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ABSTRAKT

Geny tvorici hlavni histokompatibilni systém se nachédzeji na kratkém raménku
chromozomu 6 a koduji povrchové glykoproteiny (HLA glykoproteiny), které zajistuji
prezentaci vlastnich a cizich peptidli na bunééném povrchu. Ty jsou nasledné rozpoznavany T-
lymfocyty a dalsimi buiikami imunitniho systému. KdyZz je komplex HLA-peptid rozpoznan
jako cizi, dochazi k aktivaci T-lymfocytt a dalSich slozek imunitniho systému, a k eliminaci
cizorodych bun¢k. Zejména z tohoto diivodu je inkompatibilita HLA mezi darcem a ptijemcem
pfi transplantaci krvetvornych kmenovych bun¢k (HSCT) pivodcem silné imunitni odpovédi
proti transplantovanym bunkdm, a je tedy hlavnim kritériem pii vybéru vhodnych darca
kmenovych bunék.

Tato prace stru¢né shrnuje dosavadni poznatky o struktuie a funkci HLA antigenti I. a
II. tfidy. Zamétuje se na techniky HLA typizace, mezi néz patii serologické metody a dale
moderni techniky molekularné-genetické typizace zaloZzené na metodach PCR a sekvenace
druhé generace (next-generation sequencing), postupy a vyznam pro HSCT. Dale se zabyva
samotnymi procesy HSCT a pfipravnou terapii, ale hlavni duraz je kladen na vyznam HLA

inkompatibility mezi pfijemci a darci kmenovych bunék a jejich vliv na vysledek 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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1 Uvod

Geny hlavniho histokompatibilniho systému jsou hlavnim kritériem pii vybéru vhodného
darce pro transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (Spellman et al., 2008). Neshody
v HLA mezi darcem a pfijemcem zpusobuji patologické reakce, jako jsou GvHD anebo relaps
onemocnéni. Objevy v oblasti HLA typizace umoznily jak hlubsi pochopeni polymorfismu
HLA komplexu, tak i zlepSeni vyhledavaci strategie darcti kmenovych bunék.

Tato prace se zabyva velmi struéné soucasnymi znalostmi struktury, genetiky a
polymorfismu HLA komplexu a jeho vlivu na vysledek transplantace krvetvornych kmenovych

bunék.

2 Hlavni histokompatibilni systém

Hlavni histokompatibilni systém (MHC) vznikl nejspiSe pii tzv. MHC — big bangu
(Rached et al., 1999). Tak se oznacuje duplikacni udélost v evoluci obratlovcet, pii které doslo
k vytvotfeni paralognich genovych oblasti, tedy genli vzniklych duplikaci genii ptivodnich
(ancestralnich). V lidském genomu se vyskytuji tii takovéto homologni genové oblasti, které
obsahuji velky pocet gentl. VySe zminéna duplikace umoznila evoluci hlavniho
histokompatibilniho systému u obratlovct (Flajnik, 2014), ktery umoziuje imunitnimu systému
sledovat vnitini a vn&j$i prostiedi. Star¢ a nepotiebné proteiny jsou bunéénym metabolismem
rozkladany a jejich fragmenty jsou nasledné prezentovany jako peptidy na bunééném povrchu
v kapsach HLA antigend [. tfidy, zatimco extracelularni antigeny jsou prezentovany
imunitnimu systému HLA antigeny II. tfidy (Doherty & Zinkernagel, 1975).

Rozpoznani vlastnich a nevlastnich antigent je zavislé na genetickém pozadi jedince.
Skupina genli zodpovédnd za rozpoznani cizich antigeni byla u myS$i pojmenovana
histocompatibility-2 (H-2) (Klein, 1986; Snell, 1978). Stejna genova rodina byla pozd¢ji
nalezena i u Clovéka, kde koduje povrchové antigeny zplsobujici agregaci darcovskych
leukocytil po transfuzich krve (Degos, 2009). Tyto povrchové antigeny jsou kddovany geny
patficimi do hlavniho histokompatibilniho systétmu (MHC), u ¢lov€ka nazyvan Human
Leucocyte Antigens (HLA) (Nakamura et al., 2019). MHC systém hraje dtlezitou roli pfi

transplantaci, kdy je organ neptibuzného jedince transplantovan jinému (Moreso et al., 2018).



2.1 Polymorfismus MHC

U lidi bylo zjisténo velké mnozstvi (alelickych) variant pro kazdy HLA gen (de Groot
et al., 2016; de Groot et al., 2015). Polymorfismus HLA komplexu je spojen s jejich funkci
prezentovat peptidy imunitnimu systému (Horton et al., 2008) a tato variabilita tak ovliviiuje
rozmanitost prezentovanych peptidd (Parham et al.,, 1988). Jelikoz mnoZzstvi genovych
polymorfismu se rovnéz nachazi v promotorovych a neptekladanych oblastech HLA gent, tyto
variace mohou ovlivnit expresi HLA molekul. Molekuly HLA hraji roli v imunitnich reakcich
proti infekcim, v auto-imunitnich procesech a v protinddorové imunité (Jongsma et al., 2019).

Vsechny HLA geny jsou lokalizovany na kratkém raménku chromozomu 6 (Mungall et
al., 2003). Komplex HLA geni je tvofen genovymi lokusy HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-
DR, HLA-DQ a HLA-DP (Nakamura et al., 2019) a je rozd€leny na 3 regiony. V prvnim a
druhém regionu jsou lokalizovany klasické a neklasické HLA geny. Klasické geny jsou
rozdéleny podle funkce na HLA 1. tfidu (HLA-A, HLA-B a HLA-C) a HLA II. tfidu (HLA-
DR, HLA-DQ a HLA-DP). Kombinace téchto polymorfnich alel vytvaii obrovské mnozstvi
vyslednych haplotypt (Nakamura et al., 2019). Pod timto terminem rozumime sadu genti, ktera
je dédéna spolecné, jeden od matky, druhy od otce. HLA alely jsou ve vazebné nerovnovaze,
coz znamena, ze urCité kombinace alel jsou dédény spole¢n€¢ a mezi nimi nedochazi Casto

k rekombinaci (Slavcéev & Stiiz, 2001).
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Obrazek 1. Zakladni struktura HLA komplexu na chromozomu 6 (Slavcev, 2019)



2.2 HLA antigeny

HLA molekuly jsou glykoproteiny a jsou zasadni pro spravné fungovani imunitniho

systému, jak bylo vyse uvedeno (Hoftejs$i Vaclav et al., 2017a).

2.2.1 HLA antigeny I. tFidy

Hlavni funkci HLA molekul 1. tfidy je prezentace antigenti T-lymfocytiim (Geraghty et
al., 1987). Transkripce téchto gent je regulovana pomoci NLRC5 regulatoru (Jongsma et al.,
2019).

Pouze limitovany polymorfismus projevuji neklasické HLA molekuly I. tfidy, mezi
které se fadi HLA-E, HLA-F, HLA-G, MICA (MHC class I polypeptide-related sequence A) a
dalsi. Tyto glykoproteiny zastavaji rizné funkce v imunitnim systému (Rich R. Robert et al.,
2019), jako napiiklad pfispivani k toleranci plodu v déloze (HLA-G), protinddorové imunité
(HLA-E) (Hotejsi Vaclav et al., 2017b).

2.2.2 HLA antigeny II. tFidy

Mezi HLA molekuly II. tfidy patii HLA-DR, HLA-DP a HLA-DQ, kter¢ jsou kédovany
dvéma geny. Jeden gen kdéduje a-fetézec a druhy B-fetézec. Geny HLA-DRA1, HLA-DQA1 a
HLA-DPAT1 kéduji vySe zminéné a-fetézce, a HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA
DRBS5 (HLA-DRB3/4/5), HLA-DQB1 a HLA-DPBI1 koduji B-fetézce. Geny HLA II. tfidy jsou
lokalizovéany bliZe k oblasti centromery neZ geny HLA 1. tfidy (Shiina et al., 2009).

2.3 Struktura HLA antigenii

2.3.1 Struktura HLA antigenii I. tFidy

HLA glykoproteiny 1. tfidy jsou sloZeny z tézkého a-fetézce sestaveného z al, a2 a a3
domén. Alfa-fetézec se nekovalentné vaze na -2 mikroglobulin a vytvaii tak molekulu HLA 1.
ttidy (Natarajan et al., 1999). Hmotnost a-fetézce je 45kDa a hmotnost -2 mikroglobulinu je
piiblizné 12 kDa (Ploegh et al., 1981). Domény al a a2 spolu vytvafi peptid-vazebny zlabek,
kam se vézi intracelularné derivované anebo virové peptidy (Natarajan et al., 1999). HLA

molekuly [ tfidy maji transmembranovou doménu, ktera zajistuje zakotveni



v bunécné membrané¢ (Ploegh et al., 1981). Stabilni struktura vznikd az po navazani
proteolyticky derivovaného peptidu do peptid-vazebného zlabku (Elliott et al., 1991).

U HLA glykoproteint L. tfidy je vazebny zlabek uzavieny. Do peptid-vazebného zlabku
se tak mohou vazat pouze peptidy/fragmenty o délce 8-10 aminokyselin. Pro spravnou vazbu
peptidu jsou dulezité¢ jeho koncové aminokyseliny (Matsumura et al., 1992). Rtzné alelické
formy HLA molekul vykazuji odli$ny tzv. vazebny motiv, ktery predurcuje, jaké peptidy se

budou moci vazat (Hotejsi Vaclav et al., 2017c).

2.3.2 Struktura antigeni HLA II. tfidy

Jak jiz bylo zminéno, HLA glykoproteiny II. tfidy jsou tvofeny dvéma fetézci. Retézcem
a, ktery tvoii domény al a 02, a fetézcem [ (Nakamura et al., 2019). Molekuldrni hmotnost a-
fetézce se pohybuje mezi 33-35 kDa a pro B-fetézec mezi 27-29 kDa (Kaufman et al., 1984).
Va i P fetézci se nachdzi transmembranové casti, jejichz C-termindlni sekvence zajist'uji
ukotveni v membrané (Kaufman et al., 1984). Oba fetézce jsou spolu spojeny nekovalentni
vazbou (Brown et al., 1993) a ke vzniku stabilni struktury dochazi, stejn¢ jako u HLA 1. tfidy,
az po navazani peptidu do vazebného mista (Nakamura et al., 2019). Na rozdil od HLA
glykoproteint 1. tfidy se na HLA glykoproteiny II. tfidy vazi delsi peptidy, konkrétn€ o délce
13-25 aminokyselin. Jejich vazebny zlabek neni uzavieny a peptidy mohou ,,viset* z vazebné
kapsy (Chicz et al., 1992).

K vytvoteni HLA molekul II. tfidy dochézi v endoplazmatickém retikulu. Pfi skladani
dochazi k vytvofeni komplexu s tzv. invariantnim fetézcem (Ii), ktery blokuje pfedcasnou
vazbu peptidli (Roche & Cresswell, 1990) a je nasledné proteolyticky odstépen po transportu
komplexu (Wieczorek et al., 2017) do MIIC (MHC class II Loading compatment) (Jongsma et
al., 2019). Tento komplex je spojen s endocytickou drdhou (Jongsma et al., 2019) a pozdnimi
endosomy, kde je invariantni fetézec Stépen katepsinovymi protedzami (Wieczorek et al.,
2017). Invariantni fetézec vSak neni odStépen Uplné. Maly fragment CLIP (class II-associated
invariant chain peptide) zlstava v peptid-vazebném zlabku a stdle zamezuje predasnému
navazani jinych peptidi (Wieczorek et al., 2017).

V pozdnich endosomech se nachéazeji proteolyticky degradované extracelularni
proteiny, které byly pohlceny buiikou. Tyto peptidy maji vyssi afinitu k vazebnému Zlabku nez
fragment CLIP a dojde k jejich vyméné (Wieczorek et al., 2017). Vyména téchto fragmentt

extracelularnimi peptidy je katalyzovana HLA-DM, které je svou strukturou velice podobna



HLA molekulam II. tfidy, ale jeji peptid-vazebny zlabek je zablokovan tudiz nema schopnost

vazat a prezentovat peptidy (Pos et al., 2012).
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Obrazek 2. A Struktura HLA 1. tfidy. Endogenni antigeny jsou prezentovany v peptid-
vazebném zlabku. B Struktura HLA II. tfidy. Exogenni antigeny pohlcené fagocyty jsou
prezentovany v peptid-vazebném zlabku. (Nakamura et al., 2019)

2.4 Funkce HLA antigent

2.4.1 Funkce HLA antigenu 1. tFidy

HLA molekuly I. tfidy jsou glykoproteiny exprimované na vSech jadernych buiilkéach a
destickach a prezentuji peptidy vzniklé proteolytickym Stépenim endogenné exprimovanych a
virovych proteinti. Komplexy peptid-MHC tfidy I. jsou vSudyptitomné exprimovany (Jongsma
etal., 2019) a jsou nasledné€ na bunécném povrchu rozpoznany receptory (TCRs) cytotoxickych
CD8+ T-lymfocyti (Wieczorek et al., 2017).

Endogenni peptidy jsou zpracovany v proteazomech a nésledné transportovany do
endoplazmatického retikula TAP1/TAP2 transportérem (Jongsma et al., 2019). Hned po
syntéze tézkého a-fetézce a -2 mikroglobulinu dochazi v lumen endoplazmatického retikula
k jejich interakci (Wright et al., 2004; Jongsma et al., 2019). Ke slozeni a navazani peptidu
dochéazi uvnitt peptide-loading komplexu (PLC) (Wright et al., 2004), kde se navazuji

endogenni nebo virové vazebné peptidy z proteazomu (Jongsma et al., 2019). V PLC se nachazi



enzym tapasin, ktery spolecné s chaperony katalyzuje navdzani zpracovanych endogenné
exprimovanych a virovych peptidl s nejvyssi afinitou k vazebnému zldbku HLA molekuly
L. tiidy (Wright et al., 2004).

Velmi vyznamna je interakce HLA molekul 1. tfidy a NK bunék. Na povrchu NK bunék
jsou tzv. KIR receptory (Killer Inhibitory Receptor), které rozpoznavaji HLA molekuly I. tiidy
a pii aktivaci inhibuji cytotoxickou aktivitu. Zni¢eny jsou tedy pouze buiky, které na svém

povrchu z néjakého divodu neexprimuji HLA glykoproteiny L. tfidy (Bessoles et al., 2014).

2.4.2 Funkce HLA antigenu II. tridy

Komplexy peptid-HLA II. tfidy se nachézi na bunééném povrchu antigen prezentujicich
buiiek (APCs) a dale na nékterych bunéénych typech pti zanétlivych podminkach. Mezi APCs
patii dendritické bunky, B-lymfocyty, makrofagy a aktivované T-lymfocyty (Jongsma et al.,
2019).

APC(s) endocytdzou pohlcuji buiiky té€lu nevlastni, jako napfiklad buiiky bakterii a hub.
Pohlcené antigeny jsou degradovany pomoci lysozomi a vzniklé antigenni fragmenty jsou
prezentovany na povrchu buitky HLA molekulami II. tfidy (Sadegh-Nasseri & Kim, 2015).

Po navazani peptidi s nejvyssi afinitou a jejich prezentaci na povrchu buiiky, jsou HLA
glykoproteiny II. tfidy rozeznany TCR (T-cell receptor) CD4+ T-lymfocytl. Po rozpoznani
dochazi k tvorb¢ cytokini Th1 a Th2 buitkami (O’Garra, 1998; Sher & Coffman, 1992). Dojde
tak k produkci IL-2 a IFN-y Thl buikami a IL-4 Th2 bunkami. IL-2 a IFN-y aktivuji
cytotoxické CD8+ T-lymfocyty a NK buiiky schopné znicit buiikky obsahujici prezentované
peptidy (Nakamura et al., 2019). IL-4 stimuluje B-lymfocyty. Dojde k produkci protilatek a
opsonizaci bunék nesouci HLA molekuly II. tfidy (Moore et al., 2001).

3 HLA typizace

Pod termin HLA typizace spadaji metody pro urceni individualnich polymorfismi HLA
antigent (gend) (Howell et al., 2010). HLA antigeny jsou exprimovany kodominantn¢, tedy
dochazi vzdy k expresi obou HLA gent (Slavéev & Stiiz, 2001). Mezi metody HLA typizace
se fadi serologické typizace a typizace HLA za vyuziti molekularné genetickych metod (DNA
metody) (Howell et al., 2010).

HLA shoda je jednim zhlavnich kritérii pfi vybéru potenciondlnich déarci u

transplantace krvetvornych kmenovych bunék (Fung & Benson, 2015), kde je testovani



zaméieno hlavné na polymorfické a-fetézce HLA-A, HLA-B a HLA-C, B-fetézce HLA-DR a
a- a B-fetézce HLA-DQ a HLA-DP. Shoda v HLA komplexu mezi donorem a recipientem je
nutnd pro piihojeni alogennich krvetvornych kmenovych bunék a pro prevenci vzniku GvHD
(Fleischhauer, 2019). Testovani je zaméfeno zejména na identifikaci polymorfisml v exonech
2 a3 pro geny HLA I. tfidy a v exonu 2 pro geny HLA II. tfidy. Miize vSak dojit k nedostate¢né
nebo zménené expresi HLA molekuly, coZ je dano polymorfismy mimo testované exony. Pro
Iépe dosazitelnou typizaci s vysokym rozliSenim bylo u ptijemct a darci HSCT ptidano
testovani exonu 4, ktery koduje a3 doménu HLA I. tfidy a transmembranovou doménu HLA
II. tfidy (Fung & Benson, 2015).

Vyznamny pokrok v metodach HLA typizace a zlepSeni ptipravné terapie vedl k tomu,
7e neptibuzni darci se stali preferovanym zdrojem krvetvornych kmenovych bunék (Auletta et
al., 2021; Passweg et al., 2022). Moderni techniky typizace HLA s vysokym rozliSenim
umoznily vyrazny narist poctu dostupnych dospélych dobrovolnikli  zapsanych
v mezinarodnich registrech, a tedy i rychlejsi vyhledani vhodného darce (World Marrow Donor

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

3.1 HLA nomenklatura

Nomenklatura HLA komplexu se v pribéhu let vyrazn€é meénila. Po zavedeni
molekuldrnich metod pro tucely typizace HLA bylo nutné nomenklaturu HLA vyrazné
aktualizovat (Marsh et al., 2010). Molekularni nomenklatura je, na rozdil od plvodni
serologické, oznacena hvézdiCkou (*) za oznaenim lokusu HLA a nasledné az 4 poli. Ta jsou
od sebe oddé¢lena dvojteckou (:) a kazdé je jinak definovéano: prvni pole obecné oznacuje
skupinu alel, kter¢ vétSinou odpovidaji serologickym specifitam, druhé pole definuje specificky
HLA protein s jedinecnou sekvenci aminokyselin, tfeti oznacuje skupinu alel se synonymni
nukleotidovou substituci v kodujici oblasti a ¢tvrté ukazuje rozdily v nekodujicich oblastech

(Nunes et al., 2011).



Separate gene name from HLA prefix

Separator Field Separators
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preflx 1 2 3 4

Field 1: Allele group

Field 2: Specific HLA protein

Field 3: Synonymous DNA substitution in coding region
Field 4: Changes in non-coding region

Suffix: Denoted changes in expression

Obrazek 3. Nomenklatura HLA s rozliSenim alel ve ¢tyfech polich (osm ¢islic). Obvykle
pfedpona HLA nésledovana ndzvem genu a ctyfmi poli alely (Kishore & Petrek, 2018)

Molekularni nomenklatura popsanéd vyse byla zavedena poté, co nové DNA metody
HLA typizace odhalily skutec¢nost, Ze mnoho serologicky definovanych antigenli je ve
skutecnosti kodovano vice alelami. Ty byly identifikovany a definovany molekularnimi
metodami HLA typizace. Jejich odhaleni bylo dilezitym krokem vpied, jelikoz jednotlivé alely,
které koduji stejny serologicky HLA antigen, ovliviiuji spravny vybér darcti pro HSCT (Fung
& Benson, 2015).

Typizaci HLA obecné délime na typizaci s nizkym a vysokym rozliSenim. Typizace
s nizkym rozliSenim je vztaZena k prvnimu poli. Typizace s vysokym rozliSenim odkazuje na
druh¢ pole HLA nomenklatury a je to tedy vysledek typizace HLA na zakladé DNA (Tiercy,
2016). Jsou tak definovany alely kodujici stejnou sekvenci peptid-vazebné oblasti HLA
molekul a jsou vylou€eny ty, které nejsou exprimovany jako proteiny na bunééném povrchu
(Marsh et al., 2010; Nunes et al., 2011).

Na konci oznaceni alely mize byt pfidana ptfipona oznacujici jeji expresni stav: ,,L* pro
nizkou expresi na bunééném povrchu, ,,S* znamend sekretovand molekula, ,,C* nachazejici se
v cytoplazmé, ,,N“ neexprimovand null alela, atd (Marsh et al., 2010).

Jako shoda alel se pii vybéru darcii pro HSCT vyuziva vysledka typizace s vysokym
rozliSenim, a tedy typizace v druhém poli HLA nomenklatury (Fleischhauer, 2019).



3.2 Serologicka typizace

HLA polymorfismus byl identifikovan a charakterizovan detekci exprimovanych
molekul HLA, které jsou piitomné na povrchu separovanych T- a B-lymfocytl, pomoci
komplement-dependentniho testu cytotoxicity (Mittal et al., 1968). T- a B-lymfocyty od
pacienta nebo darce jsou in vitro inkubovany se sérem, obsahujicim specifické protilatky proti
urcitému typu HLA. Jestlize je pfitomen antigen k témto specifickym protilatkdm, dochazi
k aktivaci komplementu, coz vede k detekovatelné bunécné smrti. Na zaklad¢ reaktivity
protilatek tak bylo objeveno cca 100 serologickych typt (Terasaki & McClelland, 1964). Typ
HLA jedince tak byl urcen sérii serologickych testti s riznymi HLA specifickymi protilatkami
na tzv. Terasakiho destickach (Fung & Benson, 2015).

MozZnost identifikace typit HLA molekul serologickymi metodami je zavisld na
dostupnosti sér obsahujicich specifické protilatky (Fung & Benson, 2015), jsou vyzadovany
zivé lymfocyty a typizaéni rozliSeni ziskané serologickymi metodami je nizké, ale po dlouhou
dobu bylo postacujici pro potieby organovych transplantaci. Kvili t¢émto omezenim nejsou
serologické metody vhodné pro typizaci pacientl a darct, ktefi podstupuji HSCT. Serologické
metody hraly zasadni roli pfi rozlusténi struktury HLA komplexu a jsou dnes v n¢kterych
centrech vyuzivany jako doplitkové metody k typizaci na zékladé¢ DNA (Howell et al., 2010).
U pacienta nebo darce se mohou vyskytovat tzv. ,null* alely, tedy alely, které jsou
identifikovany molekuldrnimi metodami typizace, ale nejsou exprimovany na bunééném
povrchu. Pro identifikaci téchto alel jsou pak stile pouZivany serologické metody (Elsner &

Blasczyk, 2004).

3.3 Typizace HLA na zakladé molekularné-genetickych metod

Oproti sérologické typizaci ma typizace HLA na zakladé DNA fadu vyhod,
pocinaje vy$$im rozliSenim, ztraci se potieba dostupnosti Zivych lymfocytli a mnoha sér
s protilatkami proti riznym HLA molekuldm a Ize tak stanovovat HLA antigeny, proti kterym
neni mozné vyrobit séra (Fung & Benson, 2015). DNA se da extrahovat z jakékoliv jaderné
buniky, ale preferovanym zdrojem pro metody typizace je DNA extrahovana z lymfocytd,
nachézejicich se v periferni krvi (Howell et al., 2010).

Geny HLA se vyznacuji polymorfismem ve vice mistech, avSak vétSina této variability
je soustfedéna v exonu 2 a 3 pro HLA geny I. tfidy a exonu 2 pro HLA geny II. tfidy. Potiebné
DNA sondy a primery jsou pak syntetizovany a doddvany v komercnich testovacich sadach

(Fung & Benson, 2015). V soucasnosti se ve svéte pouziva nékolik metod typizace na zaklade
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DNA, které jsou vSechny zalozeny na PCR amplifikaci cilovych sekvenci ve zkoumanych
genech (Howell et al., 2010).

Molekularni metody typizace jsou obecné rozdéleny do 3 kategorii, o kterych je
pojednéno nize: metody typizace vyuzivajici PCR za pouziti sekvencné specifickych primera
(SSP), sekvencné specifickych oligonukleotidovych sond (SSOP) a sekvenovani (Sangerovo a
sekvenovani druhé generace (NGS)) (Wittig et al., 2015).

Diky metodam typizace HLA na zéklad¢ DNA doslo ke zlepSeni rozliSeni HLA, ¢imz
se vyrazn¢ prispélo k lepsi typizaci pacientii podstupujicich transplantaci krvetvornych

kmenovych bunék (Gandhi et al., 2017; Hosomichi et al., 2015).

3.3.1 SSP typizace

Bézné pouzivanym postupem je pouziti sekvenéné specifickych primert, které nasedaji
na specifické sekvence konkrétni alely nebo skupiny alel HLA. Do jamky je pfidan specificky
primer a je pfiddna extrahovand DNA. Pokud je alela nebo skupina alel v DNA
komplementarni, primer se navaze a dojde k amplifikaci seku pomoci termostabilni DNA
polymerazy. Vysledky reakce jsou nasledné stanoveny pomoci elektroforézy v agarovém gelu.
Reakce tedy probihé v nékolika jamkéch k uréeni ptitomnosti nebo neptitomnosti konkrétnich
polymorfismi HLA oblasti (Bunce et al., 1995).

Jak jiz bylo zminéno, metoda se pouziva jak k detekci skupin alel (low resolution), tak i
pfi typizaci s vysokym rozliSenim. Neni vSak vhodna pro testovani velkého mnozstvi vzorkt
(Howell et al., 2010). K provedeni SSP typizace je za potiebi zédkladni vybaveni laboratofte,
kvili ¢emuz je SSP stale jednou z nejpouzivangjSich metod HLA typizace (Spellman et al.,

2008).

3.3.2 SSOP typizace

Pii typizaci metodou SSOP dochéazi k hybridizaci PCR fragmentii se sekvenéné
specifickymi oligonukleotidovymi sondami. SSOP metody se déli na forward a reversni
usporadani. Pfi reversni SSOP jsou nukleotidové sondy ukotveny na pevném nosi¢i a
komplementarni PCR fragmenty k nim hybridizuji. U forward uspofadani jsou na pevném
nosi¢i ukotveny PCR fragmenty, se kterymi hybridizuji oligonukleotidové sondy piitomné
v kapalné fazi (Spellman et al., 2008).

Nové vzniklé metody vyuzivaji spojeni oligonukleotidovych sond se specifickymi

fluorescencné znacenymi mikrokulickami. Identifikace jednotlivych alel je pak provadéna
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prutokovym cytometrickym testem, ktery vyuziva technologii X-Map (Itoh et al., 2005). Tato
metoda je dnes vyuzivana v klinické praxi a je tak vhodna pro typizaci mensiho, stfedniho a

také velkého poctu vzorkl, se stfedné vysokym az vysokym rozliSenim (Itoh et al., 2005).

3.3.3 SBT typizace

SBT je mozné provadeét Sangerovou metodou anebo pomoci sekvenace nové generace
(Fung & Benson, 2015). Pouziva se k dosazeni typizace HLA na vysokém rozliSeni, kterd je
vyzadovana pro pacienty a darce transplantace krvetvornych kmenovych bunék, jak jiz bylo
feceno diive (Abbott et al., 2006).

SBT poskytuje informaci o kazdém nukleotidu ve zkoumaném fetézci DNA a neni tak
omezovana nutnosti predem znat HLA polymorfismy. Sklada se ze dvou PCR reakci, pti cemZ
druha reakce vyuziva fluorescencné znacené ddNTP (dideoxynukleotidtrifosfaty). Po navazani
ddNTP neni uz DNA polymerdza schopna déle syntetizovat. Vznikaji tak rizn¢ dlouhé
amplikony (fragmenty vzniklé amplifikaci nukleové kyseliny) s fluorescenéné znacenymi
konci. Nasledné se provede kapilarni elektroforéza v sekvenatoru, kterd je schopna rozdélit
fragmenty na pfesnost jednoho nukleotidu a zaroven zachytit fluorescencni signal. Vysledky

jsou pak piekresleny pocitac¢em do elektroforeogramu.

1.D4DI 1.1 2I:II 1|2IZII:II L 1|2EHEI| 1l36EI| 1.44DI L 1.52DI 1|6EIE

TTGGCGTAATCATGGTCATAGC TGTTTCCTGTGTGAARTTGT TATCIL
94 184 114 126 136

Obrazek 4. Elektroforeogram

3.4 Next Generation Sequencing

Ptistupy sekvenovani druhé generace jsou zalozeny na vysoce vykonném sekvenovani
gent HLA oblasti a v kombinaci s bioinformatickymi nastroji poskytuji kompletni informaci o

HLA oblasti jedince. Mezi platformy vyuzivané k sekvenovani druhé generace patii metody
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jako Ion torrent (Thermo Fisher), Illumina, SOLiD, PacBio a Oxford Nanopore (Kishore &
Petrek, 2018).

Pti sekvenovani druhé generace nejprve dojde k amplifikaci cilové oblasti, kvantifikaci
a Cisténi amplikont. Nasledné dojde k jejich ligaci a purifikaci a pfipraveé knihovny amplikont
o piesné velikosti. Vybrané amplikony jsou poté sekvenovany a data jsou analyzovédna za
pouziti vhodného softwaru (Gandhi et al., 2017; Hosomichi et al., 2015).

Sekvenovani druhé generace bylo vyvinuto jako nastroj pro detekci
jednonukleotidovych polymorfismi a pro zvyseni rozliSeni typizace HLA genii. Jeho zavedeni
mélo za nésledek, mimo jiné, znacny ndrlst v poctu novych sekvenci gent a novych alel HLA
(Kishore & Petrek, 2018). To také vedlo ke zlepSeni typizace darcti v mezinarodnich registrech,

a v disledku i snizeni vyhledévaci doby neptibuznych darct (Tiercy, 2016).

3.5 Sekvenovani tieti generace

Nedavny nastup takzvaného sekvenovani treti generace dlouhych tsekit DNA umoznil
vysoce vykonnou typizaci celé exon-intronové oblasti gentit HLA, coz vedlo k typizaci s ultra

vysokym rozliSenim a jednoznacnou typizaci vSech 4 poli (Mayor et al., 2019).

4 Transplantace krvetvornych kmenovych bunék

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék (HSCT - Haematopoietic stem cell
transplantation) je metoda, kterd se pouziva k 1écbé fady malignich onemocnéni a nékterych
forem vrozenych imunodeficiti (Balassa et al., 2019). Je aplikovana také pti 1é¢bé zavaznych
onemocnéni jako je aplastickd anémie (Peinemann et al., 2011), dédicné syndromy selhani
kostni dfené (Dalle & de Latour, 2016), srpkovitd anémie (Gluckman et al., 2017), n¢které
dédicné imunodeficienty (Wahlstrom et al., 2015) a urc¢ité metabolické poruchy (Krivit, 1995).
Jak udavaji data EBMT (The European Society for Blood and Marrow Transplantation), roku
2019 bylo celosvétové provedeno 48512 transplantaci krvetvornych kmenovych bunék
(alogenni a autologni dohromady) (Passweg et al., 2021). V roce 2020 a 2021 doslo ke snizeni
poctu transplantaci, coz bylo zplisobeno pandemii onemocnéni SARS-CoV-2 (Passweg et al.,
2022).

Metoda HSCT sestava z nékolika kroki. Nejprve se provadi deplece kostni dien¢ pomoci

myeloablativni terapie, napiiklad pomoci chemoterapie (viz Pfipravnd terapie pied
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transplantaci). Nésledné jsou krvetvorné kmenové bunky odebrany a poté infuzi aplikovany
pacientovi, kde posléze generuji novy krvetvorny a imunitni systém (Balassa et al., 2019).

Kmenové buiky pouzivané pti HSCT jsou ziskavany ze tii zdrojt, a to z kostni dfené,
periferni krve a pupecnikové krve (Sureda et al., 2015). Prvni zavedenou metodou byl odbér
kmenovych bun¢k z darcovské kostni diené v celkové anestezii (Miller et al., 2008). V dnesni
dobé¢ je vSak nejpouzivanéj$i metodou odbér kmenovych bun€k z periferni krve, které jsou
odebrany po zavedeni faktoru stimulujiciho kolonie granulocytd. Vyhodou této metody je
rychlej$i obnova bilych krvinek a imunitniho systému ptijemce, pfi niz§im riziku selhani $tépu.
Nevyhodou je ovSem vyssi vyskyt rejekéni reakce (odhojeni) (Schmitz et al., 2006).

Po dokonceni pfipravné terapie a odebrani kmenovych bun€k darce, jsou krvetvorné
kmenové bunky vpraveny do téla pacienta. Po tomto zakroku je ihned zahajena profylaxe proti
infekénim 1 neinfekénim onemocnénim, jako jsou bakteridlni onemocnéni, herpetické viry atd
(Tomblyn et al., 2009).

Existuji dva zakladni typy HSCT: autologni transplantace (viz. Autologni transplantace),
kdy jsou kmenové krvetvorné buiiky pacienta odebrany a pozdéji reinflizovany a alogenni
transplantace (viz. Alogenni transplantace), pfi které se kmenové buiiky odebiraji ptibuznému
nebo shodnému nepiibuznému dérci a jsou nasledné transplantovany pacientovi (Sureda et al.,
2015). V dalsich castech této prace se budeme vylozené zabyvat problematikou alogenni
transplantace kmenovych bun¢k. V poslednich padesati letech doslo k vyraznému pokroku
v oblasti typizace HLA, vylepSeni profylaxe a ptipravné terapie, coZ umoznilo rozsifeni

piistupnosti HSCT $ir$i skuping pacientli s vyrazné lepsimi vysledky (Abecasis et al., 2020).

Obrazek 5. a) Autologni transplantace b) Alogenni transplantace (Balassa et al., 2019)
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4.1 Pripravna terapie pred transplantaci

Ptipravna terapie se provadi chemoterapii, radioterapii anebo kombinaci obou a jejim
cilem je ablace kostni dfen¢ recipienta, kterda umozni piihojeni darcovskych krvetvornych
kmenovych bunék. (Bazinet & Popradi, 2019).

Chemoterapie a radioterapie jsou zatézujici rizikové zakroky s velkou mirou toxicity a
nektefi pacienti nejsou zdravotné zpiisobili, aby mohli tuto 1écbu absolvovat. Je nutné, aby
funkce srdce, ledvin, jater a dalSich organi byly adekvatni a pacient by nemél mit aktivni
infekci. Ktefi pacienti jsou zpusobili zvladnout toto obdobi, je na jedné stran¢ dano jejich
zdravotnim stavem a na druhé také jejich vékem. Horni povolend vékova hranice je urena
vékem biologickym (Bazinet & Popradi, 2019). V zavislosti na stavu pacienta se pifipravna
terapie d¢li na myeloablativni (vysoka intenzita), se sniZenou intenzitou a nemyeloablativni
(nizka intenzita) (Bacigalupo et al., 2009). Pouziti myeloablativni terapie vede k pancytopenii
(Bacigalupo et al., 2009), tedy k snizeni mnozstvi vSech druht krevnich elementti (Bagwe et

al., 2017).

4.2 Autologni transplantace

Jak jiz bylo feceno, pii autologni transplantaci jsou krvetvorné kmenové bunky
odebrany samotnému pacientovi a posléze reinfuzovany (Sureda et al., 2015). Po odebrani jsou
kmenoveé buiikky zmrazeny, aby mohly byt zpétné podany pacientovi po absolvovani
myeloablativni terapie (Bazinet & Popradi, 2019).

Hlavni 1é¢ivy ucinek autologni transplantace je zplisoben myeloablativni terapii, tedy
efekty chemoterapie a radioterapie (Balassa et al., 2019).

Témét vSechny autologni transplantace jsou provadény pro lécbu malignich
onemocnéni, jako jsou mnohocetné myelomy a lymfomy. Pouze malé procento 1écby je

zaméfeno na autoimunitni onemocnéni (Balassa et al., 2019).

4.3 Alogenni transplantace

Jak jiz bylo zminéno, pifi alogenni transplantaci jsou kmenové builky zdravého
pfibuzného anebo nepiibuzného dérce aplikovany pacientovi (Balassa et al., 2019). Tato
metoda je zpravidla pouzivana k 1écbé hematologickych malignit, jako je akutni myeloidni
leukémie a akutni lymfoidni leukémie (Balassa et al., 2019), metabolickych poruch (Wahlstrom

et al., 2015) a n¢kterych vrozenych imunodeficientti (Krivit, 1995).
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Pti alogenni transplantaci, na rozdil od autologni, maligni bunky, které nebyly zniceny
myeloablativni terapii, mohou byt eliminovany aktivitou transplantovanych krvetvornych
bunék, tzv. reakci Stépu proti leukémii (Graft vs Leukemia effect — GvL) (Horowitz et al.,
1990). Ta spociva v tom, ze imunitni buiiky ve $t€pu jsou schopny rozpoznat maligni bunky
jako cizorodé a nasledné je znic¢it (Weiden et al., 1979).

Alogenni transplantace vyzaduji vhodnou volbu darce, kterym muze byt bud’ piibuzny,
nebo neptibuzny pacienta (Petersdorf, 2013). Vybér vhodného dérce zalezi zejména na shode
mezi darcovymi a pacientovymi HLA antigeny, ze kterych jsou testovany geny HLA-A, -B,
-C, -DR, -DQ a -DP. Mezi dalsi dulezité faktory patii pohlavi a vék darce, ale i shoda v krevni
skupiné (ABO) (Petersdorf, 2013).

Celkovy pocet transplantovanych pacientd se v poslednich desetiletich zvySoval. Stejné
tak jsou transplantovani pacienti ve vy$$im v€ku (Abecasis et al., 2020). Data z roku 2020 vSak
ukazuji, Ze doslo ke sniZeni poctu HSCT, jak jiz bylo uvedeno vyse, z divodu pandemie SARS-
CoV-2 (Passweg et al., 2022). Okolo 30 % pacient podstupujicich alogenni transplantaci ma
k dispozici piibuzného, vhodného pro darcovstvi (HLA shodny anebo haploidenticky, viz
vysvétleni nize). Dalsi alternativou je najit nepfibuzného darce z mezinarodnich registri darcii
kostni diené (Gragert et al., 2014). V poslednich letech se vSak zvysil pocet piibuznych darci

kvli rostoucim po¢tim haploidentickych transplantaci (Passweg et al., 2022).
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Obrazek 6. Zmény ve vybéru darce v letech 1990-2020 (Passweg et al., 2022)
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4.3.1 Transplantace od nepribuznych darci

Pocet neptibuznych darct v prubéhu let 1987-2017 vyrazné narostl (Abecasis et al.,
2020). Optimalizace myeloablativni terapie a pokroky v typizaci HLA antigenti, umoznily lepsi
vybér HLA shodnych neptibuznych darcii, coz ptispélo k celkove lepsi mite preziti, ktera je u
10/10 shodnych nebo dokonce u 9/10 shodnych déarct srovnatelna s HLA-identickymi
piibuznymi darci (Abecasis et al., 2020; Jorge et al., 2018; Kroger et al., 2009). Pouziti 9/10
shodnych neptibuznych darct je stale predmétem debat s tim, ze nékteré vysledky ukazuji horsi
celkové preziti a jiné ukazuji podobné celkové preziti, GVHD (Graft vs Host Disease), umrtnost
spojenou s transplantaci a relaps, tj. navraceni onemocnéni, v porovnani s 10/10 shodnymi darci

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

4.3.2 Haploidenticka transplantace od pribuznych darci

Pokud neni k dispozici HLA-identicky ptibuzny anebo neptibuzny darce, je stile
Cast&jsi vyuziti ptibuznych haploidentickych darct (Bittencourt & Ciurea, 2020).

Pivodné byla tato metoda provadéna pomoci §tépi s depletovanymi T-bunkami. Bylo
tak dosazeno dobrych antileukemickych uc¢inkt, ale dochazelo k velkému mnoZstvi mortalit
spojenych s opozdénou rekonstituci imunitniho systému. Po zavedeni terapii
cyklofosfoamidem doSlo k vyraznému zlepSeni vysledkii haploidentické transplantace
s vyrazn¢ niz$i mirou GVHD a celkového preziti pacienti. Dosud se obecné¢ ma za to, Ze
cyklofosmoamid cytotoxicky eliminuje rychle proliferujici aloreaktivni T-bunky, pficemz
nenici pomalu se délici pamét'ové a regulacni T-bunky. Tim sniZuje riziko GVHD a relapsu a

zaroven umoziuje rychlejsi rekonstituci imunitniho systému (Ciurea et al., 2012).

5 Vliv neshody HLA na vysledky HSCT

Histokompatibilita pacienta a darce hraje vyznamnou roli pro vysledek transplantace.
Neshody v HLA systému mohou vyvolavat riizné imunologické procesy (Eyrich & Schulze,
2019; Fiirst et al., 2019) v zavislosti na tom, zda je reakce ve sméru $tép vs. hostitel (GvH)
anebo hostitel vs. §tép (HvG) (Eyrich & Schulze, 2019). Reakce GvH je reakce darcovskych
bunék proti tkani pfijemce. Ta se miiZze vyvinout v imunoterapeuticky efekt St€pu proti leukémii
(GvL), avsak je hlavné spojena s vyvojem GvHD, cozZ je hlavni faktor morbidity a mortality
souvisejici s transplantaci krvetvornych kmenovych bun¢k (Zeiser & Blazar, 2017). Pii reakci

HvG dochézi k rozpoznani darcovskych HLA molekul T-lymfocyty pacienta, coz zpiisobi
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odmitnuti $tépu (Eyrich & Schulze, 2019). Aloreaktivita pti HSCT je téméf vyhradné
zprostiedkovana T-lymfocyty, které jsou ptfitomny ve Stépu a jsou nové tvoreny darcovskymi
kmenovymi buiikami (Distler et al., 2011). B-lymfocyty jsou rekonstituovany az pozdéji po

transplantaci ackoli stale hraji dilezitou roli pti GVHD (Marie-Cardine et al., 2008).

vvvvvv

vvvvvv

klasick¢é HLA geny (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1, HLA-DQBI1 (Fiirst et al., 2013;
Horan et al., 2012; Lee et al., 2007; Marsh et al., 2010) a HLA-DPBI1 (Fleischhauer et al.,
2012a; Shaw et al., 2010)), o kterych pojedndva tato kapitola. Téchto 6 gent na diploidnim
lidském genomu s¢ita 12 lokust. Dnes se povazuje za plné shodnou sada darce-ptijemce jako
10/10 (bez HLA-DP) (Marsh et al., 2010).

Pfitomnost neshody v HLA je spojena s vy$$i mirou incidence akutni GVHD se stupném
II-IV, chronick¢ GVHD a s celkové niz§im piezitim ve srovnani s 10/10 shodnymi jedinci.
Zatim vSak neni jasné, ktery lokus je spojen se zvySenim celkové mortality (Picardi et al., 2021).

Touto problematikou se budeme zabyvat dale v kapitole.

5.1 Vliv HLA-A a HLA-B

HLA-A a HLA-B vykazuji nejvyssi expresi mezi molekulami HLA I. tfidy (Apps et al.,
2015) a vSechny vétsi studie ukazuji, Ze neshoda v HLA-A nebo HLA-B zvySuje riziko
mortality (Flrst et al., 2013; Kanda et al., 2013; Lee et al., 2007; Verneris et al., 2015). Typizace
s vysokym rozlisenim téchto gent je u HSCT povinna, protoze pro jednotlivé neshody HLA-A
a HLA-B byly hlaSeny pomeéry relativniho rizika v hodnotach 1,17-2,20 a 1,16-1,90 (Fiirst et
al., 2013; Kanda et al., 2013; Lee et al., 2007; Verneris et al., 2015), coz odpovida jednomu
nebo dvéma umrtim u 10 1éCenych pacientii pouze v disledku neshody v HLA (Fiirst et al.,
2013; Kanda et al., 2013; Lee et al., 2007).

Jen HLA-A neshodné pary darce-piijemce mély vyznamné vyssi 100 denni kumulativni
vyskyt akutni GvHD ve srovnani se shodnymi pary. Horsi vysledek HSCT vyrazné souvisel
také s inkompatibilitou v HLA-B, pii které dochéazi k vyssimu vyskytu akutni GvHD, Casté;si
incidenci chronické GvHD a relapsu ptivodniho onemocnéni. Neshoda v HLA-A a HLA-B tak
zpusobuje nizsi celkové preziti (Picardi et al., 2021) a darci prokazujici neshody v téchto

lokusech by neméli byt brani v potaz (Fiirst 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 strategii vyhledavani vhodnych darcii poté,
co bylo zjisténo, Zze neshoda v HLA-C sebou nese zvySujici se riziko imrtnosti (Passweg et al.,
2015). Poméry rizik pfi neshod¢ antigentit HLA-C jsou srovnatelné s riziky jakékoliv jiné HLA
inkompatibility (Fiirst et al., 2013; Lee et al., 2007). Vysledek transplantace miize byt ovlivnén
vyskytem tzv ,,permisivnich neshod“ HLA-C. Tyto permisivni alely jsou postupné
rozpoznavany, diky ¢emuz je mozné segregovat neshody HLA-C s nizkym nebo zadnym
ucinkem od inkompatibilit se zdvaznymi ucinky na vysledek HSCT (Fernandez-Vina et al.,
2014).

Aloreaktivita zprostiedkovanda HLA-C neshodou je ovliviiovana mnoha faktory.
Exprese HLA-C molekul na bunééném povrchu je zavisla na genetickych polymorfismech
v blizkosti HLA-C genu (Apps et al., 2013; Thomas et al., 2009) a je nizsi néz exprese HLA-A
a HLA-B (Apps et al., 2015).

Kombinace inkompatibilit HLA-C hraji klicovou roli pfi snizovani rizika relapsu,
protoze hraji roli pti GvL efektu. JelikoZ nepermisivni HLA-C neshody jsou silnym rizikovym
faktorem incidence té¢Zké akutni GvVHD, jsou pfi vybéru darce brany jako nebezpecné (Picardi
etal., 2021).

Vsechny alely HLA-C Ize rozdé€lit do dvou skupin. Skupina 1 je charakterizovana
asparaginem v poloze aminokyseliny 80 a skupina 2 je charakterizovana lysinem v poloze 80.
Alely HLA-C skupiny 1 interaguji s receptory KIR2DL2/3 a KIR2DS2/3 a alely HLA-C
skupiny 2 interaguji s receptory KIR2DL1 a KIR2DS1/5. Existuji urc¢ité dukazy, ze tyto
interakce mohou ovlivitovat aloreaktivitu zprostfedkovanou NK builkami a potencialné

kontrolu relapsu (Venstrom et al., 2012).

5.3 Vliv HLA-DRBI1 a HLA-DRB3/4/5

Gen HLA-DRBI vykazuje nejvyssi polymorfismus mezi geny HLA II. tfidy. Koduje B-
fetézec antigenu HLA-DR a je nejvice exprimovany antigen HLA II. tfidy (Brooks & Moore,
1988). Neshody v genu HLA-DRB1 vykazuji vysoké riziko mortality spojené s transplantaci
(First et al., 2013; Lee et al., 2007), protoze zpusobuji vysokou incidenci akutni GvHD
(Verneris et al., 2015). Na druhou stranu vliv neshody HLA-DRBI1 na vyvoj chronick¢ GvHD
a relapsu ziejmé neni tak silny (Fiirst et al., 2013; Lee et al., 2007).

S genem HLA-DRBI jsou tizce spojeny lokusy HLA-DRB3/4/5, které koduji antigeny
HLA-DRS52, HLA-DR53 a HLA-DRS51 (Rollini et al., 1985). Ty jsou exprimovany na nizsi
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urovni nez antigeny kédované HLA-DRBI, ale jsou dobie detekovatelné serologickymi
metodami. (Tsamadou et al., 2021).

Geny HLA-DRB3/4/5 vykazuji silnou vazebnou nerovnovédhu s HLA-DRBI1 a tvofti
tzv. konzervované haplotypy. V ramci téchto haplotypt je pfitomnost nebo nepfitomnost genu
HLA-DRB3/4/5 urcovana genem HLA-DRBI1 (Tsamadou et al.,, 2021). Existuji data,
ze neshody v HLA-DRB1 mohou byt dale umocnovany rozdily v HLA-DRB3/4/5 (Detrait et
al., 2015; Grubic et al., 2018). Podle studie provedené v letech 2000-2014 bylo celkové preziti
recipienti vyrazné lepsi pii transplantaci od 10/10-shodnych neptibuznych darct, ktefi byli
shodni také v HLA-DRB3/4/5, ve srovnani s darci, kteti vykazovali neshodu v HLA-DRB3/4/5
(Tsamadou et al., 2021).

5.4 Vliv HLAD-DQA1 a DQB1

Gen HLA-DQA1 kodujici a-fetézec obsahuje pouze limitovany polymorfismus,
ale v poslednich letech byl zafazen mezi typizované geny (Little et al., 2021). Pokud je dérce
shodny v HLA-DRBI1 s pacientem neshody v HLA-DQBI1 jsou celkem vzacné kvili silné
vazebné nerovnovaze mezi geny DRBI1 a DQB1 (Sanchez-Mazas et al., 2000). Nebylo zatim
prokazéano, Ze by inkompatibilita v genu HLA-DQBI1 vyrazn€ ovliviiovala vysledek HSCT
(Lee et al., 2007; Morishima et al., 2015). Neshody v alelach nezplisobovaly vyrazné zvysené
riziko GvHD, zatimco inkompatibility na urovni antigentt HLA-DQ jsou rizikové, a proto je
HLA-DQBI zahrnut do typizacni strategie (Little et al., 2021).

Pokud neni dostupny 10/10-shodny darce, je nejCastéji vybran darce s rozdilem pravée
v HLA-DQB1. Neshody v HLA-DQBI i tak mohou zvySovat komplikace spojené¢ s HSCT,
hlavné de novo vznikem protildtek HLA-DQB1/HLA-DQAI1, které mohou vést k odmitnuti
Stépu (Yabe et al., 2016).

5.5 Vliv HLA-DPB1

Neshody v HLA-DPB1 vedou ke zvySenému riziku GvHD, ale zaroven ke sniZzeni miry
relapsu (Little et al., 2021; Shaw et al., 2006, 2007). Alely HLA-DPBI1 Ize seskupit podle jejich
imunogenicity do tfi skupin (nizka, sttedni a vysoka) (Zino, 2003). Tento objev vedl k vyvinuti
algoritmu T-bunécného epitopu (TCE), ktery kategorizuje alely podle funkéni a strukturalni
odlisnosti (Crivello et al., 2015), do tfi (nebo ¢tyt) skupin antigend, které vyvolavaji podobnou
reaktivitu T-bunc¢k. Toto seskupeni se ukdzalo jako prediktivni pro vysledek HSCT
(Fleischhauer et al., 2012b). Nepermisivni neshody HLA-DPBI1 jsou spojeny se zvySenou
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celkovou mortalitou a vys$$im rizikem incidence GvHD ve srovnani s HLA-DPB1 shodnymi
anebo permisivnimi (Pidala et al., 2014). Algoritmus T-bunééného epitopu je tak dnes
pouzivany jako jedno z kritérii pti vybéru, pokud neni 10/10-shodny darce k dispozici. Mezi
geny HLA-DPB1 a HLA-DQBI se nachazi ,,rekombinacni hotspot (Cullen et al., 1997)
a kvili tomu je témét 80% pard shodnych v HLA-DR/DQ neshodnych v HLA-DPBI1
(Begovich et al., 1992; Fleischhauer et al., 2012b).

6 Zavér

HLA systém hraje zdsadni roli pro vysledek HSCT. Neshody v HLA antigenech mezi déarci
a piijemci jsou asociovany s vyssi incidenci GvHD, relapsu onemocnéni a umrtnosti spojenou
s transplantaci.

Nové metody HLA typizace, napiiklad sekvenace druhé generace, umoznuji provést
diikladnou typizaci HLA genti na Grovni vysokého rozliseni, a tedy i vyhnuti se nebezpecnym
neshoddam v HLA komplexu. Navic, tyto techniky umoziuji zkraceni doby pii hledani
vhodného dérce v mezinarodnich registrech.

Pokroky v myeloablativni terapii a nasledné terapii po transplantaci umoznily v poslednich
letech vyvoj lé€ebnych metod, jako je haploidentickd transplantace. Pocty téchto transplantaci,
oproti transplantacim pouZivajici kmenové builkky od HLA shodnych neptibuznych darct,

v poslednich letech rostou a naSe porozuméni role HLA systému v tomto kontextu se rychle

vyviji.
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