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Lze u pacientii s AML indikovanych k nepribuzenské transplantaci
provadét v klinické praxi vybér nepribuznych darci na zakladé KIR
genotypu?

Abstrakt

Akutni myeloidni leukémie (AML) je agresivni maligni onemocnéni, kdy pro vétSinu
pacientll je jedinou kurativni 1écbou alogenni transplantace krvetvornych bunck (aloTKB).
Krom¢ reakce $té€pu proti hostiteli je zakladnim limitujicim faktorem uspésnosti transplantace
relaps onemocnéni. Podle nckolika neddvno publikovanych studii mohou byt vysledky
transplantaci u pacientii S AML krom& HLA gent ovlivnény i dal§imi, tzv. non-HLA geny.
Obzvlasté roste pocet dikazl vlivu gend KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors)
darce na ochranu pted relapsem po transplantaci. HLA a KIR geny jsou kodovany na riznych
chromozomech (HLA-6. chromozom a KIR 19. chromozom), tudiz se segreguji nezavisle a
HLA shodni darci s pfijemce maji obvykle rizné slozeni KIR genti. Cooley et al. (2010)
dolozil, Ze specifické slozeni motivii centromernich a telomernich B haplotypti KIR gent
prispiva k ochran¢ pied relapsem a zvySuje Sanci na uplné vyléceni AML. V ptipadech kdy
existuje vice HLA shodnych neptibuznych darcii (UD) by pak logicky kompozice KIR genti u
jednotlivych darcti mohla byt kritériem vybéru toho nejvhodnéjsiho, tedy toho s nejvetsim

potencidlem protekce pied relapsem.

Na zakladé¢ této studie a dalSich dat byla zahdjena geneticka typizaci KIR u potencidlnich
dérct, pokud bylo mozné volit z nékolika 10/10 nebo 9/10 HLA shodnych UD u daného
pacienta. Genotypizace byla provadéna metodikou PCR-SSP pomoci komeréné dostupnych
kitd. Byla provedena genova typizace 160 nejlépe shodnych HLA darci pro 55 vybranych
pacientd s AML. Ptitomnost KIR haplotypi A a B stejn¢ jako jejich kombinaci byla ur¢ena
z druhu a poctu gen KIR. VSechny genotypy byly zadany do kalkulatoru, ktery umoziuje
zadani az péti potencidlnich darcti a ziskani jejich pfifazeni do jedné z 3 skupin dle obsahu

KIR B. Skupiny, ,,neutralni, ,,lep$i, ,,nejlepsi“, odkazuji na ptislusnou ochranu proti relapsu.

Genova typizace KIR pfi hledani darci odhalila 43 déarct s AA haplotypy, 90 darcti s AB
haplotypy a 27 darcti s BB haplotypy. Po pfifazeni stavii pfitomnosti KIR B bylo objeveno
107 ,,neutrdlnich® darct, 35 ,lepSich* darci a 18 ,nejlepsich* darci. U 40 (~73%) pacientil
byli k dispozici darci s riznymi stavy ptitomnosti KIR B. Tito pacienti pfedstavuji skupinu

pacientl, kde by mohlo byt pouzito vybérové kritérium ptitomnosti KIR B genu u darce.



Potvrdila jsem, Ze dodate¢ny vybér HLA shodného neptibuzného darce na zakladé obsahu

KIR B gent je proveditelny. Vybér takového darce mize zlepsit transplantacni vysledky u
pacienti s AML.

Kli¢ova slova: KIR — AML — alogenni transplantace krvetvornych bunék



Isitpossible in clinicalpractice to performselectionofunfelateddonorsbases

on KIR genotypesfor AML patients?

Abstract

Acute myeloid leukemia (AML) is an aggressive malignant disease, during which is for most
of the patients only possible treatment the curative allogeneic stem cell transplantation.
Besides reaction of the graft against the host is a fundamental limiting factor of the successful
transplantation the relapse of the disease. According to several recent published studies, the
results of transplantation in patients with AML may be influenced except the HLA genes by
others so-called non - HLA genes. Especially there is mounting evidence influence of the
donors KIR genes (Killer -cell Immunoglobulin - like receptors) in protection against the
relapse after transplantation. HLA and KIR genes are coded on different chromosomes (HLA-
sixth chromosome and KIR chromosome 19), therefore are segregated independently and
HLA identical donors with recipients usually have different compositions of the KIR genes.
Cooley et al. (2010) demonstrated that the specific motifs composition of centromeric and
telomeric B haplotypes of KIR genes helps to protect against relapse and increases the
chances of complete cure AML.

In cases where there are multiple HLA identical unrelated donors (UD) then logically the
composition KIR genes by the individual donor could be a criterion in selecting the most
appropriate donor, therefore, the one with the greatest potential to protect over the relapse .
Based on this study and other data the genetic screening of KIR was started with potential
donors, if it was possible to choose from several 10/10 or 10/09 HLA identical UD for the
patient.

Genotyping was performed by PCR-SSP methodology using commercially available kits.

It was performed gene classification 160 preferably identical HLA donors for 55 selected
patients with AML. The presence of KIR haplotypes A and B as well as their combinations
was determined from the type and number of the KIR genes. All genotypes were entered into
the calculator, which allows you to enter up to five potential donors and obtain their assigned
into one of three categories according to content KIR B. Groups , "neutral™ , "better" , "best" ,
refer to the appropriate protection against relapse. KIR gene classification in the search for
donors revealed 43 donors with AA haplotypes, 90 donors with AB haplotypes and 27 donors
with BB haplotypes . After assigning state of the presence KIR B was discovered 107 "

neutral " donors , 35 "better " donors and the 18 "best " donors . At 40 (~ 73 %) patients were



available donors with the different states of the presence of KIR B. These patients represent a
group of patients where the selection criterion of the presence B KIR gene at the donor could
be used.

We confirmed that the additional selection of HLA-matched unrelated donor on the basis of
the content B of KIR genes is feasible. Selection such donor for transplantation may improve
the outcome of patients with AML.

Keywords: KIR - AML - hematopoietic stem cell transplantation
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1 UVOD

Pro vétSinu pacientti s AML je jedinou kurativni 1écbou alogenni transplantace krvetvornych
bun¢k (aloTKB). Relaps onemocnéni je kromé reakce Stépu proti hostiteli zakladnim
limitujicim faktorem uspésnosti transplantace relaps. Podle nékolika nedavno publikovanych
studii mohou byt vysledky transplantaci u pacientii S AML krom¢é HLA gent ovlivnény i
dalSimi, tzv. non-HLA geny. KIR jsou receptory na povrchu NK (natural killers) bunék. NK
schopnost rozli§it zdravé builky od bunck infikovanych virem ¢i transformovanych v
nadorové bunky a efektivné je likvidovat. HLA a KIR geny jsou kédovany na riiznych
chromozomech (HLA-6. chromozom a KIR 19. chromozom), tudiz se segreguji nezavisle a
HLA shodni darci s pifijemce maji obvykle rizné slozeni KIR geni. Bylo zjisténo, zZe
specifické slozeni motivii centromernich a telomernich B haplotypti KIR genl pfispiva
Kk ochrané pted relapsem a zvySuje Sanci na uplné vyléceni AML. V piipadech kdy existuje
vice HLA shodnych nepiibuznych darct (UD) by pak logicky kompozice KIR genii u
jednotlivych darcti mohla byt kritériem vybéru toho nejvhodnéjsiho, tedy toho s nejvétsim
potencidlem protekce pied relapsem.

Cilem této bakalaiské prace je stanovit redlnou proveditelnost vybéru dle KIR genotypu
nepiibuznych, srovnatelné HLA shodnych darcti u pacientd s AML s vice HLA shodnymi

nepiibuznymi darci. U vSech téchto darcu pro daného pacienta byla provedena genotypizace
KIR genil.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Akutni myeloidni leukémie (AML)

2.1.1 Epidemiologie AML

Akutni myeloidni leukémie (AML) je nejcastéj$im typem akutni leukemie u dospélych
pacient. Ro¢né€ je v USA diagnostikovano 12000 ptipada (Appelbaum et al, 2009). V dobé
diagnozy je median véku 69 let. Incidence AML nartista s vékem. Ve véku 40 let je AML
diagnostikovana u 1 pacienta na 100000 obyvatel za rok, ve véku nad 75 let je to jiz 15
pacientd na 100000 obyvatel za rok (Estey aDohner, 2006, 2006).

2.1.2 Etiologie a patogeneze AML

AML predstavuje klinicky, morfologicky, imunologicky a geneticky riznorodou skupinu
malignich onemocnéni, pro které je charakteristickd klondlni proliferace nezralych
krvetvornych bunc¢k. Pokud neni AML specificky 1éCena a neni touto 1é¢bou dosazeno

kompletni remise onemocnéni, mize byt v kratké dobé fatalni (Estey et al, 2006).

Etiologie AML neni zcela jasna. V literatufe bylo popsano né¢kolik rizikovych faktort pro
rozvoj AML. Mezi tyto rizikové faktory patii vék, ptitomnost pfedchoziho hematologického
onemocnéni (zejména myelodyplastického syndromu a myeloproliferativnich chorob) a
predchozi chemoterapie. Pacienti trpici hereditarnimi syndromy, které jsou spojovany s vyssi
fragilitou chromatinu (Bloomtv syndrom, Fanconiho anémie, Kostmanliv syndrom,
Wiskotiv-Aldrichiv syndrom, ataxia teleangiectasia), maji zvySené riziko vzniku AML.
Zvysena incidence AML je spojovana s Downovym syndromem (trisomie 21),
Klinefeterovym syndromem (XXY) a Patauvym syndromem (trisomie 13). Vznik AML muze
byt indikovan nékterymi viry, radiacnim zafenim, chemickymi agens (benzen, pesticidy,
herbicidy, derivaty benzenu — tricyklické uhlovodiky). V patofyziologii vzniku AML maji
zasadni vyznam genetické zmény. Jedna se pfedevsim o nékteré genetické piestavby (Soucek

etal, 2011; Ceska et al, 2010).

2.1.3 Klinické piiznaky pii AML

Klinické projevy jsou nespecifické a jsou zpisobeny nedostatkem funkénich krvinek
v krevnim obéhu. Stav nemocného se velmi rychle zhorsuje. Casto pacienti, ktefi byli pfijati
ve velmi vazném stavu, udavaji, ze pfed 2 — 3 tydny méli pocit plného zdravi.
Charakteristické ptiznaky pro AML jsou malatnost, inava a pocit vy€erpani, bledost sliznic,

dlani, nehtovych lizek i1 celé kiize (anemie), u starSich nemocnych se anemicky syndrom
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manifestuje typickymi ischemickymi bolestmi na hrudi, dale byva zvySena Cetnost infekci,
které maji Casto velmi agresivni prabéh, typické jsou zanéty v hornich cestdch dychacich,
stomatitidy, anginy, nedostatecné reagujici na ATB. Nékdy jsou pozorovany zvysené teploty
nebo horecky bez prokazatelné infekce. Velkym problémem pii nedostatku trombocyti miize
byt metroragie. Dal$imi projevy trombocytopenie je krvaceni znosu, dasni, petechie a
ekchymodzy. Muze se objevit hyperplazie dasni, kozni infiltraty a ptfiznaky poSkozeni CNS u
leukemii vychazejicich z monocytarni fady. Asi 10% pacientd s AML ma v dobé stanoveni
diagnozy pocet leukocyti nad 100x10%1, tito pacienti jsou ve zvySené miie ohrozeni
postizenim CNS, leukostazou a naslednym tumor lysis syndromem po zahdjeni 1écby.
Leukostaza se projevuje jako dusnost, bolest na hrudniku, bolest hlavy, alterace mentalniho

stavu, parézy kranialnich nervi a priapismus (Adam et al, 2008).

2.1.4 Diagnostika AML

Podezieni na AML, které vyplyva z klinickych ptiznakl, je mozné potvrdit vySetfenim
periferniho krevniho obrazu s mikroskopicky hodnocenym diferencialnim rozpoétem
leukocyt. Pokud je snizeny pocet erytrocyti a dalsi krvinek, podezfeni na akutni leukemii
zesili. Pocet leukocytt v periferni krvi neni diagnosticky, byva zvySeny, mize byt i normalni
¢1 snizeny. Pritomnost blastii v diferencidlnim krevnim obraze dosahujici > 5% celkového
po¢tu jadernych bunck svéd¢i pro diagnézu akutni leukemie. Vyzralé granulocyty se
vyskytuji méné Casto. Jestlize vySetteni periferniho krevniho obrazu jednoznaéné nepotvrdi
diagnozu akutni leukémie, je tfeba zjistit diagndézu a progndzu cytologickym vySetienim
kostni dfen¢ (>20% blastli v kostni dieni). Pro podrobné;jsi klasifikaci a urceni specifického
fenotypu ke sledovani minimalni rezidualni nemoci po dosaZeni remise je aspirat kostni dfen¢
vySetfovan pritokovou cytometrii. Prognosticky vyznam ma cytogenetické vysetieni kostni
drené, které hodnoti pocetni a strukturalni chromozomové odchylky, a molekularni genetické
vysetfeni, zajistujici screening nejéastéji se vyskytujicich genti (Soucek et al, Ceska et al,

2010, Adam et al, 2008).

2.1.5 Kilasifikace AML

Klasifikace AML je slozitd. Nejjednodussi je déleni de novo AML a AML
s myelodysplastickymi zménami. V praxi je star$i FAB klasifikace (francouzsko — americko —
britskd) nahrazovdna novou klasifikaci Svétové zdravotnické organizace (WHO). FAB
klasifikace je zaloZzena na morfologickém a cytochemickém hodnocenim blasti. WHO
klasifikace déli AML nejen podle morfologie blastl, ale zohlediiuje 1 klinickd a

imunofenotypizac¢ni kritéria, cytogenetické a molekularné — genetické zmény.
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2.1.6 Lécba a prognoza

K soucasnym standardnim moznostem 1é€by AML patii intenzivni cytostatickd 1écba, jejimz
cilem je navodit kompletni remisi onemocnéni nasledovana intenzivni konsolidacni 1é€cbou.
Konsolidaci rozumime udrzeni (konsolidovani) dosazené remise. Konsolidaci mize u
pfiznivych subtypt byt dalsi intenzivni chemoterapie nebo je Castéji indikovana alogenni
transplantace krvetvornych bunék, kterou provadime 60-80% pacienti s AML. I pftes
vyznamny pokrok v diagnostice a 1é¢bé zustava AML onemocnénim s nepfili§ piiznivou
prognoézou, kde pfi netransplantacnich lé€ebnych moznostech dlouhodobé pieziva asi 40%-
50% pacientd mladsich 60 let a asi 10% pacientt starSich 60 let (Estey a Dohner, 2006). Jak
uvedeno vyse, vétS§ina nemocnych s AML je léCena alogenni transplantaci krvetvornych
bunck, kterd zlepsi pteziti u mladSich nemocnych na cca 60-70%, u starSich na 20-30%.
Pouze 20-25% pacienti ma HLA shodného déarce v roding€, pro vétSinu nemocnych tedy
musime hledat darce v registrech nepiibuznych darc. Zde nastésti pro vétSinu z nich
nalezneme nékolik HLA kompletné¢ shodnych darct. Z téchto darct lze toho optimalniho
vybrat dle nejriznéjSich parametri (vék, pohlavi, krevni skupina), dilezitym faktorem

snizujicim riziko relapsu je pak 1 kompozice KIR genil (KIR genotyp)

2.2 KIR = killer immunoglobulin - like receptor

2.2.1 Definice a funkce KIR

Killer Immunoglobulin-like Receptors (KIR) jsou receptory na povrchu NK (natural killers)
bunék. NK buiiky jsou velké granularni lymfocyty, které patii do vrozené¢ho imunitniho
systému, u lidi NK buiiky ptedstavuji 10 — 15% lymfocytd v periferni krvi (Caligiuri, 2008).
Jsou to bunky, které reaguji rychle a efektivné likviduji pfedev§im nadorové buiiky a bunky
infikované virem (Robertson et al, 1990). Na rozdil od T a B lymfocytt nemaji antigenné
specifické receptory, a proto ziistavalo zahadou, jak rozeznavaji abnormalni buiiky (Hotejsi et
al, 2013). NK bunky maji schopnost identifikovat molekuly vlastniho MHC systému (Major
Histocompatilibity Compex), jmenovit¢ HLA 1. tfidy, které jsou normalné exprimovany
prakticky na vSech buikach v téle. Nadorové a nékteré virem napadené bunky potlacuji
expresi HLA 1. tfidy a tim se brani napadeni cytotoxickymi T lymfocyty (Restifo, 1993).
Snizena exprese HLA 1. tfidy ¢ini abnormalni bunky citlivé k cytotoxicité NK bun¢k (Karre,
1986). Molekuly HLA 1. tfidy rozpoznavaji NK builkky pomoci pozitivnich a negativnich
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receptort, které mohou inhibovat nebo naopak aktivovat NK bunky k ,,zabijeni“(Colonna,
1993). Zjednoduseny princip interakce mezi obéma typy KIR receptortt a HLA molekulou na
povrchu cilové bunky ukazuje obrazek 1 (Gasser, 2006). NK buriky neustale systematicky
zjist'uji pritomnost ¢i absenci prislusnych HLA ligand pro své KIR receptory. Pokud je HLA
molekula pfitomna, pak dojde k vazbé KIR-ligand HLA, a protoze za normalnich okolnosti
prevladaji inhibi¢ni KIR nad aktiva¢nimi, tak nedojde ke spusténi cytotoxické reakce NK
bunck. Timto zplisobem jsou ,,vlastni buiikky chranény pfed cytotoxicitou (viz Cast A a
predevs§im D na obr. 1). Jestli-Ze receptory KIR nenaleznou pfislusny ligand HLA (,,vlastni®
molekulu HLA), aktiva¢ni KIR receptory prevladnou nad inhibi¢nimi je spusténa nalezita

cytotoxicka kaskada (viz ¢ast B na obr. 1).

D Nolysis |

I'nhl:l-l.‘lrj'

G

Activating
mlnu Recepter  Activating
Ligand

Obriazek 1: Regulace odpovédi NK buiiky prostiednictvim interakce
aktivacnich/inhibi¢nich KIR receptorii a HLA molekuly. Za normalnich okolnosti
inhibi¢ni signal vZdy prevlada nad aktiva¢nim. PFevzato z Farag et al., Blood 2002,
100: s. 1937

Strucéné lze shrnout, Ze NK buiiky s potencidlem iniciovat cytotoxickou aloreakci pouzivaji
KIR receptory jako inhibi¢ni, smérem k ,,vlastnim®, zdravym buitkkam. Pokud vSak pfislusny
vlastni ligand HLA na cilové buiice chybi, pak dochazi k iniciaci cytotoxické reakce. Proces

interakce KIR/HLA a mechanismus regulace cytotoxicity NK bun¢k se jako celek nazyva
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»missing-self“ hypotéza (Gasser a Raulet, 2006). Takto je zarucena tolerance NK bun¢k k
»vlastnim® a zdravym bunkam, naopak ,cizi“ alogenni bunky, bunky s ,,down* —
regulovanym HLA ligandem (molekulou), coZ jsou typicky buiky napadené virem a

nadorové bunky, které jsou efektivné eliminovany (Farag et al, 2002).

2.2.2 Nomenklatura KIR genii

Nomenklatura KIR gent a receptorti je zalozena na struktufe molekul, které produkuji.
Vychazi respektive z poctu ,,Ig-like” domén a délky cytoplasmatického vybézku (tail) — viz
obrazek 2.

KIR2D
- - ~
Type 1 Type 2 KIR3D
. - SN et W - -~
KIRZ2DL KIR2ZDS KIR2DL KIR3DL KIR3DL KIR3IDS

l ) ! | 1 |

DO
D1
D2

KIRZDL1 KIR2DS51 KIRZDL4 KIR3DL1 KIR3DL3 KIR3DS1
KIRZDL2/3 KIR2DS2 KIRZDLSA KIR3DL2

KIR2DS3 KIR2DL5E

KIRZD 54

KIR2DS5

Obrazek 2: Nomenklatura KIR genti/receptori (pievzato z www.ebi.ac.uk/Ipd/kir)
KIR receptory maji bud’ 2 nebo 3 imunoglobulinové domény (2D nebo 3D) a bud’ dlouhy
(long-L) nebo kratky (short- S) cytoplasmaticky tsek (tail). Podle kombinace poctu téchto Ig-
like domén a pfitomnosti S nebo L cytoplasmatického vyb&zku je generovan ndzev KIR

genu/receptoru (Middleton et al 2002,Moretta et al, 2004).

2.2.3 Prehled KIR genit a jejich ligandy
Bylo popsano celkem 15 exprimovanych KIR genti a 2 KIR pseudogeny. Pehled vsech KIR

geni/receptort a jejich funkci je uveden v tabulce 1.

Z tabulky je patrné, ze sjedinou vyjimkou (KIR2DL4) jsou vsechny KIR s kratkym

cytoplasmatickym vybézkem (,,S*) aktiva¢ni a naopak ,,L.* receptory inhibi¢nimi.
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Tabulka 1: KIR geny/receptory a jejich vazebni partnefi (ligandy)

KIR gen Funkce — typ signalu HLA ligand
2DL1 Inhibi¢ni HLA-C2
2DL2 Inhibi¢ni HLA-C1
2DL3 Inhibi¢ni HLA-C1
2DL4 Aktivacni HLA-G
2DL5A Inhibi¢ni Neni zndm
2DL5B Inhibi¢ni Neni zndm
3DL1 Inhibi¢ni HLA-Bw4
3DL2 Inhibiéni HLA-A3,Al1l
3DL3 Neni znamo Neni znam
2DS1 Aktivacni HLA-C2
2DS2 Aktivacni HLA-C1
2DS3 Aktivaéni Neni zndm
2DS4 Aktivaéni Neni zndm
2DS5 Aktivaéni Neni zndm
3DS1 Aktivacni HLA-Bw4?
2DP1, 3DP1 Pseudogeny, neexprimovany

Vazebné ligandy KIR gent/receptord jsou znamy ptredev§im pro inhibi¢ni receptory a ve
vSech pripadech jde o HLA specificity 1. tfidy. Jedna se pfedevsim o skupinu alel HLA-C alel
lisicich se aminokyselinovym reziduem na pozicich 77 a 80 a — helixu molekuly HLA-C
(Colonna et al 1993). Byla publikovana rozsahla data ukazujici na vyznam inhibi¢nich KIR a

jejich HLA ligand pro vysledek transplantace krvetvornych bun¢k.
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2.2.4 Organizace KIR genii v genomu

KIR geny jsou lokalizovany na chromosomu 19q13.4 v oblasti zvané ,,leukocyte receptor
complex* (LRC). Pro kazdy KIR gen navic existuji alelické varianty (Marsh et al, 2002;Hsu
et al, 2002). Tak jako geny HLA systému se i KIR geny dédi podobné a to jako cely blok
gent — haplotyp (viz obr. 3).

i A A
DAP
19p13.3 - ~1 Mb KIR3DL3 ~150 Kb
19p13.2 Cos6 I KIR2DL3
19p13.13 |
19p13.12 A
KIR2DP1
19p13.11 A SIGLEC
19912 KIR2DL1
FeGRT
op11 KIR3DP1
19p11
LILR
Lo L KIR20L4
19q13.11 LAIR
19q13.12 4 KIR3DL1
19q13.13 1
LILR
19q13.2
19q13.31
19q13.32
19q13.33 KIR
Ki
19q13.4 oot
FouR
19q13.43 NCR1 v KIR3DL2
\ 4
+ “ B
Chromosome 19 LRC Group A Haplotype
IPD-KIR 01/05

Obrazek 3: Genomicka organizace KIR geni (pievzato z Robinson et al., 2005)

2.2.5 Haplotypicka variabilita KIR genit

Kromeé alelického polymorfismu existuje pro KIR geny jesté vyrazna haplotypicka variabilita,
ktera je zpusobena variabilitou v poctu a v typu zastoupenych KIR genli na daném haplotypu

(Marsh et al, 2002; Hsu et al, 2002). Tato haplotypicka ruznorodost je hlavnim divodem
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diverzity KIR gent v populaci a repertoaru NK bun¢k. KIR geny se vyskytuji v podobé 2
hlavnich typd haplotypli, oznaCovanych A a B, které jsou definovany typem a poctem
specifickych KIR gent. V soucasné dobé neni k dispozici zadné jednoduché univerzalni

kritérium definujici a odliSujici tyto haplotypy. Pouziva se nasledujici pracovni definice.

Skupina haplotypii B je charakterizovana pfitomnosti alespoii jednoho nebo vice z
nasledujicich geni: KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 a KIR3DSI.
Logicky je pak tedy skupina haplotypli A charakterizovana absenci téchto gent. V disledku
téchto rozdilti maji haplotypy B vzdy vice gent kodujicich aktivacni KIR nez haplotypy A,
které mohou mit pouze gen KIR2DS4. V definici haplotypi A a B bohuZel neni nadale
jednozna¢ny konsensus (Hsu et al, 2002;Uhrberg et al, 1997), takze riznymi autory jsou
pouzivéana rozdilna kritéria pro rozliSeni haplotypti a to komplikuje srovnani a interpretaci
ruznych studii v oblasti populacni genetiky KIR genli. Schematicky prehled zékladnich KIR
haplotypli ukazuje obrazek 4. Tzv. ,.framework® KIR geny (2DL4, 3DL2 A 3DL3, viz obr. 4)
jsou piitomny prakticky u v§ech dosud typizovanych jedinct, ale pfitomnost ostatnich 14 KIR
gend je vyrazng variabilni. Tato variabilita v zastoupeni je vétsi pro aktivacni KIR geny (,,S),
které maji navic limitovany alelicky polymorfismus. Inhibi¢ni geny jsou obvykle vzdy
V genotypu pfitomné, ale maji zase extenzivni alelicky polymorfismus. Bylo popsano nékolik
desitek KIR haplotypti a na zdkladé¢ toho vice nez 300 rezultujich KIR genotypl (viz
www.allelefrequencies.net, Middleton, 2003), pficemZz jsou neustidle popisovany nové
haplotypy a genotypy. Proto bylo pokladano za nezbytné zavedeni robustniho a praktického
systému, ktery by definoval obsah genii riiznych KIR haplotypii. Bylo navrzeno, aby kazdy
KIR haplotyp byl oznacen ,,KH* s naslednou pomlckou a poté unikatnim trojmistnym cislem,
které bylo pfifazovano postupné jednotlivym haplotypim. Tento systém umoziuje

pojmenovat 999 KIR haplotyp.
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Obrazek 4: Priklad typickych KIR haplotypiui skupiny A a skupiny B, pievzato z
www.ebi.ac.uk./ipd/KIR (Robinson et al, 2005)

2.3 Zakladni principy HLA systému — zakladni principy

2.3.1 Funkce HLA systému

HLA antigeny jsou skupinou bilkovin, které¢ maji klicovou ulohou v imunitnim systému a jSou
lokalizovany na povrchu bunék jako ,,antigeny*. Jedna se o polypeptidové produkty skupiny
genll nazyvanych ,hlavni histokompatibilni komplex“ (MHC — major histocompatibility
complex). Dosud byly tyto geny a aloreaktivita jimi podminéna popsany pouze u obratlovc.
Geny tohoto komplexu se nazyvaji uvniti kazdého druhu obratlovct ,,druhové®” specifickym
jménem. U lidi je tak oznacujeme jako geny HLA (Human Leukocyte Antigen) systému a
tento ,,druhoveé® specificky ndzev produkti genit MHC se uplatiiuje 1 u dalSich druh.
Napiiklad u pst se analogicky nazyva DLA — Dog Leukocyte Antigen apod. Z funkéniho i
biologického hlediska jde vSak u vSech savcu o stdle stejnou skupinu geni. Je vSak tieba
podotknout, ze terminy HLA a MHC se Casto pouZzivaji synonymn¢ a celkové nekonzistentné.

Je doporucovano Vv soucasnosti terminem HLA systém oznacovat pouze geny piimo kodujici
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antigen-prezentujici HLA molekuly. Terminem MHC je doporuceno nazyvat cely komplex
regionu obsahujici kromé ,klasickych® HLA gent i celou fadu dalSich genti (napt TAPI,2,
MICA apod.), které se podileji také na aloreaktivni odpovédi, ale s méné vyznamnou funkci

(viz obr. 5).

Lze tedy velice zjednodusené fici, Ze¢ HLA molekuly jsou spolu s imunoglobuliny a receptory
T-lymfocyti (TCR-T-cell receptors) zdkladem adaptivni imunity ¢loveéka. Jejich zédkladni
funkce v antigen-specifické imunitni odpovédi je Vv tom, ze T-lymfocyty, které slouzi jako
klicova regulacni a efektorova slozka imunitniho systému, jsou schopny poznavat a reagovat
na antigenni ¢asti pouze v kontextu HLA molekul — tedy pokud jsou tyto antigeny navazané
na molekuly HLA systému. Jednd se o HLA restrihované rozpozndvani antigenti. Pouze
molekuly HLA systému (I. a II. tfida) na povrchu bunék mohou tedy intracelularné
»Zpracované® antigenni peptidy prezentovat T-lymfocytim a tak zprostfedkovéavat imunitni
reakei, kterd je vyluéné zprostredkovéana systémem HLA . Za interakci mezi buiikou nesouci
molekulu HLA a T-lymfocytem stoji pomérné slozity komplex HLA molekuly, T-
lymfocytarniho receptoru (TCR) a antigenniho peptidu (Neefjes a Momburg, 1993).

Ckmmasame 6 HLA Class [ HLA Class I
. HILA Region Mh DR Haplotypes
00 - Kb DRS2 DRI DR3! DR33 DR&
. 04
HLA-F = =DRA |mDRA |@ DRA |@m DEA | DRA
= I T DEE? (2 DRE? |Q DRB? (2 DRE? |2 DRBY
0.2 - =
Class T - & DREB5 DEB4
- ] 100 @ DEB3
i DRBR
@ prE: (WDRBs | @ DRB: gy DRET
0.4+ @DEBL |RDEBI |@ DRE1 | DEBI |I@ DRBL
=L 200 /= DOAL
06 - = DQBL
- MICC Key:
- F |=DQaa =2 HIA Class [T Genes
0.8+ 300 w HiA Class [ Genes
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Class IT 200
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HLA-DEB! = DOoa
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1.8- 700 -

Obrazek 5: Genomicka organizace genii HLA systému (pi‘evzato z Robinson et al,
2005)
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2.3.1.1 Funk¢ni a strukturdlni rozdéleni HLA antigenu

Ze strukturalniho a funkéniho hlediska je mozné HLA geny a molekuly (antigeny) rozdélit do
2 zékladnich skupin, jako HLA (anti)geny I. a II. tfidy. Rozdily ve zpracovani a prezentaci
antigenti imunokompetentnim buitkam (pfedev§im T-lymfocytiim) jsou zahrnuty pod funkcni
hledisko. CD4+ T-lymfocyty (T-helpery) poznaji zpracovany antigen pouze v kontextu
molekuly HLA II. tfidy. Oproti tomu cytotoxické T-lymfocyty, tedy CD8+, vyzaduji
prezentaci antigenu HLA molekulami 1. tfidy. Antigeny prezentované¢ molekulami I. tfidy
jsou hlavné tvofeny intracelularné syntetizovanymi antigeny, jedna se napiiklad o vlastni ¢i
virové proteiny. Na rozdil od molekul HLA II. tfidy prezentujici peptidy, které byly ziskany
proteolytickym $tépenim fagocytovanych (tedy extracelularnich) proteinovych antigent, napft.
bakterialnich antigend. Dalsi rozliSeni je v expresi. Molekuly 1. tfidy jsou ptitomny prakticky
na vSech buiikach, pfestoze s riznou expresi v riznych tkédnich, kde se vyskytuji s nejvétsi
denzitou na buiikach imunitniho systému. Molekuly II. tfidy maji omezenou expresi pouze na
povrch B-lymfocytt, aktivovanych T-lymfocytd (na klidovych T-lymfocytech je jejich
exprese nizka), antigen-prezentujicich bunék (APC) a dendritickych bunék (Thorsby, 1999).

2.3.1.2 Genetickd organizace a struktura HLA molekuly

HLA systém je polygenni a velmi polymorfni (Cambpell, 1997). Cely komplex gent, ktery
koduje vySe uvedené HLA bilkoviny je lokalizovan na kratkém raménku 6. chromozomu
(6p21.1-6p21.3). Jedna se o oblast S nejvétsi hustotou gentt v celém genomu (~3500 kbp).
Tento komplex je slozen z 3 zakladnich regiont (viz obr. 5) o celkovém obsahu pfiblizné 140
gend. Nejblize centromery je region II. tfidy, obsahujici geny pro a a f fetézce molekul HLA
II. tfidy a na druhé strang, tedy nejblize telomery je region 1. tfidy, jenz obsahuje geny pro
tézké a fetézce molekul HLA 1. tfidy. Mezi regionem 1. tfidy a regionem II. tfidy se nachazi
region III, ktery se také nékdy oznacuje jako region HLA III. tfidy, s geny pro komplement
(C4), nekteré cytokiny (TNFa) a stresové proteiny (hsp). Prakticky vSechny geny regionu II
se n¢jakym zplsobem podili na zékladni funkci HLA systému, coZ znamena zpracovani a
prezentaci antigenli T-lymfocytim, z genl regionu III se Zadny nepodili na funkci HLA
systému a region tfidy I je vtomto sméru intermediarni, obsahuje totiz smés geni jak

bezprostiedné se podilejicich, tak pfimo nesouvisejicich s funkci HLA systému.

Geny regionu I, HLA 1. tfidy:
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které jsou nazyvany klasickymi geny HLA 1. tfidy kodujici tézké a - fetézce molekul HLA 1.
ttidy, jez jsou klasickymi sérologickymi specificitami I. tfidy a prezentuji antigenni ¢asti
CD8+ T-lymfocytim. DalSimi geny jsou, n¢kdy také nazyvané ,,neklasické”, HLA E, F, G,
MICA a MICB, které maji ulohu ptedevsim v pfirozené cytotoxicité (NK burky), slizni¢ni a
reprodukéni imunité. Dalsi geny, jako HLA H, J, K a MICC, jsou fazeny mezi pseudogeny.
Neékdy jsou také geny HLA-A, -B,-C oznaCovany jako ,,major MHC geny regionu a geny E,
G a G jako ,,minor*.

Geny regionu II, HLA tiidy II:

V oblast regionu II (tfidy II. HLA ) se vyskytuje pomérné slozity komplex 3 part gent
kodujici dimér HLA molekul II. tfidy (,,major* MHC II. proteiny), které jsou nékdy
zjednodusené nazyvany HLA DR, HLA DP as HLA DQ. Tato oblast dale obsahuje geny, jez
koduji dalsi glykoproteiny (DM, DO) s funkci ve zpracovani a prezentaci antigend (,,minor

geny — DOA,DOB).
Mezi typy DR a DQ proteint existuje silna vazebna nerovnovaha.

2.3.2 Polymorfismus HLA

Geneticky nejvariabiln€jsimi kodujicimi lokusy u savct jsou obecné MHC lokusy a lidskych
HLA lokusti tomu neni jinak. Evoluce MHC polymorfismu je zplisobena 2 primarnimi
selekénimi tlaky: 1) selekci ve prospéch MHC heterozygotl a 2) selekci ve prospéch
vzacnych HLA alel prostiednictvim koevoluce hostitele-patogenu (host-pathogencoevolution)
(Neefjes a Momburg, 1993; Thorsby, 1999). Charakteristickym znakem HLA komplexu je
absence ,,wild“ typu. VétSina z hlavnich lokust (genti) HLA zminénych vySe obsahuje
desitky az stovky alel. K dubnu 20016 bylo popsano celkem 14473 HLA alel (viz
www.hla.alleles.org/alleles/index.html), piicemz kazdy mésic jsou popisovany piiblizné
desitky novych alel. NejpolymorfnéjSim genem je HLA-B*, dale pak HLA-A a HLA-DRB1.
Podrobné¢jsi a aktualni statistika se nachazi na adrese www.hla.alleles.org. V oblastech genti
kodujicim aminokyseliny vazebného zlabku HLA molekuly pro antigenni peptid je
koncentrovdna VétSina variaci aminokyselin danych polymorfismem HLA gend, zatimco
useky HLA genu, které koduji ¢ast molekuly reagujici s TCR receptorem, jsou relativné
konzervované. Takto je zajiSténa pravdépodobnost UspéSné prezentace jakéhokoliv
antigenniho podnétu alespon nékterymi jedinci dané populace a je tak zarucena imunologicka

odpovéd daného Zivocisného druhu jako celku.
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K vyvoji polymorfismu HLA genti v misté pro prezentaci antigenti doslo jednak postupnou
akumulaci bodovych mutaci u potomkd a jednak genovou konverzi a rekombinacemi.
Rozhodujicim cCinitelem pfedevSim genové konverze a rekombinace je ohromna diverzita
HLA gent. Dusledkem je jejich polymorficka struktura. Pokud se podrobné podivame na
sekvence riiznych alel daného HLA genu, pak zjistime, ze alelickd diverzita neni déna pro
alelu specifickou bodovou mutaci, ale predevsim riznou kombinaci sekven¢nich motivi ze
zékladniho ,,poolu® rtiznych sekvenc¢nich motivl. Tato mozaikovitd struktura alelickych
sekvenci je v souladu stim, Ze polymorfismus je generovan pfedev§im vyménami celych
sekvencnich segmenti (Jeffreys et al, 2004). Jednotlivé alely pak mohou byt povazovany za
chiméry slozené z rliznych segmenttii ostatnich alel, toto sledovani potvrzuje i fakt, ze nové
identifikované alely jsou vétSinou charakterizovany novou kombinaci jiz zndmych a
popsanych sekvencnich motivil. Zjednodusené lze tedy fici, ze celkovy pocet alel dané¢ho
lokusu je hlavn¢ uréen poctem teoreticky moznych kombinaci znamych sekvenénich motivii

genu.

Pro HLA geny I. tfidy je polymorfismus lokalizovan ptedevsim v exonech 2 a 3, ale u HLA

genu II. tfidy je omezen takika pouze na exon 2.

2.3.3 Dédicnost HLA systému

Vsechny geny kodujici HLA molekuly se dédi kodominantn¢ a tidi se mendelovskym typem
dédicnosti a dédi vcelku jako blok — takzvany haplotyp. Jedinci jsou heterozygotni. Na
bunikach maji dvé kompletni sady HLA antigent.

Geny HLA systému maji docela té€snou genetickou vazbu, takze jsou vétSinou pienaseny jako
bloky gent, mezi kterymi pouze vzacné dochazi k rekombinaci (crossing-over). Jak ukazaly
rodinné studie, pro nékteré oblasti uvnitt HLA komplexu je relativni absence rekombinaci
(,,crossing-over®) typicka. Jedna se pfedevsim o subregiony HLA-B k HLA-C a HLA-DQB1
k HLA-DRBI. Tyto regiony jsou né¢kdy nazyvany jako ,,polymorfni zmrazené bloky*. Jejich
odolnost vici rekombinacim je zakladem vazebné nerovnovahy (linkage disequilibrium) —
tedy nendhodné asociaci alel 2 nebo vice lokust - mezi specifickymi alelami HLA-B a HLA-

C, respektive HLA-DR a DQ.

Vazebnd nerovnovaha je dokonce typickym rysem HLA systému, jak prokdzaly populacné
genetické studie. Jako pravdépodobné pficiny se jevi jiz uvadéna redukovand frekvence

rekombinaci a selekce ve prospéch vazaného polymorfismu (Messaoudi et al, 2002) haplotyp
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A1-B8-DR3, ktery se v bélosské populaci vykytuje az s5-10% frekvenci a nékdy je

oznacovan jako ancestralni haplotyp AH8.1.

2.3.4 HLA typizace u nep#ibuznych darci

V piipadé neptibuzenskych transplantaci se vybiraji potencidlni darci, ktefi nemaji s danym
pacientem zadny dédény haplotyp. Snahou je najit takového darce, ktery ma shodné, piestoze
dédéné od jinych rodi¢t, HLA antigeny. Informace o tom, jak jsou alely haplotypicky
usporddany obvykle chybi, proto je vzdy nutnd typizace maximdlnim rozliSenim ve vice
HLA lokusech. Zjistovany minimalni rozsah HLA shody se v jednotlivych transplanta¢nich
centrech lisi. V soucCasné dobé je u nepiibuzného paru pozadovana typizace vysokym
rozliSenim v lokusech HLA - A, B, C, DR a DQ (http://www.efiweb.eu/efi-
committees/standards-committee.html). Pokud pacient a darce maji stejné alely na vsech

téchto lokusech, hovotime o shodé 10/10. Pti jedné neshod¢ se jedna o shodu 9/10, pti dvou o

shodu 8/10.

K typizaci se nejcastéji pouziva PCR — SSP (PCR se sekvena¢né specifickymi primery) ¢&i
SBT (sequence based typing) technika, v poslednich letech se stava zlatym standardem piima
sekvenace (SBT) HLA genu.

2.4 KIR a HLA - vziajemné interakce, souhrn

Z vyse uvedeného textu je patrné, Ze KIR a HLA molekuly spole¢né formuji pfirozenou a
ziskanou (adaptivni) imunitu tak, Ze vzajemnou interakci kontroluji efektorové buiky. Tyto
systémy maji fadu spole¢nych rysu. Jsou jednak kédovany v genomickych regionech s velmi
komplexni organizaci a oba maji mimofadnou rozmanitost jak uvnitf, tak mezi jednotlivymi
lidskymi populacemi. Tato rlznorodost vznikla na ziklad€ nepfetrzité snahy ucCinné
eliminovat neustale se ménici spektrum patogentl. Pro efektorové bunky ziskané imunity (¢ili
B a T lymfocyty) je poZadované variability imunitni odpovédi dosaZeno somatickou
prestavbou genomické DNA a selekci nalezité reagujicich buné¢k. Naopak pro KIR a HLA
molekuly je funkéni variabilita zajisténa piimo jejich vyraznym genetickym polymorfismem.
V obsahu gent daného haplotypu maji zna¢nou variabilitu KIR geny oproti HLA. Klicova
role NK bun¢k ve vrozené imunitni ,,surveillance* organismu implikuje moznost, ze by
patogeny mohly byt pro KIR geny nositeli podobného typu selektivniho tlaku, ktery u HLA
systému rezultuje v univerzalni a komplexni genetickou diverzitu (Trowsdale,2001; Vilches a
Parham, 2001). Srovnatelna rychlost evoluce KIR poskytuje dalsi diikaz pro selekci, ktera je

primarné¢ ovliviiovana zevné pusobicimi patogeny (Guethlein et al, 2007). KIR a HLA
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systémy jsou kédovany odliSnymi chromozomy a jsou tedy segregovany i dédény nezavisle,
ptesto se zda, Ze alespon nékteré KIR maji spole¢nou evoluci s HLA (Single et al, 2007).
Timto je podpofena hypotéza, Ze stejny princip selektivniho tlaku a demografickych faktorti,
ovliviiujici populacni frekvenci vyskytu alel HLA 1. tfidy, je zodpovédny i1 za evoluci KIR
repertoaru, protoze takto ptislusnym NK receptorim usnadnuje interakci s HLA molekulami
L. tfidy (Khakoo et al, 2000). Dalsim nepfimym dikazem urcité vzajemné ko-evoluce KIR a
HLA, ktery byl dolozen, je silna negativni korelace mezi ptitomnosti aktivacnich KIR a jejich
HLA ligand v riznych populacich (Single et al, 2007). Mezi frekvenci genotypt obsahujicimi
KIR2DL2 a 2DL3 a frekvenci jejich ligand — HLA C1 byla pozorovana signifikantni korelace
(Hollenbach et al, 2010). Na vyznam urcitych specifickych KIR-HLA kombinaci
V patogenezi autoimunitnich onemocnéni, nadorovych infekei i prabehu urcitych virovych

infekci ukazuje tak na stale se vice kumulujicich dat (Parham, 2005).

Interpretaci a pochopeni ulohy interakce KIR-HLA Vv téchto patologickych stavech brani
mnoho faktord, ale pfedevsim je to extenzivni polymorfismus HLA a KIR a dal$im faktorem
je silna vazebna nerovnovaha mezi variantami obou rodin gent. Je ale pfeci jen mozné dojit k

témto obecny zaveéruim:

urovni jsou asociované se zvySenym rizikem autoimunnich nemoci, ale naopak maji
vyraznéjsi Groven protektivity proti infekénim onemocnénim.

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

Obrazek 6 shrnuje tuto predstavu (Traherne, 2008).

HLA-KIR genotypes HLA-KIR genotypes
— strong NK/T cell — weak NK/T cell
activation response
Resistance to infections Poor clearance of infections
Autoimmune susceptible Autoimmune protective

Obriazek 6: Synergie mezi kompozici KIR-HLA genotypii a vyslednou dualitou mezi tendenci k
autoimunitnimu ¢i infekénimu onemocnéni. Riznou uroveii aktivace/inhibice NK a T bunék jsou
vyvolavany riznymi KIR-HLA kombinacemi, to ma za nasledek odliSnou nachylnost k autoimunitnimu
onemocnéni a naopak protektivitu vici infekénim onemocnénim. Obrazek je prevzaty z Traherne et al.
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2.5 Vyuziti KIR genotypizace pri vybéru darce k transplantaci
krvetvornych bunék

Jak uz je vpredeslém textu zminéno KIR a HLA geny maji odliSnou chromozomalni
lokalizaci, je tedy ziejmé, Ze pary perfektné shodné v HLA systému jsou obvykle neshodné v
genech KIR systému. V souc¢asné dob¢ jsou dostupna ovéiena data, ze vysledek transplantace
krvetvornych bun¢k (HCT = hematopoetic cell transplantation) je kromé stupné HLA shody
ovlivnén 1 interakci KIR/HLA darce a pfijemce a také i repertoarem KIR genti a KIR
genotypu darce (Miller et al, 2007; Cook et al, 2006; Cooley et al, 2009; Hsu et al, 2005).
Podle nékterych studii mize miti vyssi pocet KIR gent pfiznivy vliv na vysledek HCT (Cook
et al, 2006; Cooley et al, 2009) a typ KIR genotypu pfijemce mtze byt jednim z kritérii
vybéru nepiibuzného darce v ptipadech, kdy je k dispozici vice HLA shodnych nepiibuznych
darct. Bylo zjisténo, ze ze dvou haplotypt maji darcovské haplotypy B signifikantné lepsi
ochranu pied relapsem (Cooley et al, 2010)(viz. obrazek 7). Benefity se stoupaji s poétem B
specifickych motivii KIR a to zejména u homozygotu, které maji v centromerické ¢asti lokusu
KIR Cen- B/B. Ztoho vyplyva, ze klinicky benefit CEN B/B by mohl byt zpisoben
ptitomnosti KIR 2DS2, KIR 2DL2 a nepfitomnosti KIR 2DL3, nebo kombinaci téchto
faktori. Moznou vyhodou je, ze se KIR2DL2 vaze na C1 a C2 epitopy HLA — C s vétsi
aviditou nez KIR2DL3. Siln¢;si avidita KIR2DL2, oproti KIR2DL3 edukuje NK bunky, které

jsou opak u¢ingjsi v odstranovani rezidualnich nadorovych bunék.

Relapse Disease-free survival (DFS)
A 607 B 1004,
2
© 807 \'. B2 2 (Cen-A/x, Tel-B/x) N=213
404 B=0or1N=727 | 3
* - . i/ B=22(Cen B/B, Tel-x/x) N=114
> @ 607 N\l
§ B =2 (Cen-A/x, Tel-B/x) N=213 | § o )
T) .".—“_"_ ........... A SR SRS S B0 SRS s S R P AN S o Lt 40_‘ "‘*——\« ....... R ] _ ::::
@ 204/ /7 B22(CenB/B Tel-xx)N=114 | & ey
(O : § 204 B =0or 1N=727
=)
0 T T 1 0 T T T
0 1 2 3 0 1 2 3
Time since transplantation (years)

Obrazek 7: Riziko relapsu a preZivani bez znamek onemocnéni u KIR B haplotypi. Pievzato z Cooley e t
al, 2010.
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3 CIL PRACE

Cilem této bakalaiské prace je stanovit realnou proveditelnost vybéru dle KIR genotypu
nepiibuznych, srovnateln¢ HLA shodnych darcti u pacienti s AML s vice HLA shodnymi
nepiibuznymi darci. U vSech téchto darcii pro daného pacienta bude provedena genotypizace

KIR geni.

4 HYPOTEZA

Vysledky transplantaci u pacientti s akutni myeloidni leukémii (AML) mohou byt kromé
HLA genii ovlivnény 1 dalSimi geny, jak ukazuje né€kolik nedavno publikovanych studii. Je
zminovan rostouci pocéet dukazi vlivu gentt KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptors)
na ochranu pted relapsem. Cooley et al. (2010) dolozil, ze u transplantovanych pacientii
s AML ma specifické slozeni motivli centromernich a telomernich B KIR haplotypt dérce
protektivni vliv pfed relapsem a zvySuje tak uspéSnost neptibuzenské transplantace. HLA a
KIR geny jsou lokalizovany na riiznych chromozomech (HLA 6. a KIR 19. chromozom) a
jsou tedy segregovany nezavisle. Tudiz vétSina HLA shodnych pari pfijemce - nepiibuzny
darce ma rozdilné KIR genotypy (nejsou KIR shodni). Logicky by tedy kompozice KIR genii
(KIR genotyp) mohla teoreticky byt kritériem vybéru nepiibuznych darct v ptipadech, kdy
existuje veétsi mnozstvi HLA shodnych darci, coz jsou typicky pacienti s béznymi HLA

fenotypy.
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5 METODIKA

5.1 Metodika vybéru jedinci, studovana populace

Celkem jsem vySetfilal60 nepiibuznych darci pro 55 pacienti s AML. Volila jsem vybér
takovych nepiibuznych darct u pacientd, kde bylo mozné volit z nékolika 10/10 nebo 9/10
HLA shodnych UD pro daného pacienta.

5.2 lzolace DNA z periferni krve pomoci paramagnetické separace

Celkem jsem analyzovala 160 darct pro 55 pacientii. DNA vySetfovanych darci jsem ziskala
izolaci z plné krve v EDTA. Izolaci DNA jsem provadéla v izola¢nim automatu Mawxell®16
s pomoci komer¢niho kit Maxwell®16 DNA purification Kits firmy Promega. Principem
metody je separace a uchyceni DNA pomoci paramagnetickych c¢astic. Cely proces probiha
automatizované v uzavieném systému a vSechny potiebné reagencie (s vyjimkou elu¢niho
pufru) jsou pfedem predplnény v kartuSich, ty obsahuji lyza¢ni pufr, Magnesil® ¢astice a 5
jamek s promyvacim pufrem. Do jamky s lyza¢nim pufrem jsem napipetovala 400 pl vzorku
plné krve a do posledni jamky s promyvacim pufrem jsem vlozila planzetu. KartuSe
S planzetou jsem piendala do platformy pfistroje, vlozila jsem elu¢ni zkumavky do
ptislusného mista platformy a do kazdé jsem napipetovala 300 pl elucniho roztoku. Ptistroj
jsem nastavila na izolaci DNA z plné krve, zaviela jsem dvitka pfistroje a timto okamzikem
zaCal pfistroj sizolaci DNA. Po ukonceni izolace jsem elu¢ni zkumavky pfendala na
magneticky stojanek, ¢im doSlo k uchyceni rezidudlnich magnetickych ¢astic na sténu
zkumavek. Z elu¢nich zkumavek jsem prepipetovala izolovanou DNA do pfipravenych a
oznacenych Sroubovacich zkumavek. Zkontrolovala jsem kvalitu a koncentraci DNA.

Vysledny objem izolované DNA 150 — 200 pl.

5.3 Kontrola kvality izolované DNA

Cistotu a koncentraci DNA jsem stanovovala spektrofotometrem NanoDrop®ND-1000
(NanoDrop Technologies Inc., USA), je to spektrofotometr specidlné urCeny pro meéieni
koncentrace a kvality nukleovych kyselin. Nukleové kyseliny vzhledem k své molekularni
struktufe absorbuji svétlo urcité vinove délky, pficemz DNA 1 RNA nejvice absorbuji svétlo o
vinové délce 260 nanometrii. Mezi absorpci svétla a koncentraci DNA existuje linedrni
zavislost a tohoto faktu jsem vyuzila ke stanoveni koncentrace nukleové kyseliny v roztoku.
Hodnota optické denzity méfené DNA pii 260 nm mi tak umoznila kalkulaci koncentrace

DNA v méfeném vzorku. Opticka denzita 1 (OD = 1) totiz odpovida ptiblizn¢ koncentraci
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dvouvlaknové DNA 50 pg/ml, takZze z namétené optické denzity pii 260 nm jsem mohla

extrapolovat koncentraci DNA za pomoci tohoto vzorce:
Koncentrace DNA = Ay X 50 ug/ml

Pomér (ratio) mezi hodnotou 260 nm a 280 nm (ODg / OD2gp ) mi pak poskytl tidaj o Cistoté
nukleové kyseliny. ,,Cistd DNA méla tento pomér 1,8. Jestlize by byla DNA kontaminovana
proteiny, pak by doslo ke snizeni hodnoty tohoto poméru, na druhé strané¢ degradovand DNA
¢i kontaminace ribonukleovou kyselinou by davala hodnoty vyssi nez 1,8. K méfeni

koncentrace a Cistoty jsem pouzila 2 pl.

5.4 Vlastni DNA typizace - amplifikace

Vlastni genotypizaci jsem provadeéla metodou PCR — SSP pomoci kitii od firmy OLERUP
SSP™ (GENOVISION, Austria). PCR — SSP (Polymerase Chain Reaction- Sequence-
Specific Primers) je metoda, pii které dochazi k rozliseni jednotlivych alel jiz pfimo béhem
PCR amplifikace. Princip PCR-SSP spoc¢iva v tom, ze kompletné nasedajici primer (tedy
oligonukleotid se sekvenci nukleotidii komplementarni s vySetfovanym usekem DNA) je
mnohem ucinngji vyuzivan pfi PCR nez primer s jednou ¢i vice neshodami v sekvencich
nukleotidii pfi jeho 3 - konci, pfedev§im béhem nékolika prvnich, kritickych cykli. Taq
polymerdza nema 3 - 5 exonukledzovou aktivitu a tedy primer s jednou neshodou
(,,mismatch") na 3 - konci nemiZe byt efektivné v reakci vyuZzit. Pokud dochazi k PCR
amplifikace za striktnich a jednoznacné definovanych PCR podminek, u perfektné
nasedajiciho paru primert dojde k amplifikaci, to jest pozitivnimu vysledku a tedy urceni
specifity reakce daného vzorku. Jestlize tedy specifita typiza¢niho systému je jiZz soucasti
PCR amplifikacniho kroku, postamplifikaéni ,,zpracovani" vzorku muize byt omezeno na
minimum. Nepfitomnost amplifikace muze byt dana i jinymi (technickymi) faktory, nez
pouhou nepfitomnosti dané alely ¢i skupiny alel (chyby v pipetovani, pfitomnost PCR
inhibitord, nekvalitni DNA), proto je soucasti kazdé PCR amplifikace kontrolni par primert.
Tyto kontrolni primery amplifikuji fragment genu pro lidsky rdstovy hormon, ktery je
pritomen ve vSech lidskych DNA a tak potvrzuji uspéSnost PCR amplifikace. Urc€eni alel pak
spoc¢iva pouze ve stanoveni, zdali amplifikace probéhla ¢i ne. Pfipravila jsem si pfislusny
primer mix (mikrozkumavky o objemu v mnozstvi odpovidajicim po¢tu PCR reakci v Kitu pro
KIR). V laminarnim boxu jsem je vlozila do chladici podlozky a dale jsem pracovala
vyhradné na této podlozce. Pro kazdy vzorek jsem si pfipravila PCR reakéni smés, ktera

obsahovala PCR master mix, vySetfovanou DNA, Taq DNA polymerazu a destilovanou vodu.
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PCR master-mix jsem pied pouzitim promichala a kratce zcentrifugovala. Taqg DNA
polymerdzu jsme vyndala z mrazdku az tésné pred jejim pouzitim a také jsem ji kratce
zcentrifugovala. Abych vykompenzovala odchylky pifi pipetovani a ztraty dané adhezi
tekutiny na sténu zkumavky, pocitala jsem s vice PCR reakcemi, nez odpovida skutecnému
poctu provedenych reakci. Pfipravila jsem tedy reakéni smes, kterd obsahovala 84 ul PCR
master — mixu, 190 pl destilované vody, 2,2 pl Taq polymerazy (o koncentraci 5 U/ul) a 20 pl
vysetifovaného vzorku. Do kazdé mikrozkumavky obsahujici smés primera jsem napipetovala
10 ul ptipravené PCR reak¢ni smési. Pevné jsem zkumavky uzaviela a vlozila do termalniho
cykleru a spustila jsem amplifikaéni program, ktery je naprogramovany na cykly uvedené

v tabulce.

Tabulka 2: Schéma amplifika¢niho programu

1x 94 °C 2 min
10 x 94 °C 10s
65 °C 60s
20 x 94 °C 10s
61 °C 50s
72°C 30s
1x 4°C neomezené

5.5 Vlastni DNA typizace - elektroforéza

DNA fragmenty amplifikované PCR jsem elektroforézou separovala na agarézovém gelu a
vizualizovala jsem ethidiumbromidem (EtBr) pod UV svétlem s moznosti fotodokumentace.
Elektroforéza agar6zového gelu umoziiuje soucasné vizualizaci fragmentu interni kontroly a
dava 1 relativni informaci o velikosti amplifikovaného fragmentu. Pro pfipravu 1 x TAE pufru
pro piipravu gell a pufru pro elektroforézu jsem smichala 20 ml koncentrovaného TAE (50x)
s 980 ml destilované vody. Na naddoby jsem napsala datum, inicidly a pouziti (gely, vany). Gel
jsem si pfipravila rozpusSténim 3 g agar6zy v 150 ml 1xTAE povatenim v mikrovinné troubé.
Pridala jsem 4 pl ethidiumbromidu na 100 ml roztoku a dikladné jsem promichala.
Ethidiumbromid je silny mutagen, pfi praci s nim jsem proto pouZivala nitrilové rukavice.
Nalila jsem tekuty gel do ptipravenych elektroforetickych ,,vanicek* a vlozila jsem hiebinky a

nechala jsem vychladnout do Uplného ztuhnuti. Odstranila jsem hiebinky a dala jsem PCR
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amplikony do jamek. Ke kazdé jednotlivé fadce na gelu jsem napipetovala velikostni standard
(mefitko). Vlozila jsem gel opatrné do elektroforetické vany (aby nedoslo k vyplaveni
produktu) s IXTAE pufrem. Spustila jsem elektroforézu na cca 15 minut (10 V/cm). Poté jsem
vyndala gel z elektroforézy a vlozila ho do video-dokumenta¢niho zafizeni a oznacila jsem

¢islem typizace a identifikaci vzorku. Vysledek jsem zdokumentovala fotografii.

5.6 Interpretace, stanoveni KIR genotypu

Fotografii jsem nalepila na pracovni list a podle specifickych KIR interpreta¢nich tabulek
jsem stanovila genotyp a dle typu a po¢tu KIR gent stanovila pfitomnost KIR haplotypu A a
B, jakoz i kombinace haplotypu (AA neboBx) a soucasné centromerické a telomerické motivy
B-haplotypti.  VSechny  genotypy jsem  zadala do  ,online*  kalkulatoru
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b_content.html), ktery tyto darce dle obsahu KIR B
roztadil do 3 skupin. Skupiny, ,,neutrdlni®, ,,lepsi, ,,nejlepsi“‘, odkazuji na ptislusnou ochranu
proti relapsu. Vysledek jsem zaznamenala do formulare pro vysledky neptibuznych darci (viz

obrazek).
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Obrizek 8: Vysledna fotografie gelu, autorcina vlastni
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Tabulka 3: Interpreta¢ni tabulka, http://www.olerup-
ssp.com/products/downloads/Kir/?ProductNo=104.101-12u&Lo0tNo=97X

Well No.

9 |10

11

12

13

14

20

KIR allele’

2DL1*001-025
2DLZ=0010104-010°
2DL3*0010101-017
2DL4*00101-022
2DL5A*0010101-00105, 0050101-
005010104, 01201-01202, 014-
015

2DL5B*0020101-004, 00601-011,
01301-01303, 016

2D51°001

2D51*0020101-008°
2D52*0010101-008
2D53*00101-005
2D54*0010101-00104, 01101-
01102, 014, 015
2D54*0030101-0030104, 00401014
0040102, 0060101-0060102, 007-
010, 042, 013

2D55%001-011

3DL1*0010101-003, 0050101-009,
01501-018, 020, 022-035, 033,
040-044, 051-054, 057, 059-068,
073

3DL1*00401-00403, 019, 021,
038, 037, 039, 058, 072
3DLZ*0010101-062
3DL3*00101-055

3D517010-014, 045-049N, 050,
055, 058

2DP1*00101-010

3DP1*001-002, 004, 007, 0090101
00902*

3DP1*0030101-0030402, 005,
006, 008, 010

Neg. Control

Well No.
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Prospective Donor KIR Typings

Prospective Patient ID

CZ 4066D

CEM genes TEL genes CEM or TEL genes

2032 |20L2 (ZDL3 20P1 | 2DL1 3DL1 (2054 | 3DS1 2031 2005 2053 2085
F |F F F F |F|F |F|F|F|F|F
The Predicted KIR B-contert group for prospective dd

DKM 384917
CEM genes TEL genes CEM or TEL genes
2052 |20L2 20L3 20P1 (2DLM |3DL1 (2054 |3DS1 2051 (2005 |2DS3 | 2055

F |F F F |F F F F |F F F F
The Predicted KIR B-contert group for prospective don

DKM 3828662

CEM genes TEL genes CEM or TEL genes

2052 |20L2 20L3 20P1 (2DLM |3DL1 (2054 |3DS1 2051 (2005 |2DS3 | 2055
F|FEF F |F F|F |F |F|F|F|F

The Predicted KIR B-contert group for prospective don

DKM 3826504
CEM genes TEL genes CEM or TEL genes
2052 |20L2 20L3 20P1 (2DLM |3DL1 (2054 |3DS1 2051 (2005 |2DS3 | 2055

Framewvark genes
30L3 3DP1 2DL4

F F

Framewvark genes
30L3 3DP1 2DL4

F F F

Framewvark genes
30L3 3DP1 2DL4

F F

Framewvark genes
30L3 3DP1 2DL4

oLz
F

3oLz

3oLz
F

3oLz

FFE|F FFKE|F FE K| FNFN|FFEFKFEEHE

The: Predicted KIR B-contert group for prospective don
Submit Further Haplotypes |

Obrazek 9:Priklad on-line kalulatoru. Donor KIR B-

contentgroupcalculator,

http://www.ebi.ac.uk/ipd/kir/donor_b_content.html
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buznych darci

ysledkii nepii

,

I3

A

ar pro zaznamenanli vys

Formul

Tabulka 4

VYSLEDEK HLA TYPIZACE ALTERNATIVNICH DARCU

Pacient: mnl
Search:
Dg:
AML
Pozn.:
Pacient Darce Darce Darce Darce
_ NNO1965 I (Z 4066D I DKM 3841917 Il DKM 3828662 Il DKM 3826504 _
Datum ozn. vzorku: Datum vy, vzorku: 23.03.2012 Datum vys, vzorku: 23.03.2012 Datum vy, vzorku: 23.03.2012 Datum vys. vzorku: 02.04.2012

c* 04:01 07:01 ct 04:01 07:01 c+ 04:01 o701 c* 04:01 07:01 ct 04:01 07:01
DRB1* 01:01 03:01 DRBL* 01:01 03:01 DRB1* 0101 03:01 DRBI1* 01:01 03:01 DRB1* 0L:01 03:01
DRB3* DRB3* DRB3* DRB3* DRB3*

DOBL* 02:01 05:01 DOB1* 02:01 05:01 DOBI* 02:01 05:01 DOBI* 02:01 05:01 DOBI* f2:01 05:01
DPal* Opg1* DPE1* OPg1* DPE1*
Vék/Pohlavi 35 F VEk/Pohlavi 40 M Vék/Pohlavi 23 M VEk/Pohlavi 22 M Vék/Pohlavi 21 M
Vaha/Grav S3kg Vaha/Grav 92 kg Vaha/Grav 94 kg Vaha/Grav Td kg Vaha/Grav 90

SICMY 0 P05 POS KS/CMV A POS POS KSICMV 0 POS NEG KS/CMV 0 POS POS KSICMY 0 POS NEG

Kir genatyp Kir genatyp BB Kir genatyp AB Kir genotyp AB Kir genatyp BA

m__uﬁ:wgﬁ M_“_%_”_._H BEST na_._mna BETTER B:mma NEUTRAL Ssmma NEUTRAL

Pozn. Pozn. Pozn. Pazn. Pozn.
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6 VYSLEDKY

Genova typizace KIR pii hledani darct odhalila 43 darci s AA haplotypy, 90 darcti s AB

haplotypy a 27 darcti s BB haplotypy. Po pfifazeni stavii pfitomnosti KIR B bylo objeveno

107 ,,neutralnich® darct, 35 ,lepSich® darci a 18 ,nejlepsich* déarct. U 40 (~73%) pacientii

byli k dispozici darci s riznymi stavy piitomnosti KIR B. Tito pacienti pfedstavuji skupinu,

kde by mohlo byt pouzito vybérové kritérium piitomnosti KIR B genu u darce. Zjistila jsem,

ze pro 22 (40%) pacientl mozné bylo vybirat darce mezi skupinami ,,neutralnich* a ,,lepsich*

darct. V patnacti ptipadech bylo mozné vybirat darce jen z ,neutralni“ skupiny. U tfinacti

pacienti se mohlo vybirat mezi darci ze skupiny ,,neutralni* a ,,nejlepsi. Pro 3 pacienty byl

mozny vybér ze skupiny ,.lepSi® a ,.nejlepsi“ a pouze 2 pacienti méli na vybér ze vSech tii
2 29

skupin darct.

Tabulka 5: Vysledky typizace a priirazeni k jednotlivym KIR genotypim

celkem

pacientl 55

celkem darct 160

pocet KIRB pocet

KIR genotyp  |darci % subtyp darcu %

AA 43126,9% | NEUTRAL 431100,0%

Bx 117|73,1% |[NEUTRAL 64| 54,7%
BETTER 35| 29,9%
BEST 18| 15,4%

Tabulka 6: MozZnosti vybéru darci pro pacienty podle vybérového kritéria pfitomnosti KIR B genu u

darce
pocet skupina
pacientll neutral better | best
22 40,0%
2 3,6%
3 5,5%
13 23,6%
15 27,3%
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7 DISKUZE

Ve studii jsem urcila vyskyt KIR haplotypu AA, AB a BB u 160 darcii pro 55 pacient
s AML a dale jsem sledovala po pfifazeni stavii ke KIR B subtypu rozlozeni ,,neutralnich®,
»lepsich® a nejlepsich® darcti. Potvrdila jsem, ze KIR geny se segreguji nezavisle na HLA
genech. Kompozice genotypii KIR a KIR haplotypu obecné souhlasila s publikovanymi daty
u indoevropské (,.kavkazoidni*) populace (Cooley et al, 2009), kdy cca 1/3 osob v nasem
souboru ma pouze AA genotyp, zbylé 2/3 pak genotyp Bx. Dale jsem ovéfila, ze selekce dle
kompozice KIR gentl je v realné klinické praxi dobte a snadno aplikovatelnd. U vice nez 70%
pacienti s AML a s vice HLA shodnymi darci miize byt provedend sekundarni selekce darce
dle KIR genotypii. Toto zjiiténi je pomémé zasadnim poznatkem, ktery dosud v CR nebyl
zkouman a publikovan a ma i klinicky relevantni disledky. Jestlize u AML po transplantaci je
incidence relapsu v zavislosti na subtypu 15-40%, pak dle citované prace Cooley at al. by
vybér darce s pfiznivym KIR genotypem (,,best”) mohl sniZit riziko relapsu o cca 20%.
Relativné nenaro¢nou a levnou KIR genotypizaci HLA shodnych déarc bychom tedy celkem
zasadné zlepSily prognézu nemocnych piedevsim s rizikovou AML. V soucéasnosti je tento
postup — tedy sekundarni selekce dle KIR genotypl jiz prospektivné testovan velkou
multicentrickou studiii probihajici v USA (vysledky dosud nebyly zvefejnény). V nasi
laboratoii se KIR genotypizace a stanoveni kompozice centromerickych genti staly rutinnim
vySetfeni u vSech darcti pro pacienty s AML a vice shodnymi dérci, kterd navic nevede

k Zadnému zdrZeni pfi identifikaci darce, nebod’ se déla v podstaté soubézné s HLAtypizaci.

Na zéaklad¢ naSich vysledkt je tato selekce i1 realné klinicky provadéna na 3 transplantacnich
centrech CR (Plzen, Hradec Kralové, Olomouc), pro které nase laboratot darce genotypizuje
(osobni komunikace). Ovéfeni literarnich dat uvadéjicich, Ze pfitomnost centromerickych
KIR genl u nepiibuzného darce piiznivé ovliviiuje pfeziti po transplantaci krvetvornych
bunék diky nizs§imu riziku relapsu (Cooley et al, 2010) zatim nebylo mozné provést pro

kratkou dobu sledovani, relativné maly soubor a obtizn¢ ziskatelna data z klinik.
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8 ZAVER

Potvrdila jsem, ze dodate¢ny vybér HLA shodného nepiibuzného darce na zakladé obsahu
KIR B genti je proveditelny. Vybér takového darce miize zlepsit transplantacni vysledky u
pacientti s AML a KIR genotypizaci je tedy vhodné rutinn¢€ provadét u vSech vySetrovanych

potencidlnich darcii pro pacienty s AML.
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POUZITE ZKRATKY

aloTKB — alogenni transplantace krvetvornych bunék

AML — akutni myeloidni leukémie

APC — antigen-presenting cell (buiika piedkladajici antigen)

CD - cluster designation

DLA — dog leukocyte antigen (leukocytarni antigen u pst)

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

GF — frekvence genti pro dany znak

HCT — haematopoietic cell transplantation (transplantace krvetvornych bunék)
HLA — human leucocyte antigens (tkanové znaky na povrchu bilych krvinek)

KIR — killer immunoglobulin-likereceptors (receptory podobné imunoglobuliniim na povrchu
NK bun¢k)

MHC — major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
NK — natural killers (buiiky imunitniho systému se schopnosti pfimé likvidace)

PCR-SBT — polymerdzova fetézova reakce s vyuzitim metodiky pfimé sekvenace (squence

based typing)

PCR-SSP — polymerazova fetézova reakce s vyuzitim metodiky sekvenéné specifickych
primerti

TCR — T-cell receptor (receptor T-lymfocytt pro antigen)
TNF — tumor necrosis factor (tumor nekrotizujici faktor)

UD — unrelated donor (neptibuzny darce)
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