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Předmluva  
Doktorská dizertační práce shrnuje publikační aktivitu autora v oblasti 

imunogenetiky  imunopatologie transplantací krvetvorných buněk a 
solidních orgánů. Spis je členěn do tří částí.  

První, nejobsáhlejší a základní část autorovy dizertační práce je 
prospektivní studie, která zkoumá repertoár jednotlivých genů KIR a 
diverzitu genotypů KIR u vysoce specifické populace selektované na 
podkladě uniformního HLA fenotypu i genotypu. Jedná se o soubor jedinců 
s HLA genotypem složeným z 2 ancestrálních HLA haplotypů AH8.1. 
(homozygotní genotyp AH8.1.). Práce analyzuje jednak frekvenci 
jednotlivých aktivačních a inhibičních KIR genů a jednak distribuci KIR 
genotypů v této unikátní, HLA uniformní populaci. Získaná data srovnává 
s běžnou, neselektovanou  populací ČR a dále pak s populací 
indoevropskou (kavkazoidní). Zásadním zjištěním byl fakt, že KIR repertoár 
zůstává stejně pestrým bez ohledu na uniformitu HLA genotypu u 
studovaných jedinců a že na jeho evoluci se tedy pravděpodobně podílejí i 
jiné faktory než ty, které ovlivňují evoluci HLA systému.  Prezentovaná data 
jsou celosvětově prioritní, nebyla dosud publikována a poskytují důkaz o 
vzájemně relativně nezávislé evoluci obou základních imunitních systémů, 
tedy KIR a HLA systému.     

Druhá část dizertační práce shrnuje popisy nových, dosud nepopsaných 
alel HLA systému či genomických aberací HLA systému, jež byly 
v posledních letech poprvé identifikovány v HLA laboratoří Hematologicko-
onkologického oddělení&Českého Národního Registru Dárců Dřeně 
(ČNRDD) ve FN Plzeň, kterou autor zakládal a do současnosti i stále vede. 
Prioritní popsání těchto dosud neznámých HLA alel bylo umožněno 
zavedením HLA typizace přímou sekvenací příslušného HLA genu (SBT-
sequence based typing), na které se autor podílel. 

Třetí oddíl představuje souhrn dalších publikací v posledních 4 letech, 
na kterých se autor podílel a které souvisejí s tématem dizertační práce. 
Tato část demonstruje uplatnění molekulárně biologických metod ve všech 
oblastech transplantologie, moderní patologie i dalších odvětvích medicíny. 
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ABSTRAKT 
KIR geny a jejich produkty- killer imunoglobulin-like receptory (KIR) 
na povrchu NK buněk (natural killers) jsou jedním z klíčových prvků 
vrozené imunity člověka. NK buňky jsou to rychle účinkující 
efektorové buňky, které primárně likvidují virem infikované a 
nádorové buňky Tato schopnost destruovat cílové buňky je dána 
vzájemnou interakcí mezi KIR receptory a příslušnou specifickou 
HLA molekulou na povrchu buněk, neboli ligandem KIR receptorů. 
Genetická diverzita KIR genů a genotypů připomíná diverzitu HLA 
systému. Přestože jsou geny kódující KIR a HLA lokalizované na 
různých chromozomech a segregují se tedy nezávisle, existují určité 
důkazy alespoň částečné koevoluce obou systémů. Lze tudíž 
předpokládat. U HLA restrihované populace lze tedy očekávat 
alespoň částečnou redukci v diverzitě KIR genů i genotypů. Celkem 
41jedinců homozygotních v ancestrálníml HLA haplotypu AH8.1 
(HLA-A*0101-Cw*0701-B*0801-DRB1*0301-DQB1*0201), bylo 
kompletně genotypizováno pro KIR geny. Celkově bylo zjištěno 
celkem 14 různých KIR genotypů, přičemž zaznamenaná frekvence 
výskytu KIR genů a kompozice KIR genotypů v podstatě odpovídala 
datům ze studií u neselektované (ve smyslu HLA) populace 
Kavkazanů („Caucasians“).    Takzvané „non-framework“ KIR geny 
s frekvencí více než 90 % zahrnovaly KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, 
KIR2DS4 a KIR2DP1. S výjimkou KIR2DS4 genu, všechny aktivační 
geny měly frekvenci výskytu nižší než 50 %.  Geny s nejvzácnějším 
výskytem byly KIR2DS5 (17 %) u aktivačních genů a KIR2DL5 (37 
%) u inhibičních. Pokud jde o KIR genotypy, tak bylo zjištěno celkem 
14 různých genotypů, přičemž  nečastějším byl AA genotyp 
zaznamenaný u 39 % jedinců. Celkem 22 jedinců (54 %) mělo kopii 
haplotypu A a B (AB genotyp), zatímco pouze 3 jedinci (7 %) byli 
homozygotní pro B haplotyp (BB genotyp). 9 ze 14 detekovaných 
genotypů se vyskytovaly pouze u 1 osoby. Srovnáním s dosud 
publikovanými a reportovanými genotypy (www.allelefrequencies.net) 
jsme zjistili, že 5 genotypů bylo reportováno celosvětově u méně než 
20 individuí a jeden genotyp byl zaznamenán dosud pouze u jedné 
osoby. Na druhé straně, 68 % detekovaných genotypů v souboru 
bylo představováno pouze jedním uniformním typem KIR genotypu 
(AA). Výsledky neprokazují žádnou alteraci KIR repertoáru ve 
analyzované skupině. Naopak, prokazují silně zachovanou a 
nerestrihovanou KIR diverzitu i v této HLA uniformní skupině osob. 
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SEZNAM ZKRATEK: 
 
AH8.1 – nejfrekventnější haplotyp indoevropské populace 
(ancestrální), obsahuje HLA antigeny A1-B8-DR3 
CF – „carrier frequency“ - frekvence jedinců nesoucích daný znak 
DNA – Deoxyribonukleová kyselina 
GF – „ gene frequency“ = frekvence genů pro daný znak 
HCT – Haematopoietic Cell Transplantation: Transplantace 
krvetvorných buněk. 
HLA – Human Leucocyte Antigens: tkáňové znaky na povrchu bílých 
krvinek 
KIR – Killer Immunoglobulin-like Receptors: receptory podobné 
imunoglobulinům na povrchu NK buněk 
MHC – Major Histocompatibility Complex: Hlavní histokompaatibilní 
komplex  
NK  - Natural Killers: buňky imunitního systému se schopností přímé 
likvidace cílových buněk 
PCR-SSP – polymerázová řetězová reakce s využitím metodiky 
sekvenčně specifických primerů 
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1 Distribuce gen ů KIR v populaci nep říbuzných 
jedinc ů homozygotních pro ancestrální haplotyp 
AH8.1 (HLA-A1B8DR3) 

1.1 Úvod, vymezení pojm ů 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) buněk. NK bunky jsou 

podskupinou periferních lymfocytů, které mají unikátní funkci ve 

vrozené imunitní odpovědi. Jsou to rychle účinkující efektorové 

buňky, které primárně likvidují především buňky infikované virem a 

nádorové buňky (1). Na rozdíl od B- a T- lymfocytů však NK buňky 

nepřeskupují geny kódující receptory pro rozpoznání antigenů, ale 

rozvinuly schopnost rozpoznat molekuly vlastního MHC systému 

(Major Histocompatibility Complex, viz kapitola 1.1.6), jmenovitě HLA 

I. třídy. Ty rozpoznávají prostřednictvím unikátních receptorů, které 

mohou inhibovat anebo naopak aktivovat NK buňky k „zabíjení“ (2). 

Tato schopnost destruovat cílové buňky je právě dána vzájemnou 

interakcí mezi KIR receptory a příslušnou specifickou HLA molekulou 

na povrchu buněk, neboli ligandem KIR receptorů. Zjednodušený 

princip interakce mezi oběma typy KIR receptorů a HLA molekulou 

na povrchu cílové buňky ukazuje obrázek 1 (3). 

Pokud to můžeme principálně zjednodušit, pak NK buňky neustále 

systematicky „zkoumají“ přítomnost či absenci příslušných HLA 

ligand pro své KIR receptory. Pokud je příslušný HLA ligand (HLA 

molekula) přítomen, pak dojde k vazbě KIR-ligand HLA a jelikož za 

normálních okolností vždy inhibiční KIR převládají nad aktivačními, 

nedochází ke spuštění cytotoxické reakce NK buněk a takto jsou 

„vlastní“ buňky chráněny před cytotoxicitou (viz část A a především D 

na obr. 1). Pokud receptory KIR nenaleznou příslušný ligand HLA 

(„vlastní“ molekulu HLA), nemůže být cytotoxicita příslušné NK buňky 

prostřednictvím inhibičních receptorů KIR a náležitá cytotoxická 

kaskáda je spuštěna (viz část B na obr. 1). 
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Obrázek 1: Regulace odpovědi NK buňky prostřednictvím interakce 
aktivačních/inhibičních KIR receptorů a HLA molekuly. Za normálních 
okolností inhibiční signál vždy převládá nad aktivačním. Převzato 
z Farag et al., Blood 2002, 100: st. 1937 
 
Lze-li stručně shrnout, pak NK buňky s potenciálem iniciovat 

cytotoxickou aloreakci používají KIRy jako inhibiční směrem k 

„vlastním“, zdravým buňkám. Pokud však příslušný vlastní ligand 

HLA na cílové buňce chybí, pak je iniciována cytotoxická reakce. 

Celý tento koncept interakce KIR/HLA  a mechanismus regulace 

cytotoxicity NK buněk se nazývá „missing-self“ hypotéza (3). Tím je 

zaručena tolerance NK buněk k „vlastním“ a zdravým buňkám, 

naopak alogenní („cizí“) buňky, či buňky s „down“- regulovanou HLA 

molekulou (ligandem), což jsou typicky buňky nádorové či buňky 

napadené virem, jsou efektivně eliminovány (1-4).  
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1.1.2 Nomenklatura KIR 

Nomenklatura genů KIR a receptorů vychází ze struktury molekuly 

jejich produktu, respektive z počtu „Ig-like“ domén a délky 

cytoplasmatického výběžku (tail) – viz obraz 2.  

 
Obr. 2: Nomenklatura KIR genů/receptorů (převzato z 
 www.ebi.ac.uk/Ipd/kir) 
 

Stručně, KIR receptory mají buď 2 nebo 3 imunoglobulínové domény 

(2D nebo 3D) a buď dlouhý (long-L) nebo krátký (short- S) 

cytoplasmatický „ocásek“ (tail). Kombinací počtu těchto Ig-like domén 

a přítomnosti S nebo L cytoplasmatické části je generován název 

KIR genu/receptoru (5,6).    
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1.1.3 KIR geny – p řehled a jejich HLA ligandy 

Celkem bylo popsáno 15 exprimovaných  KIR genů a 2 KIR 

pseudogeny. Přehled všech KIR genů/receptorů a jejich funkcí je 

uveden v tabulce 1.      

KIR gen Funkce – typ signálu HLA ligand 

2DL1 Inhibiční HLA-C2 

2DL2 Inhibiční HLA-C1 

2DL3 Inhibiční HLA-C1 

2DL4 Aktivační HLA-G 

2DL5A Inhibiční Není znám 

2DL5B Inhibiční Není znám 

3DL1 Inhibiční HLA-Bw4 

3DL2 Inhibiční HLA-A3,A11 

3DL3 Není známo Není znám 

2DS1 Aktivační HLA-C2 

2DS2 Aktivační HLA-C1 

2DS3 Aktivační Není znám 

2DS4 Aktivační Není znám 

2DS5 Aktivační Není znám 

3DS1 Aktivační HLA-Bw4? 

2DP1, 3DP1 
Pseudogeny, 

neexprimovány 
 

Tabulka 1: KIR geny&receptory  jejich vazební partneři (ligandy) 

 

Jak je z tabulky patrné, s jedinou výjimkou (KIR2DL4) jsou všechny 

KIR s krátkým cytoplasmatickým výběžkem („S“) aktivační a naopak 

„L“ receptory inhibičními. 

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

známy především pro inhibiční receptory a ve všech případech jde o 

HLA specificity I. třídy. Jedná se především o skupinu alel HLA-C alel 

lišících se aminokyselinovým reziduem na pozicích 77 a 80 α – 

helixu molekuly HLA-C (7). Byla publikována rozsáhlá data ukazující 
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na význam inhibičních KIR a jejich HLA ligand pro výsledek 

transplantace krvetvorných buněk (viz dále).  

1.1.4  Genomická organizace KIR gen ů 

Všechny geny KIR jsou lokalizovány na chromosomu 19q13.4 

v oblasti zvané „leukocyte receptor complex“ (LRC). Pro každý KIR 

gen navíc existují alelické varianty (9,10). Podobně jako geny HLA 

systému se i KIR geny dědí jako celý blok genů – haplotyp (viz obr. 

3).  

Obrázek 3: Genomická organizace KIR genů (převzato z Robinson et al., 8) 
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1.1.5 Haplotypická variabilita KIR gen ů 

Kromě alelického polymorfismu existuje pro KIR geny ještě výrazná 

haplotypická variabilita. Ta je způsobena variabilitou v počtu a v typu 

zastoupených KIR genů na daném haplotypu (9,10). Právě tato 

haplotypická diverzita je hlavním důvodem populační diverzity KIR 

genů a repertoáru NK buněk. Na základě typické kompozice KIR 

genů jsou rozlišovány 2 základní typy KIR haplotyp ů, které jsou 

označované A a B . V současnosti není k dispozici žádné 

jednoduché univerzální kritérium definující a odlišující tyto haplotypy, 

používá se následující pracovní definice.  

 Skupina haplotyp ů B je charakterizována přítomností alespoň 

jednoho (či více) těchto genů: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, 

KIR2DS3, KIR2DS5 a KIR3DS1. Skupina haplotyp ů  A je pak tedy 

logicky charakterizována absencí těchto genů. V důsledku toho mají 

haplotypy B vždy více aktivačních KIR než haplotypy A (ty mohou mít 

pouze gen KIR2DS4). Bohužel nadále není jednoznačný konsensus 

v definici haplotypů A a B (10,11), takže různými autory jsou 

používána odlišná kritéria k definici haplotypů a to komplikuje 

srovnání a interpretaci různých studií v oblasti populační genetiky 

KIR genů. Schematický přehled základních KIR haplotypů ukazuje 

obrázek 4. Přestože tzv. „framework“ KIR geny (2DL4, 3DL2 A 3DL3, 

viz obr. 4) jsou přítomny prakticky u všech dosud typizovaných 

individuí, přítomnost ostatních 14 KIR genů je výrazně variabilní. 

Tato variabilita v zastoupení je větší pro aktivační KIR geny („S“), 

které mají navíc limitovaný alelický polymorfismus. Oproti tomu 

inhibiční geny jsou obvykle vždy v genotypu přítomné, ale mají zase 

extenzívní alelický polymorfismus. V současnosti již bylo popsáno 

několik desítek KIR haplotypů a na základě toho více než 300 

rezultujích KIR genotypů (viz www.allelefrequencies.net, 13), přičemž 

nové jsou neustále popisovány.  Proto je pociťována nezbytnost 

zavedení robustního a praktického systému, který by definoval obsah 

genů různých KIR haplotypů. Bylo navrženo, aby každý KIR haplotyp 

byl označen „KH“ s následnou pomlčkou a poté unikátním 
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trojmístným číslem, dávaným postupně jednotlivým haplotypům. 

Tento systém umožňuje pojmenovat 999 haplotypů, ale stále čeká na 

oficiální implementaci.   

 

Obrázek 4: Příklad typických KIR  haplotypů skupiny A a skupiny B, převzato 
z www.ebi.ac.uk./ipd/KIR (8) 
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1.1.6 HLA systém – základní principy 

1.1.6.1 Funkce HLA systému 
HLA antigeny jsou skupinou bílkovin s klíčovou úlohou v imunitním 

systému, které jsou lokalizovány jako „antigeny“ na povrchu buněk. 

Jsou to polypeptidové produkty skupiny genů nazývaných „hlavní 

histokompatibilní komplex“ (MHC – major histocompatibility 

complex). Tyto geny a aloreaktivita jimi podmíněná byly dosud 

popsány pouze u obratlovců. Uvnitř každého druhu obratlovců se pak 

geny tohoto komplexu nazývají „druhově“ specifickým jménem. U lidí 

je tak obvykle označujeme jako geny HLA (Human Leukocyte 

Antigen) systému a tento „druhově“ specifický název produktů genů 

MHC je uplatňován i u dalších druhů (u psů se například analogicky 

nazývá DLA – Dog Leukocyte Antigen apod.). Z funkčního i 

biologického hlediska jde však u všech savců o stále stejnou skupinu 

genů. Nutno podotknout, že termíny HLA a MHC se často používají 

synonymně a celkově nekonzistentně. V současnosti je 

doporučováno termínem HLA systém označovat pouze geny přímo 

kódující antigen-prezentující HLA molekuly a termínem MHC celý 

komplex regiónu, který obsahuje kromě „klasických“ HLA genů i 

celou řadu dalších genů (např TAP1,2, MICA apod.) podílejících se 

též na aloreaktivní odpovědi, ale s méně významnou, často dosud 

neúplně prozkoumanou funkcí (viz obr. 5).  

Velice zjednodušeně řečeno lze říci, že HLA molekuly jsou spolu 

s imunoglobuliny a receptory T-lymfocytů (TCR-T-cell receptors) 

základem adaptivní imunity člověka. Jejich fundamentální funkce 

v antigen-specifické imunitní odpovědi spočívá v tom, že T-lymfocyty 

jako klíčová regulační a efektorová složka imunitního systému jsou 

schopny poznávat a reagovat na antigenní fragmenty pouze 

v kontextu HLA molekul – tedy jsou-li tyto antigeny navázané na 

molekuly HLA systému (HLA restrihované rozpoznávaní antigenů). 

Pouze molekuly HLA systému (I. a II. třída) na povrchu buněk mohou 

tedy intracelulárně „zpracované“ antigenní peptidy prezentovat T-
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lymfocytům a tak zprostředkovávat imunitní reakci, která je výlučně 

zprostředkována systémem HLA . Strukturální bází pro interakci mezi 

buňkou nesoucí molekulu HLA a T-lymfocytem je poměrně složitý 

komplex HLA molekuly, T-lymfocytárního receptoru (TCR) a 

antigenního peptidu (14).    

 

Obrázek 5: Genomická organizace genů HLA systému (převzato z Robinson et 
al., 8) 
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1.1.6.2 Funkční a strukturální rozdělení HLA antigenů 

Z hlediska strukturálního a funkčního lze geny a molekuly 

(antigeny) HLA rozdělit do 2 základních skupin: HLA (anti)geny I. 

a II. třídy. Funkční hledisko je dané rozdíly ve zpracování a 

prezentaci antigenů imunokompetentním buňkám (především T-

lymfocytům). Zatímco CD4+ T-lymfocyty (T-helpery) poznají 

zpracovaný antigen pouze v kontextu molekuly HLA II. třídy, 

CD8+, tedy cytotoxické T-lymfocyty, vyžadují prezentaci antigenu 

HLA molekulami I. třídy. Většinu antigenů prezentovaných 

molekulami I. třídy tvoří intracelulárně syntetizované antigeny, 

například vlastní či virové proteiny. V kontrastu s tím, molekuly 

HLA II. třídy prezentují peptidy, které byly získány proteolytickým 

štěpením fagocytovaných (tedy extracelulárních) proteinových 

antigenů, např. bakteriálních antigenů. Další rozdíl je v expresi, 

kdy molekuly I. třídy jsou přítomny prakticky na všech buňkách, 

přestože s různou expresí v různých tkáních (s největší denzitou 

na buňkách imunitního systému), zatímco exprese molekul II. 

třídy je omezena pouze na povrch B-lymfocytů, aktivovaných T-

lymfocytů (na klidových T-lymfocytech je jejich exprese nízká), 

antigen-prezentujících buněk (APC) a dendritických buněk (15).  

1.1.6.3 HLA  molekuly - genetická organizace a struktura 

HLA systém je polygenní a velmi polymorfní (16). Celý komplex 

genů kódující (nejen) výše uvedené HLA bílkoviny je lokalizován 

na krátkém raménku 6. chromozomu (6p21.1-6p21.3), v oblasti 

s největší hustotou genů v celém genomu (~3500 kbp). Je složen 

ze 3 základních regionů (viz obr. 5) o celkovém obsahu asi 140 

genů.  Nejblíže centromery je region II. třídy, který obsahuje geny 

pro α a β řetězce molekul HLA II. třídy a naopak nejblíže telomery 

je region I. třídy, který obsahuje geny pro těžké α řetězce molekul 

HLA I. třídy. Mezi těmito 2 regiony se nachází region III (někdy 

označován jako region HLA III. třídy) s geny pro komplement 

(C4), některé cytokiny (TNFα) a stresové proteiny (hsp). Zatímco 
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prakticky všechny geny regionu II se nějakým způsobem podílí na 

základní funkci HLA systému - tj. zpracování a prezentaci 

antigenů T-lymfocytům, z genů regionu III žádný a region třídy I je 

v tomto směru intermediární, tj. obsahuje směs genů jak 

bezprostředně se podílejících, tak přímo nesouvisejících s funkcí 

HLA systému.  

� Geny regionu I, HLA I. třídy: 

Tento region obsahuje přibližně 20 genů, z nichž nejdůležitějšími 

jsou geny HLA- A, -B a -C. Jsou nazývané klasickými geny HLA I. 

třídy, protože kódují těžké α - řetězce molekul HLA I. třídy (viz 

výše), které jsou klasickými sérologickými specificitami I. třídy a 

prezentují antigenní fragmenty CD8+ T-lymfocytům. Dalšími geny 

jsou HLA E, F, G, MICA a MICB (někdy nazývaného „neklasické“) 

s úlohou především v přirozené cytotoxicitě (NK buňky), slizniční 

a reprodukční imunitě. Další geny – HLA H, J, K a MICC- jsou 

pseudogeny. Geny HLA-A, -B,-C jsou někdy též označovány jako 

„major“ MHC geny regionu a geny E, G a G jako „minor“.  

� Geny regionu II, HLA třídy II: 

Oblast regionu II (třídy II. HLA ) obsahuje jednak poměrně složitý 

komplex 3 párů genů kódující dimér HLA molekul II. třídy („major“ 

MHC II. proteiny), někdy zjednodušeně označovaný jako HLA 

DR, HLA DP as HLA DQ. Dále obsahuje geny kódující další 

glykoproteiny (DM, DO) s funkcí ve zpracování a prezentaci 

antigenů („minor“ geny – DOA,DOB). 

Mezi typy DR a DQ proteinů existuje silná vazebná nerovnováha.  

1.1.6.4 Polymorfismus HLA  

MHC lokusy obecně jsou geneticky nejvariabilnějšími kódujícími 

lokusy u savců a lidské HLA lokusy nejsou výjimkou. Evoluce 

MHC polymorfismu je způsobena 2 primárními selekčními tlaky: 

1) selekcí ve prospěch MHC heterozygotů a 2) selekcí ve 

prospěch vzácných HLA alel prostřednictvím koevoluce hostitele-

patogenu (host-pathogen coevolution) (14,15). Typickým rysem 
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HLA komplexu je absence „wild“ typu. Většina z hlavních lokusů 

(genů) HLA zmíněných výše obsahuje desítky až stovky alel. K  

1.7. 2010 bylo popsáno celkem 5302 HLA alel (viz 

www.hla.alleles.org/alleles/index.html), přičemž každý měsíc jsou 

popisovány desítky nových alel! Nejpolymorfnějším genem je 

HLA-B* s takřka 2000 známými alelami, dále pak HLA-A a HLA-

DRB1 s cca 1000 alelami. Pro podrobnější a aktuální statistiku 

odkazuji na adresu www.hla.alleles.org. Většina variací 

aminokyselin daných polymorfismem HLA genů je koncentrována 

v oblastech genů kódujícím aminokyseliny vazebného žlábku 

HLA molekuly pro antigenní peptid, zatímco úseky HLA genů 

kódující část molekuly reagující s TCR receptorem jsou relativně 

konzervované. Tímto je zaručena pravděpodobnost úspěšné 

prezentace jakéhokoliv antigenního podnětu alespoň některými 

jedinci dané populace a je tak zajištěna imunologická reaktivita 

daného živočišného druhu jako celku. 

Polymorfismus HLA genů v místě pro prezentaci antigenů se 

vyvinul jednak postupnou akumulací bodových mutací u potomků 

a jednak genovou konverzí a rekombinacemi. Pro ohromnou 

diverzitu HLA genů jsou rozhodujícím činitelem především 

genové konverze a rekombinace, což má důsledky pro jejich 

polymorfickou strukturu. Podíváme-li se podrobně na sekvence 

různých alel daného HLA genu, pak je zjevné, že alelická 

diverzita není dána pro alelu specifickou bodovou mutací, ale 

především různou kombinací sekvenčních motivů z jakéhosi 

základního „poolu“ různých sekvenčních motivů. Tato mozaikovitá 

struktura alelických sekvencí je v souladu s tím, že polymorfismus 

je generován především výměnami celých sekvenčních segmentů 

(17). Jednotlivé alely pak mohou být logicky považovány za jakési 

chiméry složené z různých segmentů ostatních alel, což potvrzuje 

i fakt, že nově identifikované alely jsou většinou charakterizovány 

novou kombinací již známých a popsaných sekvenčních motivů. 

S určitým zjednodušením lze tedy říci, že celkový počet alel 
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daného lokusu je především určen počtem teoreticky možných 

kombinací známých sekvenčních motivů genu. 

Pokud jde o jednotlivé HLA lokusy, pak pro HLA geny I. třídy je 

polymorfismus lokalizován především v exonech 2 a 3, zatímco u 

HLA genů II. třídy je omezen takřka výhradně na exon 2 genu.  

1.1.6.5 Dědičnost HLA systému  

Z hlediska dědičnosti jsou všechny geny kódující HLA molekuly 

kodominantní a řídí se mendelovským typem dědičnosti. Všechny 

geny HLA systému na 6. chromozómu se dědí vcelku jako blok – 

takzvaný haplotyp. Jedinci jsou heterozygotní a mají tak na 

buňkách dvě kompletní sady HLA antigenů.     

Geny HLA systému vykazují poměrně těsnou genetickou vazbu  

takže se většinou přenášejí jako bloky genů, mezi kterými pouze 

výjimečně dochází k rekombinaci (crossing-over). Rodinné studie 

ukázaly, že pro některé regiony uvnitř HLA komplexu je relativní 

absence rekombinací („crossing-over“) obzvláště typická. Jde 

především o subregiony HLA-B k HLA-C a HLA-DQB1 k HLA-

DRB1. Tyto regiony jsou někdy označovány jako „polymorfní 

zmražené bloky“ a jejich odolnost vůči rekombinacím je základem 

vazebné nerovnováhy (linkage disequilibrium) – tedy nenáhodné 

asociaci alel 2 nebo více lokusů-  mezi specifickými alelami HLA-

B a HLA-C, respektive HLA-DR a DQ. 

Populačně genetické studie prokázaly, že vazebná nerovnováha 

je dokonce typickým rysem HLA systému. Mezi pravděpodobné 

příčiny patří již uváděná redukovaná frekvence rekombinací a 

selekce ve prospěch vázaného polymorfismu (18), podrobnější 

rozbor by byl nad rámec textu. Ukázkovým příkladem této 

vazebné nerovnováhy je nejčastější indoevropský („kavkazoidní“) 

haplotyp A1-B8-DR3, který se v bělošské populaci vykytuje až 

s 5-10% frekvencí a někdy je nazýván ancestrálním haplotypem 

AH8.1 (viz též dále 1.1.8).  
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1.1.7 KIR a HLA – vzájemné interakce, souhrn  

Jak je z výše uvedeného textu patrné, KIR a  HLA molekuly společně 

modulují vrozenou a získanou (adaptivní) imunitu tím, že vzájemnou 

interakcí kontrolují efektorové buňky. Oba systémy mají řadu 

společných rysů: jsou kódovány v genomických regionech s velmi 

komplexní organizací a oba vykazují mimořádnou diverzitu jak uvnitř, 

tak mezi jednotlivými lidskými populacemi. Tato diverzita vznikla jako 

důsledek nepřetržité snahy účinně eliminovat neustále se měnící 

spektrum patogenů. Zatímco pro efektorové buňky získané imunity 

(čili B a T lymfocyty) je požadované variability imunitní odpovědi 

dosaženo somatickou přestavbou genomické DNA a selekcí náležitě 

reagujících buněk, pro KIR a HLA molekuly je funkční variabilita 

zajištěna přímo jejich značným genetickým polymorfismem. KIR geny 

navíc oproti HLA ještě mají značnou variabilitu v obsahu genů 

daného haplotypu. Klíčová a kritická role NK buněk ve vrozené 

imunitní „surveillance“ organismu (viz kapitola 1.1.1) implikuje 

možnost, že by patogeny mohly být pro KIR geny nositeli podobného 

typu selektivního tlaku, který u HLA systému rezultuje v univerzální a 

komplexní genetickou diverzitu (19,20). Také srovnatelná rychlost 

evoluce KIR poskytuje další důkaz pro selekci, která je primárně 

ovlivňována zevně působícími patogeny (21).  Přestože jsou oba 

systémy -  KIR a HLA - kódovány odlišnými chromozomy a jsou tedy 

segregovány i děděny nezávisle, zdá se dokonce, že alespoň 

některé KIR mají společnou evoluci s HLA (22). To podporuje 

hypotézu, že stejný princip selektivního tlaku a demografických 

faktorů, který ovlivňuje populační frekvenci výskytu alel HLA I. třídy, 

je zodpovědný i za evoluci KIR repertoáru neboť takto příslušným NK 

receptorům usnadňuje interakci s HLA molekulami I. třídy (23). Byla 

dokonce doložena i silná negativní korelace mezi přítomností 

aktivačních KIR a jejich HLA ligand v různých populacích což je 

dalším nepřímým důkazem určité vzájemné ko-evoluce KIR a HLA 

(22). Podobně byla pozorována signifikantní korelace mezi frekvencí 



  
 

21 

genotypů obsahujícími KIR2DL2 a 2DL3 a frekvencí jejich ligand – 

HLA C1 (24). Kumuluje se tak stále více dat ukazujících na význam 

určitých specifických KIR-HLA kombinaci v patogenezi 

autoimunitních onemocnění, nádorových infekcí i průběhu určitých 

virových infekcí (25).  

Jednoznačné interpretaci a porozumění úlohy interakce KIR-HLA 

v těchto patologických stavech však dosud brání mnoho faktorů – 

především extenzívní polymorfismus HLA a KIR a dále silná vazebná 

nerovnováha mezi variantami obou rodin genů.  Přesto se zdá, že na 

základě dosavadních znalostí je možné učinit tyto obecné závěry: 

1. KIR – HLA kombinace s převládající tendencí k aktivaci NK buněk 

nebo s nižší inhibiční úrovní jsou asociované se zvýšeným 

rizikem autoimunních nemocí, ale naopak mají výraznější úroveň  

protektivity proti infekčním onemocněním.  

2. HLA-KIR kombinace s převládajícím inhibičním potenciálem mají 

naopak protektivní vliv proti chronickým zánětlivým onemocněním 

a poruchám gestace 

Tuto současnou představu shrnuje obrázek 6 (26). 

Obrázek 6: Synergie mezi kompozicí KIR-HLA genotypů a výslednou dualitou mezi 

tendencí k autoimunitnímu či infekčnímu onemocnění. Různé KIR-HLA kombinace 

vyvolávají různou úroveň aktivace/inhibice NK a T buněk což má za následek 

odlišnou náchylnost k autoimunitnímu onemocnění a naopak protektivitu vůči 

infekčním onemocněním. Převzato z Traherne et al. (26). 
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1.1.8 Teoretické východisko práce -  popula ční genetika 
KIR v závislosti na HLA genotypu, možné implikace 
pro transplantace krvetvorných bun ěk. 

Z výše uvedeného textu je zřejmé, že funkční různorodost přirozené 

imunitní odpovědi, která je kontrolovaná KIR/HLA interakcí, je 

geneticky determinovaná a udržovaná přírodní selekcí. Dále, že přes 

lokalizaci na různých chromozomech a následnou nezávislou 

segregaci je velmi pravděpodobná interakce mezi KIR a HLA 

polymorfismy (20-25). Nicméně veškerá dosud publikovaná data, 

podporující tuto hypotézu (viz výše), jsou nepřímá a víceméně 

spekulativní. 

1.1.8.1 Popula ční genetika KIR v závislosti na HLA 
genotypu  

Byla publikována řada studií analyzujících diverzitu KIR genů a 

genotypů v různých populacích (27-29), a to včetně české (30).  

Nicméně podle našich nejlepších vědomostí nebyla dosud 

publikována žádná studie, která by analyzovala diverzitu genotypů a 

tedy i repertoár genů KIR u nejfrekventnějšího MHC haplotypu 

indoevropské (kavkazoidní) populace – tedy A1-B8-C7-DR3-DQ2 

(označovaný také termínem AH 8.1, nebo ancestrální haplotyp, viz 

též 1.1.6.5). Spolu s druhým ancestrálním haplotypem HLA-A3-B7-

DR15-DQ6 se u indoevropanů oba dva vyskytují s frekvencí až 10 %, 

což je zřetelně více, než by bylo možné očekávat na základě pouhé 

frekvence jednotlivých HLA alel na těchto haplotypech (< 0,5 %). Zdá 

se pravděpodobné, že jejich prevalence je záležitostí relativně 

nedávné expanze. Je odhadováno, že haplotyp AH8.1 se oddělil od 

společného jednotlivého předchůdce přibližně před 23-24 000 lety 

(31), a to z důvodu nedávné expanze tohoto haplotypu. 

 Je na místě otázka, zdali stejné zevní faktory, které vedly k expanzi 

a selekci specifického uniformního HLA haplotypu (příkladem nechť 

jsou výše zmíněné ancestrální haplotypy), nemohly podobně ovlivnit 

a deformovat i KIR genotyp? Jinými slovy, je repertoár KIR repertoár 

u populace s uniformním HLA genotypem stejně deformován 
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směrem k podobné uniformitě? Prezentovaná data o společné 

evoluci HLA a KIR by tuto hypotézu podporovala.  Vhodnou populací 

k ověření této hypotézy by evidentně mohla být HLA uniformní 

kohorta, čili soubor selektovaný na základě jednoznačného HLA 

genotypu. Příkladem může být skupina jedinců homozygotních na 

AH8.1 haplotyp. Podrobná analýza genotypů KIR a obecně 

repertoáru genů KIR u takovéto skupiny by teoreticky mohla přispět 

k hlubšímu poznání principů společné evoluce KIR a HLA genů.  

1.1.8.2 Implikace pro transplantace krvetvorných 

buněk  

V důsledku již zmíněné odlišné chromozomální lokalizace KIR a HLA 

a tudíž nezávislé segregace obou genových systému je zřejmé, že 

páry perfektně shodné v HLA systému jsou obvykle neshodné v 

genech KIR systému. V současnosti jsou již k dispozici ověřená data, 

že výsledek transplantace krvetvorných buněk (HCT = hematopoietic 

cell transplantation) je kromě stupně HLA shody ovlivněn i interakcí 

KIR/HLA  dárce a příjemce a také i repertoárem KIR genů a KIR 

genotypu dárce (32-35). Podle některých studií může být i vyšší 

počet KIR genů příznivým faktorem výsledku HCT (33,34) a typ KIR 

genotypu příjemce by mohl být jedním z kritérií výběru nepříbuzného 

dárce v případech, kdy je k dispozici více HLA shodných 

nepříbuzných dárců. Nicméně reálně je obvykle počet perfektně HLA 

shodných dárců limitovaný na 1-2 a selekce dle KIR kompozice je 

neproveditelná. Na druhou stranu dostatek HLA shodných dárců není 

problémem u pacientů s běžnými HLA fenotypy, typickým příkladem 

jsou právě pacienti s ancestrálními haplotypy jako je třeba právě 

AH8.1. U těchto pacientů by teoreticky mohla být selekce HLA 

shodného dárce podle KIR genotypů aplikovatelná. Je však nutné 

vyloučit, zdali v důsledku možné koevoluce KIR/HLA není repertoár 

genů KIR podobně uniformně deformován jako HLA genotyp a tudíž 

selekce dle KIR není možná.  
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Podle našich nejlepších v ědomostí však žádná taková podobná 

studie – tedy studie zkoumající repertoár KIR gen ů a kompozici 

KIR genotyp ů u skupiny osob s frekventním, p řesně 

definovaným HLA genotypem - nebyla dosud provedena.  
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1.2 Cíle práce  
1. Analyzovat repertoár a diverzitu genů KIR u souboru 

s uniformním, přesně definovaným HLA genotypem – u 

jedinců homozygotních na ancestrální haplotyp AH8.1  

2. Analyzovat diverzitu genotypů KIR u této HLA uniformní 

populace. 

3. Srovnat repertoár genů KIR a diverzitu genotypů KIR pro 

tuto HLA selektovanou populaci s analogickými 

publikovanými daty pro  

a) neselektovanou populaci v České republice 

b) celosvětovou populaci.  

4. Korelovat naše nálezy s hypotézou vzájemné evoluce (ko-

evoluce) KIR a HLA systému.  

5. Definovat potenciální klinické důsledky pro transplantační 

imunogenetiku 
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1.3 Materiál a metody 
1.3.1 Studovaná populace, výb ěr jedinc ů.  

Do studie byli zahrnuti nepříbuzní jedinci výhradně z České 

republiky, genetický původ byl u všech výhradně indoevropský 

(“kavkazoidní” -Caucasian). Všechny subjekty byli potenciálními 

dobrovolnými nepříbuznými dárci krvetvorných buněk, kteří 

vstoupili do Českého Národního Registru Dárců Dřeně (ČNRDD) 

se sídlem v Plzni. U všech byla při náboru provedena izolace 

DNA ze vzorku periferní krve a HLA typizace (I. třída HLA – HLA-

A,-B,-C sérologicky a II. třída HLA, jmenovitě HLA-DRB1, 

molekulárně-genetickými typizačními technikami). Izolovaná DNA 

je u všech dárců uchovávána v Centrálním HLA depozitáři k další 

molekulárně-genetické subtypizaci dle potřeby. Všichni dárci 

ČNRDD standardně vstupně podepisují informovaný souhlas 

k využití jejich DNA k další typizaci a k využití získaných 

anonymizovaných dat k imunogenetickému výzkumu.  

Nejdříve bylo z databáze ČNRDD identifikováno 51 jedinců s HLA 

fenotypem A1,- B8,- DRB1*03, tedy fenotypem pravděpodobně 

tvořeným 2 zděděnými ancestrálními haplotypy AH8.1. Protože 

však byli typizováni v různou dobu různými technikami (sérologie 

a DNA typizace) a v různých laboratořích, bylo nutné jejich 

předpokládaný homozygotní HLA fenotyp ověřit na molekulárně-

genetické úrovni, čili stanovit komplexní HLA genotyp. Všichni byli 

tudíž nejprve retypizováni molekulárně-genetickými (DNA) 

typizačními technikami z uskladněné DNA. Pouze osoby, u nichž 

byl jednoznačně potvrzen následující HLA genotyp: 

HLA-A*01:01g-B*08:01g-C*07:01g-DRB1*03:01-DQB1*02:01, 

tedy genotyp jednoznačně komponovaný z 2 AH8.1 haplotypů, 

byli dále zahrnuti do studie a byla u nich provedena typizace genů 

KIR. U 10 jedinců DNA typizace zjistila vstupně chybně 

stanovený fenotyp a tito byli ze studie vyřazeni. Výsledně tedy 
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celá studie zahrnovala čtyřicet jedna (41) jedninců, u kterých byla 

provedena genotypizace  KIR genů.   

1.3.2 HLA typizace 

DNA byla izolována z 200 µl plné periferní krve odebrané pro 

rutinní HLA typizaci při registraci dárce. Použita byla výhradně 

kolonková metoda pomocí běžných komerčních kitů (NucleoSpin 

Blood Kit, Macherey-Nagel, Germany nebo Qiamp Blood Kit, 

Qiagen, Germany). 

HLA typizace na úrovni alelického (tzv. vysokého) rozlišení byla 

prováděna metodikou polymerázové řetězové reakce s použitím 

sekvenčně specifických primerů (PCR-SSP) pomocí komerčních 

kitů pro všechny vyšetřované lokusy (Olerup™SSP, Norsko).  

1.3.3 KIR genotypizace 

Pro KIR genotypizaci byla použita take metodika PCR-SSP a to 

opět s pomocí komerčního kitu – Olerup™ KIR Genotyping Kit 

(Olerup™SSP, Norsko). Kit umožňuje spolehlivé určení 

kompletního repertoáru všech 14 KIR genů a 2 KIR pseudogenů. 

Použitá metodika současně umožňuje také stanovit typy alel 

genu K2DS4 s různou expresí – rozliší totiž exprimované alely 

KIR2DS4*001/002 od neexprimovaných  alel 2DS4*003/004/006.    

1.3.4 Stanovení a definice KIR genotyp ů, statistické 

zhodnocení  

Definice KIR haplotypů A a B, stejně tak jako genotypové 

kombinace haplotypů (AA, AB nebo BB) byly odvozeny z typu a 

počtu zastoupených KIR genů dle Hsu et al (10).  Frekvence 

nositelů specifických KIR genů (CF = carrier frequencies) byly 

stanoveny jednoduchým přímým spočítáním. Vlastní genové 

frekvence KIR genů (GF=gene frequencies) byly kalkulovány 

použitím vzorce  GF= 1-√1-CF. Chybějící (“missing”) KIR ligand 

byl definován jako přítomnost individuálního KIR genu při absenci 

jeho korespondujícího HLA partnera (ligandu). V naší kohortě se 
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toto logicky týkalo výhradně jedinců, kteří měli přítomný gen 

2DL1 (HLA-C skupina 2 a/nebo 3DL1 (HLA-Bw4) a/nebo  3DL2 

(HLA-A3/11).   
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1.4 Výsledky 

Genotypizace KIR metodou PCR umožnila jednoznačnou 

identifikaci KIR genů a KIR genotypů u všech 41 studijních 

jedinců 

1.4.1 KIR geny 

Individuální nosiči KIR genů (CF) a celkové genové frekvence 

(GF) jsou shrnuty v obrázku 1. Podle očekávání byly obecně 

frekvence inhibičních genů vždy vyšší než frekvence genů 

aktivačních, jedinou výjimku tvoří KIR2DS4 gen. Takzvané 

„framework“ KIR geny (3DL3, 3DL2, 2DL4 and 3DP1) byly 

zjištěny u všech vyšetřovaných osob. Geny s frekvencí vice než 

90 % zahrnovaly KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR2DS4 and 

KIR2DP1, tyto geny tedy reprezentovaly nejčastější “non-

framework“ KIR lokusy. S výjimkou již zmiňovaného KIR2DS4 

(frekvence 100 %) byla frekvence výskytu všech ostatních 

aktivačních KIR genů pod 50 %. Subytypizace KIR genu 2DS4 

prokázala, že funkční, „nezkrácený“ receptor byl přítomen u 54 % 

jedinců (viz tabulka 1).  Nejvzácněji se vyskytujícím aktivačním 

KIR genem byl  KIR2DS5 (17 %), zatímco mezi inhibičními geny 

to byl KIR2DL5 (37 %). 
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Obrázek 1. Frekvence jednotlivých KIR genů podle nositelů („carrier frequency-CF) 
a vlastní genové frekvence (GF) 
 
 

Přehled frekvencí KIR genů spolu s formálním srovnáním jejich 

frekvence u neselektované, české populace, tak jak byla publikována 

Pavlovou a spol. (30), shrnuje též tabulka 1. Provedli jsme formální 

statistické srovnání frekvenčních dat naší populace se zmíněnými, 

nedávno publikovanými daty pro českou populaci, a zjistili jsme, že 

jediné statisticky signifikantní rozdíly jsou ve vyšším výskytu KIR 

2DL3 (98 % vs. 86 %, p=0,456), respective KIR2DS4 (100 % versus 

92 %, p< 0,001) u naší selektované populace. 
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Tabulka 1:  
Distribuce KIR genů u populace AH8.1 homozygotní a srovnání 
s neselektovanou českou populací. 
 

1.4.2. KIR-HLA ligand kontext 

Kombinace inhibičních KIR s jejich HLA partnery (ligandy) a i jejich 

frekvence ve studované populaci shrnuje tabulka 2. S ohledem na 

vstupní kritéria (homozygocie na AH8.1), byla naše kohorta uniformní 

populací charakterizovanou výlučnou izolovanou přítomností HLA 

KIR gen 
AH8.1 - % jedinc ů 

(počet) 
(n= 41) 

Česká populace 
(Pavlova, 30 )  

(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  
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ligandu C1 (tj. HLA-C*07:01) a současně absencí ligandů skupiny C2 

a Bw4. Vskutku, u všech individuí byl prokázán inhibiční KIR pro 

„vlastní“ HLA ligand C*07:01 (C1 skupina- 2DL2/3). 

Detailní analýzu párů KIR-C1 ligand ukazuje detailně tabulka 2. U 20 

jedinců (49 %) byl zjištěna KIR-ligand HLA dvojice pouze s nízkou 

afinitou vazby, tedy 2DL3 pozitivní/2DL2 negativní – C1 ligand). A 

naopak 51 % (n=21) jedinců z našeho panelu neslo dvojici KIR-

ligand HLA se střední afinitou, tj. byli 2DL2 pozitivní (z nich pak 20 

současně i s 2DL3 pozitivitou a 1 byl 2DL3 negativní, viz též tabulka 

2). Je zajímavé, že 8 jedinců (19,5 % z celého souboru) ze skupiny 

s nízkou afinitou KIR-ligand páru mělo deleční variantu 2DS4 genu 

(jedná se o alely 2DS4*003/004/006) a současně AA KIR genotyp 

(tedy genotyp charakteristický absencí jiných aktivačních KIR genů 

mimo onen 2DS4). Tito jedinci by tedy teoreticky neměli mít žádný 

funkční aktivační KIR a reprezentují tak skupinu s minimálně 

funkčním KIR-HLA ligand párem. 

 

 
Tabulka 2:  
Kombinace inhibičních KIR genů s odpovídajícími HLA ligandy a 
jejich frekvence 
 

KIR geny HLA ligandy 
(skupina) 

Počet jedinc ů s 
KIR genem 

Frekvence jedinc ů  
s přítomným KIR 

genem 

KIR2DL2/3 C1 
(Ser77,Asn80) 41 100% 

2DL2pos/2DL3neg  1 2.4% 

2DL2pos/2DL3pos  20 48.8% 

2DL2neg/DL3pos  20 48.8% 

KIR2DL1 
C2 

(Asn77,Lys80) 39 95% 

KIR3DL1 Bw4 40 98% 

KIR3DL2 A3/11 41 100% 
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1.4.3. KIR genotypy 

V analyzované skupině 41 jedinců jsme identifikovali celkem 14 

genotypů KIR. Jejich kompletní přehled, včetně obsahu jednotlivých 

genů KIR shrnuje obrázek 2. Nejčastěji (16 jedinců, tedy 39 %), byl 

zaznamenán genotyp, který odpovídá svou kompozicí 2 

homozygotním haplotypům typu A, tedy genotyp AA obsahující 9 

genů KIR. 22 jedinců (54 % mělo genotyp, který obsahoval 1 kopii 

genotypu A a 1 kopii genotypu B, čili AB genotyp. A konečně u 3 

osob (7 %) byly zjištěny pouze kopie genotypu B, tito tedy měli BB 

genotyp. Když jsme porovnali kompozici genotypů v naší, přísně 

„HLA genotypicky selektované“ skupině s dosud popsanými 

genotypy v databázi genotypů KIR (www.allelefrequencies.net), pak 

jsme zjistili, že celkem 5 genotypů (třikrát AB a dvakrát BB, jde o 

genotypy ID 8,9,10,13 a 14 na obr. 1) bylo zaznamenáno 

celosvětově u méně než 20 jedinců, přičemž jeden z těchto fenotypů 

(ID 8) byl popsán dosud pouze jedenkrát! 

Na druhé straně 3 nejčastější genotypy v naší skupině – na obrázku 

1 jde o genotypy ID 1-3 –reprezentovaly podíl více než 2/3 (přesně 

68 %) všech detekovaných genotypů souboru.  

Jak již bylo zmíněno výše, 8 z těchto 16 jedinců s AA genotypem 

mělo deleční variantu KIR2DS4 genu (alely 2DS4*003/004/006) a tito 

jedinci tedy měli velmi malou pravděpodobnost exprese jakéhokoliv 

funkčního aktivačního genu KIR na povrchu buněk.  Tudíž pro 19,5 

% naší populace byla charakteristická absence funkčního 

aktivačního genu KIR.  

Počet genů KIR (včetně pseudogenů) se v jednotlivých genotypech 

KIR pohyboval od 8 do 16 (medián 11). Zastoupení individuálního 

počtu KIR genů v různých KIR genotypech je znázorněno na obrázku 

3. Nejčastěji bylo v KIR genotypu přítomno 9 KIR genů (celkem v 16 

případech), což odpovídá počtu KIR genů v nejčastěji se 

vyskytujícím  AA genotypu (viz výše).
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Česká 
populace  (30) 

(n=125) 

G
en

ot
yp

 ID
 

2D
L1

 

2D
L2

 

2D
L3

 

2D
L4

 

2D
L5

  

2D
S

1 
 

2D
S

2 

2D
S

3 

2D
S

4 
 

2D
S

5 

3D
L1

 

3D
L2

 

3D
L3

 

3D
S

1 

2D
P

1 

3D
P

1 
 

P
o
č
et

 K
IR

 g
en
ů

 
(n

) 

H
ap

lo
ot

yp
y 

P
o
č
et

 je
di

nc
ů

 

F
re

kv
en

ce
 

ge
no

ty
pu

 (
%

) 

P
o
č
et

 
je

di
nc
ů

 

F
re

kv
en

c
e 

ge
no

ty
pu

 

1                                 9 AA 16 39 32 25.6 

2                                 11 AB 8 19.5 14 11 

3                                 15 AB 4 9.8 10 8 

4                                 13 AB 2 4.9 7 6 

5                                 13 AB 2 4.9 7 6 

6                                 15 AB 1 2.4 5 4 

7                                 8 BB 1 2.4 4 3 

8                                 11 AB 1 2.4 0 0 

9                                 15 AB 1 2.4 0 0 

10                                 10 BB 1 2.4 0 0 

11                                 14 AB 1 2.4 1 1 

12                                 16 AB 1 2.4 7 6 

13                                 12 BB 1 2.4 0 0 

14                                 15 AB 1 2.4 0 0 
 
Obrázek 2: Frekvence KIR genotypů u AH1.8 homozygotní populace.  V našem panelu 41 nepříbuzných jedinců bylo identifikováno 14 různých genotypů. 
V porovnání s dosud popsanými genotypy v databázi KIR genotypů (www.allelefrequencies.net) bylo celkem 5 genotypů (genotypy ID 8, 9, 10, 13, a 14) 
celosvětově dosud zaznamenáno u méně než 20 jedinců a z nich 1 genotyp (ID 8) byl reportován pouze jedenkrát. Poslední 2 sloupce ukazují formální 
srovnání s genotypy zaznamenanými v neselektované české populace dle Pavlovové a spol. (30) 
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Obrázek 3: Počet KIR genů zjištěných v různých genotypech a počet KIR genotypů s 
tímto počtem genů 

KIR genotypy  

0 

2 

4 

6 

8 

10 

12 

14 

16 

8 9 10 11 12 13 14 15 16 
Počet KIR gen ů 



  
 

36 

 

1.5. Diskuze 
V naší studii jsme hodnotili frekvenci genů a genotypů KIR ve skupině 

41 nepříbuzných jedinců s uniformním, striktně definovaným 

konzervovaným genotypem HLA. Byla potvrzena široká variabilita 

genotypů KIR, která je nezávislá na fenotypu HLA. Přestože jedinci 

našeho studijního souboru byli vybráni na základě jednoznačně 

definovaného genotypu HLA, kompozice genů a genotypů KIR obecně 

korespondovala s publikovanými daty u ”HLA  neselektované” 

indoevropské („kavkazoidní“) populace (11,12). 

Frekvence KIR genů prakticky zrcadlila dosud publikovaná data o 

frekvenci genů v neselektované kavkazoidní populaci. Vysoká 

frekvence takzvaných “non-framework” inhibičních KIR – jmenovitě 

KI2DL1, KIR2DL3 a KIR3DL1, stejně tak jako aktivačního KIR2DS4 a 

pseudogenu KIR2DP1 - byla dokumentována u všech studií 

indoevropské populace (11,12,22). V naší práci jsme i formálně 

statisticky porovnali naše data s genovými a genotypickými 

frekvenčními daty, která pro neselektovanou českou populaci nedávno 

publikovala Pavlovová a kol (30, viz tabulka 1). Zjistili jsme, že jediným 

statisticky signifikantním rozdílem byla vyšší frekvence KIR2DL3 (98 % 

versus 86 %, p=0,0456), respektive KIR2DS4 (100 % versus 92 %, p< 

0,001). 

Do současnosti bylo popsáno více než 100 genotypů KIR a genetická 

diverzita KIR systému tak v mnohém připomíná extrémní diverzitu genů 

HLA systému. Přestože jsou geny kódující KIR systém umístěny na 

jiném chromozómu než geny kódující HLA systém a oba systémy se 

tedy segregují teoreticky zcela nezávisle, existují celkem přesvědčivé 

důkazy o alespoň nějaké vzájemné vývojové evoluci (koevoluci) obou 

systémů (22). Teoreticky by tudíž bylo možno předpokládat, že u silně 

selektované populace s uniformním HLA fenotypem a tedy reálně 

s nulovou HLA diverzitou, bude stejným způsobem aspoň částečně 

eliminována či alespoň snížena i diverzita genů KIR. Tato hypotéza 

však nebyla naší studií potvrzena, naopak, data našeho souboru 
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ukazují na zcela neomezenou, zachovanou diverzitu genotypů KIR. 

V naší kohortě 41 HLA genotypicky uniformních jedinců jsme totiž 

rozpoznali celkem 14 různých genotypů KIR. Kompozice genotypů KIR 

v naší populaci byla víceméně identická s publikovanými údaji o 

repertoáru genotypů KIR jak u neselektované indoevropské populace 

(13, 27-30), tak u neselektované české populace, jejíž data byla 

nedávno publikována Pavlovou a spol (30, viz obrázek 2). Genotyp, 

který byl dosud ve všech populačních studiích detekován nejčastěji – 

genotyp AA, byl též nejčastější i v našem souboru (genotyp ID č. 1, 39 

%, viz obr. 2).  Tři genotypy s největší frekvencí v naší studii (genotyp 

ID 1-3), byly také genotypy s největší frekvencí v práci Pavlovové a 

spol. (30). Na druhé straně, 5 genotypů naší kohorty (ID 8-10, 13-14) 

nebyly ve zmíněné studii vůbec zaznamenány. Navíc některé naše 

genotypy byly dle údajů v databázi genotypů KIR („Allele Frequencies in 

Worldwide Populations“, 13) reportovány celosvětově u méně než 20 

jedinců. Například genotyp číslo 8 byl publikován pouze jedenkrát u 

jedince ze singapursko-čínské populační studie (36) a genotyp číslo 14 

byl zase detekován pouze u 6 osob z Íránu (37). Přítomnost těchto 

genotypů, které jsou vzácné nejen u indoevropské (kavakzoidní), ale i u 

non-kavkazoidní populace byla poměrně překvapivá a neočekávaná. 

S ohledem na selekční kritéria naší populace lze tento fakt těžko přičíst 

na vrub náhodnému rasovému promíšení. 

Du a kol. zjistil, že  přibližně 4 % jedinců z neselektované indoevropské  

populace nesou pouze jediný inhibiční KIR-HLA pár a přitom nemají 

žádný funkční aktivační KIR gen. Tuto KIR-HLA konfiguraci 

interpretoval jako základní („minimální“) humánní genotyp KIR, který 

umožňuje vykonávat NK buňkám jejich bazální funkce (38). V naší 

populaci jsme zjistili signifikantně vyšší podíl takovýchto jedinců – 19,5 

%. Toto zjištění by sice mohlo být poměrně jednoduše vysvětleno „HLA 

selekcí“ našeho souboru, nicméně by rozhodně zasluhovalo dalšího 

zkoumání na větším vzorku populace.   

Přes odlišnou chromozomální lokalizaci a tudíž i nezávislou segregaci 

HLA a KIR genů, jejich velmi úzká interakce v imunitní odpovědi 
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samozřejmě implikuje hypotézu o alespoň částečné společné evoluci a 

vzájemné pozitivní i negativní selekci určitých kombinací KIR-HLA (22). 

Yawata a kol. demonstroval pomocí buněčných a genotypických esejí, 

že interakce mezi HLA a KIR ovlivňuje či spíše určitým způsobem 

formuje KIR repertoár jak po stránce genotypu tak po stránce fenotypu 

(39). Naše studie tuto hypotézu nepotvrzuje, minimálně pokud jde o 

jedince s AH8.1 haplotypem. Naopak, spíše podporuje zcela odlišný 

model  balancované selekce jak pro KIR, tak pro HLA komplex. Je 

zřejmé, že naše studie je limitována tím, že zkoumá pouze genotypy a 

ne jejich funkční inhibiční kapacitu, frekvenci buněčné exprese či 

úroveň celulární exprese různých alotypů KIR receptorů. Tudíž stejně 

tak nemůžeme uvedenou hypotézu Yawaty a kol. (39) ani jednoznačně 

a přesvědčivě vyloučit.  

Naše zjištění nepochybně mají určité závažné důsledky pro klinickou 

praxi, jmenovitě pro oblast transplantace krvetvorných buněk (HCT). 

Výsledek HCT je totiž velmi pravděpodobně ovlivněn typem KIR-HLA 

interakcí dárce a příjemce, tj. KIR repertoárem dárce ve vztahu k HLA 

fenotypu příjemce (32). Podle recentních studií může být významným 

faktorem dokonce i pouhý počet KIR a typ KIR haplotypu, neboť u 

pacientů transplantovaných s dárci majícími větší počet KIR genů či s 

dárci nesoucími KIR haplotyp B byl zaznamenán příznivější výsledek 

HCT (33,34). Logickým důsledkem by samozřejmě pak mohlo být, že 

repertoár KIR genů (jejich počet a typ, typ haplotypů) by mohl být 

jedním z kritérií výběru nejvhodnějšího dárce v situacích, kdy je 

k dispozici více nepříbuzných dárců. Nicméně, v reálné praxi je obvykle 

počet perfektně HLA shodných dárců (tedy 10 alel z 10 na úrovni 

alelického rozlišení) obvykle limitovaný na 1-2 a aplikace tohoto kritéria 

je stěží uplatnitelná. Na druhé straně však u pacientů s běžným 

fenotypem HLA je logicky vždy dostatečný počet perfektně HLA 

shodných nepříbuzných dárců. Typickými příklady takovýchto jedinců 

jsou právě nemocní s ancestrálními HLA haplotypy, jako je námi 

zkoumaný AH8.1. V naší studii jsme jednoznačně demonstrovali 

výraznou diverzitu, pokud jde o repertoár KIR genů a genotypů i u takto 
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HLA-deformované populace. Naše výsledky tak dokládají, že u pacientů 

s běžnými (ancestrálními) HLA fenotypy je prakticky realizovatelná 

selekce HLA shodných dárců dle kompozice genů KIR a že je tudíž u 

těchto pacientů, kteří mají typicky mnoho dárců, možno plně využít 

potenciální příznivý vliv aloreaktivity NK buněk na výsledek HCT. 

Zjištění, že všichni jedinci měli alespoň 1 inhibiční KIR pro nepřítomný 

HLA ligand lze zase využít v budoucích studiích testujících takzvaný 

„missing ligand“ koncept problematiky HCT (32,35).  

Využití našich dat v transplantacích solidních orgánů je samozřejmě 

složitější, neboť dárce orgánů zde obvykle není vybírán prospektivně. 

Nicméně i zde informace o nezměněné diverzitě repertoáru genů a 

genotypů KIR může mít potenciální klinický význam, neboť i zde logicky 

velká část „náhodných“ kadaverózních dárců ponese ancestrální 

haplotypy HLA. Bylo například doloženo, že vyšší počet aktivačních 

genů KIR, který obsahují haplotypy B má protektivní vliv na riziko 

cytomegalovirové infekce či reaktivace (40).       

Lze-li shrnout, pak výše uvedená práce je první dosud publikovanou 

studií zkoumající kompozici KIR genů a genotypů v populaci jedinců 

s ancestrálním AH8.1 HLA fenotypem. Naše výsledky jednoznačně 

dokládají konzervovanou diverzitu i u této selektované populace a 

mohou sloužit jako základ pro další analýzu interakce a evoluce KIR a 

HLA systémů.    
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1.6. Závěr 
Všechny vytýčené cíle práce definované v části 1.2 byly splněny: 

Cíl 1&2: 

� Byla provedena komplexní a detailní analýza repertoárů genů a 

genotypů KIR u populace s jasně definovaným HLA genotypem. 

Nebylo zjištěno žádné omezení diverzity repertoáru genů KIR 

genů. Byla zjištěna světově prioritní data o zachované a 

neomezené diverzitě genotypů KIR u této populace uniformní co 

do HLA genotypu.  

Cíl 3:   

� Ve zmíněných parametrech nebyly zjištěny statisticky významné 

rozdíly mezi naší populací a běžnou neselektovanou českou 

populací. Stejně tak nebyly zaznamenány podstatné rozdíly 

v diverzitě repertoáru genů a genotypů KIR mezi naší skupinou a 

daty pro celosvětovou populaci.  

Cíl 4:  

� Zjištěné výsledky nepodporují hypotézu vzájemné společné 

evoluce systémů HLA a KIR. Naopak, zachovaná diverzita KIR u 

HLA uniformní (konzervované) populace ukazuje spíše na 

rozdílné faktory působící na selekci genotypů KIR a HLA 

Cíl 5:  

� Naše výsledky dokládají, že u pacientů s běžnými HLA fenotypy 

je prakticky realizovatelná selekce HLA shodných dárců dle 

kompozice genů KIR a je tudíž i u těchto pacientů, kteří obvykle 

mají mnohohlas shodných dárců, možno plně využít potenciální 

příznivý vliv aloreaktivity NK buněk na výsledek HCT 
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