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Predmluva

Doktorska dizertaCni prace shrnuje publikacni aktivitu autora v oblasti
imunogenetiky imunopatologie transplantaci krvetvornych bunék a
solidnich organu. Spis je ¢lenén do tfi asti.

Prvni, nejobsahlejSi a zakladni ¢ast autorovy dizertacni prace je
prospektivni studie, kterd zkouma repertoar jednotlivych gend KIR a
diverzitu genotypd KIR u vysoce specifické populace selektované na
podkladé uniformniho HLA fenotypu i genotypu. Jedna se o soubor jedincl
s HLA genotypem slozenym z 2 ancestralnich HLA haplotypl AHS8.1.
(homozygotni genotyp AH8.1.). Prace analyzuje jednak frekvenci
jednotlivych aktivaénich a inhibi¢nich KIR gend a jednak distribuci KIR
genotypu v této unikatni, HLA uniformni populaci. Ziskana data srovnava
s b&Znou, neselektovanou populaci CR a dale pak s populaci
indoevropskou (kavkazoidni). Zasadnim zjisténim byl fakt, Ze KIR repertoar
zUstava stejné pestrym bez ohledu na uniformitu HLA genotypu u
studovanych jedinct a Ze na jeho evoluci se tedy pravdépodobné podileji i
jiné faktory nez ty, které ovliviuji evoluci HLA systému. Prezentovand data
jsou celosvétové prioritni, nebyla dosud publikovana a poskytuji dikaz o
vzajemné relativné nezavislé evoluci obou zakladnich imunitnich systéma,
tedy KIR a HLA systému.

Druha ¢ast dizertaCni prace shrnuje popisy novych, dosud nepopsanych
alel HLA systému & genomickych aberaci HLA systému, jez byly
v poslednich letech poprvé identifikovany v HLA laboratofi Hematologicko-
onkologického oddéleni&Ceského Narodniho Registru Darcti Dreng
(CNRDD) ve FN Plzen, kterou autor zakladal a do soudasnosti i stale vede.
Prioritni popsani téchto dosud neznamych HLA alel bylo umozZnéno
zavedenim HLA typizace pfimou sekvenaci pfislusného HLA genu (SBT-
sequence based typing), na které se autor podilel.

Treti oddil pfedstavuje souhrn dalSich publikaci v poslednich 4 letech,
na kterych se autor podilel a které souviseji s tématem dizertacni préace.
Tato ¢ast demonstruje uplatnéni molekularné biologickych metod ve vSech
oblastech transplantologie, moderni patologie i dalSich odvétvich mediciny.
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ABSTRAKT

KIR geny a jejich produkty- killer imunoglobulin-like receptory (KIR)
na povrchu NK bunék (natural killers) jsou jednim z kli¢ovych prvku
vrozené imunity Cclovéka. NK burnky jsou to rychle ac&inkujici
efektorové bunky, které primarné likviduji virem infikované a
nadorové bunky Tato schopnost destruovat cilové buriky je dana
vzajemnou interakci mezi KIR receptory a prislusnou specifickou
HLA molekulou na povrchu bunék, neboli ligandem KIR receptoru.
Geneticka diverzita KIR genll a genotypu pfipomina diverzitu HLA
systému. PrestoZe jsou geny kodujici KIR a HLA lokalizované na
riznych chromozomech a segreguji se tedy nezavisle, existuji urcité
dikazy alespon c¢aste¢né koevoluce obou systému. Lze tudiz
predpokladat. U HLA restrihované populace lIze tedy ocekévat
alespon ¢astec¢nou redukci v diverzité KIR genu i genotypl. Celkem
41jedinct homozygotnich v ancestralniml HLA haplotypu AHS8.1
(HLA-A*0101-Cw*0701-B*0801-DRB1*0301-DQB1*0201), bylo
kompletné genotypizovano pro KIR geny. Celkové bylo zjisténo
celkem 14 raznych KIR genotypl, pfiéemz zaznamenana frekvence
vyskytu KIR genl a kompozice KIR genotypl v podstaté odpovidala
datim ze studii u neselektované (ve smyslu HLA) populace
Kavkazanu (,Caucasians“).  Takzvané ,non-framework" KIR geny
s frekvenci vice nez 90 % zahrnovaly KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1,
KIR2DS4 a KIR2DP1. S vyjimkou KIR2DS4 genu, vSechny aktivaéni
geny meély frekvenci vyskytu nizSi nez 50 %. Geny s nejvzacnéjsim
vyskytem byly KIR2DS5 (17 %) u aktiva¢nich genu a KIR2DL5 (37
%) u inhibi¢nich. Pokud jde o KIR genotypy, tak bylo zjisténo celkem
14 rGznych genotypl, pfiemz  necastéjSim byl AA genotyp
zaznamenany u 39 % jedincu. Celkem 22 jedincl (54 %) mélo kopii
haplotypu A a B (AB genotyp), zatimco pouze 3 jedinci (7 %) byli
homozygotni pro B haplotyp (BB genotyp). 9 ze 14 detekovanych
genotypl se vyskytovaly pouze u 1 osoby. Srovnanim s dosud
publikovanymi a reportovanymi genotypy (www.allelefrequencies.net)
jsme zjistili, Zze 5 genotypul bylo reportovano celosvétové u méné nez
20 individui a jeden genotyp byl zaznamenan dosud pouze u jedné
osoby. Na druhé strané, 68 % detekovanych genotypu v souboru
bylo pfedstavovano pouze jednim uniformnim typem KIR genotypu
(AA). Vysledky neprokazuji zadnou alteraci KIR repertodru ve
analyzované skupiné. Naopak, prokazuji silné zachovanou a
nerestrinovanou KIR diverzitu i v této HLA uniformni skupiné osob.




SEZNAM ZKRATEK:

AH8.1 — nejfrekventnéjSi haplotyp indoevropské populace
(ancestralni), obsahuje HLA antigeny A1-B8-DR3

CF — ,carrier frequency” - frekvence jedincl nesoucich dany znak
DNA — Deoxyribonukleova kyselina

GF — , gene frequency” = frekvence genu pro dany znak

HCT - Haematopoietic Cell Transplantation: Transplantace
krvetvornych bunék.

HLA — Human Leucocyte Antigens: tkariové znaky na povrchu bilych
krvinek

KIR — Killer Immunoglobulin-like Receptors: receptory podobné
imunoglobulindm na povrchu NK bunék

MHC — Major Histocompatibility Complex: Hlavni histokompaatibilni
komplex

NK - Natural Killers: bufky imunitniho systému se schopnosti pfimé
likvidace cilovych bunék

PCR-SSP - polymerazova fetézova reakce s vyuzitim metodiky
sekvenéné specifickych primert
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1 Distribuce gen 0 KIR v populaci nep Fibuznych
jedinc & homozygotnich pro ancestralni haplotyp
AH8.1 (HLA-A1B8DR3)

1.1 Uvod, vymezeni pojm G a problematiky KIR a HLA

1.1.1 KIR = killer immunoglobulin-like receptor- de finice,
funkce

KIR, jinak akronymum slov Killer Immunoglobulin-like Receptors,
jsou receptory na povrchu NK (natural killers) bunék. NK bunky jsou
podskupinou perifernich lymfocytl, které maji unikatni funkci ve
vrozené imunitni odpovédi. Jsou to rychle uc€inkujici efektorové
bunky, které primarné likviduji pfedevSim bunky infikované virem a
nadorové bunky (1). Na rozdil od B- a T- lymfocytd vSak NK buriky
nepreskupuji geny kodujici receptory pro rozpoznani antigenu, ale
rozvinuly schopnost rozpoznat molekuly vlastniho MHC systému
(Major Histocompatibility Complex, viz kapitola 1.1.6), jmenovité HLA
. tfidy. Ty rozpoznavaji prostfednictvim unikatnich receptord, které
mohou inhibovat anebo naopak aktivovat NK buriky k ,zabijeni* (2).
Tato schopnost destruovat cilové bunky je pravé dana vzajemnou
interakci mezi KIR receptory a pfislusnou specifickou HLA molekulou
na povrchu bunék, neboli ligandem KIR receptoru. ZjednoduSeny
princip interakce mezi obéma typy KIR receptord a HLA molekulou
na povrchu cilové buiky ukazuje obrazek 1 (3).

Pokud to muZeme principalné zjednodusit, pak NK burky neustale
systematicky ,zkoumaji“ pfitomnost & absenci pfisluSnych HLA
ligand pro své KIR receptory. Pokud je pfislusny HLA ligand (HLA
molekula) pfitomen, pak dojde k vazbé KIR-ligand HLA a jelikoz za
normalnich okolnosti vzdy inhibi¢ni KIR pfevladaji nad aktivaénimi,
nedochazi ke spusténi cytotoxické reakce NK bunék a takto jsou
Lvlastni* burfiky chranény pfed cytotoxicitou (viz ¢ast A a predevsim D
na obr. 1). Pokud receptory KIR nenaleznou pfislusny ligand HLA
(,vlastni“ molekulu HLA), nemulze byt cytotoxicita prislusné NK buriky
prostfednictvim inhibi¢nich receptorl KIR a naleZita cytotoxicka
kaskada je spusténa (viz ¢ast B na obr. 1).
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Obrazek 1: Regulace odpovédi NK burky prostfednictvim interakce
aktivacnich/inhibi¢nich KIR receptord a HLA molekuly. Za normélnich
okolnosti inhibi¢ni signal vzdy prevlada nad aktivacnim. Pfevzato
z Farag et al., Blood 2002, 100: st. 1937

Lze-li struéné shrnout, pak NK bunky s potencidlem iniciovat
cytotoxickou aloreakci pouzivaji KIRy jako inhibi€ni smérem k
Lvlastnim“, zdravym bunkam. Pokud vSak pfislusny vlastni ligand
HLA na cilové burnce chybi, pak je iniciovdna cytotoxicka reakce.
Cely tento koncept interakce KIR/HLA a mechanismus regulace
cytotoxicity NK bunék se nazyva ,missing-self* hypotéza (3). Tim je
zaruCena tolerance NK bunék k ,vlastnim* a zdravym bunkam,
naopak alogenni (,cizi“) bunky, ¢i buriky s ,down“- regulovanou HLA
molekulou (ligandem), coz jsou typicky buriky nadorové ¢&i buriky

napadené virem, jsou efektivné eliminovany (1-4).



1.1.2 Nomenklatura KIR
Nomenklatura genll KIR a receptoru vychazi ze struktury molekuly
jejich produktu, respektive z poctu ,lg-like* domén a délky
cytoplasmatického vybézku (tail) — viz obraz 2.

KIR2D
- - I
Type 1 Type 2 KIR3D
. - N Ty - -~
KIR2DL KIRZDS KIR2DL KIR3DL KIR3DL KIR3DS
Do
D1
D2
m uummm WG m.m.lm
KIR2D0L1 KIR2DS51 KIR2DL4 KIR3DL1 KIR3DL3 KIR3DS1
KIRZDL2/3 KIR2ZDS2 KIRZDL5A KIR3IDL2
KIR2DS3 KIRZDLSB
KIR2D54
KIRZDS5

Obr. 2: Nomenklatura KIR genG/receptori  (pfevzato z
www.ebi.ac.uk/Ipd/kir)

Struéné, KIR receptory maji bud 2 nebo 3 imunoglobulinové domény
(2D nebo 3D) a bud dlouhy (long-L) nebo kratky (short- S)
cytoplasmaticky ,ocasek" (tail). Kombinaci poctu téchto Ig-like domén
a pritomnosti S nebo L cytoplasmatické Casti je generovan nazev
KIR genu/receptoru (5,6).



1.1.3 KIR geny — p fehled a jejich HLA ligandy

Celkem bylo popsano 15 exprimovanych

KIR genl a 2 KIR

pseudogeny. Piehled vSech KIR genul/receptord a jejich funkci je

uveden v tabulce 1.

KIR gen Funkce — typ signalu HLA ligand
2DL1 Inhibiéni HLA-C2
2DL2 Inhibiéni HLA-C1
2DL3 Inhibiéni HLA-C1
2DL4 Aktivacni HLA-G
2DL5A Inhibi¢ni Neni zndm
2DL5B Inhibi¢ni Neni zndm
3DL1 Inhibi¢ni HLA-Bw4
3DL2 Inhibiéni HLA-A3,A11
3DL3 Neni znamo Neni zndm
2DS1 Aktivacni HLA-C2
2DS2 Aktivacni HLA-C1
2DS3 Aktivaéni Neni znam
2DS4 Aktivacni Neni zndm
2DS5 Aktivacni Neni zndm
3DS1 Aktivacni HLA-Bw4?
2DP1, 3DP1 Pseudogeny.

neexprimovany

Tabulka 1: KIR geny&receptory jejich vazebni partnefi (ligandy)

Jak je z tabulky patrné, s jedinou vyjimkou (KIR2DL4) jsou vSechny

KIR s kratkym cytoplasmatickym vybé&zkem (,S*) aktivani a naopak

,L“ receptory inhibiénimi.

Pokud jde o vazebné partnery KIR (jejich ligandy), pak tyto jsou

znamy predevsim pro inhibi¢ni receptory a ve vSech pfipadech jde o

HLA specificity |. tfidy. Jedn& se pfedevsim o skupinu alel HLA-C alel

liSicich se aminokyselinovym reziduem na pozicich 77 a 80 a —

helixu molekuly HLA-C (7). Byla publikovana rozsahla data ukazujici
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na vyznam inhibiénich KIR a jejich HLA ligand pro vysledek

transplantace krvetvornych bunék (viz dale).

1.1.4 Genomické organizace KIR gen a

o

VSechny geny KIR jsou lokalizovany na chromosomu 19g13.4

v oblasti zvané ,leukocyte receptor complex” (LRC). Pro kazdy KIR

gen navic existuji alelické varianty (9,10). Podobné jako geny HLA

systému se i KIR geny dédi jako cely blok genu — haplotyp (viz obr.

3).
il '
DAP
180133 =1 Mb KIR3DL3 =150 Kb
19p13.2 Coes I KIRZDL3
18p13.13
18p13,12 4
KIR2DP
b SIGLEC
19012 KIRZDL1
FoGRT
19p11 KIR3DP
109p11
LILR
gtz 1 HIRZDLA
18q13.12 KIR3DL1
1991313 4 |
LILR
19g13.2 -
19g13.31
18q13.32 -
18913.33 KIR
|
— - KIRZDS4
] FouR
10q13.43 ] o KIR3ADLZ
Y
. B 4
Chromosome 19 LRC Group A Haplotype
2 IPD-KIR 01/05

Obrazek 3: Genomicka organizace KIR genu (pfevzato z Robinson et al., 8)
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1.1.5 Haplotypicka variabilita KIR gen a
Kromé alelického polymorfismu existuje pro KIR geny jesté vyrazna
haplotypicka variabilita. Ta je zpUsobena variabilitou v po&tu a v typu
zastoupenych KIR genu na daném haplotypu (9,10). Pravé tato
haplotypicka diverzita je hlavnim ddvodem populaéni diverzity KIR
genl a repertoaru NK bunék. Na zakladé typické kompozice KIR
genu jsou rozliSovany 2 zakladni typy KIR haplotyp G, které jsou
oznaéované A a B. VsoucCasnosti neni kdispozici Zadné
jednoduché univerzalni kritérium definujici a odliSujici tyto haplotypy,

pouZziva se nasledujici pracovni definice.

Skupina haplotyp G B je charakterizovana pfitomnosti alespor
jednoho (&i vice) téchto genl: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS3, KIR2DS5 a KIR3DS1. Skupina haplotyp G A je pak tedy
logicky charakterizovana absenci téchto gend. V dasledku toho maji
haplotypy B vzdy vice aktivacnich KIR nez haplotypy A (ty mohou mit
pouze gen KIR2DS4). Bohuzel nadale neni jednoznaény konsensus
v definici haplotypt A a B (10,11), takZe rdznymi autory jsou
pouzivana odliSna kritéria k definici haplotypu a to komplikuje
srovnani a interpretaci rdznych studii v oblasti populaéni genetiky
KIR genl. Schematicky pfrehled zakladnich KIR haplotypu ukazuje
obrazek 4. Prestoze tzv. ,framework” KIR geny (2DL4, 3DL2 A 3DL3,
viz obr. 4) jsou pfitomny prakticky u vSech dosud typizovanych
individui, pfitomnost ostatnich 14 KIR genu je vyrazné variabilni.
Tato variabilita v zastoupeni je vétSi pro aktivacni KIR geny (,S%),
které maji navic limitovany alelicky polymorfismus. Oproti tomu
inhibi€ni geny jsou obvykle vZzdy v genotypu pfitomné, ale maji zase
extenzivni alelicky polymorfismus. V soucasnosti jiz bylo popsano
nékolik desitek KIR haplotypl a na zakladé toho vice nez 300

rezultujich KIR genotypu (viz www.allelefrequencies.net, 13), pfiemz

nové jsou neustale popisovany. Proto je pocitovana nezbytnost
zavedeni robustniho a praktického systému, ktery by definoval obsah
genu ruznych KIR haplotypl. Bylo navrzeno, aby kazdy KIR haplotyp
byl oznaten ,KH“ snaslednou pomiékou a poté unikatnim
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trojmistnym Cislem, davanym postupné jednotlivym haplotypum.
Tento systém umoziuje pojmenovat 999 haplotypd, ale stale ¢eka na

oficialni implementaci.

GROUP A HAPLOTYPE

(CELL LINE - ACCESSION NUMBER)

UV5HL9-5B - AC011501, AC006293

ELTE )

Iznm-mmm Hznumm\ M H:Du'\mm I 054003 oLToHe

i
o

PGF - CUD41368, CU151839, CU467816

Izom-mm Hznumm appriner [ DLAODIER |—| EEE I 2DS4DHION0T 10L2002

H
H

COX - CU459007

IDLICI0L | 2DP10m H 2DL17002 B ‘

H
i

GROUP B HAPLOTYPE

WT47 - AY320039

~|3mmmHmmmm ml_sa-mzmeaH 205300103 |-| P10 Hznumm 2DL400501 H:Dsﬂmm H IDLEA010102 |-| 2DS5D0I010L Hzn;wmm
COX - CU459006
!/my‘(u 201400501 |_l 30514055 Hznmm‘mm |_l 208570020103 Hm;xmm -

RPCI-1 - AL133414

2012003 I/Bﬂw{H 20L00501 Hansmm\HmLsnm‘mm |—| 20550120101 Hmsr-\mmm iz
|:| Framework genes l:l Activating KIR gene |:| Inhibitory KIR gene I:l Pseudogene © IPD-KIR 03/08

Obrazek 4: Priklad typickych KIR haplotypl skupiny A a skupiny B, pfevzato
z www.ebi.ac.uk./ipd/KIR (8)
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1.1.6 HLA systém — zakladni principy

1.1.6.1 Funkce HLA systému
HLA antigeny jsou skupinou bilkovin s kliCovou ulohou v imunitnim

systému, které jsou lokalizovany jako ,antigeny* na povrchu bunék.
Jsou to polypeptidové produkty skupiny genld nazyvanych ,hlavni
histokompatibilni komplex* (MHC — major histocompatibility
complex). Tyto geny a aloreaktivita jimi podminéna byly dosud
popsany pouze u obratlovcu. Uvnitf kazdého druhu obratlovcl se pak
geny tohoto komplexu nazyvaji ,druhové” specifickym jménem. U lidi
je tak obvykle oznacujeme jako geny HLA (Human Leukocyte
Antigen) systému a tento ,druhové” specificky nazev produktd genu
MHC je uplatfiovan i u dalSich druht (u pst se napfiklad analogicky
nazyva DLA — Dog Leukocyte Antigen apod.). Zfunk&niho i
biologického hlediska jde vSak u vSech savcul o stéle stejnou skupinu
gend. Nutno podotknout, Ze terminy HLA a MHC se €asto pouZivaji
synonymné a celkové nekonzistentné. V soucCasnosti je
doporuc¢ovano terminem HLA systém oznaCovat pouze geny pfimo
kodujici antigen-prezentujici HLA molekuly a terminem MHC cely
komplex regionu, ktery obsahuje kromé ,klasickych* HLA gend i
celou fadu dalSich genu (napf TAP1,2, MICA apod.) podilejicich se
téZ na aloreaktivni odpovédi, ale s méné vyznamnou, ¢asto dosud
nedplné prozkoumanou funkci (viz obr. 5).

Velice zjednoduSené feceno lze Fici, Ze HLA molekuly jsou spolu
s imunoglobuliny a receptory T-lymfocytd (TCR-T-cell receptors)
zakladem adaptivni imunity clovéka. Jejich fundamentalni funkce
v antigen-specifické imunitni odpovédi spociva v tom, Ze T-lymfocyty
jako klicova regulaéni a efektorova sloZka imunitniho systému jsou
schopny poznavat a reagovat na antigenni fragmenty pouze
v kontextu HLA molekul — tedy jsou-li tyto antigeny navazané na
molekuly HLA systému (HLA restrihované rozpoznavani antigenu).
Pouze molekuly HLA systému (l. a Il. tfida) na povrchu bunék mohou

tedy intracelularné ,zpracované“ antigenni peptidy prezentovat T-
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lymfocytdm a tak zprostfedkovavat imunitni reakci, ktera je vyluéné
zprostfedkovana systémem HLA . Strukturdlni b&zi pro interakci mezi
burikou nesouci molekulu HLA a T-lymfocytem je pomérné slozity
komplex HLA molekuly, T-lymfocytarniho receptoru (TCR) a
antigenniho peptidu (14).

Chromosome 6 HLA Class I HLA Class I
. m Rﬂ,SiﬂH Mb DR Hﬂ?jﬂ?‘tlpff
0.0 Kb DRD DRI DRS1 DR &3 DRE
" =) u_ N - _ _
HLA-F -t =DRA |mDRA |@ DRA |m DRA |®DRA
= | @ DEEY |2 DRE? (& DRE? (& DRE? |& DRB?
02 =L (=]
Class I - A @ DRBS DEB4
L | 100 - S DEB3 | ] il
gy DRBR
Q& prB: |EDEBs |@ DRBs DEB7
0.4+ W DEBl |WDRBI |Gl DRB1 | DRBI |& DEBI
-1 00-/= DOAL
— = DOB1
2 r . Ty
- MICC Key:
- F =DOAL & HILA Class I Genes
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= Now-HIA Gemes
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Obrazek 5: Genomickéa organizace gend HLA systému (pfevzato z Robinson et
al., 8)
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1.1.6.2 Funkéni a strukturalni rozdéleni HLA antigent

Z hlediska strukturalniho a funkéniho Ize geny a molekuly

(antigeny) HLA rozdélit do 2 zakladnich skupin: HLA (anti)geny |I.

a_ll. tfidy. Funkéni hledisko je dané rozdily ve zpracovani a
prezentaci antigenti imunokompetentnim bunkam (pfedevsim T-
lymfocytim). Zatimco CD4+ T-lymfocyty (T-helpery) poznaji
zpracovany antigen pouze v kontextu molekuly HLA II. tfidy,
CD8+, tedy cytotoxické T-lymfocyty, vyzaduji prezentaci antigenu
HLA molekulami |. tfidy. VétSinu antigenl prezentovanych
molekulami I. tfidy tvofi intracelularné syntetizované antigeny,
napriklad vlastni &i virové proteiny. V kontrastu s tim, molekuly
HLA Il. tfidy prezentuji peptidy, které byly ziskany proteolytickym
Stépenim fagocytovanych (tedy extracelularnich) proteinovych
antigent, napf. bakterialnich antigenu. Dalsi rozdil je v expresi,
kdy molekuly I. tfidy jsou pfitomny prakticky na vSech burnkéach,
prestoze s rlznou expresi v riznych tkanich (s nejvétsi denzitou
na bunkach imunitniho systému), zatimco exprese molekul II.
tfidy je omezena pouze na povrch B-lymfocytl, aktivovanych T-
lymfocytl (na klidovych T-lymfocytech je jejich exprese nizkd),
antigen-prezentujicich bunék (APC) a dendritickych bunék (15).

1.1.6.3 HLA molekuly - genetickd organizace a struktura

HLA systém je polygenni a velmi polymorfni (16). Cely komplex
gend kdoduijici (nejen) vySe uvedené HLA bilkoviny je lokalizovan
na kratkém raménku 6. chromozomu (6p21.1-6p21.3), v oblasti
S nejvétsi hustotou gent v celém genomu (~3500 kbp). Je slozen
ze 3 zakladnich regionl (viz obr. 5) o celkovém obsahu asi 140
gend. Nejblize centromery je region Il. tfidy, ktery obsahuje geny
pro a a 3 fetézce molekul HLA II. tfidy a naopak nejblize telomery
je region |. tfidy, ktery obsahuje geny pro téZké a fetézce molekul
HLA I. tfidy. Mezi témito 2 regiony se nachazi region Il (nékdy
oznacovan jako region HLA Ill. tfidy) s geny pro komplement

(C4), nékteré cytokiny (TNFa) a stresové proteiny (hsp). Zatimco
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prakticky vSechny geny regionu Il se néjakym zpusobem podili na
zakladni funkci HLA systému - tj. zpracovani a prezentaci
antigent T-lymfocytam, z gent regionu lll Zadny a region tfidy | je
vtomto sméru intermediarni, tj. obsahuje smés genl jak
bezprostfedné se podilejicich, tak pfimo nesouvisejicich s funkci
HLA systému.

» Geny regionu I, HLA I. tfidy:

jsou geny HLA- A, -B a -C. Jsou nazyvané klasickymi geny HLA 1.
tfidy, protoZze koduji téZké a - fetézce molekul HLA |I. tfidy (viz
vyse), které jsou klasickymi sérologickymi specificitami I. tfidy a
prezentuji antigenni fragmenty CD8+ T-lymfocytim. DalSimi geny
jsou HLA E, F, G, MICA a MICB (nékdy nazyvaného ,neklasické")
s ulohou pfedevsim v pfirozené cytotoxicité (NK buriky), slizniéni
a reprodukéni imunité. DalSi geny — HLA H, J, Ka MICC- jsou
pseudogeny. Geny HLA-A, -B,-C jsou nékdy téz oznaCovany jako
»,major* MHC geny regionu a geny E, G a G jako ,minor“.

» Geny regionu II, HLA tfidy II:

Oblast regionu Il (tfidy Il. HLA ) obsahuje jednak pomérné slozity
komplex 3 par gent kédujici dimér HLA molekul 1l. tfidy (,major"
MHC II. proteiny), nékdy zjednoduSené oznaCovany jako HLA
DR, HLA DP as HLA DQ. Dale obsahuje geny kd&dujici dalSi
glykoproteiny (DM, DO) s funkci ve zpracovani a prezentaci
antigent (,minor* geny — DOA,DOB).

Mezi typy DR a DQ proteinQ existuje silna vazebna nerovnovaha.

1.1.6.4 Polymorfismus HLA

MHC lokusy obecné jsou geneticky nejvariabilnéjSimi kodujicimi
lokusy u savcl a lidské HLA lokusy nejsou vyjimkou. Evoluce
MHC polymorfismu je zplsobena 2 primarnimi selekénimi tlaky:
1) selekci ve prospéch MHC heterozygoti a 2) selekci ve
prospéch vzacnych HLA alel prostfednictvim koevoluce hostitele-

patogenu (host-pathogen coevolution) (14,15). Typickym rysem

17



HLA komplexu je absence ,wild“ typu. VétSina z hlavnich lokusu
(genud) HLA zminénych vySe obsahuje desitky aZz stovky alel. K
1.7. 2010 bylo popsano celkem 5302 HLA alel (viz

www.hla.alleles.org/alleles/index.html), pfiéemz kazdy mésic jsou

popisovany desitky novych alel! NejpolymorfnéjSim genem je
HLA-B* s takika 2000 znamymi alelami, dale pak HLA-A a HLA-
DRB1 s cca 1000 alelami. Pro podrobnégjsSi a aktualni statistiku
odkazuji na adresu www.hla.alleles.org. VétSina variaci
aminokyselin danych polymorfismem HLA genu je koncentrovana
v oblastech genl ko&dujicim aminokyseliny vazebného Zlabku
HLA molekuly pro antigenni peptid, zatimco Useky HLA genu
kodujici ¢ast molekuly reagujici s TCR receptorem jsou relativné
konzervované. Timto je zaruCena pravdépodobnost Uspésné
prezentace jakéhokoliv antigenniho podnétu alespori nékterymi
jedinci dané populace a je tak zajiSténa imunologicka reaktivita
daného zivocisného druhu jako celku.

Polymorfismus HLA genl v misté pro prezentaci antigent se
vyvinul jednak postupnou akumulaci bodovych mutaci u potomku
a jednak genovou konverzi a rekombinacemi. Pro ohromnou
diverzitu HLA genl jsou rozhodujicim cinitelem predevSim
genové konverze a rekombinace, coz ma dusledky pro jejich
polymorfickou strukturu. Podivame-li se podrobné na sekvence
riznych alel daného HLA genu, pak je zjevné, Ze alelicka
diverzita neni dana pro alelu specifickou bodovou mutaci, ale
predevSim rGznou kombinaci sekvenénich motivl z jakéhosi
zakladniho ,poolu” riznych sekvenénich motivl. Tato mozaikovita
struktura alelickych sekvenci je v souladu s tim, Ze polymorfismus
je generovan predevsim vymeénami celych sekvenénich segmentd
(17). Jednotlivé alely pak mohou byt logicky povazovany za jakési
chiméry sloZené z riznych segmentl ostatnich alel, cozZ potvrzuje
i fakt, Ze noveé identifikované alely jsou vétSinou charakterizovany
novou kombinaci jiz znamych a popsanych sekvenénich motiva.

S uritym zjednoduSenim lze tedy fFici, Zze celkovy pocet alel
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daného lokusu je pfedevSim uréen poctem teoreticky moznych
kombinaci znamych sekven¢nich motiva genu.

Pokud jde o jednotlivé HLA lokusy, pak pro HLA geny I. tfidy je
polymorfismus lokalizovan pfedevsim v exonech 2 a 3, zatimco u

HLA genu Il. tfidy je omezen takfka vyhradné na exon 2 genu.

1.1.6.5 Dédiénost HLA systému

Z hlediska dédi¢nosti jsou vSechny geny kédujici HLA molekuly
kodominantni a fidi se mendelovskym typem dédi¢nosti. VSechny
geny HLA systému na 6. chromozomu se dédi vcelku jako blok —
takzvany haplotyp. Jedinci jsou heterozygotni a maji tak na
bunkach dvé kompletni sady HLA antigenu.

Geny HLA systému vykazuji pomérné tésnou genetickou vazbu
takZe se vétSinou prenaseji jako bloky genu, mezi kterymi pouze
vyjimeéné dochazi k rekombinaci (crossing-over). Rodinné studie
ukazaly, Ze pro nékteré regiony uvnitf HLA komplexu je relativni
absence rekombinaci (,crossing-over”) obzvlasté typicka. Jde
predevSim o subregiony HLA-B k HLA-C a HLA-DQB1 k HLA-
DRB1. Tyto regiony jsou nékdy oznacovany jako ,polymorfni
zmrazené bloky" a jejich odolnost vici rekombinacim je zékladem
vazebné nerovnovahy (linkage disequilibrium) — tedy nendhodné
asociaci alel 2 nebo vice lokust- mezi specifickymi alelami HLA-
B a HLA-C, respektive HLA-DR a DQ.

Populac¢né genetické studie prokazaly, ze vazebna nerovnovaha
je dokonce typickym rysem HLA systému. Mezi pravdépodobné
priCiny patfi jiz uvadéna redukovana frekvence rekombinaci a
selekce ve prospéch vazaného polymorfismu (18), podrobnéjsi
rozbor by byl nad ramec textu. Ukézkovym pfikladem této
haplotyp A1-B8-DR3, ktery se v béloSské populaci vykytuje az
s 5-10% frekvenci a nékdy je nazyvan ancestralnim haplotypem
AHB8.1 (viz téz déle 1.1.8).
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1.1.7 KIR a HLA - vzajemné interakce, souhrn
Jak je z vySe uvedeného textu patrné, KIR a HLA molekuly spole¢né
moduluji vrozenou a ziskanou (adaptivni) imunitu tim, Ze vzajemnou
interakci kontroluji efektorové bunky. Oba systémy maji Ffadu
spole¢nych rysa: jsou kédovany v genomickych regionech s velmi
komplexni organizaci a oba vykazuji mimofadnou diverzitu jak uvnitf,
tak mezi jednotlivymi lidskymi populacemi. Tato diverzita vznikla jako
disledek nepfretrzité snahy Gc¢inné eliminovat neustale se ménici
spektrum patogenu. Zatimco pro efektorové buriky ziskané imunity
(Cili B a T lymfocyty) je poZzadované variability imunitni odpovédi
dosazeno somatickou prestavbou genomické DNA a selekci nalezité
reagujicich bunék, pro KIR a HLA molekuly je funkéni variabilita
zajisténa pfimo jejich znaénym genetickym polymorfismem. KIR geny
navic oproti HLA jeSté maji znacnou variabilitu v obsahu genu
daného haplotypu. Kli¢ova a kritickd role NK bunék ve vrozené
imunitni ,surveillance” organismu (viz kapitola 1.1.1) implikuje
moznost, Ze by patogeny mohly byt pro KIR geny nositeli podobného
typu selektivniho tlaku, ktery u HLA systému rezultuje v univerzalni a
komplexni genetickou diverzitu (19,20). Také srovnatelna rychlost
evoluce KIR poskytuje dalSi dukaz pro selekci, kterd4 je primarné
ovliviiovana zevné pusobicimi patogeny (21). Prestoze jsou oba
systémy - KIR a HLA - kddovany odliSnymi chromozomy a jsou tedy
segregovany i dédény nezavisle, zda se dokonce, Ze alespon
nékteré KIR maji spoleénou evoluci s HLA (22). To podporuje
hypotézu, Ze stejny princip selektivniho tlaku a demografickych
faktor(l, ktery ovliviuje populaéni frekvenci vyskytu alel HLA |I. tfidy,
je zodpovédny i za evoluci KIR repertoaru nebot takto pfislusSnym NK
receptordm usnadriuje interakci s HLA molekulami 1. tfidy (23). Byla
dokonce doloZena i silna negativni korelace mezi pFitomnosti
aktivacnich KIR a jejich HLA ligand v riznych populacich coz je
dalSim nepfimym dukazem urcité vzajemné ko-evoluce KIR a HLA

(22). Podobné byla pozorovana signifikantni korelace mezi frekvenci
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genotypl obsahujicimi KIR2DL2 a 2DL3 a frekvenci jejich ligand —
HLA C1 (24). Kumuluje se tak stale vice dat ukazujicich na vyznam
urcitych specifickych KIR-HLA kombinaci VvV patogenezi
autoimunitnich onemocnéni, nadorovych infekci i prabéhu urcitych
virovych infekci (25).

Jednoznacné interpretaci a porozuméni ulohy interakce KIR-HLA
v téchto patologickych stavech vSak dosud brani mnoho faktorl —
predevSim extenzivni polymorfismus HLA a KIR a dale silna vazebna
nerovnovaha mezi variantami obou rodin genl. Presto se zd4, Ze na
zakladé dosavadnich znalosti je mozné ucinit tyto obecné zavéry:

1. KIR — HLA kombinace s pfevladajici tendenci k aktivaci NK bunék

e

v i s

protektivity proti infekEnim onemocnénim.

2. HLA-KIR kombinace s pfevladajicim inhibiénim potencidlem maji
naopak protektivni vliv proti chronickym zanétlivym onemocnénim
a porucham gestace

Tuto soucasnou predstavu shrnuje obrazek 6 (26).

HLA-KIR genotypes HLA-KIR genotypes
— strong NK/T cell — weak NK/T cell
activation response
Resistance to infections Poor clearance of infections
Autoimmune susceptible Autoimmune protective

Obrazek 6: Synergie mezi kompozici KIR-HLA genotypl a vyslednou dualitou mezi
tendenci k autoimunitnimu &i infek&nimu onemocnéni. Rdzné KIR-HLA kombinace
vyvolavaji rGznou Uroven aktivace/inhibice NK a T bunék coz mé& za nasledek
odliSnou néachylnost k autoimunitnimu onemocnéni a naopak protektivitu vUici

infekénim onemocnénim. Pfevzato z Traherne et al. (26).
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1.1.8 Teoretické vychodisko prace - popula ¢ni genetika
KIR v zavislosti na HLA genotypu, mozné implikace
pro transplantace krvetvornych bun  ék.

Z vySe uvedeného textu je zifejmé, Ze funkéni rdznorodost pfirozené
imunitni odpovédi, ktera je kontrolovana KIR/HLA interakci, je
geneticky determinovana a udrzovana prirodni selekci. Dale, Ze pfres
lokalizaci na ruznych chromozomech a naslednou nezavislou
segregaci je velmi pravdépodobna interakce mezi KIR a HLA
polymorfismy (20-25). Nicméné veSkera dosud publikovana data,
podporujici tuto hypotézu (viz vySe), jsou nepfima a viceméné
spekulativni.

1.1.8.1 Popula éni genetika KIR v zavislosti na HLA

genotypu
Byla publikovana fada studii analyzujicich diverzitu KIR gena a

genotypl v rlznych populacich (27-29), a to vcéetné Ceské (30).
Nicméné podle naSich nejlepSich védomosti nebyla dosud
publikovana Zzadna studie, ktera by analyzovala diverzitu genotypl a
tedy i repertoar gend KIR u nejfrekventnéjSiho MHC haplotypu
indoevropské (kavkazoidni) populace — tedy A1l-B8-C7-DR3-DQ2
(oznaCovany také terminem AH 8.1, nebo ancestralni haplotyp, viz
téZz 1.1.6.5). Spolu s druhym ancestralnim haplotypem HLA-A3-B7-
DR15-DQ6 se u indoevropanu oba dva vyskytuji s frekvenci az 10 %,
cozZ je zfetelné vice, nez by bylo mozné oCekavat na zakladé pouhé
frekvence jednotlivych HLA alel na téchto haplotypech (< 0,5 %). Zda
se pravdépodobné, Ze jejich prevalence je zalezitosti relativné
nedavné expanze. Je odhadovano, Ze haplotyp AH8.1 se oddélil od
spole¢ného jednotlivého predchudce pfiblizné pfed 23-24 000 lety
(31), a to z divodu nedavné expanze tohoto haplotypu.

Je na misté otdzka, zdali stejné zevni faktory, které vedly k expanzi
a selekci specifického uniformniho HLA haplotypu (pfikladem necht
jsou vySe zminéné ancestralni haplotypy), nemohly podobné ovlivnit
a deformovat i KIR genotyp? Jinymi slovy, je repertoar KIR repertoar

u populace suniformnim HLA genotypem stejné deformovan
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smérem k podobné uniformit€? Prezentovand data o spole¢né
evoluci HLA a KIR by tuto hypotézu podporovala. Vhodnou populaci
k ovéfeni této hypotézy by evidentné mohla byt HLA uniformni
kohorta, Cili soubor selektovany na zakladé jednoznacného HLA
genotypu. Pfikladem muaZe byt skupina jedincd homozygotnich na
AH8.1 haplotyp. Podrobna analyza genotypl KIR a obecné
repertoaru genll KIR u takovéto skupiny by teoreticky mohla pfFispét

k hlubSimu poznani principl spole¢né evoluce KIR a HLA gendu.

1.1.8.2 Implikace pro transplantace krvetvornych

bun ék

V dusledku jiz zminéné odliSné chromozomalni lokalizace KIR a HLA
a tudiz nezavislé segregace obou genovych systému je ziejmé, Ze
pary perfektné shodné v HLA systému jsou obvykle neshodné v
genech KIR systému. V soucasnosti jsou jiZz k dispozici ovéfena data,
Ze vysledek transplantace krvetvornych bunék (HCT = hematopoietic
cell transplantation) je kromé stupné HLA shody ovlivnén i interakci
KIR/HLA darce a pfijemce a také i repertoarem KIR gend a KIR
genotypu darce (32-35). Podle nékterych studii muze byt i vySsi
pocCet KIR genl pfiznivym faktorem vysledku HCT (33,34) a typ KIR
genotypu pfijemce by mohl byt jednim z kritérii vybéru nepfibuzného
darce v prfipadech, kdy je kdispozici vice HLA shodnych
nepfibuznych darc. Nicméné reélné je obvykle pocet perfektné HLA
shodnych déarcu limitovany na 1-2 a selekce dle KIR kompozice je
neproveditelna. Na druhou stranu dostatek HLA shodnych darct neni
problémem u pacient s béZznymi HLA fenotypy, typickym pfikladem
jsou pravé pacienti s ancestralnimi haplotypy jako je tfeba pravé
AH8.1. U téchto pacientd by teoreticky mohla byt selekce HLA
shodného darce podle KIR genotypl aplikovatelna. Je vSak nutné
vylougit, zdali v disledku mozné koevoluce KIR/HLA neni repertoar
gend KIR podobné uniformné deformovéan jako HLA genotyp a tudiz
selekce dle KIR neni mozna.
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Podle naSich nejlepSich v édomosti vSak Zadna takova podobna
studie — tedy studie zkoumajici repertoar KIR gen 0 a kompozici
KIR genotyp & u skupiny osob sfrekventnim, p Fesné

definovanym HLA genotypem - nebyla dosud provedena.
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1.2 Cile prace

1.

Analyzovat repertoar a diverzitu gent KIR u souboru
s uniformnim, pfesné definovanym HLA genotypem — u
jedinc homozygotnich na ancestralni haplotyp AH8.1
Analyzovat diverzitu genotypu KIR u této HLA uniformni
populace.
Srovnat repertoar genl KIR a diverzitu genotypu KIR pro
tuto HLA  selektovanou populaci s analogickymi
publikovanymi daty pro

a) neselektovanou populaci v Ceské republice

b) celosvétovou populaci.
Korelovat nasSe nalezy s hypotézou vzajemné evoluce (ko-
evoluce) KIR a HLA systému.
Definovat potencialni klinické dasledky pro transplantaéni

imunogenetiku
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1.3 Material a metody

1.3.1 Studovana populace, vyb ér jedinc .

Do studie byli zahrnuti nepfibuzni jedinci vyhradné z Ceské
republiky, geneticky puvod byl u vSech vyhradné indoevropsky
(“kavkazoidni” -Caucasian). VSechny subjekty byli potencialnimi
dobrovolnymi nepfibuznymi darci krvetvornych bunék, ktefi
vstoupili do Ceského Narodniho Registru Darcti Dfené (CNRDD)
se sidlem v Plzni. U vSech byla pfi naboru provedena izolace
DNA ze vzorku periferni krve a HLA typizace (I. tfida HLA — HLA-
A,-B,-C sérologicky a |II. tfida HLA, jmenovit¢ HLA-DRB1,
molekularné-genetickymi typizacnimi technikami). I1zolovand DNA
je u v8ech darcl uchovavana v Centralnim HLA depozitafi k dalsi
molekularné-genetické subtypizaci dle potfeby. VSichni darci
CNRDD standardné vstupné& podepisuji informovany souhlas
k vyuziti jejich DNA kdalSi typizaci a Kk vyuZiti ziskanych
anonymizovanych dat k imunogenetickému vyzkumu.

Nejdfive bylo z databdze CNRDD identifikovano 51 jedincd s HLA
fenotypem Al,- B8,- DRB1*03, tedy fenotypem pravdépodobné
tvofenym 2 zdédénymi ancestralnimi haplotypy AH8.1. ProtoZze
vSak byli typizovani v riznou dobu rdznymi technikami (sérologie
a DNA typizace) a vraznych laboratofich, bylo nutné jejich
predpokladany homozygotni HLA fenotyp ovéfit na molekularné-
genetické arovni, Cili stanovit komplexni HLA genotyp. VSichni byl
tudiz nejprve retypizovani molekularné-genetickymi  (DNA)
typizacnimi technikami z uskladnéné DNA. Pouze osoby, u nichz
byl jednoznacné potvrzen nasledujici HLA genotyp:
HLA-A*01:01g-B*08:01g-C*07:01g-DRB1*03:01-DQB1*02:01,
tedy genotyp jednoznaéné komponovany z 2 AH8.1 haplotypd,
byli dale zahrnuti do studie a byla u nich provedena typizace genu
KIR. U 10 jedinci DNA typizace zjistila vstupné chybné
stanoveny fenotyp a tito byli ze studie vyfazeni. Vysledné tedy

26



celd studie zahrnovala Ctyficet jedna (41) jednincq, u kterych byla

provedena genotypizace KIR gena.
1.3.2 HLA typizace

DNA byla izolovana z 200 pul plné periferni krve odebrané pro
rutinni HLA typizaci pfi registraci darce. PouZita byla vyhradné
kolonkova metoda pomoci béznych komerénich kit (NucleoSpin
Blood Kit, Macherey-Nagel, Germany nebo Qiamp Blood Kit,
Qiagen, Germany).

HLA typizace na arovni alelického (tzv. vysokého) rozliSeni byla
provadéna metodikou polymerazové fetézové reakce s pouzitim
sekvencné specifickych primertl (PCR-SSP) pomoci komer&nich

kitd pro vSechny vySetfované lokusy (Olerup™SSP, Norsko).
1.3.3 KIR genotypizace

Pro KIR genotypizaci byla pouzita take metodika PCR-SSP a to
opét s pomoci komeréniho kitu — Olerup™ KIR Genotyping Kit
(Olerup™SSP, Norsko). Kit umoznuje spolehlivé urCeni
kompletniho repertoaru vSech 14 KIR genl a 2 KIR pseudogenu.
Pouzita metodika sou€asné umoZziuje také stanovit typy alel
genu K2DS4 s ruznou expresi — rozliSi totiz exprimované alely
KIR2DS4*001/002 od neexprimovanych alel 2DS4*003/004/006.

1.3.4 Stanoveni a definice KIR genotyp 4, statistické

zhodnoceni

Definice KIR haplotypu A a B, stejné tak jako genotypové
kombinace haplotypl (AA, AB nebo BB) byly odvozeny z typu a
poctu zastoupenych KIR genl dle Hsu et al (10). Frekvence
nositelt specifickych KIR gent (CF = carrier frequencies) byly
stanoveny jednoduchym pfimym spodcitanim. Vlastni genoveé
frekvence KIR genu (GF=gene frequencies) byly kalkulovany
pouzitim vzorce GF= 1-V1-CF. Chybéjici (“missing”) KIR ligand
byl definovan jako pfitomnost individualniho KIR genu pfi absenci

jeho korespondujiciho HLA partnera (ligandu). V naSi kohorté se
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toto logicky tykalo vyhradné jedincl, ktefi méli pfitomny gen
2DL1 (HLA-C skupina 2 a/nebo 3DL1 (HLA-Bw4) a/nebo 3DL2
(HLA-A3/11).
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1.4 Vysledky

Genotypizace KIR metodou PCR umoznila jednoznacnou
identifikaci KIR gentd a KIR genotypld u vSech 41 studijnich
jedinct
1.4.1 KIR geny

Individualni nosi¢i KIR genu (CF) a celkové genové frekvence
(GF) jsou shrnuty v obrazku 1. Podle o¢ekavani byly obecné
frekvence inhibi¢nich gent vzdy vysSi neZz frekvence genu
aktiva¢nich, jedinou vyjimku tvofi KIR2DS4 gen. Takzvané
Jramework” KIR geny (3DL3, 3DL2, 2DL4 and 3DP1) byly
zjistény u vSech vysSetfovanych osob. Geny s frekvenci vice nez
90 % zahrnovaly KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR2DS4 and
KIR2DP1, tyto geny tedy reprezentovaly nejCastéjSi “non-
framework” KIR lokusy. S vyjimkou jiz zmifiovaného KIR2DS4
(frekvence 100 %) byla frekvence vyskytu vSech ostatnich
aktivacénich KIR genl pod 50 %. Subytypizace KIR genu 2DS4
prokazala, ze funkéni, ,nezkraceny" receptor byl pfitomen u 54 %
jedincd (viz tabulka 1). Nejvzacnéji se vyskytujicim aktivaénim
KIR genem byl KIR2DS5 (17 %), zatimco mezi inhibiénimi geny
to byl KIR2DLS5 (37 %).
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KIR genes

Obrazek 1. Frekvence jednotlivych KIR gen( podle nositelt (,carrier frequency-CF)
a vlastni genové frekvence (GF)

Prehled frekvenci KIR genu spolu s formalnim srovnanim jejich
frekvence u neselektované, ¢eské populace, tak jak byla publikovana
Pavlovou a spol. (30), shrnuje téz tabulka 1. Provedli jsme formalni
statistické srovnani frekvenénich dat naSi populace se zminénymi,
nedavno publikovanymi daty pro ¢eskou populaci, a zjistili jsme, Ze
jediné statisticky signifikantni rozdily jsou ve vysSim vyskytu KIR
2DL3 (98 % vs. 86 %, p=0,456), respective KIR2DS4 (100 % versus

92 %, p< 0,001) u nasi selektované populace.
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AH8.1 - % jedinc G

Ceska populace

KIR gen (pocet) (Pavlova, 30)
(n= 41) (n= 125) %
2DL1 95 (39) 95
2DL2 51 (21) 59
2DL3 98 (40) 86 p=0,0456
2DL4 100 (41) 100
2DL5A 29 (12) 35
2DL5B 29 (12) 30
2DS1 29 (12) 43
2DS2 49 (20) 57
2DS3 24 (10) 36
2DS4 celkem 100 (41) 92 p< 0,001
2DS4*001/002 54 (22) -
2DS4*003/004/006 46 (19) -
2DS5 17 (7) 26
3DL1 98 (40) 94
3DL2 100 (41) 100
3DL3 100 (41) 100
3DS1 27 (11) 38
2DP1 98 (40) 94
3DP1 100 (41) 100
Tabulka 1:

Distribuce KIR gent u populace AH8.1 homozygotni a srovnani
s neselektovanou ¢eskou populaci.

1.4.2. KIR-HLA ligand kontext

Kombinace inhibi¢nich KIR s jejich HLA partnery (ligandy) a i jejich

frekvence ve studované populaci shrnuje tabulka 2. S ohledem na

vstupni kritéria (homozygocie na AH8.1), byla naSe kohorta uniformni

populaci charakterizovanou vylu€¢nou izolovanou pfitomnosti HLA
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ligandu C1 (tj. HLA-C*07:01) a sou¢asné absenci ligandu skupiny C2
a Bw4. Vskutku, u v8ech individui byl prokdzan inhibi¢ni KIR pro
wvlastni“ HLA ligand C*07:01 (C1 skupina- 2DL2/3).

Detailni analyzu part KIR-C1 ligand ukazuje detailné tabulka 2. U 20
jedinch (49 %) byl zjisténa KIR-ligand HLA dvojice pouze s nizkou
afinitou vazby, tedy 2DL3 pozitivni/2DL2 negativni — C1 ligand). A
naopak 51 % (n=21) jedinct z naSeho panelu neslo dvojici KIR-
ligand HLA se stfedni afinitou, tj. byli 2DL2 pozitivni (z nich pak 20
soucCasné i s 2DL3 pozitivitou a 1 byl 2DL3 negativni, viz téZ tabulka
2). Je zajimavé, Ze 8 jedincu (19,5 % z celého souboru) ze skupiny
s nizkou afinitou KIR-ligand paru mélo dele¢ni variantu 2DS4 genu
(jedna se o alely 2DS4*003/004/006) a souCasné AA KIR genotyp
(tedy genotyp charakteristicky absenci jinych aktivaénich KIR genu
mimo onen 2DS4). Tito jedinci by tedy teoreticky neméli mit Zadny
funkéni aktivacni KIR a reprezentuji tak skupinu s minimalné

funkénim KIR-HLA ligand parem.

Frekvence jedinc U

HLA ligandy Pocet jedinc i s s pFitomnym KIR

KIR geny

(skupina) KIR genem genem
KIR2DL2/3 Cl 41 100%
(Ser77,Asn80)
2DL2pos/2DL3neg 1 2.4%
2DL2pos/2DL3pos 20 48.8%
2DL2neg/DL3pos 20 48.8%
KIR2DL1 2 39 95%
(Asn77,Lys80) 0
KIR3DL1 Bw4 40 98%
KIR3DL2 A3/11 41 100%
Tabulka 2:

Kombinace inhibi¢nich KIR genu s odpovidajicimi HLA ligandy a
jejich frekvence
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1.4.3. KIR genotypy

V analyzované skupiné 41 jedincu jsme identifikovali celkem 14
genotypl KIR. Jejich kompletni pfehled, v€etné obsahu jednotlivych
gend KIR shrnuje obrazek 2. Nejcastéji (16 jedincu, tedy 39 %), byl
zaznamenan genotyp, ktery odpovidd svou kompozici 2
homozygotnim haplotypiim typu A, tedy genotyp AA obsahujici 9
gend KIR. 22 jedinclt (54 % meélo genotyp, ktery obsahoval 1 kopii
genotypu A a 1 kopii genotypu B, Cili AB genotyp. A kone¢né u 3
osob (7 %) byly zjistény pouze kopie genotypu B, tito tedy méli BB
genotyp. KdyZz jsme porovnali kompozici genotypu v naSi, pfisné
.HLA genotypicky selektované” skupiné sdosud popsanymi

genotypy v databazi genotypu KIR (www.allelefrequencies.net), pak

jsme zjistili, Ze celkem 5 genotypl (tfikrat AB a dvakrat BB, jde o
genotypy ID 8,9,10,13 a 14 na obr. 1) bylo zaznamenano
celosvétové u méneé nez 20 jedincd, pfiemz jeden z téchto fenotypl
(ID 8) byl popsan dosud pouze jedenkrat!

Na druhé strané 3 nejCastéjSi genotypy v nasi skupiné — na obrazku
1 jde o genotypy ID 1-3 —reprezentovaly podil vice nez 2/3 (pfesné
68 %) vSech detekovanych genotypl souboru.

Jak jiz bylo zminéno vySe, 8 z téchto 16 jedinci s AA genotypem
mélo dele¢ni variantu KIR2DS4 genu (alely 2DS4*003/004/006) a tito
jedinci tedy méli velmi malou pravdépodobnost exprese jakéhokoliv
funk&niho aktivacniho genu KIR na povrchu bunék. Tudiz pro 19,5
% naSi populace byla charakteristicka absence funk&éniho
aktiva¢niho genu KIR.

Pocet genl KIR (v€etné pseudogenu) se v jednotlivych genotypech
KIR pohyboval od 8 do 16 (median 11). Zastoupeni individualniho
poctu KIR gent v raznych KIR genotypech je zndzornéno na obrazku
3. Nej¢astéji bylo v KIR genotypu pfitomno 9 KIR genu (celkem v 16
pripadech), coz odpovidd poctu KIR genu vnejCastéji se

vyskytujicim AA genotypu (viz vyse).
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0] 0 T o L o o35 X 8
e |z 9
9 AA 16 39 32 25.6
11 AB 8 19.5 14 11
15 | AB 4 9.8 10 8
13 | AB 2 4.9 7 6
13 | AB 2 4.9 7 6
15 AB 1 2.4 5 4
8 BB 1 2.4 4 3
11 | AB 1 2.4 0 0
15 | AB 1 2.4 0 0
10 BB 1 2.4 0 0
14 AB 1 2.4 1 1
16 | AB 1 2.4 7 6
12 BB 1 2.4 0 0
15 AB 1 2.4 0 0

Obrazek 2: Frekvence KIR genotypt u AH1.8 homozygotni populace. V naSem panelu 41 nepfibuznych jedinct bylo identifikovano 14 rdznych genotyp(.
V porovnani s dosud popsanymi genotypy v databazi KIR genotypt (www.allelefrequencies.net) bylo celkem 5 genotypl (genotypy ID 8, 9, 10, 13, a 14)
celosvétové dosud zaznamenano u méné nez 20 jedinct a z nich 1 genotyp (ID 8) byl reportovan pouze jedenkrat. Posledni 2 sloupce ukazuji formalni
srovnani s genotypy zaznamenanymi v neselektované ¢eské populace dle Pavlovové a spol. (30)
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Obrazek 3: Pocet KIR gena zjisténych v riznych genotypech a pocet KIR genotypu s
timto poctem genu
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1.5. Diskuze

V naSi studii jsme hodnotili frekvenci genli a genotypl KIR ve skupiné
41 nepfibuznych jedinct s uniformnim, strikiné definovanym
konzervovanym genotypem HLA. Byla potvrzena Siroka variabilita
genotypl KIR, ktera je nezavisla na fenotypu HLA. Prestoze jedinci
naseho studijniho souboru byli vybrani na zakladé jednoznacné
definovaného genotypu HLA, kompozice genl a genotypu KIR obecné
korespondovala s publikovanymi daty u "HLA neselektované”
indoevropské (,kavkazoidni“) populace (11,12).

Frekvence KIR genl prakticky zrcadlila dosud publikovana data o
frekvenci genl v neselektované kavkazoidni populaci. Vysoka
frekvence takzvanych “non-framework” inhibi¢nich KIR — jmenovité
Ki2DL1, KIR2DL3 a KIR3DL1, stejné tak jako aktivacniho KIR2DS4 a
pseudogenu KIR2DP1 - byla dokumentovana u vSech studii
indoevropské populace (11,12,22). VnaSi praci jsme i formalné
statisticky porovnali naSe data sgenovymi a genotypickymi
frekvenénimi daty, ktera pro neselektovanou ¢eskou populaci nedavno
publikovala Pavlovova a kol (30, viz tabulka 1). Zjistili jsme, Ze jedinym
statisticky signifikantnim rozdilem byla vySSi frekvence KIR2DL3 (98 %
versus 86 %, p=0,0456), respektive KIR2DS4 (100 % versus 92 %, p<
0,001).

Do soucasnosti bylo popsano vice nez 100 genotypl KIR a geneticka
diverzita KIR systému tak v mnohém pfipomina extrémni diverzitu gent
HLA systému. PfestoZze jsou geny kédujici KIR systém umistény na
jiném chromozému nez geny kodujici HLA systém a oba systémy se
tedy segreguji teoreticky zcela nezavisle, existuji celkem presvédcive
dikazy o alespon néjaké vzajemné vyvojové evoluci (koevoluci) obou
systému (22). Teoreticky by tudiz bylo mozno predpokladat, Ze u silné
selektované populace s uniformnim HLA fenotypem a tedy reélné
s nulovou HLA diverzitou, bude stejnym zplsobem aspon castecné
eliminovana ¢&i alespon snizena i diverzita gentu KIR. Tato hypotéza

vSak nebyla nasi studii potvrzena, naopak, data naSeho souboru

36



ukazuji na zcela neomezenou, zachovanou diverzitu genotypu KIR.
V nasi kohort¢ 41 HLA genotypicky uniformnich jedinci jsme totiz
rozpoznali celkem 14 rlznych genotypl KIR. Kompozice genotypl KIR
v naSi populaci byla viceméné identicka s publikovanymi udaji o
repertodru genotypl KIR jak u neselektované indoevropské populace
(13, 27-30), tak u neselektované cCeské populace, jejiz data byla
nedavno publikovana Pavlovou a spol (30, viz obrazek 2). Genotyp,
ktery byl dosud ve vSech populaénich studiich detekovan nejCastéji —
%, viz obr. 2). TFi genotypy s nejvétSi frekvenci v naSi studii (genotyp
ID 1-3), byly také genotypy s nejvétSi frekvenci v praci Pavlovové a
spol. (30). Na druhé strané, 5 genotypl naSi kohorty (ID 8-10, 13-14)
nebyly ve zminéné studii vibec zaznamenény. Navic nékteré naSe
genotypy byly dle tdaji v databazi genotypu KIR (,Allele Frequencies in
Worldwide Populations®, 13) reportovany celosvétové u méné nez 20
jedinct. Napriklad genotyp cCislo 8 byl publikovan pouze jedenkrat u
jedince ze singapursko-¢inské populac¢ni studie (36) a genotyp cCislo 14
byl zase detekovan pouze u 6 osob ziranu (37). Pfitomnost téchto
genotypud, které jsou vzacné nejen u indoevropské (kavakzoidni), ale i u
non-kavkazoidni populace byla pomérné pfekvapiva a neoekavana.
S ohledem na selekéni kritéria naSi populace Ize tento fakt té€zko pricist
na vrub ndhodnému rasovému promiseni.

Du a kol. zjistil, Ze pfiblizné 4 % jedincu z neselektované indoevropskeé
populace nesou pouze jediny inhibi¢ni KIR-HLA par a pfitom nemaji
zadny funkéni aktivatni KIR gen. Tuto KIR-HLA konfiguraci
interpretoval jako z&kladni (,minimalni*) huménni genotyp KIR, ktery
umoznuje vykonavat NK bunkdm jejich bazalni funkce (38). V naSi
populaci jsme zjistili signifikantné vySsi podil takovychto jedinct — 19,5
%. Toto zjiSténi by sice mohlo byt pomérné jednoduse vysvétleno ,HLA
selekci* naseho souboru, nicméné by rozhodné zasluhovalo dalSiho
zkoumani na vétSim vzorku populace.

Pfes odliSnou chromozomalni lokalizaci a tudiz i nezavislou segregaci

HLA a KIR gend, jejich velmi Gzka interakce v imunitni odpovédi
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samoziejmé implikuje hypotézu o alespon ¢aste¢né spolecné evoluci a
vzajemné pozitivni i negativni selekci urcitych kombinaci KIR-HLA (22).
Yawata a kol. demonstroval pomoci bunéénych a genotypickych eseji,
Ze interakce mezi HLA a KIR ovliviiuje ¢i spiSe urcitym zpusobem
formuje KIR repertoar jak po strance genotypu tak po strance fenotypu
(39). NasSe studie tuto hypotézu nepotvrzuje, minimalné pokud jde o
jedince s AH8.1 haplotypem. Naopak, spiSe podporuje zcela odliSny
model balancované selekce jak pro KIR, tak pro HLA komplex. Je
ziejmé, Ze naSe studie je limitovana tim, Ze zkouma pouze genotypy a
ne jejich funkéni inhibiéni kapacitu, frekvenci bunécné exprese i
aroven celularni exprese riznych alotypu KIR receptorl. Tudiz stejné
tak nemizeme uvedenou hypotézu Yawaty a kol. (39) ani jednoznacné
a prfesvedcivé vyloucit.

NaSe zjisténi nepochybné maji uréité zavazné duasledky pro klinickou
praxi, jmenovité pro oblast transplantace krvetvornych bunék (HCT).
Vysledek HCT je totiz velmi pravdépodobné ovlivnén typem KIR-HLA
interakci darce a pfijemce, tj. KIR repertoarem darce ve vztahu k HLA
fenotypu pfijemce (32). Podle recentnich studii muze byt vyznamnym
faktorem dokonce i pouhy pocet KIR a typ KIR haplotypu, nebot u
pacientl transplantovanych s darci majicimi vétSi pocet KIR genu ¢&i s
darci nesoucimi KIR haplotyp B byl zaznamenan pfiznivéjSi vysledek
HCT (33,34). Logickym dusledkem by samoziejmé& pak mohlo byt, Ze
repertodr KIR genud (jejich pocet a typ, typ haplotypl) by mohl byt
jednim z kritérii vybéru nejvhodnéjSiho darce v situacich, kdy je
k dispozici vice nepfibuznych darci. Nicméné, v realné praxi je obvykle
pocet perfektné HLA shodnych darca (tedy 10 alel z 10 na urovni
alelického rozliseni) obvykle limitovany na 1-2 a aplikace tohoto kritéria
je stézi uplatnitelnd. Na druhé strané vSak u pacientd s béznym
fenotypem HLA je logicky vzdy dostateény pocet perfektné HLA
shodnych nepfibuznych déarca. Typickymi pfiklady takovychto jedincd
jsou pravé nemocni s ancestralnimi HLA haplotypy, jako je nami
zkoumany AH8.1. VnaSsi studii jsme jednoznatné demonstrovali

vyraznou diverzitu, pokud jde o repertoar KIR genli a genotypu i u takto
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HLA-deformované populace. Nase vysledky tak dokladaji, Ze u pacientu
s béZznymi (ancestralnimi) HLA fenotypy je prakticky realizovatelna
selekce HLA shodnych darcu dle kompozice gent KIR a Ze je tudiz u
téchto pacientl, ktefi maji typicky mnoho darcli, mozno pIné vyuzit
potencialni pfiznivy vliv aloreaktivity NK bunék na vysledek HCT.
Zjisténi, ze vSichni jedinci méli alespon 1 inhibiéni KIR pro nepfitomny
HLA ligand Ize zase vyuZzit v budoucich studiich testujicich takzvany
»,missing ligand“ koncept problematiky HCT (32,35).

Vyuziti naSich dat v transplantacich solidnich organu je samoziejmé
slozZitéjsi, nebot darce organl zde obvykle neni vybirdn prospektivné.
Nicméné i zde informace o nezménéné diverzité repertoaru genu a
genotypl KIR mize mit potencialni klinicky vyznam, nebot i zde logicky
velka ¢éast ,nahodnych* kadaveréznich darcd ponese ancestralni
haplotypy HLA. Bylo napfiklad doloZeno, Ze vysSi pocet aktivacnich
gent KIR, ktery obsahuji haplotypy B ma protektivni vliv na riziko
cytomegalovirové infekce €i reaktivace (40).

Lze-li shrnout, pak vySe uvedend prace je prvni dosud publikovanou
studii zkoumajici kompozici KIR genl a genotypu v populaci jedinct
s ancestradlnim AH8.1 HLA fenotypem. NaSe vysledky jednoznaéné
dokladaji konzervovanou diverzitu i u této selektované populace a
mohou slouZit jako zaklad pro dalSi analyzu interakce a evoluce KIR a

HLA systému.
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1.6.

Zaver

VSechny vyty€ené cile prace definované v ¢asti 1.2 byly spinény:
Cil 1&2:

v

Byla provedena komplexni a detailni analyza repertoarti genl a
genotypl KIR u populace s jasné definovanym HLA genotypem.
Nebylo zjisténo Zadné omezeni diverzity repertoaru gend KIR
gend. Byla zjiSténa svétové prioritni data o zachované a
neomezené diverzité genotypld KIR u této populace uniformni co

do HLA genotypu.

Cil 3:

v

Ve zminénych parametrech nebyly zjistény statisticky vyznamné
rozdily mezi naSi populaci a béZznou neselektovanou ¢eskou
populaci. Stejné tak nebyly zaznamenany podstatné rozdily
v diverzité repertoéru genl a genotypu KIR mezi nasi skupinou a

daty pro celosvétovou populaci.

Cil 4:

v

Zjisténé vysledky nepodporuji hypotézu vzajemné spolecné
evoluce systéml HLA a KIR. Naopak, zachovana diverzita KIR u
HLA uniformni (konzervované) populace ukazuje spiSe na

rozdilné faktory pasobici na selekci genotypl KIR a HLA

Cil 5:

v

NasSe vysledky dokladaji, Zze u pacient s béznymi HLA fenotypy
je prakticky realizovatelnd selekce HLA shodnych darct dle
kompozice genu KIR a je tudiz i u téchto pacientd, ktefi obvykle
maji mnohohlas shodnych darcu, mozno pIné vyuzit potencialni

pFiznivy vliv aloreaktivity NK bunék na vysledek HCT
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Abstract

Diespite the independent segregation of genes encoding killer immunoglobulin-like
receptor (KIR) and human leukocyte antigen (HLA), there is some evidence of some
kind of co-evolution. Therefors, one could expect reduced KIR divemity within
the HLA msiricted population. A total of 4] onrelated individuals homozygous
for ancestral HLA haplotype AHS.1 (HLA-A®0101-Cw*0701-B*0801-DEB1=0301-
DOB1*0201) were genotyped for KIRs, Over all, 14 different genotypes were
identified. The KIR genes and genotypes reperioire generally mimor the published
frequencies in Caucasians. Except for KIR2ZDS4, all activating genes presented
frequencies below 506%. KIR2DSS was the least frequent among activating genes
(17%). whereas KIR2DLS (37%) among inhibitory ones. The most freguent (295
wis AA penotype. Twenty-two individuals (34%) had o copy of KIR haplotypes A and
B (AB genotype), whereas three (7%) were homozygous for B (BB genotype). Nine
of fourteen reported genotypes occurred only in one individual. Five genotypes were
reported in less than twenty individuals woddwide and one genotype was repored
so far only once, Conversely, the three most frequent genotypes account for 68% of
all detected genotypes. The results show the unresticted KIR diversity in this HLA
uniform group and support the fact that the dnving force for KIR evolution is not

exclusively a major histocompatibility complex.

Killer immunoglobalin-like receptors (KIRs) are a family of
membrane receptors expressed by natural killer (NE) cells.
MK cells play a dominating role in the innate immune sye-
tem and are attacking wirally infected. tumour cells (1) and
allogeneic cells as well (2). The killing of target cells is medi-
ated by opposite signals delivered by inhibitory and activating
KIR= (3, 4). The nomenclature of KIR= is designated accord-
ing to their structural and functional characteristics, e tak-
ing iote account the number of extracellular immunoglobulin
domains (20 and 3D molecules, respectively § and the: presence
of either o shori or a long eytoplasmic tail. Short tails cormre-
spond to activating. whereas long tails to inhibitory KIRs (5).
Human leukocyte antigen (HLA)-C and HLA-Bwd serve as
epitopes for inhibitory KIR: (6), To date, 16 KIR genes were
identified, of which 14 being expressed and 2 being psendo-
genes (KIRZDP] and KIR3DPL). All are located on chromo-
some19q13.4 and allelic vanatons exist for each gene (7, 8).

According to the vanations of the KIR genes content and
order, multiple KIR haplotypes were defined in population
studics. The haploty pes could be divided into two pnimary sets
termed A and B, differing in the gene mumber and repenoire
and gene allelic polymorphism as well (9), The extreme
diversity of KIRs in humans msembles the diversity of HLA
system. in terms of phenotypic expression is actually more
diverse. Dlespite the location on different chromosomes and
consequent independent segregation of both gene complexes
{ie. HLA and KIR), the interactions between the KIR and
HLA (class I} polymorphism are evident (100,

Many studies analysing the KIR gene diversity in dif-
feremt populations were published (11-13). However, no
study amalysing the frequencies of KIR genes in most fre-
quent long-range major histocompatibility complex haplo-
types in Caucasians — e.g., Al-B8-CT-DR3-D0)2 (also termed
AHR 1) — has been performed so far, The objective of our
study was to lock into the KIR genes and genotypes in the

® 2010 John Wik & Sons A - Tissue Anogens T8, 240-244
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Short Communication

in HLA-B*39:01

P. Venigova®, P. Jindra™t & V. Koza®-t

Summary

Homan lescocyte antigen (HLA) maodifications
observed in hlast cells in haematologic malignancies
can play an important role in disease progression and i
therapy. Here we describe an insertion/deletion muta-
tion in the second exon of HLA-B*39401 rhat accurred
in the blast cells of a patient with B-ALL. This mutation
was not present in the nonleukemic cells, in which HLA-
B*39:01 was normally expressed.

Loss or downregulanon of human kevcocyre antigen
(HLA) chiss T expression ar the allelic level in mumour
cells may result in a seleaive advantage for mmour
cell dones. These HLA modificanons  Bcilitawe
mmour cell escape from ant-tumouwr T-cell immune
respomses. Such lmss or downreguladon of HLA mole-
cules has been reported as a relatively frequent event
in solid mmours in comparison with haematologic
malignancies (Algarea et o, 2000 Brouwer e ol
00, 2002, Werler ar al., 2001}

A 57-year-old woman diagnosed with B-ALL was
typed at low resolution using PCR-SSF ((Jagen com-
mercial kit Olerup GmbH, Vienna, Auwstrial. To iso-
late DMNA we used a blood sample with more than
0% blast cells, The typing result was HLA-B*07, 3%.
A family study was not done becavse of the unavail
ability of rhe parents and siblings. The patent was
then eferred for allogencic stem cell transplanmation
and the origiml DNA sample was reryped at higher
resolution by sequence based typing (SBT:  Allel
SEQR, Arria Genedes, USA), Exons 2 3 and 4 were
sequenced in both directions, In this process we
observed an anomalms profile of ssquences in the sec-
ond exon and the DNA analysis sofrware { AssignSET™

B software: Conesdo Genomics, Australia) indicared it as

a heterozygous insertion/deletion {Fig. 1), The inser
tion/deletion polymorphism resalted o electrophers-

* Canch Natornad bamow Donors Ragistry, HLA Lehareiogy, Pisan,
Crioch Reapubic and 1 Depactment of Heamstabogy and Omoabagy,
Uniwer=aty Hosgeia? Plizen, Canch Ropmbiic

Rocniard 18 Hovemmie 2070 svisad 17 Jenuasy 20011, soospind 20
Mtareh 211

Comespandence: Venigovd Patra, Crech Natomel Mamow Donars
Ragisty. HLA latomioy, sle Swobody 30, 304 &0 Pisan Coach
Fepubiic. Tok +&20 377 104 8480; Faoc Xooooo:;

H Eae® waigoveiosmidmn. o

dol; 101111744313 201101007,

Detection of A B acute lymphoblastic leukaemia blast-specific mutation

grams which are very difficult to interpret and it was
not passible 1o decide which of the two alleles con-
tamed the nuraton and whether the muration was an
insertion or deletion {Sayer of ol 2004},

We commonly wse group specific amplificaton
mixes and sequencing primers for HLA lod in case of
questionable or ambignows typing resuls in our b,
Coincdentally, these primers are the same for the
alleke groups, B*07 and B*39, present in this patient
and hence we were unable o separate rhe sequences
of these alleles: For this reason we repeated the B*
locus typing of the same DMA sing PCR-55F and
again we observed a questionable patrern in high reso-
lution for allele HLA-E*39, However, the second
alleke was determined as HLA-BR*07402,

We hypothesized the muration was speafic only 1o
the hlast cells. To confirm this, we performed another
SBT from a new blood sample obeained after hlast
clearance, The profile of the obtined elecrophero-
grams did ant indicate any mutarion in ths DMNA sam-
ple (Fig. 2} and therefore we confimned the resolr as
HLA-B*07:02, 39:01.

The very similar case was described by Sayer ef al,
[2004) m allele A*24:02, Blast celk and monleukemic
mononuclear cells were sorted in this study and HLA-
A from both cell populations was sequenced. The
results confirmed that only blast cells contained the
mutant allele

Human leacocyte antigen class | antigen defects are
likely to play a role in the clinical course of haemato-
logic malignancies and disease progression. (m rhe
other hand, HLA muration specific to the hlast cells
could he easily missed our by molecular ryping proce-
dures analysing only an mcomplete DMNA sequence of
the HLA alleles (PCR-SS5F, PCR-550). The possibility
of blast-specific HLA mutarion should thus always be
considered (o the HLA typing performed on samples
with prevailing malignant cells.

References

Algarra, 1, Cabrera, T. & Garide, E (MY The HLA oosmnad
in rumor immaunalogy. Huenar bremamology, 61, 65

Erouwer, LE, van der Haden, P, Schrender, GM. T, Mulder,
A, Claxs, FHJ. & Falkenborg, LEHF, {2000} Allstic loss in
HLA dass | expression is not & COmimon £vent in acie

@ 2011 Biacewnll Pubishing Ly, ineornagional Joumal of immiunogeneecs 00, 1-2 1

a7



Identification of a novel
HLA-DRB1*14 allele, HLA-

DRB1*1458, by sequence-
based typing
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The human major histocompatibility
complex is charactenzed by extremely
high polymorphism. HLA-DRRBI is
one of the most polvinor phic regions
and there are almost 500 alleles
described currently within this locus
{1} Differences in HLA genes,
partcularly in the class IT regon,
represent the major barrier © hema-
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Figure 1 HLA-DRBI exon 2 nuckotide ssquence alimmment of the sew HLA-DRBI*145% m

comparsan with HLA-DRB]* 140001 Here ane shown the two nonsynonymows and one alkenl

] eotxle swbsti et n withm exon 2ol the novel allele: position 181 (codon 32, C — T), postion 197
(o 37, T — Ajand podatswon TR codkon 34, O — A), mspectvely.

Lopoielic siem

cell trans Idemification of
plantation. a novel HLA-

On the other ~ DRB1*1458 allele
hand, the within a Caucasian
application of  individual using
high-resolu- sequence-based
tion yping typing.

method such

a3 the sequence-based (vping (SBT)
has escalated theidentification of new
alleles.

In this briel report, we describe the
identification of o novel HLA-
DREBI*® 1458 allele in a 21-vear-old
healthy Cavcasian woman. After
receiving an atvpical polvmerasechain
reaction-sequence-specific primer

result pattern (A %205, 3201, B*0702.
3906, Cw 002, DRBI®14XX, 1501,
DOBI*0301, 0602 during the routine
imtitial low-and high-resolution HLA
class IT typing of this bone marrow
donor from Czech Natonal Marrow
Doners Regstry, we confirmed the
presence of the potential novel allele
by SBT {AlleleSEQR Kits, Ahbott,
Abbott Park, IL; ABI 310, Applied
Bivsystems, Foster Ciry, CAL
AssipnSBT v3.2.7., Conexio Geno-
mics, Applecross, WA, Ausiralia).
When compared with all the known
HLA-DRBI* 14 alleles (1, 2), we have
found two nonsynonymous amd one
silent nucleotide substintion within
the exon 2 of the novel allele

& 2007 Thm Sahos

Jowmel compiaton @ X107 Blacowell Munisgeend | Tesve Ansgens W, 340-351
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The Replacement Mutation in

HLA-DRB1#1211 Affects a Likely

Keystone Position

Peter A. Horn, David S.
Rainer Blasczyk

DelLuca, Pavel Jindra, and

ABSTRACT: Currently, 10 different amino acid varisnrs
of the HLA-DRBI*12 ily are known. We here report
the identification of 8 new HLA-DREI*1Z allele in a
healthy Cauessian male individosl. The allele was de-
rected by sequencing-based typing during confirmaro

high- reso]uaf:!m ty:::ﬁg of an IJPﬁ.l'nE].B[EfJ, rgnaie FI:Iu!l.'lthr
donor {rom the Crech Mational Marrow Donors Regisery,
Compared with DRE1*120101, to which it is closest, the
new variant is charscterized by & new replacement muea-
tion (T—+C) &t nucleotide position 126 of exon 2, result-
ing in the amino acid substitution Phe—=Leu at position
47. Compurational enalysis reveals that position 47 func-
tions as & keystone in the B, domain, joining both seg-
ments of the o helix with the B sheet, and plays 2 major

ABBREVIATIONS
HLA human feukocre sarigen

INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO)
Nomenclature Committee for Factors of the HLA System
(IMGT/HLA Sequence Database [11), 10 different amino
acid variants of the HLA-DRB1#12 family are officially
:tcogn.izn:i to date [2]. In this [EPOCE, We describe the
identification of a novel DRB1#12 allele, DRB1*1211",
that was found during confirmatory high-resolution se-
quencing of an unrelated, male, potential donor, There
are computational methods available that use crystallo-

From the Imntitute for Tronfaien Mealicime. Hammover Mafical Scbool,
Hamrover, Grermamy (PAM. DYD, BB and ihe HIA Loboratory,
Czech Nationad Marrow Daners Reptriry, Polven, Czech Bepadlic (P

Addres: reprimt voguerts ts: Prof. Dv. Raimer Blarczyk, Tramifurion
Mesbicime, Hanmover Medecal Scbwal, Coaonl-Menberg-Sirave 7, J0625 Han-
mever, Germany; Tal.: +42 311 532 6700); Fax: +49 511 532 2079;
Eomanl: Blareryh. RarnerDmb-bammover. de.

Supsported tw povi fy Crrams KPO483 301KLF3 (BMWA).

' The mawme DRET*1 211 war affically antpmed by the WHO Nomenclature
Commatiee in Daernber 2004, Thir folloun the agrad policy that, wbpact =
e comdlitfomr siated tn £he mort recend Momenclatave Nepors (2], namer wlf
b wsxtgmed ro mew sequeenzer ar they ave wlemeifiad. Ling of rach men: nermer
will be puckirched 1 she followsmy WH Nomenclsisre Sepors.

Human Immuanlogy 66, 12541257 (2005)

& Amenima Society for Histoonmparibility and Immausopenet s, 2006
Published by Ebsevier Inc.

49

role in the structursl conformarion of the binding groove.
Additionally, position 47 is part of pocket E of the
Eepud.u binding groove and is directly involved in ide

inding. The new allele. DRB1=1211, is therefore [ikely
to differ substantially from other DRB1=12 alleles in its
peptide bimding repertoire @nd glloreactive pocential.
Human Inmmslogy 66, 12541257 (2005). © American
Soci for Histocompatibility amd  Immunogenetics,
2045, Published by Elsevier Inc.

KEYWORDS: peptide binding site; keystone posi-
tion mutation; sequence-based typing; HLA-DRBI;
DRBI*1211

PCH pelymerase chain reaction

graphic data to help understand and predict the signif-
icance of HLA protein pol}'mnrph.isms [3; 4] In this
novel allele, the replacement mutation resolts in an
amino acid substitution at a normally highly conserved
keystone position in pocket Eoof the peptide binding site
[5] thar joins both segments of the B; helix with the B
sheets, We discuss the implications of exchanging this
amino acid and its expected effects on peptide binding
and alloreactiviey based on the structural changes.

MATERIALS AND METHODS

HLA Typing Methods

The blood mmp!c nriginat:d from a S-year old male
Caucasian Czech potential bone merrow donor from the
Czech National Marrow Donors Regisery. The initial
serological HLA class 1 typing of this donor was per-
formed on DILEN trays provided by a local Ceech sup-
p].i:r. eneric two—&igi:t DEBI-DNA typing was done
hy xqj:nc:-sp:ciﬂc primcd pol}rmrrxs.: chain reaction
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Efficacy and Safety of Peripheral Blood Stem Cell
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Elderly patents with hematological malignancies are ofien reiznt o allogeneic transplantiions, Older family
relatives are increasingly invalved @ atilization =2 PESC donos. We snalyzed the mobilizstion recults from 103
dodeors of ape =55 years in compartun with 121 younger donors of age <55 yeas, The medan CD34+ count
in peripheral blesd on day +5 of the mobilizaton was higher in younger than n older donor group (TLO v
370 eellspul., P < 0000 ). Linear rgresion showed 3 negative comelation beiween the age and CD3+ count
in peripheral blood (P < 0K ) and apheresis product (F < 006 Based on mukivariste analysis, the amount
of ciiculating CDE4+ oolls sppeancd 1 be negatively nfloencad by age (F < 0001} wnd positively by the pres-
phereik WBC count (F < Q00T). The precallection CDE34+ (P < 00001, PLT (* = 0.0144) connks, and age
(P = 0.0892) weme confiimed a5 independent factors determining the collection yield, The side effects of G-CSF
admbnistration wene dinibs in both the grougs. Aphemds complication wens mare frequently reconded i eldesly
donms (29 ve 15%, £ = 0.0006). Higher age mepresents a fisk fetor for poomer mobdlization esalis. A neguine.
ment for mode tin one aphenesi in older donors cocurs mome frequently 1o obdain the sdequate smount of
CD34+ cells. Mobilization and collection procedores ame mactied wit acospable dde and complication mtes

in elderly donors. J. Clin. Apheresis (0000000, 2010,

02010 Wiley-Liss, lec.

Key wonds: apheress: age: donor; allogenelc: mobilizaton

INTRODUCTION

The development of reducad intensity conditioning
regimens and the improvement of supportive care have
enabled elderly patients or patients with comorbid dis-
eases (0 be treated with allegensic hematopoielic stem
cell transplantation. The increasing ape of patients
undergoing stem cell ransplaniation implies that el-
derly relatives are more often acceplable for peripheral
blood stem cell (PBSC) donation, The donor’s age is
one of the important non-HLA factors affecting the sur-
vival rates afier transplantation. Younger unrelated do-
nor can be superior to an elderly HLA maiched sibling.
However, clinical practice does not always permit such
a choice among donors. Therefore, older siblings sill
remain “fird hine”’ donors for elderly patiems being
prepared For transplantation.

There is great interindividual variation m hermatopoi-
etic siem cell mobilization among healthy individuals,
Some donors do not achieve the minimum dose of
CD34+ cells  recommended for rransplantation,
Unforiunately, no specific and independent characteris-
tics allowing a prediction of the response o G-CSF in
the individual donor areé available. It has been reported

D201 Wiley-Liss, Inc,
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by several authors that the donor’s age affects the yield
of PBSC [1-4]. However, other reports did not confirm
the independent influence of age on the efficacy of the
mobilization and apheresis procedure [5-7] The dawm
about mobiization feasibility and safety in elderly
donors still remain controversial and an optimal process
of their selection and munagement has not been esiab-
lished. Limited information about & potential impact of
elderly donors” health before collection on the safety of
the apheresis procedure is hardly ever available as well.
Indeed, elderly donors more frequently suffer from
comorbidities, and therefore, safety and adverse effects
of the collection should be considered.
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Association of IL6 and CCL2 gene polymorphisms with the outcome
of allogeneic haematopoietic stem cell transplantation

7 Ambruzova®, F Mrazek'®, L Raida®, P Jindra®, B Vidan-JTeras®, E Faber®, 1 Pretnar’, K Indrak®

and M Petrek’
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Varous polvmorphisms of non-HLA penes have recently
been investigated as candidate risk factors in allogencic
hacmatopoietic SCT (alISCT). Our stuedy  ained  at
euploring pussible associations of fL6 aml CCL2 single
mucleotide polvmorphisms (SNP) with aHSCT owtcome.
A total of 166 HLA-dentical aHSCT pairs recruited in
were genotvped for L6 174 GjC, IL6 597 GjA,
CCL2 ~2518 AJG and OCL2 -2076 AT SNPs by PCR
with sequence-specific primers (PCR-S5P). The associa-
tion between LA — 174 GG genoty pe and incre ssed risk of
scute GYVHI was found in whole study group (P = 0.03)
and in the subgroop of related aFISCT (P 0.01).
wsociation between [L6 597 GG opeootvpe and the
occurrence of acute GVHD was detected only in the
related abISCT pairs (P= 0.02), Furthermore, redwction
in OS5 was revealed amomg recipients possessing L6
~174%G allele in the grouwp of related aHSCT pairs
(P=0.0d). Presence of CCL2 2076 TT peootvpe wis
wssociated with decrease of OS5 (P = 0.04) and increase of
TRM (" = (.02} in patients transplanted by related donor,
These results, in the context of previous findings, sugpest
that {6 gene polvmuorphisms may be mssociabed with
aHSCT ouwtcome, particularly in patients transplanted
from a related doaor,

Bone Muarrow  Transplantation (2N09) 4, 227-235;
doi: 101038 me 2009, 16; published cnbne 23 Februwry 200
Keywords:  1L-6; CCLY; single nucleotide polymorphism;
haematopmetic SCT; GVHIY OS
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Introducton

Allbgenac haamatopeictic SCT (s HSCT) has evolved over
the last 50 years to become an imporiant therapeutic
approach, routinely osed in the trestment of hasmato-
logical malignanaes and slse in many other non-malignant
diseases . However, although the owverall outcome of
aHSCT has drumatically improved in the past decade, i
15 still compromised by the development of senous post-
transplant compheations such a8 GVHD or mfectons
resulting in significant TRM. Even with precise HLA
mitching betwesn donor and reapient, other genetic
fnctors (non-HLA polvmorphisms) are thought toinfluence
the oulcome of transplintation.®* In this regard, singke
nuclectde polymorphisms (SMP) of the genes for cyto-
kines/chemokines and thar receptors, minor histocompat-
ibility Ag, penes for innate immunity and thoss assoct ted
with the metabohsm of drugs have recently been studied for
their possible assoaation with aHSCT outcome, often with
controversial resolts **

OF non-HLA fuctors, cvtekines are important candidates
in searching for marker of GVHD. IL-6 i an mmportunt
proinflammatory eytokine implicatad in immune-median ted
complications of aHSCT, especmlly GVHD. 1L+ produoc-
tion may be affected by functional SNP in the promoter
region of the /L& gene at poston — 174 (G/CL Healthy
donors possessing the G allele produce higher serum levels
of IL-6.7 116 —174%( allde 1n patent andjor donor has
bezn found to be associated with the nisk of development of
aeute or chronic GVHD m previous studies *5*

Monocyvie chemoatiractant protein-1 (MOP-1, systema-
tic name CCL2) belongs to the subfamily of CC chemo-
tactic cytokines {chemokings)." It attracts the mononuclesr
cells to the site of mAvmmaton. In the sHSCT context,
MCP-1 may potentinte migration of donor T eells
during the sctivation phase of GVHD" Several poly-
morphisms have been identified in the promoter region of
CCLY gene, of which the polymorphizms —2518 G/ A and
X176 AT sam to have a functional effect at least
in viro.'* In the context of ormn transplantation,
determination of CCL2 overproducton was  showed
associsted with sigmificant deterioration of kidney graft
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Remsiries of volomieer unrelated haematopoiete stem cell donors must muke
decisions on the procedures used to human leukocyle untigen tbype new donors
basal on varicus factors including available finances and donor diversity. This
manuscript describes 8 comparison of new donor typing stratemes for three

European regsiries which was presented for discussion at the 14th Internationsl

dhot T 1114 13990059 2006, 758 4 X

The wim of this panel discussion was to o bwin mformation
on the stratemes different remsiries have for optimisation
of their donor human leukocyte antigen (HLA) typing
based on donor characleristies, Three registnies were
represented on the pand: Anthony Molm Trost (ANT;
number of donors (7)) = 371,360); France Greffe de Moelle
{FGM; n=134,774) and Czech Mational Marrow Donors
Registry (CNMDR; m = 29.794), All three regsiries
currently type new donors for 2 minimum of HLA-A, B
and DRBI {although see comment on CNMDR below),
ANT and FGM use DNA-based ty ping methods {sequence
specific ohgonucleotides, sequence speafic pomers and
sequencing-based typingl. whereas the CNMDR tvpes new
donors for HLA-A and B predeminanty by serology
{%0%% ) with HLA-DR B1 and the remainder of HLA-A and
-B by DNA methods. Five areas were sddressed by the
panel.

How does race/ethnicity affect the Registry's
HLA typing strategy?

OFf the three registries only the ANT collects data on race/
ethniity, however, this does not affect the mitial HLA
typing strategy. All rure HLA types sre confirmed by
asecond method regardless of the race/ethmecity. Discussion
from the audience highlighted that the mujority of people
present who were involved in donor searches would prefer
to have acoess to donor ethmigty. However, for some
countriss, e.g, France, this is not permitted by Law.
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Histocompatibality Workshop.

How does the age or sex of volunteers alter the
Registry’s HLA typing strategy !

The age and sex of donors do not influence the HLA typing
sirategy of the FGM Register; however, both the ANT and
CHMDR had programmes for additional testing of
subpopulations of new recruits. The ANT has undertaken
‘projects’ whereby additional HLA-Cand DO B testing was
performed on all male donors aged 30 vears or vounger. The
CHMDR also performs additional testing on mules under
35 vears of age (HLA-C, two-digt testing, B¥35, *4 and
DRBI*04, *11, *13 subtypng). OF interest, the two larger

Table 1 Gender of dnors on fres regeatnes”

Gendar ol donons-on fegs e

Ragees e B8 Famaie %

ANT All dodwers 42 58
HiA-A, B, DR 50 50
Hia-a, B,C, DR DO aa <)

ChMIDA Al donors 54 48
HiAA, B, DR 52 48

FEM Al dodors 39 &1
HiA-A, B, DR, DO ] B4
Hia-A, B.C,DR DO 81 L}

* ANT, The Asmihony Nokan Trest (Laadaen, UKL CNMDR, Crech Natsoda!
Margw Domors Regstry (Peen, Crecn Republe); FGM, France Grete de
Mose [Pass, Franos)

& 2007 T Aanhoes
doumad complaton 88 Suppi. 1 8-8) & 2007 Blaciowall Municsoaard
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Ahstract

Background: Cytomegalovins (CMV) disease 15 a nsk factor for allograft sejection in renul transplant (RTx) recipients. However, the robe of
asymptomatic CMV infection remains controversial.

Objectives: To determine the impact of CMY disease and asymptomatic infection on bicpsy-proven acute rejection (BPAR) during 12 months
posl-RTx.

Stuchy desipn: A todal of 106 consecutive BT x recipicots ot risk for CMY (donor andfor recipient CMY seropositivey were followed prospectively
for 12 months post-RTx. CMV octivity was monitored osing nested PCR from whole blood. Three-month prophyinxis with valacyclovir or
panciclovic was given to 94 patients, BPAR episodes were classified according (o the Banff 97 criteria. Multivariste Cox proportionz] hazords
mexdel was used o estimate the effect of CMY disease, asymptomatic infection, snd other covariates on BPAR.

Rexswdiy: Asymptomatic CMV infection ocourmed in 23% of the patients and 10% developed CMVY disease. The incidence of BPAR was 29%.
CMV disense was an independent risk factor for BPAR (HR = 3.0, P=10.014), while asymptomatic CMV infection was nog (P =00987}. In
addition to CMV disease_ expanded criteria donor and donor age were independent predictors for BPAR. In univaniaie analysis, valacychovir
{HR =026, P=0008) decreased the risk of BPAR. A similar trend was observed with gancichovir (HR = 0042, P=00058). Only velacyclovir
remained significant in maltivoriate analysis (HE =00 18, P=0.044),

Concluxions; CMV disease, but not asvmpiomatic infection, is an independent risk factor for BPAR during the first 12 months post-RTa.

£ 2N Elsevier BV, All rights reserved.

Kepwords: Cytomegalovirus; Rejection; Reaal transplantation: Ganciclovir, Valacyclovie

1. Introduction

Cylomegalovirus (CMV) disease in patients afier renal
transplantation (RTx) is wsually not fatal, bot remains a
major soprce of morbidity and increased cosis post-KTx
(Lautenschlager, 2003). In addition to a variety of viral syn-

# Dita presenied at the American Tensplant Congrass, 21-25 May 2005,
Seattle, Washington
# Corresponding mhor: Tel - +420 37 TI03650; fx: +420 37 THE3506.
E-mail address; reischig @fnphen.cr (T, Reischig).

1 386-6532/% — sor fromt matter © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved
doiz B 1016/ jov 200601 015

dromes, CMYV has indirect effecis, including increasing the
incidence of allograft rejection (Ljungman et al., 2002).
However, the associalion between CMV and acuie rejec-
tion (AR) is complicated. In most cases, AR precedes CMV
disease (Dickenmann et al., 2001; Nett et al., 2004). The
increased nisk for CMV disease is due not only to enhanced
immunosuppression while managing AR, but also to release
ofcviokines, such as tumor necrosis factor-o activating CMY
from the stage of latency (Reinke o4 al., 1999). Also CMV
provokes an immunostimulatory response with alloantigen
stimulation {Borchers ef al.. 1999}, which may explain the
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