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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 aktivacnich a inhibi¢nich KIR genl a jednak distribuci KIR
genotypul 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 jedincu 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. Studie byla publikovana v Casopise Tissue
Antigens 2010, 76 (3), 240-244, IF 2.33

Druha ¢ast dizertaCni prace shrnuje popisy novych, dosud nepopsanych
alel HLA systému ¢i genomickych aberaci HLA systému, jeZz byly
v poslednich letech poprvé identifikovany v HLA laboratofi Hematologicko-
onkologického oddéleni&Ceského Narodniho Registru Darcd Drené
(CNRDD) ve FN Plzen, kterou autor zakladal a do soudasnosti i stale vede.
Prioritni popséni téchto dosud neznamych HLA alel bylo umoZnéno
zavedenim HLA typizace pfimou sekvenaci pfislusného HLA genu (SBT-
sequence based typing), na které se autor podilel. V autoreferatu jsou
zminény pouze odkazy na tyto prace

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.
Opét uvedeny pouze nazvy téchto praci.

Priloha pak poskytuje pfehled publikaéni a pfednaSkové aktivity autora
v oblastech mimo pfimou souvislost s tématem dizertacni prace



1 Distribuce gen 0 KIR v populaci nep Fibuznych
jedinc @ homozygotnich pro ancestralni haplotyp
AH8.1 (HLA-A1B8DR3)

1.1Uvod, vymezeni pojm @ a problematiky KIR a HLA

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

KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptors), jsou receptory na
povrchu NK (natural killers) bunék. NK bunky jsou podskupinou
perifernich lymfocytl s unikatni funkci ve vrozené imunitni odpovédi.
Jsou to efektorové bunky, které primarné likviduji pfedevSim burky
infikované virem a naddorové bunky(1). Na rozdil od B- a T- lymfocyta
vSak NK bunky nepfeskupuji geny kodujici receptory pro rozpoznéni
antigend, ale rozvinuly schopnost rozpoznat molekuly vlastniho MHC
systému (Major Histocompatibility Complex), jmenovité HLA I. tfidy.
Ty rozpozndavaji prostfednictvim KIR a schopnost destruovat cilové
bunky je pravé dana vzdjemnou interakci mezi KIR receptory a
prislusnou specifickou HLA molekulou na povrchu bunék, neboli
ligandem KIR receptorl (2). ZjednoduSeny princip interakce mezi

obéma typy KIR receptort a HLA molekulou ukazuje obrazek 1 (3).
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Obrazek 1: Regulace odpovédi NK buriky prostrednictvim interakce
aktivacnich/inhibi¢nich KIR receptort a HLA molekuly. Za normalnich
okolnosti inhibi¢ni signél prevlada nad aktivaénim. Pfevzato z Farag
et al., Blood 2002, 100: st. 1937



Lze-li struéné shrnout, pak NK buriky s potencialem iniciovat
cytotoxickou aloreakci pouzivaji KIRy jako inhibi€ni smérem k
wlastnim®, zdravym bunkam. Pokud vSak pfislusny vlastni ligand
HLA na cilové bunce 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 bufikém,
naopak alogenni (,cizi“) bunky, ¢i buriky s ,down“- regulovanou HLA
molekulou (ligandem), coz jsou typicky buriky nadorové ¢&i burky

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

1.1.2 Nomenklatura KIR
Nomenklatura genl/receptorll KIR vychazi ze struktury molekuly
receptoru, respektive z poctu ,lg-like* domén a délky
cytoplasmatického vybé&zku (tail) — viz obr. 2 (pfevzato z
www.ebi.ac.uk/Ipd/kir). KIR receptory maji bud 2 nebo 3

KIR2D
IS - ~
Type 1 Type 2 KIR3D
4 - v \ l i~ i
KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIR3DL KIR3DL KIR3DS
} ) } ) J }
DO
D1
D2
RGN 1|r.[|1.||1|
KIR2DLA1 KIR2DSA1 KIR2DL4 KIR3DLA1 KIR3DL3 KIR3D 51

KIRZDL2/3 KIR2DS2 KIRZDL5A KIR3DL2
KIR2DS3 KIR2DL5B
KIR2DS54
KIRZDS5

imunoglobulinové domény (2D nebo 3D) a bud dlouhy (L) nebo
kratky (S) cytoplasmaticky ,,ocasek” (tail). Kombinaci poctu téchto Ig-



like domén a pFitomnosti

generovan nazev KIR genu/receptoru (5,6).

S nebo L cytoplasmatické c&asti je

1.1.3 KIR geny — p fehled a jejich HLA ligandy

Celkem bylo popsano 15 exprimovanych

KIR genid a 2 KIR

pseudogeny. Jejich pfehled spolu s funkci uveden v tabulce 1.

KIR gen Funkce — typ signélu HLA ligand
2DL1 Inhibiéni HLA-C2
2DL2 Inhibi¢ni HLA-C1
2DL3 Inhibi¢ni HLA-C1
2DL4 Aktivacni HLA-G
2DL5A Inhibi¢ni Neni zndm
2DL5B Inhibicni Neni znam
3DL1 Inhibiéni HLA-Bw4
3DL2 Inhibiéni HLA-A3,All
3DL3 Neni znamo Neni zndm
2DS1 Aktivacni HLA-C2
2DS2 Aktivacni HLA-C1
2DS3 Aktivacni Neni zndm
2DS4 Aktivacni Neni zndm
2DS5 Aktivaéni Neni znam
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 vybézkem (,S*) aktivani a naopak
,L“ receptory inhibiénimi.

Vazebni partnefi KIR (jejich ligandy) jsou znamy pfedevsim pro
inhibi€ni receptory a vzdy jde o HLA specificity I. tfidy. Jedna se
pfedevsim o skupinu alel HLA-C alel liSicich se aminokyselinovym

reziduem na pozicich 77 a 80 a — helixu molekuly HLA-C (7).



1.1.4 Genomicka organizace KIR gen u

VSechny geny KIR jsou lokalizovany na chromosomu 19q13.4

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 gent — haplotyp (viz obr.

3).
il A
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Obrézek 3: Genomicka organizace KIR genu (pfevzato z Robinson et al., 8)



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. Schematicky pfehled zakladnich
KIR haplotypl 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 inhibiéni geny jsou obvykle vzdy
v genotypu pfitomné, ale maji zase extenzivni alelicky
polymorfismus. V soucasnosti jiz bylo popsano nékolik desitek KIR

haplotypli a na zakladé toho vice nez 300 rezultujich KIR genotypu

(viz www.allelefrequencies.net, 13), pfi€emZz nové jsou neustale

popisovany.
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Obrazek 4: Priklad typickych KIR haplotypi 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). U lidi je obvykle oznadujeme jako geny HLA (Human
Leukocyte Antigen) systému, nutno vSak podotknout, Ze terminy HLA
a MHC se cCasto pouzivaji synonymné a celkové nekonzistentné.
V soucasnosti je doporu¢ovano terminem HLA systém oznacCovat
pouze geny pfimo kodujici antigen-prezentujici HLA molekuly a
terminem MHC cely komplex regidonu, ktery obsahuje kromé
.Klasickych“ HLA genu i celou fadu dalSich genu (napf TAP1,2, MICA
apod.) podilejicich se téz na aloreaktivni odpovédi. Velice
zjednoduSené feceno lze fici, Zze 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)..
Strukturdlni bézi pro interakci mezi burikou nesouci molekulu HLA a
T-lymfocytem je pomérné slozity komplex HLA molekuly, T-

lymfocytarniho receptoru (TCR) a antigenniho peptidu (14).

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
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zpracovany antigen pouze v kontextu molekuly HLA II. tfidy,
CD8+, tedy cytotoxické T-lymfocyty, vyZaduji prezentaci antigenu
HLA molekulami I. tfidy. DalSi rozdil je v expresi, kdy molekuly I.
tfidy jsou pfitomny prakticky na vSech burnkach, prestoze
s riznou expresi v rznych tkanich, zatimco exprese molekul Il.
tfidy je omezena pouze na povrch B-lymfocytl, aktivovanych T-
lymfocytli, antigen-prezentujicich bunék (APC) a dendritickych
bunék (15).

1.1.6.3 HLA molekuly - geneticka 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 regiond o celkovém obsahu asi 140 genu.
Nejblize centromery je region Il. tfidy, ktery obsahuje geny pro a
a B fetézce molekul HLA II. tfidy a naopak nejblize telomery je
region |. tfidy, ktery obsahuje geny pro téZké a fetézce molekul
HLA 1. tfidy. Mezi témito 2 regiony se nachazi region Il (nékdy
oznaCovan jako region HLA lll. tfidy) s geny pro komplement
(C4), nékteré cytokiny (TNFa) a stresové proteiny (hsp).

v' Geny regionu |, HLA 1. tfidy:

jsou geny HLA- A, -B a -C. Jsou nazyvané klasickymi geny HLA 1.
tfidy, protoZze koduji tézké a - Fetézce molekul HLA . tfidy (viz
vyse), které jsou klasickymi sérologickymi specificitami I. tfidy a
prezentuji antigenni fragmenty CD8+ T-lymfocytum.

v' Geny regionu Il, 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 IlI. proteiny), nékdy zjednoduSené oznaCovany jako HLA
DR, HLA DP as HLA DQ. Dale obsahuje geny kd&dujici dalSi

12



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 savcu a lidské HLA lokusy nejsou vyjimkou. Evoluce
MHC polymorfismu je zplsobena 2 primarnimi selekénimi tlaky:
1) selekci ve prospéch MHC heterozygotl a 2) selekci ve
prospéch vzacnych HLA alel prostfednictvim koevoluce hostitele-
patogenu (host-pathogen coevolution) (14,15). Typickym rysem
HLA komplexu je absence ,wild“ typu. VétSina z hlavnich lokusu
(genll) HLA zminénych vySe obsahuje desitky az 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! Pro podrobnégjSi 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 gen( v misté pro prezentaci antigeni 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
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zakladniho ,poolu” riznych sekvenénich motivl. Tato mozaikovita
struktura alelickych sekvenci je v souladu s tim, Ze polymorfismus
je generovan predevsim vymeénami celych sekvencénich segmentd
(17). Jednotlivé alely pak mohou byt logicky povazovany za jakési
chiméry sloZené z rdznych segmentl ostatnich alel, cozZ potvrzuje
i fakt, Ze noveé identifikované alely jsou vétSinou charakterizovany
novou kombinaci jiz znamych a popsanych sekvenénich motiva.

Pokud jde o jednotlivé HLA lokusy, pak pro HLA geny I. tfidy je
polymorfismus lokalizovan predevsim 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

VSechny geny kdédujici HLA molekuly jsou kodominantni, Fidi se
mendelovskym typem dédi¢nosti a dédi se 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
takZze se vétSinou prenaseji jako bloky genu, mezi kterymi pouze
vyjimeéné dochézi k rekombinaci. Rodinné studie ukézaly, Ze pro
nékteré regiony (HLA-B k HLA-C a HLA-DQB1 k DRB1) uvnitf
HLA komplexu je relativni absence rekombinaci obzvlasté
typicka. 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 HLA alelami .
Popula¢né genetické studie prokazaly, ze vazebna nerovnovaha
je dokonce typickym rysem HLA systému. Mezi pravdépodobné
pFiciny patfi jiz uvadéna redukovana frekvence rekombinaci a
selekce ve prospéch vazaného polymorfismu (18), podrobné;si
rozbor by byl nad ramec textu. Ukazkovym 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 dale 1.1.8).
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1.1.7 KIR a HLA —vzajemné interakce, souhrn
KIR a HLA vzajemnou interakci kontroluji efektorové buriky a tim
spole¢né moduluji vrozenou a ziskanou imunitu. Oba systémy maji
fadu spole€nych rysl: jsou kodovany v genomickych regionech
s velmi komplexni organizaci, vykazuji mimofadnou diverzitu jak
uvnitf, tak mezi jednotlivymi lidskymi populacemi. Tato diverzita
vznikla jako ddsledek snahy G&inné eliminovat neustale se ménici
spektrum patogenud. Zatimco pro efektorové buriky ziskané imunity
(B a T lymfocyty) je pozadované variability imunitni odpoveédi
dosazeno somatickou pfestavbou 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 univerzaini a
komplexni genetickou diverzitu (19,20). Také srovnatelna rychlost
evoluce KIR poskytuje dalSi dukaz pro selekci, ktera je primarné
ovliviiovana zevné pusobicimi patogeny (21). Prfestoze 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
faktort, ktery ovliviuje populaéni frekvenci vyskytu alel HLA |I. tfidy,
je zodpovédny i za evoluci KIR repertoaru, nebot takto pfisluSnym
NK receptorim usnadnuje interakci s HLA molekulami |. 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 vzdjemné ko-evoluce KIR a HLA
(22). Podobné byla pozorovana signifikantni korelace mezi frekvenci
genotypl obsahujicimi KIR2DL2 a 2DL3 a frekvenci jejich ligand —

HLA C1 (24). Kumuluje se tak stale vice dat ukazujicich na vyznam
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urcitych specifickych KIR-HLA kombinaci VvV patogenezi

autoimunitnich onemocnéni, nadorovych infekci i prabéhu urcitych

virovych infekci (25).

Jednoznacné interpretaci a porozumeéni ulohy interakce KIR-HLA

v téchto patologickych stavech v8ak dosud brani mnoho faktorl —

predevSim extenzivni polymorfismus HLA a KIR a dale silna vazebna

nerovnovaha mezi variantami obou rodin genll. Presto se zda, ze na
zakladé dosavadnich znalosti je mozZné ucinit tyto obecné zavéry:

1. KIR — HLA kombinace s pfevladajici tendenci k aktivaci NK bunék
nebo s niZsi inhibi¢ni Urovni jsou asociované se zvySenym
protektivity proti infekEnim onemocnénim.

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

Tuto soucasnou predstavu shrnuje obrazek 5 (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 genotypu 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

infek&nim 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 dosud uvedeného je ziejmé, Ze funkéni rdznorodost pfirozené
imunitni odpovédi kontrolované KIR/HLA interakci, je geneticky
determinovana a udrZovana pfirodni selekci. Dale, Ze pfes lokalizaci
na rbznych chromozomech a naslednou nezavislou segregaci je
velmi pravdépodobna interakce mezi KIR a HLA polymorfismy (20-
25). Nicméné vesSkera dosud publikovanad data, podporujici tuto
hypotézu (viz vyse), jsou nepfima a viceméné spekulativni.
1.1.8.1 Popula éni genetika KIR v z4vislosti na HLA

genotypu
Byla publikovana fada studii analyzujicich diverzitu KIR genu a

genotypl v raznych populacich (27-29) v€etné Ceské (30). Nicméné
podle naSich védomosti nebyla dosud publikovana zadna studie,
kterd by analyzovala diverzitu genotypl a repertoar genu KIR u
nejfrekventnéjsiho MHC haplotypu indoevropské populace — tj. Al-
B8-C7-DR3-DQ2 (oznaCovany také terminem AH 8.1, nebo
ancestralni haplotyp, viz téz 1.1.6.5). Spolu s druhym ancestralnim
haplotypem HLA-A3-B7-DR15-DQ6 se u indoevropant oba dva
vyskytuji s frekvenci az 10 %, coZ je zfetelné vice, nez by bylo
mozné ocCekavat na zakladé pouhé frekvence jednotlivych HLA alel
na téchto haplotypech (< 0,5 %). Jejich prevalence je
pravdépodobné zaleZitosti relativné nedavné expanze. Je
odhadovano, Ze haplotyp AH8.1 se oddélii od spoleéného
jednotlivého pfedchddce priblizné pred 23-24 000 lety (31), a to z
davodu nedavné expanze tohoto haplotypu.

Je na misté otazka, zdali stejné zevni faktory vedouci k expanzi a
selekci specifického uniformniho HLA haplotypu, nemohly podobné
ovlivnit a deformovat i KIR genotyp? Jinymi slovy, je repertoar KIR u
populace s uniformnim HLA genotypem stejné deformovan smérem
k podobné uniformité? Prezentovana data o spole¢né evoluci HLA a

KIR by tuto hypotézu podporovala. Vhodnou populaci k ovéfeni této
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hypotézy by evidentné mohla byt HLA uniformni kohorta (soubor
selektovany na zakladé definovaného HLA genotypu. Pfikladem
muze byt skupina jedincd homozygotnich na AH8.1 haplotyp.
Podrobna analyza genotypu a repertoaru gent KIR u takovéto
skupiny by teoreticky mohla pfispét k objasnéni principt spole¢né
evoluce KIR a HLA genu.

1.1.8.2 Implikace pro transplantace krvetvornych

bunék

V duasledku 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) je kromé
stupné HLA shody ovlivnén i interakci KIR/HLA darce a pfijemce a
také i repertoarem gent a genotypu KIR darce (32-35). Podle
nékterych studii maze byt vySSi pocet KIR genu pfiznivym faktorem
vysledku HCT (33,34) a typ KIR genotypu pfijemce by mohl byt
jednim z kritérii vybéru nepfibuzného darce je-li k dispozici vice HLA
shodnych nepfibuznych darct. Nicméné realné je obvykle pocet
perfektné HLA shodnych darcua limitovany na 1-2 a selekce dle
kompozice KIR je neproveditelnd. Na druhou stranu dostatek HLA
shodnych déarcu neni problémem u pacientd s béznymi HLA
fenotypy, typickym pfikladem jsou pravé pacienti s ancestralnimi
haplotypy jako je tfeba pravé AHB8.1. U téchto pacientl by teoreticky
mohla byt selekce HLA shodného darce podle KIR genotypl
aplikovatelnd. Je vS8ak nutné vyloucit, zdali v dusledku mozné
koevoluce KIR/HLA neni repertoar gend KIR podobné uniformné

deformovan jako HLA genotyp a tudiz selekce dle KIR neni mozna.

Podle naSich nejlepSich v édomosti vSak Zzadna 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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1.2Cile 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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1.3Material 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
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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
kolonkovd metoda (NucleoSpin Blood Kit, Macherey-Nagel,
Germany nebo Qiamp Blood Kit, Qiagen, Germany).

HLA typizace na urovni alelického (tzv. vysokého) rozliSeni byla
provadéna metodikou polymerazové fetézové reakce s pouzitim
sekvenéné specifickych primert (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 genu a 2 KIR pseudogend.
Pouzitd 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 haplotypl A a B, stejné jako genotypové kombinace
haplotypt (AA, AB nebo BB) byly odvozeny z typu a poctu
zastoupenych KIR genl (10). Frekvence nositell specifickych
KIR genu (CF) byly stanoveny jednoduchym pfimym spoditanim.
Vlastni genové frekvence KIR gent (GF) 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
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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100%

90% A

80% A

70% A

60%
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Frequency (%)
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30% A

20%

10% +

0% -

2DL1  2DL2 2DL3 2DL4 2DL5 2DS1 2DS2 2DS3 2DS4 2DS5 3DL1 3DL2 3DL3 3DS1 2DP1  3DP1

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

24



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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2DS2
2DS3
2DS4
2DS5

Genotyp ID
2DL1
2DL2
2DL3
2DL4
2DL5
2DS1
3DL1
3DL2
3DL3
3DSs1

2DP1

3DP1

Ceska

o3
o3 — (30)
S - o 03 populace
o e £ o = (n=125)
= © = >
@ = o Q g o o S
= g - 233 | g
@ o] 0 o 8 0 C g () =
0 T o L o o3 = o
L | g
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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KIR genotypy

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
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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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1.7. Summary

The genetic diversity of KIR genes and genotypes resembles of the
HLA. Although the genes encoding KIR and HLA are located in different
chromosomes and segregate independently, there is some evidence of
some kind of co-evolution. Therefore, one could expect reduced KIR
diversity within the HLA restricted population. A total of 41 unrelated
individuals homozygous for ancestral HLA haplotype AH8.1 (HLA-
A*0101-Cw*0701-B*0801-DRB1*0301-DQB1*0201), were typed for KIR
genes. Over all, fourteen different genotypes were identified. The
observed frequencies of KIR genes and genotypes composition
generally mirror the published frequencies in Caucasians. Non-
framework genes with frequency of more than 90 % included KIR2DL1,
KIR2DL3, KIR3DL1, KIR2DS4 and KIR2DP1. Except for the KIR2DS4,
all activating genes presented frequencies bellow 50 %. KIR2DS5 was
the least frequent among activating genes (17 %), whereas KIR2DL5
(37 %) among inhibitory ones. The most frequent (39 %) was AA
genotype. 22 individuals (54 %) had a copy of KIR haplotype A and B
(AB genotype), whereas 3 (7%) were homozygous for B (BB genotype).
Nine of 14 reported genotypes occurred only in one individual.
Comparing with published and recorded genotypes
(www.allelefrequencies.net), 5 genotypes were reported in less than 20
individuals worldwide and one genotype was reported so far only once.
On the other hand, the three most frequent genotypes account for 68 %
of all detected genotypes. The results do not show any alteration in the
KIR repertoire. Instead we demonstrate the well-preserved and

unrestricted KIR diversity in this HLA uniform group.
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- vice nez 15 p fednaSek(abstrakt) jako spoluautor
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4.3 Abstrakta v tuzemskych €asopisech

Od roku 2000 prezentovano > 30 pfednasek na narodnich akcich jako
hlavni autor ¢i spoluautor
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