Geny lokusu jsou umistnéné na kratkém ramené 6. chromozomu
A,B,C, geny kéduji MHC |.
DP, DQ, DR geny kéduji MHC II.
geny, které kéduji proteiny ucastnici se imunitni odpovedi



Stanoveni HLA fenotypu vysetrovaneho jedince -
. Dve urovne:

Historicky starsi definuje MHC
glykgprgteiny, tj molekuly HLA exprimovane na
unecnych membranach.
Novejsi cka typizace urcuje HEA
alely, tj sekvence nukleotidu kodujici HLA antigeny.
Metody molekularni genetiky -DIN\, , :
Iky, presnejsi nez metody serologicke, precizni,
rychle, nizka cena - postupne prosazeni v rutinn|
HLA typizace. Napr. v pripade serologicky urceneho
antigenu HLA-DR4 se muze pomoci DNA typizace
odhalit jednu z dvacetisesti alel, ktere serologicke
specifite DR4 odpovidajl.
V soucasnosti jiz nahradily serologickou typizaci
'y (HLA-DR, DQ,DP) a v dohledne dobe
pravdepodobne specializovane prejdou na DNA
techniky take pri typizaci . (HLA-A,B,C).



Serologicka typizace - soubor diagnostickych protilatek
(antiser), reakce s jednotlivymi HLA antigeny, popr. se
skupinami antigenu. Sestava anti-HLA protilatek (

) musi obsahovat takovy pocet protilatek, aby se mohly
jednoznacne urcit jednotlive serologicke specifity.
Tak naBF. ﬁanel olomoucké HLA laboratore k typizaci HLA I. _
tridy obsanhuje pres 50 protilatek k urceni 14 HLA-A antigenu,
pres 100 protilatek k urceni 29 HLA-B antigenu a asi 15
protilatek k urceni 10 HLA-C antigenu.
PocCet protilatek je vzdy vyssi nez Foéet antigennich specifit,
protoze nektere protilatky jsou Eo yspecificke, tj. reaguji s vice
antigennimi specifitami. Protilatky pochazeji od
aloimunizovanych darcu. Vesmes ze ser odebiranych )
matkam, u kterych doslo v dusledku opakovanych tehotenstvi
k imupizaci HLVA-antiﬁgny sveho partnera. Pri sestavovani
panelu se vyuziva take protilatek monoklonalnich.



Pacientovi se odebere 10ml vendzni krve do zkumavky
S heparinem

odeslana do laboratore k izolaci Iymfocytu zivé lymfocyty se
prikapou do 60-ti jamkovych desticek s predkapanou anti-HLA
protilatkou

V pripade shody mezi protilatkou a antigenem pritomnym na
lymfocytarni membrané se Ab na testovanou bunku navaze,
nepritomnost Ab - k vazbé nedojde.

Vazba se zviditelni pridanim do vsech jamek kralici
komplement - usmrceni pouze bunék s navazanou Ab
), ostatni bunky zustavaji intaktni ).

Pozitivni i negativni reakce hodnotime mikroskopicky po
(zviditelni zivé bunky na ukor

usmrcenych)

vzhledem k Casté polyspecifité protilatek je k vyhodnoceni

potreba zkusSenosti s reaktivitou panelovych Ab.

V nekterych laboratofich pouzivaji

k urceni jednotlivého antigenu (napf. HLA-B27) v ramci

diferencialni diagnostiky.



panelova sestava DNA diagnostik (oligonukleotidy
nebo PCR primerové pary komplementarni

k nukleotidovym sekvencim jednotlivych alel, resp.
skupin alel). Pocet pouzivanych typizacnich
ollgonukleotldu od nekolika desitek do stovek

v zavislosti na HLA-lokusu a na pozadované presnosti
rozliseni a) (vysokeé)
nebo b) zhruba odpovidajicich
serologickym specifitam (nizkeé).

pr. komercni kit fy. Dynal obsahuje 24primerovych pérﬁ

k rozliseni 44 HLA-DR alel, resp. skupin alel, oxfordska metoda

pouzivana v olomouckeé Iaboratorl k typizaci HLA I.tridy
obsahuje 103 primerovych paru.



Pacientovi se odebere 10ml krve do zkumavky s EDTA.

z krve se extrahuje DNA, jako substrat v rade PCR
reakci, z nichz kazda

- vysetfovana DNA obsahuje sekvenci
prislusné alely, Frimery se k ni navazi po celé své
delce, PCR amplifikace, vznik PCR produktu

- dana alela ve vysetrovane DNA neni
pritomna, k vazbé primeru a nasledné amplifikaci
nedojde
Pozitivni a negativni reakce se hodnoti nejcasteji
elektroforezou PCR produktu: elektroforeticky gel
obsahuje barvivo etidium-bromid, vmezereni do DNA;
PO oz?rem’ UV svétlem barvivo zviditelni svitici prouzky
na gelu.

HLA alely vysetrovaného pacienta urcime podle toho,
se kterymi PCR primery jeho DNA pozitivhé reagovala



Vyznam HLA typizace pro
transplantace

Vysetreni poskytuje podklady k vybéru optimalniho paru
darce-prijemce

A) transplantace ledvin

B) transplantace kostni drene (TDK)

transplantace ledvin
je podstatna kompatibilita v lokusech HLA-A, B, HLA-DR

(MHC 11.)
Pf. odlisnost v jediné antigenni specifite HLA-DR
negativne ovliviuje prezivani stépu



Postup:
u vSech Cekatelu, tj pacientu chronického
dialyzacniho programu je dopredu vysetren
HLA fenotyp (102 center)

2. ten je evidovan v prazskem centru na tzv
cekaci listine.

3. V sérech Cekatelu jsou kazdé 3 meésice
vySetfovany Ab proti HLA antigenum (ty se
objevuji u nemocnych Ccasto u opakovanych
transfuzi, napr. v dusledku téhotenstvi Ci
opakovane transplantace).

4. vySetrovana séra Cekatelu jsou distribuovana
do regionalnich laboratori k provedeni cross-

L match (kfizova zkouska) pfi vlastnim vybéru =5
optimalniho paru




ade vyskytu darce:

adova HLA laborator okamzite vysetri H

otyp darce a sdeli jej centru.

entrum zada fenotyp darce do pocitace k

ovedeni vybéru 50 potencialnich pfijemcu,

novujici vyberovym kriteriim:

e a)Kompatibilita v ABO systemu b)HLA
kompatibilita ¢)urgentnost indikace d)doba
cekani na transplantaci




Jména Cekatelu sdéli centrum spadové HLA laboratori, ktera
provede cross-match pfijemcu.

1.
2.

zda Cekatelé nemaiji Ab proti HLA antigenum darce

séra vybranych ¢ekatelu se inkubuiji
s lymfocyty darce, jsou —li Ab v séru pritomny, navazi se
Ag lymfocytu darce ( ), pfida se kralici
komplement - hodnoceni prezitych bunek
pozitivni vysledek krizove reakce transplantaci
kontraindikuje

. jména pozitivnich ¢ekatelu jsou nahlasena do centra a

Zze seznamu vyloucena

v konecnhem rozhodnuti se zohlednuje vzdalenost mista
odbéru k mistu transplantace

dva definitivnhé vybrani jedinci jsou uvedomeni a
prevezeni do transplantacnich center.



V CR je sou ¢asné 7 transplantaénich
center provadéjici transplantace ledvin
sdruzené v organizaci ,Cesky transplant®,
ktera provadi i jiné transplantace.

Transplantaéni centrum
pfi Uralogické klinice Fakultn
nemocnice Hradee Krilové

Transplantaéni centrum |
Fakultni nemocnice
W Plzni

Transplantaéni centrum
Fakultni nemocnice
Ostrava

Transplantaéni centrum
Fakultni nemocnics
Olomouc

Fakultni nemocnice institut klinické a a transplantaéni chirurgie

Transplantaéni centrum Transplantaéni centrum, Centrum kardiovaskuldrni
v Motole experimentdlni mediciny Brno




TDK je indikovdna u stavu
pri terapii primarnich poruch kostni
drene (pFi téék{/ch imunodeficitech)

S pnmarne nebo sekundarne porusenou
funkci kostni difené (u pacientu s malignitami-
lymfomy, akutni leukémie, néktere SO|IC|nI
nadory). Aktualni stav: 450000 pacientu

pacienti s malignitami po poskozeni
hematopoetickych bunék vyvolané
vysokodavkovanou chemoterapii

pri lécbé jinych sekundarnich poruch
kostni drené (aplasticka anémie, stavy po
ozareni)

u thesaurismos (hromadéni gangliosidu)



Darcovska dren obsahujici mnoho imunokompetentnich
bunek, je transplantovana pacientovi, jehoz IS je vazne
narusen onemocnénim. Vzdy darcovske T lymfocyty
pronikaji do prijemcova organismu, ktery neni schopen
je eliminovat a vyviji se reakce stepu proti hostiteli
{GvHD) se zavaznymi dusledky. Zasazeni organismu je tim
vybavé. Z toho duvodu se musi dodrzet co nejvySsSi stupen
kompatibility, tj shodu ve vsech HLA|. (A,B) a ll. Tridy
(DR,DQ). (idealni mezi jednovajecnymi dvoj¢aty nebo HLA
identickymi sourozenci). Hledani darce se soustreduje
nejdrive na nejblizsi pribuzné



pribuzenskeé TKD b)) nepribuzenské TKD

Z praxe pravdepodobnost vyskytu HLA
identického sourozence je 25%, nebot geny pro
vsechny HLA antigeny jsou pritomny na jedineém
6. chromozomu. Pokud nemocny nema HLA
identického sourozence transplantace probiha
s mensi pravdépodobnosti Uspéchu a) u rodicd
od haploidentickych sourozencti (jeden
HLA haplotyp je identicky, druhy odlisny).



Se uplatnuje pro vetsi cast nemocnych
Vyhledavaji se darce s identickym HLA fenotypem ve
velkém souboru dobrovolnych darcu (tzv. registru).

, (17) 60 tisic darcu. Vzhledem k velkému
polymorfismu HLA systému zfidka ( v 1/5 pfipadu) se
najdou identicti jedinci na narodni urovni.

Narodni registry se spojuji na evropskeé i svetové urovni (4
(27) milionu registr. darcu).



plna kostni dren

pluripotentni kmenove bunky
(CD34+), ktere lze ziskat z drene nebo
periferni krve vzhledem k prevence
GvHDje vyhodne transplantovat vlastni
autologni (CD34+) tj. bunky odebrane
pacientovi s malignitami jeste pred
nasazenim vysokodavkované
chemoterapie.
c zkousi se i transplantace z pupecnikove

rve.



Dalsi organovéeé transplantace

HLA kompatibilita méne vyznamna vzhledem
k minimalni expresi HLA antigenu na burfkach
téchto tkani

transplantace rohovkoveé tkané
na HLA kompatibilitu se nebere vubec ohled



Vyznam vySetreni HLA pro
diagnostiku chorob

s nékterymi onemocnénimi se vyskytuji urcité HLA
antigeny , hez v bézné populaci

lidé s urcCitymi HLA antigeny maji zvyseneé riziko
vzniku nekterych chorob

choroby, v jejichz etiologii hraje duleZitou roli
imunitni system, zejmena

choroby, u nichz zatim zadnou vyznamnejsi
etiopatogenetickou vazbu k imunitnimu systému
nezname (maniodepresivni choroba, narkolepsie
idiopaticka skolioza a dalsi)



Mechanismus vzniku:

snad souw5| se schopnosti nekterych HLA antigenu
ruzné Gdinné predkladat urdité antigeny
imunokompetentnim bunkam imunitniho systemu

V pripade asociaci chorob s HLA antigeny je rizikovym
faktorem pritomnost nekterého HLA antigenu

mezi revmatickym onemocnénim ankylozujici
spondylitidou (Bechtérevova choroba) a antigenem
HLA-B27/

Reiterdv syndrom, konjunktivitida, artritida s relativnim
rizikem 37.



Ankylozujici spondylitis
Reiterdv syndrom
Psoriatricka artritis
Revmatoidni artritis
Dermatitis herpetiformis
Pemfigus vulgaris
Myastenia gravis
Celiakie

Goodpastureuv syndrom

B27
B27
B27
DR4
DR3
DR4
B3
DR3
DR2

87
37
12

56
14

19
13



Krevni skupiny ABO a choroby

Hirszfeld, 1918: ,Existuje vztah mezi nekterymi
tezkymi chorobami a krevnimi skupinami"

Jiz v r. 1945 vyslovena hypotéza Ford, 1945:
,Nékteré genotypy jsou odolnéjsi vudi nékterym
chorobam, jiné zase mene odolné."

Jiz v prvni poloviné 60.let bylo znamo 12 tézkych
chorob, které vykazovaly spojeni s krevnimi
skupinami.

Forel a Helmbold, 1972: Lidé s jistym typem
krevni skupiny jsou bud’ odolni nebo naopak
nachylni k nékterym infekcnim chorobam: lepra,
TBC, lupus, cerné nestovice, mor apod. a

k jistym chorobam parazitarnim. Pritom je
zrejmejsi, ze lidé s krevni skupinou A jsou v jiste
nevyhodé s krevni skupinou O nebo B.



Jorensen, 1974: A sk. v porovnani s krevni skupinou 0, je
nepomerné castéji spojena s vétsSinou karcinomii,
diabetes mellitus atd. ,V souCasnych podminkach

v Evropé maji lidé s krevni skupinou 0 o 60%Veétsi
pravdépodobnost, ze se doziji 75 a vice let, nezli se
skupinou A."

Inf. choroby Vnitini choroby

mor karcinomy

Cerne nestovice diabetes mellitus

Lues infakt myokardu

TBC zlomenina kréku femuru
lepra perniciéznianémie

revmaticka horecka

onemocnéniZlucniku, ledvin

Viedova choroba dvanactniku a Zaludku

Ischemicka choroba

Asthima bronchiale

ad




Tesaurismosa — Thesaurismosis-
gangliosidoza- onemocneéni
endokrynniho systému, prilisSna
metabolizace vedouci k selhani jater,
dochazi k nahromadeéni urc. latek

dochazi k hromadéni gangliosidii GM2
(spojeni tuk-cukr) v bunkach mozku,
ukladani gangliosidlt GM3 a GM4 do CNS
je provazeno ukladanim i zvysenim
koncentrace s hromadénim
sfingomyelinu ve vnitrnich organech, ale
bez postizeni CNS, inhibi¢ni pusobeni
gangliosidl na zirné bunky.



Urcovani otcovstvi

Geneticky P- test 2450,-(3400,-)urcovani otcovstvi
na netu, posudek pro soud

Bunky sliznice dutiny ustni, izolace DNA

Test na mnozstvi a kvalitu DNA

Amplifikace DNA

Zjisténi typu alel pomoci primeru tzv. fragmentacni
analyzou

Amplifikace s 35cykly, fragmentacni analyza —DNA se
deli podle velikosti, metodou kapilarni elektroforezy
zjisténi typu alel, zn. typu polymorfizmu, pomoci
riznych druhu fluorescenénich barviv na vdzanych na
rozdélenou DNA, po ozafeni svétly ruznych vinovych
délek na ruzné typy navdazanych fluorofort dochazi k
excitaci svétla urcité barvy, ktera se prevadi na piky,
poloha piku - typ alely



