniovy diferenciacni
potencial po celou dobu Zivota. Z téchto bunc¢k se diferencuji kratkodobé repopulacni
kmenové bunky (ST — HSC). Narozdil od LT — HSC maji omezenou schopnost sebeobnovy,
ale zachovavaji si multipotenci. (Kerenyi, 2016) (Mosaad, Sa, 2014)

1.3 Vyskyt hematopoetickych kmenovych bunék

Krvetvorba se v riznych ¢asovych obdobich nachazi v riznych tkanich naseho téla.
Béhem prenatalniho vyvoji probihd hematopoéza nejprve ve zloutkovém vaku a nasledné
¢innost piebiraji jatra a slezina (Obrazek 3). Od 4 mésice vyvoje plodu se zacina krvetvorba
piesouvat do kostni dien¢ plodu. Po narozeni se krvetvorba zlistavd zachovana pouze
V kostni dfeni dlouhych a plochych kosti. V prvnich letech Zivota probihd krvetvorba
v dlouhych kostech — stehennich a holenich kostech — dale pak Zebrech, sternu, panvi a
patefi. Krvetvorba ve stehennich a holenich kostech ustava Gplné mezi dvacatym a tficatym

rokem, v zebrech je krvetvorba utlumena, ale neni zcela zastavena. (Penka, Tesatova, 2011)

Je také znamo, Ze malé mnozstvi HSC je pfitomna v periferni krvi. Je mozné toto
malé mnozstvi zvysit mobilizaci kostni diené, ze které se vyplavi do periferni krve. (Mosaad,

Sa, 2014)
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21



1.3.1 Niky kmenovych bunék

Nika je specifické misto ve stromatu hematopoetické tkané, které tvoii fyziologické
mikroprostiedi, ve kterém se HSC usidluji a obnovuji se. Niky kmenové bunky chrani pred
fyziologickym stresem a jinymi nezadoucimi ucinky, zaroven také zabranuje diferenciaci,
aby nedoslo k vycerpani kmenovych bun¢k, a také nadprodukci, coz by mohlo vést ke tvorbé
nadord. Spojeni niky a hematopoetické builky prestavuje funkéni jednotku, ktera je
zakladem krvetvorby. Niky pro kmenové bunky je udrzuji vétSinou ve stavu proliferaéniho
klidu a aktivuji je v piipadé nutnosti tvorby novych bunék. Existuji 1 niky pro progenitorové
buniky, které podporuji buniky v proliferaci, aby byla zajiSténa stala hematopoéza. V kostni

dfeni se nachézeji dva druhy nik, endostova a vaskularni. (Cetkovsky et al., 2016) (Mosaad,
Sa, 2014)

Endostova nika je umisténa na vnitinim povrchu dfeiiové dutiny, ktery je tvoreny jak
kortikalnimi, tak trabekularnimi kostnimi typy. Tento prostor je lemovan kostnimi bunikami,
jako jsou osteoblasty a osteoklasty. Specializované osteoblasty interagujici s dal$imi
specializovanymi buiitkami a vytvaii tak niky pro kmenové bunky. Takto vytvofené niky
poté¢ na konci fetdlniho obdobi k sobé pfitdhnou kmenové buiky z fetdlnich jater.
Osteoblasty v kostni dfeni jsou schopné produkovat CXCL12 chemokin, diky némuz jsou
schopné k sobé vazat kmenové a progenitorové bunky. Tyto osteoblasty tak byly
pojmenovany CXCL12-abundantni retikularni (CAR) burnky. Takto spojené buiiky jsou
udrzovany pievazné v klidovém stavu, coz jim dodava schopnost dlouhodobé ptispivat

k hematopoéze dlouhodobé. (Mosaad, Sa, 2014) (Cetkovsky et al., 2016)
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Vaskularni niky se nachazeji v sinusoidach kostni dfené, jedna se o tenkosténné
cévy. Slouzi jako pojitko v komunikaci mezi diefiovou dutinou a krevnim ob&hem. Tyto
cévy obsahuji bunky, které maji vysokou koncentraci chemokinu CXCL12, CAR bunky.
Siroka $kala bunék — adventicialni retikularni buiiky, perivaskularni stromalni buiky,
mezenchymalni kmenové bunky a neurony — se zde sdruzuji a vytvareji niku, kterd je

schopna udrzovat a regulovat HSC. (Mosaad, Sa, 2014) (Cetkovsky et al., 2016)

Niky pro kmenové bunky jsou hypoxické, nejnizsi hladina O2 se nachazi v endostalni
nice a nejvyssi ve vaskularnich nikach. Nizké hladina kysliku v endostalnich nikéach je
dalezita pro udrzeni LT-HSC v lidové proliferacni fazi. Studie uvadi, Zze ve vaskularnich
nikach se nachazeji prevazné ST-HSC, které se cyklicky obnovuji a doplituji hematopoetické

typy bunék, toto umisténi je nejspise dané hladinou kysliku v nikach. (Mosaad, Sa, 2014)

HSC exprimuji na svém povrchu receptory reagujici na vapnik. Diky pfitomnosti
tohoto receptoru mohou endostové niky diky vysoké koncentraci vapniku, udrzet HSC na

svém misté. (Mosaad, Sa, 2014)
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2 IMUNITA

»Imunitni systém lze definovat jako soubor buné€k, substanci a mechanismu, které
brani vzniku onemocnéni u vyssiho organismu. Dokéze rozeznat struktury vlastni od cizich,
zabranit rozvoji infekce a tc¢inn¢ degradovat vlastni staré ¢i poskozené buiiky, a tim udrzovat
homeostazu.” Imunitu rozdélujeme na vrozenou, nespecifickou, a ziskanou, specifickou.
Nespecificka imunita je vyvojovée starsi a rychleji reaguje, ale nema schopnost adaptace ani
moznost vytvofeni imunologické paméti. Specifickd imunita je oproti ni vyvojové mladsi,
odpovéd’ je pomalejsi a mlze si vytvorit imunologickou pamét. Diky této vlastnosti je
silngjsi a Iépe zacilend. Specificka a nespecificka imunita spolu tak uzce souvisi a dopliuji
se. Imunitu dale délime na bunéénou a humoralni imunitu. Buné¢nou slozku imunity
zastavaji fagocyty (neutrofily, dendritické bunky a monocyty, respektive jejich tkanova
forma makrofagy), zirné buiiky (mastocyty), bazofily, NK-bunky, ale také trombocyty
anékteré druhy lymfocytl. Humoralni slozku imunity zastavaji protilatky tvofené B-
lymfocyty, komplement a cytokiny. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova
Dvotakova, Mistrova, 2018)

2.1 Nespecifickda imunita

Mechanismy nespecifické imunity chrani organismus proti skodlivym latkdm proti
Skodlivym latkam bez ohledu na identifikaci. S nespecifickou imunitou se jiz rodime a je
stale ¢innd. Imunitni odpovéd’ je rychla, a neméni se v zavislosti na predchozim setkéani
s patogeny. Nespecifickd imunita spolupracuje spolu s nespecifickou imunitou, kterou
informuje o hrozici nakaze (naptiklad ¢isti nebo hoji rany). Plsobi proti strukturdm mikrobi,
které jsou spolecné pro mnoho typt mikroorganismi a nezbytné pro jejich pieziti, zaroven
jsou ale typické pouze pro patogeny. Mezi tyto struktury patii bakterialni st€ény nebo DNA,
kterd je odlisnd od lidské. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvorakova,
Mistrova, 2018)

2.1.1 Bariéry
Mezi bariéry té€la patii kize a sliznice. Jejich neporuseny povrch tvofi mechanickou

a chemickou bariéru mezi vnitinim a vné&j$im prostfedim organismu. Bariéry maji na svém
povrchu ptirozenou mikrofloru, kterd tvoti neptiznivé prostfedi pro patogenni mikroby a
brani jejich vstupu do téla. Mechanické poSkozeni téchto bariér a zaroven piirozené
mikroflory, které vede k usnadnéni vstupu cizorodych latek do organismu, jako jsou infekéni

agens. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotdkova, Mistrova, 2018)
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Na kuzi se pak vyskytuji bakterie, kozni maz (tvofeny nenasycenymi mastnymi
kyselinami), pot (tvofeny kyselinou mlécnou, ionty a organické latky) tvorici kyselé
prostiedi (pH<S5) jenz ptisobi baktericidné. Ve slinach, slzach a dalSich sekrety se vyskytuje
lysozym, ktery pusobi antibakterialn¢, dostate¢né naruSuje plazmatickou membranu
bakterii. Zaludek obsahuje kyselinu chlorovodikovou, kterd piisobi antimikrobialné a
zabranuje tak mnozeni kvasinek a plisni. Jedinou vyjimkou je virus hepatitidy A, ktera je
rezistentni na velmi nizké pH kyseliny chlorovodikové. Pochva fyziologicky obsahuje
laktobacily, které tvoii kyselé pH neptfiznivé pro jiné mikroorganismy. Povrch dychaciho
systému je pokryt fasinkovym epitelem pokryty hlenem, ktery obsahuje glykolipidy.
V tomto hlenu se zachycuji mikroorganismy a jiné cizorodé ¢astice a pomoci pohybu fasinek
se vypuzuji ven z dychacich cest. Mocové cesty jsou fyziologicky sterilni a normalni odtok
moci brani tvorbé patogennich agens. (MUDr. Jana Amlerovd Ph.D., 2020) (Chottova
Dvotakova, Mistrova, 2018)

2.1.2 Bunécna slozka
Bunécnou slozku nespecifické imunity obstaravaji fagocyty, kam fadime mikrofagy

(neutrofily), eozinofily, monocyty a makrofagy, coz jsou monocyty vycestované do tkani,
antigen prezentujici bunky jako dendritické buniky. Dale sem fadime NK buiiky, v mensi
mife bazofily a zirné bunky. (Pfehled vSech bunék s jejich funkci je zpracovan v Tab. 1)

(MUDir. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)

Prehled bunék nespecifické imunity

Buiika Vyskyt Funkce

Neutrofily Krev, tkané Rozpoznavani exogenni antigent

Monocyty, Makrofagy

Krev, slezina, tkané

Rozpoznavani exogenni antigend, Roz-
poznavani endogenni antigent, Dia-

pedéza, Fagocytoza

Rozpoznavani exogenni antigend, Fago-

Dendritické bunky Rizné tkané, lymfatické uzliny )
cytdza, Prezentace antigenu
] Detekce virovych a nadorovych bunek,
NK bunky Krev slezina
Indukce apoptozy
o o Toxické parazity, Tkanova toxicita,
Eozinofily Krev, sliznice ,
Ucast na alergickych reakcich
. L Zéanétliva alergicka reakce (hypersenziti-
Bazofily Krev, sliznice )
vita)
. o Zanétliva alergicka reakce (hypersenziti-
Mastocyty (Zirné bunky) Sliznice, tkané

vita)

Tabulka 1. Prehled bunék nespecifické imunity
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Jednim z mechanismd, které vyuziva nespecifickd imunita je fagocytoza. Jedna se o
druh bunécného transportu smérem do buiiky. Profesionalni fagocyty pohlcuji Castice
(bakterie, viry, bilkoviny) z okolniho prostiedi, které jsou pfilis velké, aby prosli
cytoplazmatickou membréanou. Mezi tyto profesionalni fagocyty patii mikrofagy, monocyty
a makrofagy, které¢ zajiStuji obranyschopnost organismu pomoci fagocytdzy. Funkce
mikrofagl je antiinfekéni obrané pfedevSim proti extracelularnim bakteriim, makrofagy
naopak fagocytuji vlastni buriky zaniklé procesem apoptdzy a intracelularni bakterie.
Mikrofagy v infikované tkani pohlcuji cizorodé a zanikaji, zatimco makrofdgy mohou
opakovang fagocytovat. Fagocytujici bunky se aktivnim pohybem dostanou k urcené ¢astici
a pfilnou K jejimu povrchu. Tenka cytoplazmaticka membrana fagocytujicich bunék obali
tuto ¢astici svymi vybézky — panozkami — a tak vznikne membranovy vacek. Tento vacek je
pak vtaZzen dovnitf buiiky a tam je enzymaticky rozlozen a zlikvidovdn nebo je jejich
antigenni determinanta ptfedlozena na povrchu APC (antigen prezentujicich bun¢k). K APC
patii monocyty, makrofagy, dendritické buniky, folikularni dendritické bunky a B-lymfocyty.
Tyto APC buniky vystavuji na svém povrchu pomoci MHC II. ¢ast zpracovaného antigenu.
APC spolupracuji s T-lymfocyty, které jsou schopny rozpoznat tento antigenni peptid pouze,
pokud je vystaven v kontextu MHC molekuly. Nezralé T-lymfocyty se po kontaktu
s takovymto antigenem diferencuji bud’ do zralych efektorovych cytotoxickych bunék
exprimuji receptor CD8, nebo se vyviji do pomocnych T-lymfocytd, které exprimuji
koreceptor CD4. Cytotoxické T-lymfocyty pfimo napadd bunky, které nesou cizi nebo
abnormalni molekuly. Pomocné T-lymfocyty organizuji imunitni odpovéd’ pomoci
cytokinti. Degradované castice mohou byt predkladany B-lymfocytim, coz pfispiva
Kk rozvoji specifické imunity. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvoiakova,
Mistrova, 2018)

Nekteré burniky pusobi pfirozené cytotoxicky, jedna se o cytotoxické T-lymfocyty a
NK-buiky. Tyto buniky produkuji perforiny, které narusuji a perforuji cytoplazmatickou
membranu cilovych bun¢k. Tyto buiiky tedy tvofi pfirozenou obranu proti virovému agens
a nadorovym agens, dokazi tedy rozpoznat patologické agens na povrchu bunék. (MUDr.

Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotékova, Mistrova, 2018)

2.1.3 Humoralni slozka
Humoralni slozka nespecifické imunity je tvofena sloZkami komplementu, proteiny

akutni faze, koagula¢nim a fibrinolytickym systémem a cytokiny. (MUDr. Jana Amlerova

Ph.D., 2020) (Chottova Dvorakova, Mistrova, 2018)
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Komplement je soubor asi 30 sérovych a membranovych glykoproteint, které¢ jsou
syntetizované v jatrech, makrofazich a fibroblastech. V plasmé jsou obsazeny v neaktivni
form¢. Kdyz se aktivuji, jsou schopny lyzovat nékteré buiiky. Jednotlivé slozky jsou
kaskadovité aktivované klasickou alternativni nebo lektinovou cestou, coz nastartuje
imunitni reakci. Hlavnimi slozkami komplementu jsou sérové proteiny C1 — C9. Usttedni
slozkou je protein C3, jejiz fragment C3b projevuje silné opsonizacni Uc¢inky. Fragmenty
C3a a C5a pusobi chemotakticky na profesionalni fagocyty a pfitahuji je tak do mista kde je
jich potieba. Terminalni produkt, komplex C5b — C9, ktery oznacujeme jako MAC, se zanofti
do cytoplasmatické membrany nékterych mikroorganismt a narusi jejich strukturu. Diky
tomuto naruseni vnika do mikroorganizmu voda a unikaji z n¢j organely, dochézi k bobtnéni
a smrti mikroba. Imunokomplexy s fragmenty komplementu stimuluji aktivaci B-lymfocyti,
reguluji transport to sleziny a nékteré komplementové receptory slouzi jako adhezivni
molekuly. Hlavni funkci komplementu je opsonizace, chemotaxe, zprosttedkovani zanétu,
osmoticka lyza a dalsi funkce jako je aktivace lymfocyti, regulace pifenosu antigeni do uzlin

a sleziny. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Jilek, 2014)

Proteiny akutni faze se zvySuji po zahajeni imunitni reakce, Jednotlivé slozky pak
reaguji dle typu zénétu (bakteridlni, virovy apod.) a dle faze zanétu. Do mista vzniku zénétu
zacnou pronikat fagocytujici buniky, kde dochazi ke zvySeni sedimentace erytrocytu.
Ptitomnosti bilych krvinek vznika hnis — hnisavy zanét. Z leukocytl se uvolnuji latky,
pyrogeny, které zvySuji teplotu téla. (MUDr. Jana Amlerovd Ph.D., 2020) (Chottova
Dvotéakova, Mistrova, 2018)

Cytokiny, skupiny signalnich peptidi (nékteré z nich maji hormonalni funkei), které
zprosttedkovavaji komunikaci mezi buikami specifické a nespecifické imunity. Mezi
cytokiny fadime interleukiny, chemokiny, interferony a dalsi latky. (MUDr. Jana Amlerova
Ph.D., 2020) (Chottova Dvorakova, Mistrova, 2018)

Interleukiny jsou produkovany pomocnymi T-lymfocyty, makrofagy a bunikami
prezentujicimi antigen. Podle typu maji rizné funkce, predevsim regulaci leukocytl, napft.
zahdjeni zanétlivé odpovédi, podpora proliferace bilych krvinek, chemotaktické ucinky...

(MUDir. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)

Chemokiny jsou dulezit¢é pro svoji chemotaktickou aktivitou. (MUDr. Jana
Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)
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Interferony plisobi v protivirové obrané na bunky ve svém okoli. Navazdnim na
bunky tkani zvysi jejich odolnost k virové infekci. Interferony rozdélujeme na interferon a,
B av. Interferony a a B jsou tvofeny buiikami obsahujici viry a navazuji se na interferonové
receptory zdravych i infikovanych bun¢k, a tam navodili antivirovy stav. Interferon o je
vyluc¢ovan makrofagy a f fibroblasty. Interferon y je vylu¢ovan pomocnymi Thl lymfocyty,
indikuje syntézu enzymu, které potlacuji replikaci virt, reguluje imunitni reakci. (MUDTr.

Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotrakova, Mistrova, 2018)

rrrrr

nekrotizujici nddory apod. (MUDr. Jana Amlerovad Ph.D., 2020) (Chottova Dvorakova,
Mistrova, 2018)

2.2 Specificka imunita

Specifickd imunita je vysoce adaptivni. Pokud je v organismu pfitomny né&jaky
antigen, reaguje na néj tvorbou specifickych protilatek nebo mnozenim specifickych T-
lymfocytd. Pro spravné fungovani specifické imunity je nutné, aby spolupracovala
s nespecifickou imunitou. Konkrétné s antigen prezentujicimi bunkami, které predkladaji
buitkkdm specifické imunity zpracované antigenni fragmenty. Plny rozvoj imunitni reakce
nastava nckolik dni po vstupu antigenu do organismu. Toto zpozdéni je zpiisobeno kviili
aktivaci specifickych T a B lymfocytl a jejich zrani v efektorové butiky. Specificka imunita
je sice pomalejsi, ale je 1épe zacilena a je schopna vytvaret imunologickou pamét, diky které
je pfi opétovném pruniku antigenu reakce rychlejsi a silngjsi. Specifickou imunitu mize
rozdelit na bunécnou a humoralni slozku. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova

Dvotéakova, Mistrova, 2018)

2.2.1 Bunécna slozky
Buné¢na slozka je zprostiedkovana T-lymfocyty. Jejich zakladni funkci je pfedev§im

regulace bunétné variability, fagocytdzy a zvySeni syntézy protilatek. Vzhledem k tomu, Ze
T-lymfocyty nejsou schopné rozpoznat nativni antigeny je zapotiebi, aby byl antigen
prezentovan na povrchu APC bunék, kde jsou asociované s HLA molekulami. T lymfocyty
se na takto upraveny antigen navazi pomoci TCR receptorového komplexu na svém povrchu.
Imunokompetentni burika je aktivovana a diferencuje se v efektorovou buiiku. Existuje vice
typu efektorovych bunék, mezi které patii pomocné Th-lymfocyty (typ 1 a 2), cytotoxické
Tc-lymfocyty aregula¢ni Treg-lymfocyty (synonymum supresorové lymfocyty Tsup-
lymfocyty). (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)
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Kdyz je antigen navazan na HLA 11. tfidy, je rozpoznavan pomocnymi T-lymfocyty,
protoze obsahuje povrchovy antigen CD4. Thl-lymfocyty pomahaji aktivovat makrofagy
a cytotoxické T-lymfocytd. Pokud jsou antigeny navazané na HLA L t¥idy jsou
rozpoznavany cytotoxickymi T-lymfocyty, protoze obsahuji povrchovy antigen CDS8. Th2-
lymfocyty tvori velké mnozstvi cytokind, a pomoci téchto cytokinti umoziuji diferenciaci
B-lymfocytd v plazmatické bunky produkujici mnozstvi protilatek, stimuluji také eozinofily,
bazofily a mastocyty. Oba tyto typy T-lymfocytd obsahuji i povrchovy znak CD28, ktery se
afinuje k povrchovym znakim CD80 nebo CD86, jenz se vyskytuji na antigen prezentujicich
bunikdach. Vazba téchto kostimulacnich antigenti zplsobi proliferaci a diferenciaci
potfebnych T-lymfocyti. Treg-lymfocyty maji za ukol tlumit ucinek ostatnich bungk,
predevsim T-lymfocytl a napomahaji tak toleranci vlastnich antigent. Tc-lymfocyty dokazi
ni¢it nadorové buiky a bunky napadené intracelularnimi patogeny jako jsou viry. (MUDr.
Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)

2.2.2 Humoralni slozka
Humoralni slozku specifické imunity obstaravaji imunoglobuliny, jedna se vétSinou

o glykoproteiny. Imunoglobuliny jsou syntetizované lymfocyty typu B (které maji na svém
povrchu BCR komplex). (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova,
Mistrova, 2018)

Imunoglobulin je tvofen dvéma lehkymi a dvéma téZkymi fetézci, které jsou
vzajemné propojeny disulfidickymi mustky. Jak lehké, tak tézké tetézce se skladaji
z variabilnich a konstantnich domén. Imunoglobuliny se mohou vyskytovat jako
monomerni, dimerni nebo pentamerni. RozliSujeme nékolik typli imunoglobulinii: IgG, IgM,

IgA, IgE algD. (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)

Pfi expozici antigenem vykazuje tvorba protilatek charakteristicky prabéh. Prvni fazi
je tzv. lag fazi. V této fazi probihaji aktivacni déje imunokompetentnich bunék. V dalsi fazi
dochdzi k exponencidlnimu narGstu titru protilatek. Pozdéji se jejich hladina stabilizuje,
a nakonec zac¢ina pozvolna klesat. Hlavni tlohu v protilatkové imunitni odpovédi sehrava
receptorovy komplex BCR (B-cell receptor, B-buné&¢ny receptor) na povrchu B-lymfocyta.
Tento komplex na rozdil od TCR dokaze rozpoznat i nativni antigenni struktury. Pfi silné
stimulaci, antigenem polysacharidového nebo lipopolysacharidového charakteru, BCR
komplexu se muze zvySit mitogenni aktivita B-lymfocytt, tak Ze se diferencuji

Vv plazmatické burky, a to i bez G¢asti pomocnych T-lymfocyt. Takovouto imunitni reakci

29



dokéazi vyvolat pouze antigeny nezavislé na T-lymfocytech. Vysledn¢ syntetizované
imunoglobuliny jsou zpravidla typu IgM anedochazi u nich Kk izotypovému piesmyku.
Mnohem ¢astéji vznikaji imunoglobuliny typu IgM za pusobeni antigenti zavislych na T-
lymfocytech, u kterych po uréité dobé nastava izotypovy piesmyk. (MUDr. Jana Amlerova
Ph.D., 2020) (Chottova Dvotakova, Mistrova, 2018)

»lzotypovy pfesmyk je proces, pfi kterém vznikaji z ptivodniho pentamerniho IgM
ostatni druhy imunoglobulinti, pfedevsim IgA a IgG. Méni se tedy izotyp protilatky, ale jeji
specifita zastava stale stejna. Dochazi k nému tehdy, kdyz je plazmocyt stimulovan
antigenem ve spolupraci s Th-lymfocyty, které produkuji fadu cytokind podporujicich
ptesmyk.“ (MUDr. Jana Amlerova Ph.D., 2020) (Chottova Dvotdkova, Mistrova, 2018)
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3 TRANSPLANTACE A DARCOVSTVI

Transplantaci krvetvornych bunék rozumime pievod Stépu krvetvornych bunék
formou nitrozilni infuze do ob&hu pacienta, kterému predchazi zavedeni piipravného rezimu.

(Krejéi et al., 2009)

K uspésnému provedeni transplantace musi buiiky implantované do obéhu pacienta
uskute¢nit n€kolik krokli — rozpoznat hematopoetickou tkan a uchytit se k endotelu jejich
sinusoid, piekonat endotel a nalézt niky a jako posledni se uchytit a zahéjit krvetvorbu. Pro
zvySeni U€innosti transplantace je nutné provést ablaci kostni diené pacienta. (Cetkovsky et

al., 2016)

Mame mnoho typt transplantaci, délime je dle pivodu transplantatu — autologni,
alogenni, a syngenni; dle zdroje — transplantace kostni dfen¢, transplantace perifernich

kmenovych bun¢k. (Prof. MUDr. Michael Doubek, 2017)

Autologni transplantace — jako transplantat je pouzit materidl od samotného pacienta,
krvetvorné buiiky odebrané ve fazi remise nebo v obdobi minimalni aktivity primarniho

onemocnéni

Alogenni transplantace — jako transplantat se pouziji krvetvorné bunky jiného

Cloveka
Syngenni transplantace — transplantat pochazi od jednovajecného dvojcete

V mé bakalatské praci se budu zabyvat pouze alogennimi transplantacemi, které

budou podrobnéji popsany v nasledujicich odstavceich.

3.1 Alogenni transplantace

Jak jiz bylo zminéno vySe alogenni transplantace je pfevod HSC pochazejicich z téla
zdravého darce. Muze se jednat o bunky pochazejici z kostni dfen¢ nebo z periferni krve.
Transplantovat mtizeme od piibuznych ¢i neptibuznych darci, které hledame v registrech
darct. Takto provadéna transplantace ma ovSem jista pravidla jako je HLA kompatibilita,
Vv idealnim piipad¢ jesté shoda v ABO systému (Krejéi et al., 2009) (Prof. MUDr. Michael
Doubek, 2017)
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3.2 HSC z periferni krve

Hematopoetické bunky odebirané z periferni krve mohou byt rizného stadia
vyzravani, at’ uz se jednad o primitivni pluripotentni buiiky nebo, ¢astecné diferenciované.
Tyto bunky se periferni krvi nachazeji i za fyziologickych podminek ovSem jen malém
mnozstvi, které neumoznuji provedeni efektivniho odbéru pro ucely transplantace.

(Cetkovsky et al., 2016)

Za urcitych okolnosti mize dojit k vyplaveni kmenové buiikky do periferni krve,

takovéto bunky pak nazyvame periferni kmenové bunky. (Carreras et al., 2009)

Pro efektivni a uspéSny odbér kmenovych bunék z periferni krve je nutno provést
proces tzv. mobilizace. Béhem tohoto procesu se z do periferni vyplavi velké mnozstvi
hematopoetickych bun€k z kostni dfen¢. Mobilizace se provadi poddnim rastového faktoru
pro granulocyty (G — CSF, jedna se o cytokin). Cést pacientt piipadné darcti jsou tzv. ,,poor
mobilizers® — 050b s nedostate¢nou mobilizaci. U nich je mozné inhibici vazby ligandu SDF
— 1 sjeho receptorem CXCR4, ktery je pfitomny na povrchu hematopoetickych bunék,
mozné podpofit vyplavovani HSC do periferni krve. Tato inhibice zajisti mobilizaci, ktera

je nezavisla na efektu G — CSF. (Cetkovsky et al., 2016)

3.2.1 Kbvalita transplantatu
Pro zaru€eni kvalitniho transplantatu je tfeba, aby piipravek obsahoval dostate¢né

mnozstvi kmenovych bunék. Tento parametr zjiStujeme stanovenim poctu CD 34+ bun&k
pomoci flowcytometrického vySetieni. Za kvalitni a tim i1 bohaty povaZzujeme takovy
transplantat, ktery obsahuje alespon 2,5 * 10° CD 34+ bunék na kg hmotnosti pifjemce.
Optimalni je transplantat s obsahem 3 — 7 *10° CD 34+ bunék na kg hmotnosti p¥ijemce. Pfi
alogennich transplantacich se preparaty s obsahem vy$§im nez 7 * 10° CD 34+ bunék na kg
hmotnosti ptijemce nepovazuji za zadouci, kvuli zvySenému riziku vzniku nemoci z reakce

Stépu proti hostiteli. (Cetkovsky et al., 2016) (Krej¢i et al., 2009)

3.2.2 Odbér
Samotny odbér se provadi pomoci separdtorii krevnich elementl s kontinudlnim

pratokem krve. U takovychto separatort se u pacienta musi zajistit dvojity Zilni pfistup a to
pies povrchové zily na ptedlokti nebo pomoci dvojcestného centralniho zilniho katetru pro
dialyzac¢ni 1écbu. Krev pfitékajici do separatoru je smichana s citratovym antikoagula¢nim
¢inidlem. V separatoru pak krev vtéka do centrifugy, ve které dochazi k rozdéleni

jednotlivych slozek krve dle jejich hustoty. Pfi zevnim okraji separacniho prstence se oddéli
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erytrocyty nasledované vrstvou granulocytil, dalsi vrstvou jsou mononuklearni bunky, které
nas zajimaji, vrstva trombocytl zakonc¢ena plazmou. Vrstva mononuklearnich bun¢k je
odvadéna do sbérného vaku a obsahuje vedle kmenovych bunék také monocyty, lymfocyty
1 n¢které dalsi krevni buniky, ovSem jen vV malém mnozstvi. Vysledny objem transplantatu se
pohybuje mezi 200 az 300 ml. Abychom dostali toto mnozstvi, proteCe separatorem piiblizné
3 — 4 krat cely objem krve darce. Takovyto odbér trva priblizné 5 hodin. (Cetkovsky et al.,
2016) (Krejci et al., 2009)

Aby byl odbér co nejefektivnéj$i, musi byt sprdvné nacasovany. Po zahajeni
mobilizace zacne kostni dien darce vyplavovat kmenové builkky do krve. Doba pro
uskute¢néni odbéru se oznacuje jako odberové okno. Béhem této doby u vétSiny darci
dochazi ke kontinualnimu vyplavovani kmenovych bunék. Toto okno je vétSinou 4. — 5. den
po zahdjeni mobilizace. Abychom ovSem odbérové okno spravné zachytili, sledujeme
koncentraci CD 34+ bunck v krvi, jak jiZ bylo uvedeno v pfechozi podkapitole. (Cetkovsky
etal., 2016)

3.3 HSC z kostni diené

K odbéru HSC z kostni dfené ptistupujeme v ptipadé, kdy odbér z periferni krve neni
zcela vhodny, zbyte¢né nédkladny, netcelny nebo zatizeny vysokou pravdépodobnosti
neuspéchu. Odbér HSC z periferni krve se upfednostituje pred odbérem kostni difen¢ hlavné
kvtli nutnosti pouzivani anestesie a invazivnosti samotného odbéru. Odbér kostni diené u
dospélych zdravych darct se preferuje u pacientti, u kterych chceme snizit riziko vzniku
GVHD. K odbéru kostni dfen¢ pristupujeme také v piipadé, ze odbér HSC z periferni krve

neni mozny — darce je poor mobilizer. (Cetkovsky et al., 2016)

3.3.1 Kvalita transplantatu
Zasadnim kritériem pro posouzeni kvalita transplantatu z kostni dfené je celkova

bunéénost vyjadiena v absolutnim poctu odebranych bun¢k na celkovou hmotnost pfijemce
(TNC/kg ptijemce, total nucleated cells). Kvalitni transplantat musi obsahovat alesponi
3*108 TNC/kg prijemce u alogenni transplantace. Mezi dalsi kritéria posuzujici kvalitu
transplantatu patii obsah mononuklearnich bunck, CD34+ bun€k nebo kultivacné

vySetienych kolonie tvoficich progenitora. (Cetkovsky et al., 2016)

3.3.2 Odbér
Odbér kostni diené provadime v celkové nebo castecné (epiduralni) anestezii. Odbér

provad¢ji dva lékafi, kterym asistuje instrumentaika a je zde ptfitomna také zaSkolend sestra.
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Samotny odbér je provadén na bfise, kostni dien je odebirana ze zadni ¢asti panevni kosti
pomoci opakovanych vpicht. Z jednoho vpichu miize byt aspirovano 3 — 5 ml dieniové krve,
z jednoho kozniho vpichu je mozné provést vice vpichi do kosti a z jednoho vpichu do kosti
muzeme provést maximalné 4 — 5 aspiraci, kdy se po kazdé aspiraci jehla mirn¢ posune na
jiné¢ misto. Maximalné darci odebereme 15 ml dfeniové krve na kg darce. Celkovy pocet
vpicht do kiize by nemél prevysit 3 — 4 vpichy na kazdé strané panve. (Cetkovsky et al.,

2016) (Krejéi et al., 2009)

Takto odebrana dienové krev (obvykle kolem 1000 ml) obsahuje velké mnozstvi
tuku, drobné ulomky kosti. Pro zaji$téni kvality transplantatu se odebira vzorek na krevni
obraz a zjisténi zastoupeni CD34+ bunék. Nasledné se transplantat pfipravuje k aplikaci.
Pokud je nutné odstranit erytrocyty z divodu ABO inkompatibility mezi darcem a ptfijemcem
1ze toho docilit vyuzitim centrifugaéni nebo sedimentac¢ni metody (Cetkovsky et al., 2016)

(Krej¢i et al., 2009)

3.4 Vyhledavani vhodného darce

Tento krok je zasadnim a nejvice kritickym bodem celého procesu alogenni
transplantace. Volba vhodného darce ¢astecné urcuje riziko a Gspéch nasledné 1écby. Tento
krok je zéavisli na mnoha faktorech ze strany dérce i pacienta, na druhu onemocnéni i
samotného transplantacniho centra. Jednotlivé faktory jsou rozebrany v nasledujicich

kapitolach. (Cetkovsky et al., 2016)

3.4.1 HLA faktor
Hlavnim faktorem ovliviiujicim vybér darce je HLA kompatibilita. Vzhledem ke

skute¢nosti, Ze moznost nalezeni genotypicky identického sourozence je pouze 20 — 30 %,
pfistupujeme ke hledani darce k tzv. alternativnim darciim, kam patfi: nepiibuzni darci,
haploidenti¢ti piibuzni darci a pouziti pupecnikové krve. (Penka, Tesafova, 2012)

(Cetkovsky et al., 2016)

Neshoda v HLA systému mezi darcem a pfijemcem spousti T- a NK- bunécnou
aloreaktivitu, ktera zapfi¢inuje vznik reakce $t€pu proti hostiteli (GvHD) a GvL efektu —
tedy reakce $tépu proti nadoru/leukémii. Transplantace muze byt stejné tspésna s jednou
alelickou nebo antigenni neshodou jako s plné kompatibilnim darcem. Preferujeme
vyuzivani plné shodnych dércii, nicméné v nékterych piipadech ¢aste¢nou neshodu musime

akceptovat, to zavisi na naléhavosti transplantace, rizikovosti onemocnéni a pottebé GvL
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efektu ¢i dostupnosti alternativni 1écby. HLA kompatibilita je podrobngji popsana

Vv nésledujici kapitole. (Penka, Tesarova, 2012) (Cetkovsky et al., 2016)

3.4.2 Typ darce
Stépy vhodné pro transplantaci miize ziskat od dvou riiznych typt darci, kterymi

jsou piibuzni a neptibuzni darci. (Cetkovsky et al., 2016)

V ptipad¢ ptibuznych déarct je optimalnim darcem sourozenec, ktery zdédil stejné
haplotypy a je tudiz genotypov¢ identicky v HLA-A, -B, -C, -DR, tedy shoda 8/8, nebo i
v HLA-DQ a pak jde o shodu 10/10. Takovato shoda pak dava mensi riziko vzniku zavazné
reakce §tépu proti hostiteli a mortality. U takto plné kompatibilnich pacientl se vyskytuje
klinickd GVHD v 60 % ptipadua. (Cetkovsky et al., 2016)

U neptibuznych darcti vysetfujeme vSechny alely HLA 1. tfidy a HLA-DR a HLA-
DQ z II. tfidy molekuldrn€ genetickymi metodami s vysokym rozliSenim. Mira HLA shody
mezi didrcem a pacientem udavé, jaky vysledek bude transplantace mit. Kazdd neshoda
V tomto systému pak zvysuje riziko transplanta¢nich komplikaci jako je mortalita spojena s
transplantaci a GvHD, a také mlize mit nepfiznivy dopad na pieziti. Pro nepiibuzenské
transplantace se proto preferuji plné kompatibilni darci se shodou 10/10 ptipadné 12/12.
Nejprijatelngjsi je neshoda na lokusu HLA-DQ, pokud je shoda ve v§ech ostatnich lokusech,
protoze nezhorsuje vysledek transplantace. Z toho vypliva, Ze zdsadni vliv na transplantace
ma vliv neshody na lokusech HLA-A, -B, -C a -DR, vliv neshody na téchto jednotlivych
lokusech je srovnatelny. Pouziti ¢astecné neshodného $tépu je nutné zvazit u kazdého
pacienta individudlné v zavislosti na typu malignity, proti riziku netransplantacni 1é¢by nebo
pouziti alternativni 1é¢by. Velkou roli také hraje vyssi riziko GvHD, které ovSem miiZe
vyvazit GvL efekt, ktery snizuje riziko relapsu. Dullezity je také ¢asovy faktor, kdy pouziti
casteCné neshodného darce zkrati dobu vyhleddvani darce a umoZzni v€asné provedeni

transplantace. (Cetkovsky et al., 2016)

3.4.3 Vyhledavani darce
Hledéani vhodného darce zahajujeme vzdy mezi sourozenci nemocného. Pokud ho

nenajdeme, pristupujeme ke kontaktovani registri darci a hledame HLA kompatibilni
nepiibuzné darce. V piipadé, Ze neni k dispozici plné kompatibilni pfibuzny nebo
nepiibuzny darce, nebo neni k dispozici dostateény ¢as na jeho vyhledani, muZeme
pfistoupit k tzv. haploidentické transplantaci. Takovym darcem muze byt naptiklad rodic

nebo potomek, ktefti maji s pacientem shodny jeden haplotyp (tedy polovinu
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transplantacnich znakl). Haploidentickd transplantace vyZzaduje ovSem specifickou
imunosupresi z divodu zvySeného rizika GvHD a je provazena opozdénou imunitni

rekonstituci se zvySenym rizikem infek¢nich komplikaci. (Cetkovsky et al., 2016) (Krejci et
al., 2009)

3.4.3.1 Pribuzni

Jak uz bylo fec¢eno, zahajujeme hledani vhodného darce u sourozenct. V ptipadé
neshody u sourozence se piistupuje ke hledani nepfibuzného darce. (Cetkovsky et al., 2016)
(Krejci et al., 2009)

3.4.3.2 Nepribuzni

Neptibuzné darce vyhledavame v registrech nepfibuznych darcti, spolu
s pozadavkem pro pacienta s konkrétnim HLA fenotypem. VSechny registry darct jsou
spolu vzajemné propojeny Vramci organizace WMDA a je K dispozici jedna spole¢na
celosvétova databaze darct. Aktualné je v této databazi registrovano 41 020 757 (stav
k 29.2.2024). Sance na nalezeni kompletni schody u nepiibuzného darce zavisi na frekvenci
daného HLA fenotypu v daném registru a na etniku pacienta. Nalezeni vhodného darce je
vysledkem spoluprace mezi transplantaénim centrem, koordina¢nim centrem registru darcii
a HLA laboratofi. Doba hleddni vhodného darce je zavisla na frekvenci hledané kombinace
transplanta¢nich znak u darct v registru, proto je nutné zacit hledat ihned, jakmile je pacient
indikovan k alogenni transplantaci. Pfi vybéru vhodného darce je nutné respektovat
maximalni snahu registrii chranit zdravi darcii a zvazit riziko odbéru proti piinosu
transplantace pro pacienta v situacich, kdy je indikace hrani¢ni. (Cetkovsky et al., 2016)
(Krejci et al., 2009)

3.5 HLA kompatibilita

3.5.1 HLA systém — vyznam a rozdéleni
Jedna se o systém, jehoz antigeny se vyskytuji na povrchu bunék vSech organi téla.

Tento systém hraje zdsadni roli u bunék imunitniho systému, kde tyto membrinové
glykoproteiny podminuji vzdjemnou tkanovou neslucitelnost u nepiibuznych jedinct. Tyto
antigeny byly oznaceny jako histokompatibilni. Charakter téchto histokompatibilnich
antigent je dan genetickym systémem oznacenym MHC (major histocompatibility complex;
hlavni histokompatibilni komplex), coZ je obecny termin pro histokompatibilni systémy
vSech zivych druhii. U lidi tento systém oznacujeme jako HLA (human leukocyte antigen)

systém. (Cetkovsky et al., 2016) (Penka, Tesatova, 2012)
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HLA antigeny mlizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin.

Prvni skupinou jsou HLA molekuly I. tfidy. Do této skupiny patii HLA-A,

HLA-B, HLA-C. Jedna se transmembranovy glykoproteinovy heterodimer

nachdzejici se na povrchu vSech jadernych bunék, ktery je slozeny ze dvou

nekovalentné asociovanych podjednotek:

O

o

Polymorfniho, membranové vazaného tézkého a-fetézce, ktery je
koédovan na 6. chromozomu. Skladé se ze tii extracelularnich ¢astic
a1-03 (aminoskupinovy konec, -NH2), dale jedné transmembranové
domény a intracelularni kotvy (karboxylovy konec, -COOH). Nejvice
variabilni je a1 doména, ktera jako jedind nese oligosacharidovy
postranni fetézec (-CHO). Mén¢ variabilni je pak o2 doména a
azdoména je oznacovana za konzervativni. (Cetkovsky et al., 2016)

(Penka, Tesatova, 2012)

Nepolymorfni Pz-mikroglobulin, ktery je koédovany na 15.
chromozomu. Tato podjednotka je stejna pro vSechny HLA antigeny
I. tfidy. Svou strukturou je velice podobny molekuldm
imunoglobulind. Navazuje se na a3 doménu a zodpovidé za spravnou
orientaci cele molekuly. (Cetkovsky et al., 2016) (Penka, Tesafova,
2012)

Interakci mezi a1 @ o2 doménou vznika funkéné vyznamny zlabek. Vzhledem k tomu,

7e vazebné mi pro peptidy na této molekule je z obou stran uzavieno, vazi se na toto

vazebné misto vyhradné peptidy o délce 8-10 aminokyselin. (Cetkovsky et al., 2016)
(Penka, Tesatova, 2012)
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e Druhou podskupinou jsou HLA antigeny II. tfidy. Mezi né fadime HLA-DR,
HLA-DQ a HLA-DP. Diky své struktuie je fazen, jako HLA I. tiidy,
k imunoglobuliniim. Stejn¢ jako HLA 1. tfidy se jedna o transmembranovy
glykoproteinovy heterodimer, ktery se sklada z t¢zkého fetézce a a lehkého
fetézce B. Oba fetézce maji dvé extracelularni domény, transmembranovy
region a intracelularni kotvu. Retdzec oo ma dva postranni oligosacharidové
fetézce (-CHO). Retézec B ma pouze jeden oligosacharidovy fetézec na
doméné B1. Spojenim extracelularnich domén a1-p1 vznika zldbek pro vazbu
antigennich fragmentti, které¢ jsou stejné¢ jako HLA 1. tifidy schopny
prezentovat ho imunokompetentnim bunkdm. Rozdilem je Ze Zldbek je
otevieny a mohou se tak na néj vézat antigenni fragmenty o délce 15-35

aminokyselin i delsi. (Cetkovsky et al., 2016) (Penka, Tesarova, 2012)

il HLA 2

vazebné misto vazebné misto

2 bic
Téiké
fetézce |

a3 OB mikroglobulin al B2

| Plazmatickd membrana

bunk
Transmembrandzni &ast Y I
HLA 1 se sklada z tézkého fetézce, HLA 2 se sklada ze dvou
slozeného ze 3 domén q, na néj je adomen a dvou  domén
nekovalentné vazan beta-mikroglobulin. Prezentovany Ag peptid se véze na al a Bl.

Prezentovany Ag peptid se vaZze naal a a2

Obrazek 5. HLA antigen 1. a ll. typu

Molekuly HLA systému jsou kodovany na 6. chromozomu, kde spolu s ptiblizn¢ 220
geny tvoii tzv. HLA komplex, které jsou koncentrované na pomérné malém kousku DNA.
Tato oblast obsahuje 128 funk¢nich genii a 96 pseudogent. Tento systém je vysoce
polymorfni, coZ znamen4, Ze se v populaci vyskytuje mnoho variant téchto genii. Aktualni
pocet detekovatelnych variant HLA gend, tzv. alel, je vice nez 35 tisic. Protoze pro kazdy
HLA antigen mame dvé¢ alely, je HLA systém extrémné polymorfni S velkym mnozstvim

kombinaci. (Cetkovsky et al., 2016) (Penka, Tesatova, 2012) (Marsh, BSc PhD, 2023)
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3.5.2 Dédicnost, rekombinace a crossing - over
Vzhledem Kktomu, ze HLA systém je systémem genetickym, je pfenaSen na

potomstvo. Protoze chromozomy se vyskytuji v paru, dédi potomek 2 haplotypy, jeden
haplotyp od otce a jeden haplotyp od matky. Tak vznikd HLA genotyp jedince. V rdmci
jednoho lokusu je mozné nést maximalné 2 alely. Tyto geny, které koduji HLA alely jsou
kodominantni a fidi se mendelovskym typem dédi¢nosti. Pokud jedinec zdédi stejné alely
od rodict, je vysledny lokus homozygotni. Pokud vsSak zdédi alely rozdilné, je vysledny

lokus heterozygotni. Dle mendelovskych zédkont jsou haplotypy dédény nasledovné:

e 25 % potomku je HLA identickych. To znamend, ze zdédili stejny HLA
haplotyp od matky i od otce.

e 50 % potomku se shoduje pouze v jednom haplotypu (haploidenticti). To

znamena, ze zdédili stejny haplotyp od otce a jiny od matky anebo naopak.
e 25 % potomkll zdédily jiny haplotyp od otce a od matky.

Z provadénych studii bylo zjisténo, Ze asi 2 % potomkill nese rekombinantni genotyp,
ktery je odliSny od ptivodniho rodi¢ovského genotypu. Takovyto rekombinantni genotyp
vznika diky tzv. crossing — overu. Crossing — over je zpusobeny vymeénou genetického
materidlu  mezi dvéma homolognimi chromozomy v prubéhu mitotického déleni.
,Frekvence rekombinace mezi dvéma lokusy zavisi na vzajemné vzdalenosti téchto lokust,
¢im vétsi je vzdalenost, tim vétsi je pravdépodobnost rekombinace.* (Cetkovsky et al., 2016)

(Penka, Tesatova, 2012)

3.5.3 Vazebna nerovnoviha
Vazebnou nerovnovéhou chapeme nendhodnou asociaci alel dvou nebo vice lokust.

Typicky ji mizeme pozorovat mezi specifickymi alelami HLA-B a HLA-C, nebo HLA-DR
a HLA-DQ. Tyto alely se pak v populaci vyskytuji mnohem Ccastéji, nez by se dalo
predpokladat. Diky genetickym studiim se zjistilo, vazebnd nerovnovdha je jednim
z charakteristickych rysi tohoto systému. Tato vlastnost HLA systému je zasadni pfi
vyhledavani vhodného nepiibuzného darce. (Cetkovsky et al., 2016) (Penka, Tesatova,
2012)
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3.6 Nejcastéjsi diagnozy u transplantovanych pacienti

3.6.1 Akutni myeloidni leukemie (AML)
AML rozumime: ,,Nadorové onemocnéni vznikajici na zaklad¢é klondlni expanze

myeloidnich blastd v periferni krvi, kostni dieni nebo jiné tkéni. Jde o heterogenni
onemocnéni, a to jak klinicky, tak morfologicky i1 geneticky a tato heterogenita se odrazi i
na prognéze nemocného. Nadorové buniky mohou pochazet z jedné, vice nebo vsech
myeloidnich linii. K ureni myeloidniho piivodu leukemie je nezbytny priikkaz nejméné 5 %
blastii pozitivnich na myeloperoxidazu (cytochemie, prutokova cytometrie), piipadné
zjisténi, Ze jde o megakaryoblasty, monoblasty, promonocyty ¢i atypické promyelocyty, tedy

bunky, které jsou ekvivalentem blastl a jsou myeloidniho ptivodu.* (Penka, Tesatova, 2011)

Vznik AML ovSem neni objasnén. Jsou vSak zndmy vlivy, které zvySuji

pravdépodobnost vzniku — genetické vlivy. (Penka, Tesafova, 2011)

Klinické pfiznaky AML mohou byt rizné a nespecifické a souvisi se zménami
v krevnim obraze (anémie, trombocytopenie, neutropenie, atd.). Typickymi pfiznaky pro
AML jsou Uinava, krvaceni nebo infekce s horeckami. Bé&Zné se objevuje bledost, tinava,
zavraté a duSnost pfi ndmaze. Tyto pfiznaky jsou obvykle vyvoldny chybénim normdlni

funkce elementt periferni krve. (Penka, Tesatova, 2011)

3.6.2 Akutni promyelocytarni leukemie (APL)
»APL je akutni leukemie, u niZ je nddorova populace predstavovana abnormalnimi

promyelocyty. Predstavuje 5—8 % nemocnych s AML.*“ (Penka, Tesatova, 2011)

APL se muze teoreticky kdykoli. Nejéastéji se objevuji krvacivé projevy. (Penka,
Tesatova, 2011)

3.6.3 Akutni lymfoblastické leukemie (ALL)
Jednad se o: ,Klondlni nddory znezralych T ¢i B lymfoidnich bunék, které

oznacujeme jako T ¢i B lymfoblastické leukemie.* (Penka, Tesafova, 2011)

Pokud se budeme bavit o B lymfoblastické leukemii, definujeme ji jako: ,,Neoplazii
z prekurzorovych bunék (lymfoblastl) zadanych pro B bun&tnou vyvojovou linii, které
nejsou provazeny rekurentni cytogenetikou abnormalitou. Je postizena primarné kostni dfeii

a periferni krev.“ (Penka, Tesatova, 2011)
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U B-ALL se mize objevit postizeni centralni nervové soustavy, uzlin, jater, sleziny

a u chlapct varlat. (Penka, Tesafova, 2011)

T lymfoblastické leukemie definujeme jako: ,Klondlni nadorové vychazejici
z prekurzorovych bun¢k T bunécné lymfoidni linie. Diagnoza leukemie by neméla byt
stanovena, jestlize pocet lymfoblastl v periferni krvi a/nebo kostni dfeni nedosahuje 20 %
vSech jadernych bun¢k. Nicméné 1écebné protokoly vétSinou vyzaduji zastoupeni vice nez

25 %.* (Penka, Tesarova, 2011)

T-ALL nékdy provazi dechova tisen a nékdy se objevi i pleurdlni vypotek. Muze téz
postihnout uzliny, infiltrovat kizi, tonsily, jatra, slezinu, varlata a centralni nervovou

soustavu. (Penka, Tesafova, 2011)

3.6.4 Myelodysplasticky syndrom (MDS)
»MDS je skupina klonédlnich onemocnéni krvetvorby, které jsou charakterizovany

cytopenii, dysplazii jedné nebo vice hlavnich myeloidnich bunéénych linii, neefektivni
krvetvorbou a zvySenym rizikem vyvoje v akutni myeloidni leukemii.* (Penka, Tesatova,

2011)

Ptiznaky MDS obvykle odpovidaji cytopenii. Projevuje se Uinava, ztrata energie,
dechové potize a vyskytuje se 1 anémie. V nékterych piipadech se objevuje neutropenie a
trombocytopenie, u téchto pacientl se pak objevuji casté infekce a krvacivé projevy. (Penka,

Tesatova, 2011)
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4 PRED TRANSPLANTACNI PROCESY

Ptipravné predtransplantacni maji za ukol pfipravit podminky pro pfijeti nového
krvetvorného $tépu, odstranénim ptivodni nemocné krvetvorné tkang. V ptipad¢ nadorového
onemocnéni ma tento proces potencial zajistit dlouhodoby a Gspésny vysledek 1écby, ale
muze také klicovym zplsobem ovlivnit ¢asnou mortalitu. Chyby v pouziti piipravného
rezimu mohou mit ohromné disledky, které mohou byt pro nemocného i fatalni. Volba

spravného rezimu a kontrola kvality pii jeho podani je proto zésadni. (Cetkovsky et al., 2016)

(Tomiska, CSc, 2012)

4.1 Cile predtransplanta¢nich pripravnych rezimi

Predtransplantacni ptipravné rezimy maji 3 hlavni cile:

1. Vytvoreni prostoru v kostni dfeni — tento krok provadime, aby se buiiky ze
Stépu méli v kostni dfeni kam pfichytit. Za norméalnich okolnosti si nezralé
progenitorové buiiky hledaji misto vhodné pro svou proliferaci a diferenciaci.
Proto, aby se tyto darcovské buiikky mohly pfichytit, musime eradikovat
stavajici osidleni. Timto krokem se urychli pfihojeni Stepu i u pfipravnych
rezimi s redukovanou ptipravou. (Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc,

2012)

2. Imunosuprese s cilem snizit riziko odmitnuti $tépu — u alogenniho typu
transplantace je pouziti imunosuprese nutny, aby nedoSlo k odmitnuti
hostitelskym imunitnim systémem. Potfeba imunosuprese s vysS§i mirou
neshody v HLA systému. Stejné se zvySuje potieba pii senzibilizaci proti
malym histokompatibilnim antigentim pii opakovanych transfuzich krevnich

elementl pied HCT. (Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc, 2012)

3. Potlaceni naddoru — dal$im dulezitym cilem je vyznamné pfispét k zajiSténi
dlouhodobé kontroly nadorového onemocnéni. K zajiSténi tohoto cile
piispiva co mozné nejvétsi eliminace nadorovych bunék z postizenych tkani.

(Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc, 2012)

4.2 Zakladni typy pripravnych rezimu
Jak jiz bylo zminéno, je nutné zajistit splnéni cilti ptipravy pfed HCT. Tyto cile

mohou byt splnény bud’ radikdlnim odstranénim kostni dfené¢ — myeloablativni pfiprava —
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nebo méné intenzivnim potlacenim krvetvorby pacienta za sou¢asné¢ho spoléhéni na popsany

imunitni efekt — nemyeloablativni pfiprava. (Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc, 2012)

4.2.1 Myeloablativni priprava
Mpyeloablativni pfipravny (MA) rezim ma za vysledek kompletni eradikaci

nadorovych bunck a zaroven dociluje ablace kostni dfen¢ s vytvofenim prostoru pro
uchyceni darcovského $t€pu a pouzitim silné imunosuprese dosazeni dobrych podminek

nutnych k ptihojeni stépu. (Krejci et al., 2009) (Tomiska, CSc, 2012)

4.2.2 Rezimy s redukovanou intenzitou RIC
Pro mou bakaldiskou praci je nejpodstatn€jsi RIC rezim (reduced intensity

conditioning). Jedna se o rezim piipravy, ktery byl pouzity na pacientech v souboru pacientd.

RIC je rezim, ktery mé sice méné cytotoxicky ucinek na nadorové buiky, ale
nadorové buiiky, které uniknou tomuto uc¢inku, mohou byt eliminovany ndslednou imunitni
reakci typu GvL. Hlavni vyhodou tohoto pfipravného rezimu je mensi toxicita, coz
umoznuje provadéni HCT u starSich pacientl nebo pacienti s pfidruzenymi onemocnénimi,
u kterych by pouziti MA bylo provazeno velkym rizikem komplikaci az s fatadlnimi nasledky.
Toto je jeden zdulezitych cild RIC rezimu. Dal§im dulezitym cilem je =zajistit
imunomodulacni efekt na darcovské T-lymfocyty, aby byla zajisténa eradikace rezidualnich

nadorovych bunék. (Cetkovsky et al., 2016) (Krej¢i et al., 2009) (Tomiska, CSc, 2012)

Studiemi bylo zjiSténo, Ze v pfipad€ nespusténi imunitniho efektu GvL je zvySené
riziko relapsu, zatimco V piipadech spusténi imunitniho efektu je toto riziko vyznamné
mensi. Imunitni efekt na potlacujici nador je také patrny ze snizeni vyskytu relapsi pfi
chronické GvHD a pfi aktivnim pouziti infuze darcovskych lymfocyti po alogenni HCT.

(Cetkovsky et al., 2016) (Krej¢i et al., 2009) (Tomiska, CSc, 2012)

Tyto rezimy vychdzeji z preklinickych studii, které definuji minimélni poZzadavky na
ptihojeni $té€pu. RIC rezim tak umozZiiuje docasnou koexistenci HSC pacienta a darce, tzv.
smiSeny chimérismus, diky kterému by v pfipad¢ selhdni $tépu mohlo dojit k obnoveni
plvodni krvetvorby. SmiSeny chimérismus pak muZe byt pieveden na plny darcovsky
chimérismus imunomanipulaci, jako napt. poddnim darcovskych lymfocyti. (Cetkovsky et

al., 2016) (Krej¢i et al., 2009) (Tomiska, CSc, 2012)
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4.3 Chemoterapie a ozarovani
Pied samotnymi piipravnymi rezimy provadime jisté kroky, mezi néz zarazujeme

vysokodavkovanou chemoterapii a ozarovani. (Cetkovsky et al., 2016)

Vysokodévkovana chemoterapie je zalozena na podavani vyssi davky cytotoxickych
1€kti, nez je davka standardni. S narGistem této cytotoxicity narGstd i toxicky ucinek na
nadorové bunky. Vysokodavkovanou chemoterapii miizeme definovat jako ,.davku

cytotoxickych 1€k, ktera vede k ablaci kostni dien¢®. (Cetkovsky et al., 2016)

Celoté¢lové ozatovani (TBI, total body irradiation) je soucasti nékterych ptipravnych
rezimi pfed alogenni HCT. TBI je v téchto reZimech kombinovano s podavanim
cytotoxickych 1€kt (cytostatik), které jsou ddvkovany na miru pacienta. U ptipravy RIC se
vyuziva TBI v nizsich davkach. Piiprava se vSak vzdy vybira na miru pacientovy, s ohledem

na jeho zdravotni stav a diagnozu. (Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc, 2012)

4.4 Imunosuprese

Imunosuprese je soucasti piipravnych rezimi ale také se pouziva po transplantaci pro
dobré piihojeni §t€pu a uspé$snou obnovu krvetvorby a imunity. Existuje mnoho druh
imunosuprese, jako jsou imunosupresiva zasahujici do metabolismu DNA, latky vazici se na
imunofiliny, monoklonélni protilatky a mnoho dalSich. Pro mou praci jsou vSak dilezité
zejména kortikosteroidy, které se pouzivaji jako prvni linie 1é¢by u rozvinuté GvHD. Jejich
ucinek je komplexni. Kortikosteroid se navaze na plasmaticky receptor, kde je translokovan
do jadra bunky. V jadie dochazi k interakci s GREs — glucocortikoid response elements —
nasledné dojde k tvorbé mRNA a syntéze proteinti. Lék pouzity k imunosupresi u skupiny
pacientli v této praci je komercné¢ vyrabény Medrol, celym nazvem Methylprednisolon.

(Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc, 2012)

Methylprednisolon je 1€k patfici do skupiny glukokortikoidl, ktery ma mnoho

o 24

imunity. M4 ovSem i nezadouci G¢inky, mezi které fadime: bolest hlavy, nevolnost, zvraceni,
pfibyvani na vaze, otoky kotnikdi nohou nebo rukou, vysoky krevni tlak, zmény nalad a

emoci atd. (Cetkovsky et al., 2016) (Tomiska, CSc, 2012)
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5 REKONSTITUCE IMUNITY

5.1 NK buiky

NK buniky jsou detekovatelné jiz v dobé engrafmentu a béhem prvnich tii mésict
zastupuji vEtSinu lymfocyti. Po 1 az 2 mésicich se hladina NK bun¢k dostava na normalni
hodnoty. Rekonstituci téchto bun€k neovlivituje vyznamné zdroj Sté€pu, typ transplantace,
vék a ani pifitomnost GvHD. NK bunky nesou nezraly fenotyp CD3 negativni, CD56
pozitivni, s tim souvisi vysoka exprese CD94/NKG2-A a nizk4 exprese KIR receptoru. Tyto
buniky jsou v omezené mife cytotoxické a produkuji INF-y, je zde popsana mozna souvislost
se vznikem GvHD. Zralé NK buriky, S vysokou expresi KIR receptoru, se objevuji az
pozdéji, jejich vyskyt negativng koreluje s vyskytem GvHD. U pacientd, kteti nemaji GVHD,
muze dojit k normalni KIR expresi jiz po 1 mésici po transplantaci, ov§em Castéji se exprese
vyviji postupné az do 3 let. ZvySena exprese je spojena s lepSim pfezivanim u alogennich

transplantaci. (Cetkovsky et al., 2016)

5.2 B-lymfocyty

Rekonstituce B-lymfocytti probiha rychleji nez u T-lymfocyti a kopiruje vyvoj
v ontogenezi, pokud neni ptitomna GvHD. Pfitomnost GvHD a podavani nizkych davek
cytostatik negativné ovliviiuje rekonstituci B-lymfocytd, ale neni ovlivnéna vékem ani
typem §tépu. Po 3 mésicich od transplantace se jejich celkové poéty normalizuji, pozorujeme
ovSem ptevahu naivnich B-lymfocyti (chybi populace, ktera je schopné izotypového
presmyku). Jesté rok od transplantace maji pacienti nedostatek zralych B-lymfocyti, coz
muze byt zpisobeno nejen deficitem Th-lymfocyth ale 1 absenci germinalnich center

Vv uzlinach. (Tomiska, CSc, 2012)

,,B-lymfocytarni kompartment, ktery predstavuje humoralni imunitu, se obnovuje
nejpomaleji a muze trvat az 5 let po alogenni HSCT. Ptrechodné B-lymfocyty
CD19+CD21lowCD38high jsou prvni B-lymfocyty emigrujici z kostni dien¢ (KD) a v
prvnich mésicich po HSCT jsou zvySené v periferni krvi (PB), nez se jejich podil postupné
snizi, zatimco podil zralejSich subpopulaci B-lymfocyti se zvySuje. Nedostatek
CD19+CD27+ pamétovych B-lymfocyti, sniZzené hladiny cirkulujicich imunoglobulind,
porucha pfepinani imunoglobulinovych tfid a ztrata komplexnosti vzorcli prestavby
imunoglobulinovych gent ¢ini pacienty po alogenni HSCT zranitelnymi vii¢i zapouzdienym
bakteriim, jako jsou Streptococcus pneumoniae a Haemophilus influenzae.* (Ogonek et al.,

2016)
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5.3 T-lymfocyty

Rekonstituce T-lymfocyti probiha nejdéle, coz je zpusobeno mnoha faktory, a
nekopiruje vyvoj v ontogenezi, coz je zptisobeno rekonstituci probihajici ve dvou fazich.
Vys$si mnozstvi T-lymfocyti v ¢asné potransplantacni fazi dano periferni expanzi
pamét'ovych bun€k prenesenych stépem. Pozd¢ji se uplatituje centralni faze, ktera je zavisla
na thymu a jiz kopiruje ontogenezi, ta nastava nejdiive po 6 mésicich od transplantace.
Zacina tak vyvoj Sirokého spektra naivnich T-lymfocyti z progenitorové buiky. Pii
rekonstituci dochdazi nejprve ke zmnozeni cytotoxickych T-lymfocyti (CD8+), coz
zpisobuje inverzni pomér CD4+/CD8+ bun¢k. Normalizace tohoto poméru je zavisla na
obnové pomocnych T-lymfocytd (CD4+), kterd nenastdva difive neZ po roce od

transplantace. (Cetkovsky et al., 2016)

Centralni cesta rekonstituce T-lymfocytl je negativné ovlivnéna ptitomnosti GVHD,
vékem, CD34+ selekci nebo T-bunécnou depleci, typem stépu, HLA shodou a ptitomnosti

kompletniho darcovského chimérismu. (Cetkovsky et al., 2016)

,»Obnova T-lymfocytarniho kompartmentu zavisi na periferni expanzi pamétovych
T bunck, ktera je fizena cytokiny i alogennimi antigeny, s nimiz se hostitel setkal, a je
nasledovana produkci naivnich T bunék v thymu. CD4+ T lymfocyt se rekonstituuji pozdé&ji
nez CD&+ T lymfocyty a po HSCT jsou vice zavislé na tvorbé CD4+CD45RA+ naivnich T
lymfocytl v thymu, coz vysvétluje uvaddénou inverzi poméru CD4/CD8. Jako nahradni
parametry rekonstituce CD4+CD45RA+ naivnich T buné€k odvozenych z thymu byly
zkoumdény kruhy pfestavby DNA receptoru T bunék (TCR). Zvlastni podskupinou CD4+
bungk jsou regula¢ni T-lymfocyty (Tregs), které mohou byt dilezité pro lepsi vysledky po
alogenni HSCT. Tregs potlacuji aktivitu efektorovych T bunék, ¢imz snizuji zanét a
podporuji imunitni homeostazu po alogenni HSCT. Klinické, preklinické a experimentalni
modely ukdzaly, ze rekonstituce Treg hraje zasadni roli pti zmirnéni GVHD pfii zachovani
efektu Stépu proti leukemii. ZvySujici se veék je spojen s atrofii a ztratou funkce thymu.
Cyklovani zralych lymfocyti udrzuje pocet zralych T lymfocyth homeostatickou periferni
expanzi. Naivni CD4+ a CD8+ T-lymfocyty jsou zavislé na interleukinu-7 (IL-7) a zapojeni
TCR pro preziti a expanzi. CD8+CD27+ pamétové T bunky mohou byt udrzovany a
roz$ifovany pouze pomoci cytokinovych signali zahrnujicich IL-7 a interleukin-15 (IL-15).
U starSich pacienti vede nedostatek CD4+CD45RA+ naivnich T bunck s Sirokym

repertoarem TCR ke zvySenému riziku oportunnich infekci a pravdépodobné také ke
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zvySenému riziku relapsu leukemie. Nedostatek CD4+CD45RA+ naivnich T bun¢k navic
zhorsuje GvHD.* (Ogonek et al., 2016)

Jednou z podskupin T-lymfocyti ze skupiny CD4 jsou tzv. regula¢ni T-lymfocyty.
Jejich hlavni funkci je potlaCovat imunitni reakce a udrzovat autotoleranci. Hlavnim
faktorem pro vyvoj Treg-lymfocyti je faktor FoxP3. Pokud je Treg-lymfocyt odvozen
z brzliku jedné se o pfirozeny Treg-lymfocyt, ktery je charakteristicky koexpresi CD4 a
vysokou expresi znakli CD25 a FoxP3. Jedna se funkéné zralou subpopulaci T-lymfocytt,
ktera mtize také byt indukovana z CD4+ CD45RA+ naivnich T-lymfocytt v perifernich
lymfatickych orgdnech za pfitomnosti rtstového faktoru beta (TGF-B) a interleukinu-2
(IL-2). Pokud jsou Treg-lymfocyty takto vytvafeny, jedna se o tzv. indukované ¢i adaptivni
regulaéni T-lymfocyty (iTreg). Hladiny Treg-lymfocyta zistavaji nizké az do 3-6 mésict po
alogenni HSCT. (Ogonek et al., 2016)

LPamétové T lymfocyty [centralni pamét (TCM) a efektorova pamét (TEM)],
tkanové rezidentni pamét'ové buiikky (TRM) a efektorové buitky (TEFF) jsou nezbytné pro
kontrolu virovych reaktivaci po alogenni HSCT. Pfi setkani s antigeny se pamét'ové bunky
diferencuji na TEFF a lyzuji infikované bunky a vylucuji prozanétlivé cytokiny [napi. IFN-
v a tumor nekrotizujici faktor-o (TNF-a)]. Imunitni dohled nad TCM probiha
prostiednictvim sekundarnich lymfoidnich orgéni, TEM a TEFF, prostfednictvim
nelymfoidnich organi. Naopak buiiky TRM se nachazeji na riiznych mistech (napf. v jatrech,
plicich, stievech a klizi) a poskytuji okamzitou protivirovou odpoveéd’ (cytotoxicitu a sekreci
IFN-v), aniz by dochézelo k jejich prezentovani. Po alogenni HSCT je nezbytna rekonstituce
CD4+CD45RA+ naivnich T-lymfocytl, které poskytuji Siroky repertoar TCR potiebny ke
kontrole infekci a k zamezeni opétovného vyskytu leukemickych bunék. Rekonstituci
CD4+CD45RA+ naivnich T lymfocytt 1ze prokézat méfenim TREC. Imunitni rekonstituce
CDA4+ a CD8+ T bunék je rovnéz nezbytnd pro udrzeni u€inku GvL. Rekonstituce CD8+ T-
lymfocytl je rychlejsi nez rekonstituce CD4+ T-lymfocytl, k niz obvykle dochdzi kolem
dne +100 nebo pozdéji a ktera je indikovana inverzi poméru CD4+/CD8+ T-lymfocytu brzy
po HSCT. Doba do tplné rekonstituce CD4+ T bun€k miiZe trvat aZ 2 roky po alogenni
HSCT.* (Ogonek et al., 2016)
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6 KOMPLIKACE

6.1 Reakce $tépu proti hostiteli (GvHD)

Reakce stépu proti hostiteli je jednou z hlavnich komplikaci u alogennich HCT.
GvHD je zptsobena imunologickou reakci darcovského transplantatu proti organismu

pacienta. Existuji tfi zakladni kritéria, které jsou nezbytna pro vznik GvHD:
e ve Stépu musi byt obsazeny imunokompetentni bunky

e pfijemcovy builky museji exprimovat antigeny, které darcovské

imunokompetentni buniky rozpoznaji jako cizi
e pfijemce musi byt dostate¢n¢ imunokompromitovan

GvHD je tedy stav, nezadouci reakce, kdy T-lymfocyty od darce poskozuji buiiky
tkani a orgénti piijjemce. Toto posSkozeni pak miize méné ¢i vice ovlivnit pacienta i stav Stépu.
Riziko vzniku GvHD se zvySuje s vys$i imunologickou inkompatibilitou a také s vys$im
veékem pacienta i darce. GVHD rozdélujeme do dvou forem akutni a chronické. (Cetkovsky

et al., 2016) (Krejéi et al., 2009)

6.1.1 Akutni reakce stépu proti hostiteli (aGvHD)
Akutni GvHD je pfimo ¢i neptimo hlavnim diivodem brzké mortality u alogenni

HCT. Akutni GvHD mulZeme popsat jako ttifdzovy proces:

1. Aferentni faze — tato prvni faze zahrnuje pocatecni poskozeni tkani piijemce
zptisobené podanim ptipravného predtransplanta¢niho reZimu, které vede
k aktivaci hostitelské nemoci nebo vzniku dal$ich komplikaci. Tato aktivace
vede k aktivaci hostitelskych antigen-prezentujicich bunék pomoci PAMP's
(pathogen-associated molecular patterns) a DAMP’s (damage-associated

molecular patterns).

2. Faze indukce a expanze — Tato faze je provazena aktivaci T-lymfocyti, které
jsou aktivovany pomoci APC’s, jez byly aktivovany vySe uvedenym
zpusobem. Aktivace T-lymfocytd vede k produkci IL-2, ktery kontroluje a

zesiluje imunitni odpovéd’, a INF-y

3. Efektorova faze — Tato faze je finalni a je charakterizovana cytotoxickym

poskozenim bunék a uvolilovanim zénétlivych cytokinti, jako naptiklad
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interleukin IL-1, tkanové ionty a tumor nekrotizujici faktor a (TNFa), ktery

nakonec zpisobi nekrozu tkdné (eferentni faze).

Proces patogenniho procesu pii indukci aGvHD muze byt ovlivnén piitomnosti
bunék schopnych inhibovat imunitni odpovéd’, jako jsou T-regulacni buiiky, regulacni T-
bunky typu 1, invariantni NKT bunky a myeloidni supresorové bunky. (Cetkovsky et al.,
2016) (Wolfl et al., 2021) (Carreras et al., 2009)

Akutni GvHD se klinicky projevuje na 3 organovych systémech. Jedna se o kizi,
jatra a gastrointestindlni trakt, mlize se také objevit postizeni o¢i a sliznice dutiny ustni.

(Cetkovsky et al., 2016)

6.1.2 Chronicka reakce Stépu proti hostiteli (cGvHD)

wewvr

Jedna se o nejvyznamnéjsi pticinu morbidity. Vyskytuje se az v 50% ptipadt. Chronicka
GvHD je charakteristickd naruSenim imunitni tolerance, které ovliviiuji specifickou 1

nespecifickou imunitu. (Cetkovsky et al., 2016) (Carreras et al., 2009)

Charakteristické pro cGvHD jsou chronické zanétlivé zmény, které zahrnuji ocni,
oralni jicnové, kozni, kloubné-fascidlni a genitalni tkané. Muze progredovat do fibréza
zahrnujici  vice organi v koZznim, muskuloskeletalnim,  aero-digestivnim,
gastrointestinalnim, kardiorespira¢nim, reprodukénim a perifernim nervovém systému se

vyskytuje u tézce postizenych. (Cooke et al., 2016)

6.2 Selhani Stépu

Dutlezitym pojmem v této kapitole je piihojeni, tzv. engrafment. , Engraftment je
definovén jako prvni ze 3 po sobé jdoucich dnti s absolutnim poctem neutrofili vy$Sim nez
0,5*10° /I (trvale > 20*10° /1 trombocyti a hemoglobin >80 g/l, bez nutnosti transfuze).*
Selhani §tépu je vétsSinou vzacna komplikace. (Cetkovsky et al., 2016) (Carreras et al., 2009)

V ptipadé ptipravy RIC je nutné ptizptsobit. Proto je nutné se fidit vySetfenim
chimérismu, coz znamena do dne +28 po transplantaci je nutné dosahnout stavu, kdy je
alespon 5% T-lymfocyti CD3 darcovskych (pokud je pocet T-lymfocyti mezi 5-95% jde o
smiSeny chimérismus a pokud je pocet nad 95% jde o kompletni chimérismus). Nepiihojeni
transplantatu se oznacuje jako primarni selhani. Naopak odhojeni transplantatu po jeho

prechodné dobré funkci je oznacovano jako sekundarni selhani. (Cetkovsky et al., 2016)
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PRAKTICKA CAST

7 CIiL A UKOLY PRACE

7.1 Hlavni cil
Hlavnim cilem bylo zjistit jaky je rozdil v rekonstituci bunécné imunity u pacientti

po alogenni transplantaci od piibuznych a neptibuznych darc.

7.2 Diléi cile

1. Zjistit, jestli existuji faktory ovliviiujici vyvoj bunééné imunity
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8 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Ma vliv na vyvoj bunécné imunity druh pouzitych imunosupresiv?

Ma vliv na vyvoj bunécné imunity podévani kortikoidii v potransplantaénim obdobi?
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9 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledovany soubor pro mou bakalaiskou praci obsahoval 37 pacientii se $tépem od
ptibuznych a neptibuznych dérct, data jsem ziskala z Hemato-onkologického oddéleni
Fakultni nemocnice v Plzni. V souboru byly pacienti od 45 do 74 let s praimérnym vékem
64 let. Vsichni pacienti byli transplantovani PBSC, po identické pfipravé a po imunosupresi
(jedna se o tedy o homogenni soubor pacientil). Jedna se o retrospektivni analyzu pacientli
z obdobi 11.1.2017 do 22.8.2022. Vzorky pacienti byly méfeny po urcitych Casovych
intervalech na prutokovém cytometru od firmy Beckman Coulter, kde nas zajimaly absolutni

hodnoty lymfocyti a NK bunék.
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10 METODIKA PRACE

10.1 Stanoveni lymfocytarnich populaci
Cilem je stanovit subpopulace lymfocytii z periferni krve, abychom mohly posoudit
stav bunééné imunity. Populace jsme stanovovali ve 4, 8, 12 tydnu, 6 mé&sicich, 9 mé&sicich

a po 1 roce od transplantace

10.2 Princip stanoveni

Pro vySetteni vyuzivame tzv. ,,double platform* metodu, kterd vyuziva stanoveni
koncentrace leukocyt na hematologickém analyzatoru a diferencialni rozpocet leukocytd
spolu s procentudlnim zastoupenim lymfocytarnich subpopulaci na pratokovém cytometru.
Stanoveni na hematologickém analyzatoru se provadi v hematologické laboratoti UKBH.
Stanoveni na prutokovém cytometru provadi laboratot priatokové cytometrie na HOO, kde

sledujeme absolutni pocty v bb/pl.

10.2.1 Princip pritokového cytometru
Pritokova cytometric je analytickd laboratorni metoda pouzivana k méfeni

morfologie a antigenniho profilu vySetfovanych bunék.

Vzorek obsahujici butiky je suspendovan v tekuting a vstfikovan do pratokového
cytometru. Tenky proud tekutiny vhani vzorek (v idealnim pfipadé po jednotlivych bunkach)
do mista, kam je soustfedén paprsek laseru. Pfi interakci laseru s buiikami dochazi k
absorpci, fluorescenci a rozptylu svétla. Parametry proslého, vyzatfeného a rozptyleného

svétla jsou charakteristické pro riizné buniky a jejich soucasti.

Obrazek 6. Pritokovy cytometr

(Zdroj vlastni)
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10.3 Panel protilatek

Pro stanoveni jednotlivych populaci se pouziva reagencie Kombitest. Jedna se o jiz
namichanou kombinaci protilatek, kde kazda protilatka je oznacena fluorochromy pro

vhodné identifikovani v nasledné analyze. Protilatky jsou uvedené v nasledujici tabulce.

Protilatka Fluorochrom
CD 45 PerCP — Cy5.5
CD3 FITC
CD4 PE — Cy7
CD38 APC — Cy7
CD 19 APC

CD 16 +CD56 PE

Tabulka 2. Prehled protilatek v Kombitestu

V nésledujicim obrdzku je na piikladu ukézana analyza ziskanych hodnot
z prutokového cytometru. Gate z CD45/SS oznaci lymfocyty, z nich provadime analyzu B-
T-lymfocyti (CD3+),

lymfocytd (CD19+),

Th-lymfocytt (CD3+CD4) a Tc-lymfocyti (CD3+CDS).

[Singlets] SSC-A / CD45

- [Leukocyty] SSC-A / CD45 Gate Number %Gated
(Ceukooyty —{Lymfocyty I Au 261,221 100.00
- h | o] & [ Monocyty) singlets 255,193 97.69
“ W Leukocyty 249,064 97.60
n ' " B unmfocyty 44,473 17.86
g — 8w W co19 4,750 10.68
i Il co3+ 31,635 71.13
10" 10" CD3+CD4 14,724 33.11
CD3+CDB 17,870 40.18
10 10 NK 6,513 14.64
. m: . m'j_ W Monocyty 14,681  5.89
SSC-A SC-A
[Lymfocyty] CD19

[Lymfocyty] CD3

Count
Count

g
z

[Lymfocyty] CD3 /7 CD4

CD19: 10.68%]

cD19
[Lymfocyty] CD3 / CD8

[Lymfocyty] CD3 / CD16+CD56

CD3+CD4: 33.11%
10"

D4

Jco3vcos: 40.18%

5
kA

CcD3

NK: |4.6~l‘:7

CcD3

Obrazek 1. Analyza dat z pritokového cytometru
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10.4 Priprava vzorku

1.

Potiebné zkumavky ozna¢ime jménem/¢islem pacienta.

Do zkumavky pipetujeme 50ul periferni krve odebrané do zkumavky

s KsEDTA.

Do zkumavky ptidame 10 pl reagencie Kombitest a pofadné promichame

pomoci vortexu.
Smés inkubujeme po dobu 15 — 20 minut v temnu za laboratorni teploty.

Po inkubaci provadime lyzaci erytrocyti pomoci 500ul nafedéného lyzac¢niho
roztoku EXCELLYSE Easy, ktery fedime 10x — 1 dil reagencie a 9 dila

deionizované vody.

Zkumavku peclivé promichame na vortexu a nechame inkubovat 10 minut

pfi laboratorni teploté.

Ihned po odbarveni vzorek stanovujeme na pritokovém cytometru. Méfime
50000 lymfocytd (pfi nizké koncentraci bilych krvinek alespoit 5000
lymfocytl)

10.5 Statistické metody

Pro statistické zpracovani statistickych dat jsme pouzivaly Mann-Whitney U test a

Kruskal-Wallis test ANOVA, jedna se o neparametrické statistické testy. Vypocty a grafy

jsme vytvaiely v programu GraphPad Prism 10. Ziskané P-hodnoty vyznacené v grafech

urcuji miru statistické vyznamnosti — P-hodnota < 0,05, 0,01, 0,001 a 0,0001 coz v grafickém

provedeni odpovida (*), (*¥*), (¥*%), (***%*),
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11 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

11.1 Porovnani soubori dle pouZzité imunosuprese

V této analyze jsme se snazili zjistit, jaky vliv ma druh imunosuprese, resp.
ptredtransplanta¢ni pfipravy na rekonstituci imunity. Pacienty jsme si rozdélili do dvou
skupin. Prvni skupinu tvoii pacienti se §t€épem od nepiibuznych darci (MUD), u kterych
byla jako imunosuprese pouzita kombinace Cyklosporin, Metotrexat, Antithymocytarni
globulin  (CSA/MTX/ATG). Druha skupina pak obsahuje pacienty s S$tépem od
haploidentického darce (HAPLO), u kterého byla pouzita imunosuprese potransplantaéni
Cyklofosfamid, Tacrolimus a Mykofenolat mofetil (PTCy/Tacro/MMF). V tabulkach 3
(Tabulka 3) a 4 (Tabulka 4) jsou zakladni data o pacientech, kteti jsou rozdéleni dle pouzité

imunosuprese.

Soubor dat obsahuje pét populaci tvofici bunécnou imunitu — celkové lymfocyty
(CD3), Th-lymfocyty (CD3+4), Tc-lymfocyty (CD3+8), B-lymfocyty (CD19), NK-bunky
(CD 16+56). Tyto populace jsme sledovali v ¢asovych bodech 4. tydnu, 8. tydnu, 12. tydnd,
6. mésict, 9. mésict a 12. mésicu. Jednotlivé populace jsme v dany ¢asovy bod porovnavali
mezi skupinou MUD a HAPLO. Veskeré grafy a statistické analyzy byly provadény na
zdrojovych datech uvedenych v ptilohach (Pfiloha A — Zdrojova data MUD,Ptiloha B —
Zdrojova data HAPLO).
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Zakladni udaje
Cislo pac. | Vék | Pohlavi Dg. Datum transplantace | Status |aGvHD| cGvHD IS
ID1 51 F AML 11.01.2017 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 2 45 F AML 31.01.2017 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID3 51 M AML 16.08.2017 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID5 74 F AML 25.04.2018 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID6 69 M AML 09.05.2018 A 0 0 CsA/MTX/ATG
ID 7 62 M AML 30.05.2018 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID8 72 M AML 27.06.2018 D 1 1 CsA/MTX/ATG
ID9 63 F AML 22.08.2018 A 1 1 CsA/MTX/ATG
ID 10 67 M AML 11.09.2018 A 1 1 CsA/MTX/ATG
ID 11 66 M AML 19.12.2018 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 13 65 F AML 16.01.2019 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 14 71 F AML 19.06.2019 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 15 56 M MDS-MLD 19.06.2019 D 1 1 CsA/MTX/ATG
ID 16 67 M MDS-EB1 11.03.2020 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 17 70 F AML 18.05.2020 D 1 1 CsA/MTX/ATG
ID 18 48 M MDS 16.10.2020 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 19 71 F AML 13.01.2021 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 20 58 M AML 27.01.2021 A 0 0 CsA/MTX/ATG
ID21 58 M AML 17.03.2021 A 1 1 CsA/MTX/ATG
ID 22 65 M AML 21.05.2021 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 23 66 M AML 21.07.2021 A 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 24 66 M AML 04.08.2021 D 0 0 CsA/MTX/ATG
ID 25 71 F AML 02.09.2021 D 1 0 CsA/MTX/ATG
ID 26 65 M MDS-MLD 06.10.2021 A 0 0 CsA/MTX/ATG
D27 | 73 F AML 22.12.2021 A 1 0 CsA/MTX/ATG
Tabulka 3. Seznam pacientii — Nepribuzni darci (Zdroj viastni)
Zakladni udaje
Cislo pac. | Vék | Pohlavy Dg. Datum transplantace | Status |aGvHD | cGvHD IS
ID 28 73 F AML 21.02.2018 D 1 1 PTCY/Tacro/MMF
ID 29 66 M APL 19.12.2018 A 0 1 PTCY/Tacro/MMF
ID 30 57 F AML 13.02.2019 D 1 0 PTCY/Tacro/MMF
ID 31 63 M AML 24.04.2019 D 1 1 PTCY/Tacro/MMF
ID 32 54 F MDS 12.06.2019 D 0 0 PTCY/Tacro/MMF
ID 33 72 M AML 17.10.2019 A 1 1 PTCY/Tacro/MMF
ID 34 66 M AML 18.12.2019 D 1 1 PTCY/Tacro/MMF
ID 35 71 M AML 10.06.2020 D 0 1 PTCY/Tacro/MMF
ID 36 70 F ALL 12.08.2020 D 1 0 PTCY/Tacro/MMF
ID 38 68 F MDS-EB2 27.10.2021 A 0 0 PTCY/Tacro/MMF
ID 39 71 F AML 15.12.2021 D 1 0 PTCY/Tacro/MMF
ID 40 56 F AML 29.12.2021 A 1 0 PTCY/Tacro/MMF
Tabulka 4. Seznam pacientii — Piibuzni ddrci (Zdroj viastni)
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U celkovych CD3+ lymfocyti je statisticky vyznamny rozdil ve 4. tydnu, 8. tydnu a
12. tydnu, jak je vidét na grafech — Graf 1, Graf 2, Graf 3. Jak mizeme vidét, rozpéti hodnot

V jednom Casovém bodg¢ je sice veliké, ale rozdil je statisticky vyznamny.

Zejména ve 4. tydnu mizeme pozorovat vétsi rozdily v hodnotach mez MUD a
HAPLO (p <0,001). Tuto skute¢nost mizeme pfipsat imunosupresi pouzit¢é u HAPLO

transplantovanych pacientt (cyklofosfamid).

Lymfo CD3 4. tyden
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0 T
MUD 4. tyden HAPLO 4. tyden

Graf 1. Porovnani lymfocytii ve 4. tydnu

(Zdroj viastni)
Na grafu 2. zobrazujici 8. tyden muzeme vidét mirné zvyseni hodnot u MUD

transplantovanych pacientd oproti 4. tydnu, zatimco u HAPLO transplantovanych pacientt
pozorujeme rychlejsi nartst poc¢tu CD3+ lymfocytt (p < 0,01). Hodnoty u HAPLO jsou vSak
stale niz8i nez u MUD transplantovanych pacientll, coz nam potvrzuje pomalejsi rekonstituci

lymfocytt.
Lymfo CD3 8. tyden
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Graf 2. Porovnani lymfocytii v 8. tydnu

(Zdroj viastni)
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Ve 12. tydnu (Graf 3) jiz pozorujeme Vvétsi rozpéti hodnot u HAPLO
transplantovanych pacienti, ale stale je zde znatelny rozdil hodnot mezi MUD a HAPLO
pacienty (p < 0,05).

Lymfo CD3 12. tyden
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Graf 3. Porovnani lymfocytii ve 12. tydnu

(Zdroj viastni)
Od 6. mésice pozorujeme u HAPLO pacienti vyznamny narist poctu CD3+

lymfocytd, coz vede normalizaci jejich hladiny v periferni krvi. Od 6. mésice jiz nejsou

rozdily mezi MUD a HAPLO statisticky vyznamné.

Podobny trend vyvoje mizeme pozorovat u Tc-lymfocytt, kde ve 4. tydnu 8. tydnu
a 12. tydnu dosahuji CD3+8 lymfocyty velmi nizkych hodnot u HAPLO pacientti. U MUD
pacientll pozorujeme ve 4. tydnu pomérné vysoky rozptyl hodnot, v 8. a 12 tydnu pak
takovyto rozptyl jiz neni. Od 6. do 12. mésice pak pozorujeme nartst hodnot u HAPLO
pacientd a tim 1 normalizaci hodnot, zatimco MUD pacienti si normalni hodnoty drzi od 8.

tydne. (Pfiloha D — Porovnavaci grafy pro jednotlivé ¢asové body)

V ptipadé Th-lymfocytl nenalézame zadny statisticky vyznamny rozdil. Z grafu
muzeme vycist, ze od 6. mésice miizeme pozorovat vétsi mnozstvi Th-lymfocyti u MUD
pacientll. Pouze ve 12. mésici miiZzeme nalézt statisticky vyznamny rozdil, kde jsou hodnoty
Th-lymfocytt vys$si u MUD pacientt. (Pfiloha D — Porovnavaci grafy pro jednotlivé ¢asové
body)

U B-lymfocyti pozorujeme pomalou rekonstituci, ktera nedosahuje normalnich
hodnot po dobu sledovani nasich pacientii. Mizeme vS§ak pozorovat rozdily mezi MUD a

HAPLO pacienty, kde je do 6. mésice statisticky vyznamny rozdil. U MUD pacientt
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dosahujeme vyssi hodnot coz mtize vyznamné ovlivnit humoralni imunitu pacienta. (Ptiloha

D — Porovnavaci grafy pro jednotlivé ¢asové body)

Jedinou populaci, kterd dosahuje normalnich hodnot jiz ve 4. tydnu jsou NK-buiky.
U této populace nenalézame statisticky vyznamny rozdil mezi MUD a HAPLO. (Pfiloha D —

Porovnavaci grafy pro jednotlivé ¢asové body)
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Na nasledujicich grafech je vidét jaka byla kinetika vyvoje jednotlivych populaci
v ¢ase. Hodnoty pouzité v grafech jsme ziskali provedenim deskriptivni analyzy zdrojovych

dat, ze které jsme pouzili praméry pro kazdy ¢asovy bod.

Na grafu celkovych CD3+ lymfocytii si miizeme ovérit, Ze kinetika vyvoje lymfocyti
je podobna u obou skupin pacientii. Zde je nazorné vidét, ze se lymfocyty zaéinaji Casnéji
rekonstituovat u MUD pacienti. Na zakladé tohoto grafu mizeme usoudit, ze pouziti
imunosuprese PTCy/Tacro/MMF oslabi bunéénou imunitu vyraznéji nez pii pouziti
CsA/MTX/ATG imunosuprese

Vyvoj CD3
1500

1000 /

MUD
& HAPLO

bbiul

0 T T 1
1] 2 4 6

Casové body

Graf 4. Porovnadni vyvoje lymfocytit

(Zdroj viastni)
Na zéklad¢ grafu pro vyvoj Th-lymfocytd, mizeme usoudit, ze zde Kinetika

rekonstituce je lepsi u HAPLO pacienti. V souvislosti s vyhodnocenim grafii porovnavajici
jednotlivé ¢asové body je pozoruhodné Ze i ptes podobné hodnoty Th-lymfocytl v periferni
krvi je takovyto rozdil v Kinetice. (komentaft viz dale)

Vyvoj CD3+4
500 =

4004

3004

bb/ul

MuD
2004 | HARLO

100 ./

0 T T 1
0 2 4 3

Casové body

Graf 5. Porovnani vyvoje Th-lymfocytii

(Zdroj viastni)
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Z grafu Tc-lymfocytt, je opét zietelné, ze u MUD pacienti dochazi k rychlejsi
rekonstituci téchto bunék a tim jsou MUD pacienti 1épe chranéni pte hrozicimi infekcemi.
Také muzeme fici, Ze kinetika rekonstituce této populace je podobna u obou sledovanych
soubort pacientd.
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Graf 6. Porovndni vyvoje Tc-lymfocytit

(Zdroj viastni)

Na grafu pro vyvoj B-lymfocytl si mizeme vSimnou, ze kinetika rekonstituce
HAPLO transplantovanych pacientd je odlisna od kinetiky MUD transplantovanych
pacientl. Jak je jiz znamé z teoretické Casti doba rekonstituce B-lymfocyti je velice dlouha
a nam se podafilo zachytit pouze jeji ¢ast. I pfes tuto skutecnost je mozné fici, ze pouziti

CsA/MTX/ATG imunosuprese ma lepsi vliv na zacatek rekonstituce.
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Graf 7. Porovnani vyvoje B-lymfocytii

(Zdroj viastni)
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Z grafu pro kinetiky NK-bunék je patrné, ze na rekonstituci nema vliv pouzita
imunosuprese. Kinetika MUD a HAPLO je dosti podobna. NK-buitkky u HAPLO pacientt
dosahuji vyssich hodnot jiz v Sestém tydnu, od kterého si jiz drzi relativné stabilni hodnotu.
(komentar viz. dale)

Vy§voj CD16+56
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Graf 8. Porovnani vyvoje NK-bunék

(Zdroj viastni)

Pomoci Kruskal-Wallisova testu jsme poté urily statistickou vyznamnost vyvoje
jednotlivych populaci v ¢ase. Z této analyzy jsme zjistili, Ze ve vSech populacich je
statisticky vyznamny vyvoj u obou populaci, pouze u NK-bunék je statisticky vyznamny

vyvoj pouze u HAPLO pacient.

Jak mliZzeme pozorovat bunéénd imunita se vyviji 1épe u MUD pacientli nez u
HAPLO pacientti. Vyjimka, kterou nachazime u Th-lymfocyti a NK-bunék muze byt
zplusobend vyrazné menSim poctem pacientd ve skupiné HAPLO pacientli a zaroven

pomérnym rozptylem hodnot v této skuping.
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11.2 Porovnani soubori dle mnoZstvi podavanych Kkortikoidi

Tuto analyzu jsme provadéli pouze u skupiny MUD transplantovanych pacienti. Dle

ziskanych dat jsme provedli statistickou analyzu pomoci Mann-Whitneyho testu.

Pacienty jsme rozdélili na dvé skupiny: pacienty, kterym nebyly kortikoidy podavany

vibec, nebo jen v nizkém mnozstvi (do 0,2 mg/kg hmotnosti) a pacienty, kterym byly

podavany vyssi davky kortikoidt (nad 0,2 mg/kg hmotnosti). Pro tuto analyzu jsme zvolili

data z 12. tydne, ale zohlednovali jsme hodnoty i z 8. tydne. Jedna se o tfi pacienty, které

jsme do skupiny ptifadili, protoZze mnozstvi kortikoidi byly v 8. tydnu vyssi nez 0,2 mg/kg

hmotnosti.
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Graf 9. Porovndni viivu kortikoidii na lymfocyty
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Jak je vidét na nasledujicim grafu
hodnoty CD3 leukocytd jsou u pacientt,
kterym byly podavané nizké davky
kortikoidd, vyssi nez u pacientd s vy$$imi

davkami kortikoidu (p < 0,001).

Stejny trend se vyskytuje i u
ostatnich populaci lymfocytl, kromé NK-
bunék. U NK-bunék jsme neprokazali vliv
podavani kortikoidli na vyvoj bunétné
imunity. Naopak u populaci Th-lymfocytu,
Tc-lymfocyti a B-lymfocytd mizeme fici,
ze podavani kortikoidii méa negativni vliv

na rekonstituci imunity.

Grafy pro porovnani vlivu
kortikoida na Th-lymfocyty, Tc-
lymfocyty, B-lymfocyty a NK-bunky

jsou uvedeny v ptiloze.



DISKUZE

Cilem této bakalafské prace je porovnani rekonstituce imunity u soubord pacientli
transplantovanych s nepfibuznymi a haploidentickymi darci, a porovnani rekonstituce u

pacientl S niz§imi a vyssimi davkami kortikoidt.

Pacienti, ktefi podstupuji alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych
bungk, jsou vystaveni imunoablativni pfedtransplantacni pfiprave, kterd umoznuje prihojeni
transplantatu a zaroven uzivaji imunosupresivni léky snizujici riziko vzniku GvHD. Jejich
imunita, bunééna i humoralni, je v ¢asném potransplantaénim obdobi vyrazné suprimovana
a postupné se v pribéhu mésicl rekonstituuje. Rychlost jeji obnovy je vyrazné ovlivnéna
riznymi peritransplantacnimi parametry (typ darce, transplantatu, imunosuprese atd.) a také

ptipadnym rozvojem GvHD a jeho 1écbou.

Kinetika jednotlivych bunéénych subpopulaci je rozdilna, kdy jako prvni se zpravidla
normalizuji NK-bunky, zatimco hladina T- a zejména B-lymfocytt zistava delsi dobu

snizena a normalizuje se az v fadu mésica.

V naSem souboru jsme se soustiedili na analyzu Kinetiky rekonstituce
lymfocytarnich subpopulaci po transplantaci ode dne +14 do 12 mésice po transplantaci.
Zaroven jsme porovnavali rozdily v této kinetice mezi nepfibuzenskymi a haploidentickymi
darci respektive mezi rlznymi typy pouzit€¢ imunosuprese (ATG vs. potransplantacni
cyklofosfamid). Hladiny lymfocytarnich subpopulaci se mezi jednotlivymi timepointy
postupné zlepSovaly. Absolutni hodnoty subpopulaci dosahovaly vyssich hodnot a rychleji
se obnovovaly u MUD darcti, naopak potransplantaénim cyklofosfamid u HAPLO darct se
projevil vyraznéjsim imunosupresivnim efektem opozd’ujicim imunitni rekonstituci (pro
populaci Th-lymfocytd a NK-bun¢k byla kinetika opa¢na, ale toto zjisténi muze byt
ovlivnéno relativné malym poctem meéfenym hodnot u HAPLO darct v pozdéjsich
timepointech). Celkové se potransplanta¢nim cyklofosfamid potvrdil jako vyznamny faktor
zpozd’uyjici  imunitni rekonstituci. Diky tomu jsou pacienti transplantovani
s haploidentickymi darcem ve vétSim riziku infekénich komplikaci v potransplantacnim

obdobi.

Dal$im vyznamnym faktorem, ktery mize ovlivnit rychlost imunitni rekonstituce po
alogenni transplantaci, je kortikoterapie pouZivand pro lécbu GvHD. Porovnani hladin

lymfocytarnich subpopulaci mezi pacienty s vyssi a niz8i davkou kortikoidt (nad a pod 0,2
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mg/kg télesné hmotnosti ve 12. tydnu s ohledem na 8. tyden) prokazalo pomalejsi
rekonstituci u nemocnych na vyssich davkach kortikoidt. Tito pacienti jsou taktéZ ohrozeni
vy$8§im rizikem vzniku infekénich komplikaci véetné oportunnich infekei, reaktivace CMV
atd. a proto je davka kortikoidti redukovana tak rychle, jak to klinické projevy GvHD

umoziuji.

Prokézali jsme tedy, ze kinetika imunitni rekonstituce po alogenni transplantaci je
vyrazné variabilni a je ovlivnéna mimo jiné typem darce, resp. pouzitou imunosupresivni
piipravou a také vyskytem GvHD a s ni souvisejici kortikoterapii. Vzhledem k tomu, Ze
dostate¢né rychld imunitni rekonstituce a obnoveni plné funkéniho imunitniho systému ma
zasadni vyznam pro protiinfekéni i protinadorovou imunitu, tedy prevenci infekénich
komplikaci a relapsi, je dilezité parametry bunééné imunity v pravidelnych intervalech
monitorovat. Nedostate¢né hodnoty lymfoidnich subpopulaci se pak zohlediuji v nastaveni
kratSich intervali ambulantnich kontrol, podavani profylaktické antiinfekéni terapie,
proaktivnim managementu teplot/infekci atd. To znamena, Zze imunitni monitorace je
dalezitym aspektem potransplantacni péce, ktery ma vliv na snizovani mortality a dosazeni

co nejlepsiho vysledku transplantace.
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ZAVER

Prvni cast této bakalafské prace byla veénovand teoretickym znalostem o
hematopoetickych kmenovych bunkach, bunécné imunit¢ a transplantacim, které jsou
zasadni pro rekonstituci imunity. Byly popsany zdroje kmenovych bunék pouZivanych pro
transplantace a jejich ziskavani. Jednim z dualezitych témat bylo také vyhleddvani vhodného
darce a HLA kompatibility. Hlavnim cilem teoretické casti bylo popsat samotnou

rekonstituci bunééné imunity.

V praktické ¢asti jsme pak analyzovali soubor pacientti po alogenni transplantaci
HSC, u kterych jsme zjistovali pribéh rekonstituce bunééné imunity a jeji rozdily u
nepiibuzenskych a haploidentickych transplantaci. Popsali jsme také piipravu vzorki a
postup prace pii ziskavani hodnot na pritokovém cytometru a také statistické metody
pouzité pro analyzu dat. Pozorovali jsme vybrané subpopulace lymfocytt — celkové CD3+
lymfocyty, Th-lymfocyty, Tc-lymfocyty, B-lymfocyty a NK-buriky, v ¢asovych bodech 4.
tydnu, 8. tydnt, 12. tydnt, 6. mésicd, 9. mésict a 12. mésict. Dale jsme pak hodnotili vliv
podavaného mnozstvi kortikoidi na rekonstituci bunééné imunity V souboru pacientd

transplantovanych od nepiibuzného darce.

Alogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék je kurativni metodou
pro fadu nadorovych i nemalignich onemocnéni. Jeji provedeni je spojené s vyraznym
defektem imunity, kterd se postupné rekonstituuje v potransplanta¢nim obdobi a hraje
zasadni roli v proti-infekéni a protinadorové imunité. Sledovani bunééné imunity a jeji
obnovy po transplantaci ma zasadni vyznam pro prevenci a feSeni potransplantacnich

komplikaci a snizovani mortality spojené s transplantaci
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PRILOHY

A4

4. tyden 8. tyden 12. tydnd
Cislo pacienta| Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti| Datum leuko | lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti| Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti
ID1 11.02.2017| 23,6 | 1178 715 62 566 34 405 Ano 0,282 11.03.2017| 7,3 240 145 14 114 12 77 Ano 0,113 11.04.2017| 7,4 1139 964 37 882 19 142 Ano 0,113
ID2 28.02.2017| 5,3 245 188 32 148 1 55 Ano 0,671 28.03.2017| 7,5 755 654 118 510 B 99 Ano 0,213 28.04.2017| 3,6 454 363 92 256 1 82 Ano 0,148
ID3 16.09.2017| 0,8 1375 798 88 671 47 487 Ano 0,186 16.10.2017| 19 415 282 25 243 12 112 Ano 0,072 16.11.2017| 54 822 438 51 361 20 333 Ano 0,093
ID5 25.05.2018| 19,4 935 650 59 530 26 248 Ano 0,295 25.06.2018| 8,8 494 299 23 231 19 171 Ano 0,172 25.07.2018| 7,3 848 653 31 554 24 132 Ano 0,011
ID6 09.06.2018| 2,8 413 153 38 63 1 148 Ne 09.07.2018| 2,5 761 637 35 566 5 65 Ne 09.08.2018| 3,3 1233 955 100 809 54 189 Ne 0
ID7 30.06.2018| 31,6 657 220 85] 146 85 302 Ano 0,189 30.07.2018| 2,6 945 582 100 444 28 326 Ano 0,061 30.08.2018| 7,6 1376 902 155 688 28 418 Ano 0,04
ID8 27.07.2018| 19,4 | 1787 | 1146 222 768 49 516 Ano 0,182 27.08.2018| 9,8 1887 | 1436 104 1211 16 403 Ano 0,091 27.09.2018| 11,9 | 2801 | 2075 207 1686 28 662 Ano 0,049
ID9 22.09.2018| 8,2 1302 | 1119 129 951 18 111 Ne 22.10.2018| 6,8 1595 | 1257 256 909 95 233 Ne 22.11.2018 6 1720 | 1343 318 917 123 201 Ne 0
ID 10 11.10.2018| 5,8 274 218 43 170 5] 45 Ano 0,157 11.11.2018| 6,6 1684 | 1502 174 1290 10 163 Ano 0,13 11.12.2018| 6,9 1104 960 99 828 11 99 Ano 0,089
ID11 19.01.2019| 9,2 449 326 85 133 11 106 Ano 0,472 19.02.2019| 5,6 1407 | 1289 118 875 5 90 Ano 0,097 19.03.2019| 2,6 1012 891 153 568 7 94 Ne 0
ID13 16.02.2019| 10,4 229 65 11 37 69 82 Ano 0,491 16.03.2019| 2,6 166 72 17 46 38 54 Ano 0,251 16.04.2019| 71 582 176 25 123 37 346 Ano 0,156
ID 14 19.07.2019| 838 143 26 2 18 27 90 Ano 0,192 19.08.2019| 4,7 464 256 68 160 28 173 Ano 0,114 19.09.2019 0
ID 15 19.07.2019| 3,6 401 365 23 311 2 31 Ano 0,18 19.08.2019| 24 321 261 23 220 1 54 Ano 0,164 19.09.2019| 1,3 436 407 78 278 1 29 Ano 0,05
ID 16 11.04.2020| 8,1 947 769 230 323 22 111 Ano 0,19 11.05.2020| 6,2 1110 870 206 535 19 214 Ano 0,172 11.06.2020| 4,74 1692 | 1091 215 677 20 496 Ano 0,132
ID17 18.06.2020| 16,6 397 224 48 164 10 157 Ano 0,49 18.07.2020| 3,31 248 101 24 72 16 129 Ano 0,179 18.08.2020| 4,3 230 180 15 160 4 40 Ano 0,238
1D 18 16.11.2020| 9,55 168 68 11 57 13 83 Ano 0,531 16.12.2020| 6,72 452 237 21 210 16 196 Ano 0,407 16.01.2021| 11,25 | 417 225 26 196 10 161 Ano 0,415
ID 19 13.02.2021| 4,54 999 544 187 313 6 259 Ne 13.03.2021| 44 1052 735 173 500 38 213 Ne 13.04.2021| 3,71 691 426 100 236 18 195 Ne 0
1D 20 27.02.2021| 6,86 | 1139 697 90 488 10 163 Ne 27.03.2021| 9,55 1601 | 1144 75 848 10 234 Ne 27.04.2021 0
ID21 17.04.2021| 2,76 591 371 150 115 2 188 Ano 0,32 17.05.2021| 3,47 434 276 80 90 2 153 Ano 0,476 17.06.2021| 1,36 273 191 63 70 1 77 Ano 0,346
1D 22 21.06.2021| 10,93 | 1202 | 1059 59 785 12 126 Ano 0,356 21.07.2021| 4,09 949 826 32 677 6 99 Ano 0,19 21.08.2021| 7,31 1333 | 1177 48 958 3 125 Ano 0,091
1D 23 21.08.2021| 40,21 | 578 312 27 257 90 160 Ano 0,316 21.09.2021| 3,75 805 626 140 488 8 167 Ano 0,18 21.10.2021| 3,96 941 693 184 491 7 232 Ano 0,203
1D 24 04.09.2021| 10,04 | 5339 | 5032 958 3591 27 225 Ne 04.10.2021| 7,81 | 2884 | 2578 636 1765 108 122 Ne 04.11.2021| 8,25 | 2001 | 1606 424 1084 212 123 Ne 0
1D 25 02.10.2021| 22,09 | 433 274 62 102 10 147 Ano 0,34 02.11.2021| 9,93 788 293 32 172 11 478 Ano 0,286 02.12.2021| 4,42 369 126 16 72 B 273 Ano 0,19
ID 26 06.11.2021| 7,76 512 280 85 187 21 177 Ano 0,312 06.12.2021| 9,56 439 221 23] 191 15 185 Ano 0,158 06.01.2022| 7,22 556 314 62 237 7 209 Ano 0,102
ID 27 22.01.2022| 8,69 329 139 58 72 28 147 Ano 0,653 22.02.2022| 7,87 187 102 26 61 22 73 Ano 0,444 22.03.2022| 2,82 172 81 23 53 11 76 Ano 0,312
6. mésicl 9. mésic 12. mésic
D Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti| Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti| Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti
U 11.07.2017 8 1375 | 1233 67 1144 22 112 Ano 0,047 11.10.2017| 81 1866 | 1706 116 1487 69 84 Ano 0,03 11.01.2018| 5,3 1946 | 1752 148 1528 104 55] Ano 0,029
28.07.2017 28.10.2017| 5,6 1755 | 1506 191 1269 123 115 Ano 0,129 28.01.2018| 5,8 1864 | 1511 349 1116 236 89 Ano 0,096
M 16.02.2018 4 1163 908 158 679 23 228 Ano 0,057 16.05.2018| 4,8 1371 998 216 686 25 331 Ano 0,025 16.08.2018| 5,2 1697 | 1236 294 821 70 375 Ano 0,012
25.10.2018| 8,2 1723 | 1503 51 1211 12 188 Ano 0,054 25.01.2019| 7,8 1145 | 1014 94 784 20 105 Ano 0,043 25.04.2019| 7.3 1409 | 1202 99 974 41 103 Ano 0,042
a 09.11.2018| 5,3 1797 | 1437 108 1247 110 217 Ne 09.02.2019| 5,5 1967 | 1597 119 1414 152 202 Ne 09.05.2019| 4,5 1994 | 1577 104 1411 201 118 Ne
= 30.11.2018 5 496 295 39 239 59 136 Ano 0,2 28.02.2019 28.05.2019
a 27.12.2018| 9,3 3607 | 3167 138 2807 21 370 Ano 0,0079 27.03.2019 27.06.2019
d 22.02.2019| 54 1442 | 1166 292 802 129 119 Ne 22.05.2019| 6,3 2271 | 1851 443 1278 178 212 Ne 22.08.2019| 7,2 2506 | 2088 | 486 1458 217 151 Ne
ra 11.03.2019| 3,1 915 835 83 665 16 44 Ano 0,079 11.06.2019 11.09.2019
V 19.06.2019 19.09.2019 19.12.2019
0 16.07.2019 16.10.2019 16.01.2020
F==3019.12.2019| 4,1 916 681 22 611 25 209 Ano 0,116 19.03.2020| 4,2 1660 | 1411 30 1300 28 216 Ano 0,09 19.06.2020| 5,53 1480 | 1271 23 1157 28 175 Ano 0,073
m 19.12.2019 19.03.2020 19.06.2020
d 11.09.2020| 1,49 787 539 124 332 13 212 Ne 11.12.2020| 2,4 1238 932 195 649 61 208 Ne 11.03.2021| 2,12 1302 931 191 659 62 286 Ne
18.11.2020 18.02.2021 18.05.2021
Z 16.04.2021| 3,49 207 135 14 120 6 65 Ano 0,353 16.07.2021| 6,37 | 2088 | 1864 314 1450 14 199 Ano 0,13 16.10.2021| 9,87 454 406 74 324 2 45 Ano 0,251
_ 13.07.2021| 3,09 698 407 98 263 45 215 Ne 13.10.2021| 2,01 638 394 95 257 51 189 Ne 13.01.2022| 2,15 389 115 12 83 0 237 Ne
27.07.2021| 7,59 785 645 42 526 56 50 Ano 0,304 27.10.2021| 7,99 1006 846 75 675 38 116 Ano 0,032 27.01.2022| 7,68 1180 999 87 823 40 127 Ano 0,037
A 17.09.2021| 2,89 262 189 94 68 B 61 Ano 0,306 17.12.2021| 4,12 595 425 200 173 5 149 Ano 0,329 17.03.2022| 9,74 529 423 197 179 17 83 Ano 0,239
a 21.11.2021 21.02.2022 21.05.2022
h 21.01.2022| 6,71 1773 | 1264 265 1001 36 437 Ano 0,064 21.04.2022| 7,25 2243 | 1712 355 1314 49 453 Ano 0,041 21.07.2022| 9,16 4136 | 3357 579 2741 71 659 Ano 0,02
0 04.02.2022 04.05.2022 04.08.2022
m [02.03.2022] 3,08 681 421 25 265 14 230 Ano 0,058 02.06.2022| 5,01 1518 | 1238 Sl 958 22 258 Ano 0,082 02.09.2022
wn 06.04.2022| 3,43 228 129 8 117 4 90 Ano 0,11 06.07.2022| 5,48 1394 | 1116 79 1778 12 246 Ano 0,082 06.10.2022| 4,79 1215 | 1042 142 829 48 100 Ano 0,046
P 22.06.2022| 9,46 694 414 122 278 52 222 Ano 0,137 22.09.2022| 9,11 1371 | 1028 356 652 38 273 Ano 0,073 22.12.2022| 7,87 1883 | 1386 | 435 925 51 408 Ano 0,08
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Priloha B — Zdrojova data HAPLO

., . 4. tyden 8. tyden
Cislo pacienta Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |[16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |[16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti
ID 28 21.03.2018| 6,2 47 38 20 19 0 8 Ano 0,392 21.04.2018 | 7 867 | 713 | 133 | 580 1 148 Ano 0,281
1D 29 19.01.2019 11 173 79 58 20 3 80 Ano 0,195 19.02.2019 0,9 186 82 28 54 2 102 Ano 0,165
1D 30 13.03.2019( 0,3 66 51 29 23 0 14 Ano 0,471 13.04.2019 6,6 640 531 76 449 2 90 Ano 0,437
1D 31 24.05.2019 10 244 159 17 142 2 68 Ano 0,197 24.06.2019 4,2 109 63 22 42 1 43 Ano 0,129
1D 32 12.07.2019 0 102 38 22 13 0 55 Ano 0,046 12.08.2019 6,6 277 138 69 69 1 81 Ano 0,061
1D 33 17.11.2019| 38,9 60 39 13 27 1 17 Ano 0,46 17.12.2019 6,5 227 84 24 60 1 138 Ano 0,526
1D 34 18.01.2020 | 17,6 612 100 81 16 0 494 Ano 0,35 18.02.2020 1,9 280 55 37 19 0 190 Ano 0,274
1D 35 10.07.2020 | 2,55 410 151 51 101 2 159 Ne 10.08.2020 | 7,37 1105 605 493 113 360 112 Ano 0,131
1D 36 12.09.2020 | 13,73 369 100 46 47 0 245 Ano 0,345 12.10.2020 | 7,32 506 115 62 47 2 370 Ano 0,187
1D 38 27.11.2021| 3,51 148 74 51 22 0 61 Ne 27.12.2021 | 6,61 514 311 279 32 5 169 Ne
1D 39 15.01.2022 | 2,15 389 115 12 83 0 237 Ne 15.02.2022 | 10,74 206 144 128 15 8 53 Ano 0,416
1D 40 29.01.2022| 8,71 631 258 112 117 4 354 Ano 0,381 28.02.2022 | 4,01 383 153 45 95 0 193 Ano 0,263
12. tydnl 6. mésict
Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q [16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti
21.05.2018 8 2162 | 1787 349 1431 1 356 Ano 0,283 21.08.2018 | 4,8 202 21 5 16 0 180 Ano 0,108
19.03.2019 19.06.2019 | 4,6 1380 | 1183 259 910 4 167 Ano 0,038
13.05.2019 | 1,9 451 354 60 295 2 93 Ano 0,245 13.08.2019 | 3,5 792 424 145 278 1 330 Ano 0,085
24.07.2019 24.10.2019 | 6,1 1017 899 152 677 10 105 Ano 0,054
12.09.2019 | 1,9 301 97 51 41 5 116 Ano 0,023 12.12.2019
17.01.2020 | 4,5 557 116 34 83 1 433 Ne 17.04.2020 | 2,8 313 95 35 59 0 193 Ne
18.03.2020 | 10,5 444 200 112 85 3 216 Ano 0,278 18.06.2020 | 4,95 304 103 66 35 0 186 Ano 0,103
10.09.2020 | 5,34 765 314 220 92 250 166 Ano 0,174 10.12.2020 | 5,7 2438 | 2016 454 1500 | 191 227 Ano 0,085
12.11.2020 | 7,63 607 201 88 105 0 394 Ano 0,112 12.02.2021
27.01.2022 | 3,32 594 392 296 94 9 155 Ne 27.04.2022 | 5,36 | 1546 | 1129 431 672 52 353 Ne
15.03.2022 | 1,86 280 152 139 11 2 125 Ano 0,248 15.06.2022 | 8,68 | 2273 | 1817 902 974 4 439 Ano 0,045
28.03.2022 | 2,19 668 191 95 79 3 462 Ano 0,116 28.06.2022 | 4,09 784 377 136 212 2 388 Ano 0,106
9. mésic 12. mésic
Datum leuko |lymfoq| 3q 3+4q | 3+8q 19q |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti Datum leuko | lymfoq 3q 3+4q | 3+8q 199 |16/56q| Kortikoidy mg/kg hmotnosti
21.11.2018 | 8,2 2213 | 1790 168 1320 2 399 Ano 0,058 21.02.2019 | 7,7 3145 | 2457 | 607 1845 15 626 Ano 0,14
19.09.2019 | 4,1 866 723 158 556 42 142 Ano 0,022 19.12.2019 7 1117 870 266 590 135 99 Ano 0,104
13.11.2019 13.02.2020
24.01.2020 | 5,5 1170 | 1008 199 705 6 143 Ano 0,031 24.04.2020 | 5,7 1237 | 1079 | 239 725 5 136 Ano 0,026
12.03.2020 12.06.2020
17.07.2020 | 5,36 490 218 106 103 21 238 Ne 17.10.2020 | 6,22 559 300 167 113 43 193 Ne
18.09.2020 18.12.2020
10.03.2021 10.06.2021 | 5,04 1721 | 1558 | 390 1106 34 116 Ano 0,018
12.05.2021 12.08.2021
27.07.2022 | 6,76 | 1933 | 1617 595 962 50 263 Ne 27.10.2022 | 5,4 1747 | 1437 | 430 912 48 240 Ne
15.09.2022 | 6,62 | 3763 | 3049 | 1083 | 1949 34 656 Ano 0,129 15.12.2022 | 6,11 3679 | 2997 | 822 2181 33 644 Ano 0,072
28.09.2022 | 5,54 530 362 180 164 6 158 Ano 0,07 28.12.2022 | 5,49 939 611 244 336 22 302 Ano 0,095
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Tabulka 6. Zdrojova data pro HAPLO transplantovan



Priloha C — Porovnavaci grafy mezi MUD a HAPLO pro jednotlivé

populace v ¢asovych bodech

Porovnani MUD HAPLO CD3
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Graf 10. Celkové porovndni lymfocytii
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Graf 11. Celkové porovndni Th-lymfocytii
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Graf 12. Celkové porovnani Tc-lymfocytii
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Graf 13. Celkové porovndni B-lymfocytii
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Graf 14. Celkové porovnani NK-bunék



Priloha D — Porovnavaci grafy pro jednotlivé ¢asové body
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Graf 15. Porovndni lymfocytii v case
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Graf 16. Porovndni Th-lymfocytii v case
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Piiloha E — Porovnavaci grafy vlivu kortikoida

CD3 ve 12. tydnu

2500
* k%
I 1
2000+ 1
1500
E
=)
=
1000
500
0 T T
& &
“_0 \{*0
‘_‘& ‘t:}
) 4
&® oF
ey N
o oo
a¥ <
Graf 20. Porovnani viivu kortikoidii na lymfocyty
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Graf 21. Porovndani viivu kortikoidi na Th-lymfocyty
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Graf 22. Porovnani viivu kortikoidii na Tc-lymfocyty
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Graf 23. Porovnani viivu kortikoidii na B-lymfocyty
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Priloha F — Povoleni o sbéru dat ve Fakultni nemocnici Plzen

= + H .|
e FAKULTNI NEMOCNICE PLZEN
mmssmar sisies s Utvar naméstka pro vnejsi vetahy a spolupraci s LF
_ I Edvards Bansla 11, 105 98 Ploed - Bory
[ — — alej Swobody A0, 304 61 Fizen - Lochatin
FA A TR NEROCARCE FLIEN B DOGERNOG fel; 37T 401 189, 37T 103 100
Vafena pani

Stépanka Jansové
Studentka obaru Laboratorni diagnostika ve zdravotnictvi
Fakuita zdravotnickych studii, Katedra zdchranafstvi, diagnostickych obort a vefejného zdravotnictel

Zapadodeska univerzita v Plzni

Povoleni sbiry int i ve EN Pizei

Na zakladé Vadi Fadosti Vam jménem Utvaru naméstkynd pro vndjai vztahy a spolupraci s LF Fakulini
nemocnice Plzen udéluji souhlas se ziskavanim / zpracovanim informaci o laboratornich metodach /
analyzach / vysledcich, pouZivanych na pracovidti Hemalologicko-onkologického oddéleni (HOO) FN
Pizen. Tento souhlas je vydavan, pfi 2plnéni niZe uvedenych podminek, v souvislosti s vypracovani
Waii bakalafské prace snazvem _Rekonstituce bunécné imunify po alogenni fransplantaci

krvefvomyich kmenovich bunék®

Podminky, za kterych Yam bude umoZnéna realizace Vaseho Setieni ve FN Plzen:

. Wrehni sestra HOO souhlaszi 2 Vasim postupem.
E Osobné povedete svoje Setfeni.
E Yase Setfeni nenarudi chod pracoviité wve smyslu provozniho zajisténi die platnych smérnic

FM Plzen, ochrany dat pacienti a dodrZovani Hygienického planu FN Plzefi. Vage Setfeni

bude provedenc za dodrieni vSech legislativnich _norem, zejména s chledem na
platnost zdkona ¢, 3722011 Sb., o zdravotnich sluZbach a podminkach jejich poskytovani,

v platném znéni.

. Udaje ze zdravotnické dokumentace pacientd, kieré budou uvedeny ve Vadi bakalafské praci,
musi byt Zoela anonymizovany.
' Skér informaci budete provadét v dobé Vaii, Skolou schvalené, odboerné praxe na HOO a pod

primym vedenim cpravnéného zdravotnického pracovnika, kterym je pan Lysdk Daniel, doc.
MUDr., Ph.D., vedouci lékar HOO FN Plzen.

Po zpracovani Vami zjidténych Odajl poskytnete zdravotnickému oddéleni / klinice &i organizadnimu
celku FM Plzen zavéry Vaseho Seffeni, pokud o né projevi opravnény pracovnik ZOK / OC zajem a
budete se aktivné podilet na pfipadné prezentaci vysledkl VaZeho Seffeni na vzdélavacich akcich

pofadanych FMN Plzen.

Toto povoleni nezaklada povinnost zdravoinickych pracovnikd s Vami spolupracovat, pokud by
spoluprace s Vami narufovala pinéni pracovnich povinnosti zaméstnancl. Spoluprace zaméstnancd

FM Plzef na Vasem Seffeni je dobrovolna.

Pfeji WVam hodné dspéchd pii studiu.

Mgr. Be. Svéduse Chabrova )
ManaZerka pro vedélavani nelekarn
(itvar ndmésthyné pro vnéiEi vztahy 3 spolupre 5 LF

Fakuitni nemocnice Plzen
Edvarda Benefe 112813, 305 59 Pizen
Tel: 377 407 663

E-mail: ghabrovas @ finpleen.cz

1 12 2022

Obrazek 8. Povoleni o sbér dat



