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Cil studie: Analyzovat moZnosti detekce volné DNA v plazmé, jako ukazatele akutni rejekce u pacientti po transplantaci
srdce, a overit vyuziti metody pro diagnostické ucely.

Metodika: Pomoci metody retézové polymerazové reakce (PCR) jsme analyzovali pfitomnost raznych tisekti DNA v plazmé
u pacientdl po transplantaci srdce.

Vysledky: Na nékolika ukazatelich DNA jsme prokazali, Ze citlivost analyzy PCR neni dostate¢na (detekce fedéni je maxi-
malné okolo 1 : 50) pro prukaz nizké koncentrace darcovské DNA v plazmé prijemce v piipadé€ pouziti forenznich markert
¢i béZnych dvoualelickych polymorfismti. Prokazali jsme asi 40% pfitomnost Y chimerismu v tkanich ziskanych z Zenskych
aort, coz dale sniZuje moZnost pouZiti PCR pro specifickou detekci volné DNA. Nicméné, pouZiti nested PCR umozni
detekci volné DNA (v pripadé€ analyz nekompetujicich tsekti DNA) darcovského puvodu i pri fedéni 1: 1 000 000.

Zavér: Vzhledem k nizké citlivosti PCR pro danou aplikaci a vysoké mife chimerismu je nepravdépodobné, Ze by detekce
pomoci volné DNA mohla byt v blizké budoucnosti pouzita k rutinnimu vySetfeni akutni rejekce.
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Aim of study: To evaluate the possibility of detecting free DNA (as a marker of acute rejection) in the plasma of patients
after heart transplantation.

Methods: Using PCR, different genetic markers were analyzed in the plasma of patients undergoing heart transplanta-
tion.

Results: Using several genetic markers, we have shown that PCR is not sensitive enough (detecting dilution max ~ 1 : 50)
to demonstrate low levels of free plasma DNA of donor origin in cases where forensic markers or diallelic polymorphisms
are used. In the tissue of female aortas, Y chromosome-specific DNA was shown to be present in ~ 40% of cases.
Conclusions: Given the low sensitivity of the method used and high prevalence of chimerism, free plasma DNA is unlikely
to be used for routine detection of acute rejection in the near future.
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Uvod 4000 vykonu ro¢né. V IKEM byla v obdobi od ledna

1984 do ledna 2008 OTS provedena u 672 nemocnych
Ortotopicka transplantace srdce (OTS) predstavuje s vysledky srovnatelnymi se svétovymi registry: rocni
zavedenou metodu 1é¢by termindlni faze srdeéniho  prezivani dosahuje 80% a pétileté 50%.? V posttrans-
selhani. Prvni transplantace byla provedena pred plantacnim priibéhu se setkdvame s radou kompli-
40 lety,Y v soucasné dobé se registruje ve svété asi kaci, z nichZz mezi vyznamné patifi odhojovani

*Tato prdce byla podporena grantem & 8547-3/2005, IGA MZ CR.
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(rejekce) St€pu. Tato komplikace predstavuje spolecné
s infekcemi, nadory a koronarni nemoci $tépu nejcas-
t&j8i pricinu morbidity a mortality nemocnych po
OTS.® Do jednoho roku po OTS je akutni rejekce vedle
infekci dokonce vedouci pri¢inou morbidity a morta-
lity pfijemct1.?

Diagnostika rejekce je zaloZena na hodnoceni
vzork ziskanych pri endomyokardialni biopsii (EMB),
kterou je nutno provadét opakované, v ¢asném obdo-
bi po transplantaci v kratkych (jeden tyden aZ jeden
meésic) €asovych intervalech. Metoda je invazivni,
predstavuje diskomfort a zatéZ pro pacienta a jeji
provadéni neni zcela bez rizika. VySetfeni vzorku
myokardu nepostihuje vSechny aspekty procesu
rejekce a dokumentuje pouze momentalni stav bez
moznosti posoudit vyvoj v mezidobi. Rejekce nemusi
postihnout §t€p rovnomérng, ziskané vzorky z né-
kolika mist endomyokardu nemuseji nutné proces
zachytit. Vzhledem k témto kritickym vyhradam
k EMB se intenzivné hledaji mozZnosti jiné, pokud
mozno neinvazivni diagnostiky rejekce stépu.“?

Jednou z teoretickych moznosti detekce akutni
rejekce (AR) by mohlo byt sledovani pritomnosti volné
nebunécéné DNA (vDNA) darcovského ptivodu v séru
jedinct s OTS. Darcovskd DNA se muZe uvolnit do
obéhu prijemce po zaniku buriky St€pu (nekréza,
apoptéza) v priibéhu AR podobn¢, jako jsou v prubé-
hu AR uvolniovany napf. troponiny a isoformy kreatin-
kinazy, jejichZ senzitivita a specificita vSak neni podle
jednotlivych studii uspokojiva.®

Oc¢ekavanou vyhodou oproti EMB je kromé nein-
vazivniho charakteru vySetfeni zejména to, Ze VDNA
darce v séru prijemce by mohla citlivéji odraZet rozsah
poskozeni myocytdl v celém srde¢nim Stépu. Oproti
ostatnim laboratornim technikdm se predpokladalo,
Ze tato metoda by se méla vyznacovat vyssi senzitivi-
tou (danou metodikou vySetfeni - fetézova polymera-
zova reakce [PCR]) a relativné vyS85i organovou
specificitou (bude odraZet poSkozeni tkani obdrzené
darcem - v tomto pripadé srde¢niho Stépu).

Cilem prace bylo posoudit moZnost detekce vDNA
darcovského ptivodu v krvi piijemce (VDNA chimeris-
mus) pomoci metody PCR. V pripadé pozitivni identi-
fikace VDNA jsme planovali posoudit vztah mezi
pfitomnosti vDNA a nalezem rejekce Sté€pu, tedy
korelace s vysledkem biopsie.

METODIKA

Soubor nemocnych

Do studie bylo zarazeno celkem 96 (82,8%) z celko-
vého poc¢tu 116 nemocnych, u nichZ byla v IKEM
provedena ortotopickd transplantace srdce (OTS)
v letech 2005-2007. U v8ech nemocnych byla pouZi-
ta bikavalni technika OTS. Sedmdesat sedm pacientt
(80%) bylo operovano v urgentnim poradi, z toho 22
na mechanické srdec¢ni podpore. Zakladni charakte-
ristika souboru pfijemcti a darcu je uvedena v tabul-
ce I. V prabéhu sledovani zemielo osm pacientt (8,3 %)
za 6 tydnu aZ 23 mésict po operaci.

VyS§etfeni nemocného, piiprava, vlastni provedeni
transplantace i nasledna péce — vSe se provadélo podle
zavedenych pravidel programu OTS, ktery se v IKEM
uskuteénuje od roku 1984.7 Vsichni nemocni byli
v dobé vySetreni, pred zarazenim na cekaci listinu,
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Tabulka |
Zakladni charakteristika darcti a prijemct

Piijemci

Pohlavi (M/Z ) 70/26

Primeérny vék

(vékové rozmezi) 48,8 18-74

Zakladni diagnéza ICHS 36 37.5 %
DKMP 48 50,0 %
Ostatni
(RCHS, VVS) 12 12,5 %

Darci

Pohlavi (M/Z) 76/20

Prameérny vék

(v€kové rozmezi) 38 13-60

ICHS - ischemicka choroba srde¢ni, DKMP - dilata¢ni
kardiomyopatie, RCHS - revmaticka choroba srdeéni,
VVS - vrozena vada srdec¢ni

seznameni s protokolem studie a podepsali informo-
vany souhlas.

Endomyokardialni biopsie
Protokolarni EMB byly provadény podle nasledujiciho
schématu:

Doba od OTS Intervaly EMB
0-1 meésic jednou tydné
1-3 mésice dvakrat mésicné

3-6 mésict
6-12 meésicu

jednou meésicné
po tfech mésicich

Béhem sledovani bylo provedeno celkem 1156
endomyokardialnich biopsii. Vyskyt epizod bunécné
rejekce je uveden v tabulce II. Stupern rejekce jsme
hodnotili podle Banffské klasifikace.®

Odbéry vzorkd, izolace a zpracovani DNA
V dobé¢ transplantace byly odebrany vzorky tkané
z aort darce i prijemce srdce. Vzorky periferni krve
k analyze pritomnosti vDNA darcovského ptivodu byly
odebirany v den EMB, vzdy pfed provedenim tohoto
vySetfeni.

Jaderna DNA darcu i prijemctt byla izolovana
z aortalnich vzorku pomoci vysolovaci metody.®

Plna krev byla centrifugovdna 10 minut pri
3500 rpm (rotations per minute). Ziskana plazma byla
recentrifugovana dalSich 10 minut za stejnych pod-
minek. Vrchnich 200 pl plazmy bylo pouZito k izola-
ci volné DNA pomoci kitu Nucleospin Blood Quick
Pure (Macherey-Nagel, Duren, Némecko). UspéSnost

Tabulka Il
Vyskyt epizod bunééné rejekce (podle Banffské klasifikace)
N %
Bez rejekce 43 44,8
1 epizoda Banff 2 19 19,8
> 1 epizoda Banff > 2
a/nebo opakované rejekce 34 35,4
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izolace DNA byla prokazana amplifikaci ¢asti genu
pro interleukin-6.

Zpracovavani vzorku

Z duvodu vylouceni mozZnosti kontaminace v pripadé
analyz pritomnosti chromosomu Y byly vzorky zpra-
covavany pouze Zenami-laborantkami. Z obdobnych
divodu byly pouzivany vyhradné sterilni Spicky s fil-
trem a experimenty byly pfipravovany ve sterilnim
boxu (sterilovani UV zarenim). Analyzy byly provede-
ny dvakrat v rtiznou dobu, abychom minimalizovali
moznost faleSné pozitivnich/negativnich vysledku
a v pripadé neshody byly analyzy opakovany.

Metodiky PCR pro detekci raznych alel DNA

Pro analyzu senzitivity metody PCR pro detekci rtiz-

nych alel DNA jsme pouZili dvé varianty DNA:

1. Polymorfismus VNTR (variable number of tandem
repeat) v genu pro NOs

2. C-572G variantu v genu pro interleukin-6

Pro analyzu pritomnosti akutni rejekce pak markery:

1. chromosom Y

2. polymorfismus inserce/delece [I/D] v genu pro
angiotensin konvertujici enzym [ACE]

RH faktor

markery SO1, SO5 a S10

RS - 284

IL-RA VNTR

SR

Chemikalie PCR byly pouZity od firmy Fermentas
(Burlington, Kanada) a zakladni protokol PCR byl
nasledujici: smés PCR sestavala z (celkovy objem
25 pl) 1krat PCR pufr, 0,2 mmol/1 kaZdého nukleo-
tidu, 1,5 mmol/1 MgCl,, 0,1 U Taq DNA polymerazy,
1 pmol/1 primert a ~1 pl DNA (20-100 ng). DNA byla
amplifikovana na pfistroji PCR Dyad (MJ Research,
Waltham, USA) za nésledujicich podminek: pocate¢ni
denaturace 96 °C (3 min); nasledujicich 35 cykla
95 °C (15 s), annealing 72 °C (30 s). Annealing pro
jednotlivé metody a sekvence pouZitych oligonukleo-
tida jsou shrnuty v tabulce III, PCR byla ukonc¢ena
amplifika¢nim krokem 72 °C (3 min).

Pro analyzu markerti na chromosomu Y a v genech
pro ACE a Rh faktor byla pouzita metoda nested
PCR.

VYSLEDKY

Na nékolika ukazatelich DNA jsme prokazali, Ze cit-
livost analyzy PCR neni dostate¢na (detekce redéni
maximalné okolo 1 : 50) pro prukaz nizké koncentrace
darcovské DNA v plazmé piijemce v pripadé pouZiti
forenznich markerti (obrdzek 1) ¢i béznych dvouale-
lickych polymorfismu.

Pro analyzu pomoci inserce/delece [I/D] jsme
vybrali v kardiologii ¢asto sledovanou variantu v genu
pro ACE.19 Pfi analyze darctu a piijemctt se vSak
ukazalo, Ze z celkového poctu 96 vySetrenych pouze
11 jedinct s genotypem DD obdrZelo srdce s alespori
jednou alelou I. U jediného z nich byla prokazana
rejekce. Celkem sedm nositeltt genotypu DD pak
obdrZelo srdce s alesponl jednou alelou I. U Zadného
z téchto pacientt se vSak neobjevily znamky akutni
rejekce (stupenl 3). Navic, povaha DNA v oblasti va-
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Obr. 1 Sériové fedéni DNA od dvou odlisnych genotypti NOs;
pii fedéni 1 : 25 fedéna DNA neni detekovatelna (1-1 : 5,
2-1:25,3-1:50,4-1:100, 5-1: 200, 6-1 : 500, 7-1 : 1000,
8-1: 10000, 9-1 : 100 000)

rianty I/D genu pro ACE (,Alu repeat®) vedla pri né-
kterych kontrolnich vySetrenich k faleSné pozitivnim
vysledktim.

Dals$im nadé&jnym analyzovanym ukazatelem byla
analyza pritomnosti ¢asti genu, ktery urcuje Rh po-
zitivitu /negativitu. I zde bylo vhodnych kandidatnich
pacientti pouze sedm a podobné nizké pocty by se
daly pouZit pro analyzu dalsich markerti (SO1, SO5,
S10 a RS 284).01

Pritomnost specifické sekvence Y byla analyzovana
pomoci ,nested-real-time* PCR ve vzorcich aort
explantovanych a transplantovanych Zenskych srdci;
tuto sekvenci jsme prokazali u 19 z celkem 40 analy-
zovanych vzorkt (priklady ukazuje obrdzek 2). Chi-
merismus byl c¢asté&ji pritomen v aortach
transplantovanych (darce - jedenact organt ze 17
analyzovanych, 65,7 %) neZ v aortach explantovanych
(prijemce — osm organu z 23, 34,8%). Nalezli jsme
tendenci k vy$Simu vyskytu rejekénich epizod u dar-
cu s nalezem specifické sekvence Y, rozdil vSak nebyl
statisticky vyznamny (tabulka IV).

DISKUSE

Pritomnost velkého mnozZstvi nebunécéné (volné) DNA
(vVDNA chimerismus) v krvi ¢lovéka byla poprvé pro-
k&zana u nemocnych s nékterymi nadorovymi one-
mocnénimi.? Nasledné byla prokazana pritomnost
vDNA chimerismu i u gravidnich Zen"*!¥ a v soucas-
né dobé€ je znamo, Ze piitomnost vDNA v séru (i kdyz
v nizké koncentraci) je béZny fenomén, detekovatelny
i u zdravych jedinct1.t®

Pouziti metody PCR, kdy dochazi k mnoharadové-
mu zmnoZeni hledaného tseku DNA, se zdalo nadéj-
nym prostfedkem k ziskani informace o pfitomnosti

dF/dT -

Obr. 2 Pritomnost specifické sekvence Y byla analyzovana
pomoci PCR ,nested-real-time* ve vzorcich aort explantova-
nych a transplantovanych Zenskych srdci

A - vzorky bez prokdzaného chimerismu Y, B - vzorky
s prokdzanym chimerismem Y
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Tabulka lll

Oligonukleotidy a PCR charakteristiky pouZitych metod

Gen Primery Teplota annealingu (°C)

NOS F 5’ACCCCTGGAAGCCTACAACTGCAT 70
R 5"GCCACTGCACCCTAGCCTGTCTCA

ACE F 5'CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 62
R 5" GACGTGGCCATCACATTCGTCAGA

ACE Inserce Nested PCR F 5" TTAGTAGAGACGGGGTTTCACCGTTTTAGCC 70
R 5 TGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAGG

ACE Delece F 5’ AAGCACGCCCCTCACAGGACTGC 63.9
R 5'AAAAGTGACTGTATAGGCAGCAGGTGT

ACE Delece F 5" TCTGCAGCATGTGCCCAGGCCG 66

Nested PCR R 5 GTATAGGCAGGTGTAGAGAAATGGG

SEX-Y F 5°CGCATTCATCGTGTGGTCTCG 57
R 5 TTTTCGGCTTCAGTAAGCATTTTCC

SEX-Y F 5" TCAGAGGCGCAAGATGGCTC 57

Nested PCR R 5’AGTAAGCATTTTCCACTGGTATCCC

RH faktor F 5’ AAGTTCCCCTGGGTGTCTGAAGCCCTTCCATC 55
R 5 TCTCCCCTCCGAGCTCTCAAGCTGATACC

RH faktor Nested PCR F 5’ AAGCCCTTCCATCATGATTCATTTCTTTG 55
R 5 TACCAGCTAACCACATTTTACAGACAAGG

RS-284 F 5’AGCCACTAAACCTCAGAGACATACATA 60
R 5"AACCAGCTTACAGACACAATCCAC

RS-284 Nested PCR F 5°ACAAACCTATGGGTTAGC 57
R 5"’AGATCCACTATGCCTAATCC

SO1A FIR F 5°GGTACCGGGTCTCCACATGA 57
R 5" GGGAAAGTCACTCACCCAAGG

SO1A F2R F 5°GTACCGGGTCTCCACCAGG 57
R 5" GGGAAAGTCACTCACCCAAGG

S05A FIR F 5’ AAAGTAGACACGGCCAGACTTAGG 57
R 5"CATCCCCACATACGGAAAAGA

SO05A F2R F 5’ AGTTAAAGTAGACACGGCCTCCC 57
R 5"CATCCCCACATACGGAAAAGA

S10A FIR F 5°GCCACAAGAGACTCAG 57
R 5 TGGCTTCCTTGAGGTGGAAT

S10A F2R F 5" TTAGAGCCACAAGAGACAACCAG 57
R 5 TGGCTTCCTTGAGGTGGAAT

IL-RA F 5°CTCAGCAACACTCCTAT 52
R 5 TCCTGGTCTGCAGGTAA

IL-RA Nested PCR F 5°CCTATTGACCTGGAGCACAG 55

R 5’AGGTAAATAGAAGATTAAACC

cizorodé DNA. Nicméné, jak jsme popsali dfive (ana-
Iyzou uméle pripravenych smési produktti PCR,
obsahujicich rtzné alely v jiném pomeéru nez 1 : 1),
moznost spolehlivé detekce méné koncentrované alely
konéi pfiblizné pfi fedéni 1 : 10 az 1 : 50.!9 Podobné
vysledky byly revidovany recentné i jinymi autory,*?
a zda se tak, Ze pouZiti variant VNTR pro diagnostiku
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AR nebude mozné pri pouziti soucasnych metod
molekularni genetiky.

Problém kompetice tiiseku DNA pii PCR vSak odpada
v pripadé, Ze by k detekci akutni repekce byly pouZi-
ty prisn€ specifické tiseky DNA. Opakované je vyuZi-
vana detekce specifickych usekti chromosomu Y,
pokud je prijemcem muZského srdce Zena. Takové
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Tabulka IV
Vyskyt rejekénich epizod; u darct s prokdzanou
pritomnosti specifické sekvence Y jsme nalezli
nevyznamnou tendenci k vy$S§imu vyskytu

N Akutni rejekce Bez
(Banff 2-4) rejekce
Darce 17 Y pozitivni 63,7% 36,3% NS
Y negativni 33,7% 66,3 %
Piijemce 23 Y negativni 50% 50% NS
Y pozitivni  35,7% 64,3%

pripady vSak jsou relativné malo ¢asté. Teoreticky je
vSak mozné vyuzit predevSim varianty genu 1/D, kdy
prijemce s obéma dele¢nimi alelami dostane srdce
s alespon jednou alelou inseréni, nebo s obéma alela-
mi inserénimi dostane alespori jednu alelu dele¢ni.

Popsali jsme, Ze v pfipadé analyzy sekvence speci-
fické pro chromosom Y je skute¢né moZné detekovat
pritomnost vDNA v pfipadé akutni rejekce organu.!®
I tato metoda vSak ma, jak se ukazalo, sva necekana
uskali dana pfitomnosti tkanového chimerismu.!719

Chimerismus je stav, kdy v jednom organismu jsou
pritomny burky jiného organismu. Pokud mnoZstvi
téchto ,cizorodych® bunék prekroc¢i jedno procento,
hovori se o chimerismu; v prfipadé¢ (mnohem casté&ji
se vyskytujici) nizsi frekvence se hovori o mikro-
chimerismu. Pvodcem chimerismu mohou byt pre-
devsim aplikované transfuze a prodélané (i nedokon-
¢ené) gravidity.

Rizné vysoka mira chimerismu v riiznych organech
byla prokdzana i jinymi autory za pouZiti jinych
markert DNA. Zda se tak, Ze pouziti detekce volné
DNA v plazmé pri analyze organové rejekce nebude
davat spolehlivé vysledky. Pritomnost chimerickych
bunék v tkanich darce, ale i prijemce, vyrazné sniZi
vypovédni hodnotu analyzy volné DNA.

Fenomén chimerismu muZe mit vliv i na rozvoj
tolerance Stépu. Diive jsme ukazali, Ze dlouhodobé
krivky preZivani Zenskych prijemct srdce jsou piiz-
nivéjéi nez u prijemctt pohlavi muzského.® Tento
rozdil neni dosud spolehlivé vysvétlen. Lze spekulovat,
Ze zlepSené prezivani souboru Zen zptisobuje podsku-
pina s pritomnosti tkanového chimerismu, ktera je
zvyhodnéna proto, Ze chimerismus zde funguje jako
urc¢ita forma ,imunologického preconditioningu®.
Naopak je znamo, Ze osud Stépu od darct Zenského
pohlavi je obvykle horsi neZ od darct pohlavi muZské-
ho. Zde by mohla hrat roli vétsi zatéZ cizorodym
genetickym materidlem v podskupiné ,chimerickych*®
darct. Tyto skutec¢nosti jsou nameéty pro dalsi vyzkum,
ktery by mohl prispét k feSeni extrémneé duleZité otaz-
ky tolerance §tépu po organovych transplantacich.!®

Vyuziti metody polymerazové reakce v diagnostice
rejekce ptijde pravdépodobné jinou cestou. V posled-
ni dobé& se objevuji prace, které analyzuji expresi
definovanych genti (v leukocytech), jeZ maji vztah
k aktivaci imunitniho procesu a nélezy koreluji s vy-
skytem rejekce (metoda ,Gene Expression Profiling“
(GEP) — AlloMap.?® Pro tyto tucely bylo definovano
jedenact kandidatnich genu, u kterych je znamo, Ze
se Ucastni raznych fazi aktivace imunitniho procesu
a vzniku rejekce Stépu. Dosavadni vysledky ukazaly,
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Ze pritomnost/nepfitomnost exprese této skupiny
gent dovoli rozliSit pacienty bez rejekce od téch, kde
je pritomna rejekce vySsiho stupné (= 3A podle
Banffské klasifikace); ROC 0,80 pro obdobi > Sest
meésictt a 0,86 > jeden rok po transplantaci. Z prak-
tického hlediska je predevsim podstatna velmi vysoka
spolehlivost (> 99%) detekce nepiitomnosti stfedni
nebo téZké rejekce u pacientli, ktefi jsou déle nez
jeden rok po transplantaci. To by dovolilo zcela opus-
tit reZim protokolarnich biopsii. Metoda byla ovéro-
vana ve vétsi klinické studii (Cardiac Allograft
Rejection Gene Expression Observational - CARGO
Study). Na zakladé vysledkt byl navrZen model sle-
dovani rejekce doporucovany u stabilnich pacientu,
ktefi jsou vice nez dva mésice po transplantaci.?!

V soucasné dobé probiha ve tfinacti transplantac-
nich centrech v USA a Evropé dalsi velka studie, ktera
predpoklada zarazeni 500 pacientt (CARGO II). Cilem
je zodpovédét otazky, které vznikly po zpracovani
vysledkt predchozi studie, napi. prediktivni hodnota
vysokého skoére exprese pro nasledny vznik rejekce,
detekce humoralni rejekce a koronarni nemoci, zhod-
noceni podskupiny s vysokym skoére exprese a nega-
tivni biopsii, vliv individualnich imunosupresivnich
protokolti. Kone¢nym cilem je zjistit, zda imunosupre-
sivni profylaxe vedena podle vysledkti metody GEP
zlep$si klinicky prubéh v oddaleném obdobi po trans-
plantaci, ktery se pres veSkeré pokroky dosud neda-
i uspokojivé ovlivnit.

ZAVER

Podle soucasnych poznatku a s vyuzitim recentnich
metod se zda, Ze analyza volné DNA darcovského
ptvodu v plazmé prijemce nebude vhodnou metodou
pro analyzu akutni rejekce po transplantaci srdce.
Forenzni analyza narazi na vzajemnou kompetici
vysoce variabilnich tisektit DNA béhem PCR. PouZiti
analyz nekompetujicich sekvenci z I/D variant by
nutné znamenalo analyzu minimalné deseti riiznych
markerta. Zakladnim pfedpokladem by pak bylo
i vylou¢it (nebo presné€ charakterizovat) jakykoli
chimerismus jak u darce, tak u prijemce. To by
zkomplikovalo predtransplantac¢ni vySetfeni a pocet
jedinct, kde by obé€ tato vySetfeni byla negativni, by
patrné nepiekrocil 10% pacientti.
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