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Uvod
Chimerismus je unikatni stav, kdy je v jednom V laboratofi UHKT je bunéény chimerismus detekci navratu autologni krvetvorby, ktera znaci
organismu soucasne pritomno vice bunécnych vysSetrovan pro potrebu sledovani pacientl po mozné riziko relapsu nemoci. Pro kvantifikaci
populaci, které se geneticky lisi. Bunécny alogenni transplantaci hematopoetickych bunécného chimerismu jsou v soucasnosti
chimerismus nastava mimo jiné (po transplantaci kmenovych bunék. Potransplantacni monitoring vyuzivany predevsim molekularné genetické
nékterych organu nebo prechodné po krevni bunécného chimerismu je vhodnou metodou pro metody vyzadujici izolaci DNA. Metody izolace jsou
transfuzi) po alogenni transplantaci sledovani dynamiky prihojeni stépu, aktivity klicové pro kvantifikaci bunécného chimerismu.
hematopoetickych kmenovych bunék. darcovské krvetvorby, ale zejména je dulezity pro
Material Metody kvantifikace bunécného chimerismu
Analyza Short Tandem Repeats (STR): >1% PCR amplifikace STR polymorfizmu
32 vzorkd PK a KD s naslednou fragmentacni analyzou
periferni krve (PK) Ocekavana hodnota

a kostni drené (KD
(KD) Analyza kvantitativni PCR v realném

¢ase (qPCR): 30 vzorkd PK a KD gPCR kratkych inzerci a deleci

<1% s citlivosti 0,035 %

Metody izolace DNA

Vysolovaci metoda dle Millera Automaticka izolace pomoci pristroju typu MagCore (Super a Compact)
za pouziti komercni cartridge

Vazba DNA na

paramagnetickych Odmyti Eluce DNA
kulickach pomoci kontaminujicich pufrem s nizkym
magnetu ke sténé proteind obsahem soli
mikrozkumavky

Bunécna lyze Navazani DNA

Lyze Enzymaticke Vysoleni Ziskani DNA
v pfitomnosti na povrch

jadernych stepeni kontaminuijicich precipitaci

membran konta.minupuch proteind ethanolem
proteinu

Lyze membran

erytrocytU chaotropnich paramagnetickych

soli kulicek

* Proizolaci DNA je zpracovan cely objem odebraného primarniho * Pritéto izolaci je pouzito 400 ul vzorku.

vzorku (obvykle 5 — 10 ml PK, 2 — 5 ml KD). * \\'vhodou metody je rychlost izolace. Z tohoto dlvodu je preferovana
* VWyhodou metody je vysoky vytézek a kvalita ziskané DNA. pro statimova vysetreni.
* Nevyhodou je casova narocnost. * Nevyhodou jsou nizsi vytezky ziskané DNA s nizsim faktorem Cistoty

a nedostatecné odmyti reagencii (napriklad degradovanych proteinu),
které mohou inhibovat PCR.

Vysledky

Vysledky vsech stanoveni byly statisticky zpracovany neparametrickym Wilcoxonovym testem.

STR analyza qPCR
U vysledku kvantifikace robustnéjsi metodou STR byl zjiStén statisticky Pri kvantifikaci citlivéjsi metodou gPCR byl zjistén statisticky vyznamny rozdil
nevyznamny rozdil (p=0,9339). (p=0,0019). Vysledna hodnota naméreného chimerismu se lisila v zavislosti na

— nezéleZi na zvolené metodé izolace DNA zvolene metode izolace.

—p» obé metody jsou vhodné k rutinnimu stanoveni —» mechanismus a moznosti izolacni metody ovlivnuji vyslednou kvantifikaci
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Zaver

Pro potransplantacni monitorovani bunécného onemocneéni. Pro zajisténi relevantnosti pracovisti izolovana metodou dle Millera, pouze pri
chimerizmu je zasadni sledovat trend miry a kontinuity vysledku je vhodné pouzivat stejny statimovych vysetrenich nebo u hypobunécnych
chimerismu v ¢ase. Narustajici hodnoty zpusob izolace, a to zejména pfri pouziti citlivé vzorku je pouzita automaticka izolace pristrojem.
chimerismu by mohly naznacovat relaps metody gPCR. Rutinné je tedy DNA na nasem
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