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ABSTRAKT 

 Geny tvořící hlavní histokompatibilní systém se nacházejí na krátkém raménku 

chromozomu 6 a kódují povrchové glykoproteiny (HLA glykoproteiny), které zajišťují 

prezentaci vlastních a cizích peptidů na buněčném povrchu. Ty jsou následně rozpoznávány T-

lymfocyty a dalšími buňkami imunitního systému. Když je komplex HLA-peptid rozpoznán 

jako cizí, dochází k aktivaci T-lymfocytů a dalších složek imunitního systému, a k eliminaci 

cizorodých buněk. Zejména z tohoto důvodu je inkompatibilita HLA mezi dárcem a příjemcem 

při transplantaci krvetvorných kmenových buněk (HSCT) původcem silné imunitní odpovědi 

proti transplantovaným buňkám, a je tedy hlavním kritériem při výběru vhodných dárců 

kmenových buněk.  

            Tato práce stručně shrnuje dosavadní poznatky o struktuře a funkci HLA antigenů I. a 

II. třídy. Zaměřuje se na techniky HLA typizace, mezi něž patří serologické metody a dále 

moderní techniky molekulárně-genetické typizace založené na metodách PCR a sekvenace 

druhé generace (next-generation sequencing), postupy a význam pro HSCT. Dále se zabývá 

samotnými procesy HSCT a přípravnou terapií, ale hlavní důraz je kladen na význam HLA 

inkompatibility mezi příjemci a dárci kmenových buněk a jejich vliv na výsledek HSCT. 
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ABSTRACT 

 The genes of the major histocompatibility complex are located on the short arm of 

chromosome 6 and encode surface glycoproteins (HLA glycoproteins), which ensure the 

presentation of self and foreign peptides on the cell surface. These glycoproteins are 

subsequently recognized by T-lymphocytes and by other cells of the immune system. When the 

HLA-peptide complex is recognized as foreign, T-lymphocytes and other components of the 

immune system are activated, and the foreign cell is destroyed. Therefore, in hematopoietic 

stem cell transplantation (HSCT), HLA incompatibility between donor and recipient causes a 

strong immune response against the transplanted cells, and is therefore a major criterion in 

selecting suitable stem cell donors. 

            This work briefly summarizes the current knowledge about the structure and function 

of HLA class I and class II antigens. The work focuses on HLA typing techniques to help 

understand the HLA system, which include serological typing methods, as well as modern 

molecular typing methods based on PCR and next-generation sequencing, and their relevance 

for HSCT. We also focus on HSCT processes and preparatory therapy, but the main emphasis 

is on the importance of HLA incompatibilities between stem cell recipients and donors and their 

effect on HSCT outcome. 
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Seznam zkratek 

APC  buňka předkládají antigen  antigen-presenting cell 

CLIP       class II-associated invariant chain 

peptide 

DNA  deoxyribonukleová kyselina  deoxyribonucleic acid 

GvH  štěp proti hostiteli   graft-versus-host 

GvHD  reakce štěpu proti hostiteli  graft-versus-host disease 

GvL efekt  reakce štěpu proti leukémii  graft-versus-leukemia effect 

HLA  hlavní lidský antigen   human leucocyte antigen 

HvG  hostitel proti štěpu   host-versus-graft 

HSCT transplantace krvetvorných   hematopoietic stem cell     

 kmenových buněk   transplantation 

IFNγ  interferon gama 

Ig   imunoglobulinová doména  immunoglobuline domain 

Ii   invariantní řetězec   invariant chain 

KIR  inhibiční receptor NK buněk  killer inhibitory receptor 

MHC  hlavní histokompatibilní komplex major histocompatibility complex 

MICA       MHC class I polypeptide-related  

sequence A 

MIIC       MHC class II loading Compatment 

PCR  polymerázová řetězová reakce polymerase chain reaction 

PLC  peptide-loading komplex  peptide-loading complex 

SBT       sequence based typing 

SSOP  PCR se sekvenčně specifickými  PCR – sequence specific  

   oligonukleotidovými sondami oligonucleotide probe 

SSP  PCR se sekvenčně specifickými PCR – sequence specific primer 

   primery 

TCE  T-buněčný epitop   T-cell epitope 

TCR  receptor T-lymfocytů pro antigen T-cell receptor 
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1 Úvod 

Geny hlavního histokompatibilního systému jsou hlavním kritériem při výběru vhodného 

dárce pro transplantaci krvetvorných kmenových buněk (Spellman et al., 2008). Neshody 

v HLA mezi dárcem a příjemcem způsobují patologické reakce, jako jsou GvHD anebo relaps 

onemocnění. Objevy v oblasti HLA typizace umožnily jak hlubší pochopení polymorfismu 

HLA komplexu, tak i zlepšení vyhledávací strategie dárců kmenových buněk. 

Tato práce se zabývá velmi stručně současnými znalostmi struktury, genetiky a 

polymorfismu HLA komplexu a jeho vlivu na výsledek transplantace krvetvorných kmenových 

buněk. 

 

2 Hlavní histokompatibilní systém 

Hlavní histokompatibilní systém (MHC) vznikl nejspíše při tzv. MHC – big bangu 

(Rached et al., 1999). Tak se označuje duplikační událost v evoluci obratlovců, při které došlo 

k vytvoření paralogních genových oblastí, tedy genů vzniklých duplikací genů původních 

(ancestrálních). V lidském genomu se vyskytují tři takovéto homologní genové oblasti, které 

obsahují velký počet genů. Výše zmíněná duplikace umožnila evoluci hlavního 

histokompatibilního systému u obratlovců (Flajnik, 2014), který umožňuje imunitnímu systému 

sledovat vnitřní a vnější prostředí. Staré a nepotřebné proteiny jsou buněčným metabolismem 

rozkládány a jejich fragmenty jsou následně prezentovány jako peptidy na buněčném povrchu 

v kapsách HLA antigenů I. třídy, zatímco extracelulární antigeny jsou prezentovány 

imunitnímu systému HLA antigeny II. třídy (Doherty & Zinkernagel, 1975).  

Rozpoznání vlastních a nevlastních antigenů je závislé na genetickém pozadí jedince. 

Skupina genů zodpovědná za rozpoznání cizích antigenů byla u myší pojmenována 

histocompatibility-2 (H-2) (Klein, 1986; Snell, 1978). Stejná genová rodina byla později 

nalezena i u člověka, kde kóduje povrchové antigeny způsobující agregaci dárcovských 

leukocytů po transfúzích krve (Degos, 2009). Tyto povrchové antigeny jsou kódovány geny 

patřícími do hlavního histokompatibilního systému (MHC), u člověka nazýván Human 

Leucocyte Antigens (HLA) (Nakamura et al., 2019). MHC systém hraje důležitou roli při 

transplantaci, kdy je orgán nepříbuzného jedince transplantován jinému (Moreso et al., 2018).  
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2.1 Polymorfismus MHC 

U lidí bylo zjištěno velké množství (alelických) variant pro každý HLA gen (de Groot 

et al., 2016; de Groot et al., 2015). Polymorfismus HLA komplexu je spojen s jejich funkcí 

prezentovat peptidy imunitnímu systému (Horton et al., 2008) a tato variabilita tak ovlivňuje 

rozmanitost prezentovaných peptidů (Parham et al., 1988). Jelikož množství genových 

polymorfismů se rovněž nachází v promotorových a nepřekládaných oblastech HLA genů, tyto 

variace mohou ovlivnit expresi HLA molekul. Molekuly HLA hrají roli v imunitních reakcích 

proti infekcím, v auto-imunitních procesech a v protinádorové imunitě (Jongsma et al., 2019).  

Všechny HLA geny jsou lokalizovány na krátkém raménku chromozomu 6 (Mungall et 

al., 2003). Komplex HLA genů je tvořen genovými lokusy HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-

DR, HLA-DQ a HLA-DP (Nakamura et al., 2019) a je rozdělený na 3 regiony. V prvním a 

druhém regionu jsou lokalizovány klasické a neklasické HLA geny. Klasické geny jsou 

rozděleny podle funkce na HLA I. třídu (HLA-A, HLA-B a HLA-C) a HLA II. třídu (HLA-

DR, HLA-DQ a HLA-DP). Kombinace těchto polymorfních alel vytváří obrovské množství 

výsledných haplotypů (Nakamura et al., 2019). Pod tímto termínem rozumíme sadu genů, která 

je děděna společně, jeden od matky, druhý od otce. HLA alely jsou ve vazebné nerovnováze, 

což znamená, že určité kombinace alel jsou děděny společně a mezi nimi nedochází často 

k rekombinaci (Slavčev & Stříž, 2001).  

 

Obrázek 1. Základní struktura HLA komplexu na chromozomu 6 (Slavčev, 2019) 
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2.2 HLA antigeny 

HLA molekuly jsou glykoproteiny a jsou zásadní pro správné fungování imunitního 

systému, jak bylo výše uvedeno (Hořejší Václav et al., 2017a).  

 

2.2.1 HLA antigeny I. třídy 

Hlavní funkcí HLA molekul I. třídy je prezentace antigenů T-lymfocytům (Geraghty et 

al., 1987). Transkripce těchto genů je regulována pomocí NLRC5 regulátoru (Jongsma et al., 

2019).  

Pouze limitovaný polymorfismus projevují neklasické HLA molekuly I. třídy, mezi 

které se řadí HLA-E, HLA-F, HLA-G, MICA (MHC class I polypeptide-related sequence A) a 

další. Tyto glykoproteiny zastávají různé funkce v imunitním systému (Rich R. Robert et al., 

2019), jako například přispívání k toleranci plodu v děloze (HLA-G), protinádorové imunitě 

(HLA-E) (Hořejší Václav et al., 2017b). 

 

2.2.2 HLA antigeny II. třídy 

Mezi HLA molekuly II. třídy patří HLA-DR, HLA-DP a HLA-DQ, které jsou kódovány 

dvěma geny. Jeden gen kóduje α-řetězec a druhý β-řetězec. Geny HLA-DRA1, HLA-DQA1 a 

HLA-DPA1 kódují výše zmíněné α-řetězce, a HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA 

DRB5 (HLA-DRB3/4/5), HLA-DQB1 a HLA-DPB1 kódují β-řetězce. Geny HLA II. třídy jsou 

lokalizovány blíže k oblasti centromery než geny HLA I. třídy (Shiina et al., 2009). 

 

2.3 Struktura HLA antigenů 

 

2.3.1 Struktura HLA antigenů I. třídy 

HLA glykoproteiny I. třídy jsou složeny z těžkého α-řetězce sestaveného z α1, α2 a α3 

domén. Alfa-řetězec se nekovalentně váže na β-2 mikroglobulin a vytváří tak molekulu HLA I. 

třídy (Natarajan et al., 1999). Hmotnost α-řetězce je 45kDa a hmotnost β-2 mikroglobulinu je 

přibližně 12 kDa (Ploegh et al., 1981). Domény α1 a α2 spolu vytváří peptid-vazebný žlábek, 

kam se váží intracelulárně derivované anebo virové peptidy (Natarajan et al., 1999). HLA 

molekuly I. třídy mají transmembránovou doménu, která zajišťuje zakotvení  
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v buněčné membráně (Ploegh et al., 1981). Stabilní struktura vzniká až po navázání 

proteolyticky derivovaného peptidu do peptid-vazebného žlábku (Elliott et al., 1991).  

U HLA glykoproteinů I. třídy je vazebný žlábek uzavřený. Do peptid-vazebného žlábku 

se tak mohou vázat pouze peptidy/fragmenty o délce 8-10 aminokyselin. Pro správnou vazbu 

peptidu jsou důležité jeho koncové aminokyseliny (Matsumura et al., 1992). Různé alelické 

formy HLA molekul vykazují odlišný tzv. vazebný motiv, který předurčuje, jaké peptidy se 

budou moci vázat (Hořejší Václav et al., 2017c).  

 

2.3.2 Struktura antigenů HLA II. třídy 

Jak již bylo zmíněno, HLA glykoproteiny II. třídy jsou tvořeny dvěma řetězci. Řetězcem 

α, který tvoří domény α1 a α2, a řetězcem β (Nakamura et al., 2019). Molekulární hmotnost α-

řetězce se pohybuje mezi 33-35 kDa a pro β-řetězec mezi 27-29 kDa (Kaufman et al., 1984). 

V α i β řetězci se nachází transmembránové části, jejichž C-terminální sekvence zajišťují 

ukotvení v membráně (Kaufman et al., 1984). Oba řetězce jsou spolu spojeny nekovalentní 

vazbou (Brown et al., 1993) a ke vzniku stabilní struktury dochází, stejně jako u HLA I. třídy, 

až po navázání peptidu do vazebného místa (Nakamura et al., 2019).  Na rozdíl od HLA 

glykoproteinů I. třídy se na HLA glykoproteiny II. třídy váží delší peptidy, konkrétně o délce 

13-25 aminokyselin. Jejich vazebný žlábek není uzavřený a peptidy mohou „viset“ z vazebné 

kapsy (Chicz et al., 1992). 

K vytvoření HLA molekul II. třídy dochází v endoplazmatickém retikulu. Při skládání 

dochází k vytvoření komplexu s tzv. invariantním řetězcem (Ii), který blokuje předčasnou 

vazbu peptidů (Roche & Cresswell, 1990) a je následně proteolyticky odštěpen po transportu 

komplexu (Wieczorek et al., 2017) do MIIC (MHC class II Loading compatment) (Jongsma et 

al., 2019). Tento komplex je spojen s endocytickou dráhou (Jongsma et al., 2019) a pozdními 

endosomy, kde je invariantní řetězec štěpen katepsinovými proteázami (Wieczorek et al., 

2017). Invariantní řetězec však není odštěpen úplně. Malý fragment CLIP (class II-associated 

invariant chain peptide) zůstává v peptid-vazebném žlábku a stále zamezuje předčasnému 

navázání jiných peptidů (Wieczorek et al., 2017).  

V pozdních endosomech se nacházejí proteolyticky degradované extracelulární 

proteiny, které byly pohlceny buňkou. Tyto peptidy mají vyšší afinitu k vazebnému žlábku než 

fragment CLIP a dojde k jejich výměně (Wieczorek et al., 2017). Výměna těchto fragmentů 

extracelulárními peptidy je katalyzována HLA-DM, která je svou strukturou velice podobná 



5 

 

HLA molekulám II. třídy, ale její peptid-vazebný žlábek je zablokován tudíž nemá schopnost 

vázat a prezentovat peptidy (Pos et al., 2012).  

 

 

Obrázek 2. A Struktura HLA I. třídy. Endogenní antigeny jsou prezentovány v peptid-

vazebném žlábku. B Struktura HLA II. třídy. Exogenní antigeny pohlcené fagocyty jsou 

prezentovány v peptid-vazebném žlábku. (Nakamura et al., 2019) 

 

2.4 Funkce HLA antigenů 

 

2.4.1 Funkce HLA antigenů I. třídy 

HLA molekuly I. třídy jsou glykoproteiny exprimované na všech jaderných buňkách a 

destičkách a prezentují peptidy vzniklé proteolytickým štěpením endogenně exprimovaných a 

virových proteinů. Komplexy peptid-MHC třídy I. jsou všudypřítomně exprimovány (Jongsma 

et al., 2019) a jsou následně na buněčném povrchu rozpoznány receptory (TCRs) cytotoxických 

CD8+ T-lymfocytů (Wieczorek et al., 2017). 

Endogenní peptidy jsou zpracovány v proteazomech a následně transportovány do 

endoplazmatického retikula TAP1/TAP2 transportérem (Jongsma et al., 2019). Hned po 

syntéze těžkého α-řetězce a β-2 mikroglobulinu dochází v lumen endoplazmatického retikula 

k jejich interakci (Wright et al., 2004; Jongsma et al., 2019). Ke složení a navázání peptidu 

dochází uvnitř peptide-loading komplexu (PLC) (Wright et al., 2004), kde se navazují 

endogenní nebo virové vazebné peptidy z proteazomu (Jongsma et al., 2019). V PLC se nachází 
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enzym tapasin, který společně s chaperony katalyzuje navázání zpracovaných endogenně 

exprimovaných a virových peptidů s nejvyšší afinitou k vazebnému žlábku HLA molekuly  

I. třídy (Wright et al., 2004). 

Velmi významná je interakce HLA molekul I. třídy a NK buněk. Na povrchu NK buněk 

jsou tzv. KIR receptory (Killer Inhibitory Receptor), které rozpoznávají HLA molekuly I. třídy 

a při aktivaci inhibují cytotoxickou aktivitu. Zničeny jsou tedy pouze buňky, které na svém 

povrchu z nějakého důvodu neexprimují HLA glykoproteiny I. třídy (Bessoles et al., 2014). 

 

2.4.2 Funkce HLA antigenů II. třídy 

Komplexy peptid-HLA II. třídy se nachází na buněčném povrchu antigen prezentujících 

buňek (APCs) a dále na některých buněčných typech při zánětlivých podmínkách. Mezi APCs 

patří dendritické buňky, B-lymfocyty, makrofágy a aktivované T-lymfocyty (Jongsma et al., 

2019). 

APC(s) endocytózou pohlcují buňky tělu nevlastní, jako například buňky bakterií a hub. 

Pohlcené antigeny jsou degradovány pomocí lysozomů a vzniklé antigenní fragmenty jsou 

prezentovány na povrchu buňky HLA molekulami II. třídy (Sadegh-Nasseri & Kim, 2015).  

Po navázání peptidů s nejvyšší afinitou a jejich prezentaci na povrchu buňky, jsou HLA 

glykoproteiny II. třídy rozeznány TCR (T-cell receptor) CD4+ T-lymfocytů. Po rozpoznání 

dochází k tvorbě cytokinů Th1 a Th2 buňkami (O’Garra, 1998; Sher & Coffman, 1992). Dojde 

tak k produkci IL-2 a IFN-γ Th1 buňkami a IL-4 Th2 buňkami. IL-2 a IFN-γ aktivují 

cytotoxické CD8+ T-lymfocyty a NK buňky schopné zničit buňky obsahující prezentované 

peptidy (Nakamura et al., 2019). IL-4 stimuluje B-lymfocyty. Dojde k produkci protilátek a 

opsonizaci buněk nesoucí HLA molekuly II. třídy (Moore et al., 2001). 

 

3 HLA typizace 

Pod termín HLA typizace spadají metody pro určení individuálních polymorfismů HLA 

antigenů (genů) (Howell et al., 2010). HLA antigeny jsou exprimovány kodominantně, tedy 

dochází vždy k expresi obou HLA genů (Slavčev & Stříž, 2001). Mezi metody HLA typizace 

se řadí serologické typizace a typizace HLA za využití molekulárně genetických metod (DNA 

metody) (Howell et al., 2010).  

HLA shoda je jedním z hlavních kritérií při výběru potencionálních dárců u 

transplantace krvetvorných kmenových buněk (Fung & Benson, 2015), kde je testování 
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zaměřeno hlavně na polymorfické α-řetězce HLA-A, HLA-B a HLA-C, β-řetězce HLA-DR a 

α- a β-řetězce HLA-DQ a HLA-DP. Shoda v HLA komplexu mezi donorem a recipientem je 

nutná pro přihojení alogenních krvetvorných kmenových buněk a pro prevenci vzniku GvHD 

(Fleischhauer, 2019). Testování je zaměřeno zejména na identifikaci polymorfismů v exonech 

2 a 3 pro geny HLA I. třídy a v exonu 2 pro geny HLA II. třídy. Může však dojít k nedostatečné 

nebo změněné expresi HLA molekuly, což je dáno polymorfismy mimo testované exony. Pro 

lépe dosažitelnou typizaci s vysokým rozlišením bylo u příjemců a dárců HSCT přidáno 

testování exonu 4, který kóduje α3 doménu HLA I. třídy a transmembránovou doménu HLA 

II. třídy (Fung & Benson, 2015). 

Významný pokrok v metodách HLA typizace a zlepšení přípravné terapie vedl k tomu, 

že nepříbuzní dárci se stali preferovaným zdrojem krvetvorných kmenových buněk (Auletta et 

al., 2021; Passweg et al., 2022). Moderní techniky typizace HLA s vysokým rozlišením 

umožnily výrazný nárůst počtu dostupných dospělých dobrovolníků zapsaných 

v mezinárodních registrech, a tedy i rychlejší vyhledání vhodného dárce (World Marrow Donor 

Association [WMDA]; https://statistics.wmda.info/). 

 

3.1 HLA nomenklatura 

Nomenklatura HLA komplexu se v průběhu let výrazně měnila. Po zavedení 

molekulárních metod pro účely typizace HLA bylo nutné nomenklaturu HLA výrazně 

aktualizovat (Marsh et al., 2010). Molekulární nomenklatura je, na rozdíl od původní 

serologické, označena hvězdičkou (*) za označením lokusu HLA a následně až 4 poli. Ta jsou 

od sebe oddělena dvojtečkou (:) a každé je jinak definováno: první pole obecně označuje 

skupinu alel, které většinou odpovídají serologickým specifitám, druhé pole definuje specifický 

HLA protein s jedinečnou sekvencí aminokyselin, třetí označuje skupinu alel se synonymní 

nukleotidovou substitucí v kódující oblasti a čtvrté ukazuje rozdíly v nekódujících oblastech 

(Nunes et al., 2011).  
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Obrázek 3. Nomenklatura HLA s rozlišením alel ve čtyřech polích (osm číslic). Obvykle 

předpona HLA následovaná názvem genu a čtyřmi poli alely (Kishore & Petrek, 2018) 

 

Molekulární nomenklatura popsaná výše byla zavedena poté, co nové DNA metody 

HLA typizace odhalily skutečnost, že mnoho serologicky definovaných antigenů je ve 

skutečnosti kódováno více alelami. Ty byly identifikovány a definovány molekulárními 

metodami HLA typizace. Jejich odhalení bylo důležitým krokem vpřed, jelikož jednotlivé alely, 

které kódují stejný serologický HLA antigen, ovlivňují správný výběr dárců pro HSCT (Fung 

& Benson, 2015).  

Typizaci HLA obecně dělíme na typizaci s nízkým a vysokým rozlišením. Typizace 

s nízkým rozlišením je vztažena k prvnímu poli. Typizace s vysokým rozlišením odkazuje na 

druhé pole HLA nomenklatury a je to tedy výsledek typizace HLA na základě DNA (Tiercy, 

2016). Jsou tak definovány alely kódující stejnou sekvenci peptid-vazebné oblasti HLA 

molekul a jsou vyloučeny ty, které nejsou exprimovány jako proteiny na buněčném povrchu 

(Marsh et al., 2010; Nunes et al., 2011). 

Na konci označení alely může být přidána přípona označující její expresní stav: ,,L“ pro 

nízkou expresi na buněčném povrchu, ,,S“ znamená sekretovaná molekula, ,,C“ nacházející se 

v cytoplazmě, ,,N“ neexprimovaná null alela, atd (Marsh et al., 2010). 

Jako shoda alel se při výběru dárců pro HSCT využívá výsledků typizace s vysokým 

rozlišením, a tedy typizace v druhém poli HLA nomenklatury (Fleischhauer, 2019). 
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3.2 Serologická typizace 

HLA polymorfismus byl identifikován a charakterizován detekcí exprimovaných 

molekul HLA, které jsou přítomné na povrchu separovaných T- a B-lymfocytů, pomocí 

komplement-dependentního testu cytotoxicity (Mittal et al., 1968). T- a B-lymfocyty od 

pacienta nebo dárce jsou in vitro inkubovány se sérem, obsahujícím specifické protilátky proti 

určitému typu HLA. Jestliže je přítomen antigen k těmto specifickým protilátkám, dochází 

k aktivaci komplementu, což vede k detekovatelné buněčné smrti. Na základě reaktivity 

protilátek tak bylo objeveno cca 100 serologických typů (Terasaki & McClelland, 1964). Typ 

HLA jedince tak byl určen sérií serologických testů s různými HLA specifickými protilátkami 

na tzv. Terasakiho destičkách (Fung & Benson, 2015). 

Možnost identifikace typů HLA molekul serologickými metodami je závislá na 

dostupnosti sér obsahujících specifické protilátky (Fung & Benson, 2015), jsou vyžadovány 

živé lymfocyty a typizační rozlišení získané serologickými metodami je nízké, ale po dlouhou 

dobu bylo postačující pro potřeby orgánových transplantací. Kvůli těmto omezením nejsou 

serologické metody vhodné pro typizaci pacientů a dárců, kteří podstupují HSCT. Serologické 

metody hrály zásadní roli při rozluštění struktury HLA komplexu a jsou dnes v některých 

centrech využívány jako doplňkové metody k typizaci na základě DNA (Howell et al., 2010). 

U pacienta nebo dárce se mohou vyskytovat tzv. ,,null“ alely, tedy alely, které jsou 

identifikovány molekulárními metodami typizace, ale nejsou exprimovány na buněčném 

povrchu. Pro identifikaci těchto alel jsou pak stále používány serologické metody (Elsner & 

Blasczyk, 2004). 

 

3.3 Typizace HLA na základě molekulárně-genetických metod 

Oproti sérologické typizaci má typizace HLA na základě DNA řadu výhod, 

počínaje vyšším rozlišením, ztrácí se potřeba dostupnosti živých lymfocytů a mnoha sér 

s protilátkami proti různým HLA molekulám a lze tak stanovovat HLA antigeny, proti kterým 

není možné vyrobit séra (Fung & Benson, 2015). DNA se dá extrahovat z jakékoliv jaderné 

buňky, ale preferovaným zdrojem pro metody typizace je DNA extrahovaná z lymfocytů, 

nacházejících se v periferní krvi (Howell et al., 2010).  

Geny HLA se vyznačují polymorfismem ve více místech, avšak většina této variability 

je soustředěna v exonu 2 a 3 pro HLA geny I. třídy a exonu 2 pro HLA geny II. třídy. Potřebné 

DNA sondy a primery jsou pak syntetizovány a dodávány v komerčních testovacích sadách 

(Fung & Benson, 2015). V současnosti se ve světě používá několik metod typizace na základě 
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DNA, které jsou všechny založeny na PCR amplifikaci cílových sekvencí ve zkoumaných 

genech (Howell et al., 2010).  

Molekulární metody typizace jsou obecně rozděleny do 3 kategorií, o kterých je 

pojednáno níže: metody typizace využívající PCR za použití sekvenčně specifických primerů 

(SSP), sekvenčně specifických oligonukleotidových sond (SSOP) a sekvenování (Sangerovo a 

sekvenování druhé generace (NGS)) (Wittig et al., 2015). 

Díky metodám typizace HLA na základě DNA došlo ke zlepšení rozlišení HLA, čímž 

se výrazně přispělo k lepší typizaci pacientů podstupujících transplantaci krvetvorných 

kmenových buněk (Gandhi et al., 2017; Hosomichi et al., 2015). 

 

3.3.1 SSP typizace 

Běžně používaným postupem je použití sekvenčně specifických primerů, které nasedají 

na specifické sekvence konkrétní alely nebo skupiny alel HLA. Do jamky je přidán specifický 

primer a je přidána extrahovaná DNA. Pokud je alela nebo skupina alel v DNA 

komplementární, primer se naváže a dojde k amplifikaci úseku pomocí termostabilní DNA 

polymerázy. Výsledky reakce jsou následně stanoveny pomocí elektroforézy v agarovém gelu. 

Reakce tedy probíhá v několika jamkách k určení přítomnosti nebo nepřítomnosti konkrétních 

polymorfismů HLA oblasti (Bunce et al., 1995). 

Jak již bylo zmíněno, metoda se používá jak k detekci skupin alel (low resolution), tak i 

při typizaci s vysokým rozlišením. Není však vhodná pro testování velkého množství vzorků 

(Howell et al., 2010). K provedení SSP typizace je za potřebí základní vybavení laboratoře, 

kvůli čemuž je SSP stále jednou z nejpoužívanějších metod HLA typizace (Spellman et al., 

2008). 

 

3.3.2 SSOP typizace 

Při typizací metodou SSOP dochází k hybridizaci PCR fragmentů se sekvenčně 

specifickými oligonukleotidovými sondami. SSOP metody se dělí na forward a reversní 

uspořádání. Při reversní SSOP jsou nukleotidové sondy ukotveny na pevném nosiči a 

komplementární PCR fragmenty k nim hybridizují. U forward uspořádání jsou na pevném 

nosiči ukotveny PCR fragmenty, se kterými hybridizují oligonukleotidové sondy přítomné 

v kapalné fázi (Spellman et al., 2008). 

Nově vzniklé metody využívají spojení oligonukleotidových sond se specifickými 

fluorescenčně značenými mikrokuličkami. Identifikace jednotlivých alel je pak prováděna 
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průtokovým cytometrickým testem, který využívá technologii X-Map (Itoh et al., 2005). Tato 

metoda je dnes využívána v klinické praxi a je tak vhodná pro typizaci menšího, středního a 

také velkého počtu vzorků, se středně vysokým až vysokým rozlišením (Itoh et al., 2005). 

 

3.3.3 SBT typizace 

SBT je možné provádět Sangerovou metodou anebo pomocí sekvenace nové generace 

(Fung & Benson, 2015). Používá se k dosažení typizace HLA na vysokém rozlišení, která je 

vyžadována pro pacienty a dárce transplantace krvetvorných kmenových buněk, jak již bylo 

řečeno dříve (Abbott et al., 2006). 

SBT poskytuje informaci o každém nukleotidu ve zkoumaném řetězci DNA a není tak 

omezována nutností předem znát HLA polymorfismy. Skládá se ze dvou PCR reakcí, při čemž 

druhá reakce využívá fluorescenčně značené ddNTP (dideoxynukleotidtrifosfáty). Po navázání 

ddNTP není už DNA polymeráza schopna dále syntetizovat. Vznikají tak různě dlouhé 

amplikony (fragmenty vzniklé amplifikací nukleové kyseliny) s fluorescenčně značenými 

konci. Následně se provede kapilární elektroforéza v sekvenátoru, která je schopna rozdělit 

fragmenty na přesnost jednoho nukleotidu a zároveň zachytit fluorescenční signál. Výsledky 

jsou pak překresleny počítačem do elektroforeogramu. 

 

 

Obrázek 4. Elektroforeogram 

 

3.4 Next Generation Sequencing 

Přístupy sekvenování druhé generace jsou založeny na vysoce výkonném sekvenování 

genů HLA oblasti a v kombinaci s bioinformatickými nástroji poskytují kompletní informaci o 

HLA oblasti jedince. Mezi platformy využívané k sekvenování druhé generace patří metody 
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jako Ion torrent (Thermo Fisher), Illumina, SOLiD, PacBio a Oxford Nanopore (Kishore & 

Petrek, 2018). 

Při sekvenování druhé generace nejprve dojde k amplifikaci cílové oblasti, kvantifikaci 

a čištění amplikonů. Následně dojde k jejich ligaci a purifikaci a přípravě knihovny amplikonů 

o přesné velikosti. Vybrané amplikony jsou poté sekvenovány a data jsou analyzována za 

použití vhodného softwaru (Gandhi et al., 2017; Hosomichi et al., 2015). 

Sekvenování druhé generace bylo vyvinuto jako nástroj pro detekci 

jednonukleotidových polymorfismů a pro zvýšení rozlišení typizace HLA genů. Jeho zavedení 

mělo za následek, mimo jiné, značný nárůst v počtu nových sekvencí genů a nových alel HLA 

(Kishore & Petrek, 2018). To také vedlo ke zlepšení typizace dárců v mezinárodních registrech, 

a v důsledku i snížení vyhledávací doby nepříbuzných dárců (Tiercy, 2016).  

 

3.5 Sekvenování třetí generace 

Nedávný nástup takzvaného sekvenování třetí generace dlouhých úseků DNA umožnil 

vysoce výkonnou typizaci celé exon-intronové oblasti genů HLA, což vedlo k typizaci s ultra 

vysokým rozlišením a jednoznačnou typizací všech 4 polí (Mayor et al., 2019). 

 

4 Transplantace krvetvorných kmenových buněk 

Transplantace krvetvorných kmenových buněk (HSCT - Haematopoietic stem cell 

transplantation) je metoda, která se používá k léčbě řady maligních onemocnění a některých 

forem vrozených imunodeficitů (Balassa et al., 2019). Je aplikována také při léčbě závažných 

onemocnění jako je aplastická anémie (Peinemann et al., 2011), dědičné syndromy selhání 

kostní dřeně (Dalle & de Latour, 2016), srpkovitá anémie (Gluckman et al., 2017), některé 

dědičné imunodeficienty (Wahlstrom et al., 2015) a určité metabolické poruchy (Krivit, 1995). 

Jak udávají data EBMT (The European Society for Blood and Marrow Transplantation), roku 

2019 bylo celosvětově provedeno 48512 transplantací krvetvorných kmenových buněk 

(alogenní a autologní dohromady) (Passweg et al., 2021). V roce 2020 a 2021 došlo ke snížení 

počtu transplantací, což bylo způsobeno pandemií onemocnění SARS-CoV-2 (Passweg et al., 

2022). 

Metoda HSCT sestává z několika kroků. Nejprve se provádí deplece kostní dřeně pomocí 

myeloablativní terapie, například pomocí chemoterapie (viz Přípravná terapie před 
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transplantací). Následně jsou krvetvorné kmenové buňky odebrány a poté infúzí aplikovány 

pacientovi, kde posléze generují nový krvetvorný a imunitní systém (Balassa et al., 2019).  

Kmenové buňky používané při HSCT jsou získávány ze tří zdrojů, a to z kostní dřeně, 

periferní krve a pupečníkové krve (Sureda et al., 2015). První zavedenou metodou byl odběr 

kmenových buněk z dárcovské kostní dřeně v celkové anestezii (Miller et al., 2008). V dnešní 

době je však nejpoužívanější metodou odběr kmenových buněk z periferní krve, které jsou 

odebrány po zavedení faktoru stimulujícího kolonie granulocytů. Výhodou této metody je 

rychlejší obnova bílých krvinek a imunitního systému příjemce, při nižším riziku selhání štěpu. 

Nevýhodou je ovšem vyšší výskyt rejekční reakce (odhojení) (Schmitz et al., 2006). 

Po dokončení přípravné terapie a odebrání kmenových buněk dárce, jsou krvetvorné 

kmenové buňky vpraveny do těla pacienta. Po tomto zákroku je ihned zahájena profylaxe proti 

infekčním i neinfekčním onemocněním, jako jsou bakteriální onemocnění, herpetické viry atd 

(Tomblyn et al., 2009). 

Existují dva základní typy HSCT: autologní transplantace (viz. Autologní transplantace), 

kdy jsou kmenové krvetvorné buňky pacienta odebrány a později reinfúzovány a alogenní 

transplantace (viz. Alogenní transplantace), při které se kmenové buňky odebírají příbuznému 

nebo shodnému nepříbuznému dárci a jsou následně transplantovány pacientovi (Sureda et al., 

2015). V dalších částech této práce se budeme vyloženě zabývat problematikou alogenní 

transplantace kmenových buněk. V posledních padesáti letech došlo k výraznému pokroku 

v oblasti typizace HLA, vylepšení profylaxe a přípravné terapie, což umožnilo rozšíření 

přístupnosti HSCT širší skupině pacientů s výrazně lepšími výsledky (Abecasis et al., 2020). 

 

Obrázek 5. a) Autologní transplantace b) Alogenní transplantace (Balassa et al., 2019) 
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4.1 Přípravná terapie před transplantací 

Přípravná terapie se provádí chemoterapií, radioterapií anebo kombinací obou a jejím 

cílem je ablace kostní dřeně recipienta, která umožní přihojení dárcovských krvetvorných 

kmenových buněk. (Bazinet & Popradi, 2019).  

Chemoterapie a radioterapie jsou zatěžující rizikové zákroky s velkou mírou toxicity a 

někteří pacienti nejsou zdravotně způsobilí, aby mohli tuto léčbu absolvovat. Je nutné, aby 

funkce srdce, ledvin, jater a dalších orgánů byly adekvátní a pacient by neměl mít aktivní 

infekci. Kteří pacienti jsou způsobilí zvládnout toto období, je na jedné straně dáno jejich 

zdravotním stavem a na druhé také jejich věkem. Horní povolená věková hranice je určena 

věkem biologickým (Bazinet & Popradi, 2019). V závislosti na stavu pacienta se přípravná 

terapie dělí na myeloablativní (vysoká intenzita), se sníženou intenzitou a nemyeloablativní 

(nízká intenzita) (Bacigalupo et al., 2009). Použití myeloablativní terapie vede k pancytopenii 

(Bacigalupo et al., 2009), tedy k snížení množství všech druhů krevních elementů (Bagwe et 

al., 2017). 

 

4.2 Autologní transplantace 

Jak již bylo řečeno, při autologní transplantaci jsou krvetvorné kmenové buňky 

odebrány samotnému pacientovi a posléze reinfúzovány (Sureda et al., 2015). Po odebrání jsou 

kmenové buňky zmraženy, aby mohly být zpětně podány pacientovi po absolvování 

myeloablativní terapie (Bazinet & Popradi, 2019).  

Hlavní léčivý účinek autologní transplantace je způsoben myeloablativní terapií, tedy 

efekty chemoterapie a radioterapie (Balassa et al., 2019).  

Téměř všechny autologní transplantace jsou prováděny pro léčbu maligních 

onemocnění, jako jsou mnohočetné myelomy a lymfomy. Pouze malé procento léčby je 

zaměřeno na autoimunitní onemocnění (Balassa et al., 2019). 

 

4.3 Alogenní transplantace 

Jak již bylo zmíněno, při alogenní transplantaci jsou kmenové buňky zdravého 

příbuzného anebo nepříbuzného dárce aplikovány pacientovi (Balassa et al., 2019). Tato 

metoda je zpravidla používána k léčbě hematologických malignit, jako je akutní myeloidní 

leukémie a akutní lymfoidní leukémie (Balassa et al., 2019), metabolických poruch (Wahlstrom 

et al., 2015) a některých vrozených imunodeficientů (Krivit, 1995). 



15 

 

Při alogenní transplantaci, na rozdíl od autologní, maligní buňky, které nebyly zničeny 

myeloablativní terapií, mohou být eliminovány aktivitou transplantovaných krvetvorných 

buněk, tzv. reakcí štěpu proti leukémii (Graft vs Leukemia effect – GvL) (Horowitz et al., 

1990). Ta spočívá v tom, že imunitní buňky ve štěpu jsou schopny rozpoznat maligní buňky 

jako cizorodé a následně je zničit (Weiden et al., 1979). 

Alogenní transplantace vyžadují vhodnou volbu dárce, kterým může být buď příbuzný, 

nebo nepříbuzný pacienta (Petersdorf, 2013). Výběr vhodného dárce záleží zejména na shodě 

mezi dárcovými a pacientovými HLA antigeny, ze kterých jsou testovány geny HLA-A, -B,  

-C, -DR, -DQ a -DP. Mezi další důležité faktory patří pohlaví a věk dárce, ale i shoda v krevní 

skupině (AB0) (Petersdorf, 2013). 

Celkový počet transplantovaných pacientů se v posledních desetiletích zvyšoval. Stejně 

tak jsou transplantovaní pacienti ve vyšším věku (Abecasis et al., 2020). Data z roku 2020 však 

ukazují, že došlo ke snížení počtu HSCT, jak již bylo uvedeno výše, z důvodu pandemie SARS-

CoV-2 (Passweg et al., 2022). Okolo 30 % pacientů podstupujících alogenní transplantaci má 

k dispozici příbuzného, vhodného pro dárcovství (HLA shodný anebo haploidentický, viz 

vysvětlení níže). Další alternativou je najít nepříbuzného dárce z mezinárodních registrů dárců 

kostní dřeně (Gragert et al., 2014). V posledních letech se však zvýšil počet příbuzných dárců 

kvůli rostoucím počtům haploidentických transplantací (Passweg et al., 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6. Změny ve výběru dárce v letech 1990-2020 (Passweg et al., 2022) 
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4.3.1 Transplantace od nepříbuzných dárců 

Počet nepříbuzných dárců v průběhu let 1987-2017 výrazně narostl (Abecasis et al., 

2020). Optimalizace myeloablativní terapie a pokroky v typizaci HLA antigenů, umožnily lepší 

výběr HLA shodných nepříbuzných dárců, což přispělo k celkově lepší míře přežití, která je u 

10/10 shodných nebo dokonce u 9/10 shodných dárců srovnatelná s HLA-identickými 

příbuznými dárci (Abecasis et al., 2020; Jorge et al., 2018; Kröger et al., 2009). Použití 9/10 

shodných nepříbuzných dárců je stále předmětem debat s tím, že některé výsledky ukazují horší 

celkové přežití a jiné ukazují podobné celkové přežití, GvHD (Graft vs Host Disease), úmrtnost 

spojenou s transplantací a relaps, tj. navrácení onemocnění, v porovnání s 10/10 shodnými dárci 

(Abecasis et al., 2020; Jorge et al., 2018; Kröger et al., 2009; Michallet et al., 2015). 

 

4.3.2 Haploidentická transplantace od příbuzných dárců 

Pokud není k dispozici HLA-identický příbuzný anebo nepříbuzný dárce, je stále 

častější využití příbuzných haploidentických dárců (Bittencourt & Ciurea, 2020).  

 Původně byla tato metoda prováděna pomocí štěpů s depletovanými T-buňkami. Bylo 

tak dosaženo dobrých antileukemických účinků, ale docházelo k velkému množství mortalit 

spojených s opožděnou rekonstitucí imunitního systému. Po zavedení terapií 

cyklofosfoamidem došlo k výraznému zlepšení výsledků haploidentické transplantace 

s výrazně nižší mírou GVHD a celkového přežití pacientů. Dosud se obecně má za to, že 

cyklofosmoamid cytotoxicky eliminuje rychle proliferující aloreaktivní T-buňky, přičemž 

neničí pomalu se dělící paměťové a regulační T-buňky. Tím snižuje riziko GVHD a relapsu a 

zároveň umožňuje rychlejší rekonstituci imunitního systému (Ciurea et al., 2012). 

 

5 Vliv neshody HLA na výsledky HSCT 

Histokompatibilita pacienta a dárce hraje významnou roli pro výsledek transplantace. 

Neshody v HLA systému mohou vyvolávat různé imunologické procesy (Eyrich & Schulze, 

2019; Fürst et al., 2019) v závislosti na tom, zda je reakce ve směru štěp vs. hostitel (GvH) 

anebo hostitel vs. štěp (HvG) (Eyrich & Schulze, 2019). Reakce GvH je reakce dárcovských 

buněk proti tkáni příjemce. Ta se může vyvinout v imunoterapeutický efekt štěpu proti leukémii 

(GvL), avšak je hlavně spojena s vývojem GvHD, což je hlavní faktor morbidity a mortality 

související s transplantací krvetvorných kmenových buněk (Zeiser & Blazar, 2017). Při reakci 

HvG dochází k rozpoznání dárcovských HLA molekul T-lymfocyty pacienta, což způsobí 
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odmítnutí štěpu (Eyrich & Schulze, 2019). Aloreaktivita při HSCT je téměř výhradně 

zprostředkována T-lymfocyty, které jsou přítomny ve štěpu a jsou nově tvořeny dárcovskými 

kmenovými buňkami (Distler et al., 2011). B-lymfocyty jsou rekonstituovány až později po 

transplantaci ačkoli stále hrají důležitou roli při GvHD (Marie-Cardine et al., 2008). 

Histokompatibilita HLA je jedním z nejdůležitějších kritérií při výběru nepříbuzných 

dárců (Fürst et al., 2019). V současné době nejdůležitějšími imunogenetickými faktory jsou 

klasické HLA geny (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 (Fürst et al., 2013; 

Horan et al., 2012; Lee et al., 2007; Marsh et al., 2010) a HLA-DPB1 (Fleischhauer et al., 

2012a; Shaw et al., 2010)), o kterých pojednává tato kapitola. Těchto 6 genů na diploidním 

lidském genomu sčítá 12 lokusů. Dnes se považuje za plně shodnou sada dárce-příjemce jako 

10/10 (bez HLA-DP) (Marsh et al., 2010). 

Přítomnost neshody v HLA je spojena s vyšší mírou incidence akutní GvHD se stupněm 

II-IV, chronické GvHD a s celkově nižším přežitím ve srovnání s 10/10 shodnými jedinci. 

Zatím však není jasné, který lokus je spojen se zvýšením celkové mortality (Picardi et al., 2021). 

Touto problematikou se budeme zabývat dále v kapitole. 

 

5.1 Vliv HLA-A a HLA-B 

HLA-A a HLA-B vykazují nejvyšší expresi mezi molekulami HLA I. třídy (Apps et al., 

2015) a všechny větší studie ukazují, že neshoda v HLA-A nebo HLA-B zvyšuje riziko 

mortality (Fürst et al., 2013; Kanda et al., 2013; Lee et al., 2007; Verneris et al., 2015). Typizace 

s vysokým rozlišením těchto genů je u HSCT povinná, protože pro jednotlivé neshody HLA-A 

a HLA-B byly hlášeny poměry relativního rizika v hodnotách 1,17-2,20 a 1,16-1,90 (Fürst et 

al., 2013; Kanda et al., 2013; Lee et al., 2007; Verneris et al., 2015), což odpovídá jednomu 

nebo dvěma úmrtím u 10 léčených pacientů pouze v důsledku neshody v HLA (Fürst et al., 

2013; Kanda et al., 2013; Lee et al., 2007). 

Jen HLA-A neshodné páry dárce-příjemce měly významně vyšší 100 denní kumulativní 

výskyt akutní GvHD ve srovnání se shodnými páry. Horší výsledek HSCT výrazně souvisel 

také s inkompatibilitou v HLA-B, při které dochází k vyššímu výskytu akutní GvHD, častější 

incidenci chronické GvHD a relapsu původního onemocnění. Neshoda v HLA-A a HLA-B tak 

způsobuje nižší celkové přežití (Picardi et al., 2021) a dárci prokazující neshody v těchto 

lokusech by neměli být bráni v potaz (Fürst et al., 2013; Lee et al., 2007; Verneris et al., 2015). 
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5.2 Vliv HLA-C 

Typizace a shoda v HLA-C byly zahrnuty do strategií vyhledávání vhodných dárců poté, 

co bylo zjištěno, že neshoda v HLA-C sebou nese zvyšující se riziko úmrtnosti (Passweg et al., 

2015). Poměry rizik při neshodě antigenů HLA-C jsou srovnatelné s riziky jakékoliv jiné HLA 

inkompatibility (Fürst et al., 2013; Lee et al., 2007). Výsledek transplantace může být ovlivněn 

výskytem tzv ,,permisivních neshod“ HLA-C. Tyto permisivní alely jsou postupně 

rozpoznávány, díky čemuž je možné segregovat neshody HLA-C s nízkým nebo žádným 

účinkem od inkompatibilit se závažnými účinky na výsledek HSCT (Fernandez-Viña et al., 

2014). 

Aloreaktivita zprostředkovaná HLA-C neshodou je ovlivňována mnoha faktory. 

Exprese HLA-C molekul na buněčném povrchu je závislá na genetických polymorfismech 

v blízkosti HLA-C genu (Apps et al., 2013; Thomas et al., 2009) a je nižší něž exprese HLA-A 

a HLA-B (Apps et al., 2015). 

 Kombinace inkompatibilit HLA-C hrají klíčovou roli při snižování rizika relapsu, 

protože hrají roli při GvL efektu. Jelikož nepermisivní HLA-C neshody jsou silným rizikovým 

faktorem incidence těžké akutní GvHD, jsou při výběru dárce brány jako nebezpečné (Picardi 

et al., 2021). 

Všechny alely HLA-C lze rozdělit do dvou skupin. Skupina 1 je charakterizována 

asparaginem v poloze aminokyseliny 80 a skupina 2 je charakterizována lysinem v poloze 80. 

Alely HLA-C skupiny 1 interagují s receptory KIR2DL2/3 a KIR2DS2/3 a alely HLA-C 

skupiny 2 interagují s receptory KIR2DL1 a KIR2DS1/5. Existují určité důkazy, že tyto 

interakce mohou ovlivňovat aloreaktivitu zprostředkovanou NK buňkami a potenciálně 

kontrolu relapsu (Venstrom et al., 2012). 

 

5.3 Vliv HLA-DRB1 a HLA-DRB3/4/5 

Gen HLA-DRB1 vykazuje nejvyšší polymorfismus mezi geny HLA II. třídy. Kóduje β-

řetězec antigenu HLA-DR a je nejvíce exprimovaný antigen HLA II. třídy (Brooks & Moore, 

1988). Neshody v genu HLA-DRB1 vykazují vysoké riziko mortality spojené s transplantací 

(Fürst et al., 2013; Lee et al., 2007), protože způsobují vysokou incidenci akutní GvHD 

(Verneris et al., 2015). Na druhou stranu vliv neshody HLA-DRB1 na vývoj chronické GvHD 

a relapsu zřejmě není tak silný (Fürst et al., 2013; Lee et al., 2007). 

 S genem HLA-DRB1 jsou úzce spojeny lokusy HLA-DRB3/4/5, které kódují antigeny 

HLA-DR52, HLA-DR53 a HLA-DR51 (Rollini et al., 1985). Ty jsou exprimovány na nižší 



19 

 

úrovni než antigeny kódované HLA-DRB1, ale jsou dobře detekovatelné serologickými 

metodami. (Tsamadou et al., 2021).  

Geny HLA-DRB3/4/5 vykazují silnou vazebnou nerovnováhu s HLA-DRB1 a tvoří  

tzv. konzervované haplotypy. V rámci těchto haplotypů je přítomnost nebo nepřítomnost genu 

HLA-DRB3/4/5 určována genem HLA-DRB1 (Tsamadou et al., 2021). Existují data,  

že neshody v HLA-DRB1 mohou být dále umocňovány rozdíly v HLA-DRB3/4/5 (Detrait et 

al., 2015; Grubic et al., 2018). Podle studie provedené v letech 2000-2014 bylo celkové přežití 

recipientů výrazně lepší při transplantaci od 10/10-shodných nepříbuzných dárců, kteří byli 

shodní také v HLA-DRB3/4/5, ve srovnání s dárci, kteří vykazovali neshodu v HLA-DRB3/4/5 

(Tsamadou et al., 2021).  

 

5.4 Vliv HLAD-DQA1 a DQB1 

Gen HLA-DQA1 kódující α-řetězec obsahuje pouze limitovaný polymorfismus,  

ale v posledních letech byl zařazen mezi typizované geny (Little et al., 2021). Pokud je dárce 

shodný v HLA-DRB1 s pacientem neshody v HLA-DQB1 jsou celkem vzácné kvůli silné 

vazebné nerovnováze mezi geny DRB1 a DQB1 (Sanchez-Mazas et al., 2000). Nebylo zatím 

prokázáno, že by inkompatibilita v genu HLA-DQB1 výrazně ovlivňovala výsledek HSCT 

(Lee et al., 2007; Morishima et al., 2015). Neshody v alelách nezpůsobovaly výrazně zvýšené 

riziko GvHD, zatímco inkompatibility na úrovni antigenů HLA-DQ jsou rizikové, a proto je 

HLA-DQB1 zahrnut do typizační strategie (Little et al., 2021).  

Pokud není dostupný 10/10-shodný dárce, je nejčastěji vybrán dárce s rozdílem právě 

v HLA-DQB1. Neshody v HLA-DQB1 i tak mohou zvyšovat komplikace spojené s HSCT, 

hlavně de novo vznikem protilátek HLA-DQB1/HLA-DQA1, které mohou vést k odmítnutí 

štěpu (Yabe et al., 2016).  

 

5.5 Vliv HLA-DPB1 

Neshody v HLA-DPB1 vedou ke zvýšenému riziku GvHD, ale zároveň ke snížení míry 

relapsu (Little et al., 2021; Shaw et al., 2006, 2007). Alely HLA-DPB1 lze seskupit podle jejich 

imunogenicity do tří skupin (nízká, střední a vysoká) (Zino, 2003). Tento objev vedl k vyvinutí 

algoritmu T-buněčného epitopu (TCE), který kategorizuje alely podle funkční a strukturální 

odlišnosti (Crivello et al., 2015), do tří (nebo čtyř) skupin antigenů, které vyvolávají podobnou 

reaktivitu T-buněk. Toto seskupení se ukázalo jako prediktivní pro výsledek HSCT 

(Fleischhauer et al., 2012b). Nepermisivní neshody HLA-DPB1 jsou spojeny se zvýšenou 
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celkovou mortalitou a vyšším rizikem incidence GvHD ve srovnání s HLA-DPB1 shodnými 

anebo permisivními (Pidala et al., 2014). Algoritmus T-buněčného epitopu je tak dnes 

používaný jako jedno z kritérií při výběru, pokud není 10/10-shodný dárce k dispozici. Mezi 

geny HLA-DPB1 a HLA-DQB1 se nachází ,,rekombinační hotspot“ (Cullen et al., 1997)  

a kvůli tomu je téměř 80% párů shodných v HLA-DR/DQ neshodných v HLA-DPB1 

(Begovich et al., 1992; Fleischhauer et al., 2012b). 

 

6 Závěr 

HLA systém hraje zásadní roli pro výsledek HSCT. Neshody v HLA antigenech mezi dárci 

a příjemci jsou asociovány s vyšší incidencí GvHD, relapsu onemocnění a úmrtností spojenou 

s transplantací. 

Nové metody HLA typizace, například sekvenace druhé generace, umožňují provést 

důkladnou typizaci HLA genů na úrovni vysokého rozlišení, a tedy i vyhnutí se nebezpečným 

neshodám v HLA komplexu. Navíc, tyto techniky umožňují zkrácení doby při hledání 

vhodného dárce v mezinárodních registrech. 

Pokroky v myeloablativní terapii a následné terapii po transplantaci umožnily v posledních 

letech vývoj léčebných metod, jako je haploidentická transplantace. Počty těchto transplantací, 

oproti transplantacím používající kmenové buňky od HLA shodných nepříbuzných dárců, 

v posledních letech rostou a naše porozumění role HLA systému v tomto kontextu se rychle 

vyvíjí. 
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