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ABSTRAKT

Hlavni histokompatibilni systém je genovy region lidského genomu, ktery se nachazi na
chromozomu 6 a koduje polymorfni povrchové glykoproteiny, jejichz primarni funkci je
prezentace vlastnich a cizich proteinti T lymfocytim. Pokud T lymfocyt rozpoznava komplex
MHC-peptid jako cizi, dochazi aktivaci efektorovych slozek a adaptivni imunity. Proto neshody
v HLA antigenech mohou zptisobit silnou imunitni odpovéd’ vici transplantovanému organu.
HLA laboratote hraji roli v transplantacnim programu organt tim, ze urcuji neshody v HLA
systému mezi pacienty a jejich potencidlnimi darci, a na zaklad¢ ziskanych udaju ptispivaji k

hodnoceni rizika rejekce a eventualnich imunologie komplikace po transplantaci.

Cilem teto prace je popsat vliv hlavniho histokompatibilniho systému na vyskyt bunééné
a protilatkami zprostfedkované rejekce po transplantaci solidnich orgdnt a charakterizovat

vztah mezi mirou neshod v HLA antigenech a vysledky pfeziti Stépi.
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ABSTRACT

The major histocompatibility system is a region in the human genome located on
chromosome 6. HLA genes encode polymorphic cell-surface glycoproteins which are primarily
responsible for presentation of self and non-self antigens to T cells. When the T lymphocyte
recognizes the MHC-peptide complex as foreign, it activates effector components of the innate
and adaptive immune system. Therefore, mismatched HLA antigens can lead to a strong
immune response against the donor’s tissue. HLA laboratories support transplant programs by
evaluation the HLA matching between patients and their potential donors and, based on these
data, assist in the evaluation of the risk of rejection and eventual immunological complications

after transplantation.

The aim of this thesis is to describe the significance of the major histocompatibility
complex for the occurrence of cellular and antibody-mediated rejection after solid organ
transplantation and discuss the relationship between the degree of HLA matching and graft

survival outcomes.
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1. Uvod

vvvvvv

hlavniho histokompatibiltniho komplexu (u clovéka HLA). Zvysujici se klinicky zajem o
transplantaci organti a kostni dien¢ poskytl podnét pro rychly a vyznamny pokrok v metodikach
pro HLA typizaci a detekci protilatek proti tkafiovym antigeniim, coZ umoznilo lepsi pochopeni
rozséhlého polymorfismu HLA gent, a na zdklad¢ téchto znalosti vyvinout nové strategie k

optimalizaci hledani vhodnych darct.

Tato prace se zabyva ptrehledem soucasnych znalosti o struktufe, genetice a funkci
»Kklasickych® HLA antigent I. a II. tf¥idy, jejich vyznamu pro transplantaci organt a taky o

technikach aplikovanych v souc¢asné dobé v HLA laboratotich.

2. Hlavni histokompatibiltni komplex

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC — Major Histocompatibility Complex) u
¢loveéka se oznacuje zkratkou HLA (Human Leukyte Antigen) a pfedstavuje rozsahly systém
vice nez 220 gend lokalizovanych na kratkém raménku 6. chromozomu v pozici 21.31
(6p21.31) (The MHC sequencing consortium 1999). Na zakladé tkanové distribuce, struktury
a funkce geny HLA komplexu a jejich proteinové produkty jsou rozdéleny do tfech oblasti:
HLA I, HLA II. a HLA IIL. tfidy (viz. Obrazek 1).

Regiony 1. a II. koduji povrchové glykoproteiny, které hraji klicovou roli v regulaci
imunitni odpovédi prostfednictvim schopnosti predkladat intra- a extracelularni peptidové
fragmenty buitkdm imunitniho systému. Oblast HLA 1. tfidy zahrnuje klasické geny (HLA-A,
-B a -C), neklasické (HLA-E, -F, -G) a geny kodujici proteiny strukturou podobnych HLA
molekulam 1. tfidy (MHC Class I Chain-related = MICA, MICB). Stejné geny II. tfidy lze
rozdélit na klasické (HLA-DP, -DQ, a -DR) a neklasické (HLA-DM a -DO) (Horton et al.
2004).

Region III. lezi mezi oblastmi I. a II. tfid a obsahuje geny, jejichz produkty se ptimo
podileji na imunité, a nefunguji jako hlavni histokompatibilni antigeny (Choo 1991). Geny
v tomto regionu koduji rizné proteiny vcetné nékterych slozek komplementu, cytokiny,
podjednotky proteazomt a peptidovych pump nebo stresové proteiny (heat-shock proteins).

(Milner and Campbell 2001)
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Obrazek 1. Schéma umisténi a organizace HLA komplexu na 6. chromozomu.

(Klein and Sato 2000)

2.1. HLA molekuly I. tridy

Klasick¢é HLA molekuly I. tfidy jsou exprimovany na povrchu téméf vSech jadernych
bunck organismu. Skladaji se ze dvou fetézcli: membranove vazaného o fetézce a nekovalentné
asociovaného s nim B2-mikroglobulinu (viz Obrazek 2). Alfa fetézec obsahuje tfi extracelularni
domény, transmembranovou a cytoplazmatickou casti. Lehky fetézec je P2-mikroglobulin
(B2m), ktery je kddovan genem lokalizovanym mimo HLA komplex na chromozomu 15 (Klein
and Sato 2000)(Natarajan et al. 1999). Domény o, a a2 jsou variabilni a tvofi vazebné misto s

uzavienymi konci pro peptidy o maximalni délce 8-10 aminokyselin. Doména o3 a molekula



Bom se strukturné podobaji imunoglobulinovym doménam a jsou vyznamné pro rozpoznani

MHC molekul koreceptory cytotoxickych T-lymfocytt (Liu and Gao 2011).

HLA molekuly I. tfidy slouzi k prezentaci peptidovych fragmentl bilkovin
intracelularniho ptivodu pochazejicich z vlastnich poskozenych proteinti anebo virovych
antigend. Proteiny urcené k degradaci jsou zpracovany proteazomem v cytoplazmé. Vytvotené
peptidy jsou nasledné piepraveny pies transportni komplex TAP do lumen endoplazmatického
retikula, kde dochazi ke sbaleni a asociaci samotnych polypeptidovych fetézci MHC 1. ttidy a
naslednému navazani vhodného peptidu do zlabku molekuly. Celkovy komplex MHC molekuly
L. tfidy s navazanym peptidem putuje z ER pies Golgiho aparat na povrch bunky, kde pak miize
byt rozpoznan cytotoxickymi T-lymfocyty pomoci TCR receptort (Vyas, Van Der Veen, and
Ploegh 2008) anebo taky inhibi¢nimi receptory NK bunék (KIR) (Trowsdale 2001).

HLA L. tridy HLA IL. tridy
kapsa
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Obrazek 2. Struktura molekul HLA tfidy I a II. (Klein and Sato 2000)



2.2 HLA molekuly II. tridy

Molekuly HLA II. tfidy se vyskytuji primarn€¢ na antigen prezentujici buikach
(dendritické buiiky, B lymfocyty, makrofagy). V zanétlivém prostiedi a pfitomnosti IFN-y v§ak
mohou byt exprimovany i u jinych typti buné€k, jako jsou naptiklad bunky cévniho endotelu,
aktivované T lymfocyty (Klein and Sato 2000),(W. M. Howell, Carter, and Clark 2010). Jsou
to heterodimerni glykoproteiny slozené ze dvou nekovalentné asociovanych fetézct a a B (viz
Obrazek 2). Kazdy fetézec je zakotven do cytoplasmatické membrany transmembranovou
doménou, obsahuje intracelularni ¢ast a dve€ extracelularni domény (al, a2 a B1, 2).(Klein and
Sato 2000). Na rozdil od molekul I. tfidy, al a Bl domény MHC antigeni II. tfidy formuji
otevienou na obou koncich vazebnou kapsu, coz jim umoziuje vazat mnohem delsi peptidy v
rozmezi 8 az 30 aminokyselin. Domény a2 a B2 jsou homologni s molekulami superrodiny
imunoglobulini a jsou velmi konzervativni mezi riiznymi alelami jednoho genu (Liu and Gao

2011).

Molekuly HLA II. tfidy se skladaji v ER stejné jako molekuly I. tfidy, ale na rozdil od
nich prezentuji peptidy extracelularniho ptivodu. Aby nedoslo k pfedcasné vazbé peptidu,
vazebna kapsa MHC II. tfidy je blokovana polypeptidovym invariantnim fetézcem (invariant
chain, Ii). Nov¢ vytvorené molekuly prochazi Golgiho aparatem a odtud ve vezikulu cestuji do
endosomu, kde dochazi k vyméné Ii za peptidovy fragment antigenu. Komplex HLA II.
s navazanym peptidem poté putuje na buné¢nou membranu, kde je prezentovan CD4+ T

lymfocytim (E. Thorsby, Pfeffer, and Leivestad 2004).

3. HLA polymorfismus

Geny MHC komplexu maji vysokou uroven polymorfismu, tzv. velky pocet variant (alel)
v kazdém lokusu (genu). VétSina variaci je lokalizovana v secich kédujicich vazebnou kapsu
pro peptid, tj v exonech 2 a 3 u molekul 1. tfidy, a v exonu 2 pro HLA II. tfidy (Beck and
Trowsdale 2000)(Beck and Trowsdale 2000). Jednotlivé alelické formy se obvykle mezi sebou
1i$i sekvenci jedné nebo né€kolika aminokyselin, coZ zpiisobuje mirné zmény v trojrozmérné
struktufe vazebného mista a umozniuje molekulam prezentovat buikdm imunitniho systému

vet$i spektrum peptida (Ferrer, Fernandez, and Nazabal 2005).



K dnesnimu dni (Cervenec 2021) celkovy pocet znamych alel HLA systému dosahuje
mnozstvi 30 862 alel, z toho 22,436 ptipada na HLA molekuly L. tfidy a 8,462 na HLA 1. tfidy
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html).

Extrémni polymorfismus HLA molekul se pravdépodobné evoluéné vyvinul jako
odpovéd na schopnost mikroorganismil neustale mutovat, proto je velkou vyhodou v boji proti
infekcim, jelikoz umoznuje jedinci schopnost branit se proti rozmanitému repertoaru patogent.
Avsak pii organovych transplantacich tato vlastnost zptisobuje zdvazné komplikace pii hledani
vhodného darce. Jelikoz HLA molekuly slouzi k prezentaci antigenli imunokompetentnim
bunkdam a jsou dulezité pro rozpoznani vlastniho od cizorodého, mize jakakoliv neshoda

pusobit jako stimul pro aktivaci imunitni odpovédi (Sheldon and Poulton 2006).

4. Dédi¢nost

HLA geny se obvykle dédi od kazdého rodice spole¢né jako fixni sada alel na jednom
chromozomu, neboli haplotyp. Oba ziskané haplotypy (jeden od matky, druhy do otce) jsou
exprimovany kodominantné. Dité tak podle Mendelova zdkona muze zdédit po rodi¢ich Ctyti
rizné kombinace haplotypu a existuje 25% pravdépodobnost plné¢ HLA shody mezi sourozenci
(Trivedi et al. 2007). Vzhledem k rozsdhlému polymorfismu, je Sance, Ze u dvou neptibuznych
jedincti budou nalezeny zcela shodujici kombinace, velmi nizka (Rammensee, Friede, and

Stevanovi¢ 1995).

5. Nomenklatura

Pivodné¢ HLA antigeny byly definovany na zdklad¢ jejich reakce se specifickymi séry
pomoci sérologickych metod. S vyvojem molekularné biologickych metod v 90 letech
minulého stoleti byly zavedeny nova pravidla oznaceni HLA gena, které jsou také prubézné

aktualizovany.

Soucasna nomenklatura HLA komplexu je definovana na zakladé vysledku sekvenovani
DNA. Nazev kazdého HLA genu obsahuje pismenné oznaceni lokusu a ¢islo zahrnujici Ctyfti
sady ¢islic: prvni a druhé ¢islice oznacuji alelickou skupinu, coZ €asto odpovida sérologickému
oznaceni; dalSi dvé definuji specifickou aminokyselinovou sekvenci; tfeti odkazuje na

pritomnost tichych mutaci zplisobenych zaménami nukleotidu, které¢ ale nevedou ke zméné



proteinu; posledni definuje rozdily v nekddujicich oblastech (introny atd.). Hvézdi¢ka v ndzvu
znamenda, ze HLA typizace byla provedena pomoci molekularnich metod. Mize byt také
pfidana pismenna piipona k oznaceni proteinti s nulovou (N) nebo nizkou (L) expresi (viz

Obrazek 3) (Trowsdale and Knight 2013).

Pojmenovani existujicich a nové objevenych alel je regulovdno Vyborem pro
nomenklaturu WHO pro faktory HLA systému. Oficialnim tlozistém sekvenci HLA je IMGT
/ HLA databaze, kde jsou pravidelné¢ publikovany aktualizace dokumentujici nové

identifikované alely (www.ebi.ac.uk/imgt/hla).

pripona pouzivana k oznaceni
Zmen v expresi

HLA-A*02:101:01:02N

1
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f oblastech
alelicka skupina
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Obrazek 3. Nazvoslovi alel HLA (upraveno podle http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html)
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6. Organové transplantace

Transplantace je nejlepsi moznost 1é€by pro pacienty v terminalnim stadiu selhani ledvin,
a zivot zachranujici v ptfipadé transplantace srdce, jater a plic. Transplantace slinivky muze
poskytnout vyrazné zlepSeni kvality zivota pacientim s diabetem (Lechler et al. 2005).
Hlavnim cilem transplantace nahradit nefunk¢ni organ zdravym ekvivalentem. NejCastéjsi
transplantaci je alotransplantace neboli prenos tkané ¢i organti mezi geneticky odlisnymi jedinci
stejné¢ho druhu. Rozlisujeme taky transplantaci autogenni (pienos tkané nebo bunék z téhoz
jedince na jiné misto organismu), syngenni (donor a pfijemce jsou geneticky identicti jedinci
stejného druhu) a xenogenni (transplantace mezi jedinci riznych druhil) (Hofej$i and

Barttnikova 2009).

Shoda v HLA mezi darcem a piijemcem je jednim z hlavnich faktorG ovliviiujici
uspésnosti transplantace. Darcovské HLA antigeny, kdyz nejsou identické s HLA piijemce,
jsou vnimany jako cizi, ¢imz spousti silnou imunitni reakci vici transplantatu. Vysledkem je
destrukce a odhojeni transplantovaného organu. (W. Martin Howell and Navarrete 1996)
Imunologicka odpovéd’ proti transplantované tkan€ identifikované jako cizi se oznacuje

terminem rejekce (Petty 2016).

Kromé& HLA molekul byla popsédna Siroké Skala dalSich polymorfnich transplanta¢nich
antigenll, vcetné ,,minor* histokompatibilnich antigenti, antigenii krevnich skupin ABO a
antigenll monocytli / endotelidlnich bun€k a tkanové-specifickych antigent (mozku, ledvin

atd.).

7. Imunitni odpovéd’ proti transplantatu

Procesu odmitnuti §t€pu se ucastni slozky jak ptirozené, tak 1 adaptivni imunity. Imunitni
odpoveéd’ proti St€pu miize byt rozdélena do ttech po sobé jdoucich fazi: rozpoznani aloantigenti,
aktivace a proliferace bun€k imunitniho systému a efektorova faze, kterd spociva v procesu

destrukce tkan¢ (Le Moine, Goldman, and Abramowicz 2002).

7.1 Rozpoznavani transplantac¢nich antigent

Proces rejekce je zahajen rozpoznanim cizich HLA antigent naivnimi hostitelskymi T

bunkami, jejich aktivace zplsobuje uvolnéni prozanétlivych mediatori a néslednou aktivaci



dalsich efektorovych bunék imunitniho systému. Existuji dva hlavni mechanismy, kterymi
rozpoznavani HLA antigenti miZze probihat: pfimé a nepiimé (viz. Obrazek 4) (Le Moine,

Goldman, and Abramowicz 2002).

Piima cesta rozpoznavani Nepfima cesta rozpoznavani
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Obrazek 4. Cesty rozpoznavani alogennich MHC molekul a mechanismy rejekce.

(upraveno podle: Mohamed H. Sayegh and Laurence A. Turka 1998)

7.1.1 PFima cesta rozpoznavani
Pfi ptfimém rozpoznani T lymfocyty pfijemce rozpoznavaji cizi HLA molekuly pfimo na
darcovskych antigen-prezentujicich buiikkach. Kratce po transplantaci dendritické buniky darce

ze Stépu putuji do sekundarnich lymfatickych organt, kde CD4+ nebo CD8+ T lymfocyty
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ptijemce pomoci TCR rozpozndvaji cizi HLA komplexy exprimované na povrchu téchto APC.

Ptimé rozpoznani je specifickym mechanismem, ktery se uplatiiuje jen u transplantaci.

Existuje dv¢ alternativni hypotézy popisujici schopnost T bun€k reagovat proti alogennim
MHC molekuldam. Prvni ptedpoklada, Ze nckteré aloreaktivni T builkky mohou pifimo
rozpoznavat specifické polymorfni oblasti alogennich HLA molekul bez ohledu na vazané
peptidy (Bevan 1984)(Aosai et al. 1991). Druhd hypotéza naopak naznacuje zéasadni roli
prezentovanych peptidi. Predpoklada se, ze alogenni MHC molekuly napodobuji vlastnim
glykoproteinim pfijemce, diky ¢emu T lymfocyty interaguji s komplexem MHC-peptid
stejnym zpusobem, jak by to bylo s vlastnimi MHC molekulami (Matzinger and Bevan

1977)(Boardman et al. n.d.).

Tato cesta rozpoznani je spojena s vznikem akutni rejekce a pievlada v prvnich tydnech
po transplantaci, dokud nejsou darcovské antigen-prezentujici bunky zni€eny imunitnim

systémem piijemce (Bolton, Bradley, and Pettigrew 2008).

7.1.2 NepFima cesta rozpoznavani

Darcovské HLA molekuly mohou byt prezentovany T lymfocytim stejnym zplsobem
jako jakékoli jiné extracelularni antigeny. Tato cesta rozpoznani se oznacuje jako nepiima a
spoc¢iva v tom, ze APC ptijemce mohou vychytavat antigeny vyluCované ze §té€pu, zpracovat je
na peptidy a prezentovat CD4+ T bunkam na svém povrchu ve vazebné kapse vlastnich HLA
molekul II. tfidy (Benichou et al. 1992). Tento zpisob prezentace vede zpravidla k aktivaci
CD4+ T lymfocyti, které nasledné poskytuji pomocné signély k riistu a maturaci cytotoxickych
T lymfocytd a B bunék (Shoskes and Wood 1994). Dendritické bunky jsou vSak schopné
prezentovat neékteré cizi extracelularni peptidy prosttednictvim MHC glykoproteinti 1. tfidy.
Tento jev se nazyva zkiiZzena prezentace (cross presentation) a vede k aktivaci CD8+ lymfocytt

(Joffre et al. 2012).

Na rozdil od ptimého zpisobu prezentace k nepfimému dochazi béhem Zivotnosti §tépu
prakticky neustdle, a je dulezity pii zahdjeni chronické rejekce spojené s tvorbou specifickych

protilatek proti HLA antigentim.(Baker et al. 2001), (Hornick et al. 2000).
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7.2 Efektorova faze

Rejekce mizeme rozdélit podle zakladnich imunopatologickych mechanismii na
celularni a zprostiedkovanou protilatkami, anebo taky za zadklad¢ doby vzniku od provedené
operace na hyperakutni (minuty az hodiny), akutni (dny az mésice) a chronické (mésice az

roky).

7.2.1 T buiikami zprostredkovana (celularni) rejekce

Akutni celuldrni rejekce nastavd nckolik dni po transplantaci — doba nezbytna pro
aktivaci, proliferaci a diferenciaci T bunék (Ponticelli 2012). Kromé rozpoznani antigenu
prostfednictvim T-bunécného receptoru (TCR) aktivace naivnich CD4 + a CD8 + T bun¢k
vyzaduje kostimula¢ni signaly prostfednictvim vazby povrchovych receptorti T bunék, jako je
CD28, na B7 ligandy (CD80 [B7-1] nebo CD86 [B7-2]) exprimované na bunikdch prezentujici
antigen (Le Moine, Goldman, and Abramowicz 2002)...

Aktivované ptimou cestou CD8 + T bunky se diferencuji na cytotoxické T lymfocyty
(CTL), které z lymfatickych uzlin migruji do §tépu, kde specificky lyzuji cilové bunky (viz.
Obrazek 4). CTL vykonavaji svou cytolytickou aktivitu primarné prostiednictvim piimého
kontaktu sbuikami a wuvoliovani cytotoxickych granuli s enzymovym komplexem
perforin/granzym B. Perforin je schopen vytvatet pory v cytoplazmatické membrané, kterymi
granzym vstoupi do cilové bunky a zplsobi apoptozu cestou aktivaci kaspaz. Dal§im moznym
cytotoxickym mechanismem indukujicim apoptotickou smrt cilové builkky je vazba
povrchového proteinu cytotoxickych T lymfocyti FasL (Fas-ligand) na Fas-receptor
exprimovany na povrchu cilové bunky (Le Moine, Goldman, and Abramowicz 2002)(Rocha et

al. 2003).

Uvolnovanim cytokinti pomocné T lymfocyty indukuji zanétlivou reakci v tkanich a
aktivuji dalsi buniky imunitniho systému véetné NK bunék, eozinofilll a makrofagh, které jsou
schopné poskodit tkdn¢ uvoliiovanim cytotoxickych molekul (viz. Obrazek 4). Samotné
cytokiny (napi. TNF — o) nebo jiné mediatory (napt. oxid dusnaty) mohou taky piimo zpusobit

destrukeci tkan€ (Le Moine, Goldman, and Abramowicz 2002).
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7.2.2 Protilatkami zprostiedkovana (humoralni) rejekce

Ptijemci s neshodou v HLA antigenech maji zvySenou pravdépodobnost vyvinout de
novo donor-specifické protilatky (DSA), které jsou spojené s vyvojem protilatkami-
zprostiedkované rejekce a se zhorSenou prognozou dlouhodobého pieziti transplantovaného

organu (Meier-Kriesche et al. 2009)(Lachmann et al. 2009).

B-buitky mohou puisobit jako APC a rozpoznavat antigeny promoci imunoglobulinovych
receptortt (BCR) na svém povrchu. B buiika $tépi rozpoznané molekuly HLA na alopeptidy a
prezentuje je vlastnimi MHC molekulami II. tfidy. Vazba antigenti na BCR zahajuje proces
aktivace, ale sama o sobé& neni dostatecnd. Proto Uplné aktivace B-bunék vyzaduje pomocné
kostimulaéni faktory (Kwun et al. 2017). Jak uz bylo naznaceno vyse, prostfednictvim ptimého
kontaktu a produkci cytokinl aktivované CD4+ T lymfocyty napomdhaji diferenciaci B
lymfocytl na plazmatické buniky a produkci protilatek proti rozpoznanému HLA antigenu (viz

Obrazek 5) (Shoskes and Wood 1994)(Kwun et al. 2017).

Protilatky

YYY
c o

CD40:CD40 ligand

interakce EB <+— Antigen

Peptid

e

B

¢

Obrazek 5. Interakce B a T lymfocytd (upraveno podle Gloor, J. et al. 2008)
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Produkované protilatky proti aloantigenim déarce vazou na HLA molekuly
exprimovanych na endotelidlnich bunkach Stépu a mohou aktivovat klasickou drédhu
komplementu (v ptipad¢, ze jsou to IgG1 a IgG3 subtypy), coz ma za nasledek poskozeni tkané
a koagulaci (Collins et al. 1999). Protilatky mohou zprostfedkovat efektorové funkce proti Stépu
1 mechanismy nezavislymi na komplementu. V tomto piipadé NK bunky a makrofagy pomoci
Fc-receptorii rozpoznavaji protilatky navazané na cilovych buikéach, ¢imz aktivuji svoje
efektorové mechanismy. To vede k poskozeni tkan¢ zptisobené komplexem perforin/granzym
B uvoliiovanym NK buitkami podobné jako u CTL anebo vylouCenim makrofagy oxidu

dusnatého, TNF-a a aktivnich forem kysliku (Vongwiwatana et al. 2003).

7.2.2.1. Hyperakutni rejekce

K tvorbé HLA-specifickych protilatek mtize dojit jiz pied transplantaci v disledku
transplantacich, krevnich transfizich neboli téhotenstvich. Pfitomnost preformovanych
protilatek v krvi pfijemce proti antigentim potencialniho darce je té€sné spojena s hyperakutnim
odmitnutim transplantovaného stépu (Kissmeyer-Nielsen et al. 1966). K hyperakutni rejekci
dochazi béhem prvnich minut az hodin po transplantaci. Preformované protilatky se vazou na
HLA antigeny endotelu, ¢imZ zpUsobuji aktivaci kaskaddy komplementu a agregaci krevnich
desticek, jak uz bylo zminéno vyse. Vysledkem je poSkozeni cév, vznik trombi a nekrdza tkan€.
Toto je nevratna udalost a jedinou moznosti 1écby je okamzité odstranéni Stépu (Chinen and
Buckley 2010). AvSak v soucasné dobé vyskyt hyperakutnich rejekci prakticky nulovy
predevSim diky provadéni kiiZové zkousky u vSech pacientl pfed transplantaci (Patel and

Terasaki 1969).

7.2.4 Chronicka rejekce

Chronické rejekce se obvykle projevuje v prubéhu nékolika mésict az let po transplantaci
a je charakterizovana postupnou ztratou funkce transplantovaného organu. Piesny
mechanismus zpusobujici tento typ rejekce neni znamy, jelikoz k procesu odhojeni obvykle
pfispivd mnozstvi imunologickych a neimunologickych faktord. K imunologickym
mechanismim patii opakujici se akutni rejekce, at’ uz v disledku vyvoje donor-specefickych
protilatek namitenych proti vaskuldrnimu endotelu §t€pu, anebo vznikem efektorovych T-

bunék reaktivnich proti aloantigenim. (Almond et al. 1993). Mezi rizikové faktory vyskytu
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chronické rejekce patii i neimunologické procesy, jako jsou napiiklad ischemicko-reperfuzni

stres, chirurgicky stres, hypertenze, virové infekce, zdravotni stav darce a dalsi.

8. VySetieni provadéna v HLA laboratorich

Vysetfeni provadéna v HLA laboratofich jsou zaméiena na zajiSténi transplanta¢niho
programu organu a krvetvornych kmenovych bunék. U transplantaci organii se provadi ureni
HLA antigenti a hladin protilatek proti HLA u Cekatelli na transplantaci, typizuji se HLA
antigeny u darci organti a také v nemalé mife se v poslednich letech HLA laboratoie podili na

diagnostice protilatkami-zprostfedkované rejekce po transplantaci.

8.1 HLA typizace

Stanoveni HLA polymorfismii jednotlivych HLA molekul (HLA typizace) mlzZe byt
provadéno metodami zaloZenymi bud’ na detekci HLA antigenl (sérologické metody), anebo
primo na urceni polymorfismi HLA genti (molekularné-genetické metody) (W. M. Howell,

Carter, and Clark 2010).

Identifikace alel (variant HLA genli) molekularng-genetickymi metodami muiZze byt
provedena na riznych stupnich rozliseni. ,,Low resolution techniky definuji alelické skupiny
(vétSinou odpovidaji serologickym specificitim HLA antigentl), ,,high resolution® metody

definuji pfesné varianty geni (alel).

8.1.1 Sérologicka typizace

Standardni sérologickou metodou je komplement-dependentni cytotoxicky test (CDC)
zalozeny na detekci exprimovanych HLA molekul na povrchu T bun¢k (HLA 1. tfidy) anebo B
bunck (HLA 1. a II. tfidy). Provadi se na Terasakiho deskach, kde kazd4 jamka (60-72 jamek
na jednu desku) obsahuje antiséra se specifickymi protildtkami proti HLA antigentim, jejichz
specifita je dobie charakterizovdna (Dyer and Martin 1991). HLA antigen lze urcit na zaklad¢
vysledkt reakci lymfocytil jedince s riznymi antiséry za pfitomnosti komplementu. [zolované
lymfocyty se smisi s typizacnim sérem, a po inkubaci se nasledné ptidava krali¢i komplement.

Pokud povrchové antigeny se shodnou se specifitou protilatek, komplementovy komplex se
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aktivuje a dochazi k lyze testovanych bunék. Bunééna smrt znamena ptitomnost urcit¢tho HLA
antigenu a detekuje se mikroskopicky po pfidani fluorescencniho anebo jiného barviva
(naptiklad eozin), které pronikd dovniti mrtvych bunék (Sheldon and Poulton 2006)(Dyer and
Martin 1991).

Hlavnimi nevyhodami sérologickych metod jsou nutnost zivych bun¢k s vysokou expresi
HLA, zkiizena reaktivita, obtizna identifikace v disledku nizsi exprese HLA na povrchu bunék
a ptipadné faleSné pozitivnich anebo faleSn¢ negativnich reakci. Nicméné¢, je nutno poukazat
na to, Ze serologické metody hraly naprosto zasadni roli pii rozlusténi struktury HLA komplexu

v 50 a 60 letech minulého stoleti. (Erik Thorsby 2009)

8.1.2 Molekularné genetické metody typizace

Béhem poslednich 20-25 let metody HLA typizace zalozené na DNA zacaly nahrazovat
sérologické metody, jelikoz jsou mnohem piesnéjsi, a navic umoziuji typizaci HLA antigentl,
proti kterym neni mozné vyrobit protilatky (Mishra et al. 2004). Pouziti molekularné
genetickych metod umozZnilo identifikaci menSich rozdilu mezi HLA antigeny, které dle
sérologickych metod byly povazovany za identické. Piesnéji definované antigeny koreluji s

Y owe

vys$$i mirou pieziti Stépu. (G Opelz et al. 1991)

Typizace metodou vyuzivajici technologie sekvencné specifickych primert (SSP) a
sekvencné specifickych oligonukleotidi (SSOP) se bézné pouzivaji v mnoha laboratofich
tkadnové typizace. Ob& tyto metody vychazeji z polymerazové ftetézové reakce (PCR).
Nejpresnéjsi metodou typizace je sekvenovani, které umoznuje stanoveni piesné nukleotidové
sekvence poZadovaného genu. Typ HLA je nasledné ur¢en porovnanim s jiz publikovanymi

sekvencemi HLA alel. (Tinckam 2009)

8.1.2.1 PCR -SSP

Princip této metody spociva v pouziti parti sekvenéné specifickych primert, z nichz kazdy
je komplementéarni pouze k urcité alele nebo ke skupin€ podobnych alel konkrétniho lokusu.
Primery jsou navrZeny tak, aby detekovany polymorfismus byl lokalizovan na 3' konci

(Dunckley 2012). Jelikoz Taq DNA polymeraza nema 3' - 5' exonukledzovou aktivitu, primery,
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pokud se neshoduji na 3' konci s cilovou sekvenci DNA, nemohou iniciovat PCR reakci. Proto
k amplifikaci dochazi jen v pfipadé pfitomnosti komplementarni alely. Produkt reakce miize
byt nasledn¢ detekovan pomoci elektroforézy v agardézovém gelu (Ferrer, Fernandez, and

Nazabal 2005).

8.1.2.1.2 PCR - SSOP

Tato metod zalozena na tom, ze amplifikovana DNA se smicha s oligonukleotidovymi
sondami, které jsou komplementarni k unikétnim segmentiim DNA. Kdyz sekvence DNA je
komplementarni se sekvenci oligonukleotidu, dochazi k hybridizaci. Tyto sondy se lisi
unikatnimi fluorescen¢nimi zna¢kami, které pak umoznuji identifikovat HLA alely (Sheldon

and Poulton 2006).

8.2. Crossmatch test

Detekce preformovanych DSA se provadi pomoci metodou CDC, jejiz princip uz byl
popsan vyse. Sérum piijemce je testovano na reaktivitu proti B a T lymfocytim potencialniho
je kontraindikaci pro transplantaci, jelikoZ naznacuje velke riziko vyvoje hyperakutni rejekce
(viz vySe) (Patel and Terasaki 1969)(Kosi 2017). Existuji i dal$i crossmatch techniky s
rozdilnou sensitivitou a specificitou. Naptiklad crossmatch test za pouziti priitokové cytometrie
(FCXM — flow cytometry cross-match) je mnohem citlivéj§i metoda. Zde se darcovské
lymfocyty smichaji se sérem pfijemce za pritomnosti fluoresceiné¢ znacenych anti-IgG
protilatek. Pokud se protilatky specifické pro darce vazi na lymfocyty, jsou detekovany pomoci

anti-IgG znacené fluoresceinem (Kosi 2017).

8.3 Screening protilatek

Testy zalozené na pevné fazi, jako napt. ELISA, Luminex, umoZnuji pfesnéj$i detekci a
charakterizaci donor specifickych protilatek, jelikoZ jsou mnohem citlivéj$i nez klasické
crossmatch techniky. Nejcitlivéj$i z nich je metoda Luminex, kterd vyuziva polystyrenové
kuli¢ky potazené HLA antigeny . a/nebo II. tfidy. Navazané protilatky ndsledné 1ze detekovat

fluorescencné oznacenou sekundarni protilatkou (Fuggle and Martin 2008).

17



9. Vliv shody HL A na vysledky transplantace organi

Pted érou moderni imunosuprese shody v HLA antigenech hraly klinicky vyznamnou roli
pfi transplantaci organu (G Opelz, M R Mickey n.d.). Avsak s vyvojem imunosuprese se zac¢alo
diskutovat, zda HLA systém ztraci vyznam pro transplantaci organii (Su et al. 2004). Ale z
udaji vétSiny multicentrickych studii je zfejmé, ze shoda v HLA antigenech mezi darcem a
pfijemcem stale hraje vyznamnou roli ke zlepSeni vysledkli dlouhodobého pieziti Stépu

(Wissing et al. 2008)(Williams et al. 2016).

Obecné se povazuje, ze HLA-A, HLA-B a HLA-DR jsou hlavnimi transplanta¢nimi
antigeny, a jsou nejvic prozkoumany. Pro maximalizaci Sanci dlouhodobého preziti
transplantovaného orgénu je dulezitd shoda vSech Sesti antigent. Napiiklad data z The
po transplantaci ledvin od zemfelych dérct s plnou shodou HLA v téchto lokusech bylo témét
0 20% vic uspésné nez u pln€ neshodujicich stépt (Gerhard Opelz 1985). K podobnému zavéru
dospéla i novéjsi a vetsi studie ve Spojenych statech, do které bylo zatfazeno celkem 189 141
pacientu po transplantaci ledvin, a ukdzala, Ze je vyznamny linearni vztah mezi poc¢tem shod v
meli o 13% vyssi riziko selhani aloStépu a se 6 neshodami méli vice nez o 50% (Williams et

al. 2016)

Shoda v antigenech se obecné bere v uvahu pfedevS§im pii transplantaci ledvin, ale
pozitivni vliv HLA systému na pieziti Stépu se ukazuje 1 pii transplantaci jinych organu, vcetné
srdce (Opelz, G 1994)(Ginde et al. 2014), plic (Brugiere et al. 2008) a pankreatu (Rudolph et
al. 2016)

vvvvvv

jsou geneticky identi¢ti dvojcata, nasleduji HLA identi¢ti sourozenci (Kessaris et al. 2008).
Avsak 1 v pfipadé plné shody v HLA, rozdily v jinych polymorfnich genetickych systémech
mohou vést k odhojeni transplantovaného organu. Na vyvoji procesu rejekce se muze podilet
celd fada dalSich tkanovych antigent. Pfikladem takovych non-HLA antigent jsou stresové
molekuly MICA a MICB (MHC class I polypeptide-related sequence A a B). Endotelidlni
buiiky exprimujici na svém povrchu tyto antigeny se mizou stat cilem pro rozvoj imunitni

odpovédi proti transplantatu.(Sumitran-holgersson, Wilczek, and Holgersson 2002)
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Existuje malo udaji, které by popisovaly vyznam neshod HLA v jinych lokusech nez
v téch, které uz byly zminény vySe. Ale zda se, Zze by taky by mohly mit pozitivni vliv na
vysledek transplantace. Napftiklad, neshody v HLA-DQ antigenech, které se obvykle rutinné
neberou v tvahu pii vybéru darce, mohou byt predisponujicim faktorem pro tvorbu de novo

protilatek, a tim snizovat dobu pteziti transplantovaného organu (Devos et al. 2012).

10. Sensibilizace

Vys$si pocet neshod v HLA pii prvni transplantaci je spojen s vySSim stupném
senzibilizace u pfijemct organd, coz ma za nésledek prodlouzeni ¢ekaci doby na retransplantaci
a zvySené riziko ztraty druhého Stépu (Meier-Kriesche et al. 2009). Z tohoto hlediska HLA
shoda je velmi dulezitd pro mladé pacienty, u kterych vzhledem k jejich véku je vysoka

pravdépodobnost, Ze bude nutna opakovana transplantace (Foster et al. 2014).

Uroveti senzibilizace se uruje stanovenim panel-reaktivnich protilatek (PRA), které
vyjadiuje procento bunék od riznych jedinci, se kterymi reaguje sérum pacienta (Montgomery
et al. 2018). Jako vysoce senzibilizovani se oznaduji pacienti, ktefi maji PRA > 85%. Sance
najit vhodného darce s negativnim crossmatch testem, u takovych lidi je nizkd. Proto byla
navrhnuta alternativni strategie hledani vhodného darce, kterd je zaméfend na definovani HLA
antigenll, proti nimZ pacient nemulZe vyrobit protilatky (program acceptable mismatch

Eurotransplantu) (Tiercy 2002).

Protilatky se vaZou na konkrétni oblasti HLA antigenti neboli epitopy. HLA antigeny jsou
ale komplexni a maji na svém povrchu vice nez jeden epitop. Navic, tyto epitopy mohou byt
unikatni pro konkrétni antigen, anebo mohou byt sdilen¢ s jinymi HLA molekulami (,,shared®,
neboli ,,public* epitopy). Proto neshoda v jednom HLA antigenu miize vést k senzibilizaci proti
Siroké Skale HLA molekul. Pfi¢inou je tzv. zkiiZzend reaktivita, kdy jedna protilatka proti
jednomu konkrétnimu antigenu je schopna rozeznavat vSechny ostatni antigeny sdilejici ten

dany epitop (El-Awar, Jucaud, and Nguyen 2017).

Analyza HLA antigenil na Grovni epitopii ma potencidl usnadnit nalezeni vhodnych darct
organt pred transplantaci a umoznit predikci akceptovatelnych HLA neshod, u kterych je nizsi
riziko vyvolat imunitni odpovéd’. Zatimco aktualni typizace HLA antigentl je omezena popisem
dvou molekul bud’ jako shodujici se anebo neshodujici se, stanoveni shody epitopit umoznuje

dokonalej$i porozuméni stupni rozdilu mezi darcem a ptijemcem. Existuji data, Ze nékteré HLA
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antigeny mohou byt vice imunogenni nez jin€, v zavislosti na pfitomnosti nebo neptitomnosti
zkitizen¢ reagujicich epitopt v HLA ve fenotypu pacienta (Lucas, Leffell, and Zachary 2014).
Shoda epitopit HLA je zaloZena na principu, ze senzibilizovany pacient nemiize vytvaret
protilatky proti vlastnim epitopim, a proto, pokud darcovsky HLA antigen sdili stejny
specificky epitop s antigenem piijemce, tento epitop nebude rozpoznan jako cizi, a proto

nevyvold imunitni odpoved.

11. Dalsi ucinky neshody HLA

Vyssi stupenn HLA shody mezi didrcem a piijemcem vede nejen k snizené Sanci dlouhodobého
davek imunosupresivnich 1€k, které mohou zvysit riziko tmrti pacientii s funkénim Stépem.
Bylo prokazano, ze neshody HLA vyznamné¢ koreluji se zvySenym vyskytem umrti v dtisledku
virovych a bakterialnich infekei nebo kardiovaskularnich onemocnéni béhem prvniho roku po

transplantaci (G. Opelz and Dohler 2012).

12. Zavér

Rejekce organd je komplexni proces, ktery miize byt ovlivnén mnozstvim rtznych
imunologickych a neimunologickych faktori. Neshody v HLA systému stile zistavaji
vyznamnou bariérou pro maximalizaci doby pieZiti transplantovaného organu a samotného
pacienta. Dobrda HLA shoda mezi pfijemcem a darcem poskytuje fadu vyhod, které mohou
vyznamné ovlivnit kvalitu a délku zivota u pacientil po transplantaci organt. Patfi k nim
zejména lepSi funkce a dlouhodobé pfieziti Stépu, moznost podavani menSich davek

cvwr

kvalitou retransplantace v ptipadé potieby.
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Seznam zkratek

Zkratka Anglicky nazev Cesky nazev
APC Antigen presenting cell Burika prezentujici antigen
BCR B-cell antigen receptor B-bunéény receptor

Complement-dependent Komplement dependentni
CDC . I

cytotoxicity assay cytotoxicky test
CTL Cytotoxic T lymphocyte Cytotoxicky T lymfocyt
DC Dendritic cell Dendriticka burka
DNA Deoxyribonucleic acid Deoxyribonukleova kyselina
DSA Donor specific antibodies Donor-specifické protilatky
ELISA Enzyme-linked immunosorbent

assay
ER Endoplasmic reticulum Endoplazmatické retikulum
FasL Fas ligand Fas ligand
FCXM Flow cytometry crossmatch
HLA Human leukocyte antigen Lidské leukocytarni antigeny
IFNy Interferon gamma Interferon gama
Ig Immunoglobulin Imunoglobulin
Ii Invariant chain Invariantni fetézec
KIR Killer-cell immunoglobulin-like

receptor
MHC Major histocompatibility complex Hlavni histokompatibilni

komplex

Major histocompatibility class I-
MICA/MICB related antigens A/B
NK Natural killer cell Ptirozeny zabijec
PCR Polymerase chain reaction Polymerazova fetézova

PCR-SSOP PCR

PCR — Sequence specific
oligonucleotide probe
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reakce
PCR se sekvencné
specifickymi

oligonukleotidovymi sondami



PCR-SSP
PRA
TAP

Te

TCR
TGF B
Th

TNF

WHO

PCR — Sequence specific primer

Panel reactive antibodies

Transporter associated with antigen
processing

Cytotoxic T lymphocyte

T cell receptor

Transforming growth factor beta
Helper T lymphocyte

Tumor necrosis factor

World health organization
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PCR se sekvencné
specifickym Primerem

Panel-reaktivni protilatky

Cytotoxicky T lymfocyt

T bunécny receptor

Transformujici rastovy faktor
beta

Pomocny T lymfocyt

Faktor nekrotizujici nadory

Svétova zdravotnicka
organizace
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