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ANOTACE

Bakalarska prace je vénovana HLA systému. V prvni ¢asti byl popsan HLA systém
obecng, jednotlivé molekuly patfici do tohoto systému (molekuly HLA 1, II. a IIL. tfidy),
nazvoslovi a dale byl popsan polymorfismus. Ve druhé ¢asti bakalatské prace byl popsan vliv
dédicnosti HLA systému, mozné choroby, se kterymi antigeny souvisi. V posledni Casti byla
popsana typizace HLA systému, sérologické a molekularné genetické metody, vyznam
antigent v transplantacni medicin€ a HLA protilatky. Na zavér byl popsan antigen HLA-B27,
jeho vyskyt a obecna charakteristika a jeho podtypy.

KLICOVA SLOVA

HLA systém; antigeny, nemoc; revmatoidni artritida; celiakie
TITLE

HLA system

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with the HLA system. The first part is focused on describing
the HLA system in general, individual molecules belonging to this system (HLA class I, II and
IIT molecules), nomenclature and polymorphism. The second part of the bachelor thesis
described the effect of inheritance of the HLA system, possible diseases with which antigens
are related to. The last part described the types of the HLA system, serological and molecular
genetic methods, the importance of antigens in transplant medicine and HLA antibodies.
Finally, the HLA-B27 antigen, its occurrence and general characteristics and its subtypes were

described.
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UvVOD

Systém nebo taktéz nazyvan lidsky leukocytovy antigen (HLA) je genovy komplex,
ktery koduje hlavni proteiny histokompatibilniho komplexu (MHC) u lidi. Tyto proteiny
bunécného povrchu jsou zodpoveédné za regulaci imunitniho systému u jedinct. HLA geny jsou
vysoce polymorfni, coz znamena, Ze maji mnoho ruznych alel, které jim umoznuji doladit

adaptivni imunitni systém.

HLA antigeny jsou dulezité pii obran€ proti chorobam. Jsou hlavni pfi¢inou odmitnuti
transplantace organt, mohou také chranit pred rakovinou. Mutace v HLA mohou byt spojeny
s autoimunitnim onemocnénim, napft. diabetes typu I, celiakie. Vzhledem k dalezitosti HLA pfi
transplantaci jsou HLA lokusy jedny z nejCastéji typizovanych sérologii a PCR (polymerazova
fetézova reakce). Ukazalo se, ze typizace HLA s vysokym rozliSenim (HLA-A, HLA-B, HLA-
C, HLA-DRB1, HLA-DQB1 a HLA-DPBI1) mize byt pfi transplantaci relevantni pro
identifikaci plné shody, 1 kdyz je darce ptibuzny. Nektera onemocnéni zprostiedkovana HL A
se pfimo podileji na rozvoji rakoviny. Casté&ji vSak molekuly HLA hraji ochrannou roli
a rozpoznavaji vzestup antigend, které nejsou tolerovany kvuli nizkym hladinam v normalnim
stavu. Abnormalni buriky mohou byt cileny na apoptéozu, o které se predpoklada, ze je

ukazatelem rakoviny.

HLA protilatky se obvykle nevyskytuji pfirozené. VétSinou se vytvareji v dusledku
imunologického napadeni cizim materialem prostfednictvim krevni transfuze, t€hotenstvi nebo

transplantaci organt nebo tkani.
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1. HISTORIE

Ve 30. letech minulého stoleti byla objevena skupina bilkovinnych molekul zodpoveédnych

za rejekci Stépt u mysi. [1]

V 50. letech minulého stoleti byl detekovan alloantigen, ktery je pfitomny na lidskych
leukocytech. Alloantigen se definuje jako antigen pfitomny pouze u né€kterych jedinct druhu,
ktery stimuluje tvorbu protilatek u téch, ktefi jej nemaji. Jedna se o ,,prvni lidsky leukocytovy
antigen. U myS$i mluvime o molekulach H2, u slepic o molekulach B atd. Obecné byly nazvany
jako molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC). U ¢lovéka je hlavnim
histokompatibilnim systémem komplex HLA. [1]

V 60. a 70. letech minulého stoleti bylo zji§t€éno, ze geny komplexu se Gi€astni imunitni
odpovédi. Byly znamé tfi lokusy HLA molekul, tedy pozice jednoho nebo vice geni na
chromozomu. Jednalo se o HLA-A, HLA-B a HLA-C. Zanedlouho se ukazalo, ze k produkci
bunék B-lymfocyta je nutna ucast bunék T-lymfocyti a HLA antigent. V téchto letech byla
objevena i schopnost cytotoxickych T-lymfocyta likvidovat bufiky, které vytlaCuji na svém

povrchu cizi antigen. Antigen, ktery je vytlacovan, patfi do I. nebo I1. tfidy HLA molekul. [2,3]

V 80. letech se objevily dalsi lokusy typu HLA-DR, HLA-DQ a HLA-DP a také se objevila
hlavni funkce MHC systému v imunitni odpoveédi. Postupny nartst alel ukazuje obrazek 1.
Antigeny, které fadime do neklasickych HLA molekul, naptiklad HLA-E, -F, -G, -H atd., byly
objeveny az v 90. letech. [2,3]

pocet alel

molekuly HLA I. titdy

B molekuly HLA II. tiidy

1
3

= III
: _._.-_----Illlllllllllll

E R B

Pl

R R

© SGE Marsh 122019

roky
Obrazek 1: Znazornéni alel od roku 1987 do konce mésice zaii 2019 [4]
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2. ROZDELENI HLA MOLEKUL PODLE TRIiD

2.1. Molekuly HLA I. tfidy

Do skupiny molekul I. tfidy fadime HLA-A, HLA-B a HLA-C. Nachazeji se
na bunééném povrchu vSech jadernych bunék v télech obratlovci. Vyskytuji se rovnéz

na krevnich destickéch, ale ne na Cervenych krvinkach. [5]
2.1.1. Struktura molekul HLA 1. tridy

Jedna se o heterodimery, které se skladaji ze dvou polypeptidovych fetézct, o a Pa-
mikroglobulin. Retézec alfa, také se mu fika t&7ky fetdzec, je polymorfni glykoprotein
urCovany geny vkomplexu HLA na 6. chromozomu a je nekovalentné vazan k fo—
mikroglobulinu, nepolymorfnimu proteinu. Antigenni peptid je spojen s touto strukturou, a to

vede ke komplexu MHC 1. tfidy. [5]

Extracelularni oblast t€zkého fetézce se rozdé€luje do tfi domén, které se nazyvaji ou, o2
a az. Drazka vazajici peptid je vytvorena jako mezikmenovy dimer skladanim oy a a2 domén,
tak se vytvoii dlouhy rozstép a polymorfni aminokyselinové (AMK) zbytky se shlukuji.

Drazka, kterd je vytvofena doménami, ukotvuje peptid rozpozndvany receptorem T-bunék. [5]
2.1.2. Vztahy mezi strukturou a funkci molekul HLA I. tridy

Doména a3 s B2-mikroglobulinem maji strukturu skladaného listu beta, kterd je podobna

struktufe imunoglobulinové domény a tvoti spodni ¢ast molekuly. [6]

Polymorfismus molekul 1. tfidy, o kterém je zminéno v kapitole 4. se vétSinou lokalizuje
v ¢asti skladaného listu B, ktery tvoti zakladnu této ryhy a je lokalizovan v Sroubovicich a. Tak
se vazebné misto pro antigen 1i8i od jedné molekuly k druhé. Dana molekula 1. tfidy mize vazat

jen omezeny pocet peptidovych fragmentt. [6]
2.1.3. Funkce molekul HLA I. tfidy

Vsechny lidské geny A, B a C maji 5 'vedouci exon, ktery koduje kratky signalni peptid

nasledovany 5ti nebo 6ti exony kodujici fetézec molekuly 1. tfidy [7]

HLA 1 tfidy pfedstavuji peptidy zevniti butiky. Napftiklad, pokud je buiika infikovana
virem, HLA systém pfenese fragmenty viru na povrch bunky, tim padem bunka muze byt
imunitnim systémem zniCena. Tyto peptidy jsou produkovany z proteinu, které se Stépi
v proteazomech. Obecné jsou tyto konkrétni peptidy malé polymery o délce asi 9 AMK. [7]
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2.2. Molekuly HLA IL. tridy

Do skupiny molekul II. tfidy fadime HLA-DR, HLA-DQ a HLA-DP. Jedna se také
o dvou fetézové struktury. Oba fetézce jsou kodovany geny uvnitt komplexu HLA, tedy jinak

nez molekuly HLA 1. tfidy. Na podrobnéjsi odliSnost poukazuje tabulka 1. [6]

Tabulka 1: Odlisnosti HLA 1. a II. tfidy na vybranych bunécnych typech [7]

Exprese
Typ buriky, tkiné
HLA L tridy HLA 1L tridy
buniky imunitniho systému

dendritické buiky At +

Makrofagy -+ ++

T lymfocyty -+ +

B lymfocyty +++ +++

jiné jaderné bunky

neutrofilni granulocyty ++ -
eozinofilni granulocyty ++ -
epitelové bunky 3-H- -
Hepatocyty + -
nervove butiky + -
bunky ledvin + -

nejaderné bunky

Trombocyty ++ -

Erytrocyty - -

2.2.1. Struktura molekul HLA II. tfidy

Kazda molekula II. tfidy je heterodimer a sklada se ze dvou glykoproteinovych fetézci.
Jedna se o fetézce a a fetézce P, které jsou nekovalentné vazané. Struktura vSech molekul II.
tfidy je podobna. HLA-DR je popsana jako prototyp. Jsou organizovany do fad exond a intront,

které odrazeji doménovou strukturu fetézcti o a B. Krystalicka struktura molekul II. tfidy
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doposud neni znama. Protoze drazka vazajici antigen molekul HL A 11 tfidy je oteviena na obou
koncich, zatimco odpovidajici drazka na molekulach 1. tfidy je uzaviena na kazdém konci,

antigeny I1. tfidy jsou delsi, a to obvykle mezi 15-24 aminokyselinovymi zbytky. [6]
2.2.2. Funkce molekul HLA IL. tridy

Podobne¢ jako molekuly 1. tfidy, mohou vazat rizné peptidy. Hlavni funkci molekul HLA
I1. tfidy je prezentovat zpracované antigeny, které jsou odvozeny primarné z exogennich zdroja,
na CD4" T-lymfocytech. Antigeny tedy stimuluji mnozeni T-pomocnych bunék, které zase
stimuluji B-buniky produkujici protilatku, aby produkovaly protilatky proti tomuto

specifickému antigenu. Vlastni antigeny jsou potlaceny regulacnimi T-butikami. [7]

Pii stanoveni trojrozmérné struktury molekuly HLA-DRI1 se zjistilo, ze jeho rozstép
vazajici peptid je otevien na obou koncich. Tato vlastnost umoziiuje molekule II. tfidy vazat

delsi peptidy. [7]
2.3. Molekuly HLA III. tridy

Na rozdil od molekul I. a Il. tiidy se nejedna o molekuly s membranovymi proteiny.
Dosud neni znamo, proc jsou geny III. tfidy umistény v komplexu MHC. HLA I1I. tfidy koduji

komponenty komplementového systému. Celkem se jedna o témét 50 genut. [7, 8]
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3. NOMENKLATURA

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) zalozila v roce 1968 Nomenklaturni vybor. Ten

mél na starost vytvofit pojmenovani alel. V roce 2010 doslo k jejimu zlepSeni. [4]

Kazd4 alela je vedena pod svym oznaCenim, které je slozeno z maximalné 4 sad ¢isel. Sady
maji dany vyznam a poradi. Cislice se oddé&luji dvojtetkami. Délka alely je zavisla na jeji
posloupnosti. Alely obdrzi minimalné Ctyfmistné jméno. Podrobné&jsi vysvétleni poukazuje

obrazek 2. [4]

Piipona, ktera oznacuje

Spojovnik pouzivany k oddéleni
stav exprese.

nazvu genu od predpony HLA.

Oddélovat Oddélovaée poli
HLA-A*02:101:01:02N
¥ L] L]
piedpona Gen Zobrazeni rozdili v
HLA nekadujici oblasti

Skupina alely
Specificky HLA protein

Synonymni substituce DNA v kédujici oblasti

© SGE Marsh 04/10
Obrazek 2: Schéma nazvoslovi HLA molekul

Alely, u nichz bylo prokdzano, ze nejsou vyjadieny — ,, Null“ - dostali ptiponu ,,N“. Alely,

s(( C((’

,»A“ nebo ,,Q“. Pripona, L je odvozena od ,,Low" (nizky). Takové oznaceni slouzi u alel, u niz

u kterych bylo prokazano, ze jsou alternativné vyjadieny, mohou mit pfiponu , L, S

bylo prokazano, ze ma ve srovnani s normalnimi hladinami exprese povrchu bunek nizkou
hladinu exprese. Dale ,,S* je odvozena od ,Secreted” (tajny). Pouziva se k oznaCeni alely
urCujici protein, ktery neni pfitomen na povrchu bunky. Pfipona ,,C*, odvozend od
,,Cytoplasm* (cytoplazma) je prifazena alelam, které jsou piitomny v cytoplazmé, nikoli na
bunécném povrchu. Pfipona ,,A“, odvozena od slova ,Aberrant“ (bloudici), kde existuji
pochybnosti o tom, zda je protein skutecn€¢ exprimovan. Pfipona ,Q“, odvozend od
,,Questionable” (sporny) vzhledem k tomu, Ze se ukéazalo, ze mutace pozorovana v alele

ovliviiuje normalni Urover exprese v jinych alelach. [4]
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4. POLYMORFISMUS HLA MOLEKUL

Schopnost imunitniho systému reagovat na ¢etné cizi imunogeny a vazat fadu peptida, lze

ptipsat schopnosti molekulam HLA. [8]

Mezi charakteristické rysy HLA systému patii jeho komplexnost a polymorfnost.
U jednotlivych ¢lent populace se mohou vyskytovat rizné varianty genu, které se nazyvaji
alely. O polymorfnim lokusu se mluvi, kdyz se sttidaji vice nez 2 alely. Vyjimku tvofi fetézec
o u molekul HLA-DR. Jedna se totiz o jednotvarny fetézec. Produkty bilkovin alel systému

HLA se od sebe lisi, az ve 20 aminokyselinovych zbytcich. [9]

Geny v MHC koduji polymortni molekuly HLA 1. tfidy a molekuly II. tfidy. Ty pomahaji
T-lymfocytiim reagovat na cizi antigeny a rozpoznavat je. Molekuly HLA 1. a IL. tfidy, které
nemaji zadny nebo zanedbatelny polymorfismus pfispivaji k imunitni odpovédi fadou funkeci.
[10]

Polymorfismus molekul II. tiidy je umistén v ryze, kterou tvoii ¢ast skladaného listu .
Vysledkem jsou rizna vazebna mista pro antigen na kazdé molekule. Dana molekula II. tiidy
muze vazat jen omezeny pocet antigennich peptidovych fragmenti. Na konkrétni pocet alel

poukazuje tabulka 2. [6]

Tabulka 2: Polymorfismus gend HLA 1. a Il tfidy [6]

HLA I tridy HLA II. tridy

Lokus pocet alel Lokus pocet alel
HLA-A 893 HLA-DRB 814
HLA-B 1431 HLA-DRA 3
HLA-C 569 HLA-DPB 136
HLA-E g HLA-DPA 28
HLA-F 2] HLA-DQB 106
HLA-G 45 HLA-DQA 35

Odhad polymorfismu, ktery je momentaln¢ aktualni v lidském i mysim MHC, je navrzeny
sérologickou a funk¢ni analyzou. Jedna se fadove o 100 alel pro kazdy lokus. U lidi je
rozmanitost vétsi nez u mysi, jelikoz maji vice gena 1. a I1. tfidy. Polymorfni AMK 1. tfidy se

mohou vyskytovat v membranove distalni doméné ai/az. [7]
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5. DEDICNOST HLA SYSTEMU

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 2., HLA systém se nachazi na raménku 6. chromozomu.
Jelikoz se chromozomy nachazeji v paru, kazdy jedinec nese sestavu alel, kterou zdédil od otce
i matky. Sestava HLA alel se definuje jako soubor vazanych gent a dédi se od otce a matky
jako haplotyp. Tim padem jedinec ma dva haplotypy a tomu se tikd genotyp jedince. Schéma

haplotypu je znazornéno na obrazku 3. [9]

B7 B4 BE

DR4 DR17 DR1 DRE

DR4 DA DR4 DRE DRI

Obrazek 3: Schéma haplotypt [9]
Protoze tyto geny jsou polymorfni, vétsina jedincti pravdépodobné bude v téchto lokusech
heterozygotni. MHC alely jsou kodominantni. Produkty obou alel pfedstavuji antigeny T-
burikam. Se tfemi sadami gen HLA I. tfidy a tfemi sadami gent II. tfidy, které se nachazi na

kazdé alele, jednotlivec muze obvykle premistit Sest molekul 1. tfidy a II. tfidy na svych

burikach. [8]
Uplatiuje se zde Mendelav zakon, podle kterého jsou haplotypy déleny na:

e Prvni moznost je, ze jedinec zdedi stejny haplotyp od matky a stejny haplotyp od

otce. Tato moznost se vyskytuje u 25 % jedinct.

e Druhd moznost je, ze jedinec zdédi pouze jeden stejny haplotyp. At uz je to od
matky nebo od otce. Od druhého rodi¢e zdédi jiny. Tato moznost je nejcastéjsi, deédi

ji 50 % jedinca.

e Treti a posledni moznost je, ze jedinec zdédi rozdilny haplotyp od obou rodicu. Tato

moznost se vyskytuje u 25 % jedinca. [9]
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6. HLA SYSTEM A CHOROBY

Jak uz bylo zminéno, HLA antigeny jsou vysoce polymorfni. Pfitomnost shlukd gent se
souvisejicimi funkcemi, obrovsky polymorfismus a silnd vazebna nerovnovaha mezi alelami
zpusobuji, ze je obtizné odhalit komplexni HLA funkce. V poslednich nékolika desetiletich
bylo zjisténo, ze u jedincu, ktefi nesou urcité alely HLA, ptevladaji rizné stavy, jako jsou

infekéni onemocnéni, rakovina nebo autoimunitni onemocnéni. [11]

Vétsina onemocnéni asociovanych s HLA muze byt klasifikovana jako autoimunitni nebo
imunitné zprostfedkované onemocnéni a byla pozorovana pouze u alel HLA 1. tfidy, napf.
ankylozujici spondylitida (AS) nebo pouze alel II. tfidy. Navic u nékterych autoimunitnich
onemocnéni bylo zjisténo, Ze jsou ovlivnény geny HLA 1. tfidy 1 I1. tfidy, napt. diabetes mellitus
typu I (TDIM). Kromé HLA alel, které jsou ndchylné k onemocnéni, existuje také fada alel

HLA, které chrani pred onemocnénim. [11]

Neékolik priklada HLA alel je spojeno s vice neZ jednim onemocnénim se zcela odlisnymi
cilovymi tkanémi a patogenezemi, coz vzdoruje predstaveé, ze prezentace antigenu by meéla byt
specificka jak pro antigen, tak pro prezentujici HLA molekulu. Ptiklady takovych HLA alel
jsou HLA-DRB1*#04:01, ktera je spojena jak s revmatoidni artritidou, tak s diabetem 1. typu
a HLA-DQB1*03:02, ktera je spojena s diabetem 1. typu a celiakii (CD). [11]

6.1. Celiakie

vvvvvv

vnimavosti na celiakii je pfitomnost heterodimera lidského leukocytového antigenu HLA-DQ,
HLA-DQ2 (kdédovanych alely DQA1*05:01 a DQB1#02:01) a HLA-DQ8 (kdédovanych alely
DQA1*03:01 a DQB1*03:02). HLA-DQ?2 je pfitomen u vice nez 90 % a HLA-DQ8 pfiblizné
u 5 % pacientu s CD. [12-14]

Homozygotnost HLA-DQB1*02 je obvykle spojena se zvySenymi riziky a agresivnéjsimi
formami celiakie. Témetr vSechny osoby s negativnim HLA-DQ2, coz se jedna o 5-10 %
pacientt, nesou HLA-DQ8 heterodimery kodované alely HLA-DQB1*03:02. Pacienti s CD
nesou velmi ziidka rizné molekuly HLA-DQ. [15]

Celiakie postihuje odhadem 1 % populace na celém svét€é. Zavaznost Castecné zavisi na
rozsahu poskozeni sliznice tenkého stfeva. CD muze zpusobit fadu pfiznaku, véetné prujmu,

bolesti biicha a nadymani. Klinické projevy zahrnuji zejména ptiznaky a symptomy typické pro
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malabsorpci, atypické nebo jemné klinické projevy vSak nejsou vzacné. Je zpusobena
nepiiznivou reakci na lepek. Jedna se o bilkovinu ve strave, ktera se nachazi v obilovinach. CD
muze byt stanovena sérologickou biopsii a biopsii tenkého stfeva, zatimco nepfitomnost

haplotypu HLA-DQ2-HLA-DQ8 nemoc vylucuje. [14, 16]

V soucasné dobé je jedinou ucCinnou IéCbou striktni, celozivotni bezlepkova
strava. Pacienti v8ak vnimaji stazeni lepku jako neudrzitelnou z4téz v zivoté a néktefi z nich

mohou vykazovat pretrvavajici ptiznaky i pres prisnou stravu. [16]

6.2. Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu je autoimunitni porucha, kdy dochéazi k destrukci p bunék
slinivky bfisni, kterd vytvaii stav nedostatku inzulinu, coz vede k hyperglykémii, polyurii,
polydipsii, ketoacidoze a dal§im metabolickym porucham, zejména u déti. Chronickou
hyperglykémii muze doprovazet také zhorSeni rustu a nachylnost k urCitym infekcim.

Dlouhodobé komplikace diabetu zahrnuji retinopatii s moznou ztratou zraku. [17, 18]

U pacientd s diabetem je zvySeny vyskyt aterosklerotickych kardiovaskularnich chorob.
Patofyziologie onemocnéni zahrnuje rizné genetické aspekty a faktory prostiedi. S timto
onemocnénim je spojeno asi 20 gend, u nichz je nejcastéjsi odlisna kombinace haplotypu HLA-

DRB1-HLA-DQAI-HLA-DQBI. [17,18]

HLA je jednim z nejvice polymorfnich genetickych systémi v lidském genomu.
Molekuly II. tfidy hraji zasadni roli v nachylnosti k T1IDM nebo pii jeho ochran€é. Mohou totiz
ve své drazce vazajici se na antigen prijmout Sirokou skalu antigenil a prezentovat je riznym

T-lymfocytovym antigenovym receptorim, ¢imz se spusti rozpoznavani antigenu. [19]
6.3. Ankylozujici spondylitida

Jednd se o chronické zanétlivé onemocnéni, které postihuje hlavné axialni kostru
a sakroiliakélni kloub (pfechod mezi kosti kfizovou a kosti kyc€elni). Hlavnimi klinickymi
znaky ankylozujici spondylitidy jsou zanétlivé bolesti zad. V prub&hu Casu muze zpisobit
roztaveni nékterych malych kosti v patefi (obratle), viz obrazek 4. Toto taveni zpusobuje, ze
patef je mén¢ flexibilni a mize mit za nasledek Spatné drzeni téla. Pokud jsou postizena Zebra,

muze byt obtizné zhluboka dychat. [20, 21]
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Obrazek 4: Roztaveni obratlt [20]

Nemoc postihuje Castéji muze nez zeny. Priznaky a symptomy obvykle za¢inaji v rané
dospélosti. Zanét mize takeé nastat v jinych ¢astech téla — nejcastéji v ocich. Za patogenezi je
zodpovédnych n€kolik patogennich faktort, jako jsou bakterialni infekce, environmentalni
podnéty, prevalence HLA-B27 a HLA-E. Osoby s variantou HLA-B27 jsou vystaveny vy$Simu
riziku nez u bézné populace pfi vyvoji poruchy. Vice nez 90 % lidi, u kterych byla
diagnostikovana AS, je HLA-B27 pozitivnich, afkoli se tento pomér li§i od populace

k populaci. HLA-B27 je vénovana kapitola 10. [21]

V soucasné dobé¢ se studie zameiuji na imunologickée a oxidacni stresové faktory pro AS.
T-bunky maji klicovou roli v patogenezi kviili jejich roli v regulaci imunitniho systému. Mnoho
vyzkumil vyhodnotilo prevahu regulacnich T-bunék u autoimunitnich poruch, jako je AS. Bylo
potvrzeno, ze k unavé doslo u vice nez poloviny pacientd s AS, coz ma vazny dopad na praci,
rodinu, kazdodenni aktivity a vyrazné snizuje kvalitu zivota pacientl. Bolest je jako hlavni
faktor spojena s inavou. V soucasné dobé jsou faktory predpovidajici unavu u pacientd s AS

stale kontroverzni. [21, 22]
6.4. RoztrousSena skleréza

Roztrousena skleréza (RS) je zanétlivé demyelinizani onemocnéni centralniho
nervoveého systému, tedy mozku a michy. Imunitni systém uto¢i na ochranny obal tzv. myelin,

ktery pokryva nervova vlakna a zpusobuje problémy s komunikaci mezi mozkem a zbytkem
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téla. Toto onemocnéni miZe nakonec zpusobit trvalé poskozeni nebo zhorSeni nervi. Vétsina
lidi s RS je diagnostikovana ve veéku mezi 20ti a 50ti lety, s touto chorobou jsou
diagnostikovany nejméné dvakrat az ttikrat vice zeny nez muzi. PoCate¢ni ptiznaky se ziidka
objevuji pred 10. rokem nebo po 60. roku. Pravdépodobnost, ze se u jednotlivce rozvine RS, je
siln¢ ovlivnéna jeho etnickym pivodem a rodinnou anamnézou nemoci, coz naznacuje, ze

geneticka vnimavost je klicovym ur€ujicim faktorem rizika. [23-25]

Nekteti lidé s t€zkou RS mohou ztratit schopnost chodit, zatimco jini mohou mit
dlouhodobé remise bez jakychkoli novych pfiznakti. Neexistuje zadny 1ék na roztrouSenou
sklerozu. Lécba vSak muze pomoci urychlit zotaveni, zménit pribéh nemoci a zvladnout
pfiznaky. Znaky a pfiznaky roztrousené sklerézy se mohou u jednotlivych osob a v priibéhu

nemoci velmi liit v z&vislosti na umisteéni postizenych nervovych vlaken. [24]

Nemoc RS neni vyhradné geneticky podminéna choroba, ale je polygenni. To znamena,
ze neexistuje pouze jeden gen, ktery je zodpoveédny za vznik onemocnéni. Primarni signal
mapuje gen HLA-DRB1 nebo konkrétnéji alelu HLA-DRB1*15:01. Pacienti s RS, ktefi nesou
haplotyp HLA-DRB1*15:01, jsou s vétsi pravdépodobnosti Zeny a maji starsi ve€k nastupu
onemocnéni, vétsinou nad 50. let. Tento haplotyp je dale spojen s pritomnosti oligoklonalnich
past, coz jsou pasy imunoglobulina (IgG), které je mozné vidét pii analyze pacientova krevniho
séra, ziskaného z krevni plazmy nebo mozkomisniho moku. HLA-DRB1*15:01 byl spojen s RS
témet ve vSech testovanych populacich. To ukazuje na specifickou prezentaci antigenu jako na
patogenni mechanismus, 1 kdyz to pln€ nevysvétluje asociaci onemocnéni. Nejcastéji se, ale
vyskytuje v evropskych populacich jako soucéast rozSifeného haplotypu, véetné HLA-
DQA1*01:02-DQB1*06:02, a proto je obtizné rozliit primarni predispozi¢ni lokus nebo alelu.
[25, 26]

6.5. Narkolepsie

Narkolepsie je chronickd porucha spanku charakterizovana ohromujici denni ospalosti
a nahlymi zachvaty spanku. Postihuje 0,02-0,05 % celkové bé&losské populace. U lidi
s narkolepsii je Casto obtizné zistat vzhiru po dlouhou dobu, bez ohledu na okolnosti.

Narkolepsie mize zptusobit vazné naruseni kazdodenni Cinnosti. [27, 28]

Neékdy muze byt narkolepsie doprovazena nahlou ztratou svalového tonu, nazyvanou
kataplexie, ktera mize byt vyvolana silnou emoci. Narkolepsie, ke které dochazi pfi kataplexii,
se nazyva narkolepsie 1. typu (NT1). Kataplexie je ptiznak, ktery se vyskytuje, kdyz se svalové
napéti v riznych ¢astech téla nedobrovolné nahle snizi a trva od nékolika sekund do n€kolika
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minut. Obecné je indukovana smichem, zlosti a dal§imi emo¢nimi zmé€nami. Narkolepsie, ktera
se vyskytuje bez kataplexie, se nazyva narkolepsie typu 2 (NT2). Oba typy vykazuji nadmérnou
spavost béhem dne. Narkolepsie je chronicky stav, na ktery neexistuje 1ék. Léky a zména

zivotniho stylu v§ak mohou pomoci zvladnout priznaky. [27-29]

V patogenezi narkolepsie hraji klicovou roli jak genetické, tak environmentalni faktory.
Témet vSichni pacienti s NT1 nesou haplotyp HLA-DQB1*06:02 a vazbu na polymorfismy
v jinych genech, které nejsou HLA, coz muze ovlivnit imunitni regulac¢ni funkci a nékolik
infek¢nich spoustéct, coz podporuje autoimunitni patogenezi. Porucha chovani v REM spanku
(faze spanku charakteristicka rychlymi pohyby o¢i, z angl. Rapid Eye Movement) do zna¢né
miry pfispiva k no¢nimu naruSeni spanku a narkolepsie je nejCastéjsi pri¢inou sekundarni
poruchy chovani v REM spanku. Udajné postihuje 30-60 % pacienti s NT1, ale mtze byt vidét
také u NT2. [29]

Toto onemocnénti je siln€ spojeno s beélochy a Japonci s haplotypem HLA-DRB1*15:01-
DQA1*01:02-DQB1*06:02. U AfroameriCani je nemoc spojena s haplotypy HLA-
DQB1*06:02 nesoucimi rizné alely HLA-DRB1(*11:01 a *15:03), coz naznacuje, ze HLA-
DQA1 a HLA-DQBI1 hraji primarni roli v citlivosti. [28]

6.6. Revmatoidni artritida

Jedna se o chronické zanétlivé onemocnéni, které postihuje klouby. U nékterych lidi mize
tento stav poskodit celou fadu télesnych systému, vCetné kuze, o€i, plic, srdce a krevnich cév.
Ovliviiuje asi 1 % populace a je Castéj$i u zen nez u muzi. Ackoli etiologie revmatoidni
artritidy (RA) zistava nejasna, predpoklada se, Ze souhra genetiky, prostiedi a imunitniho
systému hraje pfi jejim vyvoji zasadni roli. Autoimunitni porucha nastane, kdyz imunitni
systém omylem napadne tkané€ vlastniho téla. Na rozdil od poskozeni zpisobeného
opotiebenim (osteoartrozy). RA ovliviiuje vystelku kloubt a zptsobuje bolestivé otoky, které
mohou nakonec vést k erozi kosti a deformité kloubt, viz obrazek 5. Zanét spojeny s RA je to,
co muze poskodit i dalsi Casti té€la. Zatimco nové typy 1éka dramaticky zlepsily moznosti 1éCby,

tézka RA muze stale zpusobovat télesné postizeni. [30, 31]

Vysledny zanét zesiluje vystelku membran, ktera mize nakonec zni€it chrupavku a kost
v kloubu. Slachy a vazy, které drzi kloub pohromadg, se oslabuji a protahuji se. Kloub postupné
ztraci svyj tvar a zarovnani. Historicky pozorovaci epidemiologické studie zkoumaly koufeni

jako dulezity modifikovatelny rizikovy faktor RA. [30]
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Obrazek 5: Otok kloubu [30]

Studie naptiklad naznacuji, Ze koufeni cigaret mize zvySovat oxida¢ni stres v téle diky
obsahu oxida¢nich plynt napt. volnych radikaltu a dalSich toxickych latek napf. nikotinu, které
mohou zvySovat riziko RA prostfednictvim narusenych antioxidacnich systémt. Kromé toho
muze chronické koufeni neptiznivé ovlivnit vrozenou a adaptivni imunitni odpovéd a vyvolat
razné morfologické, fyziologické, biochemické a enzymatické zmény, které vedou k narusené
antibakteridlni obran¢, buné¢né regulacni aktivité a zanétlivym reakcim, které mohou prispét

k rozvoji RA. [31]

Déle se ptredpokladalo, ze koufeni by mohlo interagovat s HLA-DR sdilenymi
epitopovymi geny a vyvolat imunitni reakce omezené HLA-DR na autoantigeny modifikované
citrulinaci. Ac¢koli jsou tato vysvétleni biologicky vérohodna, je tieba proveést dalsi studie, aby

se objasnily zakladni mechanismy koufeni ve vyvoji RA. [31]

Nemoc RA je siln€ spojena s antigenem HLA-DR4, ktery je hlavni implikovany
geneticky faktor. VétsSina pacientd s RA exprimuje i HLA-DR1 nebo HLA-DR10. Nyni je

znamo, ze ve veét§iné piipadu je tato zvySena citlivost spojena s lokusem HLA-DRBI
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a konkrétné s pritomnosti alotypit HLA-DRB1*01:01, HLA-DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:04
nebo HLA-DRB1#04:05. [32]

6.7. Systémovy lupus erythematodes

Systémovy lupus erythematodes (SLE) neboli lupus je systémové autoimunitni
onemocnéni, ke kterému dochézi, kdyz imunitni systém téla utoci na vlastni tkdné a organy.
Zanét zpusobeny lupusem milze ovlivnit mnoho riznych télesnych systému, vcetné kloubu,
kaze, ledvin, krvinek, mozku, srdce a také i plic. SLE muaze byt také charakterizovan tvorbou
protilatek proti nuklearnim molekulam. Toto onemocnéni postihuje piedevsim mladé zeny
a vyskytuje se s ruznou frekvenci u rasovych a etnickych skupin. ACkoli ma SLE silnou
genetickou slozku, jeho vyskyt je v rodinach ojedinély a shoda je netplna, a to i mezi
dvojCaty. Tato pozorovani spole¢né naznacuji, ze etiologie SLE ma genetické

a environmentalni slozky, pfi¢emz zenské pohlavi siln€ ovliviiuje patogenezi. [33, 34]

Lupus mize byt obtizné diagnostikovatelny. Nejvyrazn€jsi znamka lupusu je vyrazka na
obliceji, kterd pripomina kiidla motyla, viz obrazek 6. Vyskytuje se v mnoha, ale ne ve vSech
piipadech lupusu. Neékteti lidé se rodi se sklonem k rozvoji lupusu, ktery mize byt vyvolan
infekcemi, ur¢itymi drogami nebo dokonce slune¢nim zatfenim. Na lupus neexistuje zadny lék.

Béhem 1é¢by se pouze kontroluji priznaky. [33]

Obrazek 6: Lupus [33]
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Geny HLA dostaly zna¢nou pozornost mezi kandidatnimi geny, které mohou byt
odpoveédné za nachylnost k SLE. Nékteré alely jsou povazovany za ochranné, zatimco jiné
zvy$uji riziko rozvoje ur€ité podminky. U jednoho ¢lovéka miize mit alela kladny vliv na jeho
zdravotni stav, ale ta sama alela u druhého ¢lovéka muze negativné ovliviiovat jeho zdravotni
stav. HLA 1. tfidy a IL tfidy pfispivaji ke zvySeni rizika SLE. Lidé s alelou HLA-DR4, HLA-
DR11 a HLA-DR14 jsou chranéni pfed touto nemoci. [35, 36]

6.8. AIDS

Jedna se o chronicky, potencialné zivot ohrozujici stav zpusobeny virem lidské
imunodeficience (HIV). PoSkozenim imunitniho systému HIV narusuje schopnost téla bojovat
s infekcemi a nemocemi. AIDS (syndrom ziskané imunodeficience) je pohlavné prenosna
nemoc, ale muze se také Sifit kontaktem s infikovanou krvi nebo z matky na dité béhem
téhotenstvi, porodu nebo kojeni. Infekce HIV je obvykle spojena s akutnim virovym
syndromem, s naslednym zmizenim pfiznaku a poté s 8 az 10 let asymptomatickym obdobim
do vzniku AIDS, které je u dospélych definovano poklesem poctu CD4 " T-bunék na méné nez

200 bunék/mm? nebo piitomnost urditych nemoci definujicich AIDS, které odrazeji zakladni

imunitni deficit. [37, 38]

Lék na HIV/AIDS neexistuje, ale léky mohou dramaticky zpomalit progresi
onemocnéni a maji schopnost snizit umrti v mnoha rozvinutych zemich. Ptiznaky HIV a AIDS
se li§i v zé&vislosti na fazi infekce. U nékterych lidi nakazenych virem HIV se béhem dvou az
Ctyf tydnd po vstupu viru do téla objevi chiipkova nemoc. Toto onemocnéni, znamé jako

primarni neboli akutni infekce HIV, ta maze trvat i n€kolik tydnua. [38]

Molekuly HLA 1. tfidy jsou pfimo zapojeny do schopnosti CD8" T-bunék rozpoznavat
a zabijet buiiky infikované virem. Infekéni choroby vedou k polymorfismu HLA 1. tiidy. HLA-
B27 a HLA-B57 maji nejvétsi dopad na zpomaleni nemoci. [37]

6.9. Sjogrenuv syndrom

Jednd se o poruchu imunitniho systému, ktera je identifikovana svymi dvéma
nej¢astéjSimi priznaky — suchyma o¢ima a suchymi usty, protoze imunitni butiky napadaji a nici
exokrinni zlazy, které produkuji slzy a sliny. Tento stav Casto doprovazi dalsi poruchy
imunitniho systému, jako je revmatoidni artritida a lupus. Spada do skupiny zanétlivych
revmatickych poruch klasifikovanych jako onemocnéni pojivové tkané. U Sjogrenova

syndromu (SS) byvaji postizeny nejprve sliznice a zlazy vylucujici vlhkost oci a Gst — cozZ ma
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za nasledek snizenou produkci slz a slin. Prestoze se SS muze vyvinout v kterémkoli véku,
vétSina lidi je v dobe diagnoézy starsi 40 let. Tento stav je mnohem Castéjsi u Zen. Lécba se
zaméfuje na zmirnéni piiznakd. Spoustéci mechanismus muze byt napiiklad infekce

konkrétnim virem nebo kmenem bakterii. [39, 40]

Pokud jde o SS, nejvyznamnéjsi geny jsou HLA II. tfidy, konkrétn€ alely HLA-DR a
HLA-DQ. Haplotyp HLA muze patrné ovlivnit zavaznost autoimunitniho onemocnéni. Tvrdilo
se, ze pacienti SS s alelou HLA-DQI nebo HLA-DQ2 maji zavazné€jSi autoimunitni
onemocnéni nez pacienti s jakoukoli jinou alelickou kombinaci na HLA-DQ a haplotyp HLA-

DR3-DQ2 byl oznacen jako mozny marker pro aktivné€$i imunitni odpoveéd’. [40]
6.10. Autoimunitni hepatitida

Jedna se o zanét jater, ke kterému dochazi, kdyz se imunitni systém téla otoCi proti
jaternim buikam. Pfesna pfi¢ina autoimunitni hepatitidy (AIH) je nejasna, ale zda se, zZe
genetické a environmentalni faktory interaguji v prub€hu Casu pfi spousténi nemoci. AIH je
relativné vzacné onemocnéni, 1 kdyz jeji vyskyt v poslednich letech vzrostl. Ovliviiuje déti
idospelé a je charakterizovana hypergamaglobulinemii, cirkulujicimi autoprotilatky

a hepatitidou na rozhrani. Zeny jsou &ast&ji postizeny nez muzi. [41, 42]

Nemoc AIH je velmi heterogenni onemocnéni s fadou klinickych projeva, od
asymptomatickych biochemickych abnormalit jater po akutni zdvaznou hepatitidu nebo
dokonce akutni selhani jater. Rozdil mezi zdravymi a poskozenymi jatry lze vidét na obrazku
7. NeléCena autoimunitni hepatitida muze vést k cirhoze, a nakonec k selhani jater. Kdyz je
vSak diagnostikovana a 1éCena brzy, muze byt AIH Casto kontrolovana Iéky, které potlacu;ji
imunitni systém. Transplantace jater muze byt alternativou, pokud AIH nereaguje na 1é¢bu 1éky

nebo v pripade pokrocilého onemocnéni jater. [41, 42]

ATH

Obrazek 7: Srovnani zdravych jater a jater pti AIH. [43]
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Autoimunitni hepatitida typu 1 (AIHT1) je nejCastéjsi typ onemocnéni. Mize se
vyskytnout v kazdém veéku. Priblizn€ polovina lidi s AIHT1 m4 jiné autoimunitni poruchy, jako
je celiakie, revmatoidni artritida nebo ulcerézni kolitida. Autoimunitni hepatitida typu 2
(AIHT2) se nejcastéjsi vyskytuje u déti a mladych lidi, aCkoli se muZze vyskytnout i
u dospélych. Tento typ autoimunitni hepatitidy muize doprovazet jina autoimunitni

onemocnéni. [41]

Geneticka citlivost na AIH je siln€ spojena s alelou HLA-DRB1. HLA-DRB1*13 mize
byt alelou vnimavosti na vyskyt autoimunitni hepatitidy. HLA-DRB1*07 a HLA-DRB1*15
mohou byt alely vnimavosti na vyskyt ATHT1. [44]
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7. TYPYZACE HLA SYSTEMU

Jedna se o genetické testy, které se vyuzivaji k identifikaci urcitych individualnich variaci
imunitniho systému Cloveéka. Tento proces je rozhodujici pro urceni, ktefi lidé mohou bezpecné
darovat kostni dfen, pupecnikovou krev nebo organ Cloveku, ktery potfebuje transplantaci.
Existuyje mnoho rdznych zdravotnich stavd, které mohou vyzadovat [écbu
transplantaci. Napiiklad razné typy rakoviny krve a genetické poruchy krve. Vzorky jsou
odebirany bud’ z kostni dfeng, nebo z periferni krve. Jedna se naptiklad o l1écbu srpkovitych

chorob. [45, 46]

Pevna transplantace organi muZze byt nezbytna pro vSechny zasadni organy, které jsou
jakymkoliv zptsobem poskozeny. K tomu muze dojit traumatem, infekci, autoimunitnim
onemocnénim, genetickym onemocnénim, toxiny nebo mnoha dalSimi chorobnymi
procesy. Stanoveni HLA molekul se tedy vyuziva v transplanta¢ni imunologii, ale mizeme ji

také pouzit v kriminalistice. [45, 46]
HLA antigeny u Clovéka Ize zjistit dvéma postupy:

e sérologickou metodou — k identifikaci dané HLA molekuly

e molekularné genetickou metodou — k uréeni HLA alely na urovni nukleové kyseliny

[45]

7.1.  Sérologické metody

V rutinni typizaci HLA pro transplantaci organt se stale pouziva sérologicka metoda jako
standard, 1 kdyz stale Castéji se pouzivaji molekularni techniky. Tyhle metody maji za ukol
rozli§it molekuly HLA 1. tfidy a II. tfidy, a to na zaklad¢ antigennich rozdilt, které jsou
podminény aminokyselinovym slozenim polymorfnich ¢asti molekul HLA. Jsou vyuzivany
typizaCni séra, ktera se ziskavaji z krve matky po porodu, ktera mad minimalne dvé déti.
Podminkou je, ze dit¢ zdédi HLA molekuly po svém otci. Imunitni systém matky, zacne
vytvaret protilatky, coz vykazuje, ze zareaguje na odlisné HLA molekuly. U 20 % zen se po
opakovanych tehotenstvich vyskytuji HLA protilatky trvale, jedné se o protilatky IgG. Dalsi

moznost ziskani protilatek je transfuze, jak uz bylo zminéno. [45, 47]

Typizace je provadéna lymfocytotoxickym testem. Urcuji se HLA antigeny, které jsou
pfitomné na vySetfovanych lymfocytech. Metody se provadi na tzv. Terasakiho destickach, na

kterych jsou nakapany typizacni séra, ktera tvoti testovaci panel, ve kterém jsou protilatky proti
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HLA antigenim. K séru v desti¢kach se pfidaji lymfocyty testovaného jedince. Pokud odpovida
specificka protilatka HLA antigenu, ktery je na povrchu buriky, dojde pii inkubaci ke spojeni.

Pokud ne, k vazb¢ nedojde. K reakci se pridava komplement, aby Sla vazba 1épe vidét. [9, 45].

Vysledek se pozoruje pod fluorescenénim mikroskopem. Pokud dojde k lyze bunék
s navazanymi protilatkami po piidani komplementu, reakce je pozitivni. Pokud se butky

s protilatkami nespojili, mluvime o negativni reakci. Buriky zistavaji neporusené. [45]

Hlavni nevyhodou sérologickych metod je vysoka pravdépodobnost nepiesnosti, protoze
né¢které antigeny urcitého lokusu jsou schopny tvofit tzv. kiizove reagujici skupiny. To
znamena, ze napiiklad HLA-B7 reaguje na sérum anti-B27, ale i na anti-B22 a anti-B40.
Sérologické testovani je slozité i u nddorovych buné€k, proto se vyuzivaji radeji molekularne

genetické metody. [47]
7.2.  Molekularné genetické metody
7.2.1. Metoda PCR

Jednd se o metodu, kterd je Siroce pouzivand v molekularni biologii. Umoziiuje
rychle vytvorfit miliony az miliardy kopii specifického vzorku DNA, coz védcim umoziuje
odebrat velmi maly vzorek DNA. PCR se obecné pouziva k diagnostice nemoci, identifikaci
bakterii a virti, v kriminalistice u trestnych ¢ind. Identifikace alel probiha vzdy v misté HLA
genu, které je nejvice polymorfni, jedna se o oblast zodpovédnou za vazbu peptidového
fragmentu. VétSina metod PCR se spoléhd na termalni cyklovani. To vystavuje reaktanty
opakovanym cyklim zahfivani a ochlazovani, aby umoznily rizné reakce zavislé na teplot€.

Konkrétn€ DNA taveni a replikaci DNA fizenou enzymy. [45, 48]

K reakci jsou potieba predevsim specifické primery, coz jsou kratké kousky DNA, které
jsou vyrobeny v laboratofi. Protoze jsou vytvofeny pro danou reakci, mohou mit primery
sekvenci nukleotidd, ktera je zrovna potieba. Jsou také nezbytné, protoze DNA polymeraza se

nemuze pripojit na zadné staré misto. Pfida se pouze na existujici kousek DNA. [48]

Dale je k reakci potfeba DNA polymeraza. Jedna se o pfirozen¢ se vyskytujici komplex
proteind, jejichz funkci je kopirovani DNA bunék pred tim, nez se rozdéli na dvé. Kdyz
molekula DNA polymerazy narazi do primeru, ktery je sparovan s bazi s delsim kouskem DNA,
ptipoji se ke konci primeru a za¢ne piidavat nukleotidy. DNA polymeréza se v lidském téle
rozklada pfti teplotach pod 95 °C, coz je teplota nezbytna k oddé€leni dvou komplementéarnich

fetézci DNA ve zkumavce. [48]
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Dalsi dulezitou slozkou u metody PCR jsou deoxyribonukleotidy, které tvoii smés Ctyt
typu nukleotidi — deoxyadenozintrifosfat, deoxytymidintrifosfat, deoxyguanozintrifosfat
a deoxycytozintrifostat. Nukleotidy jsou stavebni kameny, z nichz jsou molekuly DNA
vyrobeny. DNA polymeraza zachycuje nukleotidy, které se vznaseji v kapaliné kolem ni

a pripojuji je na konec primeru. [48]
Existuji tfi hlavni faze PCR:

e denaturace — vysledkem jsou dva jednotlivé fetézce DNA, které budou puasobit

jako Sablony pro vyrobu novych fetézci DNA.

e zihani — béhem této faze se reakce ochladi na 50 az 65 °C. To umoziiuje primerum
ptipojit se na konkrétni misto na jedno vlaknové templatové DNA pomoci

vodikové vazby.

e prodlouzeni — béhem tohoto posledniho kroku se teplo zvysi na 72 °C, aby se nova
DNA mohla vyrobit specialnim enzymem polymerazy Taq DNA, ktery ptidava
baze DNA. Vysledkem je obrovské mnozstvi kopii specifického segmentu DNA

vytvotenych v relativng kratkém Casovém obdobi. [49]

Tato tfi stadia se opakuji 20-40x. Pokazdé se zdvojnasobi pocet kopii DNA. Féze lze
vidét na obrazku 8. U ne&kterych vysokorychlostnich stroji mize byt uplna reakce PCR
provedena za nékolik hodin nebo dokonce mén€ nez za hodinu. Po dokonceni PCR lze ke
kontrole mnozstvi a velikosti produkovanych fragmentt DNA pouzit metodu zvanou

elektroforéza. [49]

[— 1 R
= =
I primer
I
Dvousroubovice —— i h
DNA
Faze Faze Faze ‘
denaturaéni Zihani prodlouZeni
94-95°C 50-56 °C 72 2

Obrazek 8: Ilustrace znazornujici hlavni kroky PCR. [49]
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7.2.2. PCR se sekvencné specifickymi primery

Technika PCR se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP) se poprvé objevila na
pocatku 90. let. Metoda slouzi ke zjisténi konkrétni HLA oblasti — HLA-A, HLA-B, HLA-
DRBI1 a HLA-DQBI, viz obrazek 9. U této metody je pouzivaji parové primery. K PCR reakci
dojde, pokud jsou primery zcela komplementarni k dané DNA sekvenci. Pouzitim elektroforézy
v agarozovém gelu, je zpusobeno rozdéleni DNA fragmentt. Poté se pfida se fluorescencni

barvivo. Reakci je mozné sledovat pod UV zafenim. [47, 50]

Obrazek 9: Pasovy vzorek pozitivnich vzork pro HLA-DRB1*15:01 pomoci PCR-

SSP v agar6zovém gelu se standardizovanou smési. [51]

Pozitivni reakci lze poznat podle svitictho prouzku. Identifikovat alely mizeme
z kombinace pouzitych primerd. Techniky PCR-SSP jsou Siroce vyuzivany pro genotypizaci
SNP (jedna se o méfeni genetickych variaci jednonukleotidovych polymorfismi, a to mezi
Cleny daného druhu). Navic je typizace PCR-SSP vhodnad pro haplotypovani sousednich
jednonukleotidovych polymorfismi. Kromé toho lze pfitomnost dvou alel na jednom
chromozomu prokézat, kdyz se dvé vhodné alely a specifické primery kombinuji v jediné reakci

PCR. [47, 50]

Vysledek genotypizace je vyhodnocen na zakladé pfitomnosti nebo nepfitomnosti
produktu PCR specifického pro alelu. Tato metoda je mnohem méné finan¢né narocnd nez
tradi¢ni analytické metody, jako je prutokova cytometrie, coZz umozni ziskat experimentalni
vysledky v kratkodobém horizontu. [47, 50]

33


https://cs.qwe.wiki/wiki/Single_nucleotide_polymorphism

7.2.3. PCR se sekvencné specifickymi oligonukleotidy

Jedna se o metodu, kterd ma vyhody vysokeé specificity, citlivosti a nizké velikosti vzorku.
Vyuziva izotopovych nebo neradioaktivné znacenych sond k hybridizaci cilového fragmentu
z amplifikace PCR, pficemz se rozhoduje o individudlnim genotypu na zakladé pozitivnich
skvrn. Pouziva se jeden par primert, aby doslo k amplifikaci, tedy k zesileni a zvétSeni dané
asti lokusu. RozliSeni alel probihd reverzni hybridizaci se sekvenéné specifickymi DNA
oligosondami. Pracovni postup této metody je znazornén na obrazku 10. Sonda s vazbou
produktu amplifikace je zvyraznéna fluorescenci, enzymatickou reakci anebo radioizotopem.

[52, 53]

~r— Extrakce Amplifikace
=k DNA PCR
Hybridizace Shér dat Analvza Interpretace

Obrazek 10: Pracovni postup PCR se sekvencné specifickymi oligonukleotidy. [53]

Prvni aplikace PCR se sekven¢né specifickymi oligonukleotidy, co se ty¢e HLA molekul,
byly zahajeny s HLA-DQA1, nésledovala L. tfida a dalsi specifické vlastnosti I1. tfidy. Typizace
této metody kombinuje schopnost definovat HL A specificitu analyzou odpovidajicich sekvenci
DNA, s moznosti studovat velké populace normalnich a postizenych jedinci. Je potiebna
k charakterizaci lokusit MHC spojenych s nachylnosti k autoimunitnim onemocnénim, jako je

revmatoidni artritida, diabetes mellitus typu I, celiakie. [52, 53]
7.2.4. Sekvenovani HLA alel

Metoda slouzi k identifikaci novych HLA alel a k ur€eni poradi nukleotidii. Vyuzivaji
dideoxyribonukleotidy (ddNTP), které jsou znacené fluorochromem. DAINTP zastavi dalsi
mnozeni po navazani na dany asek DNA. Vznikaji fragmenty DNA, které jsou ruzné dlouhé
a vzdy jsou zakonCeny ddNTP. Na gelové koloné se na zaklade své délky fragmenty rozdéli.
Pomoci laseru lze sledovat fluorescenci. Schéma typizace HLA zalozené na sekvenovani lze

vidét na obrazku 11. [47]
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Obrazek 11: Typizace HLA zalozené na sekvenovani. [54]

Metoda byla puvodné vyvinuta jako metoda rucniho sekvenovani. Pozdé&ji byla
aplikovana na alely 1. tfidy. Jeji prednosti je zavedeni barvivem znaenych primeru
a fluorescencniho automatizovaného sekvenovani. To vyrazné zlepSilo presnost. Sekvenovani
HLA alel je jedina technika, ktera pfimo detekuje nukleotidovou sekvenci alely, takze ji lze
presn¢ prifadit. Vyzaduje velmi drahé vybaveni a slozité laboratorni metody, aby bylo dosazeno

jasnych vysledku typizace HLA s vysokym rozliSenim. [54]
7.2.5. Metoda mikrocipu

Jedna se o revolucni postup v genotypizaci HLA. Principem této metody je sméstnat na
plose tzv. mikroCipu o velikosti 1x1 cm oligonukleotidové sondy az v fadech tisictu. Mikrocip

se navaze k DNA a dojde k hybridizaci, ktera je hodnocena pomoci specifickych analyzatort.
[9]

Zatizeni PCR na bazi mikroCipu byla realizovana pomoci riznych kombinaci kfemiku,
skla anebo plastd. Silikonové a plastové povrchy mohou byt pasivovany
silanizaci. S povrchovou pasivaci muze byt PCR provadéna efektivné a ekonomicky
v Cipovych mikro reaktorech. Snizena tepelna hmotnost mikroCipli umoziiuje extrémne rychlé

zvySovani teploty. [55]

Technologie mikro¢ipti muze také hrat dulezitou roli v detekci patogent nebo infek¢nich

chorob. V laboratofich tato metoda neni moc vyuzivana. [9, 56]
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7.2.6. HLA typizace prutokovym analyzatorem (Luminex)

Zakladnim principem technologie Luminex je schopnost méfit vice analytd soucasné
v jedné reakéni jamce. Molekularni reakce probihaji na povrchu plastovych mikrokulicek
nazyvané fluorochromy. Jsou barevné odlisné a pomahaji ke spojeni s DNA sondou, ktera je
urcena k zachyceni cilovych molekul anebo k zachyceni s protilatkou. Pti pouziti této metody
je mozné vytvorit vice nez 100 riznych sad mikroc¢astic. Nejdiive probiha amplifikace DNA
a poté hybridizace s DNA sondami, které jsou navazany na mikrocastice. Kazda mikrocastice
vykazuje fluorescencni signaly, které se snimaji v pritokovém analyzatoru na laserovych
paprscich. Jeden laser excituje barvy uvnitt mikrocastic, aby zjistil, ktera mikrocastice se prave
¢te. Druhy laser excituje barvu na povrchu mikroc¢astic. Nakonec jsou data zpracovana

a vyhodnocena. Schéma metody je zndzornéno na obrazku 12. [9, 57]
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PURIFIKOVANE gﬁmgif - . SEKUNDARNI ;
HLA ANTIGENYZ  jppN = PRITOMNA ANTI PROTILATKA SPECIFICKA | PRV LASER
DARCOVSKYCH J]i-DhOT\Lr? . HLA IgG PRO IgG KONJUGOVANA
BUNEK it PROTILATKA R FYKOERYTHRINEM
B! MIKROCASTICE L
2 0 o=
? CAD ’ CAD (CA3) (A3
> > B > |
(8D |NEBO| WKAD ¢ G & 8D
3 B
S B & R
CD, CAD BD C,
;e ) 2D mad
@@ | @ & &
5.2 MIKROC A DETEKCE LUMINEXU
NOKRGELSTICR MIKROCASTICE + TV

SERUM PACIENTA

Obrazek 12: Screening HL A protilatek pomoci technologie Luminex. [57]

Technologie screeningu protilatek HLA na Luminexu je Siroce rozsifena v laboratofich
pridruzenych k transplantaci ledvin a umoziiuje jak screening, tak identifikaci protilatek
s vysokou citlivosti a specificitou. Technologie Luminex pro analyzy histokompatibility
obecné poskytuje rychlé zpracovani vzorkll v 96 jamkovém formatu v kombinaci s omezenou
technickou slozitosti, coz znamena vysokou efektivitu nakladi. Zejména doba trvani zkousky
a naklady na pofizeni stroju jsou vyrazn€ niz$i ve srovnani se stanovenim strategie typizace
HLA. Spolecnosti poskytujici testy na testovani histokompatibility pro Luminex navic nabizeji
celou fadu testli pokryvajicich riizné HLA lokusy a urovné rozliSeni pro genotypizaci a rovnéz

pro diagnostiku protilatek. [57]
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8. VYZNAM HLA V TRANSPLANTACNI MEDICINE

Jak uz je v bakalarské praci uvedeno, molekuly HLA hraji dialezitou roli v transplanta¢ni
imunologii. Z typizace HLA je mozné posoudit pii transplantaci imunitni kompatibilitu mezi

darcem a prijemcem. [58]
8.1.  Transplantace

Jedna se terapeuticky zakrok, pii kterém dochazi k nahrazeni nefunk¢ni tkané€ prijemce,
piislusnou zdravou tkani nebo organem darce. Transplantace organu je jednim z nejvétSich
terapeutickych uspécha 20. stoleti. Primarni funkci imunitniho systému je ochrana hostitele
pred infek¢nimi mikroby v jeho prostiedi. Tento systém se vyvijel po miliony let v reakci na
koexistenci s mikroorganismy. Systém lze v zasad¢ rozd¢lit na dvé slozky, vrozenou a adaptivni
imunitu. Pfi transplantaci organu je ziskana neboli adaptivni imunita povazovana za hlavni
reakci na transplantovanou tkan, protoze hlavnim cilem imunitni odpovédi jsou molekuly MHC

exprimovang¢ na povrchu darcovskych bunék. [58, 59]

Vrozena imunita nebo také nazyvana pfirozend imunita, oznacuje nespecifickou
odpoved, ktera zahrnuje nabor riznych slozek imunitniho systému, jako jsou makrofagy,
neutrofily, cytokiny, n€kolik bunécnych receptort, komplementové slozky a antimikrobialni
peptidy. Tato imunita je fylogeneticky star§i ve srovnani s adaptivni imunitou. Hlavnimi
efektory adaptivni imunity jsou T-buriky a B-butiky. T-butiky rozpoznavaji antigen ve forme
peptidu navazaného na MHC. B-buiiky maji imunoglobulinové receptory, které rozpoznavaji
antigenni Casti urCenych molekul. Vrozena a adaptivni imunita, jsou zce propojeny a mély by

byt povazovany za dopliikové a spolupracujici. [59]

Kdyz je provadéna transplantace, molekuly HLA od darce jsou rozpoznavany imunitnim
systémem prijemce vyvolavajici aloimunni odpoveéd’. Ukazalo se, Zze shoda darce a pfijemce

pro MHC antigeny mé vyznamny pozitivni U€inek na pfijeti stépu. [59]
8.1.1. Autologni transplantace

Jedna se o tzv. pfenos tkané nebo organu v ramci jednoho pacienta. Autologni
transplantace je nazyvana i jako autotransplantace. Pti této transplantaci se shromazduji vlastni
kmenové bunky tvotici krev. Poté se Cloveék 1é¢i vysokymi davkami chemoterapie. Lécba
vysokymi davkami ni¢i rakovinné burky, ale zbavuje se i bun¢k produkujicich krev, které

zustavaji v kostni dieni. Poté se shromazdéné kmenové bunky vlozi zpét do krevniho feciste,
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coz umoziiuje kostni dfeni produkovat nové krvinky. Lékati obvykle pridavaji shroméazdeéné
kmenové bunky do krevniho feCiSté pacienta stejnym zpusobem, jakym provadé€ji krevni
transfuzi. V nasledujicich dnech a tydnech se transplantované kmenové butiky presunou do
kostni dfené v kostech. Tam postupné za¢nou produkovat nové krvinky. Lidé, kteti pred
transplantaci podstoupili vysoké davky chemoterapie nebo radioterapie, mohou mit kratkodobé
nebo dlouhodobé komplikace, dokud se jejich produkce krvinek nevrati k normalu. Tyto
komplikace mohou zahrnovat infekci, krvaceni, anémii atd. Dosud neni zndmo, zda molekuly

HLA mohou slouzit jako markery vysledku v autolognich transplantacich. [9, 60, 61]
8.1.2. Alogenni transplantace

Pii alogenni transplantaci jsou kmenové buiiky odebirany od vhodného déarce
a transplantovany do pacienta k potlaceni onemocnéni a obnoveni imunitniho systému pacienta.
Hledani vhodného darce je klicem napiiklad k usp&sné transplantaci alogennich kmenovych
bunék. Darcem je Casto bratr, sestra nebo jiny piibuzny. V mnoha piipadech se registry darcu
pouzivaji k nalezeni vhodné shody pomoci typizace tkani. Tkanova typizace pouziva HLA
molekuly, které se nachazeji na bilych krvinkach a tkénich, aby ur€ily, zda jsou kmenové butiky
darce spravné shody. Porovnavaji se pomoci HLA testu krev a tkan pacienta s krevnimi vzorky
darce. HLA molekuly funguji jako transplantani antigeny a jako markery ve spojeni
s chorobami. Rozdil v lokusech HLA-A, HLA-B a HLA-DR v alogennich transplantacich
kmenovych bunék ma za nasledek zvySeny vyskyt onemocnéni Stépu proti hostiteli, odmitnuti

Stépu a snizeni preziti. [9, 61, 62]

Kromé pouziti kmenovych bunék z cirkulujici krve darce, mohou byt pouzity také
kmenové bunky z pupeCnikové krve (transplantace pupeCnikové krve). Kmenové buriky
v pupecnikové krvi jsou méné zralé, coz znamena, ze maji potencial diferencovat se na rizné
typy bunék. A protoze buiky jsou pfi narozeni zmrazené, vyhybaji se poSkozeni Zivotniho
prostiedi a starnuti. Transplantace pupeCnikové krve, proto obvykle nevyzaduji extrémné

kompatibilni typ tkan€ a mohou pomoci snizit riziko komplikaci. [62]

Transplantace obnovuje dodavku normalnich buné¢k, které byly zni¢eny intenzivnimi
terapiemi. V nékterych pripadech lze pouzit minitransplantaci. Jednd se o alogenni
transplantaci, ktera pred transplantaci pouziva nizsi, méné toxické davky chemoterapie anebo
celkové ozarovani téla. To potlaCuje imunitni systém pacienta, aby se zabranilo odmitnuti

transplantatu. [62, 63]
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Alogenni transplantace kmenovych bunék také nese riziko komplikace znamé jako
onemocnéni §t&pu proti hostiteli, coZ je stav, kdy darované butiky napadaji tkang. Cim mensi je

shoda typu tkan€ mezi pacientem a darcem, tim vétsi je riziko. [62]
8.1.3. Dalsi typy transplantaci

Jedna se o transplantace, které jsou méné pouzivané. Naptiklad o syngenni transplantaci,
coz je definovana jako prenos tkan€ nebo organu mezi jednovaje¢nymi dvojcaty. Dale se muze
vyuzit xenogenni transplantace neboli xenotransplantace. Zde se jednd o prenos tkdné nebo
organu mezi dvéma jedinci rizného zivoci§ného druhu. Tahle transplantace je velmi vzacna.

Mezi méné pouzivané muzeme zatadit i implantaci, coz je transplantace umélé tkané. [9]
8.2. Transplantace kostni diené

Transplantace kostni den€ je proces, kdy se do téla vnasi zdravé kmenové buriky tvofici
krev a nahrazuji poskozenou nebo nemocnou kostni dfeni. Transplantaci kostni dien¢ tedy
muzeme nazvat i jako transplantaci kmenovych bunék. Transplantace se provadi, kdyz kostni
dreni prestane fungovat a neprodukuje dostatek zdravych krvinek. Transplantace muze byt

provedena autologné nebo alogenné. [64]

Transplantace kostni dfené muze pomoci lidem s fadou jak rakovinnych (malignich), tak
nerakovinnych (benignich) nemoci, vCetn¢ akutni leukémie, aplastické anémie, poruse
plazmatickych bun¢k atd. Transplantace kostni dien€ predstavuje Cetnad rizika. Nékteri lidé mayji
minimalni problémy, zatimco jini mohou mit vazné komplikace, které vyzaduji 1éE€bu nebo
hospitalizaci. Komplikace n€kdy ohrozuji i zivot. Konkrétni rizika zavisi na mnoha faktorech
— vCetné nemoci nebo stavu, ktery zpusobil, ze potiebuje Clove€k transplantaci, dale typu
transplantace a véku a celkovém zdravi. Mozné komplikace zahrnuji naptiklad onemocnéni
Stépu proti hostiteli (pouze u alogenni transplantace), poskozeni organt, infekci, neplodnost.

[64]

V poslednim desetileti doslo k vyznamnému vyvoji v technologiich typizace HLA
a v dostupnosti vyslednych udaji z velkych multicentrickych studii hodnoticich rostouci pocet
zdroji kmenovych bunék. Spole¢né tyto pokroky poskytuji voditko pro zvazeni pifi vyvoji
protokolu klinického hodnoceni, aby se zajistila zobecnéni vysledkd na uroven standardni péce.
Jak uz bylo zminéno, aby se dosahlo nejvice identickym HL A molekuldm, je nejvhodné&jsi darce
sourozenec. Pokud je to mozné, mely by byt pfitazeny familiarni haplotypy, aby se stanovila

predpokladana shoda s vysokym rozliSenim mezi darcem a pfijemcem. [65]
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Vybér darct pro transplantaci kmenové bunky, zahrnuje peclivé posouzeni dostupnosti
astavu lidskych darci leukocytového antigenu. VétSi zapojovani HLA molekul do
transplantace je neustdle v pohybu, protoze se meéni technologie a rozdily ve vysledcich
klinickych transplantaci. Dulezitost HLA-A, -B, -C a -DR byla dobie popsana v ruznych
studiich. Méné nez 20 % transplantaci odpovidajicich HLA-A, -B, -C, -DRB1 a -DQBI1 je také
kompatibilnich s HLA-DPB1 kvuli velmi slabé nerovnovaze vazeb mezi lokusy DR/DQ
a lokusem DP. Kromé toho nizkad frekvence nahodného péarovani HLA-DP brani piesné
analyze skutecnych nezavislych a¢inka nesouladu HLA-DP s vyjimkou pfipadu velmi velkého

poctu transplantaci. [66]
8.3. Rejekce

Rejekce neboli odmitnuti transplantatu je proces, pii kterém imunitni systém piijemce
utoCi na transplantovany orgdn nebo tkan. Imunitni systém obvykle ¢lovéka chrani pred
latkami, které mohou byt skodlivé. Radime mezi né bakterie, jedy a ndkdy rakovinné buiiky.
Tyto skodlivé latky maji proteiny zvané antigeny, které potahuji jejich povrch. Kdyz osoba
béhem transplantacni operace obdrzi organ nebo tkan od nékoho jiného, imunitni systém muze
rozpoznat, Ze je organ nebo tkai cizi. Cim vice jsou antigeny mezi darcem a piijemcem shodné,
tim mensi je pravdeépodobnost, Ze organ nebo tkan bude odmitnuta. Tkanova typizace zajistuje,
e organ nebo tkaii je co nejvice podobna tkani piijemce. Zadni dva lidé, krom& identickych

dvojc¢at, nemaji identické tkanové antigeny. [67, 68]

Cilem je zabranit imunitnimu systému v ,,utoku“ na nove transplantovany organ. Existuji
vSak nékteré vyjimky. Transplantace rohovky jsou zfidka imunitnim systémem odmitnuty,
protoZe rohovka nema krevni zasobeni. Taktéz transplantace z jednoho identického dvojCete na

druhé imunitni systém témet nikdy neodmitne. [67, 68]
Existuji tfi typy odmitnuti:

e hyperakutni rejekce — objevuje se nékolik minut po transplantaci, kdyz jsou

antigeny zcela bezkonkuren¢ni. Tkan musi byt okamzit€¢ odstranéna, aby
ptijemce nezemiel. Tento typ odmitnuti je patrny, kdyz je pfijemci podan

nespravny typ krve. Napftiklad kdyz je ¢loveéku dana krev typu A, kdyz je typ B.

e akutni rejekce — k odmitnuti muaze dojit kdykoli od prvniho tydne po

transplantaci do 3 mésict. VSichni pfijemci maji urcité mnozstvi akutniho

odmitnuti.

40


https://medlineplus.gov/ency/article/000821.htm
https://medlineplus.gov/ency/article/002224.htm

e chronickd rejekce — odmitnuti muize nastat po mnoho let od

transplantace. Neustald imunitni reakce téla na novy organ pomalu poskozuje

transplantované tkan€ nebo organy. [67]
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9. HLA PROTILATKY

HLA protilatky jsou proteiny, které mohou byt pfitomny v krvi pacienta, napiiklad po
uspésné transplantaci. Nékteri lidé si nevyvijeji HLA protilatky vibec, zatimco jini ano. Neni
jasné, pro¢ tomu tak je, ale lidé s nejvétsi pravdépodobnosti vyvinou HLA protilatky
z predchozi transfize krve nebo z krevnich desticek, z transplantace organt anebo Zeny pfi
tehotenstvi. Protilatky se mohou vysetifovat lymfocytotoxickym testem (LCT), ktery je uveden
jiz v podkapitole 7.1. Sérologické metody. Dale metodou ELISA a prautokovou cytometrii. [47,
69]

9.1. Metoda ELISA

Enzymove vazany imunosorbentovy test (ELISA) je metoda zachyceni cilového antigenu
(nebo protilatky) ve vzorcich pomoci specifické protilatky (nebo antigenu) a detekce cilové
molekuly pomoci enzymatické reakce s jeho substratem. V metodé ELISA se pouzivaji rizné
kombinace antigen-protilatka, vzdy obsahujici antigen nebo protilatku znafenou enzymem
a enzymatickd aktivita se mefi kolorimetricky. Enzymaticka aktivita je meéfena pomoci
substratu, ktery méni barvu, kdyz je modifikovan enzymem. M¢eieni absorpce svétla

vytvoren¢ho po pridani substratu se meii a prevadi na numerické hodnoty. [47, 70]
V zavislosti na kombinaci antigen-protilatka se test nazyva:

e piima ELISA — cilovy protein (nebo cilova protilatka) je imobilizovan na
povrchu mikrotitra¢nich jamek a inkubovan s enzymem znafenou protilatkou
k cilovému proteinu (nebo specifickému antigenu k cilové protilatce). Po

promyti se méfi aktivita dobie vazaného enzymu na mikrotitraéni desticce.

e nepiimad ELISA — cilovy protein je imobilizovan na povrchu mikrotitracnich

jamek a inkubovan s protilatkou proti cilovému proteinu (primarni protilatka),
nasledovanou sekundarni protilatkou proti primarni protilatce. Po promyti se
meti aktivita dobfe vazaného enzymu na mikrotitratni desticce. Prestoze
nepiima ELISA vyzaduje vice krokt nez pifima ELISA, znaCené sekundarni
protilatky jsou komercné dostupné, coz eliminuje potfebu oznaceni primarni

protilatky.

e sendvicovd ELISA — protilatka proti cilovému proteinu je imobilizovana na

povrchu mikrotitranich jamek a inkubovana nejprve s cilovym proteinem a poté
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s jinou protilatkou specifickou pro cilovy protein, ktera je znaCena enzymem. Po
promyti se mé&fi aktivita dobfe vazaného enzymu na mikrotitrani desticce.
Imobilizovana protilatka a enzymem znacena protilatka musi rozpoznavat rizné

epitopy cilového proteinu.

o konkuren¢ni ELISA — protilatka specificka pro cilovy protein je imobilizovana
na povrchu mikrotitranich jamek a inkubovana se vzorky obsahujicimi cilovy
protein a zndmé mnozstvi enzymem znaceného cilového proteinu. Po reakci se
mefi aktivita dobfe vazaného enzymu na mikrotitratni desti¢ce. Kdyz je hladina
antigenu ve vzorku vysoka, hladina antigenu znaceného enzymu vazaného na
protilatku je nizsi a barva je svétlejsi. Naopak, kdyz je nizka, hladina antigenu

znac¢en¢ho enzymu vazaného na protilatku je vyssi a barva tmavsi. [70]
9.2. Prutokova cytometrie

Jedna se o technologii, kterd rychle analyzuje jednotlivé buriky nebo Castice, kdyz
protékaji jednotlivymi nebo vice lasery, zatimco jsou suspendovany v pufrovaném solném
roztoku. Kazda Castice je analyzovana na rozptyl viditelného svétla a jeden nebo vice parametra
fluorescence. Viditelny rozptyl svétla je méfen ve dvou riznych smérech. Rozptyl svétla je
nezavisly na fluorescenci. Vzorky jsou pfipraveny pro méteni fluorescence pomoci transfekce
a exprese fluorescenCnich barveni fluorescencnimi barvivy (napt. propidium jodid) nebo

barvenim fluorescen¢né konjugovanymi protilatkami. [47, 71]

Pristroje pouzivané pro prutokovou cytometrii se vyvijely v poslednich nékolika
desetiletich. Vice laserovych systému je béznych, stejn€ jako pfistroje, které jsou navrzeny pro
specifické ucely, jako jsou systémy s 96 jamkovymi zavadé€i urCené pro analyzu kuliCek,
systémy kombinujici mikroskopii a prutokovou cytometrii a systémy, které kombinuji

hmotnostni spektrometrii a pratokovou cytometrii. [71]

Tradi¢ni pratokové cytometry se skladaji ze tfi systému: fluidika, optika
a elektronika. Fluidni systém se sklada z tekutého plasté (obvykle pufrovaného solného
roztoku), ktery je pod tlakem, aby dodaval a zaostfoval vzorek na laserové zachycovaci nebo
vySetfovaci misto, kde je vzorek analyzovan. Opticky systém se sklada z excita¢ni optiky
(lasery) a sbérné optiky (fotondsobiCové trubice nebo fotodiody), které generuji viditelné
a fluorescencni svételné signaly pouzivané k analyze vzorku. Pritokova cytometrie ma fadu

technik a aplikaci, které jsou vhodné pro vice obor studia. [71]
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10. ANTIGEN HLA-B27

Lidsky leukocytarni antigen HLA-B27 je silné spojen s vyvojem skupiny zanétlivych
artritid. Je historicky studovan jako faktor nachylnosti u spondyloartropathii a predevsim u AS.
V poslednich letech se vSak objevil jako ochranny faktor pfed n€kterymi zdvaznymi virovymi
infekcemi. To je zpusobeno vysokou kapacitou virové specifickych, HLA-B27 omezenych
CD8" T-bunék jak pro vnitini, tak pro vnéj§i faktory. Nékteré teorie naznaduji, ze patogenni
role HLA-B27 je nezavisla na imunitni funkei, naptiklad ze HLA-B27 pusobi jako receptor pro
mikroorganismy zpusobujici onemocnéni nebo je dokonce pouze genetickym markerem.
Alternativné je mozné, ze HLA-B27 sam pusobi jako zdroj antigenu, ¢imz se ziskaji peptidy,
které mohou byt prezentovany jinymi HLA molekulami. Krysy a mysi nesouci HLA-B27 jako
transgen poskytuji silny dikaz, ze HLA-B27 je pfimo =zapojen do patogeneze

onemocnéni. U téchto zvifat se mohou vyvinout nemoci podobné spondyloartropatiim. [71, 72]
10.1. Struktura a funkce

Antigen spada do L. tfidy HLA molekul a je kodovany lokusem B. Jedna se o heterodimer,
ktery obsahuje HLA-B tzv. tézky a fetézec membranového glykoproteinu. Ten je nekovalentne
vazany na lehky fetézec, ktery je nazyvan f2-mikroglobulin. Strukturu lze vidét na obrazku 13.

[71]

o2 doména

03 doména

B2 — mikroglobulin

Obrazek 13: Struktura HLA-B27. [73]
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10.2. Podtypy HLA-B27

Aminokyselinové sekvenovani HLA-B27 je znamé od roku 1985. Studie podtypt
HLA-B27 se za posledni roky velice zrychlila, diky vylepSenym metoddm genotypizace
zalozenych na DNA. HLA-B27 m4 vysoky stupeti genetického polymorfismu, se 105 znamymi
podtypy, jmenovanymi HLA-B*27:01 az HLA-B*27:106. Pro vétSinu podtypt bylo
identifikovano pfili§ malo nosi¢u k urceni, zda jsou spojeny s onemocnénim AS. U nékterych

podtyput vsak existuji dikazy o rozdilné sile spojeni s AS. [74-76]

Nejbézné€jsimi podtypy spojenymi s AS jsou HLA-B*27:05, HLA-B*27:04 a HLA-
B*27:02. Naptiklad se ukazalo, ze podtyp HLA-B*27:06 je mén¢ spojen s AS nez HLA-
B*27:04. Naptiklad u ¢inskych populaci je HLA-B*27:04 spojen s vétSim rizikem AS nez
HLA-B*27:05. Zd4 se, ze dva podtypy, HLA-B*27:06 a HLA-B*27:09, nemaji zadnou
asociaci s nemoci. Antigen je pfitomen pouze v 1,4 - 8 % obecné populace (vySsi pritomnost
muze byt v urCitych skupinach domorodych Ameri¢anti a Skandinavci). Tato mira dopadu
ovliviiuje rasové pozadi i narodni puvod. Frekvence HLA-B27 je nejnizsi u ¢ernocha, stfedni

u Asiatll a nejvyssi u bilé rasy. [74-76]

HLA-B27 neni jedinou alelou HLA-B asociovanou s AS. Asociace s HLA-B60 byla

hlasena v riznych piipadech souvisejici s timto onemocnénim. [74]
10.3. Vyskyt antigenu

Antigen HLA-B27 je protein umistény na povrchu bilych krvinek. Jak uz bylo v praci
zminéno, pfitomnost HLA-B27 mtize byt spojen i s reaktivni artritidou, ktera zpisobuje zanét
kloubl, mocové trubice, o¢i a nekdy i léze na kuzi. Dale mize byt pfitomen u juvenilni
revmatoidni artritidy a pfedni uveitidy, ktera zptusobuje otok a podrazdéni ve stiedni vrstvé oka.

[77]
10.3.1. HLA-B27 test

Test HLA-B27 se pouziva k identifikaci specifického proteinu na bilych krvinkéach, ktery
muze byt pfiznakem autoimunitniho onemocnéni. Tento test je jednim krokem v procesu

diagnostiky potencidlni autoimunitni poruchy. [71, 77]

U lidi se specifickymi ptfiznaky lze test HLA-B27 pouzit spolu s jinymi krevnimi,
mocovymi nebo zobrazovacimi testy k potvrzeni diagnoézy autoimunitniho onemocnéni. Mezi

priznaky, které by mohly piimét Iékare k objednani testu, patii bolest kloubl, ztuhlost nebo
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otok patefe, krku nebo hrudniku, zanét kloubti nebo mocové trubice doprovazeny koznimi
nalezy nebo i opakujici se zanét v oku. Lékar mize provést testy HLA antigenu, vCetné testd
na HLA-B27, kdyz pacient podstoupi transplantaci ledvin nebo kostni dien€. Tyto testy lze

pouzit k zajisténi vhodné shody mezi pacientem a darcem. [77]

Negativni test ukazuje neptfitomnost HLA-B27 v krvi. Pokud je vSak test negativni,
neznamend to, Ze Cloveék netrpi autoimunitni poruchou. Pfi kone¢né diagnéze zvazi lékar
vSechny vysledky testu spolu s ptiznaky. Nékdy lidé s autoimunitnimi poruchami nemaji HLA-
B27 na svych bilych krvinkach. Pokud je test pozitivni, znamena to, ze HLA-B27 je ptitomen
v krvi. Ackoli pozitivni vysledek muaze byt divodem k obavam, pfitomnost antigenu,
neznamend vzdy, Ze se vyvine autoimunitni porucha. Diagndza autoimunitni poruchy musi byt

provedena na zakladé ptiznaku a vysledkt vSech krevnich testa a diagnostickych vysetieni. [78]
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo predstavit HLA systém. Téma jsem si vybrala, protoze
hodné lidi nema tuseni o tom, ze HL A antigeny existuji a maji velky vliv na lidsky organismus.
V prvni ¢asti je popsana stru¢n¢ historie tohohle systému. Od vzniku z 30. let az do 90. let. Dale
jsou priblizeny jednotlivé molekuly patiici do tohoto systému. Je zde uvedeno rozdé€leni do
skupin L, II. a I1L. tfidy a mozna pravidla, podle kterych se vytvari nazvoslovi. HLA kodované
geny v hlavnim histokompatibilnim komplexu vykazuji ptsobivy stuperi polymorfismu. Je
znamo, ze se jedna o nejpolymortnéjsi geneticky systém u lidi. Biologickou ulohou molekul
HLA 1. tridy a II. tfidy je prezentovat zpracované peptidové antigeny. Velky pocet alel
v lokusech 1. a II. tfidy predstavuje vyznamny problém pro molekularni diagnostiku. Znalosti
skupin alel a specifickych alel pfitomnych u jednotlived, maji dulezité dusledky pfi

transplantacich organti a kmenovych bunék ve studiich asocia¢nich chorob.

Druha cast bakalatské prace je zaméfena na dédinost a celkové mozné choroby, které
s HL A systémem souvisi, ale jeho zdkladni mechanismy dosud nejsou zcela vysvétleny. HLA
geny jsou uzce spojeny a cely MHC je zdédén jako HLA haplotyp v Mendelové modé od
kazdého rodice. Mozné nahodné kombinace antigeni z riznych HLA lokusi na HLA
haplotypech jsou obrovské. Urita onemocnéni, zejména autoimunitni povahy, jsou spojena
s konkrétnimi typy HLA. Uroveii asociace se u jednotlivych onemocnéni li§i a obecn&
neexistuje silny soulad mezi typem HLA a nemoci. Mohou zde hrat roli i jiné genetické faktory
a faktory prostiedi. Bakalafska prace je zamétfena na celiakii, diabetes mellitus 1. typu,
ankylozujici spondylitidu, roztrousenou skler6ézu, narkolepsii, revmatoidni artritidu, systém
lupus erythematodes, AIDS, sjogreniv syndrom a v neposledni fadé je zde zminéna

1 autoimunitni hepatitida.

Ve tieti Casti je popsana typizace HLA systému, sérologické a molekularné genetické
metody, vyznam antigeni v transplantatni medicin€¢, HLA protilatky. Na zavér je prace
zameétena na antigen HLA-B27, jeho vyskyt, obecnou charakteristiku a jeho podtypy. Typizace
HLA je dulezita v protokolech transplantace organd, protoze urCuje pravdépodobnost
odmitnuti. Pouziva se k porovnavani pacientu a darca pfi transplantacich kostni difené€ nebo
pupecnikové krve. HLA protilatky jsou proteiny, které mohou byt pfitomny v krvi pacienta,
coz by mohlo interferovat s Uspéchem transplantace. Vysetiuji se pomoci metody ELISA
a prutokové cytometrie. U nékterych lidi se nevyvinou viibec. HLA-B27 je povrchovy antigen

L. tfidy kodovany lokusem B predstavuje antigenni peptidy na T-buiiky. HLA-B27 se kromé

47



svého spojeni s ankylozujici spondylitidou podili 1 na jinych typech séronegativni

spondyloartropatie, jako je reaktivni artritida.

Myslim si, ze cil prace jsem splnila. Domnivam se, Ze obsah bakalarské prace mize byt

ptinosem 1 pro dal$i studenty, ktefi se o tohle téma zajimaji.
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