HLA SYSTEM, JEHO
STRUKTURA A
FUNKCE

HLA (Human Leukocyte Antigens ) =
Hlavni histokompatibilni system cloveka
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Struktura HLA systému

NejkomplexnéjSi a nejpolymorfnéjsi systém, kazdy Clovék nese
unikatni sestavu HLA alel, vyjimka — monozygotni dvojCata

lokalizace na kratkém raménku 6. chromozomu (4100 kb, vice nez
200 genu), geny usporadany do 3 oblasti: HLA L, I, lll. tfrida



HLA |. trida zahrnuje geny:

= -A, -B, -C: jejich produkty glykoproteiny jsou exprimovany na
povrchu vsech jadernych bunék (transplantacni, klasické)

= neklasické geny HLA-E, -F, -G (glykoproteiny - omezeny vyskyt)

HLA Il. tfida zahrnuje geny:

= —DR, -DQ, -DP : jejich produkty glykoproteiny jsou exprimovany na
povrchu tzv. antigen prezentujicich bunék

HLA lll. trida zahrnuje:

= geny koduijici strukturalné a funkéné odlisné proteiny nez HLA I. a ll. tf.

= slozky komplementu C4, C2, faktor B, 21-hydroxylasa, TNF, heat
shock protein Hsp 70



HLA nomenklatura

1.Sérologicka definice HLA antigenu

antigeny zakladni — napf. A9, A10, B51, B40, Cw3, DR2, DQ3....
antigeny splitové (subtypy) - sdileji spole¢né sérologicky definované epitopy
napf. A10— A25, 26, 34
B40— B60, 61
Cw3— Cw9, 10
DR2— DR15, 16
DQ3— DQ7, 8, 9
maximalné 2 Cislicové znaky

V r. 1987 — 10th International Histocompatibility Workshop, pfijata nomenklatura
zalozena na nasledujicich principech:

- HLA= Hlavni histokompatibilni komplex ¢lovéka

-A, B, C, DR, DQ, DP.....lokusy

- Cislo ( A1, Cw3 ) = oznacCeni specifity molekuly ( antigenu )



2. Molekularné-geneticka definice HLA alel

molekularné-geneticka nomenklatura pouziva znaky dvou a vicemistné:
uroven ,low resolution®

pr. HLA-A*02, *31, B*08, *44, C*02, *12, DRB1*04, *13, DQB1*07,
*08
uroven ,high resolution

pr. HLA-A*01:01, *02:02, B*07:01, *35:01, C*02:02, *03:03,
DRB1*04:01,*13:05, DQB1*03:04, *03:05

Nékdy vice jak 4 znaky:
C*02:02:01, *02:02:02......... alely se lisi v tiché nukleotidove substituci

na urovni DNA, ale ne v aminokyselinové sekvenci na urovni polypeptidu
(ticha mutace)

A*24:02:01:01 7. a 8. pozice — polymorfismus v nekodujici oblasti
A*24:02:01:02L , low expressed” allele
B*51:11N , hull“ allele
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Funkce HLA systemu

Hlavni fyziologickou funkci HLA molekul je predkladat cizorodé
antigeny nebo jejich fragmenty bunkam imunitniho systému,
predevsSim T lymfocytim

Tato prezentace antigenu je prvnim predpokladem pro rozvoj
imunitni reakce a tim obrany proti napadeni mikroorganismy -
primarni role imunitniho systému je rozpoznat a eliminovat
nebezpecné cizirodé agens, tzn., ze imunitni systém musi rozlisovat
mezi ,vlastnimi“ a ,cizimi“ antigeny.

HLA restrikce - bunécéné receptory T lymfocytl (TCR) rozpoznavaiji
cizorodé antigenniho peptidy navazané na molekuly HLA I. Ci Il tF.

2 zpusoby prezentace cizorodych antigenu T lymfocytiim:
» endogenni (HLA L. tF.)
» exogenni (HLAIL tF.)
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Dalsi funkce

- ochrana fetalniho allograftu

- Plod v téle matky je vlastné cizi Stép, polovina genetické vybavy
pochazi od otce.

- Klasické HLA produkty I. tfidy —A, -B, nejsou exprimovany na bunkach
trofoblastu — T lymfocyty jsou k plodu ignorantni. Naopak na
trofoblastu jsou syntetizovany molekuly HLA-G, (-E) — NK inhibice.

- Zaver: Neklasické HLA-G, (-E) molekuly hraji specialni biologickou roli
= ochrana vyvijejiciho se fetu pfed materskymi T a NK burikami, hraji
roli pri potlaCeni imunitni odpovedi matky proti plodu

- HLA molekuly jsou ligandy pro receptory NK bunéek

- HLA molekuly aktivuji nebo blokuji aktivitu NK bunék pfes aktivaéni a
inhibi¢ni receptory ( KIR-killer immunoglobuline-like receptor)

- NK bunky rozeznavaiji také neklasické HLA-E a —G molekuly

- uloha HLA molekul v transplantoloqii
- HLA molekuly jsou silné aloantigeny indukujici rejekci stépu




Exprese a distribuce HLA molekul

produkty gent HLA . tf. - nalezeny na vSech jadernych burkach

HLA geny exprimovany kodominantné — oba geny (alely) kazdého
HLA lokusu se vyjadri syntézou polypeptidoveho retezce HLA
produktu

na mladych Cervenych krvinkach — atypicky antigenni systém Bga,
Bgb, Bgc (rezidualni HLA antigeny )

plazma — solubilni HLA antigeny

produkty genu HLA Il. tf. — omezena distribuce na APC: B lymfocyty,
makrofagy, dendritické buriky, Langherhansovy buriky kizZe, nékteré
endotelialni buriky



typ bunky, tkané exprese

HLA | HLA I

BUNKY IMUNITNIHO SYSTEMU
dendritické bunky i
makrofagy St
T lymfocyty +++
B lymfocyty +++

JINE JADERNE BUNKY
neutrofilni granulocyty +++
eosinofilni granulocyty +++
epitelové bunky o
hepatocyty +
nervové bunky i,

bunky ledvin +
NEJADERNE BUNKY
trombocyty ++ -

erytrocyty - -

Tab.1.: Odlisnosti v expresi molekul HLA I. a Il. tfidy na rznych bunécnych typech
(J. Krejsek a O. Kopecky, Klinicka imunologie, str. 125, 2004)




Srovnani vlastnosti a funkce HLA|la HLAII

Charakteristika HLA | HLA I

Struktura a fetézec + B2m a a [3 retézce

Domény al,a2aa 3+ B2m al, a2 a p1, B2

Bunécna exprese témér vSechny jad.buriky APC (B buriky, dendritické
buniky,makrofagy)

Peptidy vazajici misto  uzaviené,vaze 8-9 amk otevieng, vaze 12-17amk

tvorené domeénami a1 a a2 tvofené doménami a1 a 31
Peptidy endogenni antigeny exogenni antigeny

Peptidy prezentované CD8+T bunkam CD4+T bunkam



Deédicnhost HLA systému

- genyvazané X geny volné kombinovatelné
- HLA geny jsou vazané — dédény ,en bloc” od rodicu jako haplotyp

- nékdy rekombinace ( crossing-over béhem meiotického déleni)
v HLA oblasti — vyména genetického materialu mezi homologickymi
chromozomy — vznikaji rekombinantni sestavy alel

A24
B44
DR17

ad

A2 A1 A2 A3 A24 A1 A24 A3
B7 B8 B7 B27 B44 B8 B44 B27
DR4 DR1 DR4 DR DR17 DR1 DR17 DRS8

ac
A2 A24
B7 SER I

DR4 DR17 DR4

Vznik nerekombinantnich a rekombinantnich HLA haplotypu
Obr.4: Dédicnost HLA haplotypu
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HLA a choroby

- 1967 — prvni zpravy o asociaci HLA systému s onemocnénim u Clovéka
- 1973 — objevena asociace HLA-B27 s ankylozujici spondylitidou ( m. Bechtérev )

- nasledné byly studovany stovky onemocnéni pro moznou asociaci onemocnéni
s HLA systémem, u vice nez 50ti onemocnéni byla prokazana statisticky vyznamna
asociace

Rysy HLA asociovanych chorob:

- choroby asociované s HLA antigeny jsou vétSinou nemaligni chronicka onemocneéni
- prevazné autoimunitni onemocneni
- vetSina chorob je multifaktorialnich ( geny+ environmentalni slozka)

- SpoustéCem onemocnéni Casto environmentalnim faktory (napf. mikroorganismy,
stres, ...)



Nektere priklady asociace HLA alel s chorobou:

Birdshot retinopathy -A29 RR=200
Ankylosing spondylitis -B27 81,8
(M.Bechtérev)
Narcolepsy -DQB1*06:02 100
Psoriasis vulgaris -B13, Cwb6 45 7,2
Celiac disease - DQB1*02, *03:02 13,3

- DQA1*03:01, *05
Type | diabetes mellitus - DQB1*02, *03:02 10

- DQA1*03:01, *05
Rheumatoid arthritis - DR4 4

Multiple sclerosis -DR2, -DQ6 4
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Typizace HLA antigenu

» Pro ucely transplantace nebo krevni transfuze
(trombocytove TP) - vySetreni darce i prijemce
» vySetfeni HLA znakl asociovanych s chorobami

- 1. Serologické metody

- Lymfocytotoxicky test (LCT)
- Lymfocyty inkubovany se specifickymi HLA antiséry,
po pridani komplementu dojde k prodéravéni membrany
lymfocytll s navazanou protilatkou (obarveni)
- Hodnoti se skore mikroskopicky

- 2. Molekularné-genetické metody

- Polymerazova retézova reakce (PCR)
- lzolace DNA, amplifikace DNA, detekce produktu PCR

Terasakiho deska



Transplantace

- Transplantace organova — srdce, jatra, ledviny, plice,
kombinovane Tx
- 2 typy darcu — kadaverdzni darce a darce Zijici

- Transplantace kostni dfené, perifernich kmenovych
bunek, pupecnikove krve
- Podle typu darce Tx autologni, alogenni, syngenni
- Alogenni transplantace — pfibuzenecka, nepfibuzenecka
- Registry darcu
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Registry darct kostni dfené v CR

- Cesky narodni registr darct dfené (CNRDD) - Plzen

- Cesky registr darct krvetvornych bunék (CSCR) - Praha

- Podminky pro vstup do registru:
- vék 18-35 let
- dobry zdravotni stav, zadné zavazné onemocnéni v minulosti

- ochota prekonat urcité nepohodli a ztratu Casu, spojené s jednou Ci
nékolika navstévami zdravotnického zafizeni, pfipadné s odbérem
krvetvornych bunék v zajmu zachrany Zivota druhého Clovéka.



Pozadavky na darce organu
- kadaverozni darci

= Kadaverdzni darce organu je osoba s prokazanou mozkovou smrti
pri zachovalém krevnim obéhu, s funkcnimi organy a bez pritomnosti
kontraindikace darcovstvi.

= Zakon €.285/2002 Sb. urCuje presna pravidla na uréeni mozkové
smrti a souvisejicich pfedpisu véetné pozadavku na kvalifikaci
odbornika potvrzujici mozkovou smrt.

=V CR plati pfedpokladany souhlas s darcovstvim, osoby
nesouhlasici s darcovstvim maji pravo se prihlasit do specialniho
registru osob nesouhlasicich s darcovstvim (registr NROD) .

= Pracovisté zvazujici darcovstvi musi overit, zda pacient v tomto
registru neni. Souhlas rodiny neni zakonne nutny, ale obvykle se bez
souhlasu rodiny darcovstvi neuskutecni.

= NejCastejsi darci jsou s urazy hlavy, nitrolebni krvaceni a dalsi, prvni
informaci o0 mozném darci podava osetfujici lekar do spadoveho
transplantacniho centra jesté pred ovérenim smrti mozku.

= Smrt mozku je ze zakona potvrzovana komplexem vySetreni
(angiografie-znazornéni obéhu krve kontrastni latkou, kdy se
prokaze zastava kr. obehu mozku).



Pozadavky na darce organu
- Zijici darci

pfiblizné 10% darcu predstavuji u nas zijici darci ledviny
(rodi€e, sourozenci, jini pribuzni).

(absolutni kontraindikaci pro Tx ledviny od zijiciho darce je
onemocneni ledvin, maligni nadory s moznosti metastaz,
pritomnost australského antigenu (riziko pfenosu hepatitidy
B), pozitivita na HIV a vék do 18 let. DalSi podminkou vSech
Tx ze Zzijicich darcu je vylou€eni jednani pod natlakem Ci za
uplatu)

zivy darce — kratSi doba studene ischémie, odbéer a Tx jsou
naplanované a probihaji prakticky ve stejnou dobu . Tato
skute€nost vyrazné pfispiva k vynikajicim vysledkim Tx od
Zijicich darcu i bez shody v HLA. Nutnou podminkou je
negativni cross-match (krizova zkouska) mezi darcem a

prijemcem a shoda v KS.



Protilatky proti leukocytum a trombocytum

=V imunologii leukocytu a trombocytu hraji dulezitou roli
imunoglobuliny tridy 1gG, IgM a IgA

= Antigeny leukocytu

- 1.antigeny spolecCné s erytrocytarnimi — ABO, Rh, P, MNSs, ...

- 2. antigeny specifické pro leukocyty

- specifické antigeny lymfocytu HLA antigeny
- specifické antigeny granulocytu HNA antigeny
- specifické antigeny monocytu HMA antigeny

= Antigeny trombocytl

- 1.antigeny spolecCné s erytrocytarnimi — ABO, Le, P, I, ...
- 2. HLA antigeny l.tfidy (HLA-A, -B a -Cw)
- Specifické antigeny trombocytu HPA antigeny
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Antl-HLA protilatky

- Silné imunogeny

- zpusobuji komplikace v téhotenstvi, po transfuzich a transplantacich
- Klinické syndromy zpusobené anti-HLA protilatkami:

» Febrilni nehemolyticka potransfuzni reakce — FNHTR

(teplota, tfesavka, zimnice, bolest hlavy)
= pfi¢inou mediatory a cytokiny z leukocytu uvolnéné v prubéhu zpracovani a
skladovani TP
= nékdy je pfi¢inou pfitomnost antileukocytarnich (¢asto a-HLA) protilatek v
plazmé pacienta pfi podani TP kontaminovanych leukocyty
= Snizeni vyskyty FNHTR — plosna leukodeplece TP

» Potransfuzni reakce TRALI - imunni TRALI (poskozeni plic zplisobené
transfuzi)

= a-HLA nebo antigranulocytarni protilatky v plazmé DK reaguijici proti antigenum
leukocytll pfijemce transfuze nebo antileukocytarni protilatky v plazmé
pfijemce transfuze reagujici proti antigendm leukocytl pfitomnych v TP

= aktivované leukocyty - obstrukce plicni mikrocirkulace, vznika plicni edém

= klinické projevy do 6 hodin po podani transfuze (vétSinou neprodlené po
zahajeni transfuze)
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Antl-HLA protilatky

Klinické syndromy zpusobené anti-HLA protilatkami

»Refrakterita

= refrakterita na podani trombocytovych transfuznich pfipravkl zplsobena
pritomnosti anti-HLA protilatek v séru pacienta reagujicimi s HLA
antigeny |. tfidy nachazejicich se nha membranach trombocytu darce

= vybér HLA kompatibilniho darce transfuzniho pfipravku z registru HLA
otypovanych darclt nebo zkouska kompatibility v lymfocytotoxickém testu
mezi sérem prijemce a lymfocyty darce (cross-match)

»Akutni rejekce
= odvrhnuti transplantovaného stépu

= pravdepodobnost vzniku akutni rejekce je tim vétsi, Cim vétsSi odliSnosti
v HLA systémech darce a pfijemce existuji

= Uloha non-HLA faktort
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Systém HNA (Human Neutrophil Antigens)

- Znamo 7 antigenu, které jsou usporadany do 5 HNA
systému



Klinické syndromy zpusobené anti-HNA

protilatkam

»Aloimunitni neutropenie novorozence

- zpusobena materskymi aloprotilatkami proti HNA antigenum na
neutrofilech plodu pri absenci na neutrofilech materskych

- nebo jako transplacentarni prenos protilatek od matky s
autoimunitni neutropenii

»Potransfuzni reakce TRALI a FNHTR

- Viz. vysSe

»Autoimunitni neutropenie u déti

- vyvolana antigranulocytarnimi autoprotilatkami nejCasteji proti
HNA-1a, HNA-1b, HNA-2a, HNA-4a




HPA antigeny

- Antigeny specifické pro trombocyty

- Nachazi se na glykoproteinech destickovych membran,
vétSina HPA antigenu je soucasti GPIIb/llla

- na trombocytech 6 bialelickych systému - HPA-1, HPA-2,
HPA-3, HPA-4, HPA-5, HPA-15 (33 HPA alel na 6
glykoproteinech)
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Antl-HPA protilatky

= antitrombocytarni protilatky jsou vetsinou tridy 1gG, Casto take
IgM a zridka IgA

= Vv kavkazkeé populaci je protilatka proti antigenu HPA-1a
nejcastéjsi pficinou fetomaternalni aloimunitni
trombocytopenie

= antitrombocytarni protilatky vznikajici jako odpoved
imunitniho systéemu na HPA antigen, se déli:
- aloprotilatky (po transfuzi, po transplantaci, v prabéhu téhotenstvi)

- autoprotilatky zpusobujici destrukci vlastnich trombocytu
(autoimunitni trombocytopenie, ITP)

- léky indukovana trombocytopenie (antiepileptika, analgetika,
antibiotika)



