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Abstrakt

HLA a KIR geny dosahuji vysoké miry polymorfismu vramci lidského genomu.
Proteinové produkty téchto gent hraji vyznamnou roli pii transplantacich hematopoetickych
kmenovych bun¢k. Geneticka shoda na trovni HLA genii mezi recipientem a donorem
predstavuje hlavni rizikovy faktor pfihojeni transplantitu a nasledné uspésné 1écby. Z tohoto
divodu je nezbytna genotypizace donori a recipientil indikovanych k transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék. Za ucelem vySetfeni se vyuzivaji rizné modifikace
polymerazové fetézové reakce a pfimé sekvenovani, typizovany jsou geny HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DRB1 a HLA-DQBI na urovni high- a low- rozliSeni. Na zaklad¢ typizace
téchto gent je aplikovana tzv. 10/10 shoda pfi vybéru vhodného donora v registru darct.

Pii  1écbeé pacienti s diagnostikovanou akutni myeloidni leukémii zvySuje
pravdépodobnost potlaceni relapsu onemocnéni a obecné preziti pacienti KIR genotyp
donort, nejvyssiho 1écebného efektu dosahuje Cen-B/B déarcovsky haplotyp. Z tohoto diivodu
dochdzi k typizaci KIR pomoci polymerdzové ftetézové reakce, vysledny genotyp je
porovnavan online kalkuladtorem v IMGT/KIR databazi. Vybrani donofi jsou selektovani do
skupin dle svého genotypu a jeho vlivu na vysledny efekt 1€cby.

Studium polymorfnich systémii a vyvoj metod genetické typizace donort a recipienti

signifikantné ovlivituji usp&$nost transplantaci bun€k kostni diené a naslednou 1écbu pacientt.

Klicova slova:

HLA, KIR, transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k, HLA typizace, KIR

typizace



Abstract

HLA and KIR genes are highly polymorphic regions within the human genome.
Protein products of these genes play a critical role in hematopoietic stem cell transplantation.
Genetic HLA match is a major barrier to engraftment and influences the outcome of this
therapy. Therefore it is necessary to genotype donors and recipients selected for
hematopoietic stem cell transplantation. Today HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRBI1 and
HLA-DQBI genes are tested by modifications of polymerase chain reaction or by sequence-
based typing methods on the level of high- or low-resolution. Donors registered in bone
marrow registries are selected on the basis of a 10/10 match.

Donors KIR genotype leads to a better outcome, to relapse-free survival and overall
survival in treatment of patients with acute myeloid leukemia. A better protection against
relapse is achieved by Cen-B/B donor haplotype. Therefore KIR typing by polymerase chain
reaction is used and the genotype is compared with the IMGT/KIR database by an online B-
content calculator. Donors are divided in groups according to their genotype and their
influence on the success of treatment for acute myeloid leukemia.

The study of polymorphic systems and the development of genotyping donors and
recipients significantly improve the outcome of hematopoietic stem cell transplantation and

subsequent treatment.
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Seznam zkratek

AID

ALL

AML

BMF

CLL

CML

Auto Immune Disease
autoimunitni onemocnéni
Acute Lymphoblastic Leukemia
akutni lymfoidni leukémie
Acute Myeloid Leukemia
akutni myeloidni leukémie
Bone Marrow Failure

selhani kostni dfené

Chronic Lymphocytic leukemia
chronicka lymfoidni leukémie
Chronic Myeloid Leukemia

chronickd myeloidni leukémie

GvHD Graft versus Host Disease

GvL

HD

HLA

HSC

reakce Stépu vuci hostiteli

Graft versus Leukemia effect

reakce Stépu viici leukemickym bunkam
Hodgkin’s Lymphoma

Hodgkintv lymfom

Human Leukocyte Antigen

lidsky hlavni histokompatibilitni antigen
Hematopoietic Stem Cell

hematopoetické kmenové builky

HSCT Hematopoietic Stem Cell Transplantation

IDM

KIR

MDS

MHC

transplantace hematopoetickych kmenovych bunék
Inherited Disorders of Metabolism

dédicné metabolické poruchy

Killer Immunoglobulin-like Receptors

receptory NK bun¢k imunoglobulinové rodiny
Myelodysplastic Syndrome

myelodysplasticky syndrom

Major Histocompatibility Complex

hlavni lidsky histokompatibilitni fetézec



MPN Myeloproliferative Neoplasm
myeloproliferativni neoplazie
NHL Non-Hodgkin’s Lymphoma
Non-Hodgkintiv lymfom
NK  Natural Killers
»prirozeni zabijaci*
SBT Sequence-Based Typing
primé sekvenovani
PCD Plasma Cell Disorders
poruchy plazmatickych bunék
PCR-SSOP  PCR with sequence-specific oligonucleotide probes
PCR se specifickymi oligonukleotidovymi sondami
PCR-SSP PCR with sequence-specific primers
PCR se sekvenéné specifickymi primery
PID  Primary Immune Deficiencies

priméarni imunodeficience
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1. Uvod

Transplantace hematopoetickych kmenovych bunék jsou cileny k 1écbé hematoonkologickych
pacientl ¢i pacientil s vrozenymi ¢i ziskanymi poruchami krvetvorby. Zasadni roli v usp&Snosti této
lécby hraje typizace HLA a KIR genl u darct a piijemcti bunek kostni dfen¢. Geny HLA systému
a receptor rodiny KIR dosahuji vysoké hodnoty polymorfismu v ramci lidské populace. Interakce
HLA molekul s KIR receptory hraji vyznamnou roli pii imunitnich odpovédich a zaroven predstavuji

podstatny faktor ispésnosti transplantaci bun€k kostni diené.

Genovy komplex HLA je lokalizovan na kratkém raménku Sestého chromozomu, nesmirna
variabilita alel tohoto systému ztézuje UspéSnost allogennich transplantaci. Z tohoto divodu je
nezbytné nutné genotypizovat donory a recipienty a vyhledavat geneticky blizké pary. Byla-li by
provedena allogenni transplantace bunék kostni diené mezi geneticky neshodnymi pary, hrozilo by

odvrhnuti transplantatu ¢i reakce $tépu vuci hostiteli s az smrtelnymi nasledky.

Region kodujici KIR geny je umistén na dlouhém raménku devatenactého chromozomu, jeho
proteinové produkty reguluji cytotoxickou aktivitu NK bunék. KIR genotyp donorti hraje dilezitou
roli pfi transplantacich hematopoetickych kmenovych bunék cilenych k 1é¢bé akutni myeloidni

leukémie.

Typiza¢ni metody vySe zminénych genll jsou nezbytné k predchazeni komplikaci tohoto typu
1écby a posouvaji transplantace bun¢k kostni dfené mezi denn¢ vyuzivané 1é¢ebné procedury po celém

Svete.

Cilem této prace je teoreticky popis vySe zminéné problematiky a aktudlnich metodickych
postupt, které jsou rutinné vyuzivané klinickymi laboratofemi, jez se zabyvaji typizaci HLA a KIR
gent u darct a piijemct kostni diené. Déle prace poskytuje zéakladni ptehled o souvislostech
spojenych s transplantacemi hematopoetickych kmenovych buné€k, napt. stru¢ny piehled o indikacich,

komplikacich a vyvoji tohoto stale Castéji vyuzivaného lécebného procesu.

Popsany konkrétni postup typizace HLA a KIR genti vychazi z tzv. algoritmu HLA Laboratote
Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze, jenz je vyuZivan pii genetickych vysetfenich

u pacientll podstupujicich transplantaci kostni dené a jejich pribuznych ¢i neptibuznych darct.



2. HLA

2.1. Geneticka organizace HLA systému

Lidsky hlavni histokompatibilitni systém (MHC) neboli lidsky histokompatibilitni antigen
(HLA systém) se tadi k nejkomplexnéj§im oblastem lidského genomu. Jeho proteinové produkty
vykazuji nejvyssich hodnot polymorfismu v ramci veskeré proteinové vybavy ¢lovéka. Lidsky MHC
systém, lokalizovany v regionu 6p21.3 Sestého chromosomu, dosahuje délky 4 Mb, zahrnuje
269 identifikovanych lokusi a obsahuje vice nez 220 gend. Proteinové produkty téchto gend hraji roli
pfevazné v imunitnim systému. Z hlediska klinického vyuziti pfi orgénovych transplantacich je
sttedem zajmu tohoto systému zejména 21 polymorfickych genid. (Consortium 1999; cit. dle Sasazuki,
Inoko et al. 2016)

V ramci MHC se vyskytuji tfi rozdilné oblasti:

Oblast kddujici MHC glykoproteiny . tfidy (HLA gp I) je lokalizovana na telomerickém konci
Sestého chromozomu. Obsahuje geny kodujici molekuly HLA gp I, tedy tzv. klasické geny kodujici
molekuly HLA-A, HLA-B a HLA-C, tzv. neklasické geny kodujici HLA-E, HLA-F, HLA-G, HFE
a dvanact pseudogenti a tzv. class I-like geny MICA, MICB s dal§imi péti pseudogeny. (Horton,
Wilming et al. 2004) Pravé klasické geny HLA gp I jsou hlavnimi polymorfnimi useky oblasti
kodujici HLA. Jejich proteinové produkty jsou znaceny jako tzv. klasické antigeny vyskytujici se na
povrchu vétSiny bunék organismu. Nejvyssi trovné polymorfismu dosahuje jednoznacné gen HLA-B.
(Mungall, Palmer et al. 2003)

Oblasti lokalizovanou naopak na centromerickém konci chromozomu je region pro MHC
glykoproteiny II. tfidy (HLA gp II), vyskytuji se zde tzv. geny klasické pro HLA-DRA, HLA-DRBI,
HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRBS, HLA-DQA1, HLA-DQBI1, HLA-DPA1 a HLA-DPBI a geny
non-klasické HLA-DM a HLA-DO.

Mezi témito dvéma regiony se nachazi oblast pro MHC glykoproteiny III. tfidy, kodujici
tzv. non-HLA geny, souvisejici téZ s funkci imunitniho systému, ne vSak vyluéné s funkci HLA
systému. (Robinson, Halliwell et al. 2015)

Dal$imi genovymi clustery lokalizovanymi na kratkém raménku Sest¢ho chromozomu je
napftiklad histonovy supercluster, jenz plati za nejdel$i histonovy cluster v ramci lidského genomu
a zaroven za nejobsahlejsi kodujici oblast v MHC (Marzluff, Gongidi et al. 2002), tRNA supercluster,
téz nejdelsi tRNA cluster v lidském genomu, geny zodpovédné za tvorbu proteint tepelného Soku
¢i cytokini rodiny TNF a dalsi. Celkem je tedy MHC oblast pfedstavovdna Sesti genovymi
superclustery a Sesti clustery. (Horton, Wilming et al. 2004)



2.2. Struktura molekul HLA systému

Proteinové produkty zejména HLA 1 klasickych genli jsou kodominantn¢ exprimovany
na vétSing jadernych bunék v podobé transmembranovych glykoproteinti. Heterodimerni povaha
téchto komplexti je definovana tfemi doménami t€zkého transmembranového fetézce a, orientovaného
karboxylovym koncem do cytoplazmatického prostoru buiiky, a P.-mikroglobulinem asociovanym
s a fetézcem nekovalentnimi interakcemi. Vazebné misto pro peptidové fragmenty intracelularniho
puvodu umoznuji domény a; a ar vytvarejici strukturné pomyslny zlabek. Tato ryha je na obou
stranach uzaviena a je velikostné limitujici, z tohoto diivodu jsou komplexy HLA gp I schopny vazat
peptidy o velikosti 8-10 aminokyselin. Molekuly kédovany HLA II geny jsou exprimovany na
povrsich tzv. antigen-prezentujicich bunc€k. Heterodimerni komplexy jsou slozeny ze dvou
nekovalentné spojenych transmembranovych fetézci o a B. Zlabek pro vazbu antigenii vznika
vzajemnymi interakcemi domén o, a B, neni velikostné limitujici a umoznuje vazbu peptidi o délce

obvykle 15-35 aminokyselin. (Goodfellow et al. 1975; cit. dle Edinur, Manaf et al. 2016)

2.3. Funkce HLA systému

Ulohou molekul HLA systému je vazba peptidovych fragmentd a jejich nasledna prezentace
okoli. Tato ¢innost je nesmirné dilezitou pro nastoleni rovnovahy mezi toleranci imunitniho systému
vici vlastnim a fyziologicky normalnim buinikam ¢i zahéjeni adekvatni imunitni odpovédi na zaklade
rozpoznanych cizich antigeni. HLA systém tedy pfedstavuje jakési rozhrani vrozené a adaptivni
slozky imunitniho systému.

Vazebné misto molekul HLA 1. tfidy umoznuje vazbu peptidi intracelularniho ptvodu
dopravenych na membranu bunky. Vu¢i témto peptidovym ligandiim jsou afinitni receptory
CD8" T lymfocyti a receptory NK bun¢k (a n€kterych T lymfocytd) imunoglobulinové povahy
(KIR).

Molekuly HLA II. tfidy vystavuji okoli skrze své vazebné domény peptidové fragmenty
extracelularniho ptivodu pfijaté bunkou pomoci endocytozy. S t€mito peptidovymi fetézci interaguji
receptory CD4" T bunék.

Zasadni vlastnosti HLA systému je jeho vysoka mira polymorfismu, projevujici se pocetnym
zastoupenim jednotlivych alel v populaci. Urovenn polymorfismu je vyznamnou tlohou jednak
ve fitness organismu a jeho odolavani vii¢i patogenim a infekcim, ale taktéz je kliCovou i na rovni
celé populace.

Intenzivni studium polymorfismu HLA p#inasi stale vyssi pocet dosud znamych alel. Neustale
pribyvajici data je nezbytné tiidit a shromazd’ovat, 16. prosince 1998 byla z tohoto divodu vytvoiena

IMGT/HLA databaze, v ramci které jsou kazdé tfi mésice veskera data aktualizovana. Pro piedstavu



neustalého ristu poctu znamych alel bylo v listopadu 2015 dosazeno hodnoty 14 000 znamych alel
HLA (Robinson, Soormally et al. 2016), pro porovnani v listopadu 2014 obsahovala tato databaze
12 000 genovych variant HLA. (Robinson, Halliwell et al. 2015) Nové znamé alely jsou rutinné
definovany molekularné typiza¢nimi metodami a next-generation sekven¢nimi technikami. Zdroji
objevil novych alel byvaji nejcastéji klinickd pracovisté z celého svéta, zabyvajici se typizaci HLA
za ucelem vyhledavani potencidlnich donord bun€k kostni difené ¢i komer¢ni sféra zabyvajici se

zprostiedkovanim partnerstvi mezi darcovskymi registry hematopoetickych kmenovych bunék.
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Graf ¢. 1: Narist poctu znamych HLA alel v ramci IMGT/HLA databaze v rozmezi let 1989-2017.
Zelené jsou znaceny HLA gp I, cerné HLA gp II. Zdroj: http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/intro.html

IMGT/HLA databaze umoznuje studium sekvenci HLA gent a jejich progresivné piibyvajicich
zndmych sekvencnich variant mezi potencidlnim donorem a recipientem allogennich
hematopoetickych kmenovych bunék, nebot’ pravé shoda mezi HLA darce a piijemce predstavuje
hlavni rizikovy faktor allogenni transplantace hematopoetickych kmenovych bunék. Shoda HLA

lokusti je charakterizovana na urovni nukleotidovych sekvenci domén HLA gp 1 a HLA gp II.



Celkovy pocet znamych alel HLA systému dosahoval v kvétnu 2017 poctu 16 755 alel, z toho

12 351 ptipadalo na HLA I tfidy a 4 404 na HLA II. tfidy (zahrnuty jsou i pseudogeny). (zdroj:

http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html)

HLA gpl1

Gen Pocet alel
A 3913

B 4765

C 3510

E 25

F 22

G 54

HLA gp II

Gen Pocet alel
DRA 7

DRB 2311
DQALI 78

DQB1 1079
DPA1 45

DPBI1 828

DM 20

DO 25

Tabulka ¢. 1: Pocet alel HLA [. a II. tfidy znamy k poslednimu aktualizovanému datu (kvéten 2017)

Zdroj: http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html




2.4. VySetieni HLA systému

Mira shody mezi antigeny HLA donora a recipienta hraje hlavni roli pfi uspésnosti transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék. Oproti jinym organovym transplantacim jsou transplantace
bunék kostni diené z technického hlediska jednodussi, naopak ale pfinaSeji potencidln¢ zavaznéjsi
rizika. Hlavnim cilem transplantace hematopoetickych bunék je osidleni prostiedi pacientovy kostni
dfen¢ hematopoetickymi butikami dérce, jezZ umozni naslednou pfirozenou krvetvorbu piijemce. Dnes
jsou jako zdroj hematopoetickych kmenovych bunék vyuzivany kostni dien, pupecnikova krev
¢i periferni krev donora. Tento typ 1é¢by je indikovan u pacientl se ziskanou ¢i vrozenou poruchou
krvetvorby, imunodeficienci, pfi nékterych metabolickych onemocnénich ¢i pii onkologickych
onemocnénich krvetvorby.

Zhruba 30 % pacientli vyzadujicich transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék ma
geneticky HLA-identického sourozence. Pro zbylych 70 % pacientt je nutné ziskat vhodného darce co
mozna nejvice geneticky shodného v HLA systému. (Passweg, Baldomero et al. 2015; cit. dle Tiercy
2016) Typizace HLA je nyni zdokonalena natolik, Ze je mozna identifikace HLA alel a moZnost nalézt
HLA-nejblizsiho donora. S vyvojem téchto metod vzrostla Sance uspé$ného engraftmentu (pfihojeni
tkané a obnoveni krvetvorby) a potlaceni rizika reakce $t€pu vici hostiteli (GvHD).

Typizovat HLA Ize obecné dvéma moznymi zplsoby — klasickym sérologickym a molekularné-
-genetickym. Pomoci sérologickych metod Ize urcovat molekuly HLA 1. a I tfidy
na zékladé typizacnich sér. Typizace HLA je v tomto pfipadé umoZznéna tzv. lymfocytotoxickym
testem (LCT) (Terasaki, McClelland et al. 1964; cit dle Juric, Ghimire et al. 2016). Do typiza¢nich sér
(s protilatkami proti vétSiné znamych HLA antigentl) jsou pfidany pacientovy izolované lymfocyty
a po nasledné inkubaci komplement. Dojde-li k vazbé antigen—protilatka, je komplementem
zaktivovanou fosfolipazou A2 rozruSena bunécnd membrana lymfocytil, jez jsou nasledné obarveny
barvivem. Vysledna reakce se odecita mikroskopicky. Béhem sérologické typizace vSak vzrista riziko
fale$n¢ pozitivnich a fale$né¢ negativnich vysledkll. Nékteré antigeny konkrétniho lokusu mohou
pii sérologickém testovani vytvaret tzv. kiizové reagujici skupiny, kdy reaguji se séry anti-antigent
jiného lokusu. Naopak falesn¢ negativni vysledky byvaji generovany v ptipadé, kdy je na povrchu
bun¢k exprimovano nedostatecné mnozstvi HLA molekul. (Penka, Tesafova et al. 2012) Z téchto
divodd je tento typ typizace pii vySetfovani donori a recipientd bunck kostni dfené nahrazen
presnéj$imi molekularné-genetickymi metodami a nebude v této reSersi dale probiran.

Ke studiu HLA systému v souvislosti s transplantacemi hematopoetickych kmenovych bunék
se vyuzivaji metody molekularné-genetické, zakladni techniku pfedstavuje polymerazova fetézova
reakce (PCR) s riznymi modifikacemi. V soucasné praxi jsou vyuzivany tfi zékladni technologie:

PCR s vyuzitim riznych ~ HLA specifickych ~ primerti (PCR-SSP), PCR
se specifickymi hybridizacnimi HLA sondami (PCR-SSOP) a piimé sekvenovani (SBT) umoziujici



v

pfimou sekvenaci HLA genli. Metoda SBT predstavuje nejspolehliveéjsi a nejpfesn€jsi moznost
typizace gentt HLA systému a neni limitovana znamymi misty sekvencniho polymorfismu.

Molekularné-genetickymi technikami 1ze typizovat HLA geny na rGzné Grovni. Urceni piesné
nukleotidové sekvence neni v uritych pfipadech nutné, proto jsou vyuzivany dva pfistupy
genotypizace HLA:

Postup pomoci tzv. low-resolution (2-digits typizace) umoznuje rozliSit skupiny alel,
napi. A*02, jez sdileji stejné zakladni polymorfni sekvence. Tento pfistup koresponduje se sérologii,
ovSem s vyznamng vétsi spolehlivosti.

Metoda tzv. high-resolution (4-digits typizace) umoziuje definovat specifickou DNA sekvenci
vazebného mista pro antigen, pfi tomto rozliSeni je charakterizovana jedna alela ¢i skupina alel, které
sdili stejny vazebny motiv antigen—vazebnych domén HLA molekul. Vysledkem je rozliSeni na Grovni
minimalné ¢tyf prvnich cifer HLA nomenklatury, napt. A*02:01. (Nunes, Heslop et al. 2011)

Ve vétsing evropskych zemi se vyuziva tzv. 10/10 shody mezi darcem a piijemcem v genech
pro HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 a HLA-DQBI1, na zaklad¢ této shody je mozné v Evrop¢
nalézt potencialné vhodného darce shodujiciho se ve vSech deseti znacich pro zhruba 45-65 %

pacientt. (Tiercy 2016)

2.4.1. Typizace HLA u recipientii a donorua

Nize popsané jednotlivé kroky typizace HLA vychdzeji zalgoritmu pro vySetieni HLA
Oddélenim HLA v Ustavu hematologie a krevni transfuze v Praze.

Primérni typizace izolované DNA pacientd, potencidlné indikovanych k transplantaci
hematopoetickych kmenovych buné€k, se provadi ze dvou nezavislych primarnich vzorkd. Zaroven je
izolovana DNA od vSech dostupnych sourozencli, rodi¢ii a pfipadné i déti pacienta. V ramci
pacientovy izolované DNA se genotypizuji geny HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 a HLA-
DQBI metodou SBT. U piibuznych jedincti jsou testovany lokusy HLA-A, HLA-B, HLA-DRBI1
metodou PCR-SSP. Jsou-li vysledky rodinné studie informativni, nasleduje stanoveni haplotypt.
Nema-li pacient zadné dostupné ptibuzné, k typizaci dochazi az v ptipadé, kdy je pacientovi
indikovana 1é¢ba pomoci HSCT, nasledné typizace se provadéji v obdobnym zpisobem.

Je-li nalezen vhodny piibuzny dérce (shodny sourozenec) hematopoetickych kmenovych bunék,
nasleduje genotypizace pacientovych HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRBI na urovni high-resolution
a HLA-DQBI na tirovni low-resolution metodou PCR-SSP ¢i SBT z nezavislého primarniho vzorku
(je-li pivodni izolovana DNA v dostate¢né kvalité, neni nutné odebirat nové vzorky, analyzovany jsou
ptivodni odbéry). Genotypizace vybranych sourozenct je obdobna.

Neexistuje-li dostupny vhodny ptibuzny darce, jsou vysledky pacientovy genotypizace (totozny
postup popsany vyse) odeslany do registru nepiibuznych darcti hematopoetickych kmenovych bunék.

V registru neptibuznych donorti jsou vyhledavani darci co nejvice shodni v HLA, ovéiuji se vysledky



z predchozich typizaci darcovskych HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 (high-resolution) a HLA-
DQBI1 (low-resolution) metodou PCR-SSP ¢i SBT.

V piipadé, kdy je pacient indikovan k haploidentické transplantaci hematopoetickych
kmenovych bun€k, je postup typizace pacienta a pribuzného haploidentického darce obdobny jako

u vySetfeni pifibuzného donora, nésledné je urcena mira genotypové shody mezi pacientem a darcem.



3. KIR
3.1. Geneticka organizace KIR genu

KIR receptory ptredstavuji skupinu receptorit imunoglobulinové povahy pfitomnych na povrchu
lidskych NK (a nekterych T) bun¢k. Obdobné jako u HLA systému je pro oblast KIR charakteristicky
téZ vyznamny sekvencni polymorfismus.

Geny kodujici KIR receptory NK bunék jsou soucasti LRC regionu (Leukocyte Receptor
Complex) lokalizovaného na dlouhém raménku devatenactého chromozomu (19q13.4). Tato LRC
oblast dosahuje délky 1 Mb a je bohata na rychle se evolvujici geny kodujici povrchové molekuly
s doménami imunoglobulinového typu na extracelularni stran¢ buiilky, mezi tyto geny lze zaradit
napf. leukocytarni receptory imunoglobulinového typu LILR (Leukocyte Immunoglobulin-like
Receptors) ¢i s leukocyty asociované imunoglobulinové receptory LAIR (Leukocyte-Associated
Immunoglobulin-like Receptors). (Khakoo, Rajalingam et al. 2000), (Wilson, Torkar et al. 2000)

KIR geny lze obecné rozdélit do tii zakladnich skupin:

KIR3D geny kodujici KIR receptory se tfemi extracelularnimi imunoglobulinovymi doménami.
Geny této skupiny obsahuji devét exonti a jsou sekvencné nejdelsi, jejich velikost se pohybuje
v rozmezi 14-16 kb. Od této skupiny mohou byt odvozeny zbylé KIR.

Vétsina KIR receptorit obsahuje dvé extracelularni imunoglobulinové domény, jde o skupinu

typu I a typu II KIR2D lisicich se konformaci domén. (Vilches and Parham 2002)
Oblast determinujici rodinu KIR receptort zahrnuje celkem 15 genovych lokusi: KIR2DLI,
KIR2DL2/L3, KIR2DL4, KIR2DLSA, KIR2DL5B, KIR2DSI1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DSS, KIR3DL1/S1, KIR3DL2, KIR3DL3 a dva pseudogeny KIR2DP1 a KIR3DP1. (Barten,
Roland et al. 2001; cit. dle Trowsdale 2001)

3.2. Struktura KIR receptoru

Extracelularni ¢ast KIR receptort je sloZena ze dvou ¢i tfi imunoglobulinovych domén (KIR2D
¢i KIR3D) zodpovédnych za vazbu ligandu. Nasleduje transmembrénova a cytoplazmatickd cast,
na nichz je zasadn¢ zavisla funkce KIR receptorl. Cytoplazmaticky fetézec muze byt kratky
(KIR2DS) ¢i dlouhy (KIR2DL). Dlouhy fetézec je obvykle spfazen s dvéma tyrosin-based inhibi¢nimi
motivy, které indukuji inhibi¢ni signal. Kratky cytoplazmaticky fetézec asociuje, diky kladn¢ nabitym
aminokyselinovym zbytklim v transmembranové oblasti, s DAP12 signaliza¢ni molekulou. Na zakladé
této interakce je generovan aktivacni signal NK buiice. (Trinchieri 1989; cit. dle Vilches and Parham

2002)



Obr. ¢. 1: Struktura komplexu KIR2DL2/HLA-Cw3. HLA molekuly jsou znazornény cervené se
zlutymi peptidy, modfe jsou znazornény KIR molekuly.

A: Pohled zeptedu, B: Pohled ze strany, C: Pohled seshora. Zdroj: (Boyington and Sun 2002)

3.3. Funkce KIR receptoru

Ptitomnost KIR receptord na povrchu NK bunek je zcela zasadni pro jejich cytotoxickou
aktivitu, neboli pro zahajeni ¢i inhibici této schopnosti. Na zaklad¢ jejich interakei s ligandy dochézi
i k sekreci cytokint, napt. IFN-y, IL-3 ¢i M-CSF.

Ligandy pro KIR receptory jsou MHC molekuly I. tfidy spolu s peptidovymi fragmenty,
rozeznavany jsou Ctyti epitopy: C1 a C2 epitopy vyskytujici se na HLA-C molekulach, Bw4 na HLA-
A a HLA-B a A3/11 na HLA-A*03 a HLA-A*11. Kazdy z téchto epitoptl je rozeznavan riznymi
inhibi¢nimi KIR receptory, C2 epitop je rozeznavan navic i aktivacnim KIR receptorem kédovanym
genem KIR2DS1. Na zaklad¢ téchto interakci dochazi skrze KIR receptory k nastoleni tolerance
NK bunék vuci vlastnim bunkam, které jsou fyziologicky v pofadku, ¢i je zapocata cytotoxicka
aktivita. (Uhrberg, Valiante et al. 1997)

Obdobn¢ jako u HLA gent (avSak vyrazné€ji méné) je i pro KIR geny charakteristicky znacny
sekvencéni a haplotypovy polymorfismus. Pravé diverzita na tirovni haplotypl zpisobuje rozmanitost
KIR receptort diky odlisnému poétu a typu KIR gend. Pro porovnani, organizace HLA systému
na genové urovni je relativné neménna. Analogicky k HLA gentim byla také pro KIR geny vytvotfena
vroce 2002 samostatna IMGT/KIR databaze, ktera vtémze roce obsahovala celkem 89 alel.
(Robinson, Halliwell et al. 2015) V tomto roce dosSlo téz k ustanoveni nomenklatury stale se
zvySujiciho poctu znamych alel KIR gent. RozliSovany jsou dvé zakladni nomenklaturni skupiny

moznych haplotypti KIR genti:
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B haplotypova skupina je charakterizovana jednim ¢i vice nasledujicimi geny: KIR2DLS,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DSS5 a KIR3DS1. Haplotypy typu B obsahuji navic vice genti
kodujicich aktivacni KIR receptory oproti haplotypim skupiny A.

A haplotypova skupina je naopak charakterizovana absenci vSech vySe zminénych gent.
(Marsh, Parham et al. 2003)

KIR geny segreguji nezavisle na genech HLA systému, piesto 25 % HLA shodnych
sourozenci je téz identickych na Grovni KIR gent. V ramci studie (Shilling, Young et al. 2002) bylo
na zakladé prutokové cytometrie také prokazano, ze skladba KIR je béhem Zivota neménnd, naopak je

velmi variabilni v ramci populace.
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Bylo prokazéano, ze KIR haplotyp donort pii transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
u pacientt s akutni myeloidni leukémii (AML) ovliviuje vysledny efekt 1é¢by. Béhem studie, do niz
bylo zahrnuto 448 parG neptibuznych donorti a recipienti s diagnostikovanou AML byl sledovan
vysledny efekt darcovského genotypu, donofi byli segregovani dle haplotypid, tedy A/A donofi
(homozygoti pro A haplotyp) a B/x donofi (vlastnici alespon jeden B haplotyp).
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Obr. €. 3: Vysledny efekt 1éby AML pacientti s vyuzitim donord A/A a B/x.
A: Bezptiznakové pieziti, B: Preziti. Zdroj: (Cooley, Trachtenberg et al. 2009)

KIR genotyp donort signifikantné ovlivituje uspésnost 1écby AML, KIR genotyp recipientt
nema na vysledny 1é¢ebny efekt vliv. (Cooley, Trachtenberg et al. 2009)

Posledni zvefejnéné Ciselné udaje v IMGT/KIR databazi z tijna 2014 presumuji celkem 753
znamych alel KIR gend. (https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats.html)

Gen 2DL1 | 2DL2 |2DL3 |2DL4 |2DL5 | 2DS1 |2DS2 | 2DS3
Pocet alel 48 30 55 52 48 16 22 15
Gen 2DS4 | 2DS5 | 3DL1 |3DS1 |3DL2 |3DL3 |2DP1 | 3DPlI
Pocet alel 31 18 110 30 112 111 28 27

Tabulka €. 2: Pocet alel KIR gent znamy k poslednimu aktualizovanému datu (fijen 2014).

Zdroj: https://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/stats.html
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3.4. VySetieni KIR genii

Aloreaktivita darcovskych NK bunék predstavuje pro pacienty s diagnostikovanou AML
neopominutelny benefit v rdmci jejich Gspésné 1é¢by. (Moretta and Moretta 2004; cit. dle Pegram,
Ritchie et al. 2011) Reakce transplantovanych NK bunck vic¢i buikam leukemickym (GvL) je
zprostiedkovana odlisSnymi KIR ligandy (HLA 1. tfidy) donorG a recipientl. Z tohoto ddvodu je
zadouci u pacientd s AML provadét typizaci KIR na zakladé kalkulatoru vychézejiciho z nasledujici
studie.

Do komplexni studie bylo zahrnuto 1409 pacientd (1086 s diagnostikovanou AML,
323 s diagnostikovanou ALL). Polovina vybranych part donor a recipienti vykazovala 10/10 shodu
v HLA, na zékladé KIR typizace donorii byli darci segregovani do A/A a B/x genotypovych skupin.
Pro B/x donory bylo dale definovano, zda se jejich B haplotypy vyskytuji v centromerické
¢i telomerické oblasti chromozomu. Analyzou bylo dosazeno vysledku, Ze geny B haplotypové
skupiny vyskytujici se v centromerickém regionu vyraznéji ovliviuji efekt 1é¢by oproti genim
v telomerické oblasti. Nejenze tedy darcovska B haplotypova skupina pozitivné ovlivituje vysledny
efekt 1éCby oproti A typu, nybrz i Cen-B/B haplotyp oproti Cen-A/A a Cen-A/B sniZuje riziko relapsu
onemocnéni. Na zakladé této studie jsou donofi dale déleni do skupin:

»Best“  haplotyp Cen-B/B, Tel-x/x, definovan absenci KIR2DL3 a prezenci 2DS2 a/¢i 2DL2,

»Better haplotyp Cen-A/x, Tel-B/x definovan prezenci 2DL3, 2DS2 a/¢i 2DL2, 3DSI1

a/¢i 2DS1¢i 2DL3, absenci 2DS2 a/ci 2DL2 a prezenci 3DS a/¢i 2DS1 prezenci a

»Neutral*“ haplotyp KIR-B definovan prezenci 2DL3, absenci 2DS2 a/¢i 2DL2 a prezenci 3DL1

a2DS4

Tento efekt vSak nebyl patrny u 1é¢by ALL, z tohoto divodu se typizace KIR gend provadi
u donorti hematopoetickych kmenovych bun¢k, které jsou cileny pro pacienty s AML. (Cooley,
Weisdorf et al. 2010) Potlaceni relapsu AML je signifikantnéj$i u transplantaci, kterych se ucastni
donofi oznaceni ,,better ¢i ,,best oproti donoriim ,,neutral“. (Cooley, Weisdorf et al. 2014)

Vyse zminéna studie je zdsadni pro vybér vhodného darce HSC. Vybér vhodnych donoril se
provadi v IMGT/KIR databazi skrze B-content kalkulator. Online kalkulator umoznuje srovnani péti
vybranych donorti vu¢i konkrétnimu pacientovi, jejich genotypy jsou porovnavany s genotypy
predikovanymi (zahrnuto je pies 180 genotypli). Na zaklad€ absence Ci prezence vybranych genti jsou
donoii selektovani na zaklad¢ rozliSeni ,,best”, ,better* a ,neutral s ohledem na efekt 1écby AML

a potlaceni relapsu onemocnéni. (Zdroj: https://www.ebi.ac.uk/cgi-bin/ipd/kir/donor b _content.cgi)

3.4.1. Typizace KIR u recipientii a donoru

Typizace KIR se provadi u pacientt s diagnéozou AML za Géelem potlaceni relapsu onemocnéni
a zvyseni pravdépodobnosti tispé$né 1écby. Nasledny popis typizace vychazi z tzv. algoritmu vySetieni

KIR pii vyhledavani darce HSC vydanym Ustavem hematologie a krevni transfuze v Praze.
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U pacientll indikovanych k HSCT od nepfibuzné¢ho ¢i haploidentického darce se typizace
donorlt i recipientii provadi metodou PCR-SSP. Vybrani darci jsou podrobeni ovefeni pomoci

IMGT/KIR kalkulatoru.
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4. Indikace HSCT

V roce 2015 stoupla indikace 1écby pomoci hematopoetickych kmenovych bun€k oproti roku
2014 o 3,3 %, hlavnimi divody pro tento typ lécby byly malignity myeloidni (25 % ze vSech
prodélanych HSCTs; napf. akutni a chronickd myeloidni leukémie) a lymfoidni povahy (65 %
z celkového ¢isla; napf. akutni a chronicka lymfoblastickd leukémie), onemocnéni zpusobena

solidnimi tumory a téZ onemocnéni nemaligni povahy. (Passweg, Baldomero et al. 2017)

a b
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Graf €. 2: Hlavni indikace HSCT v roce 2015 v evropskych zemich.
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onemocnéni. Zdroj: (Passweg, Baldomero et al. 2017)

V roce 2015 byla téz piekrocena hranice rekordni hodnoty 42 171 provedenych transplantaci

hematopoetickych kmenovych bunék. (Passweg, Baldomero et al. 2017) V tabulce ¢. 3 jsou

zaznamenany nejcastéjsi pri¢iny 1€¢by pomoci HSCT vcetné transplantaci bun¢k kostni dfen€ a zdroje

hematopoetickych kmenovych bun€k. K danym skupinam onemocnéni jsou v piipadé¢ myeloidnich

a lymfoidnich malignit pfifazeny i Ciselné Udaje vyznamnych onemocnéni (AML, CML, ALL

a CLL).

Onemocnéni Allogenni | Autologni | Allogenni | Autologni Celkem
Myeloidni AML 6189 413
malignity CML 398 3 8994 419 o413
Lymfoidni ALL 1531 66
malignity CLL 255 36 4890 19450 24340
Solidni tumory 38 1478 1516
Nemaligni onemocnéni 1985 223 2208
Pocet pacientli podstupujicich poprvé HSCT 16030 21596 37626
Opakované¢ HSCT 1272 3273 4545
Celkovy pocet HSCT 17302 24869 42171

Tabulka ¢. 3: HSCT v Evropé v roce 2015 dle indikaci a zdroje HSC. (Passweg, Baldomero et al. 2017)
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5.  Komplikace HSCT — GvHD

Vo

Hlavni a zdroven nejzavazngjsi komplikaci vznikajici pti allogennich transplantacich bunck
kostni diené je reakce Stépu vuci hostiteli (GvHD, Graft-versus-host disease). Tato reakce je
zpusobena darcovskymi T bunikami, rozeznavajicimi pacientovy antigeny, jezZ jsou prezentovany
na bunétném povrchu skrze HLA 1. tfidy. Pravdépodobnost vyskytu reakce $tépu vici hostiteli byva
vys$i v ptipadé, kdy jsou donor a recipient neshodni v HLA znacich. Reakce $té€pu vii¢i hostiteli mize
dosahovat akutniho ¢i chronického charakteru s riznymi klinickymi projevy, hlavnimi postizenymi
organy jsou kiize, gastrointestinalni trakt a jatra. Obecnymi rizikovymi faktory pro genezi GvHD jsou
krom¢ shody/meshody HLA pacientiv veék, stadium onemocnéni a shoda mezi pohlavim darce
a piijemce.

Béhem komplexni studie provedené ve Fred Hutchinson Cancer Research Center v Seattlu byl
sledovan rozvoj GvHD u celkem 2941 pacientli podstupujicich transplantaci hematopoetickych
kmenovych bun¢k. Rizikové faktory pro propuknuti akutni ¢i chronické formy GvHD byly obdobné,
presto existuji urcité rozdily:

Akutni forma GvHD se obvykle projevuje béhem prvnich sto dni po aplikaci hematopoetickych
kmenovych bun¢k allogenniho ptivodu, medidn vyskytu se rovnal hodnoté¢ 20 dni. Neshoda v HLA
u nepiibuzného darce predstavovala vyssi riziko vzniku akutni reakce §tépu vici hostiteli nez formy
chronické.

Chronicka forma GvHD nastava nejCastéji po sto dnech od prodélané transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék. Medianem vzniku chronické formy GvHD bylo u dané studie
162 dni. Oproti akutni formé reakce $t€pu vuci hostiteli byly hlavnimi rizikovymi faktory pacientiv
vek a zensky donor darujici hematopoetické buiky muzskému recipientovi. (Flowers, Inamoto et al.

2011) _
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= NIH Chronic GVHD - Mismatched related donor
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Obr. €. 4: Rizikové faktory pro vznik akutni a chronické formy GvHD. (Flowers, Inamoto et al. 2011)
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Béhem studie bylo tedy prokazano, ze vyssi riziko vzniku akutni formy GvHD oproti vzniku
chronické formy predstavuji tyto faktory: nepfibuzny donor shodny a neshodny v HLA, piibuzny
donor neshodny v HLA a celotélové ozateni. Naopak vys$Si riziko nastupu chronické formy
predstavuje zensky darce bunék podanych muzskému piijemci a pacientiv v€k. Vék donora nehraje
obvykle roli, nebot’ vék darcii se obvykle pohybuje v ur€itém rozmezi (18—40 let). Obdobné byl patrny
vliv nesouladu darct a piijemcti v HLA-B. Neshoda v téchto znacich se Castéji vyskytovala u akutni
formy GvHD oproti neshodam v HLA-A ¢i HLA-DRBI. (Huo, Xu et al. 2012)

V ramci studie provedené v kanadském institutu Alberta Innovates bylo sledovano 281 paru
donorti (pfibuznych ¢i nepiibuznych) a recipientli, poprvé podstupujicich allogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék, kterd byla provedena nejCastéji za ucelem lécby akutni
myeloidni leukémie. Studie se soustfedila zejména na KIR genotypy darcli a piijemci a jejich vliv
na vyskyt GvHD. Genetickd neshoda v KIR znacich mezi jednotlivymi sledovanymi pary méla
za nasledek signifikantné vyssi vyskyt chronické reakce, neshoda mezi KIR vsak nekorelovala
s vyskytem akutni formy ¢i relapsu onemocnéni. (Faridi, Kemp et al. 2016)

Chronicka reakce $tépu vuci hostiteli je hlavnim determinantem kvality Zivota po prodé¢lané

allogenni transplantaci a je zadroven nejcastéjsi pficinou umrti nasledkem tohoto typu lécby.
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6. Vyvoj HSCT

Zavérem této prace je dulezité zminit struény vyvoj klinického vyuzivani transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék jakozto 1é€by onemocnéni maligni ¢i nemaligni povahy.

Transplantace krvetvornych bunék se zacaly pozvolna provadét jiz po druhé svétové valce.
Hlavnim divodem nebyla tehdy paradoxné 1é¢ba hematologickych malignit, nybrz snaha 1é¢it selhani
krvetvorby, ke kterym dochazelo vlivem vysokych davek ioniza¢niho zafeni u vyzkumnych
pracovnikii ¢i civilniho obyvatelstva. (Copelan 2006) Léky napiiklad imunosupresivni
¢i antibakteridlni povahy vsak nebyly k dispozici a HLA systém stale ¢ekal na objeveni. Mortalita
pacienttl byla tak pfili§ vysoka.

Studie z poloviny 20. stoleti provadéné na zvifecich modelech dokazaly, Ze syngenni
¢i autologni transplantace hematopoetickych kmenovych bunck odvraceji pfimé riziko smrti po
ozateni. (Mannick, Lochte et al. 1960), (Egon Lorenz, Charles Congdon et al. 1952) Tyto studie taktéz
prokazaly, ze autologni transplantace dosahuji lepsSich vysledkii nez transplantace allogenni.

Prvni klinicky vyuzité transplantace hematopoetickych kmenovych bunék byly provedeny
u pacientt s akutni leukemii. Koncem padesatych let minulého stoleti jim byly po celkovém ozafeni
podany hematopoetické kmenové buinky pilivodem =z kostni diené¢ jejich identickych dvojcat.
(E. Donnall Thomas, Harry L. Lochte et al. 1957)

Rozvoj uspésné aplikace allogennich transplantaci umoznil objev HLA systému v Sedesatych
letech. V roce 1979 byla uspésné provedena prvni transplantace bunék kostni dfen¢ mezi pacientem
a nepiibuznym darcem. (John A. Hansen, Reginald A. Clift et al. 1980)

Se stale Castgji indikovanou lé¢bou hematopoetickymi kmenovymi buiitkami bylo Zadouci
zakladani registrti darcti kostni dfen€. Prvni vznikl ve Velké Britanii v roce 1974 s cilem najit darce
kostni dfené pro tehdy tfiletétho Anthonyho Nolana, po némz nese tento nejstarsi registr jméno.

Vroce 2014 byla poprvé prekrocena hranice 40 000 provedenych transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék. (Passweg, Baldomero et al. 2016) Tato vysoka ¢iselna hodnota
predstavuje znacny pokrok, jehoz bylo pfi intenzivnim studiu dosazeno. Diky objeveni a popsani
hlavnich rizikovych faktorii tohoto typu 1é€by existuji moznosti, jak rizikiim uspé$né€ predchazet.

Dle EBMT (European Society for Blood and Marrow Transplantation) bylo v roce 2015 v ramci
48 evropskych zemi dosazeno rekordni hodnoty 42 171 provedenych transplantaci hematopoetickych
kmenovych bunék u celkem 37 626 pacientl, z ¢ehoz byly z 43 % allogenni a 57 % autologni zdroje
hematopoetickych kmenovych bunek. (Passweg, Baldomero et al. 2017) Pro porovnani, v roce 2014
bylo provedeno v 47 evropskych zemi celkem 40 829 HSCT u 36 469 pacienti, z toho obdobné 43 %
transplantaci allogennich a 57 % autolognich. (Passweg, Baldomero et al. 2016)

Budouci vyvoj 1é€by pomoci HSCT bude jist¢ umoznén v klinickych laboratotich diky tzv.
SMRT (Single Molecule Real-Time Technology) metoddm umoziujicim efektivnéjsi typizaci.

(Mayor, Robinson et al. 2015)
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7. Zavér

Typizace HLA a KIR genti piedstavuje soubor molekularné-genetickych vysetieni, diky nimz je
v soucasné dob¢ vyskyt rizik, jez jsou spojena s transplantacemi hematopoetickych kmenovych bunék,
posunut k vyrazné niz§im hodnotam. Tato prace shrnuje aktualni postupy typizace HLA a KIR gent
v klinickych laboratotich pfi molekularné-genetickém vySeteni donort a recipientd hematopoetickych

kmenovych bun¢k a dal$i faktory ovlivitujici ispéSnost této 1éCby s ohledem na HLA a KIR geny.

Studované HLA a KIR geny podléhaji vysoké mife polymorfismu v ramci lidské populace.
Typizaci téchto genovych oblasti je mozné uspésné predchdzet negativnim nasledkim 1écby
prostfednictvim transplantaci bun€k kostni dfené. Za tuclelem typizace HLA a KIR genl jsou
vyuzivany rizné metodické postupy a odliSna rozliSeni genotypizace, informativnost vysledkt vSak

nesmi byt ovlivnéna danou klinickou laboratoii.

Studium novych alel HLA a KIR genii je pro tento obor zasadni a zarovei i limitujici. Rada
metod (napf. PCR-SSOP ¢i PCR-SSP) je zavislych na jiz znamych genetickych variantach téchto
studovanych gent. Kazdym rokem vsak ptibyvaji v IMGT databazi v jednotkach stovek nové znamé
alely. Aktualni cile vyzkumu této problematiky smétuji k dal§imu studiu polymorfnich oblasti, pokrok
predstavuji tzv. next-generation sequencing metody, diky nimz by mohlo byt sekvenovani téchto

vysoce variabilnich geni zptesnéno, zefektivnéno, zjednoduseno a zrychleno.

Dosavadni intenzivni vyzkum této problematiky zafadil transplantace hematopoetickych
kmenovych bun€k mezi rutinni 1é¢ebné zakroky. Zaroven je vsak tento typ 1éCby stale velmi rizikovy

a vyzaduje dalsi intenzivni studium.
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