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1. Uvod

Hlavni histokompatibilni systém (MHC — Major His-
tocompatibility Complex), u ¢lovéka predstavovany HLA
systémem (Human Leukocyte Antigens), je skupina t&€sné
vazanych genetickych lokusti kodujicich tfi rizné tridy
polypeptidii, které hraji vyraznou roli v imunitnim systé-
mu, v jeho fungovani a regulaci. Produkty MHC jsou na-
zyvéany molekulami MHC a byvaji také oznacovany jako
transplantacni antigeny (pivodné popsany pii studiu pie-
nosu tkani), ale jejich vyznam je mnohem $irsi
a zasadng&jSi. Zajistuji odlisSeni vlastnich a cizich bungk,
selekei pfi vyvoji lymfocytl a rozpoznani intra- i extrace-
lularnich patogent. Geny tohoto systému, strukturné patfi-
ci do imunoglobulinové superrodiny, urCuji vrozené para-
metry imunitniho systému, vnimavost k nékterym choro-
bam nebo jsou pfimo asociované s onemocnénim.

Odhalovani molekularné biologickych pficin fady
nemoci ukazuje, ze jejich spoustécem muze byt antigenni
podnét, na ktery vznikne chybna imunitni odpovéd’. Urce-
ni vrozenych forem HLA gent pfispiva k hlubS§imu pozna-
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ni mechanismll imunopatogeneze onemocnéni a umoziuje
vyvoj a aplikaci biologicky cilenych terapeutickych postu-
pu ,.8itych pacientovi na miru®.

2. HLA systém

HLA systétm se nachdzi na kratkém raménku
6. chromosomu a tvofi pfiblizné jednu tisicinu lidského
genomu. Jednd se o oblast s vysokou koncentraci genli na
relativné kratkém tseku DNA, ktera diky svému vyznamu
patii k nejlépe prostudovanym tsekiim lidského genomu'™.
Rozdéluje se do né€kolika oblasti, tzv. tfid, ve kterych se
nachazeji jednotlivé lokusy (obr. 1) a kazdy z gent se vy-
skytuje v fadé odlisnych alelickych forem. Celd geneticka
oblast HLA je ve vzajemné vazebné nerovnovaze (linkage
disequilibrium) a pfenaSi se na potomstvo jako celek
(maternalni a paternalni haplotyp). Dédicnost HLA je
mendelovského typu a podle 2. Mendelova zédkona je mezi
sourozenci pravdépodobnost HLA shody 25 %, 50 %, ze
budou haploidenticti a 25 %, Ze zd&di odliSny genotyp
(Stépny pomér 1:2:1). Haplotypy se mohou v alelické sku-
piné ¢i alele vzajemné shodovat (homozygozita) nebo liSit
(heterozygotni stav), coz ptredstavuje vyhodu pro biologic-
kou funkci imunitniho systému a obranyschopnost jedin-
ce™’. Rekombinace (poruseni vazby v ramci haplotypu)
vznikd pii meiotickém déleni pfiblizné s frekvenci 1 %.
Geny HLA L. a II tfidy jsou kodominantni a s vyjimkou
pritomnosti tzv. nulové alely, ktera se neexprimuje, docha-
zi k expresi obou alel na povrchu bunky.

2.1. Klasifikace HLA a jeho biologicka funkce

Ukolem HLA molekul je zajistit odligeni vlastnich
a cizich bunék, podilet se na vybéru funkénich bunék pfi
vyvoji lymfocytd (selekce T-lymfocyti v thymu
i B-lymfocytl se fidi podle exprese MHC molekul, jejich
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Obr. 1. Usporadani HLA oblasti
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funk¢nosti a podle sily reakce s vlastnimi antigeny) a roz-
pozndvat intraceluldrné a extraceluldrn¢ se mnozici mikro-
organismy. Jejich dalsi dilezitou funkci je, Ze zesiluji me-
zibunééné kontakty, vyvolané pifitomnosti cizorodé latky.
Peptidovy fragment se vaze svou casti (agretopem) na
HLA molekulu, je vystavovan na povrchové bunécné
membrané a zprostfedkovava reakci bunky s receptorem
T-lymfocytu (oblast epitopu). Skladba peptidi (substrati)
vazanych HLA molekulou je déna jednak strukturou va-
zebného zlabku na HLA molekule, ale je také ovlivnéna
tim, jak se antigen dostava do buiky, jakymi mechanismy
je degradovan a jaké bunécné cesty vedou k vazbé peptidu
na HLA, zejména v endosomalnich kompartmentech. Pro-
to vétSinu navazanych peptidi tvoii ty, které pochézeji
z exogenné endocytovanych bilkovin nebo z endogennich
bilkovin, které se mohou dostat do endosomii. HLA mole-
kuly jsou (nejenom v imunitnim systému) jedine¢né tim,
ze maji pomérné vysokou afinitu a pfitom nevelkou speci-
ficitu ke svym ligandim.

HLA I tidy (tzv. klasické) — geny HLA-A, HLA-B, HLA-C
Molekula HLA 1. tfidy (obr. 2) je heterodimer sklada-
jici se zpolymorfniho transmembranového fetézce o
asnim nekovalentné asociovaného nepolymorfniho
j fetézce tvoreného B2-mikroglobulinem (f2m), ktery neni
zakotven v cytoplasmatické membrané. Oba fetézce se fadi
do rodiny imunoglobulini. V a fetézci rozliSujeme
3 domény, z nichz dvé N-terminalni (ol a a2) tvoii vazeb-
né misto pro peptidy ve tvaru ryhy na povrchu proteinu,
treti doména a3 lezi v rovin€ pod nimi a spolu s f2m tvoii
dno vazebného zlabku. Jeho struktura urcuje specificnost
molekuly HLA I. tfidy pfi vazbé& rozpoznavaného peptido-
vého fragmentu (heptapeptidu), dilezitou roli hraje pritom-
nost koncovych aminokyselinovych zbytktl. V misté vazby
N-terminalni ¢asti peptidu se na HLA molekule nachazeji
hlavné tyrosinové zbytky. V mist¢ vazby C-termindlni
¢asti peptidu jsou na HLA molekule tyrosinové a lysinové
zbytky. Postranni aminokyselinové fetézce jsou zodpoved-
né za vznik vodikovych mustkti a iontovych interakei,
které stabilizuji komplex MHC-peptid. Geny pro
HLA 1. tfidy maji celkem 6 exonil, ale pouze sekvence 2.
a 3. exonu, kodujicich al a a2 doménu, urcuje strukturu
vazebného Zlabku a je tedy dulezita pro uréeni HLA alely®.
HLA molekuly I. tfidy vystavuji peptidy, které vznik-
ly $tépenim bilkovin vzniklych v cytosolu (napf. mnoze-
nim viru), tj. endogenni peptidové fragmenty vzniklé de-
gradaci intracelularnich proteint. K tomu staci i malé
mnozstvi fragmenttl, které produkuji proteolytické enzymy
v proteosomu zavislé na ATP a ubiquitinu. Aby peptidové
fragmenty pronikly membranou do endoplasmatického
retikula (ER) k nové syntetizovanym HLA molekulam,
museji zdolat energetickou bariéru. O prechod membranou
se stard pumpa z rodiny ABC transportérii. Vazba peptido-
vych fragmentti v ER chrani HLA molekuly pted proteoly-
tickou degradaci. Enzymy proteosomu i bilkoviny trans-
portéru jsou také kodované v oblasti MHC a jsou tak regu-
lovany spolecné. Komplex peptidu s HLA molekulou
L. tfidy je pak vystavovan na bunétné membrané CD8+
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cytotoxickym T-lymfocytim (CD — Cluster of Differentia-
tion, ¢islo oznacuje danou povrchovou molekulu). Uvede-
né klasické HLA 1. tfidy se exprimuji na vSech somatic-
kych jadernych buiikach, nejvice ale na bunikach imunitni-
ho systému. Jejich exprese na ostatnich bunéénych typech
je snizena a podléha zméné pod vlivem cytokinii®.

Tzv. neklasické HLA 1. tfidy se exprimuji tkanové
specificky (napt. HLA-E, -G na bunkach trofoblastu)
ahraji roli v nastoleni imunotolerance mezi matkou
aplodem®’. Exprese HLA-F je omezena na B-buiiky
a lymfoidni tkan¢. Neklasické HLA 1. tfidy pravdépodobné
hraji roli v imunotoleranci vii¢i maligné transformovanym
bunkam®.

HLA IL tridy

HLA II. tfidy obsahuje tzv. -D region, ktery se rozdé-
luje do 3 podoblasti oznacovanych -DR, -DQ a -DP.
V -DR podoblasti je 10 HLA geni, ze kterych jen 5 koduje
na membran¢ exprimované HLA molekuly. Molekula
HLA II. tfidy je heterodimer sloZeny ze dvou nekovalentné
asociovanych transmembranovych podjednotek (o a )
pfiblizn€ stejné délky (obr. 2). Kazda podjednotka se skla-
da z 2 extracelularnich domén a transmembranové kotvici
sekvence. N-terminalni domény obou fetézct (tj. ol a f1)
spole¢né vytvareji vazebné misto pro peptidy. Tyto geny
maji pouze 5 exond, a z hlediska funk¢nosti je nejdilezi-
t&j$i analyza polymorfismu oblasti vazebného zlabku ko-
dovaného 2. exonem. Vazebnd doména je sice podobna
vazebné doméné¢ HLA I. tfidy, ale je mél¢i a na koncich
otevrena, takze umoziuje vazbu delSich peptidovych frag-
mentt (15-35 aminokyselin)*.

Molekuly HLA II. tfidy vazi fragmenty bilkovin ex-
tracelularniho pivodu, které se dostanou do bunky v endo-
somu a jsou degradovany v jeho kyselém prostfedi. Nemu-
si byt ,,pumpovany* pfes zidnou membranu. Protoze jsou
molekuly HLA II. tfidy velmi labilni a snadno agreguji,
jsou stabilizovany vazbou s invariantnim fetézcem
(nepolymorfni bilkovina), ktera zabrafiuje navdzani endo-
gennich peptidd v ER a dale v sekretorické draze. Invari-
antni fetézec se vaze na HLA molekuly se strukturalné
odliSnymi vazebnymi z1abky, protoze kotvici aminokyseli-

HLA I. tfidy

HLA II. tfidy

Obr. 2. Struktura molekuly HLA I. t¥idy a II. téidy (cit.*)
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nové zbytky tvoii bud’ flexibilni methionin, nebo aminoky-
seliny, které mohou poskytnout minimalni nevhodné kon-
takty, napf. alanin. Intracelularni protein HLA-DM kataly-
zuje v endosomech vyménu invariantniho fetézce za pepti-
dovy fragment antigenu. K prezentaci peptidt mtize dojit
i bez ucasti téchto dvou piidatnych faktort, které ale prav-
dépodobné maji vyraznou tlohu ve vybéru prezentovanych
peptidi.

Molekuly HLA II. tfidy vazi uvedenym mechanis-
mem heterogenni soubor peptidd, vystavuji je na povrchu
antigen prezentujicich bunék (APC — Antigen Presenting
Cells), jako jsou B-lymfocyty, dendritické buiiky a mak-
rofagy, pomocnym T-lymfocytim CD4+. Jsou exprimo-
vany také na né€kterych stievnich epitelialnich burnkach.

Receptory CD8+ cytotoxickych T-lymfocyti a CD4+
pomocnych T-lymfocytll rozpoznavaji pouze antigen vaza-
ny v komplexu s HLA molekulou na APC, coz m4 zajistit,
aby ,,zdravy*“ T-lymfocytarni systém rozvijel odpovéd
pouze na ty podnéty prostfedi, které vyzaduji imunitni
reakci a vedou k produkci odpovidajicich protilatek proti
antigenu’.

HLA III. tridy a minoritni histokompatibilni antigeny
(mHAg)

Mezi  oblastmi HLA I all. tfidy lezi oblast
HLAIIL t¥idy s geny kodujicimi solubilni faktory jako
slozky komplementu a cytokiny. Studium jejich polymor-
fismu a funkce je pfedmétem vyzkumu, stejné jako vy-
znam mHAg (cit?), které jsou peptidovymi fragmenty
bunécnych bilkovin prezentovanymi HLA molekulami na
povrchu bunék.

2.2. HLA polymorfismus a jeho nazvoslovi

Geneticky polymorfismus znamena existenci vice nez
jedné normélni alely vjednom genetickém lokusu
(v ptipadé HLA az stovek alel) s populaénim vyskytem
vy$$im nez 1 %. V prubéhu evoluce vznikl mutacemi, de-
lecemi nebo inzercemi pii zachovani sekvenc¢ni a struktur-
ni homologie. S poctem dostupnych genotypizacnich dat
(bezmala 24 miliént darct kostni dfené, vySetfovani paci-
enti) neustale vzrusta pocet znamych HLA alel a podrobné
udaje jsou aktuadlné dostupné na internetu (http://
www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html).

Potieba prehledného nazvoslovi vedla jiz v roce 1968
k zalozeni Nomenklaturniho vyboru svétové zdravotnické
organizace (WHO) pro faktory HLA a postupné bylo na-
zvoslovi déle zdokonalovano, ale narlist poctu znadmych
alel vedl vroce 2010 k nutnosti zmény HLA nomenkla-
tury'®, aby bylo vibec mozné nové alely systematicky
zatazovat a pojmenovavat podle sekvenéni podobnosti.
Hlavnim pfinosem bylo zavedeni rozdélovacu (:) do nazvu
alel, ¢imz byla odstranéna diive omezena alelicka Ctyrci-
selné fada ,,4-digit a stala se tak v podstaté nekonec¢nou
(obr. 3).

Pro nejednoznacné vysledky nalezené¢ho polymorfis-
mu bylo aplikovano vroce 2010 také fazeni alel do
P skupin (maji identickou proteinovou sekvenci kodova-
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HLAnomenklatura —oznacenialely

rozdily mimo
kidujici oblasti

DMA subtyp
HLA-A*02:01:01:02 L
lokus alelicka synonymni
skupina substituce

expresivita

Obr. 3. Ukazka tvorby nazvu HLA alely podle soucasného
nazvoslovi

nou u HLA 1. tfidy exony 2 a 3, u HLA II. tfidy exonem 2)
a G skupin (v uvedenych exonech maji identickou nukleo-
tidovou sekvenci). Aplikace zatazovani alel do P skupin
umoznuje racionalné vyjadrovat vysledek podle biologické
specifity.

Priklad: HLA-C*07:02P = *07:02:01:01/07:02:01:03/07:50,
kdy se uvedené alely od sebe liSi mimo sekvenci 2.
a 3. exonu.

3. Klinické indikace k vySetieni HLA
3.1. Asociace s chorobami

Znamé asociace HLA polymorfismu s onemocnénim
nebo zvySenou predispozici k nému jsou dostupné na inter-
netu (http://geneticassociationdb.nih.gov) a byvaji duvo-
dem ke klinické indikaci vySetieni.
testovani HLA-B27 pozitivity u ankylosujici spondyli-
tidy'' (Bechtérevova nemoc) a u spondyloartropatii
(chronicka systémova zanétliva revmaticka onemocnéni
pohybového aparatu nebo dalsich tkani). Zakladni pficina
téchto onemocnéni neni zcela znama, ale zda se, ze tkvi
v poruseném imunitnim systému jako reakci na infekci
(napt. Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter
a Chlamydia)'>. Prikaz rizikového antigenu HLA-B27
u revmatoidnich onemocnéni je provadén jen pro vylouce-
ni diagnézy a neni soucasti doporucenych vysetfovacich
schémat (http://www.revmatologicka-spolecnost.cz/
doporucene-postupy-crs).

Z neurologickych onemocnéni je pravdépodobné nej-
znamgéjs$i asociace mezi HLA-DQB1*06:02 alelou jako
dédiénou dispozici s narkolepsii s kataplexii'.
U nemocnych dochazi autoimunitnim procesem k destruk-
ci budivych hypocretinovych neuroni v hypotalamu.
V letech 2009-2010 byl pozorovan vzestup incidence one-
mocnéni u déti v Ciné po pandemii chiipky HIN1 a ve
Skandinavii po vakcinaci proti tomuto chiipkovému viru
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vakcinou Pandemrix'*. Vysetfeni HLA-DQB1*06:02 pozi-
tivity a -DQB1*06:03 negativity u narkolepsie je soucasti
klinického standardu pro diagnostiku a 1é€bu narkolepsie
(http://www.czech-neuro.cz/data/I/0/O/KS-pro-diagnostiku
-a-lecbu-nar.pdf).

Dalsim druhem neurologického onemocnéni autoimu-
nitni povahy je roztrouSend sklerdéza (RS), kdy imunitni
systém zpusobuje rozpad myelinovych pochev izolujicich
neuronové vybézky, takze nervové vzruchy nejsou prena-
Seny efektivng'®. HLA typizace zde neni standardn& prova-
déna, ale pii 1écbé je aplikovana imunomodulacni 1écba
nebo transplantace kostni dieng'®"”.

Az 70 % imunologicky aktivnich bun€k se nachédzi na
slizniénim povrchu stfev, kde interaguji s antigennimi
podnéty z potravy. Nejcastéjsi poruchou traveni je celiakie,
geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni spojené
s pfitomnosti specifickych HLA epitopt, které vazou glia-
dinové zbytky z lepku pfijimaného v potrave, a tim spous-
t&ji vlastni onemocnéni'®. Kromé& neprospivajicich déti,
dnes byvaji vySetfovani idospéli s nejasnymi piiznaky
onemocnéni (zaZivaci potize, unavovy syndrom, kozni
problémy, neurologické potize)'. Jsou identifikovany
HLA genotypy pacient, znichz 95% ma HLA-
DQA1*05/HLA-DQB1*02 (oznacovano nepfesné¢ jako
DQ2), dalsim je HLA-DQAI1*03:01 a DQBI1*03:02
(n€kdy nepifesné¢ oznaCovano DQS). Uvedené genotypy
HLA se vyskytuji i u zdravych osob (cca 20 % zdravé po-
pulace CR), takze piitomnost uvedenych haplotypii nelze
interpretovat jako potvrzeni této diagnézy bez dalSich vy-
Setfeni. Indikace a postupy vySetfeni jsou popsany
v platnych 1écebnych standardech (http:/lekari.cgs-cls.cz/
guidelines).

3.2. Farmakogenetika

Prikladem jiZ standardn€ provadéného testovani inter-
akce mezi 1é¢ivem a vrozenym HLA znakem je vySetieni
HLA-B*57:01 pozitivity u HIV+ pfed zah4jenim antiviro-
tické 168by”’, protoze u pacientd s touto HLA alelou byl
zjiStén rozvoj hypersenzitivni reakce pfi podani léciva
abacavir.

3.3. Transplantaéni a transfazni problematika

Nejcastéjsi komplexni HLA testovani je provadéno
pro transplantacni programy solidnich organi (ledviny,
jatra, srdce, plice, slinivka bfisni a tenké stfevo), kdy je
nejdulezitéjsi, aby nedoslo k odmitnuti tkdn€ imunitnim
systémem pacienta’!, emuz se predchazi vybérem co nej-
shodné&jsiho darce (typizace HLA transplantacnich lokusd,
kiizova zkouska, tzv. cross-match). Imunosupresni 1écba
umoziuje i transplantace organt, u kterych je hlavnim
parametrem vybéru jejich dostupnost a fyzické parametry
(napf. srdce).

Maximélni mira HLA shody” je pozadovana pii
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék (HSCT
— Hematopoietic Stem Cell Transplantation), ktera je jedi-
nym zpusobem vyléceni nékterych hematologickych ma-
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lignit, metabolickych poruch a imunodeficienci®. Trans-
plantace nasleduje po pfipravném rezimu (eliminace krve-
tvorby a imunity piijemce) jako pfevod multipotentnich
dospélych kmenovych bunek (CD34+) od ptibuzného nebo
nepiibuzného déarce (alogenni transplantace). Po pievodu
zacne §tép darcovskych bunck uplatiiovat sviij geneticky
vrozeny funk¢ni program s cilem obnovit krvetvorbu
a zajistit adopci imunitniho systému darce. Po provedené
HSCT je zadouci brzka obnova antiinfekéni imunity (GvI
— Graft versus Infection), u malignich onemocnéni reakce
Stépu proti zbytku nadorovych buné¢k
(GVL — Graft versus Leukemia)**. Vzhledem ke komplex-
nosti imunogenicity S$tépu vSak transplantované bunky
mohou vyvijet také reakci St€pu proti hostiteli (GVHD —
Graft versus Host Disease)”, ktera v riizné intenzité miiZe
postihovat rizné tkané¢ a mize se demonstrovat podobné
jako autoimunitni onemocnéni (sklerodermie, Sjogrentiv
syndrom). HLA shoda a rozvoj potransplantac¢nich reakci
je hodnocenym parametrem uspésnosti HSCT a jsou do-
stupnd celosvétové hodnocena data (www.cibmtr.org,
www.ebmt.org).

V transfiznim 1ékafstvi je indikovano serologické
vySetieni HLA spolu s testem kompatibility séra/plazmy
ptijemce a lymfocyti/trombocyti darce u pacientl refrak-
ternich na podani trombokoncentratt.

4. Metody stanovovani HLA polymorfismu

Metody pro stanovovani HLA antigent nebo alel jsou
voleny podle tcelu vy3etieni’®. Serologické metody zalo-
zené na fungovani bun€k v podminkach testu jsou sice
nendrocné na vybaveni laboratofe a materidlové naklady,
ale maji vysoké pozadavky pravé na kvalitu a stav testova-
nych bungk.

Zakladni metodou pro detekci HLA polymorfismu na
DNA urovni je fetézova polymerasova reakce (PCR) jako
enzymatické in vitro zmnoZeni vybraného useku DNA
anaslednou detekci po elektroforéze v agar6zovém gelu
pouzitim interkalacniho fluorescenc¢niho cinidla (napf.
ethidium bromidu) nebo jinym zplisobem. DNA je izolo-
véna vySetfované osob€ zpravidla z periferni krve, stéru
bukalnich sliznic, slin nebo jinych tkani. V soucasnosti
jsou rozsifené metody zalozené na separaci DNA pomoci
magnetickych partikuli (provadéné ruc¢né, na poloaautoma-
tech ¢i automatech). V pfipad¢ dodate¢ného naroku na
mnozstvi DNA Ize pouzit metodu celogenomové amplifi-
kace (WGA — Whole Genome Amplification) pro namno-
7eni zbytkového vzorku DNAY. Biologicky material Ize
archivovat na kartdch FTA (Fast Technology for Analysis
of nucleic acids)*.

Metody genotypizace HLA polymorfismu prosly od
80. let 20. stoleti vyznamnym vyvojem®. Volba vhodné
PCR metody se odviji pfedevs§im od pozadovaného stupné
rozliSeni stanovovaného genotypu (alelicka skupina/alela).

Pro ptipady, kdy je sledovan pouze polymorfismus
vybranych alelickych skupin nebo pouze vybrané alelické
formy, je vhodnd metodika PCR, kdy jsou namnozené
amplikony po denaturaci hybridizovany se sekvenéné spe-
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cifickymi nukleotidy (PCR-SSO) nebo sekvenéné specific-
kymi sondami (PCR-SSOP) vézanymi na membranach
(stripy) a po odmyti jsou specificky navdzané fragmenty
vizualizovany barevnou enzymatickou reakci a je provede-
no vyhodnoceni barevného vzoru. Jednou z prvnich Siroce
pouzivanych metod je i v soucasnosti rozsitena PCR se
sekvenéné specifickymi primery (PCR-SSP). Pfi ni jsou
pouzivany primery specifické pfimo pro dany lokus ¢i
alelickou skupinu (odlisné sety primert) a je zalozena na
detekci bodovych mutaci (SNPs — Single Nukleotide Poly-
morphisms). Jestlize 3" konec PCR primeru odpovida po-
zici baze polymorfniho genu, dojde k amplifikaci, jestlize
shodné nejsou, amplifikace selze. Pouzivand Taq polyme-
rasa nema 3°, 5" exonukleasovou aktivitu, takze tyto roz-
dilné amplifikace neopravi. Pouzitim této metody lze
upiesiiovat nejednoznacné vysledky HLA genotypizace
ziskané zejména pfimym sekvenovanim (SBT). Vyhodou
PCR-SSP diagnostickych kitd je, Zze ke kazdé primerové
smési je pfidan dalsi primerovy par jako vnitini pozitivni
kontrola tispésné amplifikace.

Presné urceni sekvence (poradi) nukleotidil testované-
ho useku DNA se provadi metodou ptimého sekvenovani
(SBT — Sequence Based Typing) Sangerovou metodou®.
Vysledkem je urceni sledu jednotlivych bazi v testovaném
vzorku DNA. Pro lokusy HLA 1. tfidy je provadéna sekve-
nace exonu 2 a 3 (event. i4) v obou smérech, pro lokusy
HLA II. tfidy je provadéna sekvenace exonu 2 a dalSich
doplitkovych sekvenci v zavislosti na pouzitém kitu. Pii
analyze ziskanych sekvenci je vysledek (detegovana alela)
uréen porovnanim testované sekvence s databazi sekvenci
jednotlivych znamych alel HLA systému v daném lokusu
specializovanym softwarem. Tato referencni sekvence je
pravidelné aktualizovana a vychazi z platné verze alelové
databaze (http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/).

V posledni dobé se zacinaji pro vysetteni HLA vyuzi-
vat 1 nové technologie zalozené na pyrosekvenovani (NGS
— Next Generation Sequencing)®'*?. Tato technologie se
prozatim uplatiluje pfi feSeni vyzkumnych projekth
a v laboratofich registri nepfibuznych darci hematopoetic-
kych bunék, protoze jeji pfednosti, mezi které patfi zejmé-
na ekonomicnost provozu a vysoka kapacita analyz, se pro-
jevi az pti pravidelné genotypizaci velkého poctu vzorku.

5. Interpretace laboratornich vysledku

Vyhodnoceni vlivu jednotlivych HLA alel na zvysené
riziko onemocnéni ztézuje skutecnost, ze HLA geny jsou
ve vazebné nerovnovaze (linkage disequilibrium). Urcité
haplotypy jsou v populaci tedy Castéjsi, nez by odpovidalo
poctu jejich pravdépodobnosti z pravdépodobnosti jednot-
livych HLA alel v populaci. Vzhledem k popula¢nim frek-
vencim (http://www.allelefrequencies.net) a incidenci one-
mocnéni je nutné rozliSovat mezi HLA-asociovanym rizi-
kem ziskat urcité onemocnéni a s HLA spojenou senzitivi-
tou k progresi patologického procesu. Proto asi nejvéetsi
vypovédni hodnotu ma tzv. relativni riziko, které ukazuje,
kolikrat Castéji vznikd nemoc u jedincu s ,,rizikovou® ale-
lou ve srovnani s jedinci bez této alely. Obezietna interpre-
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tace je na misté napf. v pfipadech, kdy neni nalezen cely
asociovany haplotyp.

Vysledek vysSetteni HLA by kromé spravného genoty-
pu mél obsahovat i komentat opirajici se o udaje o popu-
la¢ni frekvenci a spolu s vysledky dalSich vySetieni by mél
umoznit 1ékati ptijmout spravné klinické zaveéry.

6. Zavér

Clanek podava prehled o HLA jako hlavnim histo-
kompatibilnim systému ¢lovéka, o jeho struktufe a funkci
v imunitnim systému, informuje o jeho uloze u vybranych
onemocnéni a seznamuje s nejrozsifenéjsimi zplsoby jeho
laboratorniho vySetfeni analyzou DNA. Imunita byla pii-
vodné Uzce chéapana jako schopnost organismu nedostat
uritou infekei, ,,nenakazit se“. Dnes vime, Ze se jedna
o komplexni systétm mechanismd namifenym proti
(makro)molekularnim strukturdm odliSnym od struktur
vyskytujicich se ve vlastnim téle, mechanismi odstranova-
ni nefunk¢nich vlastnich struktur a starych ¢i poskozenych
buné€k, udrzovani homeostazy nebo regulace onkogeneze
a obrany proti vlastnim transformovanym butikdm nadort.

Spatna nebo nepiiméfena funkce imunitniho systému
se projevi jako onemocnéni, pii kterém muize imunitni
systém reagovat prespriliS§ — hypersensitivné (napt. aler-
gie), nebo naopak nedostatecné, kdy je dasledkem tzv.
imunodeficience. Autoimunitni onemocnéni je disledkem
tretiho zavazného selhani imunitniho systému — neschop-
nosti rozlisit vlastni struktury od cizich. Cinnost imunitni-
ho systému je geneticky preduréena dédénymi HLA geny,
které se vyskytuji s riznymi frekvencemi ve velkém mnoz-
stvi individudlnich alelickych forem. HLA molekuly jsou
jedine¢né tim, ze maji pomérné vysokou afinitu a pfitom
nevelkou specificitu ke svym ligandiim, jak doklada exis-
tence nékterych Siroce kiizoveé reagujicich peptidovych
epitopil. Z funkéniho hlediska tak mize byt HLA polymor-
fismus limitovan vic, nez se diive predpokladalo. Pravé
proto bude muset byt urceni individualniho genotypu dopl-
néno o studium jeho funkéniho chovani v komplexnim
mechanismu imunitniho systému, aby mohla byt dale roz-
vijena moderni cilend a personalizovand imunoterapie a
biologicka 1écba.

Podporeno projektem Ministerstva zdravotnictvi kon-
cepcniho rozvoje vyzkumné organizace IC 023736.

Seznam pouzitych zkratek

ABC transportér ABC transportni protein (ATP Binding
Cassette)

antigen prezentujici butika (Antigen
Presenting Cell)

diferen¢ni skupina (Cluster of
Differentiation)

Fast Technology for Analysis of nucleic
acids

nemoc §té€pu proti hostiteli (Graft vs
Host Disease)

APC

CD

FTA

GvHD



Chem. Listy /09, 45-50 (2015)

Gvl reakce Stépu proti infekci (Graft vs
Infection)

GvL reakce Stépu proti leukémii (Graft vs
Leukemia)

HLA systém lidskych leukocytarnich antigenti
(Human Leukocyte Antigens)

HSCT transplantace krvetvorby
(Hematopoietic Stem Cell
Transplantation)

MHC hlavni histokompatibilni komplex
(Major Histocompatibility Complex)

NGS sekvenovani nové generace (Next
Generation Sequencing)

PCR fetézova polymerazova reakce
(Polymerase Chain Reaction)

SBT pfimé sekvenovani (Sequence Based
Typing)

SNP jednonukleotidovy polymorfismus
(Single Nucleotid Polymorphism)

WGA celogenomova amplifikace (Whole
Genom Amplification)
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phism of Major Histocompatibility System of Man — Its
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The major histocompatibility system of man is the
genetic system of the human leukocyte antigen, the most
polymorphic region of the human genome, which deter-
mines the function and individual parameters of the im-
mune system. Faulty immune response to antigenic stimu-
lus may manifest itself as hypersensitivity, immunodefi-
ciency or autoimmunity. Detection of this polymorphism
and study of its functional behavior can be of help in eluci-
dation of the pathogenesis of many diseases and thus to
contribute to their immunotherapeutic treatment.



