ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI
FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII

BAKALARSKA PRACE

2019 LENKA KNOTOVA






FAKULTA ZDRAVOTNICKYCH STUDII

Studijni program: Specializace ve zdravotnictvi (B5345)

Lenka Knotova

Studijni obor: Zdravotni laborant (56345R020)

STANOVENI ZNAKU H2AX A KI67
U EXTRAKORPORALNI FOTOFEREZY

Bakalarska prace

Vedouci prace: Ing. Bc. Tomas Vlas

PLZEN 2019



ZAPADOCESKA UNIVERZITA V PLZNI

Fakulta zdravotnickych studif
Akademicky rok: 2018/2019

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jménoa pifjmeni:  Lenka KNOTOVA

Osobnf ¢islo: 116B0108P

Studijni program: B5345 Specializace ve zdravotnictvi

Studijni obor: Zdravotni laborant

Téma prace: Stanoveni znakii H2AX a Ki67 u extrakorporalni fotoferézy

Zadavajici katedra: Katedra zdchrané¥stvi, diagnostickych obord a vefejného zdravotnictvi

Zésady pro vypracovéani

Zpracovat seznam odborné literatury na vybrané téma Stanovit cil kvalifikatni préce Zpracovat teoretickou a praktickou st prace dle pozadavki FZS
Popsat metodiku praktické tasti Vypracovat diskuzi a zévér kvalifikaéni prace DodrZet formélni Gpravu kvalifikatni prace dle pozadavki FZS Dodrzet
citatnf normu

Rozsah bakalarské prace:
Rozsah grafickych pract:
Forma zpracovani bakalarské prace: tiSténd/elektronické

Seznam doporucené literatury:

CETKOVSKY, Petr, Jift MAYER, Jan STARY, Mariana HRICINOVA, et al. Transplantace kostnf dené a perifernich hematopoetickjch bunék. 1, vyd. Praha:
Galén, 2016. 460 s. ISBN 978-80-7492-267-1.

PENKA, Miroslav, Eva TESAROVA, et al. Hematologie a transfuznf lékafstvi . 1. vyd. Praha: Grada, 2011. 424 s + 64 barevnjch pfiloh. ISBN 978-80-247-
3459-(.

HOREJS!, Véclay, Jifina BARTUNKOVA, Tom4$ BRDICKA a Radek SPISEK. Z4klady imunologie. 6. aktual. vyd. Praha: Stanislav Juhaiiak - TRITON, 2017,
304 s. ISBN 978-80-7553-250-3.

GREINIX, Hildegard T., Nina WOREL, Ulrike JUST a Robert KNOBLER, Extracorporeal photopheresis in acute and chronic graft-versus-host disease.
Transfusion and Apheresis Science. 2014, 50(3) 349-357. ISSN 1473-0502.

KITKO, L. Carrie a E. John LEVINE. Extracorporeal photopheresis in prevention and treatment of acute GVHD. Transfusion and Apheresis Science. 2015,
52(2), 151-156. ISSN 1473-052.

KIKI, llxami. What is the role of apheresis technology in stem cell transplantation?. Transfusion and Apheresis Science, 2017, 56(6), 788-794. ISSN
1473-0502.

Vedouci bakalarské prace: Ing. Tomas Vlas
Katedra zéchranafstvi, diagnostickych obor(i a vefejného zdravotnictvi



Datum zadani bakalarské prace: 31. ledna 2018
Termin odevzdani bakalarské prace:  29. brezna 2019

V Plzni dne 1. Gnora 2019

B2 VDY, 5

LS,

PhDr. Lukas Stich PhDr. Alena Pistulkova
povéien vedenim fakulty vedouci katedry



Cestné prohlaseni:

Prohlasuiji, ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné a vSechny pou-

zité prameny jsem uvedla v seznamu pouzitych zdroju.

V Plzni dne 29. 3. 2019 /{é ?/é
Pmodovn) Alrka/

vlastnorucéni podpis



ABSTRAKT

Pfijmeni a jméno: Knotova Lenka

Katedra: Katedra zachranarstvi, diagnostickych oborl a vefejného
zdravotnictvi

Nazev prace: Stanoveni znakl H2AX a Ki67 u extrakorporalni fotoferézy
Vedouci prace: Ing. Bc. Tomas Vlas

Pocet stran: Cislované 51, neCislované 29

Pocet pfiloh: 6

Pocet titult pouzité literatury: 36

Klicova slova: GvHD — ECP — gama zareni — H2AX — Ki67 — kaspaza 3

Souhrn:

Extrakorporalni fotoferéza je metoda znama jiz od 80. let 20 stoleti. Tato ba-
kalarska prace se zabyva jejim znovuobjevenim a vyuzitim pfi kontrole kvality
transfuznich pfipravkli pomoci stanoveni histonu H2AX, antigenu Ki67
a kaspazy 3. Cilem prace bylo ovéfit, zda ECP poskytuje stejné vysledky jako
ozareni vzorkll gama zafenim a nalézt vhodny protokol, ktery by umoznil sle-
dovani kvality vzniklého transfuzniho pfipravku. U vzorku pfipravenych oza-
fenim UVA nebo gama zarenim bylo pomoci priitokové cytometrie sledovano
zastoupeni H2AX, Ki67 a kaspazy 3. Bylo ovéfeno, Zze vzorky ozafené UVA
zafenim pomoci extrakorporalni fotoferézy poskytuji shodné vysledky jako
vzorky ozafené gama zarenim. Vlivem zafeni dochazelo k velmi vyraznym
zlomam, které byly sledovany expresi histonu H2AX. Po ozafeni nedocha-
zelo k proliferaci bunék ve vzorku. Proliferace byla sledovana po stimulaci
vzorkl mitogenem (PHA) a expresi Ki67. Po ozafeni buriky vstupuji do
apoptozy, coz bylo ovéfeno detekci kaspazy 3. BEhem psani této bakalarské
prace byl navrzen vhodny protokol, ktery umozriuje sledovani kvality vznik-

Iého transfuzniho pfipravku.



ABSTRACT
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Number of literature items used: 36
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Summary:

Extracorporeal photopheresis has been a method known since the 1980s.
This bachelor thesis deals with its rediscovery and use in the control of the
quality of transfusion products, by the determination of histone H2AX, the
Ki67 antigen and caspase 3. The aim of this work was to verify whether the
ECP provides the same results as irradiation of gamma radiation samples
and to find a suitable protocol to monitor the quality of the transfusion product.
For samples prepared by UVA or gamma irradiation, the presence of H2AX,
Ki67 and caspase 3 was monitored by flow cytometry. Due to radiation, there
were very significant breaks, which were monitored by histone H2AX expres-
sion. After irradiation, cells did not proliferate in the sample. Proliferation was
monitored after stimulation with mitogen samples (PHA) and Ki67 expres-
sion. After irradiation the cells enter apoptosis, which was verified by the de-
tection of caspase 3. During the writing of this bachelor thesis a suitable pro-
tocol was designed which allows the quality of the transfusion product to be

monitored.


https://en.wikipedia.org/wiki/Caspase_3
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PREDMLUVA

Dlouho jsem premyslela, jaké téma si svoji bakalafskou praci zvolit. Pre-
myslela jsem o nejriznéjSich tématech tykajicich se hematologie, hematoonko-
logie, transfuzni sluzby nebo imunologie, protoze bych v jednom z téchto obort
rada po ukonceni studia pracovala. Nakonec jsem si vybrala téma: ,Stanoveni
znakl H2AX a Ki67 u extrakorporalni fotoferézy“, které bylo vypsano Ing. Bc.
Tomasem Vlasem. Jde o pomérné narocnou, ale velice zajimavou problematiku,

ktera v sobé skryva idealni kombinaci hematoonkologie a imunologie.
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UvoD

Bakalarska prace s nazvem ,Stanoveni znakl H2AX a Ki67 u extrakorpo-
ralni fotoferézy“ je zpracovana metodou kvantitativniho vyzkumu a zabyva se
znovuobjevenim metody extrakorporalni fotoferézy, znamé od 80. let 20. stoleti,
a jejim vyuzitim pfi kontrole kvality transfuznich pfipravkd, pomoci stanoveni his-
tonu H2AX, antigenu Ki67 a kaspazy 3.

Hlavnim cilem této prace bylo ovéfit, zda ECP poskytuje stejné vysledky
jako ozareni vzorkll gama zarenim, nalézt vhodny protokol, ktery by umoznil sle-
dovani kvality vzniklého transfuzniho pfipravku a zavést metodu sledovani ex-
prese znakl H2AX a Ki67 na pritokovém cytometru.

V teoretické Casti je podrobné rozebirana problematika transplantace he-
matopoetickych kmenovych bunék a jejich komplikaci. Teoreticka Cast prace take
shrnuje informace o metodé extrakorporalni fotoferézy a o jeji aplikaci pfi terapii
hemato-onkologickych onemocnéni. Dale jsou také rozebirany metody labora-
torni diagnostiky.

V praktické ¢asti je uveden kompletni podrobny postup k vySetfeni sepa-
rovanych bunék, v€etné vybéru pacientskych vzorkl, pouzitého intracelularniho
znaCeni antigenl (CD45, CD3, H2AX, Ki67 a kaspazy 3), realizace samotného
testovani a méreni na pratokovém cytometru. Dale jsou rozebirany zpusoby hod-
noceni a navrh pro kontrolu kvality transfuznich pfipravku.

Diskuze je vénovana srovnani nasich vysledkd s odbornymi ¢lanky od raz-

nych autorl ve smyslu interpretace nami ziskanych dat.
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1 TRANSPLANTACE HEMATOPOETICKYCH
KMENOVYCH BUNEK

Hematopoetické kmenové buriky (hematopoietic stem cells, HSCs) jsou
buriky, které maji schopnost sebeobnovy a pfedstavuji tak nevyCerpatelny zdroj
bunék, s ¢imZ uzce souvisi jejich proliferacni schopnost, diky niZ jsou schopny
velkého poctu opakovanych bunéénych déleni. Zaroven se dokazi diferencovat
v buriky lymfoidni linie a vdech nelymfoidnich vyvojovych fad — davaiji tak vznik-
nout funkéné specializovanym burfikdm. HSCs se nachazeji v hlavnim hemato-
poetickém organu, kterym je kostni dferi (KD). Transplantace HSC bunék je dnes
béznou soucasti IéCby nejen hematologickych pacientl. (Cetkovsky, 2016;
Penka, 2011)

1.1 Historie transplantace hematopoetickych bunék

Patrné prvni zminka o HSCs bunkach pochazi z roku 1909 od rusko-ame-
rického védce A. A. Maximowa. Po vybuchu atomové bomby, na konci 2. svétove
valky, dochazi k vedeni intenzivnich vyzkumu radiacni biologie a naslednému po-
znani ni€ivych nasledkl vybuchu. Diky zjisténi letalni davky pro mysi, se ukazalo,
Ze hlavni pfiCinou smrti je selhani kostni dfené po masivnim ozafeni. Pokusy
o transplantaci KD mezi zvifaty vedly jen k ¢asteCnym uspéchum, jelikoz nebylo
zcela jasné, zda regeneraci krvetvorby zpusobuji buniky vlastni, nebo podané,
¢i dokonce latky uvolfujici se z transplantovanych bunék.

Koncem 40. let 20. stoleti se vyznam transplantace HSCs potvrdil,
nicméné zvifata po téchto alogennich transplantacich nepfezivala dlouho. Stav,
ve kterém se zvifata po transplantaci KD nachazela, byl popisovan jako homolo-
gni nemoc. Poznani tohoto stavu, dnes nazyvaného graft versus host disease
(nemoc z reakce $tépu proti hostiteli, GvHD), nastalo az koncem 50. let 20. sto-
leti, kdy také probéhly prvni pokusy tymu E. D. Thomase o transplantace po ce-
lotélovém ozareni. Nicméné nepfilis povzbudivé vysledky odhalily zasadni kom-
plikace.

V roce 1958 byly poloZeny zaklady lidského hlavniho histokompatibilniho

systému (major histocompatibility complex, MHC) neboli lidskych leukocytarnich
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antigent (human leucocyte antigens, HLA). Ukazalo se, Ze HLA systém ma dva
lokusy, oznacené jako A a B. Pozdéji se systém rozsifil jesté o lokus C a D. Du-
lezitost tohoto systému nebyla nejprve ziejma, dnes je vSak propracovanym veéd-
nim oborem a nedilnou soucasti pfi identifikaci HSCs zejména u nepfibuznych
darcu.

Roku 1959 J. E. Lovelock a M. W. H. Bishop popsali kryoprotektivni puso-
beni dimethylsulfoxidu (DMSO). Diky tomuto objevu, spole¢né s objevem kryo-
protektivniho ucinku glycerolu (roku 1949), se podafilo vyfesit proces kryokon-
zervace transplantatd, které jsou bézné uchovavany pfi teploté tekutého dusiku
(-196 °C). Koncem 60. let 20. stoleti doslo k objeveni prvniho separatoru krevnich
elementl pouzitelného pro klinickou praxi. Sou¢asné vstoupilo do oblasti trans-
plantaci HSC antilymfocytarni sérum (ALS), jenZ ma zasadni vliv na imunitni re-
akce.

Roku 1961 popsali dva kanadsti védci, J. Till a E. McCulloch, skute¢nost,
Zze krvetvorna tkan mysi, kterym byla podana zdrava KD, obsahuje bunky,
schopné vytvofit ve sleziné ozarenych mysi viditelné kolonie bunék (CFU). Jed-
nalo se o prvni in vitro kultivaci HSCs, pfitomnost CFU i v lidské periferni krvi se
prokazala zhruba o deset let pozdéji.

Profesor Thomas, od roku 1963, se svymi kolegy pokracoval ve svém vy-
zkumu klinickych transplantaci. Jeho prace probihala v Seattlu, kde vybudoval
velké transplantani centrum a spole¢né se svym tymem predstavil zakladni imu-
nosupresivni predtransplantaéni rezim, zakladajici se na celotélovém ozareni (to-
tal body irradiation, TBI) a cyklofasfamidu. Také zavedli zakladni profylaxi GvHD.
Na zacCatku 70. let se klinické transplantace KD dostavaly do rutinniho Zivota
a spustil se velky klinicky vyzkum, zaméfujici se na indikace transplantace u jed-
notlivych osob, optimalizaci pfedtransplantaéniho rezimu, zvladani komplikaci
(zejména infekénich) a na dalSi oblasti. Thomas byl za svoji praci ocenén
az v roce 1990, kdy ziskal Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu za vyvoj trans-
plantace bunék a organu. Dale se v 70. letech zaCaly zakladat registry darct KD
a diky moznosti HLA typizace se umoznilo provadéni alogennich transplantaci
od nepfibuznych darct shodnych v HLA systému s pfijemci. Béhem 70. let 20.

stoleti dale doSlo ke zjisténi, ze ke zvySeni koncentrace HSCs v periferni krvi
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dochazi pfi obnové krvetvorby po podani chemoterapie. O deset let pozdéji se
zjistilo, Zze k takovému zvySeni mize dojit i po podani rustovych faktorl, coz vy-
tvorilo zaklady tzv. stimulace perifernich HSCs neboli vyplavovani bunék z KD do
periferie. Koncem 70. let 20. stoleti se objevily prvni zpravy o transplantacich
pomoci HSCs ziskanych z periferni krve.

V laboratofich firmy Sandoz objevili roku 1976 cyklicky polypeptid Cyk-
losporin A (CsA), u kterého pozdéji zjistili imunosupresivni ucinky, bez nichz by
dnesni transplantace byly nepfedstavitelné. CsA se poprveé klinicky uplatnil v roce
1978 u pacientll po alogenni transplantaci KD s akutni GvHD. Béhem 80. let se
pak tento Iék stal standardné vyuzivanym imunosupresivem, ¢imz umoznil rozvoj
klinické transplantologii.

V roce 1984 C. I. Civin et al., poprvé uvefejnili poznatek, ze kmenové
buriky a mladé vyvojové formy ranych stadii diferenciace na svém povrchu expri-
muji znak CD34. Pozdéji se diky experimentiim na zvifatech zjistilo, Ze regene-
raci krvetvorby mize zajistit pouze frakce CD34+ bunék. Toto zjisténi postavilo
zaklady transplantace tzv. selektovanych CD34+ bunék.

Od 90. let se zacaly vice objevovat transplantace perifernich hematopoe-
tickych kmenovych bunék (peripheral blood stem cells, PBSCs), které v dnesni
dobé prevazuji, zejména pfi indikaci autolognich transplantaci. Také pocet auto-
lognich transplantaci za rok, prevysil roéni poc€et alogennich transplantaci. (Cet-
kovsky, 2016; Penka, 2011)

1.2 Hematopoeticka kmenova bunka a jeji transplantace

Produkce krevnich bunék probiha nepfetrzité béhem celého Zivota orga-
nismu a HSCs jsou tzv. architekti definitivni hematopoézy. Proces hematopoézy
probiha za fyziologického stavu v KD, pfi chorobnych stavech se mlze tvorba
presunout do jater nebo sleziny. HSCs jsou definovany jako multipotentni kme-
nové buriky se schopnosti generovat vSechny typy krevnich elementd. Pokud
dojde ke znieni kostni dfenég, jsou HSCs schopné ji pIné nahradit a zajistit tak
dlouhodobou produkci vSech krevnich bunék. Pro HSCs je charakteristicka ex-
prese povrchovych znakd CD31, CD33, CD34 a CD45. (Ng Ashley P, 2017; Ce-
dikova, 2012)
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Cilem transplantace HSCs je osidleni kostni dfené pfijemce HSCs darce,
které restauruji pacientovu krvetvorbu a imunitni systém. Termin transplantace
HSCs nahrazuje dfive vyuzivany termin transplantace KD. Diky dnesnim techni-
kam muze byt zdrojem pluripotentnich kmenovych bunék hematopoézy nejen
KD, ale také periferni krev darce po stimulaci ristovymi faktory nebo krev pupec-
nikova. HSCs se nachazeji ve stromatu KD, kde proliferuji a diferencuji se, v po-
¢tu 1 HSC na 100 000 jinych bunék. V periferni krvi (PK) je poCet HSCs fadové
nizsi, proto se dfive vyuzivala nejvice metoda ziskavani HSCs odbérem KD.
Tento zplUsob odbéru dnes ponékud zastifiuje jeho alternativa — HSCs izolované
pomoci separatoru z PR, kdy se z KD mobilizuji HSCs pomoci faktoru stimulujici
granulocytarni kolonie (granulocyte-colony stimulating factor, G-CSF). Trans-
plantace mohou byt autologni nebo alogenni. (Hofejsi, 2017: Krejsek, 2016; Ce-
dikova, 2012)

1.2.1 Zdroje hematopoetickych kmenovych bunék

V soucasné klinické praxi se pro potfeby transplantaci vyuZivaji tfi zdroje
HSCs: KD, periferni krev a pupecnikova krev.

Primarnim zdrojem pro transplantaci HSCs je KD jakozto hlavni organ he-
matopoézy. U dospélych jedincu je krvetvorba v KD omezena na lebku, obratle
lopatky, hrudni kost, Zebra a kosti panve. Pro transplantaci se odbér KD provadi
na operacnim sale v poloze na bfiSe z horni ¢asti lopaty kosti kyCelni. Podle typu
transplantace je darce nebo samotny nemocny v celkové nebo epiduralni anes-
tezii. Dfen odebiraji dva lékafi pomoci specialnich jehel, opakovanymi vpichy
a aspiracemi dfenove krve. Mista vpichu a aspirace je nutné ménit. Pro jednu
transplantaci KD je potfeba odebrat cca 10 — 20 ml dfefiové krve na 1 kg hmot-
nosti pfijemce. Odebrana dfenova krev obsahuje jaderné bunky, tuk, drobné
ulomky kostni hmoty, pfimés PK. Proto je nutné pro transplantaci odebrany ma-
terial nejprve zpracovat. V mnozstvi ziskanych jadernych bunék je méné nez
1 — 2 % mononuklearnich bunék (monomuclear cells, MNCs), mezi které patfi

HSCs, které jsou cilem odbéru. Samotnou frakci mononuklearnich bunék Ize zis-

22



kat pomoci separatoru nebo centrifugaci. V odebraném Stépu je cilem ziskat ale-
spon 2,0 - 108/kg mononuklearnich bunék. Mnozstvi, které by mélo byt dosta-
teCné pro prihojeni a rekonstituci hematopoézy.

Sekundarnim zdrojem HSCs pro transplantaci je PK, kde fyziologicky cir-
kuluje jen velmi malé mnozstvi HSCs, které je pro transplantaci nedostatecné.
Proto musi byt HSCs metodou mobilizace, stimulovany v KD a posléze vyplavo-
vany do PK. Odtud jsou pomoci separatoru krevnich elementl odebirany v do-
state¢ném poctu pro transplantaci. O burnkach, které jsou takto odebrany z PK,
se hovofi jako o perifernich kmenovych bunkach hematopoézy. Metody mobili-
zace mohou byt riizné. V PK se zvySeny pocet PBSCs vyskytuje:

1) po aplikaci ristovych faktoru,

2) po odeznéni myelosupresivniho ucinku aplikované chemoterapie, kdy do-

chazi k regeneraci hematopoézy,
3) pfi kombinaci obou pfedchozich zplsobu; po aplikaci myelosupresivni che-
moterapie s naslednym podanim rastového faktoru.

Z hlediska vyplaveného poctu PBSCs a jejich sbéru separatorem, je treti uve-
dena metoda nejefektivnéjsi. Tento zplsob mobilizace, je mozné pouzit pouze
prfed autolognimi transplantacemi. Pfi alogennich transplantacich Ize pouzit
k mobilizaci pouze aplikaci ristovych faktori. Vyuziva se vyhradné rekombi-
nantni G-CSF. Podava se po dobu 3 — 4 dnU pfed vlastnim odbérem, 2 krat denné
v podobé subkutannich injekci. G-CSF stimuluje proliferaci a vyplavovani granu-
locytll z KD. Nasledkem je zvySené vyplavovani také PBSCs bunék, v PK se je-
jich koncentrace zvysi az tisickrat. Pro HSCs je charakteristicka exprese antigenu
CD34, ¢ehoz se vyuziva pfi zjistovani koncentrace hematopoetickych bunék
v PK nebo v transplantatu. Monitorovani koncentrace probiha pomoci prutoko-
vého cytometru (flow cytometry, FC). Diky znalosti koncentrace CD34+ bunék je
mozné optimalni naCasovani odbéru bunék. Ve chvili, kdy dojde k dostateCnému
vzestupu CD34+ bunék, se zahaji leukaferéza na separatoru. Pfi opakovaném
prutoku krve darce se centrifugaci odseparovava frakce MNC s vysokym obsa-
hem PBSCs. Celkovy poc€et odebranych bunék ukazuje na kvalitu transplantatu.
Za cilové mnozstvi bunék pro transplantaci je povazovan pocet alespon

4,0 - 10%kg. Jednoznac¢na dolni mez poctu transplantovanych PBSCs, ktera
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by byla bezpeéna, nebyla dosud stanovena. Klinicka praxe totiz ukazala, ze z hle-
diska stabilniho pfihojeni a regenerace krvetvorby Ize provést transplantaci HSCs
i s menSimi pocty PBSCs.

Pupecnikova krev predstavuje spiSe alternativni zdroj HSCs. | kdyz obsa-
huje relativné velky pocet nezralych HSCs, je jeji objem ve vétSiné pfipadd mensi
nez 100 ml. Odbér se provadi z pupecniku bezprostfedné po porodu. Poté musi
byt krev zpracovana. Zméfi se poCet jadernych bunék a HSCs. Doplni se typizace
HLA. Nasledné jsou buriky vitalné zamrazeny a uskladnény v tekutém dusiku
v bance pupecénikové krve jako tzv. jednotka pupecnikové krve (CBU). V bance
pak CBU Ceka na pfipadného pfijemce, jehoZz hmotnost by neméla byt vic nez
25 — 30 kg. Diky tomu a diky nizSimu poctu pouzitelnych krvetvornych bunék jsou
takové CBU pouzivany pouze pro transplantace u déti. (Raida, 2013; Penka,
2011)

1.2.2 Typy transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék dle darce

Transplantace HSCs je mozné principialné délit podle toho, kdo je jejich
darcem na autologni, alogenni a syngenni. Indikace jednotlivych typa transplan-
taci HSCs se vyznamneé liSi a do zna¢né miry odrazi zvoleny typ lé€by i prognézu
pfijemce.

Smyslem autologni transplantace HSCs je podani vlastnich krvetvornych
bunék pacienta, tj. nemocny daruje burfiky sam sobé. PfesnéjSi nez autologni
transplantace, je v8ak termin vysoko davkovana chemoterapie s podporou auto-
lognich hematopoetickych bunék. Principem tohoto Ié€ebného postupu je totiz
eliminace zbytku nadoru, nejCastéji po myeloablativni chemoterapii, ktera irever-
zibilné poskodi pacientovu fyziologickou hematopoézu. Nasledné podani pfedem
odebranych a vitalné zamrazenych autolognich HSCs zajisti potfebnou obnovu
hematopoézy a normalizaci krevniho obrazu (KO) do 2 — 3 tydnu.

Alogenni transplantace HSCs je pfenos HSCs mezi dvéma jedinci stej-
ného druhu. Dulezita je zejména transplantace imunity darce. Jedna se o kom-
plexni imunologicky proces, pfi kterém dochazi nejen k substituci pfijemcovi he-
matopoézy darcovskou, po predchozi myeloablaci, ale také dochazi k substituci

a doplnéni imunitniho systému pfijemce. Hlavnim efektem je tzv. reakce Stépu
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proti nadoru, kdy dochazi k potlaceni zbytkového nadoru imunokompetentnimi
burikami darce (zejména T lymfocyty). Ty jsou schopné rozeznat u nékterych he-
matologickych malignit nadorové buriky a znicit je, coz vede k definitivnimu po-
tlaceni nadorového onemocnéni a posléze k vyléCeni pacienta. Imunokompe-
tentni buniky darce také umoznuiji stabilni pfihojeni darcovské hematopoézy. Bé-
hem pFipravného rezimu je kladen velky duraz na potlaceni imunity pfijemce,
protoze jediné tak organismus pfijemce pfijme hematopoézu a imunitu darce.
Nasledkem tohoto imunosupresivniho efektu je vyssi riziko komplikaci v potrans-
plantaénim obdobi. Imunita pfijemce je zcela rozvracena a nefunkéni. Transplan-
tovana imunita se teprve vytvafi. Nékolik mésicl po transplantaci se musi, zdan-
livé paradoxné, kontrolovat a tlumit imunitni odpovéd darce pro organismus pfi-
jemce imunosupresivy. Bohuzel, i pfesto je pacient vtomto obdobi ohrozen
vSemi typy oportunnich infekci a neméné GvHD.

Syngenni transplantace HSCs je specificky a vzacny typ. Darcem je jed-
novacné dvojce nemocného/pfijemce. U tohoto typu transplantace odpada riziko
imunologickych komplikaci diky genoidentickym burikam. (Raida, 2013; Penka,
2011)

1.3 Predtransplantacni pripravné rezimy

Predtransplantacni pfipravné rezimy (PPR) se vyuzivaji u pacientu po od-
stranéni jejich ptuvodni, ¢asto nemocné krvetvorby. Vytvareji se podminky k pfi-
jeti nového krvetvorného $tépu. Spravné zvoleny pFedtransplantacni pfipravny
reZim a kontrola kvality jeho podani ma zasadni vliv na uspésny vysledek |éCby,
ale také na ¢asnou umrtnost. Cilem PPR je:

1) vytvoreni prostoru ve stromatu KD pro pfijeti darcovskych HSCs,
2) masivni imunosuprese s cilem snizit riziko nepfijeti Stépu,

3) eliminace nadorovych bunék z postizenych tkani.

ReZimy Ize rozdélit na myeloablativni a nemyeloablativni.

Myeloablativni PPR vedou ke vS§em vyse uvedenym ciliim, a proto jsou
povazovany za standard. Jsou charakterizovany vysokodavkovanou chemotera-
pii (high dose chemotherapy, HDC) s nebo bez TBI s celkovou davkou
10 — 15 Gy. V pfipadé HDC je nejcastéji uzivanym cytostatikem Cyklofosfamid
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nebo jeho kombinace s Busulfanem. Jde o nejbéznéjsi myeloablativni PPR, ktery
zajistuje vysoce uc€innou imunosupresi. Toxicita tohoto rezimu spocCiva v TBI.

Nemyeloablativni PPR neboli pfipravné rezimy s redukovanou intenzitou
(reduced intensity conditioning, RIC) vyuzivaji imunosupresi a stfedni davky cy-
tostatik. Maji sice mensSi cytotoxicky ucinek, ale zbylé nadorové buriky mohou byt
dodateéné eliminovany pfi imunitni reakci $tépu proti nadoru (graft versus tumor,
GVT). Tento pfipravny rezim je indikovan zejména u nemocnych s akutni mye-
loidni leukémii (AML), akutni lymfoblastickou leukémii (ALL), chronickou mye-
loidni leukémii (CML), myelodysplastickym syndromem (MDS), mnoho€etnym
myelomem (MM), non-Hodgkinovym lymfom (NHL), aplastickou anémii. Nejcas-
téji se uziva kombinace lékl Fludarabin s Busulfanem a antilymfocytarnim glo-
bulinem (ATG). ATG se podili na intenzivni imunosupresi, ktera je nezbytna pro
pfihojeni Stépu a zamezeni jeho rejekce. A to zejména pfi alogennich transplan-
tacich HSCs. Vyhodou tohoto rezimu je moznost podani i star§im pacientim, pro
které by TBI mohlo byt fatalni. Nevyhodou je vysSi riziko relapsu nadorového
onemocnéni nez u myeloablativnich PPR. (Cetkovsky, 2016; Raida, 2007; Slo-
vacek, 2005)

1.4 Indikace k transplantaci hematopoetickych kmenovych bu-

v

nék

Indikace k provedeni transplantace HSCs se liSi v zavislosti na typu trans-
plantace, jelikoz jejich princip i oCekavany efekt je rozdilny. Indikace se také IiSi
v rliznych transplantacnich centrech. S nastupem novych léku a postupu nékteré
tradicni indikace vymizeli. Naopak nékde se moznosti transplantace rozsifili
i pro pacienty vysSiho véku Ci s pokrocilejsi formou onemocnéni. Hlavni indikaci
dnes predstavuji zejména hematologické malignity. DalSi indikace pFedstavuji
vrozené poruchy imunity, dédi¢né poruchy metabolismu, autoimunitni onemoc-
néni a solidni nadory. V [é€bé solidnich nadorl vSak transplantace HSCs nespl-
nila oCekavani, proto se indikace omezily.

Autologni transplantace HSCs je preferovana u lymfoproliferativnich one-

vvvvv

Hodgkinav lymfom (HL) a MM. V poslednich letech se u leukémii zvySuje pocet
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spiSe alogennich transplantaci HSCs. Indikacemi pro alogenni transplantaci
HSCs jsou AML, ALL, MDS, CML, chronicka lymfaticka leukémie (CLL), myelo-
proliferativni onemocnéni, aplasticka anémie, paroxysmalni no¢ni hemoglobinu-
rie a vrozené poruchy imunity.

K indikaci pacienta pro transplantaci HSCs nestaci pouze zakladni dia-
gnoza. Indikace zavisi i na proménnych faktorech jako je vék, sou¢asné pfitomna
jina nemoc, celkovy stav pacienta a jeho motivace podilet se na lIé¢bé. (Cetkov-
sky, 2016; Penka, 2011)

1.5 Kontraindikace transplantace hematopoetickych kmeno-

vych bunék

S ohledem na dlouhodobé preziti a kvalitu pacientova zivota existuji stavy,
pfi kterych transplantace HSCs neni doporu€ena jako vhodna Ié¢ba. Kontraindi-
kaci pro transplantaci HSCs mulze byt souCasné probihajici jina nemoc, ktera
postihuje jednotlivé organy, které maiji vliv na potransplantacni umrtnost. Jedna
se prfedevSim o srdce a plice. Mezi kontraindikace dale patfi vék, prodélané
a aktivni infekce, stav zakladni nemoci a tzv. noncompliance neboli nedodrzeni,
nespoluprace pacienta pfi dodrzovani Ié€ebného reZzimu. Noncompliance je ab-
solutni kontraindikaci pro transplantaci HSCs. Ke v§em kontraindikacnim staviim
je nutné zohlednit agresivitu nemoci a primérné pfeziti pacienta, kterého by do-
sahl jinou, alternativni IéCbou bez provedené transplantace HSCs. Pfi posuzo-
vani aspektl kontraindikujicich transplantaci HSCs neexistuje objektivni rozhod-
nuti. (Cetkovsky, 2016)
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2  PREDTRANSPLANTACNI VYSETROVANI

Lécba zejména malignich onemocnéni transplantaci HSCs dava mnohym
pacientlim vyznamnou moznost Uplného vyléceni. Jde vSak o IéCebny postup,
ktery je svazan znacnou rizikovosti. Z tohoto divodu je nutné vychazet z charak-
teru zakladniho onemocnéni, rychlosti jeho progrese, o¢ekavaného GvT efektu,
celkového stavu pacienta, jeho pfidruzenych chorob, véku a dosud aplikované
léCby. Soucasti predtransplantacniho vySetfovani neni jen vySetfeni pacienta
nebo pfijemce. Interni vySetfeni, které by mélo v€as vyloucit pfipadna skryta ri-
zika spojena s odb&rem HSCs bunék, absolvuje kazdy darce. (Cesky narodni
registr darcu diené, 2017; Cetkovsky, 2016)

2.1 Vysetreni prijemce hematopoetickych kmenovych bunék

Pfi hodnoceni celkového stavu pacienta je tfeba znat zakladni onemoc-
néni v€etné jeho stadia i rozsahu, jelikoZ ovliviiuje vybér typu transplantace,
ale i pfipravny rezim a jeho intenzitu. U pacientu, ktefi podstupuji transplantaci
HSCs v kompletni remisi zakladniho onemocnéni je mnohem nizSi riziko relapsu
onemocnéni.

K posouzeni celkového stavu pfijemce bylo vypracovano nékolik skal hod-
noceni. Ty maji snahu objektivizovat konkrétni nalez a poskytuji srovnani mezi
jednotlivymi pacienty i dynamikou vyvoje u jednotlivcu. NejCastéji pouzivané hod-
noceni pro dospélé pacienty je dle Svétové zdravotnické organizace (World he-
alth organization, WHO) Karnofského skoérovaci systém.

Pacienti pfed transplantaci maji ¢asto rizna organova postizeni a dalSi
pfidruZzena onemocni, jejichz v€asna diagnostika a stabilizace redukuje kompli-
kace spojené s vykonem. Mimo vySetifeni a posouzeni jednotlivych organu, lIze
pacienta charakterizovat pomoci tzv. comorbidity indexu. V sou€asnosti je nej-
béZznéji pouzivan tzv. hematopoietic cell transplantation — comorbidity index
(HCT-CI, index komorbidity transplantace hematopoetickych bunék).

Jednim z hlavnich faktoru pfi hodnoceni pfijemce je jeho vék. S vySSim
vékem vzrista nejen nemocnost, ale také umrtnost spojena s vykonem. Jde

o disledek mensi kapacitni rezervy jednotlivych organu a vyssi vyskyt tézsich
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forem GvHD. Kazdé transplantacni centrum si horni vékovy limit urCuje samo,
ale vzdy je tfeba pfihlédnout i k biologickému véku pacienta.

K pfedtransplantacnim vysSetfenim srdce patfi EKG (elektrokardiografie)
k vylou€eni poruchy rytmu a ischemické choroby srde¢ni. DuleZita je také dia-
gnostika a kompenzace pripadné arterialni hypertenze.

Jednim z nejc¢astéjSich divodul peritransplantacni nemocnosti a umrtnosti
jsou plicni komplikace. Proto se béhem pfedtransplantacniho vySetfovani mimo
zakladnich zobrazovacich metod doporucuji funkéni testy.

Zakladnim pFedtransplantacnim vySetfenim pro jatra, ktera byvaji trans-
plantaci Casto postizeny, je ultrazvukové vySetfeni. Dale hodnota bilirubinu,
transaminaz, sérologické vysetieni hepatitid A, B a C.

Pro posouzeni stavu pacienta pfed transplantaci HSCs je nezbytné po-
souzeni renalnich funkci. Vzdy je nutné vzit v uvahu i nefrotoxicitu bézné poda-
vanych lékl béhem transplantace HSCs, napf. cyklosporin, aminoglykosidy
a dalsi, peclivé zvazit jejich indikaci, davkovani pfipadné kombinace.

Je tfeba vénovat dostateCnou pozornost také infekénim komplikacim. Du-
leZita je jejich diagnostika a IéCba, jiz v pfedtransplantaénim obdobi. U bakterial-
nich infekci je nutna znalost kolonizace traviciho Ustroji z divodu translokace
bakterii ze stfeva, ktera mlze vést az k septickym stavim. Podstatna je samo-
ziejmé eradikace infekénich lozisek. U mykotickych infekci je nezbytna eradikace
onemocnéni jesté pred transplantaci HSCs a vhodna sekundarni profylaxe. Pfed
transplantaci HSCs se bézné sérologicky testuji herpetické viry (cytomegalovi-
rus, virus Epstein-Barrové, virus herpes simplex 1,2 a virus varicella zoster), viry
hepatitid a human immunodeficiency virus (HIV, virus lidské imunitni nedostatec-
nosti).

V obdobi pfed transplantaci HSCs je v neposledni fadé nutné posoudit,
zda je pacient schopen dodrzovat zakladni a nezbytné pokyny. Jedna se o dlou-
hodobé dodrzovani rezimovych opatfeni, uzivani léku, ¢asté kontroly €i rehospi-
talizace. PoruSeni téchto opatfeni by mohlo vést k fatalnim nasledkam.

Zasadnim aspektem pro provedeni transplantace HSCs je souhlas paci-
enta s transplantaci a jeho pfipravenost na dlouhodoby charakter celého procesu
transplantace. Musi mu byt vysvétlena rizika spojena s timto [é€ebnym postupem
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spolecné s alternativnimi moznostmi. Dale by mél byt informovan o nejcastéjSich

komplikacich a zpusobu jejich 1&éEby. (Cetkovsky, 2016)
2.2 Vysetreni darce hematopoetickych kmenovych bunék

Pokud se ukaze, ze konkrétni darce muze byt pro daného pacienta nej-
vhodnéjSim darcem a trva darclv souhlas s odbérem, je pozvan k Iékafskému
vySetfeni. VySetfeni provadi nezavisly lékar, ktery se nepodili na vySetfovani pa-
cienta. Darce si muze vybrat zplsob odbéru HSCs, je informovan o dalSim po-
stupu a podroben internimu vySetfeni. VySetfeni sestava z rentgenu plic, EKG,
zakladniho rozboru krve (KO, koagulace, krevni skupina, erytrocytarni protilatky,
jaterni testy, bilirubin, kreatinin, urea, clearance). Kvuli prevenci pfenosu infekc-
nich onemocnéni pfenasenych krvi se vySetfuji infek¢ni markery (cytomegalovi-
rus, virus Epstein-Barrové, virus herpes simplex 1,2, virus varicella zoster, viry
hepatitid A, B, C, HIV a syfilis). U darkyn HSCs se provadi jesté téhotensky test
— gravidita je kontraindikaci pro darcovstvi. (Cesky narodni registr darcti dfené,
2017; Cetkovsky, 2016)

2.3 HLA kompatibilita

HLA systém jednoznacné urcuje vlastni struktury a brani pfijeti cizich bu-
nék, ¢imz komplikuje praci transplantacni mediciné. Jde o vysoce polymorfni sys-
tém. Kazdy €lovék nese na povrchu svych bunék unikatni kombinaci HLA molekul
I. a ll. tfidy. Ta je vysledkem kombinaci genetické informace od matky a od otce.
Geneticka informace pro HLA systém Clovéka je uloZzena na kratkém raménku
6. chromozomu. Geny pro HLA se rozdéluji do tfi tfid a nachazeni se na jednot-
livych lokusech. Molekuly HLA |. tfidy se skladaji z f2-mikroglobulinu a trans-
membranoveého glykoproteinu a. Dle sloZeni a fetézce koduji geny pro HLA
. tfidy klasické molekuly HLA A, B a C, ale také neklasické HLA molekuly E, F
a G. Klasické molekuly HLA |. tfidy se nachazeji na vSech jadernych bunkach.
HLA molekuly Il. tfidy se skladaji ze dvou transmembranovych fetézcu o a .
Nachazeji na 6. chromozomu v tzv. HLA-D oblasti. Geny pro molekuly HLA
. tFidy koduiji tfi izotypy HLA DP, DQ a DR. Oblast DP obsahuje dva funkéni
geny, které jsou silné polymorfni, HLA-DPA1 a HLA-DPB1. V oblasti DQ existuji
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dva vysoce polymorfni geny HLA-DQA1 a HLA-DQB1, kédujici o a B Fetézce
pro HLA-DQ molekuly. Nejvice funk&nich polymorfnich gent ukryva oblast DR.
Funkéni gen kéduijici o fetézec vdech HLA-DR molekul se nazyva HLA-DRA. Re-
tézce B molekul kéduji funkéni geny HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4 a HLA-
DRB5. Za fyziologickych okolnosti se molekuly HLA Il. tfidy nachazeji jen na an-
tigen prezentujicich bunkach (APC, antigen presenting cell). Geny HLA IlI. tfidy
koduji celou fadu proteint souvisejicich s imunitnim systémem. (Horejsi, 2017;
Krejsek, 2016; Bartankova, 2001)

Obrazek 1 HLA oblast na 6. chromozomu

. centromera .
p raménko l g raménko
HLA lIl. tridy HLA II. tridy
HLAA HLA-C HLA-DR HLA-DP
HLA-B HLA-DQ

Zdroj: vlastni tvorba

Mira shody v HLA molekulach darce a pfijemce je kliCova pro uspéch
transplantace. Transplantace HSCs je diky stfetu aloreaktivity dvou riiznych je-
dincl z hlediska histokompatibility jedineénym a velmi slozitym vykonem. Alore-
aktivita transplantovaného stépu krvetvornych bunék plsobici proti pfijemci je
dominantni. Projevuje se negativné jako GvHD, ale i pozitivné jako reakce Stépu
proti leukémii (GVL, graft versus leukemie). Méné vyrazné se projevuje aloreak-
tivita imunitniho systému pfijemce, zejména diky myeloablativhimu ¢i imunoab-
lativnimu pfipravnému rezimu. Projevuje se jako rejekce. Predpokladem,
uspésné alogenni, nepfibuzenské transplantace HSCs, je souCasné navozeni
ur€itého stupné imunitni tolerance a rekonstituce. Zaroven také zachovani za-

kladni imunokompetence pfijemce nutné pro imunitu a pro alorektivni pasobeni
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Stépu proti malignim bunkam. Z tohoto duvodu je nutna kontrola GvHD, GVL
a rejekce. To je mozné pouze diky optimalni shodé v HLA systému pfijemce
a darce. U alogennich nepfibuzenskych transplantaci, kdy maji jedinci odliSné
dili stejné sady HLA molekul. Proto je nutné hledat, co nejvétsi shodu na mole-
kularni urovni. Primarné se hleda shoda v jednotlivych alelach kazdého HLA
genu. V souCasné dobé je za optimalni povazovana shoda v péti HLA genech.
Oznacuiji se jako transplanta¢ni. Jedna se o geny HLA-A, -B, -C, -DRB1 a -DQBL1.
Pfi kompletni alelické shodé v téchto lokusech se hovofi o shodé na urovni 10/10.
Takovato shoda je pro vysledek alogenni nepfibuzenské transplantace HSCs op-
timalni. Ve vyjimecCnych pfipadech Ize akceptovat, po zhodnoceni klinické situace
pacienta a dostupnosti darce, i shodu 9/10 nebo 8/10.

Problematika vlivu HLA shody pfipadné neshody na vysledek transplan-
tace HSCs je velice sloZita. Vysledek transplantace kromé HLA shody ovliviiuje
cela fada dalSich faktord, proto je nutné shodu nebo akceptovatelnou neshodu
v HLA systému hodnotit vzhledem k celkovému stavu individualniho pacienta.
(Krejsek, 2016; PospisSilova, 2013)

2.4 Vybér vhodného darce hematopoetickych kmenovych bu-

v

nék

Vybér darce HSCs je kritickym momentem, ktery z velké €asti ovliviiuje
vysledek transplantace. Je-li tfeba provést alogenni transplantaci, hleda se po-
tencialni darce nejprve v rodiné. Zacina se u sourozencl, z duvodu pravdépo-
dobnosti zdédéni stejnych haplotypd, Cili uplné shody v HLA systému. Pokud se
nalezne darce z rodiny, jedna se o tzv. genoidentického darce. V pfipadé, ze se
darce nenajde ani v Sir§im pfibuzenstvu je nutné obratit se na registry dobrovol-
nych darct HSCs. Jedna se pak o tzv. alternativniho darce, kam Ize zaradit shod-
ného Ci Caste¢né shodného nepfibuzného darce, pupecnikovou krev nebo ha-
ploidentického pfibuzného darce. Haploidentickym pfibuznym darcem muze byt
napriklad rodi¢ nebo potomek. Vybér vhodného darce zavisi na fadé faktoru.
(Cetkovsky, 2016; Adam, 2008)
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Faktory, které ovlivhuji vybér darce Ize délit na HLA faktory a non-HLA
faktory. HLA faktory posuzuji miru shody v HLA antigenech a jsou pfi vybéru
darce na prvnim misté. K non-HLA faktoram patfi vék, pohlavi a hmotnost darce,
dale klinicky stav, stadium onemocnéni a CMV sérostatus pfijemce a v nepo-
sledni fadé ABO kompatibilita, i kdyz jeji vliv na transplantaci HSCs je sporny.
Tyto faktory se zohlednuji az na druhém misté. (Cetkovsky, 2016)

Typizace HLA alel je provadéna pomoci molekularné genetickych metod
s vysokym rozliSenim. Existuje pfima zavislost mezi stupném HLA shody a vy-
sledkem transplantace. Zjednodusené Ize fici, Ze Cim vySSi je shoda v HLA ale-
lach, tim mensi je riziko rozvoje GvHD a vy$Si pravdépodobnost uspésSného po-
transplantacniho prabéhu. Nejidealnéjsi je stav, kdy je shoda HLA alel ve vSech
péti testovanych lokusech, jedna se o shodu 10/10. (Cetkovsky, 2016; Adam,
2008)

Vzhledem k nutné shodé darce a prijemce v obou HLA tfidach je nalezeni
vhodného darce HSCs vyraznym zplsobem komplikovanéjsi nez u transplantaci
solidnich organu. Pro fadu pacientl neni k dispozici plné shodny darce, proto je
nutné pfijmout ¢i dokonce aktivné vyhledavat darce s neshodou.

U nizce rizikovych malignit je dopad HLA neshody vétsi, proto se upfed-
nostnuji pIné shodni darci. U vysoce rizikovych onemocnéni nebo pfi opétovném
navratu onemocnéni je mozné volit darce se shodou 8/10, je vSak nutné pocitat
s vys8i transplantacni mortalitou a horSim pFeZitim pfijemce. Obecné plati,
Zze nemoznost nalézt vhodného darce neni kontraindikaci transplantace HSCs.
Vzdy je nutné u kazdého konkrétniho pacienta zvazit rizika plynouci z pouziti
Stépu od neshodného darce. (Cetkovsky, 2016; Penka, 2011)

2.4.1 Postup pri hledani nepfribuzného darce

Pfi hledani darce pro nepfibuzenskou alogenni transplantaci je tfeba oslo-
vit registry nepfibuznych darcu s poZzadavkem na vyhledani darce pro pacienta
s konkrétnim HLA fenotypem. V sou€asné dobé je po celém svété nékolik desi-
tek registri s celkem vice nez 5 miliony registrovanych darct. NejvétSi svétovy

registr se nachazi v USA. V Evropé je nejvétsi registr nepfibuznych darcu v Né-
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mecku. VSechny registry jsou mezi sebou propojeny, diky tomu se pfi vyhleda-
vani ziskavaji informace od vSech potencialnich darct. Sance na nalezeni plné
shodného darce zavisi na frekvenci daného HLA fenotypu pfijemce v registrech
a také na jeho etnické pfislusnosti. Vybér vhodného darce zavisi na spolupraci
transplanta¢niho centra, koordina¢niho centra registru darcu a laboratofe HLA.
Bez odbornika na histokompatibilitu by vyhledavani darce bylo neefektivni a ob-
tizné proveditelné. Vyhledavani darce je nutné zahajit hned po indikaci nemoc-
ného k nepfibuzenské alogenni transplantaci HSCs, jelikoZ proces vyhledavani
muze trvat fadu tydnl — v zavislosti na frekvenci transplantaénich znakud. Pokud
je to mozné, je pro pacienta vybran vétsi po€et shodnych darcu, ktefi jsou kom-
pletné typizovani na HLA —-A, —B, —C, —DRB1 a —DQB1 na alelické urovni. Mimo
preferovaného darce je na misté zvolit i darce nahradniho. Takovy darce slouzi
jako zaloha pro pfipad, Ze by zvoleny darce nebyl schopen darovani nebo daro-
vani odmitl. Az 10% planovanych odbérti HSCs je zruSeno darcem. (Cetkovsky,
2016; Adam, 2008)
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3 PROVEDENiI ALOGENNIi TRANSPLANTACE
HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK

Prevod darcovského Stépu neni slozity a komplikovany ukon, ale je ne-
zbytné, aby byl proveden peclivé a presné. Obvykle byva pfevod transplantatu
proveden 1 — 2 dny po ukoncCeni pfedtransplantacniho pfipravného rezimu.
Transplantace spociva v nitrozilnim podani bunécné suspenze, obsahuijici pre-
devsim vysokou koncentraci mononuklearnich leukocytll, nemocnému. Vétsinou
je podavan pfijemci nativni §tép formou transfuze, cestou centralniho Zilniho ka-
tetru, rychlosti 2 — 5 ml/kg za hodinu. Kvalita $tépu se hodnoti pfedevSim
na zakladé poctu HSCs pfipadajicich na 1 kg hmotnosti pfijemce.

Alogenni transplantat se obvykle podava Cerstvy, tzn. do 24 — 48 hodin
po odbéru. Jde tedy vlastné o plazmu bohatou na mononuklearni buriky, granu-
locyty a trombocyty. Transplantat obsahuje také malé mnozstvi erytrocytl v za-
vislosti na zplsobu odbéru, typu transplantovaného materialu a metodé zpraco-
vani. Skladovani probiha v chladu pfi teploté 4 — 6 °C. Pfi podavani Cerstvého
transplantatu neni potfeba zadnych zvlastnich opatfeni. Pacient pred transplan-
taci musi byt zvySené hydratovan a jsou mu podavany kortikoidy. V prabéhu pre-
vodu a bezprostfedné po ném by se pacientovi mély monitorovat zakladni vitalni
funkce.

V pripadé retransplantaci z diivodu rejekce $tépu nebo relapsu zakladniho
onemocnéni se mohou podavat i kryoprezervované alogenni $t€py HSCs. Tésné
pfed podanim zamrazeného transplantatu je potfeba provést jeho rozmrazeni
ve vodni lazni o teploté 37 °C. Po vyjmuti z vodni lazné by teplota $tépu neméla
presahnout 5 °C, idealné by mél obsahovat ledové krystalky. Vak s HSCs se pfi-
poji pomoci soustavy hadicek ke kanyle zavedené pacientovi do Zily. Lékar apli-
kuje transplantat stfikackou, do které nasaje HSCs z vaku. Rychle, ale Setrné
pak aplikuje bunéénou suspenzi pres soustavu hadi¢ek do zily pacienta. HSCs
obsazZené v aplikovaném Stépu se spolecné s krevnim proudem dostavaji do KD,
kde se uchyti. Transplantace byva provazena vedlejSimi ucinky, jako je Skrabani
v krku, drazdivy ka$el, nevolnost, navaly horka, atd. Tyto neZzadouci ucinky vyvo-
lava pritomnost DMSO v transplantatu. (Raida, 2013; Penka, 2011)
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4  KOMPLIKACE PO ALOGENNi TRANSPLANTACI
HEMATOPOETICKYCH KMENOVYCH BUNEK

Potransplantacni obdobi je pro pacienta velmi naro¢na IéCebna faze, cha-
rakterizovana pancytopenii. Jeho vlastni KD byla v pfedtransplantacnim pfiprav-
ném rezimu zniCena a darované bunky se teprve pfihojuji. To trva obvykle
2 — 4 tydny. Pfi nekomplikovaném prabéhu alogenni transplantace HSCs trva
organismu minimalné 12 mésicl, nez se obnovi zakladni funkce imunitniho sys-
tému pacienta. Alogenni transplantace s sebou bohuZzel také ¢asto pfinasi kom-
plikace, ke kterym je organismus pacienta nachylnéjsi, zejména diky dlouhodo-
bému utlumu imunitniho systému organismu, ktery je prohlouben imunosupre-
sivni [é€bou. Hlavni imunologicky problém a komplikaci alogennich transplantaci
HSCs predstavuje GvHD. Dale jsou to nejCastéji infekéni komplikace, zejména
septické stavy. Infekce byvaji zpusobeny bakteriemi, kvasinkami, plisnémi i viry,
Casté jsou zejména pneumonie.

(LINKOS — Ceska onkologicka spole¢nost CLS JEP, 2018; klinika détské hema-
tologie a onkologie 2. LF UK a FN Motol, 2012; HAIMAOM Nadace pro podporu

transplantace kostni dfené, 2002)
4.1 Reakce stépu proti hostiteli

Reakce stépu proti hostiteli je zavazna a stale jedna z hlavnich komplikaci
alogenni transplantace HSCs. GvHD znamena, Ze transplantovany $tép (respek-
tive darovany imunitni systém) reaguje, napada a poskozuje prostfednictvim
T-lymfocytu cilové struktury na burikach a tkanich pfijemce. Nasledkem je vznik
imunitni reakce s poskozenim organismu pacienta. Aby do$lo k rozvoji GVHD
musi byt splnény minimalné dvé podminky:

1. mezi darcem a pFijemcem musi existovat neshoda v HLA systému. Cim vétsi
neshoda v HLA systému, tim vétsi je pravdépodobnost rozvoje GvHD.

2. Organismus pfijemce musi byt do urcité miry poSkozen pfedchozi IéEbou cy-
tostatiky nebo radiaci, infekcemi, apod. RozliSuji se dvé formy GvHD,
a sice akutni a chronicka. (Cancer research UK 2017; Krejsek, 2016; Greinix,
2014)
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Samotné onemocnéni GvHD probiha v nékolika etapach. Nejprve dochazi
k aktivaci pfijemcovych APC cestou signall z poSkozenych vlastnich bunék
a tkani (DAMP, damage associated molecular patterns). Dendritické bunky pohl-
cuji, zpracovavaji a prezentuji na svych molekulach HLA antigenni peptidy, které
pochazi mimo jiné z vlastnich HLA molekul. Dendritické buniky pomoci produkce
cytokinl a exprese kostimulacnich molekul zajisti vhodny kontext rozpoznavani.
Darcovské T-lymfocyty s odpovidajici specifitou TcR receptort tyto molekuly
spolu s dalSimi proaktivacnimi signaly pfijimaji a aktivuji se. Nativni T-lymfocyty
jsou prednostné diferencované do Th1 a Th17 bunék a podporuji tzv. natural ki-
ller (NK, ,pfirozené zabijeCe®) buriky a cytotoxické T lymfocyty, které jsou hlav-
nimi efektorovymi bufkami schopnymi poSkodit bufiky a tkané pfijemce. Na-
sledné se rozviji zanétliva odpovéd. Do reakce se mohou zapojit i dalSi imuno-
kompetentni buriky darce i pfijemce. Nejvice postiZzené jsou organy charakteris-
tické svoji vysokou proliferacni aktivitou bunék, se kterou je spojena vysoka ex-
prese HLA molekul. Jde pfedevsim o kizi a zazivaci trakt pfijemce.

Z klinického pohledu jde o velmi zavaznou komplikaci transplantace
HSCs, nicméné ve vétsiné pfipadu je 1éCebné zvladnutelna. GvHD se po nepfi-
buzenské alogenni transplantaci HSCs projevi v cca 50 — 60 % pfipadu. (Krejsek,
2016; Kitko, 2015; Jilek, 2014)

4.1.1 Akutni reakce stépu proti hostiteli

Akutni GvHD nastava nékolik dni az tydnU po alogenni transplantaci
HSCs, nejpozdéji vSak do 100. dne. Existuje nékolik forem manifestace, které
mohou byt rizné vyjadreny. NejCastéji dochazi pfi akutni GvHD k poskozeni
kGize, stfevni sliznice a jater. VSechny formy mohou byt rdzné intenzivni nebo
muze dojit k jejich kombinaci. Postizeni kize mize byt rizné, od vyrazky pres
puchyfe az k olupovani kuze. PostiZzeni zazivaciho traktu se projevuje nechuten-
stvim, zvracenim ¢i prijmem. Jaterni postizeni se projevuje hyperbilirubinémie
a elevaci, zejména obstrukénich, jaternich enzymul. Caste&né Ize reakci zabranit
vybérem darce, odstranénim T-lymfocytll z transplantatu a G€innou imuno-
supresi. (Hofejsi, 2017; Adam, 2008)
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4.1.2 Chronicka reakce stépu proti hostiteli

Chronicka GvHD se vyviji po fadu mésicu az let po alogenni transplantaci
HSCs, nejdfive vSak po 100. dni. MUZe vzniknout de novo, nebo vznikne z pfed-
chozi akutni formy GvHD. Je charakterizovana infiltraci tkani a organt Th2 buni-
kami, tvorbou aloprotilatek a produkci cytokinu, podporujici fibrotizaci tkani. Kli-
nickymi projevy se podoba nékterym autoimunitnim onemocnénim, jako je napf.
vaskulitida nebo sklerodermie. U pacienta dochazi ke chronickému zanétu cév,
kGiZze, vnitfnich organu nebo Zlaz, ktery vede k nahradé funkéni tkané vazivem.
Dale ma za nasledek poruchy prokrveni a ztratu funkce pfislusnych organu
a tkani. (Hofejsi, 2017; Adam, 2008)

4.1.3 Lécba reakce stépu proti hostiteli

Terapeutické moznosti IéEby GvHD jsou uréovany nékolika faktory: klasi-
fikaci onemocnéni, celkovym stavem pacienta, postizenymi organy a dalSimi
souvisejicimi symptomy.

Terapii prvni linie pfi akutni GVHD jsou kortikosteroidy v davce 1 — 2 mg/kg
po dobu 7 — 14 dni. Pokud se dostavi efekt, je davka postupné snizovana. Tera-
pie prvni linie je u€inna asi v 50 % pfipadd. Pokud do 3 — 14 dnd nedojde k lé-
¢ebné odpovédi na podani kortikosteroidu, je reakce povazovana za steroid-re-
zistentni. Takova GvHD je obtizné terapeuticky zvladnutelna a je spojena s vy-
sokou morbiditou i mortalitou. Béhem steroid — rezistentni GvHD se vétSinou po-
nechava uvodni imunosuprese, CsA a kortikosteroidy. Terapii steroid — refrak-
terni akutni GvHD je mozné rozdélit do 4 skupin:

1. vyuziti nespecifické eliminace T-lymfocytd,

2. preparaty ovliviiujici cytokiny nebo jejich receptory,

3. cytostatika a nespecificka imunosupresiva,

4. bunécna terapie a dalSi postupy. Kam mimo jiné patfi také extrakorporalni fo-
toterapie.

V8echny druhy terapie vSak vykazuji pouze ¢aste¢nou ucinnost a steroid — rezi-
stentni GvHD je i nadale zavaznym terapeutickym problémem.

Zakladem lécby chronické GvHD je Prednisolon. Systémova léCba je za-
hajena bud Prednisolonem samotnym, nebo v kombinaci napf. s CsA (Ci jinym
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kalcineurinovym inhibitorem). Kombinovana terapie se vyuziva pfedevsim u pa-
cientl s rizikem trombocytopenie nebo pfi snaze minimalizovat toxicitu pfi pretr-
vavajicim podavani steroidd. V sou¢asné dobé je pro vétsinu center kombino-
vana terapie volbou IéCby prvni linie. LéEba se zahajuje Prednisolonem v davce
1 mg/kg/den rano a CsA 5 mg/kg dvakrat denné. Davkovani Prednisolonu pretr-
vava do doby, nez dojde k objektivnimu zlepSeni symptomu chronické GvHD.
Teprve poté dochazi k postupné redukci davek az na 1 mg Prednisolonu na kilo-
gram obden. V tomto davkovani se pokracuje az do dosazeni kompletni remise
reverzibilnich zmén chronické GvHD. Pokud pfetrvava kompletni remise
i po ukonceni podavani steroidu, je mozné zacit snizovat davky CsA o 0,5 mg/kg
tydné. Pokud v pribéhu jednoho mésice chronicka GvHD progreduje, rozviji se
noveé projevy diive nepostizenych organd, nedafi se snizovat, nebo vysadit prvni
linii 16Cby, klinické projevy jsou stabilni, ale bez zlepSeni, zahajuje se zachranna
léCba. Neni vSak jasné definovana, a tak hlavnim postupem, pfi snaze identifiko-
vat efektivni 1é€bu pro kazdého jednotlivého pacienta, zlstava ,pokus — omyl*.
(Rodrigues, 2018; Cetkovsky, 2016)
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5 EXTRAKORPORALNi FOTOFEREZA

Extrakorporalni fotoferéza (ECP, extracorporeal photopheresis) je terape-
uticky pfistup zalozeny na biologickém ucinku 8 — methoxypsoralenu (8-MOP)
na mononuklearni bunky odebrané leukaferézou, extrakorporalné ozarené ultra-
fialovym zarenim typu A (UVA) a vracenych zpét do téla pacienta.

8-MOP patfi do skupiny chemickych latek zvanych furokumariny, které se
nachazeji v mnoha druzich ovoce a zeleniny. Po peroralnim podani se 8-MOP
vstiebava z traviciho traktu a béhem 2 — 4 hodin dosahuje v krvi a jinych tkanich
maximalnich hodnot. BEhem 24 hodin je z téla témér vylou€en a pokud neni vy-
staven svétlu je 8-MOP inertni. Po vystaveni UVA zafeni dochazi u bunék k ze-
sitovani molekuly DNA (deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova kyselina).
To vede k zastaveni proliferace |é€enych bunék. Duilezitou charakteristikou a vy-
hodou 8-MORP je, Ze jeho aktivace po vystaveni UVA zafeni trva pouze nékolik
milisekund. Jeho pusobeni se omezuje na dobu ozafeni, poté se ihned vraci
do inertniho stavu.

ECP se provadi standardnim postupem leukaferézy. Pfi kazdé IéCbé se
odseparuje buffy coat, obsahujici lymfocyty. Do vaku, ktery obsahuje bile krvinky
zfedéné plazmou, se pfida 8-MOP a bunécny roztok je poté vystaven UVA zareni
o intenzité 2 J/cm? po dobu 10 — 90 minut v zavislosti na pouzitém pfistroji. Poté
se bunky vrati zpét pacientovi. LéCba obvykle probiha dva po sobé nasledujici
dny ve 2 — 4 tydennich intervalech. Vedlejsi ucinky 1éEby pomoci ECP jsou mini-
malni a obvykle mirné. Jde zejména o zimnici, bolest hlavy a potransfuzni ho-
reCku. (Kiki, 2017; Knobler, 2009; Oliven 2001)
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Obrazek 2 Schéma extrakorporalni fotoferézy

Systém fotoferézy Cerpa

Fotoaktivované bilé krvinky se vrati
zpét do téla pacienta.

Y

krev od pacienta.

Zdroj: Knobler, 2009

Fotoaktivace
ozafrenim pomoci UVA
zareni.

<«—8-MOP

Bilé krvinky jsou
osetfeny 8-MOP
a vystaveny UVA
zareni.

Krev je centrifugaci rozdélena

na jednotlive bunééné slozky. Plazma
a Cerveneé krvinky jsou ihned vraceny
do téla pacienta.
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6 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pratokova cytometrie je standardni metodou pro analyzu suspenze bunék.
K detekci jednotlivych povrchovych nebo intracelularnich antigen se pouzivaji
monoklonalni protilatky konjugované s fluorescencnimi znackami, tzv. flu-
orochromy. Monoklonalni protilatky se specificky vazi na antigeny vySetfovanych
bunék. Suspenze oznacenych bunék se vlozi do pratokového cytometru, kde
jsou buriky sefazeny do uzkého proudu kapaliny a vysokou rychlosti jsou tryskou
vstfikovany do komory, kudy proudi. Tento proud protina laserovy paprsek. Jaka-
koliv Eastice v suspenzi zpusobi, Ze se od ni laserové svétlo odrazi do strany
(Cim vice je Castice granulovana, tim vice se svétlo odrazi) a rozptyli (¢im je ¢as-
tice vétsi, tim vice se svétlo rozptyli). Pokud jsou na Castici navazany molekuly
fluorochromd, laserové svétlo je excituje. Kazdy excitovany fluorochrom emituje
svétlo o vinové délce dané specifickymi fyzikalnimi vlastnostmi molekuly. Pruto-
kové cytometry se zapojenim 1 — 3 laserll mohou excitovat 3 — 9 ruznych flu-
orescencénich fluorochromt zaroven. Pro kazdou jednotlivou buriku je zapsana
kvantita kazdého fluorescencniho znaku a dva nefluorescencni optické parame-
try. Parametr popisujici velikost bunky tzv. Forward Scatter, Fsc a parametr po-
pisujici granularitu bunky tzv. Side Scatter, Ssc. Podle Fsc a Ssc je mozné cyto-
metricky rozliSit zakladni subpopulace bunék.

Ziskana digitalni data se nasledné analyzuji pomoci specialnich softward,
které umoznuiji grafické a statistické znazornéni zmérenych dat. Nejjednodussim
zobrazenim jsou histogramy, které ukazuji kolik procent bunék je pozitivnich
pro dany parametr, pfipadné jaké intenzity fluorescence dosahuje urcita subpo-
pulace. Zakladnim dvourozmérnym grafem jsou tzv. dot ploty, kde jedna tecka
znamena jednu buriku ¢&i ¢astici, a Ize tak zjistit vzajemny vztah dvou parametru.
(Pospisilova, 2013; Bartunkova, 2011)
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Graf 1 Grafické zhodnoceni dat z pratokového cytometru
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Zdroj: vlastni
Priklad grafického zhodnoceni dat z pritokového cytometru. Data neozareného

vzorku byla analyzovana v programu Kaluza®. (A) lymfocyty, (B) T — lymfocyty,
(C) buriky s DNA poskozenou zlomy, (D) proliferujici T — lymfocyty.
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6.1 Meérené povrchové a intracelularni znaky leukocytt

Cluster of differentiation (CD) antigeny jsou molekuly buné&éného povrchu
exprimované na leukocytech a dalSich bunkach relevantnich pro imunitni systém.
CD nomenklatura byla vSeobecné pfijata védeckou komunitou a je oficialné
schvalena Mezinarodni unii imunologickych spole¢nosti a schvalena WHO. Po-
skytuje jednotny systém oznacCeni pro monoklonalni protilatky, stejné jako
pro molekuly bunécného povrchu, které rozpoznavaji. Lidskych leukocytarnich
diferenciacnich antigent je charakterizovano a formalné oznaceno vice nez 400.
Jedna se o ruzné proteiny a dalSi molekuly, které jsou exprimované na burikach
lidského téla. CD molekuly se bézné pouzivaji jako buné&né markery, coz umoz-
nuje identifikaci a izolaci populaci leukocytl, podskupin a stadii diferenciace. (En-
gel, 2015)

6.1.1 Molekula CD45

Molekula CD45 je antigen, ktery se nachazi na povrchu vSech bunék he-
matopoetické linie s vyjimkou erytrocytd a plazmatickych bunék. Jedna se o re-
ceptorovy protein tyrosinfosfatazu, ktery ma zasadni vliv na aktivaci zejména
T —, ale i B — lymfocytu. Jeji exprese u T — lymfocytd je silna a muze tvorit
az 10 % proteinu na povrchu bunék. (Bio-Rad Laboratories, 2018; PospiSilova,
2013; Vokurka, 2009)

6.1.2 Molekula CD3

Molekula CD3 puUsobi jako mediator pfenosu signalu. Jedna se o multi-
merni protein slozeny ze ¢ty odliSnych polypeptidovych fetézcl (g, y, 6, {). Mo-
lekula CD3 je vysoce exprimovana na cirkulujicich T burikach, které tvofi TCR
(T-cell receptor, receptor na povrchu T — lymfocytll) komplex. Objevuje se
na povrchu T — bunék béhem jejich vyzravani v thymu. Je exprimovana intrace-
luldrné u nezralych bunék, u zralych povrchové, a protoze je pfitomen ve vSech
stupnich vyvoje T bunék, je vysoce u€innym markerem. (Bio-Rad Laboratories,
2018; Pospisilova, 2013; Vokurka, 2009)
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6.1.3 Molekula H2AX

Molekula H2AX je jednou z minoritnich variant histont rodiny H2A objeve-
nych v 80. letech 20. stoleti. Jde o vysoce konzervativni peptid. Pfi poSkozeni
DNA a vzniku dvouretézcovych zlomu jsou aktivovany molekularné biologické
cesty, jejichz vysledkem je rozpoznani poskozeni DNA a snaha o jeho reparaci.
Jednim z prvnich aktivovanych déju je fosforylace H2AX. Diky tomu je mozné
fosforylaci H2AX vyuzit jako indikator pfitomnosti dvoufetézcovych zloma v DNA.
(Rezadova, 2011)

6.1.4 Molekula Ki67

Exprese proteinu Ki67 je spoje s buné€nou proliferaci. Béhem interfaze
muUze byt antigen detekovan vyhradné v jadfe, zatimco v mitéze je vétSina pro-
teinu pfemisténa na povrch chromozomu. Skute€nost, Ze protein Ki67 je pfito-
men ve vS8ech aktivnich fazich bunééného cyklu (Gi, S, G2 a mitdza), ale neni
pfitomen v klidové fazi Go, ho Cini vynikajicim markerem pro stanoveni takzvané

rustové frakce dané bunécné populace. (Scholzen, 2000)
6.1.5 Kaspaza 3

Enzym kaspaza 3 patfi mezi endoproteazy. Reguluje zanétlivé procesy
a signaliza¢ni sité apoptdzy. Hraje vyznamnou roli pfi koordinaci destrukce bu-
nécnych struktur jako je fragmentace DNA nebo degradace cytoskeletalnich pro-
teinu. Aktivita kaspazy 3 je pfisné regulovana a je produkovana v neaktivni formé
jako proenzym. Kaspaza 3 slouZzi jako vynikajici biomarker pro monitorovani in-
dukce apoptozy. Lze detekovat hladiny prokaspazy 3 nebo hladiny jeji aktivni
formy, kterou je kaspaza 3. (Novus biologicals a biotechne brand, 2015)
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7  TESTY METABOLICKE AKTIVITY BUNEK

Pro stanoveni metabolické aktivity bunék se vyuzivaji metody, které posu-
zuji kyslikovy metabolismus granulocytd. Jako marker se nej¢astéji vyuziva re-
dukovany nikotinamidadenindinukleotid (NADH), ktery se u€astni napfiklad re-
dukce tetrazoliovych slou€enin na barevny produkt formazan. Do bunék se do-
stava rozpusténa nebarevna forma substratu, ktera se oxidacnimi pochody
ve fagocytarni vakuole nebo na aktivovanych membranach redukuju na neroz-
pustny tmavé modry formazan, jehoz signal se detekuje. Pomoci testl metabo-
lické aktivity Ize prokazat, zda jsou granulocyty bez snizené schopnosti fago-
cytozy schopné tvofit kyslikové radikaly aktivaci oxidazy NADPH. (Bartunkova,
2011; Rehagkova, 2010)
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PRAKTICKA CAST

a7



8 CiL A UKOLY PRACE

Cilem této bakalarské prace je ovéfit, zda ECP poskytuje stejné vysledky
jako ozafeni vzorkll gama zafenim. Dale nalézt vhodny protokol, ktery by umoznil
sledovani kvality vzniklého transfuzniho pfipravku. A na zavér zavést metodu

sledovani exprese znakd H2AX a Ki67 na pritokovém cytometru.
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9 VYZKUMNE PROBLEMY

Vyzkumny problém €. 1: Jaka je shoda mezi bunécnou suspenzi vzniklou meto-

dou ECP a ozafenim vzorku gama zafenim?

Vyzkumny problém €. 2: Jaka je aktivace bunék v tkanové kultufe po ozareni

gama zarenim nebo UV zafenim a stimulaci mitogenem PHA?

Vyzkumny problém €. 3: Vyvola metoda ECP dostate€nou apoptotickou aktivitu

bunék?
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10 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Stanoveni bylo provedeno ze Sestnacti vzorkd piné krve od zdravych
darcl. Jednotlivé vzorky byly odebrany do heparinu. Potfebna mononuklearni

frakce bunék byla ziskana separaci na hustotnim gradientu.
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11 METODIKA PRACE

11.1 Separace na hustotnim gradientu

PIna krev se zfedila v poméru 1:1 s kultivaCnim mediem RPMI 1640 (Bi-
osera, France). Na dno centrifugacnich zkumavek byly napipetovany 2 ml flotac-
niho roztoku Ficoll-Pauque (GE Healtcare, Sweden) o p = 1,036 g-cm a pre-
vrstveny nafedénou suspenzi bunék. Zkumavky byly vloZeny do centrifugy
na 20 minut pfi 2200 otackach za minutu. Po centrifugaci bylo tfeba velmi opatrné
odsat vznikly mlécné zakaleny prstenec bunék do nové zkumavky, kde doslo
k promyti pomoci roztoku RPMI 1640. Nasledné byla smés centrifugovana
10 minut pfi 1800 otackach za minutu. Po centrifugaci byl slitim odstranén super-
natant a celé promyti bunék bylo znovu zopakovano az po sliti supernatantu.
Poté byla vznikla suspenze nafedéna na konec¢ny pocet bunék 2:106na 1 ml.
Kvdli riziku kontaminace byla veSkera manipulace se vzorkem provadéna v lami-
narnim boxu.

Obrazek 3 Separace na hustotnim gradientu

plazma

nafedana centnfui;ace a trombocyty
suspenze

bunék monocyty a lymfocyty
(mlécné zakaleny prstenec)

flotacni roziok
Ficoll-Pauque

granulocyty
a erytrocyty

flotacni roztok
Ficoll-Pauque

Zdroj: vlastni tvorba
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11.2 Priprava vzorku pro extrakorporalni fotoferézu

Do transfuzniho vaku bylo pfevedeno 20 ml bunécné suspenze, ke které
byl pfidan 1 ml roztoku Methoxsalen (Macopharma, France) o koncentraci
333 ng/ml. Transfuzni vak s bunécnou suspenzi byl ozafen UVA zafenim o in-
tenzité 2 J/cm? pfi 340 — 380 nm pomoci pfistroje Macogenic G2 (Macopharma,

France).
11.3 Priprava vzorku pro ozareni gama zarenim

Do zkumavky byly pfevedeny 2 ml bunécné suspenze, ktera byla nasledné
ozarena gama zarenim o intenzité 25 Gy. Ozareni probéhlo na pfistroji Gamma-
cell 1000 (Best Theratronics, Canada).

11.4 Inkubace

Vzorky vzniklé ozafenim UVA a gama zafenim byly rozdéleny na tfi ¢asti.
Prvni Cast tvofila pouze ozarena suspenze bunék, ktera se nijak dale neupravo-
vala a slouzila jako negativni kontrola. Druha a tfeti ¢ast vzorkl se liSila pouze
v dobé inkubace, nikoli v pfipravé.

Vzorky pro druhou a tfeti ¢ast byly pfevedeny z injekéni stfikacky do 12 ml
zkumavky. K ozafené bunécné suspenzi bylo pfidano 10 ml kultivaéniho média
RPMI 1640 (Biosera, France). Zkumavky byly vloZzeny do centrifugy na 3 minuty
pfi 1800 otackach za minutu. Po centrifugaci byl slitim odstranén supernatant
a bunky resuspendovany. Poté byly k resuspendovanym bunkam pfidany 2 ml
kultivacniho média RPMI 1640. Do nové 12 ml zkumavky bylo napipetovano 9 mi
kultivaéniho média RPMI, 50 pl heparinu (Zentiva, Ceské republika) o koncen-
traci 5000 m.j./Iml a 50 ul zasobniho roztoku PHA. Do takto pfipravené druhé
zkumavky byl pfeveden 1 ml vzorku bunék z pivodni 12 ml zkumavky. Kazda
zkumavky s pfipravenym vzorkem byla oznacena prislusnym Stitkem a viozena
do termostatu. Vzorky pro druhou ¢ast byly inkubovany 48 hodin pfi 37° C a 5 %
COz, vzorky pro Cast tfeti byly inkubovany pfi stejnych podminkach 72 hodin.
Kvdli riziku kontaminace byla veSkera manipulace se vzorkem provadéna v lami-

narnim boxu.
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11.5 Intracelularni znaceni

Po 48 a 72 hodinové inkubaci byly vzorky analyzovany pomoci pratokové
cytometrie. Pfed samotnou analyzou byly vzorky intracelularné obarveny. V prv-
nim kroku byly vzorky pfevedeny do cytometrické zkumavky a centrifugovany
3 minuty pfi 1800 otackach za minutu. Poté byl slitim odstranén supernatant
a bunky promyty 250 ul roztoku fosfatového pufru (phosphate buffered saline,
PBS) a pH 7,4. Vzorky byly znovu centrifugovany 3 minuty pfi 1800 otackach
za minutu. Opét byl slitim odstranén supernatant a burnky resuspendovany.
Po promyti bylo ke vzorkim pfidano 250 pl 4,2% fixa¢niho roztoku paraformal-
dehydu (PFA; BD Bioscience, USA) a vzorky se nechaly stat. Po 5 minutach byly
vzorky zcentrifugovany po dobu 3 minut pfi 1800 ota¢kach za minutu. Po centri-
fugaci byl znovu odstranén supernatant, buriky resuspendovany a pfidano 250 pl
4,2% PFA. Poté se zkumavky vlozily zpét do centrifugy na 3 minuty pfi 1800
otackach za minutu, slil se supernatant a buriky byly resuspendovany. K burikdm
bylo napipetovano 250 ul 0,1% roztoku Tritonu® X-100 (Life Technologies, USA),
ktery se fedi, dle poctu vzorku ze zasobniho 1% roztoku pomoci PBS pufu 1 : 9.
Poté probihala 10 minut inkubace. Po uplynuti doby inkubace byly zkumavky se
vzorkem vlozeny do centrifugy na 3 minuty pfi 1800 ota¢kach za minutu. Po vy-
jmuti zkumavek z centrifugy byl odstranén supernatant a buriky resuspendovany.
Nasledné bylo k burikdm napipetovano 250 ul 3% roztoku fetalniho hovéziho
séra (fetal bovine serum, FBS; Gibco, UK). Poté opét probihala centrifugace
po dobu 3 minut a 1800 otackach za 1 minutu. Byl slit supernatant a bunky resu-
spendovany. K resuspendovanym burikdm bylo pfidano 250 ul 3% FBS. Z takto
pripraveného vzorku bylo pfeneseno 100 ul do nové cytometrické zkumavky,
ve které bylo pfedem napipetovano 5 ul kazdé monoklonalni protilatky. Pro sta-
noveni na prutokovém cytometru byl pouzit panel 5 monoklonalnich protilatek:
CD45 KO (Beckman Coulter, USA), CD3 PB (Beckman Coulter, USA), H2AX
FITC (BioLegend, USA), Ki67 PE (EXBIO, Ceska Republika), Kaspaza3 APC-
AF647 (BioLegend, USA). Smés monoklonalnich protilatek spolu se 100 pl bu-
nék resuspendovanych v 3% roztoku FBS byla inkubovana 30 minut ve tmé.

Po uplynuti doby inkubace se zkumavky vlozily do centrifugy na 3 minuty pfi 1800
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otackach za minutu. Nasledné byl slit supernatant a buriky resuspendovany.
Na zavér bylo k burikdm pfidano 450 ul 3% roztoku FBS. Takto zpracované

vzorky byly pfipraveny pro méfeni na pritokovém cytometru.
11.6 Stanoveni na prutokovém cytometru

Pfipravena bunécCna suspenze byla oznaCena pomoci monoklonalnich
protilatek CD45 KO, CD3 PB, H2AX FITC, Ki67 PE, Kaspaza3 APC-AF647.
Ke 100ul bunécné smeési bylo pfidano 5 ul jednotlivych monoklonalnich protilatek.
Smés byla inkubovana 30 minut v temné komurce. Pfed stanovenim byl vzorek
promyt pomoci PBS a resuspendovan do 400 ul PBS. Vzorky byly oznageny na-
sledovné: ,foto — pracovni €islo — jméno pacienta“a méfeny na prutokovém cy-
tometru Navios (Beckman Coulter, USA) pomoci protokolu ,fotoforeza.pro.”
Pfi méfeni bylo nacitano vice nez 35 000 bunék. Ziskana data byla analyzovana
v programu Kaluza® (Beckman Coulter, USA). Gatovaci strategie byla nasledu-
jici. Pomoci dot-plotu CD45/Ssc byla vybrana populace lymfocytd (gate A).
Z této populace bunék byl vytvoren dot-plot CD3/Ssc, kde jsou rozliSeny dvé po-
pulace bunék Ssc low, CD3 negativni jako suma B lymfocytd a NK bunék, Ssc
low a CD3 pozitivni jako T-lymfocyty. Z téchto populaci byly vytvofeny histogramy
se znaky H2AX a Ki67. Pomoci pfimky ,B“ je zobrazeno procento T lymfocytu se
zlomy v DNA. Pfimkou ,C“ je zobrazeno procento proliferujicich T-lymfocyta.
Pfimka ,E“ ukazuje procento sumy B-lymfocytl a NK bunék se zlomy v DNA.
Gatem ,F* je vyjadieno procento sumy B-lymfocytu a NK bunék, které proliferu;ji.

Graficky vystup z programu Kaluza® je zobrazen v pfiloze 4.
11.7 Stanoveni Alamarblue®

Pro stanoveni metabolické aktivity byla vyuZita druha ¢ast ozarenych
vzorku, suspenze bunék po 48 hodinach inkubace. Do mikrotitraéni destic¢ky
pro fluorimetrické stanoveni bylo napipetovano 100 ul bunéné suspenze
a 200 pl roztoku Alamarblue® pfipraveného k pfimému pouziti. Vzorky byly inku-
bovany nejméné 1 az 4 hodiny v termostatu pfi 37°C, 5 % CO2 a pH 6,8 — 7,4.
Po inkubaci byla zméfena intenzita fluorescence pomoci (BioTek, USA) pfi exci-

tadni vinové délce 560 nm a emisni vinové délce 590 nm.
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12 VYSLEDKY

Pro analyzu bylo pouzito Sestnact vzorku plné krve od zdravych darcu
krevnich destiCek. Potfebna mononuklearni frakce byla ziskana separaci z hepa-
rinizovanych vzorku pIné krve na hustotnim gradientu. Méfenim bylo ziskano cel-
kem 448 vysledkd. Jednotlivé kombinace naméfenych vysledkl jsou zobrazeny
v nasledujici tabulce (viz Tabulka 1). Pfi porovnavani vysledkd byly mediany
vzorkl vztahovany k hodnoté medianu negativni kontroly. Dale byly vzajemné
porovnany vysledky vzorkd ozarenych UVA zafenim a vzorkl ozafenych gama

zarenim.

Tabulka 1 Schéma rozlozeni vysledku ziskanych béhem analyzy

Inkubace 48 hodin Inkubace 72 hodin
H2AX | Ki67 | Kaspaza 3 | Alamarblue® | H2AX | Ki67 | Kaspaza 3
Negativni
X X X X X X X
kontrola
Pozitivni
X X X X X X X
kontrola
Vzorek
ozareny
X X X X X X X
UVA
zarenim
Vzorek
ozareny
X X X X X X X
gama
zarenim

Zdroj: vlastni tvorba
12.1 Statistické zhodnoceni

Jednotlivé vysledky byly statisticky zhodnoceny v programu MS Excel
2013 a R Project. Pro statistické zhodnoceni byl zvolen neparametricky Wilcoxo-
nav test, ktery sleduje rozdily medianu. Neparametrické rozdéleni bylo ovéreno

pomoci Shapirova - Wilkova testu.
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12.2 Vysledky stanoveni H2AX

12.2.1 Stanoveni H2AX po 48 hodinové inkubaci

Graf 2 Stanoveni H2AX po 48 hodinové inkubaci
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Byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku H2AX mezi
medianem negativni kontroly, kterou predstavoval nestimulovany vzorek
a medianem pozitivni kontroly, kterou pFedstavoval vzorek stimulovany
mitogenem. Rozdil medianu &inil 2,73 % exprese znaku H2AX, p < 0,05.

Byl také zjiStén statisticky vyznamny rozdil mezi medidanem negativni
kotroly a medianem vzorku ozafeného UVA zafenim, kdy rozdil medianu cinil
64,04 % exprese znaku H2AX, p < 0,01.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kontroly a medianem vzorku ozafeného ma zafenim, kdy rozdil mediand Cinil
89,16 % exprese znaku H2AX, p < 0,01.

Mezi medianem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozafenym gama zarenim byl zjistén statisticky vyznamny rozdil 25,12 % exprese
znaku H2AX, p < 0,01.
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12.2.2 Stanoveni H2AX po 72 hodinové inkubaci

Graf 3 Stanoveni H2AX po 72 hodinové inkubaci
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Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku H2AX meazi
medianem negativni kontroly, kterou pFfedstavoval nestimulovany vzorek
a medianem pozitivni kontroly, kterou pfedstavoval vzorek stimulovany
mitogenem. Rozdil medianu €inil 4,85 % exprese znaku H2AX, p < 0,05.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kotroly a medianem vzorku ozafeného UVA zafenim, kdy rozdil mediand Cinil
60,02 % exprese znaku H2AX, p < 0,01.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kontroly a medianem vzorku ozafeného gama zafenim, kdy rozdil medianu Cinil
79,45 % exprese znaku H2AX, p < 0,01.

Mezi medidnem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozarenym gama zarenim byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil 19,43 % exprese
znaku H2AX, p < 0,01.
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12.3 Vysledky stanoveni Ki67

12.3.1 Stanoveni Ki67 po 48 hodinové inkubaci

Graf 4 Stanoveni Ki67 po 48 hodinové inkubaci
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Byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku Ki67 mezi
medianem negativni kontroly, kterou predstavoval nestimulovany vzorek
a medianem pozitivni kontroly, kterou predstavoval vzorek stimulovany
mitogenem. Rozdil medianu &inil 26,36 % exprese znaku Ki67, p < 0,01.

PFi porovnani medianu negativni kontroly, vzorku ozafreného UVA zafenim
a vzorku ozafeného zafenim gama nebyl zjiStén Zzadny statisticky vyznamny
rozdil. Rozdil medianu negativni kontroly a vzorku ozafeného UVA zafenim Cinil
0,29 % exprese znaku Ki67, p >0,05. Rozdil medianu negativni kontroly a vzorku
ozareného gama zarenim Cinil 0,13 % exprese znaku Ki67, p > 0,05.

Mezi medidnem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozarenym gama zafenim nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil. Rozdil

medianu ¢inil 0,16 % exprese znaku Ki67, p > 0,05.
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12.3.2 Stanoveni Ki67 po 72 hodinové inkubaci

Graf 5 Stanoveni Ki67 po 72 hodinové inkubaci
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Byl zjisStén statisticky vyznamny rozdil v expresi znaku Ki67 mezi
medianem negativni kontroly, kterou pFfedstavoval nestimulovany vzorek
a medianem pozitivni kontroly, kterou pfedstavoval vzorek stimulovany
mitogenem. Rozdil medianu €inil 32,8 % exprese znaku Ki67, p < 0,01.

Pfi porovnani medianl negativni kontroly, vzorku ozareného UVA zafenim
a vzorku ozafeného zafenim gama nebyl zjiStén Zadny statisticky vyznamny
rozdil. Rozdil mediand negativni kontroly a vzorku ozareného UVA zafenim Cinil
0,50 % exprese znaku Ki67, p >0,05. Rozdil medianu negativni kontroly a vzorku
ozareného gama zarenim Cinil 0,40 % exprese znaku Ki67, p > 0,05.

Mezi medidnem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozafenym gama zafenim nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil. Rozdil

medianu ¢inil 0,10 % exprese znaku Ki67, p > 0,05.
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12.4 Vysledky stanoveni kaspazy 3

12.4.1 Stanoveni kaspazy 3 po 48 hodinové inkubaci

Graf 6 Stanoveni kaspazy 3 po 48 hodinové inkubaci
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Mezi medianem negativni kontroly, kterou pfedstavoval nestimulovany
vzorek a medianem pozitivni kontroly, kterou pfedstavoval vzorek stimulovany
mitogenem byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Rozdil mediana €inil 1,26 %
exprese kaspazy 3, p < 0,05.

Byl také zjiStén statisticky vyznamny rozdil mezi medidanem negativni
kotroly a medianem vzorku ozafeného UVA zafenim, kdy rozdil mediana Cinil
7,71 % exprese kaspazy 3, p < 0,01.

Déle byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kontroly a medianem vzorku ozafeného ma zafenim, kdy rozdil mediand Cinil
14,27 % exprese kaspazy 3, p < 0,01.

Mezi medianem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozafenym gama zarenim byl zjistén statisticky vyznamny rozdil 6,56 % exprese
kaspazy 3, p < 0,01.
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12.4.2 Stanoveni kaspazy 3 po 72 hodinové inkubaci

Graf 7 Stanoveni kaspazy 3 po 72 hodinové inkubaci
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Mezi medianem negativni kontroly, kterou pfedstavoval nestimulovany
vzorek a medianem pozitivni kontroly, kterou pfedstavoval vzorek stimulovany
mitogenem byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Rozdil mediant ¢&inil 0,30 %
exprese kaspazy 3, p < 0,05.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medidanem negativni
kotroly a medianem vzorku ozafeného UVA zafenim, kdy rozdil medianua cinil
3,73 % exprese kaspazy 3, p < 0,01.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kontroly a medianem vzorku ozafeného ma zafenim, kdy rozdil mediand Cinil
3,03 % exprese kaspazy 3, p < 0,01.

Mezi medianem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozafenym gama zafenim byl zjistén statisticky vyznamny rozdil 0,7 % exprese

kaspazy 3, p < 0,01.
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12.5 Vysledky stanoveni Alamarblue® po 48 hodinové inkubaci

Graf 8 Stanoveni Alamarblue® po 48 hodinové inkubaci
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Mezi medianem negativni kontroly, kterou pfedstavoval nestimulovany
vzorek a medianem pozitivni kontroly, kterou pfedstavoval vzorek stimulovany
mitogenem byl zjistén statisticky vyznamny rozdil. Rozdil medianl intenzity
fluorescence Cinil 4083 fluorescencnich jednotek , p < 0,01.

Byl také zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kotroly a medianem vzorku ozafeného UVA zafenim, kdy rozdil medianu intenzity
fluorescence cCinil 5176 fluorescenc¢nich jednotek, p < 0,05.

Dale byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi medianem negativni
kontroly a medianem vzorku ozafeného ma zafenim, kdy rozdil medianu intenzity
fluorescence cCinil 6051 fluorescencnich jednotek, p < 0,01.

Mezi medidnem vzorku ozafenym UVA zafenim a medianem vzorku
ozafenym gama zarenim byl zjiStén statisticky vyznamny rozdil intenzity

fluorescence 875 fluorescencnich jednotek, p < 0,01.
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13 DISKUZE

Tato bakalarska prace si dava za cil ovérit, zda vzorky pfipravené ozare-
nim UVA zafenim pomoci extrakorporalni fotoferézy maji shodné vlastnosti (ex-
prese H2AX, Ki67 a kaspazy 3) jako vzorky ozafené gama zarenim. Vysledky
byly statisticky zhodnoceny. V grafické formé jsou prezentovany ve formé box-
plotu. Pfi statistickém hodnoceni jsou porovnavany mediany exprese konkrétniho
znaku. Vysledky vzorku ozarenych UVA nebo gama zafenim jsou porovnany
s hodnotou medianu negativni kontroly. Dale jsou také vzajemné porovnany vy-
sledky vzorku ozarenych UVA zafenim a vzorku ozafenych gama zarenim. V pru-
béhu prace byl navrzen vhodny protokol, ktery umozriuje sledovani kvality vznik-
lého transfuzniho pfipravku. Byla také zavedena metoda sledovani exprese
znakd H2AX a Ki67 na prutokovém cytometru.

Celkem bylo analyzovano 448 vzorku plné krve od 16 zdravych darca.
Od kazdého darce byla krev zpracovana ve 28 kombinacich. Jako pozitivni kon-
trola byly pouzity vzorky stimulované mitogenem PHA, ktery ma silny ucinek
na aglutinacni a mitotickou aktivitu bunék (Movafagh, 2011). PHA diky tomuto
ucinku slouzi jako pozitivni kontrola. Jako negativni kontrola byly pouZity vzorky
bunécné suspenze v kultivatnim meédiu, do kterych nebylo nijak zasahovano.
Vzorky ozarené UVA zafenim byly cilem testovani. Jako kontrola ozafeni byly
pouzity vzorky ozafené zarenim gama, protoze gama zareni zpasobuje intenzivni
poskozeni bunétné DNA (UNEP, 2016). Ozareni gama zafenim je také stan-
dardné vyuzivano pro oSetfeni transfuznich pfipravkd u pacientd po transplantaci
kostni dfené. Gama zafeni tedy zpusobi zastaveni bunééného cyklu a navozeni
bunécné smrti. U Ctvefice vzorkld (negativni kontrola, pozitivni kontrola, vzorek
ozafeny UVA a vzorek ozafeny gama zarenim) byly méfeny tyto parametry:
H2AX, Ki67 a kaspaza 3. Pro méfeni byly zvoleny ¢asové body 48 a 72 hodin,
pro Alamarblue® pouze 48 hodin. Casové intervaly byly zavedeny z dévodu op-
timalniho zachyceni exprese lymfoproliferaCniho znaku Ki67 a exprese kaspazy
3. Porovnani exprese znakl po 48 a 72 hodinové inkubaci umoznuje porovnat

intenzitu poskozeni DNA. Stanoveni téchto znakl se provadi az po ozareni,
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pro ovéfeni kontroly kvality jiZ podaného transfuzniho pfipravku pacientovi. Sta-
noveni se vyuziva pro detekci ziomld v DNA, posouzeni proliferacni schopnosti
bunék pfejit do apoptozy.

U metody ECP, kdy byl vzorek ozafen UVA zafenim, i pfi ozareni vzorku
zafenim gama byly sledovany znaky H2AX, Ki67 a kaspaza 3.

Fosforylace molekuly H2AX detekuje dvoufetézcové zlomy v molekule
DNA. Je jednim z prvnich aktivovanych déji pro reparaci DNA po vzniku zlomu
vV jeji molekule (Rezagova, 2011). Srovnanim mediand naméfenych hodnot bylo
zjisténo, ze exprese molekuly H2AX po ozafeni UVA i gama zafenim narUsta.
Ozareni bunék uz davkou 1 Gy zareni gama zpusobuje vznik cca 40 dvouretéz-
covych zlomt a fosforylaci cca 1 % H2AX (Rezagova, 2011). Pfi ozafeni bunék
davkou 25 Gy zafeni gama doslo k fosforylaci cca 90 % H2AX. Kli¢ovymi kina-
zami pro fosforylaci DNA jsou: ataxia telangiectasia mutated (ATM), ataxia telan-
giectasia Rad3-related (ATR) a DNA-dependentni proteinkinaza. V reakci
na dvouretézcové zlomy zplsobené gama zarfenim dochazi k aktivacni autofos-
forylaci ATM kinazy, tato kinaza pak fosforyluje H2AX a hromadi se v misté
zlomU. K aktivaci ATR kinazy dochazi pfi ozafeni bunék UVA zafenim (Reza-
cova, 2011). S timto faktem souvisi i naméfené hodnoty, kdy pfi ozareni bunék
UVA zarenim o intenzité 2 J/cm? doslo k fosforylaci cca 5 % H2AX. Diky témto
skute¢nostem je molekula H2AX vhodny marker pro detekci ziomU v DNA, ale je
mozné ho vyuzit také ke zpétnému odhadu obdrzené davky ionizujiciho zafeni.
U obou typu vzorku byly pozorovany velmi vysoké hodnoty exprese znaku H2AX,
tim se potvrdilo, Ze metoda ECP se v poSkozeni DNA vyrovna ozareni gama za-
fenim.

Exprese proteinu Ki67 je pfisné spojena s bunéénou proliferaci. B€hem
interfaze maze byt antigen detekovan vyhradné v jadre, zatimco v mitoze je vét-
Sina proteinu pfemisténa na povrch chromozomu. Skutecnost, Ze protein Ki67 je
pfitomen ve v8ech aktivnich fazich bunéfného cyklu (Gi, S, G2 a mitdza),
ale neni pfitomen v klidovych burikdch (Go), ho ¢ini vynikajicim markerem
pro stanoveni proliferace dané bunécné populace (Scholzen, 2000). Pfi porov-
nani vzorku ozarenych UVA zafenim a ozarenych zafenim gama bylo zjisténo,

Ze proliferace bunék se pohybuje 48 hodin po ozafeni UVA zafenim kolem
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0,26 % a po ozafeni gama zafenim kolem 0,42 %. Po 72 hodinach se proliferace
bunék nevyznamné zvySovala na 1,30 % po ozafeni UVA zafenim a na 1,20 %
po ozafeni zafenim gama. Z toho Ize usuzovat, Ze obé metody velmi ucinné za-
brafiuji aktivaci bunék. Pfi posouzeni dynamiky se ale ukazalo, ze pfi ozareni
bunék UVA zafenim byl mezi 48 a 72 hodinami rozdil mediana 1,04 % a pfi oza-
feni bunék zafenim gama byl rozdil mediana 0,78 %. Na zakladé toho mizZzeme
fici, Ze jsou obé metody stejné ucinné a i po 72 hodinach od ozareni ucinné za-
branuji proliferaci bunék.

Michelin S. et al (2004) ve své studii prokazali zapojeni kaspazy 3
do apoptotického procesu indukovaného gama zafenim. Nami naméfena data
ukazuiji, ze pfi ozareni bunék gama zarfenim je po 48 hodinach vyssSi apoptoticka
aktivita kaspazy 3 nez pfi ozareni UVA zarenim. Pfi zohlednéni dynamiky se
ale ukazalo, Ze pfi ozafeni bunék UVA zafenim byl mezi 48 a 72 hodinami rozdil
medianl 3,84 %, zatimco pfi ozafeni bunék zafenim gama byl rozdil median(
11,10 %. To ukazuje, Ze rychlost apoptotickych procesu je pravdépodobné vysSi
u poskozeni bunék zarenim gama, coz muze byt zplsobeno ostrymi zlomy
v DNA. U ECP je poskozeni DNA spojeno se zlomy vyvolanymi UVA zafenim,
zaroven vSak dochazi k reakci mezi DNA a 8-MOP, ktery vytvari vazby v DNA,
¢imz se ztézuje prubéh apoptézy. Buriky zlstavaji déle metabolicky aktivni.
To dokazuje i stanoveni Alamarblue®, kde byl zaznamenan statisticky vyznamny
rozdil v metabolické aktivité bunék ozarenych gama zafenim a ozarfenych UVA
zafenim pfi metodé ECP.

Proliferaéni aktivita bunék po 48 hodinach byla u kontrolniho vzorku bunék
stimulovanych mitogenem 26,65 %. Zatimco po ozafeni bunék gama zarenim
byla proliferaéni aktivita 0,42 % a po ozareni pomoci UVA zafeni byla proliferaéni
aktivita 0,26 %. Proliferacni aktivita bunék po 72 hodinach byla u kontrolniho
vzorku bunék stimulovanych mitogenem 33,60 %. Zatimco po ozafeni bunék
gama zafenim byla proliferacni aktivita 1,30 % a po ozafeni pomoci UVA zafeni
byla prolifera¢ni aktivita 1,20 %. Z uvedeného vypliva, Zze metoda ECP i ozareni

gama zafenim velmi u€inné zamezuji lymfoproliferaci bunék.

65



ZAVER

Bylo ovéfeno, ze vzorky ozafené UVA zarfenim pomoci extrakorporalni fo-
toferézy poskytuji shodné vysledky jako ozafeni vzorkG gama zafenim. U obou
zpusobu pfipravy vzorku byl prokazan pfechod bunék do apoptézy. Méfenim Ala-
marblue® byla prokazana zbytkova metabolicka aktivita bunék spojena s proce-
sem bunécné smrti. U vzorkl pfipravenych pomoci ECP dochazi k nizSimu po-
klesu apoptotické aktivity. U transfuznich pfipravkd byla navrzena vhodna me-

toda pro kontrolu kvality a postupy pro stanoveni na pratokovém cytometru. Na-

vrzena metoda byla zafazena do standardniho vySetfovaciho protokolu.
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PRILOHY
Priloha 1 Navod pro separaci bunék na hustotnim gradientu

SEPARACE BUNEK NA HUSTOTNIM GRADIENTU

Teoreticky uvod: Pro fadu funk&nich testd bunécéné imunity je tfeba z plné krve
izolovat krevni elementy. Existuje cela fada metod a dle ucelu, ke kterému je

tfeba bunky oddélit, se voli metoda separace. (Barttfkova, 2011)

Princip metody: Principem izolace mononuklearnich bunék je tzv. gradientova
centrifugace, ktera spociva v separaci bunék na zakladé rozdild v jejich hustoté.
(Bartunkova, 2011)

Technické pomucky: centrifugaéni zkumavky, Pasteurovy pipety, pistova pipeta
(V=2ml)

Chemické pomiticky: kultivaénim medium RPMI 1640 (Biosera, France), flotaéni

roztok Ficoll-Pauque (GE Healtcare, Sweden) o p = 1,036 g-cm™
Biologicky material: plna krev
Pristroje: laminarni box, centrifuga

Postup:

Pracovat v laminarnim boxu!!

1. PInou krev zfedit 1:1 s kultivaCnim mediem RPMI 1640.

2. Na dno centrifugaéni zkumavky napipetovat 2 ml flotaéniho roztoku Ficoll-
Pauque.

3. Prevrstvit flotaéni roztok celkovym objemem nafedéné suspenze bunék.

4. Centrifugovat 20 minut pfi 2200 ota¢kach za minutu.

5. Velmi opatrné odsat vznikly mlé&né zakaleny prstenec do nové centrifugacni

zkumavky.



Pfidat 5 ml kultivacniho media RPMI 1640.
Centrifugovat 10 minut pfi 1800 otackach za minutu.
Slit supernatant.

Doplnit do 12 ml kultivaénim mediem RPMI 1640.
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10. Centrifugovat 10 minut pfi 1800 otackach za minutu.
11.Slit supernatant.
12.Naredit kultivaénim mediem RPMI 1640 na pocet bunék 2-10°na 1 ml.



Priloha 2 Navod pro inkubaci ozareného vzorku

PRIPRAVA VZORKU PRO KONTROLU KVALITY
TRANSFUZNIHO PRIPRAVKU

Teoreticky uvod: Inkubace vzorku je dulezita pro dostateéné pusobeni mitogenu

(PHA), ktery ma vliv na jejich mitotickou aktivitu.
Princip metody: Déleni bunék na zakladé specifické hmotnosti.
Technické pomucky: zkumavky, pistova pipeta (V =50 ul — 10 ml)

Chemické pomucky: kultivaéni médium RPMI 1640 (Biosera, France), heparin

(Zentiva, Ceska republika) o ¢ = 5000 m.j./1ml, zasobni roztok PHA
Biologicky material: ozafena bunécna suspenze
Pristroje: laminarni box, centrifuga, termostat

Postup:

Pracovat v laminarnim boxu!!

Vzorek z injekeni stfikacky pfevest do zkumavky.
Pfidat 10 ml kultivaéniho média RPMI 1640.
Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otaCkach za minutu.
Slit supernatant

Resuspendovat buriky.

Pfidat 2 ml kultivaniho média RPMI 1640.

Do druhé (nové) zkumavky napipetovat 9 ml kultivaéniho média RPMI 1640.
Pfidat 50 ul heparinu.

Pfidat 50 ul zasobniho roztoku PHA.
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10.Pfidat 1ml vzorku z prvni (plvodni) zkumavky.
11.0znacit Stitkem.

12.Inkubovat dle ur€eni 48 hodin nebo 72 hodin pfi 37 °C a5 % COa.



Pfiloha 3 Navod pro intracelularni znac¢eni bunék po inkubaci

INTRACELULARNI ZNACENi BUNEK
PRO KONTROLU KVALITY TRANSFUZNIHO
PRIPRAVKU

Teoreticky avod: Intracelularni znaceni antigenu je dalezité pro nasledné mé-
feni na pritokovém cytometru. Molekula CD45 se nachazi zejména na lymfocy-
tech, molekula CD3 se nachazi na T-lymfocytech. Histon H2AX znaci posSkozeni
DNA dvoufetézcovymi zlomy. Antigen Ki67 ukazuje na proliferacni aktivitu bunék

a kaspaza 3 je zodpovédna za proces apoptdzy.

Princip metody: Intracelularni znaceni antigeni CD45, CD3, H2AX, Ki67
a kaspazy 3.

Technické pomiicky: cytometrické zkumavky, pistova pipeta (V =5 — 450 pl)

Chemické pomucky: PBS pufr o pH 7,4; 4,2% fixacni roztok PFA (BD Biosci-
ence, USA), 1% roztok Tritonu® X-100 (Life Technologies, USA), roztok FBS
(Gibco, UK); monoklonalni protilatky: (Beckman Coulter, USA), CD3
PB (Beckman Coulter, USA), H2AX FITC (BioLegend, USA), Ki67 PE (EXBIO,
Ceské Republika), Kaspaza 3 APC-AF647 (BioLegend, USA)

Biologicky material: ozafena bunécna suspenze po inkubaci 48 nebo 72 hodi-

nach

Pristroje: laminarni box, centrifuga, termostat, pritokovy cytometr Navios (Bec-
kman Coulter, USA)

Postup:
Pracovat v laminarnim boxu!!
1. Bunécnou suspenzi prevést do cytometrické zkumavky.

2. Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otackach za minutu.



Slit supernatant.

Pridat 250 pul PBS.

Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otackach za minutu.
Slit supernatant a resuspendovat buriky.

Pridat 250 pl fixacniho roztoku PFA.

Nechat 5 minut inkubovat.
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Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otaCkach za minutu.

10. Slit supernatant a resuspendovat buriky.

11.Pfidat 250 pl fixacniho roztoku PFA.

12.Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otackach za minutu.

13. Slit supernatant a resuspendovat burky.

14.Pfidat 250 pl 0,1% roztoku Tritonu® X-100 ( = nafedit z 1% zasobniho roz-
toku Tritonu® X-100 v poméru 1:9 s PBS pufrem).

15.Inkubovat 10 minut.

16. Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otackach za minutu.

17.Slit supernatant a resuspendovat burky.

18. Pfidat 250 ul 3% roztoku FBS ( = fedi se roztokem PBS).

19. Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otackach za minutu.

20. Slit supernatant a resuspendovat bunky.

21.Pridat 250 pl 3% roztoku FBS.

22.Do druhé (nové) cytometrické zkumavky napipetovat 5 ul kazdé vybrané
monoklonalni protilatky.

23.Pridat 100 pl resuspendovanych bunék v 3% roztoku FBS z prvni (pGvodni)
cytometrické zkumavky.

24.Inkubovat 30 minut ve tmé!!

25. Centrifugovat 3 minuty pfi 1800 otackach za minutu.

26. Slit supernatant a resuspendovat bunky.

27. Pfidat 450 ul 3% roztoku FBS.

28.Vzorky zméfit pomoci prutokového cytometru Navios.



Priloha 4 Grafické zhodnoceni dat z priitokového cytometru
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Priloha 5 Navod pro stanoveni metabolické aktivity pomoci Alamarblue®

STANOVENi ALAMARBLUE®

Teoreticky uvod: Pomoci testl metabolické aktivity 1ze prokazat, jaky je vykon

mitochondrialni aktivity.

Princip metody: RozpusSténa nebarevna forma substratu, ktera se dostava
do bunék, se oxidacnimi pochody na mitochondrialnich membranach redukuje

na fluorescencni produkt, jehoz signal se detekuje.

Technické pomucky: mikrotitraéni destic¢ka, pistova pipeta (V = 100 pl)
Chemické pomiticky: roztok Alamarblue®

Biologicky material: ozarena bunécna suspenze po 48 hodinové inkubaci
Pristroje: termostat,

Postup:

1. Do mikrotitracni desti¢ky napipetovat 100 ul bunééné suspenze.

2. Pfidat 200 pl roztoku Alamarblue®.

3. Inkubovat 1 — 4 hodiny v termostatu pfi 37°C, 5 % CO2a pH 6,8 — 7,4.

4. Zmérit fluorescenci pomoci pfistroje BioTek pfi excitacni vinové délce 560

nm a emisni vinové délce 590 nm.



Priloha 6 Povoleni sbéru informaci ve FN Plzen
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