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Abstrakt
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Souhrn:

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo ziskat ptehled o vyskytu donor
specifickych protilatek (DSA) u pacientd po transplantaci ledviny. DSA hraji vyznamnou
roli v prezivani S§tépu. Dalsim cilem bylo zjistit zastoupeni HLA alel v populaci a porovnat
ho s vyskytem DSA.

Stanoveni donor specifickych protilatek probihalo na analyzatoru Luminex®
s vyuzitim screeningovych imunotestt LIFECODES LSA™ 1. a II. tfidy ve Fakultni
nemocnici Plzen. VySetfovany soubor tvofilo 315 vySetfovanych pacienti z nichz mélo 91
pozitivni ndlez donor specifickych protilatek.

Z vysledkt bylo zjisténo, Ze nejcastéjSimi protilatkami vyskytujicimi se u pacientii
po transplantaci ledviny jsou: anti-A*24:02, anti-A*23:01, anti-B*15:12, anti-B*82:02,
anti-B*44:02, anti-C*17:01, anti-C*04:01, anti-DQB1*06:02, anti-DQB1*03:03,
anti-DRB1*04:01 a anti-DRB1*09:01. Nejvice zastoupenymi alelami v populaci byly:
A*02:01, A*01:01, B*07:02, B*08:01, C*07:01, C*07:02, DQB1*03:01, DQB1*06:02,
DRB1*07:01 a DRB1*15:01. Déle bylo zjisténo, ze zastoupeni HLA alel v populaci nijak
nekoreluje s vyskytem DSA u pacientii. Pro praxi lze doporucit vySetfeni epitopt antigenti

proti nimZ je DSA namifena.



Abstract
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Summary:

The main goal of this bachelor thesis was to obtain an overview of the prevalence of
donor specific antibodies (DSA) in patients after kidney transplantation. DSA has an
important role in the survival of the graft. Another objective was to determine the
representation of HLA alleles in the population and compare it with the incidence of DSA.

Donor-specific antibodies were determined on a Luminex® analyzer using
LIFECODES LSA™ 1. and II. class screening immunoassays at the University Hospital
Pilsen. The examined group consisted of 315 examined patients, which 91 of them had a
positive finding of donor specific antibodies.

The results showed that the most common antibodies occurring in kidney transplant
patients are: anti-A*24:02, anti-A*23:01, anti-B*15:12, anti-B*82:02, anti-B*44:02,
anti-C*17:01, anti-C*04:01, anti-DQB1*06:02, anti-DQB1*03:03, anti-DRB1*04:01 and
anti-DRB1*09:01. The most common alleles in the population were: A*02:01, A*01:01,
B*07:02, B*08:01, C*07:01, C*07:02, DQB1*03:01, DQB1*06:02, DRB1*07:01 and
DRB1*15:01. The results show that there is no correlation between donor specific antibodies
frequencies and HLA alleles frequencies. In practice, examination of epitopes of antigens

against which DSA is directed may be recommended.
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UvVoD

Ledviny jsou v soucasné dobé€ nejcastéji transplantovanym organem. Zasadni vliv
na preziti transplantované¢ho S§tépu maji anti-HLA protilatky. Mohou se vytvofit
po opakovaném téhotenstvi, opakované transplantaci nebo krevni transfizi. Donor
specifické protilatky (DSA) jsou protilatky, které si tvofi ptfijemce proti HLA antigenim
I. all t¥dy umisténych na povrchu transplantovaného organu. Utastni se viech typd
rejekénich mechanismil, a to jak hyperakutni, tak akutni i chronické rejekce. Proto jsou
soucasti zakladniho vySetteni pfed 1 po orgdnové transplantaci.

Dftive se vySetieni anti-HLA protilatek provadélo jen za pomoci lymfocytotoxického
testu (LCT), dnes je mozno vyuzit modernich multiplexovych metod jakou
je napt. XMAP (multi-analyte profiling) technologie firmy Luminex®, kterd je v soucasné
dob€ povaZovédna za nejsenzitivnéj$i metodu stanoveni anti-HLA protilatek a umoznuje

zjistit 1 jejich silu a specifitu.

Cilem bakalaiské prace je ziskat prehled o ptfitomnosti DSA u pacientd
po transplantaci ledviny, zjistit jaky je vyskyt alel v populaci a nasledn¢ data porovnat.

Bakalatska prace je clenéna do dvou ¢asti.

Teoreticka Cast obsahuje informace o HLA systému, jeho nomenklatufe, molekulach
a metodach HLA typizace véetné metody Luminex®, kterou vyuziva k detekci donor
specifickych protilatek Ustav imunologie a alergologie FN Plzei. Dalim tématem jsou
protilatky, jejich struktura, déleni a vyznam ve vztahu k transplantacim. Tieti kapitola
ptiblizuje problematiku transplantaci, vybéru darct, hyperakutni, akutni a chronickeé rejekce
Stépu. Nasleduje souhrn imunosupresivni 1€¢by po transplantaci a jeji rezimy.

Praktickd ¢ast je vé€novana stanoveni anti-HLA protilatek a intepretaci ziskanych
vysledkil. Dale sestaveni piehledu HLA alel vyskytujicich se v populaci Ceské republiky
ajejich porovnani s vyskytem protildtek u pacientd Fakultni nemocnice v Plzni
po transplantaci ledviny.

Diskuze srovnava vysledky mého stanoveni s ostatnimi studiemi.
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TEORETICKA CAST

1 HLA SYSTEM

Jako MHC systém (Major Histocompatibility Complex) je nazyvan tzv. hlavni
histokompatibilni systém. Ten je pfitomen u vSech vysSich obratlovci a pro kazdy druh ma
rozdilny ndzev. HLA systém (Human Leukocyte Antigen) je hlavnim histokompatibilnim
systémem Cloveka (Krejsek, a dalsi, 2016). Jde o skupinu genetickych lokust, které koduji
tf1 tfidy polypeptidd (HLA 1., II. a II. tfidy). Tyto polypeptidy maji zdsadni vyznam
ve fungovani a regulaci imunitniho systému. Produkty HLA systému, tzv. HLA molekuly,
zajistuji odliSeni vlastnich bunék od cizich, rozpoznani patogeni a pomahaji pii selekci
lymfocyti v jejich vyvoji. Nékdy byvaji nazyvany také jako transplantacni antigeny.
(Dobrovolna, a dalsi, 2015).

Ve tficatych letech dvacatého stoleti byla objevena skupina bilkovinnych molekul,
které byly zodpovédné za rejekci $t€pu u mysi. Na konci padesatych let byly u lidi pomoci
protilatek zachyceny tyto molekuly taktéz, a to na leukocytech. Proto dostaly oznaceni
human leukocyte antigens (HLA) (Krejsek, a dalsi, 2016).

Tento systétm je vysoce polymorfni (Krejsek, a dalsi, 2016). Geneticky
polymorfismus znamena existenci vice nez jedné alely v jednom genetickém lokusu
s vyskytem v populaci vys$$im nez jedno procento (Dobrovolna, a dalsi, 2015). Kombinace
HLA molekul na povrchu bun¢k je u kazdého ¢lovéka unikatni. Vyjimku tvoii pouze

jednovajecna dvojcata (Krejsek, a dalsi, 2016).

1.1 Organizace genetické informace v HLA systému

HLA systém je dédi¢ny systém piendsejici se na potomstvo (Hoftejsi, a dalsi, 2017).
Ptenasi se jako celek (haplotyp) a dédicnost je mendelovského typu. Geny pro HLA systém
se nachazi na jednotlivych lokusech kratkého raménka 6. chromozomu a tvoti zhruba jednu
tisicinu lidského genomu. Jde o oblast s vysokou koncentraci genti na kratkém useku DNA.
Diky svému vyznamu je usek, kde jsou uloZzeny geny pro HLA systém, jeden z nejlépe
prostudovanych usekl lidského genomu (Dobrovolna, a dalsi, 2015). Varianty genti, které
koduji jednotlivé HLA molekuly, se nazyvaji alely (Slavcev, 2019). K zati 2019 je celkovy
pocet HLA alel 25 576 z toho je 18 691 HLA alel I. tfidy a zbylych 7 065 se tfadi ke II. tfid¢
(Anthony Nolan Research Institute, 2019).
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Geny pro HLA se rozdé€luji do tii tfid. Geny HLA 1. a II. tfidy jsou kodominantni,
vyjadiuji se soucasné. Bunky tedy exprimuji HLA molekuly mat¢ina i otcova haplotypu
(Jilek, 2019).

Molekuly HLA A, B, C, E, F a G koduji geny I. tfidy. Oblast pro geny prvni tiidy
muzeme dale rozd€lit na tfi podoblasti, které se zna¢i malymi pismeny a, b, c. V oblasti Ia
jsou umistény geny pro molekuly HLA-A, HLA-B, HLA-C. Voblasti Ib jsou
geny pro HLA-E, HLA-F, HLA-G a v poslednim useku Ic jsou geny pro MICA a MICB.
Molekuly HLA-B vykazuji nejvyssi polymorfismus, pocet alel se pohybuje pies 4000
(Krejsek, a dalsi, 2016).

V oblasti D, ktera je nejblize centrometfe chromozomu, se nachdzeji geny
pro molekuly HLA II. tfidy. Tato oblast ma nékolik podoblasti, z nichz hlavnimi jsou DP,
DQ a DR. Tyto pary genti koduji tézke a lehké fetézce HLA antigent II. tfidy (Krejsek, a
dalsi, 2016).

Geny pro III. tfidu HLA molekul koduje mnoho proteini, které uzce souviseji
s imunitnim systémem, napt. C2 a C4 slozky komplementu nebo NKp30 a NKp40 receptory
NK bun¢k (Krejsek, a dalsi, 2016).

1.2 HLA nomenklatura

V roce 1968 doslo diky pottebé piehledného nazvoslovi k zaloZzeni Nomenklaturniho
vyboru svétové zdravotnické organizace pro faktory HLA. Vytvofené nazvoslovi bylo
postupné vylepSovano, avSak v roce 2010 muselo byt vzhledem k nariistu pocti znamych
alel zménéno. Soucasnd HLA nomenklatura dokaze nové alely systematicky zatadit
a pojmenovat podle sekvencnich podobnosti (Dobrovolna, a dalsi, 2015). V dnesni dobé¢
se vyuzivaji dva typy HLA nomenklatury: sérologicka a molekularn¢€ — geneticka (Hoftejsi,

a dalsi, 2017).

1.2.1 Sérologicka nomenklatura
Tento typ nomenklatury byl zaveden v roce 1975, v roce 1984 byl upraven. Vyuziva

sérologicke a celularni techniky k ur€eni produkti HLA gent (Hoftejsi, a dalsi, 2017).
HLA antigeny délime do nékolika skupin:
1. zakladni antigeny — napt. A9, A10, BS5, DR3
2. splitové antigeny, které vznikaji rozdélenim zakladnich antigenti — napt. A9
je délen na A23 a A24
3. obecné antigeny — napt. Bw6, DR51, DR53
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V sérologické nomenklatufe jsou lokusy znaceny velkymi pismeny (napt. A, B, DR)

a specifita antigenu je oznacena Cislem (Hoftejsi, a dalsi, 2017).

1.2.2 Molekularné — geneticka nomenklatura
Je zalozena na urCeni nukleotidovych sekvenci alel, vznikla v roce 1987 a byla

upravena v roce 2010. Sérologickd nomenklatura mad pouze dva ¢islicové znaky, které
oznacuji HLA specifitu, ale molekuldrné — geneticka nomenklatura mize mit oznaceni alel
vicemistné (Hotejsi, a dalsi, 2017).
1. RozliSeni na urovni ,Jlow resolution® — napt. HLA-A*02, kde pismeno
A oznacuje lokus a ¢islice za * odpovidajici sérologickou specifitu
2. RozliSeni na urovni ,high resolution® — napt. HLA-A*02:01, kde pismeno
A opét oznacuje lokus, sérologickou specifitu ukazuji prvni dvé Cislice za *

a Cislice za dvojteCkou oznacuji konkrétni alelu (Hoftejsi, a dalsi, 2017)

1.3 HLA molekuly I. tridy

HLA molekuly 1. tfidy jsou pfitomny na vSech somatickych jadernych bunkach
organismu, nejvice vSak na buiikdch imunitniho systému. Jedna se o transmembranové
glykoproteiny, které jsou tvofené tézkym (o) a lehkym (B) fetézcem. Oba fetézce patii
do rodiny imunoglobulinti (Penka, a dalsi, 2012).

Tézky fetézec o ma aminoskupinovy konec orientovany extracelularné, zatimco
karboxylovy konec se nachazi v cytoplazmé bunky. Déale ho miZeme rozdélit na tfi oblasti:
extracelularni, kterd se sklada ze tfi domén (o1, o2, 03), transmembranovou
a cytoplazmatickou (Penka, a dalsi, 2012).

Lehky tetézec B je tvofen B2 — mikroglobulinem (Bom) vazajicim se na tézky fetézec
nekovalentni vazbou. Bom neni transmembranovym proteinem a neni ukotveny
v cytoplazmatické membrané. VazZze se na a3 doménu tézkého fetézce a ma odpoveédnost
za spravnou orientaci molekuly (Penka, a dalsi, 2012).

Antigenni peptid o délce 8—10 aminokyselin se vaZe do Zlabku, ktery vznika interakci
a1 a oo domény tézkého tetézce. Antigen navazany na HLA molekule 1. tfidy se vystavuje
T lymfocytim (Penka, a dalsi, 2012). Ty poté rozpoznavaji a usmrcuji bunky, které tyto
antigeny exprimuji (Owen, a dalsi, 2013).

Tkéanove specificky se exprimuji tzv. neklasické HLA 1. tfidy, do kterych fadime
molekuly HLA-E, -F, -G (Penka, a dalsi, 2012). Struktura téchto molekul je podobna
klasickym HLA 1. tfidy. Skladaji se z podobného tézkého a fetézce a lehkého P fetézce

tvofeného B> — mikroglobulinem (Hotejsi, a dalsi, 2017). Maji ale snizenou expresivitu,
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jsou mén¢ polymorfni a jejich produkty se distribuuji ve tkdnich omezené (Penka, a dalsi,
2012). Neklasické HLA 1. tfidy hraji pravdépodobné roli v imunotoleranci vii¢i nadorovym
bunikdm (Dobrovolna, a dalsi, 2015).

Mezi HLA 1. tfidy také patii dalSi jim strukturné podobné molekuly, jako
napft. transportni FcRn receptor nebo proteiny MICA a MICB, které najdeme na buiikach
infikovanymi viry, né€kterych nadorovych buiikach, a hlavné na povrchu epitelidlnich bunék

vystavenych stresu (Hotejsi, a dalsi, 2017).

Obrazek 1 Struktura molekuly HLA 1. tfidy

fetézec a

extracelularni
oblast

B,-mikroglobulin

extracelularni
oblast

membrana

cytoplazma

COOH

Zdroj: Penka, Miroslav, Tesafova, Eva a kolektiv, Hematologie a transfuzni lékatstvi II,

Praha: GRADA Publishing, 2012.

1.4 HLA molekuly II. tfidy

HLA molekuly II. tfidy jsou stejné jako HLA 1. tfidy glykoproteiny, které miZeme
diky jejich stejné struktufe také zatadit do imunoglobulinil (Penka, a dalsi, 2012). Vyskytuji
se pouze na antigen prezentujicich bunikach (APC), které predkladaji antigen T lymfocytim.
Do této skupiny bunék fadime dendritické bunky, aktivovanou formu monocytld —
makrofagy a B lymfocyty (Krejsek, a dalsi, 2016).

Struktura molekul HLA 1II. tfidy je heterodimerni, skladd se ztézkého (o)

a lehkého (B) fetézce vazanych nekovalentni vazbou.
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Tezky tetézec a se stejné jako u molekul HLA I. tfidy sklada z extracelularni,
transmembranové a cytoplazmatické oblasti (Owen, a dalsi, 2013). Na svych
dvou doménach a; a oo, které jsou umistény extracelularn€, ma navazané dva postranni
oligosacharidov¢ fetézce (-CHO) (Penka, a dalsi, 2012).

Lehky fetézec B obsahuje domény B a B2, kdy pouze na doméné 1 nalezneme jeden
oligosacharidovy fetézec.

Interakcemi mezi doménami a; a P fetézcl vznikne Zlabek, do kterého se navazuje
antigen. ProtoZe je vazebné misto na rozdil od molekul HLA 1. tfidy oteviené, mize
se na n¢j vazat antigenni fragment o délce 15-35 aminokyselin nebo delsi (Penka, a dalsi,

2012).

Obrazek 2 Struktura molekuly HLA 1II. tridy

fetézec a retézec

CHO

CHO
CHO

extracelularni
oblast

extracelularni
oblast

membrana

cytoplazma

COOH COOH

Zdroj: Penka, Miroslav, Tesafova, Eva a kolektiv, Hematologie a transfuzni lékatstvi II,

Praha: GRADA Publishing, 2012.
1.5 Zpracovani a prezentace antigennich peptidi

1.5.1 Molekuly HLA 1. tFidy
HLA molekuly I. tfidy prezentuji endogenni antigeny, tedy antigeny nachézejici

se uvnitf bunky (SlavCev, 2019). Mezi zdroje endogennich antigenii patfi produkty

intracelularnich patogent, a to zejména virti. Dale jimi mohou byt vlastni proteiny, které¢ jsou

21



chybné syntetizované, nepotiebné, pozméneéné nebo nespravné vytvorené (Krejsek, a dalsi,
2016).

Antigeny jsou v cytoplazmé oznaceny molekulami ubiquitinu (Klein, a dalsi, 2000).
Oznaceny protein je zbaven vyS$Si konformacni struktury a putuje do imunoproteasomu,
kde je Stépen na peptidy. Ty jsou poté translokovany do endoplazmatického retikula
za pomoci transportniho systému TAP (Krejsek, a dalsi, 2016).

Syntéza o fet¢zce HLA molekuly 1. tfidy probiha na ribozomech endoplazmatického
retikula. Nové€ vznikld molekula je jesté pied spojenim s 2 — mikroglobulinem ukotvena
do membrany, je stabilizovéana a prostorové piekontrolovana chaperony. Dochézi ke spojeni
molekuly s B2 —mikroglobulinem a k asociaci s komplexem TAP. Ten pfeda antigenni peptid
HLA molekule 1. tfidy a ta ho na sebe navaze. Pokud je peptid delSi nez piipustnych
8—10 aminokyselinovych zbytkil, je nutné, aby byl pfed navazanim na molekulu HLA
zkracen. Dégje se tak pomoci aminopeptidaz (Krejsek, a dalsi, 2016).

HLA molekula snavdzanym antigennim peptidem je pies Golgiho aparat
transportovana na povrch buiky, kde dochdzi k jejimu rozpoznani cytotoxickym

CD8" T lymfocytem (Krejsek, a dalsi, 2016).

1.5.2 Molekuly HLA II. tFidy
Exogenni antigeny jsou zachytdvany a zpracovdvany antigen prezentujicimi

bunikami — dendritickymi buiitkami, makrofagy a B lymfocyty. Hlavnimi cestami pfesunu
materidlu z vnéjSiho povrchu bunky do nitra je endocytdza zprosttedkovana receptorem,
fagocytozou a pinocytdzou. Antigeny se nachéazeji v ¢asnych endosomech, které se postupné
vyvijeji v pozdni endosomy a nakonec se dovyvinou v lysozomy. Tam probiha za pomoci
enzymu jejich rozklad na peptidy, které jsou vhodné k prezentaci T lymfocytim (Krejsek, a
dalsi, 2016).

HLA molekuly II. tfidy vznikaji v endoplazmatickém retikulu, kde se na né jeste
pted transportem do endosomu vaze invariantni fetézec, ktery molekulu stabilizuje a zaroven
zabrafiuje tomu, aby se na vytvofenou HLA molekulu nenavazal antigenni peptid predcasné
(Krejsek, a dalsi, 2016).

Po transportu molekuly do endosomu dochéazi k odStépeni invariantniho fetézce
az na fragment, ktery se oznacuje jako CLIP. Na jeho misto pozdé&ji piijde antigenni peptid.
Po jeho navazani je HLA molekula II. tfidy transportovana z endosomu na povrch buiky

a je rozpoznana pomocnym CD4" T lymfocytem (Krejsek, a dalsi, 2016).
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1.6 HLA typizace

HLA typizace je vySetieni sestavy HLA u konkrétniho pacienta. Indikaci k tomuto
vySetieni je ve vétSing€ pripadl predtransplantacni vySetifeni. Dale se provadi pii urovani
paternity nebo u onemocnéni s vysokou asociaci surCitymi HLA haplotypy,
jako je napt. Bechtérevova choroba (Liska, a dalsi, 2013). HLA typizaci mizeme provadét

bud’ sérologickou nebo molekularné-genetickou metodou (Penka, a dalsi, 2012).

1.6.1 Sérologické metody HLA typizace
Pomoci sérologickych metod miizeme ur¢it HLA molekuly I. 1 II. tfidy. Tato metoda

identifikuje HLA antigeny vystavené na povrchu bunky. K typizaci se pouZzivaji typizacni
séra, kterda by méla byt videalnim piipadé monospecifickd, tzn. ze by meéla reagovat
sjedinym HLA antigenem. Bohuzel jsou vzacnd a ve vétSin€é pripadd se vyuZivaji
polyspecifickd séra, ktera reaguji s vice antigeny (Penka, a dalsi, 2012).

Typovani HLA antigenti se provadi lymfocytotoxickym testem (LCT) z lymfocyt
izolovanych z periferni krve pacienta. Kultivaéni mikrodesticky maji ve svych jamkach
navazané monoklonalni protilatky nebo séra proti jednotlivym alelam. Do téchto jamek
se pfida dva tisice izolovanych lymfocyti a desticka se inkubuje. Po skonceni inkubace
se pfida krali¢i komplement, desticka se znovu inkubuje. V poslednim kroku se ptida
diskriminacéni barvivo a fixaci bun€k se zastavi reakce (Bartiinikova, a dalsi, 2011).

V prvni ¢asti reakce dojde k navazani HLA specifickych protilatek na antigeny. Diky
tomu se muze aktivovat komplement a dojde k lyze bun€k. Do bunky se pres porusenou
membranu dostdva diskriminaéni barvivo. Tuto reakci miZeme vidét ve svételném
mikroskopu. Pokud nedojde k aktivaci komplementu, bunky zistavaji svétlé (bez barviva)
(Barttinkova, a dalsi, 2011).

Sérologické metody HLA typizace jsou zatizeny urcitou mirou nepiesnosti.
Problémem jsou antigeny urcitého lokusu, které tvoii tzv. kiiZové reagujici skupiny —
CREGs (Cross-reactive groups). Jako ptiklad mizeme uvést antigen HLA-B7, ktery kromé
séra anti-HLA-B27 reaguje 1 s dalSimi séry jako jsou anti-B22, anti-B27 atd. Tyto skupiny
poté mohou zapficinit faleSn¢ pozitivni vysledek. DalSim problémem je slaba exprese
HLA molekul na buiikéch pacienta, kdy dochézi k faleSné negativnim vysledkiim. ObtiZzna

sérologicka HLA typizace je napt. 1 u nadorovych buné€k, které maji zménénou morfologii

vvvvvv
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1.6.2 Molekuliarné — genetické metody HLA typizace

Pomoci metody PCR (polymerazova fetézova reakce) se provadi genotypizace

HLA alel. V ptitomnosti specifickych primeri, Taq polymerazy a deoxyribonukleotidi

dojde k namnoZeni vybraného uUseku DNA. Pro urCovani HLA alel se pouzivaji

dva genotypizacni zptisoby. Prvni je nazyvan jako ,,Jlow resolution* a slouzi k rozeznani alel

na niz§im stupni rozliSeni, vyssi stupen rozliSeni umoziuje druhy zplsob ,high resolution*

(Penka, a dalsi, 2012).

Mezi molekuldrn€ — genetické metody vyuZivané k typizaci HLA molekul fadime:

1.

PCR-SSP (polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery)
PCR-SSP vyuziva sady parovych primert komplementarni ke konkrétni alele.
Pti pozitivni reakci probéhne PCR reakce tam, kde primery najdou ve vysetiované
DNA komplementarni protéjSek v celé své délce. Pokud primery nenajdou
ve vySetfované DNA komplementarni sekvenci, nedojde ke specifické amplifikaci
a reakce je negativni. Hodnoceni ptfitomnosti specifickych PCR produktii se provadi
po rozdéleni elektroforézou na agar6zovém gelu (Penka, a dalsi, 2012).

PCR-SSO (polymerdzova fetézova reakce s naslednou hybridizaci se sekvenéné
specifickymi oligonukleotidy)

Metoda vyuZiva par primeri, ktery zapticini amplifikaci typizovaného HLA lokusu.
Reverzni hybridizaci dojde v postamplifikacni fazi k rozliSeni alel (Penka, a dalsi,
2012).

Sekvenovani HLA alel (SBT)

STB metoda se vyuziva k ur€ovani novych HLA alel. Fluorescencné oznacené
stop-nukleotidy pfi PCR davaji za vznik vldknim DNA srozdilnou délkou.
Tato vlakna zacCinaji stejnou startovaci sekvenci a kon¢i zna€enym stop-nukleotidem.
Nasleduje elektroforetické rozdéleni produkti PCR a laserovému snimani konce
znacen¢ho nukleotidu. Nasnimana sekvence je poté srovnadvana pomoci pocitace
se zndmymi sekvencemi HLA alel. (Penka, a dalsi, 2012)

Mikrocdipova metoda

Technologie mikrocipu je revoluéni metoda, kterd vSak jeSt€ neni rutinné pouZzivéana.
Na plochu mikrocipu, ktery ma rozméry 1 x 1 cm a je na ném umisténo tisice
oligonukleotidovych sond, se pfiddva DNA. Dochazi k hybridizaci a jejimu

vyhodnoceni pomoci specialniho analyzatoru. (Penka, a dalsi, 2012)
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5. HLA typizace prostfednictvim pritokového analyzatoru (napt. Luminex®)
Mikrocastice, které jsou barevné odliSené pomoci flurochromt, jsou konjugovany
s protilatkou nebo DNA sondou, diky které¢ dochéazi k zachytu cilovych molekul.
Nasleduje amplifikace pomoci PCR a hybridizace s DNA sondami navazanymi
na barevné mikrocastice. Mikrocastice vysilaji fluorescencni signdly a ty jsou
snimany pomoci laseru v pritokovém analyzatoru. Vysledna data se automaticky

zpracuji a vyhodnoti. (Penka, a dalsi, 2012)

1.7 xMAP technologie firmy Luminex®

XMAP (multi-analyte profiling) technologie firmy Luminex® je multiplexova
metoda, kterd umoznuje stanoveni az pét set analyti v jednom vzorku soucasné v zavislosti
na tom, jaky systém pouzijeme (Bio-Rad Laboratories, 2020). Tato technologie stanoveni
DSA je mnohem vice senzitivnéjsi nez CDC crossmatch test a v nékterych piipadech
je schopna ptedvidat rejekci Stépu 1 kdyz je CDC crossmatch negativni. Stanovuje totiz
vSechny protilatky bez ohledu na to, zda dokdzou vazat komplement (Viklicky, 2013).

Metoda je kombinaci imunoanalyzy a pratokové cytometrie. Zkracené se da fici,
7e principem je molekuldrni reakce, kterd probihd na rizné barevnych, fluorescencné
oznacenych, mikrokulickdch. Ty po excitaci laserem poskytnou fluorescencni signal

(Bacina, a dalsi, 2020).

®

Obrazek 3 Ukazka obarvenych mikrokuli¢ek systému Luminex® a excitace zareni

lasery

é

AR EEEEERE

Figure 1: Impregnation of polystyrene beads with Figure 2: Dual lasers in the LX100 instrument excite the
specific concentrations of two different red-emitting identification flurophores within each bead as well as the
fluorophores allows the specific identification of 100 phycoerythrin fluorescent detection protein on the bead

different bead types.

Zdroj: https://www.oceanridgebio.com/sites/default/files/html/luminex xmap.html.
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Polystyrenové mikrokuli¢ky pouzivané touto metodou maji velikost 5,6 um a jsou
obarveny dvéma spektralné odlisSnymi fluorochromy. Podle toho, jaké mnozstvi kazdého
fluorochromu se na obarveni kulicky pouZije, vzniknou partikule kazda o jiné barvé. Diky
tomu je mozné stanoveni az né¢kolikaset analytii v jednom vzorku soucasné, protoze kazda
partikule mé jedinecné zbarveni (Dunbar, 2006). Na povrchu mikrokuli¢ek je umistény
HLA antigeny, na které se poté mize vazat stanovovand protilditka namifend proti
konkrétnimu HLA antigenu (Viklicky, 2013).

Dalsim krokem je piidani kozi IgG protilatky konjugované s fykoerytrinem (PE).
Tase navdze na stanovovanou protilatku, pokud je ve vzorku pfitomna (Bio-Rad
Laboratories, 2020). Mikrokulicky s navdzanymi protildtkami prochdzeji analyzatorem
Luminex®, kde dochazi k excitaci, kterou zptsobuji dva lasery. Prvni excituje Cerveny
fluorochrom v partikuli pt1 635 nm. Ten ur¢i, o jakou mikrokulicku se jedna. Druhy laser
excituje fykoerytrin pfi 532 nm. Diky nému dokidZzeme detekovat navdzané protilatky
pfitomné v séru pacienta. Excitované zafeni je poté vedeno k detektoriim s fotonasobicem.
Kvantitu udava intenzita fluorescencniho zateni (MFI) molekuly PE (Lencova, a dalsi,

2019).
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2 PROTILATKY

V organismu vznikaji pfi odpoveédi na imunogen protilatky (Penka, a dalsi, 2012).
Jsou to glykoproteiny — imunoglobuliny (Ig), které v imunitni obrané plni dvé zakladni
funkece.

Jejich prvni funkci je rozpoznéavat a vazat se na cizi molekuly (antigeny). Protilatky
maji obrovskou rozmanitost a umi rozpoznat nepieberné¢ mnozstvi cizich molekularnich
struktur (antigennich determinant), které se nachdzeji napt. na povrchu viru nebo bakterialni
buniky. Samotnéa vazba protilatky na tyto determinanty mize stacit k inaktivaci patogenu
nebo zneSkodnéni toxinu (Delves, a dalsi, 2017).

Druhou funkci protilatek jsou jejich efektorové vlastnosti. Dovedou se navazat
na komplement, ktery po své aktivaci protilatkami zpusobi lyzu buiiky nebo se vazi
na specifické receptory jednotlivych bun¢k (fagocyti, lymfocytt...) a aktivuji je (Penka, a
dalsi, 2012).

2.1 Struktura protilatek

Imunoglobulin ma tvar pismene ,Y* a je slozen ze ¢tyt polypeptidovych fetézcl —
dvou lehkych, které maji molekulovou hmotnost 25 000 Da a dvou téZkych s hmotnosti
okolo 55 000 Da (Parija, 2012). Ty jsou spojeny disulfidickymi vazbami.

Rozezndvame dva druhy lehkych fetézch — kappa (k) a lambda (A). Geny pro lehké
fetézce se nachazeji na rozdilnych chromozomech. Primérni struktura jejich domén je tedy
koédovana riznymi geny, a proto se lisi (Penka, a dalsi, 2012).

Geny pro t&€zké tetézce lezi na chromozomu €. 14. Jimi kdédované té€zké fetézce
se poté nazyvaji alfa (a), delta (3), epsilon (g), gama (y), mi (n). Diky t€émto péti druhtim
tézkych fetézcl rozeznavame pét tiid imunoglobulini: IgG, IgM, IgA, IgD a IgE.

Na protilatce se nachazeji dva fragmenty Fab a jeden fragment Fc. Fab fragment
slouzi jako vazebné misto pro antigen, zatimco Fc fragment se vdze na receptory na povrchu
leukocytt (Hotejsi, a dalsi, 2017). Stfedova Cast protilatky tzv. pantova oblast je misto, které

umoziuje pohyb Fab fragmentt (Penka, a dalsi, 2012).
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Obrazek 4 Struktura protilatky a vazba antigenu v jejim Fab fragmentu
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Zdroj: Penka, Miroslav, Tesafova, Eva a kolektiv, Hematologie a transfuzni lékatstvi II,

Praha: GRADA Publishing, 2012, upraveno
2.2 Jednotlivé tiidy imunoglobulint

2.2.1 IgG
Jedna se o nejvice zastoupenou tiidu imunoglobulini v plazmé&. Tvoii cca 80 %

celkového sérového imunoglobulinu (Parija, 2012) a jeho hladina se pohybuje u dospélého
v rozmezi 7-19 g/l. (Krejsek, a dalsi, 2016) Protilatka typu IgG je monomer, ktery se tvoii
pii sekundarni imunitni odpovédi. Jako jedina protilatka dokaze prochéazet placentou. Podle
typu tézkych tetézcl dokadZeme rozlisit ¢ty podtiidy: 1gG: az 1gG4 (Parija, 2012). Rozdil
mezi nimi je v poc¢tu disulfidickych mistkii v pantové oblasti IgG protilatky.

Podttidy IgG a IgGs reaguji s virovymi a bakteridlnimi antigeny. Dobie se vazi
na Clq slozku komplementu, a tim aktivuji komplementovy systém. Tuto schopnost
ma 1 IgGo, ten vSak vaze Clq slozku hife nez predchozi dva podtypy, a proto je aktivace
komplementu horsi. IgG4nevaze Clq slozku viibec. Funkce této protilatky je zatim nejasna

(Krejsek, a dalsi, 2016).

222 IgM
IgM protilatky vznikaji jako prvni pfi setkani s antigenem. Vyznacuji se nejvyssi

molekulovou hmotnosti. Tvofi nejvyznamnéj$i ¢ast tzv. pfirozenych protilatek. Pfirozené
protilatky jsou definovany jako nizkoafinni, polyreaktivni a jsou namiiené proti velkému
mnozstvi proteinovych 1 neproteinovych antigent, v€etné autoantigenii. Maji tedy vyznam
v brzké antiinfek¢ni imunitni odpovédi a uplatiuji se ve vyvoji adaptivni imunity (Krejsek,

a dalsi, 2016).
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Zékladni molekula IgM se sklada z péti podjednotek. Tyto podjednotky jsou spojeny
fetézci J. Monomerni IgM protilatky se vyskytuji jako soucast BcR receptoru na membrané
zralych B lymfocytii. Pentamerni IgM je velmi silnym aktivatorem komplementu (Krejsek,

a dalsi, 2016).

2.2.3 IgE
Imunoglobuliny E jsou v plazmé zastoupeny nejméné. Jsou to siln¢ glykosylované

imunoglobuliny, které neaktivuji komplementovy systém a neprochdzeji placentou. Maji
schopnost vazat se na efektorové bunky, konkrétné na mastocyty a basofily (Krejsek, a dalsi,
2016). Jsou hlavni pti¢inou atopickych (alergickych) reakci a uplatiiuji se v obrané proti

mnohobunéénym parazitim (Hoftejsi, a dalsi, 2017).

224 IgA
Protilatka IgA je uvolilovdana do slin, matefského mléka, na povrchy sliznic

zazivaciho, dychaciho a wurogenitdlniho traktu. Hlavni Uulohou IgA je véazat

se na mikroorganismy a tim branit jejich adhezi na povrchu sliznic (Krejsek, a dalsi, 2016).

2.2.5 1Igh
IgD se vyskytuje ve slinach, slzach a sekretech dychaciho traktu. Je schopny se vazat

na membrany zirnych bun€k a basofili. V podobé BcR receptoru se nachéazi na povrchu

B lymfocyti (Krejsek, a dalsi, 2016).

2.3 Anti-HLA protilatky ve vztahu k transplantacim

Anti-HLA protilatky vznikaji v organismu po imuniza¢nim podnétu — senzibilizaci.
Jde hlavné o protilatky typu IgG, anti-HLA protilatky typu IgM jsou méné Casté. Podnétem
k senzibilizaci muze byt opakované t¢hotenstvi, opakovana transplantace nebo krevni
transfize. AZ u 20 % zen po opakovanych graviditich nachdzime trvale ptitomné
cytotoxické anti-HLA protilatky (Rehacek, a dalsi, 2013).
2.3.1 Donor specifické protilatky

v

Klinicky nejvyznamnéjsi jsou protilatky piijemce, které jsou zacileny proti HLA
antigentim darce. Tyto protilatky souhrnné nazyvadme donor specifické protilatky (DSA —
Donor Specific Antibodies). PredevSim sem patii imunoglobuliny tfidy G, které jsou
namifeny proti HLA antigentim I. a II. tfidy, ale také proti molekuldm MICA a MICB.
Dokazi zpisobit odhojeni §t€pu nebo transplantatu tim, Ze se navazi na antigeny Stépu

nachazejici se na endotelové vystelce. Po navazani zaktivuji komplement, ktery zpiisobi
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zanét endotelové vystelky transplantované tkané€ a diky nému se nakonec spusti koagula¢ni
kaskada (Krejsek, a dalsi, 2016).

Ptitomnost DSA protilatek velmi vyznamné ovliviluje prognézu preziti
transplantatu. DSA se G€astni vSech typt rejekénich mechanizm, av§ak dominuji predevsim
u hyperakutnich rejekci. Tvorba posttransplantacnich DSA je obvyklym ptiznakem
zacinajici rejekce. U pacienti, ktefi byli zafazeni do Cekaci listiny na transplantaci ledvin,
jsou stanovovany DSA protilaitky riznymi metodami. Dnes je to nejcastéji
mikrolymfocytotoxicky test, multiplexovad technologie Luminex® nebo virtualni
cross-match test. Pokud jsou nalezeny ,,shody* ve specifikach protilatek, znamena to vysokeé
riziko rejekce (Krejsek, a dalsi, 2016).

Nalez DSA je zavazny, proto se dnes zajem upind na metody, které dokazi hladinu
téchto protilatek snizit nebo je Gpln€ odstranit z organismu ptijemce. Nejjednodussi metodou
je plazmaferéza a specifickd imunoadsorpce (Krejsek, a dalsi, 2016). Pfi vyménné
plazmaferéze se odstrani plazma piijemce s obsahem DSA protilatek a je nahrazena roztoky
krystaloidi, koloidii a plazmou. Specifickd imunoadsorpce je separa¢ni technika, pii které
se zcirkulace pacienta separuje plazma. Ta nésledné projde adsorpcni komorou,
kde se odd¢€li patogenni komponenta (DSA) a takto oSetfend plazma se vrati zpét
do krevniho obé&hu pifjemce (Rehadek, a dalsi, 2013). Vyse uvedené metody se vétsinou
dopliiuji o podani imunosupresiv nebo aplikaci intravendznich imunoglobulini (IVIg).
Novym postupem je podani biologickych 1é¢iv pasobicich na B lymfocyty a plazmatické

bunky (rituximab) (Krejsek, a dalsi, 2016).
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3 TRANSPLANTACE

Transplantace je zakrok, pti némZ dochazi k vyméné nefunkéni tkan€ nebo organu
piijemce za funk¢ni ekvivalent darce. Imunitni reakce HLA systému hraje v téchto piipadech
zésadni roli (Hofej$i, a dal§i, 2017). NejcastéjSim druhem orgdnové transplantace
v poslednich letech je transplantace ledvin, po ni nasleduji transplantace, jater, srdce, plic,

slinivky bii$ni a tenkého stfeva (Zak, a dalsi, 2012).

Tabulka 1 Poéet provedenych transplantaci v CR v roce 2019

Transplantovany organ | Pocet transplantovanych osob
Ledvina 452
Jatra 197
Srdce 148
Plice 42
Slinivka btiSni 41
Tenké stfevo 1

Zdroj: https://kst.cz/wp-content/uploads/2020/01/Transplanta¢ni-aktivita-v-CR-2019.pdf.,

upraveno

Mezi zadkladni pojmy v transplantaéni mediciné patii S$tép, coZ je vyraz
pro transplantovany organ nebo tkan. Dale rozdil mezi darcem a pfijemcem, kdy darce
je jedinec, ze kterého pochazi transplantat, ktery je poté piijemci transplantovan. Poslednim
zékladnim pojmem je odhojeni (rejekce) Stépu, ke které dochédzi pii nezadouci reakci
pfijemce na §tép, ktery je vniman jako cizorody. Dochézi tak k reakci St€pu proti hostiteli

(Hoftejsi, a dalsi, 2017).

3.1 Druhy transplantaci
Existuji ctyfi zékladni druhy transplantaci, které odrazeji geneticky vztah mezi
darcem a pfijemcem:
1. Autotransplantace: Jedna se o pfenos vlastni tkan€ nebo organu z jednoho
mista na jiné misto v téle. Jinymi slovy mizeme fict, ze pfijemce je zaroven
1 darcem. Mezi ptiklady autotransplantaci patii kozni transplantace u pacienti
s popaleninami nebo naptiklad bypassova operace u pacientii s koronarnim

onemocnénim srdce.
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2. lIzotransplantace: Pienos tkan¢ nebo orgdnu mezi dvéma geneticky
identickymi jedinci (tj. jednovajenymi dvoj€aty) nazyvame izotransplantaci.
V roce 1954 byla provedena prvni GspéSna transplantace ledviny tohoto
druhu.

3. Alotransplantace: Tato forma transplantace je dnes pievladajici. Tkan nebo
organ piendsime z jednoho €lovéka na druhého. To znamen4, Ze provadime
transplantaci mezi geneticky odlisSnymi ¢leny stejného druhu.

4. Xenotransplantace: Oznacujeme tak pifenos transplantitu mezi riznymi
zivo¢iSnymi druhy. Tento typ predstavuje nejvice rozdilné genetické vztahy
mezi druhy a téméf vzdy je §té€p prijemcem odmitnut (Parija, 2012).

Jako zvlastni druh transplantace, ktery se nepocita do zakladnich, mizeme povazovat
implantace, kdy se pouzivaji umélé (syntetické) nahrady tkéni (Hotejsi, a dalsi, 2017).

Mezi zékladni kritéria uspéchu transplantace patii reakce piijemce na §té€p. Problém
odvrzeni §t€pu je minimalni nebo prakticky zaddny u autotransplantaci. Pouze v ptipadé
alotransplantaci a xenotransplantaci, kdy se pouziva transplantat z jiného clovéka nebo
jiného ZivociSného druhu, vznikd problém s odmitnutim St€pu. Udélostmi, které nastanou
u téchto dvou druhii transplantaci po odejmuti St€pu a nasledné transplantaci dérci, se zabyva

transplantacni imunologie (Parija, 2012).

3.2 Transplantace ledvin

Ledviny jsou parovy organ pifipominajici tvar fazole. = Nachazeji
se v retroperitonealnim prostoru po obou strandch bederni patefe. Skladaji se ze svétlejsi
ktry a tmavsi diené. Klra je ulozena pod vazivovym pouzdrem na povrchu ledviny. Dien
je upravena do pyramidovitych utvard.

Zakladni stavebni a funk¢ni jednotkou ledvin je nefron. D€lime ho na nékolik ¢asti:
Bowmaniiv vacek, ve kterém je uloZen glomerulus (klubicko kapilar), proximalni kanalek,
Henleovu klicku a distalni kandlek. Ten piechazi do sbérnych kanalkl. Glomerulem protéka
krev, kterd se pres sténu kapilar a sténu Bowmanova vacku filtruje a zbavuje se tak
odpadnich latek. Velké mnozstvi filtratu je pak v systému kanalk® upraveno na definitivni
moc¢ (Dylevsky, 1999). Ledviny maji také endokrinni funkci. Produkuji renin, erythropoetin
a 1,2 — hydroxycholekalciferol (Cihdk, 2013).
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Obrazek 5 Ledvina v fezu

1 Pouzdro 9 Mezilalokové arterie
Capsula fibrosa Arteriae interlobares
2 Kura ledviny 10 Cévy pfimé
Cortex renalis Vasa recta

3 Dre ledviny
Medulla renalis

4 Ledvinova panviéka (fez)
Pelvis renalis

5 Ledvinovy kalich
Calix renalis

6 Obloukovéa véna
Vena arcuata

7 Obloukova arterie
Arteria arcuata

8 Mezilali¢kova arterie
Arteria interlobularis

11 Odtok moée k mo&ovému méchyii

12 Moéovod
Ureter
13 Ledvinova véna k dolni duté Zile
Vena renalis
14 Ledvinova arterie
Arteria renalis
15 Ledvinova papila
Papila renalis
16 Dreriové pyramidy

Pyramides renales

Zdroj: https://is.muni.cz/do/fsps/e-

learning/zaklady anatomie/zakl anatomie Il/pages/soustava mocova.html#.

Prvni ispésna transplantace ledvin probehla v roce 1954. V dnesni dobé€ jsou ledviny
nejcastéjSim transplantovanym organem. Indikaci k transplantaci je selhani ledvin, které
je vetsinou spojené se zdvaznou chronickou glomerulonefritidou, dale pak s diabetickou
nefropatii a t€zkou chronickou pyelonefritidou (Krejsek, a dalsi, 2016).

Nejvetsi prekazkou uspesné transplantace je tkanova inkompatibilita a vznik rejekce.
Zasadni je shoda v zastoupeni HLA antigenii. NejrizikovejsSimi antigeny jsou HLA-B,
HLA-A a HLA-DR. O néco nizsi riziko nese neshoda v HLA-DQ a nejnizsi riziko ze vSech
uvedenych nesou HLA-C a HLA-DP (Krejsek, a dalsi, 2016).

Dalsi véci, kterou je nutné pied transplantaci provéfit, jsou donor specifické
protilatky. Cekatelé na waiting listu jsou priibézné a opakované testovani na hladinu a typ
DSA protilatek. Pfed vlastni transplantaci se musi provést cross-match test na DSA
protilatky se sérem piijemce, a to bud’ lymfocytotoxickym testem nebo za pomoci priitokové

cytometrie. Pokud vyjde cross-match test pozitivni, nelze piistoupit k transplantaci (Krejsek,

a dalsi, 2016).

3.3 Darci ledvin

Aby mohla transplantace probéhnout, je potfeba vyhledat vhodného déarce. Tim se

muze stat zijici nebo zemftely (kadaverozni) darce splitujici urcita kritéria (Viklicky, a dalsi,
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2008). Kvalita darovaného organu ma zasadni vyznam na GspéSnost transplantace (Krejsek,
a dalsi, 2016).

Zemfely darce je pacient, u kterého doslo k nezvratné prokazané smrti mozku a jeho
krevni obéh a dychani je uméle udrZzovano aZz do odbéru St€pu (Jilek, 2019). Zakon
¢. 285/2002 Sb. (,transplanta¢ni zakon*) upravuje, v jakém piipadé¢ miize byt nemocny
s podezienim na smrt mozku prohlaSen za mrtvého. VySetfeni nemocného musi byt
provedeno dvéma I¢kati nezdvisle na sobé v odstupu c¢tyf hodin. Diagndéza musi byt
potvrzena angiografii nebo scintigrafii mozku (Viklicky, a dalsi, 2008). Po prohlaseni darce
za mrtvého je nutné co nejdiive zajistit odbér ledviny. Ta je poté prevezena v konzervacnim
roztoku a podchlazeném stavu na misto ur¢eni. Doba transportu nesmi byt del§i nez 48 hodin
(Krejsek, a dalsi, 2016). Dalsimi darci jsou pacienti po smrti srdce. Obecné mizeme fict,
7e §lo o jedince, u néhoz doslo k zastavé srdce a srdecni akci se nepodafilo resuscitaci
obnovit (Viklicky, a dalsi, 2008).

Transplantace ledviny od Zzivého darce ma lepsi vysledky v ptfezivani Stépt
apacienti (Viklicky, a dalsi, 2008). Rok po transplantaci od Zivého darce pieziva
vice nez 95 % nemocnych a u 80-90 % S$tép funguje spravn€. Zato u transplantace
od kadaver6zniho darce pteziva okolo 90 % pfijemci a transplantovana ledvina funguje
spravné u 70-90 % piipadi (Krejsek, a dalsi, 2016). Vyhodou je moznost provedeni
transplantace jesté pfed zahdjenim dialyzacni 1écby, a tim tedy snizeni rizika spojeného
s dialyzou — Zadné riziko infekce, nemusi byt zakladan cévni ptistup nebo peritonealni katetr.
Obecné je bran za nejvhodnéjSiho zijiciho darce ledviny nejbliz§i pokrevni Clen rodiny
pfijemce. VysSeteni potencidlniho darce se sklada z n€kolika €asti: vySetfeni nefrologem
a lékafem transplantacniho centra, vySetieni krve (kompatibilita v ABO systému,
cross-match, HLA typizace), vySetieni moce a dalsi. Zalezi také na véku a funkci ledvin

darce, je nutné posoudit rizika spojend s odbérem transplantatu (Viklicky, a dalsi, 2008).

3.4 Rejekce Stépu

RozliSujeme ti1i druhy rejekce v zavislosti na prevladajicich mechanismech
a Casovani po transplantaci: hyperakutni, akutni a chronickou rejekci (Krejsek, a dalsi,

2016).

3.4.1 Hyperakutni rejekce
Jako hyperakutni rejekci oznaCujeme stav, pii kterém dochdzi k nepfijeti

transplantovan¢ho organu ve velice kratké dobé — v fadech minut az hodin po operaci.
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Pfi¢inou je masivni poSkozeni cévniho systému v transplantovaném organu, vznik trombo6z
a ischemii (Krejsek, a dalsi, 2016).

Pii hyperakutni reakci se nachazeji preformované protilatky v krevni cirkulaci
piijemce. Jsou namiteny predevsim proti HLA antigentim darce (DSA protilatky). Pochazeji
z ptedchozich opakovanych téhotenstvi, transplantaci a transfizi nebo jsou piirozené (napf.
IgM proti sacharidovym antigennim peptidiim) (Hofejsi, a dalsi, 2017). Po vazbé téchto
protilatek na HLA antigeny, které se nachdzeji na povrchu endotelu §tépu se spusti klasicka
cesta komplementu. Na mechanismu rejekce se mize podilet i1 lektinova a alternativni cesta
aktivace komplementového systému, a to hlavné tehdy, pokud je néjakym zpiisobem $tép
poskozen transportem nebo nevhodnou manipulaci. Komplementova kaskada klasické cesty
je spusténa navazanim DSA na C1q slozku komplementu. V pribehu aktivace komplementu
se uvolnuji slozky C3a a C5a, které podpofi vznik a rozvoj zanétu. Na konci kaskady vznika
komplex atakujici membranu (MAC komplex) (Krejsek, a dalsi, 2016). Ten perforuje
membranu endotelovych bunék a tim zptlisobi jejich lyzu (Hoftejsi, a dalsi, 2017).

Vzniklé slozky komplementu (C5a, MAC komplex) a serinova proteaza MASP2
zpusobi, Ze se zacne z endotelovych bunck uvolilovat tkanovy faktor, ktery je spoustéCem
koagula¢ni kaskady. Diky tomuto systému dochazi k adhezi trombocytl na poSkozeny
endotel a ke vzniku trombl. Ty poté zplsobi v transplantovaném orgadnu nevratné
ischemické a nasledkem toho i nekrotické zmény. St&p ztraci svoji funkei (Krejsek, a dalsi,
2016).

V praxi dochéazi k hyperakutni reakci vyjimecné, protoze pfitomnost anti-HLA

protilatek se vySetiuje pfed samotnou transplantaci (Hotejs$i, a dalsi, 2017).

3.4.2 AKkutni rejekce
Na rozdil od hyperakutni reakce dojde u akutni rejekce k primdrni imunitni reakci

proti transplantatu. Akutni odhojovani Stépu nastavd béhem par dnl az tydni. Nekdy
k tomuto stavu miize dojit 1 pozdéji, pokud se z néjakych ditvodl pozastavi imunosupresivni
1é¢ba (Hotejsi, a dalsi, 2017).

Rozhodujicim mechanismem je aloreaktivita proti Stépu darce, ktera
je zprostiedkovana T lymfocyty piijemce. Rozpoznani HLA antigenti darce probiha pfimou

1 neptimou cestou (Krejsek, a dalsi, 2016).
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Obrazek 6 PFimé a nepifimé rozpoznani HLA antigenu

soma‘ticka' APC
burka

darce

APC
pfijemce

MHCII. MHCII.
7N

TCR TCR TCR TCR
CcD8 CD4 CD4 CD4
L J | —
pfimé nepfimé

[ endogenni peptid
B exogenni peptid

Zdroj: Teplan, Vladimir a kolektiv. 2011. Prakticka nefrologie: 2., zcela piepracované a

doplnéné vydani. Praha : Grada Publishing, a.s., 2011. 80-247-1122-2.

Pfi pfimém rozpoznani zaznamena TcR receptor cytotoxického CD8* T lymfocytu
ptijemce HLA molekuly I. tfidy darce. Obvykle rozpoznd HLA molekuly i s cizimi peptidy.
TcR receptory CD4" lymfocytl identifikuji HLA antigeny II. t¥idy, které jsou umisténé
na povrchu lymfocytl a antigen prezentujicich bun¢k. APC darce mohou byt rozpoznavany
ptijemcovi CD4" lymfocyty, a to jak s peptidem, tak i bez ngj. (Krejsek, a dalsi, 2016)

Pfi nepfimém rozpoznani dojde k prezentaci antigenu tak, Ze antigen prezentujici
bunky ptijemce fagocytuji cizi proteiny a exprimuji je na svém povrchu v podob¢ peptidu
umistén¢ho ve zlabku HLA molekuly II. tfidy. Tam je ptecten TcR receptorem
CD4" lymfocytu, ktery se aktivuje a za¢ne uvoliovat IL-2, jenz navodi imunitni odpovéd’.

Po rozpoznani HLA antigenti darce jsou naivni CD4" T lymfocyty piijemce
aktivovany a diky kooperaci dalSich bun¢k nespecifické imunity se diferencuji v Thl a Th17,
které produkuji cytokiny. Vzniklé cytokiny podporuji cytotoxicitu NK bunck
a CD8" T lymfocytd. Rozvijejici se zanét piitahuje do tkané neutrofilni granulocyty,
monocyty a makrofagy. Nasledkem tohoto procesu je transplantovanad tkan poskozena
cytotoxickym pusobenim buné¢k (Krejsek, a dalsi, 2016).

Akutni rejekci mohou zpusobit 1 protilatky proti antigentim darce — donor specifické
protilatky vytvofené aZ po transplantaci. Protilatky se navazi na endotelové bunky Stépu
a zpusobi poSkozeni endotelu. Nasleduje aktivace koagulacni kaskady a ischemie

transplantatu (Krejsek, a dalsi, 2016).
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3.4.3 Chronicka rejekce
Jde o dlouhodoby proces, ktery mtze probihat i fadu let po transplantaci. Mohou

se na ném podilet DSA, ale i aloreaktivni T lymfocyty. Chronickéd rejekce miize nastat
1v piipadé, Ze darce a prijemce jsou HLA shodni. Zde hraje roli reaktivita proti vedlejSim
histokompatibilnim antigeniim (napt. MiHA) (Krejsek, a dalsi, 2016).

Chronickou rejekci provazi dlouhodoby zanét, ktery zplisobi postupnou prestavbu
transplantatu. Pasobenim myofibroblasti a fibroblastd dojde k produkci pojiva,
doprovazenou fibrotizaci a ztluSténim cévnich stén v transplantovaném organu. Dochazi

ke ztraté funkce, protoze funk¢ni tkan je nahrazovana pojivem (Krejsek, a dalsi, 2016).

3.5 Imunosupresivni lé¢ba po transplantaci ledviny

To, zda bude transplantace ledvin UspéSna, zalezi na kvalit¢ darcovského organu,
chirurgickém vykonu a imunosupresivnim rezimu (Viklicky, 2010). Imunosupresiva jsou
latky, které potlacuji funkci imunitniho systému (Hynie, 2001). Cilem 1é¢by imunosupresivy
je zamezit imunitni reakci pacienta vici transplantatu a zabranit tak rejekci $t€pu, ale také
soucasn¢ zachovat obranyschopnost ptijemce (Biirgelova, 2011). Diky imunosupresivim
pieziva po jednom roce po transplantaci 90-93 % Stépti. Horsi je situace po péti letech. Tuto
dobu ptezije 66 % Stepa a 79 % pacienti. Hlavnim diivodem ztraty funkce transplantované
ledviny z dlouhodobého hlediska je chronicka rejekce (Viklicky, 2010).

Mezi nevyhody imunosupresiv patii jejich neptiznivé vedlejsi ucinky, které se
podileji na vzniku komplikaci a tim ovliviiuji osud Stépu (Biirgelova, 2011). Vlivem téchto
uc¢inkd se mohou v krat$i dobé po transplantaci vyskytnout infekce, po delSim obdobi
nadorova onemocnéni a kardiovaskularni onemocnéni. Je tedy zapotiebi najit rovnovahu
mezi ucinnou imunosupresivni 1écbou, kterd dokaze potlacit rejekci a imunosupresi
s vedlejsimi ucinky (Viklicky, 2010).

Viklicky, 2010 a Biirgelova, 2011 uvadi, Ze imunosupresivni rezimy rozliSujeme
podle doby jejich pouziti a indikaci na induk¢ni, udrZzovaci a antirejek¢ni imunosupresi, ktera

byla vyvinuta k 1é€bé rejekénich epizod.

3.5.1 Induk¢ni rezim
Indukéni rezim je pouzivan v brzkém obdobi po transplantaci. Jednd se o velmi

intenzivni imunosupresi, jeZ pomahd zabranit odhojeni st€pu v obdobi, kdy imunitni systém
nejintenzivngji odpovida na aloantigen. Pfed samotnou transplantaci, a ve vétSiné ptipadl 1
den po ni, je pacientovi aplikovan metylprednisolon (Viklicky, 2010). Jednd se o

kortikosteroid, ktery mé lymfolytické ucinky, inhibuje tvorbu prostaglandinti a leukotrientl,
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utlumuje tvorbu IL-2 a dalSich cytokinli a zasahuje tim do bunécnych odpovédi (Hynie,
2001). Pokud je u pacienta zvySené riziko rejekce, aplikuji se polyklonalni protilatky proti
T lymfocytim — krali¢i antithymocytarni globulin. V pfipadech, kdy hrozi protilatkami
zprosttedkovana rejekce (napf. pii transplantaci ABO inkompatibilniho $tépu) se pied
transplantaci provede plazmaferéza a po zakroku budou pacientovi podany intravendzni
imunoglobuliny (IVIg), eventualné rituximab (Viklicky, 2010). Lécba Ivig je G¢inna, rychla
a z dlouhodobého hlediska snizuje hladinu HLA protilatek. Rituximab je monoklondlni
protilatka proti transmembranovému antigenu CD20* B lymfocyti. Pokud se rituximab
navaze na tento antigen, dojde za pomoci komplementu k lyze B lymfocytt (Biirgelova,

2011).

3.5.2 Udrzovaci rezim
UdrZovaci imunosuprese navazuje na indukéni rezim, je vSak méné intenzivni a

slouzi k profylaxi akutni rejekce. Nejvice pouzivany udrZzovaci rezim se sklada
z trojkombinace imunosupresiv (Viklicky, 2010). Tou je nejc€astéji trojkombinace takrolimu,
mekofenolat mofetilu a prednisonu. Takrolimus je inhibitor kalcineurinu, jeho aktivitu tedy
blokuje a diky tomu je nasledné porusena aktivace cytokint (hlavné IL-2), ktery hraje
vyznamnou roli v aktivaci T lymfocyti (Biirgelova, 2011). Toto imunosupresivum se dale
kombinuje s antiproliferatné ptisobicim imunosupresivem, jakym je mekofenolat mofetilu,
a také s kortikosteroidy (prednison). Imunosupresivni davky se postupem casu sniZuji a
pokud dochéazi k projeveni vedlejSich ucinki, mohou se trojkombinace meénit na

dvojkombinace, ptip. 1 na monoterapii (Viklicky, 2010).

3.5.3 Antirejekéni terapie
Tento imunosupresivni rezim je vyuzivan k 1é¢b¢e rejekce. V piipade akutni rejekce

T lymfocyty se zatazuji kortikosteroidy ve vysokych davkach, pii rezistence rejekce k nim
se nasazuje antilymfocytarni preparat. Akutni humoralni protilatkami zprostiedkovana
rejekce se 1€¢i pomoci kombinace plazmaferéz IVIg a piip. podanim rituximabu. Tato terapie
by se méla pouzivat pouze na zaklad¢ znalosti histologického vySetfeni kvili svym

nepiiznivym vedlej§im u€¢inkiim (Viklicky, 2010).

38



PRAKTICKA CAST

Prakticka cCast bakalarské prace obsahuje postup stanoveni donor specifickych
protilatek pomoci xXMAP technologie firmy Luminex® (Luminex Corporation, Austin, TX)
u pacientli po transplantaci ledviny a nasledné vyhodnoceni a porovnani ziskanych vysledki
se studii NMDR provedenou v roce 2014 Ceskym narodnim registrem déarcii kostni dfeng,

ktera zjistovala zastoupeni HLA alel I. a II. tfidy v populaci CR.

4 CIL PRACE
Hlavnim cilem bakaléiské prace je zjisténi vyskytu donor specifickych protilatek
u pacienttl po transplantaci ledviny. Daéle zjistit zastoupeni HLA alel v populaci CR

a porovnat ho se zastoupenim donor specifickych protilatek u pacientt.
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5 VYZKUMNE OTAZKY

1) Jaké je zastoupeni DSA ve skupiné pacientd transplantovanych ve Fakultni
nemocnici Plzen?
2) Jaké je zastoupeni HLA alel v I a II. t¥idé v populaci Ceské republiky?

3) Jaké je porovnani zastoupeni DSA se zastoupenim HLA v populaci?
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6 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledovany soubor tvoii pacienti Fakultni nemocnice v Plzni, ktefi byli vySetfovani
mezi roky 2016-2020 pomoci technologie Luminex® (Luminex Corporation, Austin, TX)
na pfitomnost donor specifickych protilatek.

Pacientiim byla odebrana krev. Sérum bylo poté vysetfovano na Ustavu imunologie
a alergologie. Celkovy vySetfovany soubor obsahoval 315 pacientl, z nichZz m¢élo

91 pacientl (51 muzl a 40 Zen) pozitivni nalez donor specifickych protilatek.
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7 METODIKA PRACE

Stanoveni DSA probihalo na pfistroji Luminex® (Luminex Corporation, Austin, TX)
s vyuzitim imunotestt LIFECODES LSA™ 1. a II. tfidy (Immucor, USA).
Jedna se o screeningové testy, které jsou vyuzitelné pro kvalitativni detekci IgG protilatek
reagujicich s HLA 1. a II. tfidy. Data byla hodnocena softwarem MatchIt® (Immucor, USA).
Pro spravné hodnoceni musime znat HLA typizaci darce i piijemce. Nasledné byly
ze ziskanych vysledkil zpracovany tabulky pomoci programu Excel (Microsoft, USA).

Ziskand data o DSA byla porovnavéana s vysledky studie NMDR, ktera byla
provedena vroce 2014 Ceskym narodnim registrem darct kostni dfend. Tato studie
zjistovala za pomoci metod PCR-SSP a PCR-SSOP zastoupeni HLA alel v populaci, kdy
u darcii kostni dfen¢ byly vySetieny lokusy A, B, C, DQB1 a DRBI. Typizace lokust A, B
a DRBI probéhla u 5099 darct, lokus C zahrnoval 4669 darct a lokus DQB1 4049 darcu.

Vysledky byly uvetejnény na strankach www.allelefrequencies.net.

Pomoci programu Excel (Microsoft, USA) byly vytvofeny grafy srovnani ¢etnosti
vyskytu DSA a HLA alel v populaci. Pro sestaveni grafii bylo vZzdy vybrano pét nejcastéjsich
alel a DSA. Ke srovnani byly vybrany pouze protilatky proti diagnosticky vyznamnym
lokustim stanovujicim se u pacientii po transplantaci ledvin. Témi jsou lokusy A, B, DQBI

a DRBI. Nov¢ se do tohoto seznamu zatazuje i lokus C, proto je soucasti porovnani.

Obrizek 7 Analyzator Luminex® (Luminex Corporation, Austin, TX)

Zdroj: https://www.luminexcorp.com/eu/luminex-100200/
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7.1 Material, reagencie, pomiicky a pristroje

1.

Material, pomucky a pfistroje pouzité pro stanoveni DSA

Vzorek pacientského séra

Analyzator Luminex® (Luminex Corporation, Austin, TX), software LIFECODES Match It!

(Immucor, USA), centrifuga, mikrocentrifuga, vortex, odsavaci deska

Mikrotitracni desticka, nastavitelné pipety (5 pul - 50 ul), vicekandlova pipeta (250 pl),

odpovidajici Spicky

2.

Reagencie pouzité pro stanoveni DSA

LIFECODES LSA™ . tiéida (Immucor, USA) obsahujici:

Smés kulicek LSA 1. tfidy: kulicky jsou konjugovany s rozdilnymi glykoproteiny
HLA 1. tfidy, dale smés obsahuje kontrolni kulicky

Koncentrat konjugatu LSA: kozi anti-lidské IgG protilatky konjugované
s fykoerytrinem v pufru, pfed pouzitim je nutné koncentrat nafedit promyvacim
pufrem v poméru 1:10

Promyvaci pufr

Pozitivni kontrola LSA I. tfida: sérum ziskané od jedinct s prokédzanou aloimunitou
proti HLA antigentim, reagujici s vétSinou kulicek LSA 1. tiidy

Negativni kontrola LSA I. tfida: sérum ziskané od jedincd, u kterych nebyly
prokédzéany protilatky proti antigenim HLA, nereaguji s vétSinou/zadnymi kulickami

LSA 1. tidy

LIFECODES LSA™I. tfida (Immucor, USA) obsahujici:

Smés kulicek LSA II. tfidy: kulicky jsou konjugovany s rozdilnymi glykoproteiny
HLA II. tfidy, dale smés obsahuje kontrolni kulicky

Koncentrat konjugatu LSA: kozi anti-lidské IgG protilatky konjugované
s fykoerytrinem v pufru, pfed pouzitim je nutné koncentrat nafedit promyvacim
pufrem v poméru 1:10

Promyvaci pufr

Pozitivni kontrola LSA II. tfida: sérum ziskané od jedincii s prokazanou aloimunitou
proti HLA antigentim, reagujici s vétSinou kulicek LSA II. tfidy

Negativni kontrola LSA II. tfida: sérum ziskané od jedinct, u kterych nebyly
prokédzany protilatky proti antigenim HLA, nereaguji s vétSinou/zadnymi kulickami

LSA II. tiidy
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7.2 Postup stanoveni

Pfed samotnym stanovenim je potieba vzorky sér promichat. Dale musime vSechny
reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu.

Reakéni desticku zvlh¢ime ptfiddnim 200 pl destilované vody a nechame 5 minut
inkubovat. Béhem inkubace si pfipravime reakéni kulicky a to tak, Ze je intenzivné
promichdme minimalné 1 minutu na vortexu, poté 30 sekund -centrifugujeme
na mikrocentrifuze a opét promichame alespoii 1 minutu na vortexu. Po ub&hnuti doby
inkubace odsajeme destilovanou vodu na odsavaci desce. Pfed odsatim odstranime kryt
membrany desti¢ky, ktery na ni jiZ nevracime.

Do vsech reakénich jamek desti¢ky napipetujeme 40 pl reakénich kulicek. Do jamek
pro testovani ptidame 10 pl pacientského séra. Do jamek urcenych pro pozitivni a negativni
kontrolu napipetujeme 10 ul odpovidajiciho kontrolniho materidlu, ktery je soucasti sady.
Desti¢ku inkubujeme 30 minut ve tmé za stalého michani na vortexu.

Béhem inkubace si pfipravime roztok konjugatu fykoerytrinu (PE) s IgG pro HLA 1.
a II. tfidu. Na jednu jamku potfebujeme 5 pl konjugatu a 45 pl promyvaciho roztoku.
Ptipraveny konjugat uschovame do pouZiti ve tmé.

Po skonceni inkubace desticku 3x promyjeme na odsdvaci desce. Poprvé promyvame
100 pl promyvaciho pufru, podruhé a potteti 250 pl promyvaciho roztoku. Spodni Cast
desticky osusime bunicitou vatou a do kazdé reakéni jamky napipetujeme 50 pl nafedéného
konjugatu. Nasleduje 30 minut inkubace na vortexu ve tmé. Po ukonceni inkubace do kazdé
jamky napipetujeme 130 pl promyvaciho roztoku a na desticku vratime kryt jamek.

Takto ptipravenou desticku je potieba nejdéle do 3 hodin analyzovat. Vlastni analyza
se provadi po méfeni desticky na piistroji Luminex® (Luminex Corporation, Austin, TX)

pomoci softwaru MatchIt® (Immucor, USA).

Obrazek 8 Mikrotitracni desticka vyuzivana pro stanoveni DSA

Zdroj: https://www.immucor.com/global/Products/Pages/LIFECODES-LSA-Single-

Antigen.aspx

44



8 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

8.1 Lokus A — Zastoupeni HLA alel v populaci

Tabulka 2 Zastoupeni HLA alel lokusu A v populaci

1 A*02:01 24,31 32 A*02:07 0,04
2 A*01:01 16,07 33 A*02:09 0,04
3 A*03:01 14,24 34 A*74:03 0,04
4 A*24:02 9,60 35 A*02:11 0,03
5 A*11:01 5,66 36 A*24:07 0,03
6 A*26:01 5,03 37 A*24:56 0,03
7 A*25:01 4,02 38 A*01:03 0,02
8 A*32:01 3,18 39 A*02:03 0,02
9 A*68:01 3,03 40 A*02:08 0,02
10 A*23:01 2,94 41 A*03:33 0,02
11 A*31:01 2,13 42 A*25:02 0,02
12 A*29:02 1,96 43 A*29:10 0,02
13 A*30:01 1,89 44 A*66:17 0,02
14 A*02:05 0,82 45 A*80:01 0,02
15 A*66:01 0,82 46 A*01:02 0,01
16 A*33:01 0,54 47 A*01:06 0,01
17 A*68:02 0,52 48 A*02:04 0,01
18 A*29:01 0,46 49 A*02:35 0,01
19 A*33:03 0,44 50 A*02:138 0,01
20 A*30:02 0,36 51 A*02:149 0,01
21 A*03:02 0,32 52 A*02:158 0,01
22 A*02:06 0,21 53 A*11:04 0,01
23 A*02:17 0,19 54 A*23:17 0,01
24 A*24:03 0,13 55 A*24:31 0,01
25 A*30:04 0,13 56 A*31:08 0,01
26 A*02:02 0,12 57 A*31:26 0,01
27 A*02:30 0,10 58 A*32:02 0,01
28 A*69:01 0,09 59 A*34:01 0,01
29 A*26:08 0,06 60 A*68:08 0,01
30 A*34:02 0,06 61 A*68:09 0,01
31 A*03:20 0,05 62 A*68:12 0,01

Zdroj: vlastni

Dle studie NMDR je nejvice zastoupenou alelou lokusu A v populaci A*02:01
s Cetnosti 24,31 %. Tu nasleduje s Cetnosti 16,07 % alela A*01:01, tieti v potadi je alela
A*03:01 s frekvenci 14,24 %. Ctvrté, paté, Sesté a sedmé misto piipada alelam A*24:02,
A*11:01, A*26:01 a A*25:01 s Cetnostmi 9,60 %, 5,66 %, 5,03 % a 4,02 %.
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8.2 Lokus A — Zastoupeni donor specifickych protilatek u pacientii

Tabulka 3 Zastoupeni DSA lokusu A u pacienti po transplantaci ledviny

1 A*24:02 6,83
2 A*23:01 6,43
3 A*24:03 6,02
4 A*02:03 5,62
5 A*02:02 5,62
6 A*02:01 5,22
7 A*02:05 5,22
8 A*69:01 4,82
9 A*68:01 4,02
10 A*68:02 4,02
11 A*74:01 4,02
12 A*11:02 3,61
13 A*01:01 3,61
14 A*32:01 3,21
15 A*11:01 3,21
16 A*66:02 2,41
17 A*03:01 2,41
18 A*29:02 2,41
19 A*33:03 2,41
20 A*34:01 2,41
21 A*36:01 2,41
22 A*43:01 2,01
23 A*25:01 2,01
24 A*29:01 2,01
25 A*33:01 2,01
26 A*66:01 1,61
27 A*31:01 1,61
28 A*80:01 1,20
29 A*26:01 1,20
30 A*30:01 0,40

Zdroj: vlastni

Stanovenim DSA u pacienti bylo zjiSténo, ze nejcastéji vyskytujici se protilatka
v lokusu A je anti-A*24:02 s Cetnosti 6,83 %. Nasleduji anti-A*23:01 a anti-A*24:03
s ¢etnostmi 6,43 % a 6,02 %. O Ctvrté a paté misto v poradi se dé€li s Cetnosti 5,62 %
protilatky anti-A*02:03 a anti-A*02:02. Jako dal$i se umistily anti-A*02:01, anti-A*02:05
s 5,22 % frekvenci vyskytu u pacientt.
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8.3 Lokus A — Porovnani zastoupeni DSA u pacientii a HLA alel

v populaci

Graf 1 Porovnani vyskytu ¢etnosti donor specifickych protilatek u pacienti a HLA
alel v populaci v ramci lokusu A

Lokus A — Porovnani ¢etnosti DSA u pacientii a HLA alel v
populaci
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Zdroj: vlastni

V Grafu 1 mizeme vidét, ze nejcetn¢j§i DSA je dle mého meéfeni protilatka
anti-A*24:02, kterd ma cetnost 6,83 %, ale alela A*24:02 je v potadi zastoupeni HLA alel
v populaci aZ na ¢tvrtém misté€ s cetnosti 9,60 %. Druhou nejcetnéj$i DSA je anti-A*23:01,
v populaci je alela A*23:01 desata.

Nejvice zastoupenou alelou v populaci je A*02:01 s Cetnosti 24,31 %. Protilatka
anti-A*02:01 se umistila na Sestém misté diky Cetnosti 5,22 %. Alely A*01:01 a A*03:01
jsou druhé a tteti v potadi, protilatky anti-A*01:01 a anti-A*03:01 jsou dle mého zjisténi na

tfinactém a sedmnactém misté v Tabulce 3.
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8.4 Lokus B — Zastoupeni HLA alel v populaci

Tabulka 4 Zastoupeni HLA alel lokusu B v populaci

1 B*07:02 11,9 32 B*14:01 0,41
2 B*08:01 10,34 33 B*41:01 0,41
3 B*18:01 6,43 34 B*39:06 0,4
4 B*15:01 5,53 35 B*47:01 0,4
5 B*44:02 5,38 36 B*07:05 0,34
6 B*35:01 5,31 37 B*45:01 0,25
7 B*51:01 5,12 38 B*07:04 0,22
8 B*44:03 4,91 39 B*51:08 0,21
9 B*13:02 4,75 40 B*53:01 0,21
10 B*38:01 3,7 41 B*18:03 0,2
11 B*40:01 3,68 42 B*15:18 0,19
12 B*27:05 3,46 43 B*40:06 0,19
13 B*57:01 3,23 44 B*15:03 0,09
14 B*35:03 3,15 45 B*15:09 0,09
15 B*49:01 1,77 46 B*51:05 0,08
16 B*14:02 1,65 47 B*73:01 0,07
17 B*40:02 1,56 48 B*13:01 0,06
18 B*35:02 1,53 49 B*48:01 0,06
19 B*55:01 1,19 50 B*07:06 0,04
20 B*39:01 1,18 51 B*15:07 0,04
21 B*52:01 1,17 52 B*42:02 0,04
22 B*27:02 1,1 53 B*46:01 0,04
23 B*41:02 1,1 54 B*27:07 0,03
24 B*37:01 1,05 55 B*50:02 0,03
25 B*50:01 1,05 56 B*13:10 0,02
26 B*56:01 0,97 57 B*15:08 0,02
27 B*44:27 0,69 58 B*15:16 0,02
28 B*58:01 0,69 59 B*15:24 0,02
29 B*44:05 0,66 60 B*15:157 0,02
30 B*15:17 0,61 61 B*15:220 0,02
31 B*35:08 0,61 62 B*18:07 0,02

Zdroj: vlastni

Alelou snejvétsi frekvenci vyskytu v populaci (11,9 %) vramci lokusu B
je B*¥07:02. Druhé a tfeti misto pfislusi alelam B*08:01 a B*18:01 s ¢etnostmi 10,34 %
a 6,43 %. Cetnosti 5,53 %, 5,38 %, 5,31 % a 5,12 % nalezi alelam na &tvrtém aZ sedmém
misté v pofadi — B*15:01, B*44:02, B*35:01, B*51:01. Alely s ¢etnosti pod 0,02 % nejsou

v této tabulce uvedeny.
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8.5 Lokus B — Zastoupeni donor specifickych protilatek u pacienti

Tabulka 5 Zastoupeni donor specifickych protilatek lokusu B u pacientt po
transplantaci ledviny

1 B*15:12 3,96 25 B*40:01 1,85
2 B*82:02 3,96 26 B*40:02 1,85
3 B*44:02 3,69 27 B*47:01 1,85
4 B*44:03 3,69 28 B*50:01 1,85
5 B*57:01 3,69 29 B*53:01 1,85
6 B*58:01 3,43 30 B*54:01 1,85
7 B*08:01 3,17 31 B*59:01 1,85
8 B*15:16 2,90 32 B*15:01 1,58
9 B*56:01 2,90 33 B*18:01 1,58
10 B*49:01 2,64 34 B*37:01 1,58
11 B*55:01 2,64 35 B*38:01 1,58
12 B*13:02 2,37 36 B*41:01 1,58
13 B*35:08 2,37 37 B*67:01 1,58
14 B*45:01 2,37 38 B*73:01 1,58
15 B*52:01 2,37 39 B*81:01 1,58
16 B*15:18 2,11 40 B*07:02 1,32
17 B*42:01 2,11 41 B*07:03 1,32
18 B*46:01 2,11 42 B*15:02 1,32
19 B*51:01 2,11 43 B*27:08 1,32
20 B*15:03 1,85 44 B*39:01 1,32
21 B*15:13 1,85 45 B*78:01 1,32
22 B*27:03 1,85 46 B*14:02 1,06
23 B*27:05 1,85 47 B*14:01 0,79
24 B*35:01 1,85 48 B*48:01 0,79

Zdroj: vlastni

Protilatkami s nejvyssim frekvencnim vyskytem ve stanovovaném souboru v rdmci
lokusu B jsou anti-B*15:12 a anti-B*82:02 se stejnou cetnosti 3,96 %. Tieti az paté misto
obsazuji protilatky s frekvenci vyskytu 3,69 %. Témi jsou anti-B*44:02, anti-B*44:03
a anti-B*57:01. Dalsi v potadi se vykytuji protilatky s ¢etnosti vice nez 3 % — anti-B*58:01
(3,43 %) a anti-B*08:01 (3,17 %).
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8.6 Lokus B — Porovnani zastoupeni DSA u pacientii a HLA alel

v populaci

Graf 2 Porovnani vyskytu ¢etnosti donor specifickych protilatek u pacienti a HLA
alel v populaci v ramci lokusu B

Lokus B — Porovnani ¢etnosti DSA u pacienti a HLA alel v
populaci

m Stanovena anti-HLA protilatka m Zastoupeni HLA alel

Cetnost [%]
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Zdroj: vlastni

netestovana
netestovana

Nejvice zastoupenou HLA alelou v lokusu B je B*07:02 s ¢etnosti 11,9 %. Protilatka
anti-B*07:02 je az na Ctyficatém misté. Alela B*08:01 je druhou nejcetnéjsi, protilatka
anti-B*08:01 je sedma v potadi a Cetnost jejiho vyskytu je 3,17 %. Dalsi jsou alely B*18:01,
B*15:01 a B*35:01 s frekvencemi 6,43 %, 5,53 % a 5,38 %. Donor specifické protilatky
anti-B*18:01, anti-B*15:01 a anti-B*35:01 jsou v Tabulce 5 na tficatém tfetim, tficatém
druhém a dvacéatém ctvrtém miste.

V ramci lokusu B bohuzel nelze porovnat nejcetnéjsi protilatky anti-B*15:12
a anti-B*82:02 s alelami B*15:12 a B*82:02, protoze studie NMDR tyto alely pfi svém
stanoveni  nevySetfovala. Diky vefejné dostupnym informacim na  webu

www.allelefrequencies.net 1ze ale fici, ze celosvétoveé je vyskyt téchto alel nizky. Alela

B*15:12 se ve své nejvyssi frekvenci 2 % objevuje v USA, dale v Indonésii a Cing, kde je

24

okolo 2,5 %. V ostatnich statech je jeji vyskyt pod 1 %.
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8.7 Lokus C — Zastoupeni HLA alel v populaci

Tabulka 6 Zastoupeni HLA alel lokusu C v populaci

1 C*07:01 15,24 28 C*15:13 0,05
2 C*07:02 12,92 29 C*04:03 0,04
3 C*04:01 12,87 30 C*15:06 0,04
4 C*06:02 11,12 31 C*02:10 0,03
5 C*12:03 8,93 32 C*15:04 0,03
6 C*03:04 6,02 33 C*01:44 0,02
7 C*02:02 5,77 34 C*05:65 0,02
8 C*03:03 4,74 35 C*17:02 0,02
9 C*05:01 4,74 36 C*01:04 0,01
10 C*01:02 3,31 37 C*01:52 0,01
11 C*08:02 2,05 38 C*03:19 0,01
12 C*15:02 1,93 39 C*04:30 0,01
13 C*07:04 1,91 40 C*04:82 0,01
14 C*16:01 1,8 41 C*05:08 0,01
15 C*12:02 1,22 42 C*05:34 0,01
16 C*14:02 1,11 43 C*06:04 0,01
17 C*17:03 0,91 44 C*06:17 0,01
18 C*16:02 0,65 45 C*06:73 0,01
19 C*15:05 0,45 46 C*06:89 0,01
20 C*17:01 0,43 47 C*07:06 0,01
21 C*03:02 0,42 48 C*07:12 0,01
22 C*07:18 0,26 49 C*07:29 0,01
23 C*07:19 0,23 50 C*07:40 0,01
24 C*07:27 0,21 51 C*07:60 0,01
25 C*16:04 0,17 52 C*14:03 0,01
26 C*08:03 0,06 53 C*15:11 0,01
27 C*08:01 0,05 54 C*18:02 0,01

Zdroj: vlastni

Nejvice frekvencni alelou lokusu C je C*07:01 s Cetnosti 15,24 %. Druhé a tieti misto
obsazuji alely C*07:02 a C*04:01 s &etnostmi 12,92 % a 12,87 %. Ctvrta v potadi je alela
C*06:02. Na patém, Sestém a sedmém mist¢ se s frekvenénim vyskytem pod 10 % umist'uji

C*12:03, C*03:04 a C*02:02.

51



8.8 Lokus C — Zastoupeni donor specifickych protilatek u pacientii

Tabulka 7 Zastoupeni donor specifickych protilatek lokusu C u pacienti po

transplantaci ledviny

1 C*17:01 14,29
2 C*04:01 11,90
3 C*05:01 9,52
4 C*08:02 9,52
5 C*04:03 7,14
6 C*18:01 7,14
7 C*01:02 4,76
8 C*03:03 4,76
9 C*06:02 4,76
10 C*08:01 4,76
11 C*14:02 4,76
12 C*15:02 4,76
13 C*02:02 2,38
14 C*03:04 2,38
15 C*07:01 2,38
16 C*07:02 2,38
17 C*12:02 2,38

Zdroj: vlastni

Nejfrekvencnéjsimi  protilatkami lokusu C jsou anti-C*17:01 (14,92 %),
anti-C*04:01 (11,90 %), anti-C*05:01 a anti-C*08:02. Posledni dvé jmenované se d¢li o tieti
a ¢tvrté umisténi s Cetnosti 9,52 %. Nasleduji je protilatky anti-C*04:03 a anti-C*18:01
se 7,14 % frekvenci vyskytu u pacientii. Jako dals$i pokracuji DSA s Cetnosti pod 5 %,
konkrétné anti-C*01:02, anti-C*03:03, anti-C*06:02, anti-C*08:01, anti-C*14:02 a nakonec
anti-C*15:02.
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8.9 Lokus C — Porovnani zastoupeni DSA u pacientii a HLA alel

v populaci

Graf 3 Porovnani vyskytu ¢etnosti donor specifickych protilatek u pacienti a HLA

alel v populaci v ramci lokusu C

Lokus C — Porovnani ¢etnosti DSA u pacienti a HLA alel
v populaci

m Stanovena anti-HLA protilatka

15,00 14,29

12,87
11,9
10.00 9,52 9,52
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0,00 —

Cetnost [%]

C*17:01 C*04:01 C*05:01 C*08:02

Zdroj: vlastni

Donor specifickou protilatkou s nejvétsi frekvenci vyskytu je anti-C*17:01. Alela
C*17:01 se v populaci vyskytuje ale pouze v zastoupeni 0,43 % a v Tabulce 6 je tedy
az na dvacatém misté. Oproti tomu alelou s nejvy$Sim zastoupenim 15,24 % je C*07:01.
Protilatka anti-C*07:01 se umist'uje na patnactém misté. Alela C*04:01 a protilatka anti-

C*04:01 se podobnym vyskytem v populaci (12,87 % a 11,90 %) tadi za tfeti nejcasté;si

0,04

m Zastoupeni HLA alel

15,24

12,92

11,12

8,93
6,02
4,76
2,38 2,38 I i 2,38

netestovana

C*04:03 C*07:01 C*07:02 C*06:02 C*12:03 C*03:04

alelu v lokusu C a druhou nejvice produkovanou protilatku.

vV

protoze se v ramci vySeteni pacientii na DSA protilatka anti-C*12:03 nestanovuje.
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8.10 Lokus DQB1 — Zastoupeni HLA alel v populaci

Tabulka 8 Zastoupeni HLA alel lokusu DQB1 v populaci

1 DQB1#03:01 19,24
2 DQB1#06:02 12,83
3 DQB1#02:01 11,48
4 DQB1#02:02 10,78
5 DQB1#05:01 10,29
6 DQB1*03:02 8,71
7 DQB1#06:03 7,73
8 DQB1#03:03 421
9 DQB1#05:02 4,15
10 DQB1#04:02 3,22
11 DQB1#05:03 2,54
12 DQB1*06:04 2,52
13 DQB1#06:01 0,89
14 DQB1*06:09 0,41
15 DQB1#03:04 0,38
16 DQBI1*03:19 0,19
17 DQB1#05:04 0,16
18 DQB1*03:05 0,14
19 DQB1#06:39 0,04
20 DQB1#02:03 0,03
21 DQB1#03:08 0,01
22 DQB1*03:12 0,01
23 DQB1#06:07 0,01
24 DQBI1*06:13 0,01
25 DQB1*06:14 0,01
26 DQB1*06:28 0,01

Zdroj: vlastni

Lokusu DQB1 dominuje alela DQB1*03:01 s Cetnosti v populaci 19,24 %. Nasleduji
alely DQB1*06:02, DQB1*02:01 a DQB1*02:02 s frekven¢nimi vyskyty 12,83 %, 11,48 %
a 10,78 %. Patou nejcastéjsi je DQB1*05:01 (10,29 %). Poté frekvence kleséd pod 10 %
anaSestém, sedmém a osmém mist¢ jsou tak alely DQB1*03:02, DQB1*06:03
a DQB1*03:03.
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8.11 Lokus DQBI1 — Zastoupeni donor specifickych protilatek u pacientii

Tabulka 9 Zastoupeni donor specifickych protilatek lokusu DQB1 u pacienti po

transplantaci ledviny

1 DQB1*06:02 11,30
2 DQB1%*03:03 10,43
3 DQB1*06:03 9,57
4 DQB1#03:01 8,70
5 DQB1*03:02 8,70
6 DQB1*04:02 7,83
7 DQB1*06:04 7,83
8 DQB1*05:02 6,09
9 DQB1*06:01 6,09
10 DQB1*04:01 5,22
11 DQB1*05:01 5,22
12 DQB1*05:03 5,22
13 DQB1*02:01 4,35
14 DQB1#02:02 3,48

Zdroj: vlastni

Diky stanoveni DSA bylo zjisténo, Ze nejobvyklejSimi protilatkami v lokusu DQBI
jsou anti-DQB1*06:02 a anti-DQB1*03:03. Ob¢ protilatky se vyskytly u vice nez 10 %
pacientl. S Cetnosti 9,57 % je doprovazi protilatka anti-DQB1*06:03. O Ctvrté a paté misto
se déli anti-DQB1*03:01 a anti-DQB1*03:02, které maji Cetnost 8,70 %. Dalsi v potadi
se objevuji protilatky s vyskytem 7,83 % — anti-DQB1*04:02 a anti-DQB1*06:04.

55



8.12 Lokus DQB1 — Porovnani zastoupeni DSA u pacientii a HLA alel
v populaci

Graf 4 Porovnani vyskytu ¢etnosti donor specifickych protilatek u pacienti a HLA
alel v populaci v ramci lokusu DQB1

Lokus DQB1 — Porovnani ¢etnosti DSA u pacienti a HLA alel
v populaci
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Zdroj: vlastni

Ze studie NMDR bylo zjisténo, ze nejvice zastoupenou alelou v lokusu DQBI
je DQB1*03:01 (19,24 %). V potadi protilatek je anti-DQB1*03:01 na &tvrtém misté
s Cetnosti 8,70 %. Nejfrekvenénéjsi DSA je anti-DQB1*06:02, alela DQB1*06:02 je druha
v poradi zastoupenych alel v populaci. Protilatky proti alelam DQB1*02:01 a DQB1*02:02

jsou v nasem stanovenim az na poslednich dvou mistech.
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8.13 Lokus DRBI1 — Zastoupeni HLA alel v populaci

Tabulka 10 Zastoupeni HLA alel lokusu DRB1 v populaci

1 DRB1*07:01 14,28 29 DRB1%*16:02 0,23
2 DRBI1*15:01 13,11 30 DRB1*08:03 0,2
3 DRB1*03:01 10,79 31 DRB1*01:03 0,18
4 DRB1*01:01 8,06 32 DRB1*08:04 0,17
5 DRB1*11:01 7,76 33 DRB1*13:05 0,17
6 DRBI1*13:01 7,41 34 DRB1%*04:06 0,07
7 DRB1*04:01 591 35 DRB1*08:02 0,06
8 DRBI1*11:04 4,67 36 DRB1*03:04 0,06
9 DRB1*16:01 3,59 37 DRB1%*12:02 0,06
10 DRB1*13:02 3,01 38 DRBI1*11:15 0,04
11 DRB1*08:01 2,91 39 DRB1%*14:20 0,04
12 DRB1*04:04 2,59 40 DRB1*14:05 0,03
13 DRB1%*13:03 2 41 DRB1*11:12 0,02
14 DRBI1*12:01 1,83 42 DRB1*13:49 0,02
15 DRB1*14:54 1,73 43 DRB1*15:04 0,02
16 DRBI1*11:03 1,22 44 DRBI1*11:43 0,01
17 DRB1*01:02 1,19 45 DRB1*08:06 0,01
18 DRB1*04:02 1,02 46 DRBI1*11:14 0,01
19 DRB1*10:01 0,9 47 DRB1*11:29 0,01
20 DRB1*04:03 0,82 48 DRBI1*11:18 0,01
21 DRB1*15:02 0,8 49 DRB1*03:06 0,01
22 DRB1*09:01 0,61 50 DRBI1*12:11 0,01
23 DRB1*04:08 0,54 51 DRB1*13:06 0,01
24 DRB1*04:07 0,52 52 DRBI1*13:15 0,01
25 DRB1*14:01 0,44 53 DRB1*13:17 0,01
26 DRB1*04:05 0,31 54 DRB1*14:03 0,01
27 DRB1*11:02 0,26 55 DRB1*14:07 0,01
28 DRB1*14:04 0,25 56 DRB1*15:06 0,01

Zdroj: vlastni

Nejhojnéjsimi HLA alelami II. tfidy s frekvenci vyskytu nad 10 % v rdmci lokusu
DRBI1 jsou DRBI1*07:01, DRB1*15:01 a DRB1*03:01. Ctvrtou, patou a 3estou alelou
v poradi jsou DRB1*01:01, DRB1*11:01 a DRB1*13:01 s ¢etnostmi 8,06 %, 7,76 %

a741 %.
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8.14 Lokus DRBI1 — Zastoupeni donor specifickych protilatek u pacienti

Tabulka 11 Zastoupeni donor specifickych protilatek lokusu DRB1 u pacientii po

transplantaci ledviny

1 DRB1*04:01 4,72
2 DRB1*09:01 4,72
3 DRB1%*16:02 4,72
4 DRBI1*11:01 4,29
5 DRB1*07:01 3,86
6 DRBI1*11:04 3,86
7 DRB1*01:02 3,43
8 DRB1*04:03 3,43
9 DRB1*10:01 3,43
10 DRBI1*12:01 3,43
11 DRB1%*12:02 3,43
12 DRBI1*15:01 3,43
13 DRB1*16:01 3,43
14 DRB1*01:01 3,00
15 DRB1*01:03 3,00
16 DRB1*04:02 3,00
17 DRB1*08:01 3,00
18 DRB1*08:02 3,00
19 DRB1*11:03 3,00
20 DRB1*13:03 3,00
21 DRB1%*03:02 2,58
22 DRB1*04:04 2,58
23 DRB1*04:05 2,58
24 DRB1*14:01 2,58
25 DRB1*14:04 2,58
26 DRB1*15:02 2,58
27 DRB1*15:03 2,58
28 DRB1*03:01 2,15
29 DRB1%*03:03 2,15
30 DRBI1*13:01 2,15
31 DRB1*13:05 2,15
32 DRB1*14:03 2,15

Zdroj: vlastni

O prvni tfi mista Tabulky 11 se déli protilatky anti-DRB1*04:01, anti-DRB1*09:01
a anti-DRB1%16:02 s etnosti 4,72 %. Ctvrté misto zaujima anti-DRB1*11:01 (4,29 %).
Nasleduji donor specifické protilatky s frekvenci vyskytu menSi nez 4 %, tedy

anti-DRB1*07:01, anti-DRB1*11:04, anti-DRB1*01:02, anti-DRB1*04:03, atd.
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8.15 Lokus DRBI1 — Porovnani zastoupeni DSA u pacienti a HLA alel

v populaci

Graf 5 Porovnani ¢etnosti vyskytu donor specifickych protilatek u pacienti a HLA
alel v populaci v ramci lokusu DRB1

Lokus DRB1 — Porovnani ¢etnosti DSA u pacientii a HLA alel v
populaci
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Zdroj: vlastni

Nejvice zastoupenou alelou s Cetnosti 14,28 % je DRB1*07:01. Protilatka
anti-DRB1*07:01 je na patém misté€ s frekvenci vyskytu 4,29 %.

Graf 4 ukazuje na to, Ze nejfrekvencnéj$i DSA jsou anti-DRB1*04:01 (4,72 %),
anti-DRB1*09:01 (4,72 %), anti-DRB1*11:01 (4,72 %) a anti-DRB1*16:02 (4,29 %). Alely
DRB1#*04:01, DRB1*09:01, DRB1*11:01, DRBI1*16:02, jsou v populaci umistény
az na sedmém, dvacatém druhém, dvacatém sedmém a dvacatém devatém miste.

Druhou, tfeti a ctvrtou nejcetnéjsi alelou jsou DRB1*15:01, DRB1*03:01

a DRB1*01:01, ale az na ¢trnactém misté se v tabulce protilatek umistila anti-DRB1*01:01,

na dvacatém osmém a dvacatém devatém jsou anti-DRB1*15:01 a anti-DRB1*03:01.
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DISKUZE

Prvni vyzkumna otazka bakalaiské prace a také jeji hlavni cil dava za tkol zjistit
zastoupeni donor specifickych protilatek ve skupin€ pacientl transplantovanych ve Fakultni
nemocnici Plzenl. Z celkem 315 pacientt, ktefi byli na pfitomnost DSA po transplantaci
ledviny testovani, byla u 91 z nich zjiSténa jejich pfitomnost. Ze ziskanych dat se podafilo
zjistit procentudlni cetnost zastoupeni DSA ve sledovaném souboru.

Proto, aby byla transplantace UspéSna, je zasadni kompatibilita transplantétu.
Podstatnd je shoda v zastoupeni HLA antigenl. Mezi nejrizikovéjsi patii antigeny HLA-A,
HLA-B a HLA-DR. O néco nizsi riziko nese neshoda v lokusech DQ a C. Vyskyt protilatek
proti témto antigenim znacn€ ovliviiuje progndzu pieziti transplantitu, protoze DSA
se ucastni vSech typl rejek¢nich mechanizmt (Krejsek, a dalsi, 2016). Zalezi také, zda jsou
protilatky tvoteny proti I. nebo II. tfidé HLA antigenti, poptipadé proti obéma. Pacienti, kteti
meéli po roce od transplantace ledviny protilatky pouze proti antigentim I. tfidy, méli 6,1 %
riziko odhojeni $tépu. Pfi detekovanych protilatkdch proti HLA II. tfidy toto riziko vzrista
na 7,1 %. NejvétsSimu nebezpeci (9,7 %) byli vystaveni pacienti s pozitivnimi protilatkami
proti obéma HLA tfidam (Ozawa, a dalsi, 2007).

Nejcetnéji stanovovanymi protilatkami v lokusu A byly anti-A*24:02 (6,83 %),
anti-A*23:01, anti-A*24:03, anti-A*02:03 a anti-A*02:02. Velmi podobného zastoupeni
ve své studii dosahli 1 Basturk, a dalsi, 2016, ktefi detekovali jako nejCastéjsi protilatky
anti-A*02, anti-A*68 a anti-A*24. Anti-HLA protilatka vici antigenu A*68 se v mém
pofadi umist'uje na devatém a desatém miste.

Protilatky s nejvyssi frekvenci vyskytu v ramcei lokusu B byly anti-B*15:12 (3,96 %),
anti-B*82:02, anti-B*44:02, anti-B*44:03 a anti-B*57:01. Protilatku anti-B*82:02 popisuje
jako ctvrtou nejcastéjSi Mishra, a dalsi, 2019, v dalSich protilatkach se studie odliSuje.
Jako nejvice zastoupené uvadi anti-B*15:02 a anti-B*27:08. Tyto DSA se u vySetfovanych
pacientll FN Plzeni tvofi v mensim mnozstvi a zaujimaji s ¢etnosti 1,32 % Ctyticaté druhé
a Ctyficaté tieti misto.

Hlavnimi DSA lokusu C jsou anti-C*17:01 (14,92 %), anti-C*04:01, anti-C*05:01,
anti-C*08:02 a anti-C*04:03. Anti-C*17:01 uvadi Mishra, a dalsi, 2019 v ramci jejich studie
jako ctvrtou nejcastéjSi. Protilatky anti-C*07:01 a anti-C*07:02, které v jejich studii
dominuji, jsou v nasi populaci zafazené na patnactém a Sestnactém miste.

Nejvice Castymi protilatkami v lokusu DQBI1 jsou anti-DQB1*06:02 (11,30 %),
anti-DQB1*03:03, anti-DQB1*06:03, DQB1*03:01 a anti-DQB1*03:02. Podobné potadi
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nachazi Mishra, a dalsi, 2019, kde se na piednich pozicich nachazeji anti-DQB1*03:03
a DQBI1*03:01. Jako nejcast&jsi v ramci lokusu DQB1 uvadi anti-DQB1*06:04, ktera je
v mém poradi na sedmém miste.

V poslednim testovaném lokusu DRBI1 byly zjiStény jako nejcastéjsi protilatky
anti-DRB1*04:01 (4,72 %), anti-DRB1*09:01, anti-DRB1*16:02, anti-DRB1*11:01
a anti-DRB1*07:01. Mishra, a dalsi, 2019 oznaCuji jako nejCastéjsi protilatky
anti-DRB1*09:01 a anti-DRB1*04:01, coz odpovida mému zjisténi.

Pokud tedy srovndme ziskana data s dalSimi studiemi, zjistime, Ze vétSina nejcastéji
stanovovanych protilatek v ur¢itych lokusech odpovida studiim, nékteré jsou ale rozdilné.
Diivodem, pro¢ jsou nékteré vysledky odlisné od ostatnich studii mize byt skute¢nost,
ze tyto studie probihaly v rizné velkych sledovanych souborech a v jiné populaci (Mishra,
a dalsi, 2019). Studie Basturk, a dalsi, 2016 probihala v Turecku za ucasti 4707 darct
a pacientli, Mishra, a dalsi, 2019 zkoumali v jihovychodni Asii na pfitomnost anti-HLA
protilatek soubor 179 pacienti.

Diky tomuto stanoveni jsme ziskali pfehled o nejcastéji se tvoficich DSA
po transplantaci ledviny. Timto byla tedy splnéna prvni vyzkumnd otdzka a hlavni cil

bakalafské prace.

Druhym cilem bylo zjistit, jaké je zastoupeni HLA alel v 1. a II. tfid€ v populaci
Ceské republiky. V nasi populaci miizeme pozorovat nasledujici zastoupeni. A*02:01,
A*01:01, A*03:01, A*24:02, A*11:01 jsou nejcastéji vyskytujici se HLA alely lokusu A.
Srovnavat muzeme s némeckou studii Registru darct kostni diené, kterd je umisténa na webu

www.allelefrequencies.net. Velikost zkoumané populace je 39689 vySetiovanych.

Zastoupeni v lokusu A je totozné, shoduji se 1 Cetnosti.

Alely snejvétsi frekvenci vyskytu jsou B*07:02, B*08:01, B*18:01, B*15:01
a B*44:02. Némecka studie uvadi lehce odlisné vysledky, kdy B*18:01 je na sedmém misté
a B*44:02 na mist¢ tfetim.

Pro lokus C jsou hlavni tyto alely: C*07:01, C*07:02, C*04:01, C*06:02 a C*12:03.
Rozdil nachazim pouze u alely C*12:03. Ta je ve studii na sedmém mist¢.

DQB1*03:01, DQBI1*06:02, DQB1*02:01, DQB1*02:02, DQB1*05:01 jsou
nejcastéji vyskytujici se alely lokusu DQB1. Bohuzel tento lokus nelze porovnat, protoze
ho studie  nestanovovala.  AvSak  vramci celého  Némecka uvadi web

www.allelefrequencies.net jako nejvice casté alely DQBI1*03:01, DQBI1*02:01

a DQB1*06:02, coz odpovida nasi populaci.
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DRB1*07:01, DRB1*15:01, DRB1*03:01, DRB1*01:01 a DRB1*11:01 jsou
nejvice zastoupené alely u nés. U lokusu DRB1 se v némecké studii vyskytuje DRB1#15:01
prvni a DRB1*07:01 druha v potadi. Dalsi potadi je identické.

Lehké odlisnosti ve vysledcich mohou byt zpiisobeny velikosti a rozmanitosti
zkoumané populace.

Zjistila jsem zastoupeni HLA alel T a II. tfidy v populaci Ceské republiky.

Byla splnéna druha vyzkumna ot4dzka bakalatské prace.

Ttetim cilem bylo porovnat zastoupeni donor specifickych protilatek se zastoupenim
HLA v populaci. Z grafti porovnani je patrné, ze zastoupeni HLA alel v populaci
a zastoupeni donor specifickych protilatek u pacientt je ve vSech lokusech odlisné. Basturk,
2016 a Lucas, 2015 uvadi, Ze neexistuje Zadna korelace mezi alelami a frekvenci protilatek.
Vysvétlenim by mohla byt zkiizend reaktivita v systému — reakce, ke které dochazi mezi
protilatkou a antigenem. Stejné epitopy se vyskytuji na raznych antigenech. Protilatka
je syntetizovana proti jinému, ale podobnému antigenu (imunogenu). Termin oznacujici
skupinu, ve které probiha cross-reaktivita, je CREG — cross-reactive group (Deshpande,
2017).

Nejvice zastoupenou alelou v nasi populaci pro lokus A je A*02:01 s Cetnosti
24,31 %. Teoreticky by se mélo tvofit nejvice protilatek proti této alele. AvSak v stanoveni
protilatek je az na Sesté pozici s Cetnosti 5,22 %. Nejcetnéjsi protilatka v lokusu A je
anti-A*24:02. Tu nasleduji anti-A*23:01 a anti-A*24:03. NejvétSi schopnost tvofit
protilatky maji tedy alely A*23 a A*24. To mize byt zpiisobeno cross-reaktivitou v ramci
skupiny A*02 (2 CREQ), kterou mizeme vidét v Priloze 2. Alela A*02 mulZe zpisobovat
tvorbu protilatek proti A*23 a A*24 nez proti sobé samotné, coz vysvétluje, pro¢ jsou
v poradi pied protilatkou anti-A*02:01. Alela A*02 je také siln€ cross-reaktivni s alelami
A*68 a A*69. DSA proti témto aleldm jsou v tabulce na prednich mistech, avSak alely jsou
v ramci populace nejméné Casté. Opét miizeme mluvit o zkiizené reaktivité. Pacienti, ktefi
mayji protilatky proti alele A*02 zaroven vytvareji i protilatky proti A*68 a A*69.

Cross-reaktivitu mizeme sledovat ve vSech stanovovanych lokusech I. tfidy.
Nejcastéjsi alely lokusu B jsou B*07:02 a B*08:01. Tyto alely patii do skupiny Sirokého
antigenu B — Bwo6 (Ptiloha 5). Protilatky proti nim se umistily na ¢tyficatém a sedmém misté
v tabulce. DSA se nejCastéji tvoii proti alelam B*15:12 a B*82:02, které taktéz patii
do skupiny Bw6. Lze tedy predpokladat, Ze mize dochazet ke cross-reaktivité v ramci

skupiny Bw6. Dalsi ukazkou je alela s nejvyssi Cetnosti v lokusu C — C*07:01, ktera zktizené
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reaguje s C*17:01, coz miZzeme vidét v Ptiloze 4, a nasledkem toho se proti ni tvofi nejvice
protilatek.

Bohuzel, nelze zhodnotit lokusy DRB1 a DQBI, protoze se nepodatilo dohledat
z4dné mapy cross-reaktivity.

Bylo tedy zjisténo, ze vyskyt HLA alel v populaci je rozdilny od zastoupeni donor
specifickych protilatek u pacientii po transplantaci ledviny, coz mtize byt zptisobeno tim,
ze nckteré HLA antigeny maji velkou homologii v epitopech, které vazaji

anti-HLA protilatky. Byl splnén tteti cil a tfeti vyzkumna otazka bakalaiské prace.
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ZAVER

Bakalarska prace se zabyvala stanovenim vyskytu donor specifickych protilatek
u pacientd po transplantaci ledviny. DSA hraji dilezitou roli v rejekénich mechanismech.
Jejich vySetfovani je dllezité, a to 1 ve velmi malych koncentracich, coZ umoziuje
xMAP technologie firmy Luminex®. Timto vysoce specifickym a vysoce senzitivnim testem
muzeme zlepSit péci o pacienty po transplantaci.

Podafilo se splnit vSechny cile bakalarské prace. Byl sestaven piehled nejcastéji
se vyskytujicich donor specifickych protilatek a HLA alel 1. a II. tfidy. Bylo zjiSténo,
ze neexistuje zadnd korelace mezi HLA alelami a frekvenci protilatek, coz muize byt
zpusobeno zkfiZzenou reaktivitou v systému.

Pro praxi Ize doporucit dalsi vySetteni, které¢ bude zaméfené na epitopy antigentl,

proti nimZ je stanovena donor specificka protilatka namifena.
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Priloha 5 Vysledek vySetifeni DSA, ukazka alel Bw6

Ustav imunologie a alergologie

Phone: 4310

FN Plzen
Alej:Svobody 80 Class I Single Antigen Results
Plzen, Batch ID: dsa-1-30-3-2020
Patient Name: Patient DOB: Draw Date: Donor Number: Expiration Date:07.08.2020
Sample ID: Lot ID: 3008563 3008542-SA1 Donor Center #: Accession #:
Patient HLA Type: Report By: Tomas Vias
Method Type: Legacy Calculation
Positive CON MFL: Negative CON MFI: Analysis Mode: % PRA:
11014 76 Manual 11
% T T
Bead 5% Rawvalue  BOM | Assignment B € Bw  ASerology B Serology C Serology
103 89 7632 7474 Al
143 69 6011 5857 | B*15:12 BWG B76(15)
125 92 3514 3346 A36
113 98 3230 13077 Bw4  A24(9)
12, 78 2958 2802 Bwd  A23(9)
133 86 1846 1702 A80
162 98 1628 1464 B*45:01 BW6 B45(12)
160 101 1502 1346 | Br#5:02 Bw4 B44(12)
161 66 1486 1309 | 849403 Bw4 B44(12)
181 92 1369 1201 £282:02 | Bw6
190 87 652 422 701 w7 |
178 88 410 226 B*73:01 B73
114 89 325 153 ! Bw4  A2403
191 109 311 71 C*07:02 cw7 |
185 88 293 60 C*03:04 Cw10w3) |
194 65 283 58 C*12:02 |
192 92 266 76 C*08:01 cw8
182 90 262 52 | cx01:02 cwi
195 9% 256 45 ] C*14:02
110 87 251 114 | ALl
111 94 245 80 | ALl
193 75 239 -4 €*08:02 Cw8 |
184 78 235 20 €*03:03 Cwo(w3)
197 83 228 5 C*16:01
163 83 215 -34 -0.50 . B*46:01 B46
176 86 211 58 0.86 0.87 B*59:01 Bw4 B59
136 89 193 36 0.53 0.53 B*08:01 Bw6 B3
171 89 189 23 0.34 0.37 B*54:01 Bw6 B54(22)
108 86 180 -5 007 -0.08 A*02:05 A2
18 85 178 -116 -1.01 -2.91 €*04:01 Cwa
109 81 161 5 0.08 0.08 A*03:01 A3
175 102 153 -16 -0.24 -0.26 B*58:01 Bw4 B58(17)
183 86 153 77 0.67 -1.18 C*02:02 | cw2
172 88 151 -30 -0.44 -0.50 | B*55:01 Bw6 1B55(22)
198 93 150 77 -0.67 -133 | C*17:01 |
188 98 149 -70 -0.60 1.05 €*05:01 cws
165 89 134 -55 -0.81 -1.22 B*48:01 Bw6 B48
139 110 130 -101 -1.50 -1.64 B*14:02 Bw6 B65(14)
199 98 130 -118 -1.03 -1.86 €*18:01
104 88 127 -37 -0.57 -0.63 A%02:01 A2
189 83 125 -75 -0.65 0.89 C*06:02 | Cwe
106 101 124 -42 -0.66 -0.70 A¥02:02 A2
134 79 120 63 -0.93 -1.02 B*07:02 BW6 B7
152 85 117 74 -1.10 -1.37 B*35:08 BW6 B35
158 89 117 -35 -0.52 -0.55 B*41:01 Bw6 B41
187 73 117 -103 -0.90 -1.24 C*04:03
19 87 115 -86 -0.75 -0.96 C*15:02
179 86 115 -69 -1.01 -1.05 B*78:01 BW6 B78
B 7 114 -83 -1.30 -1.72 A*69:01 A69(28)
135 88 114 64 -0.94 -1.02 B8%07:03 BwW6 B703
138 87 111 -64 -0.95 -1.04 B*14:01 BW6 B64(14)
122, 83 107 -57 -0.89 -0.97 A¥33:01 A33(19) |
144 87 107 -58 -0.86 -0.99 B*15:13 Bw4 B77(15) |
153 71 107 -44 -0.65 -0.70 B¥37:01 Bw4 B37 |
168 108 107 67 -0.99 -1.06 B*51:01 Bw4 BS51(5)
180 73 105 -58 -0.86 -0.95 B*81:01 BW6 B81
132 62 104 -63 -0.98 -1.10 e A*74:01 A74(19) |
159 81 104 -87 -1.29 138 : | B*42:01 BW6 | B42 |
Sample ID: Patient Name: Draw Date: Report Date:  03.30.2020



145

100 104 -63 -0.93 -0.90
151 95 102 -80 -1.19 -1.24
119 89 99 -96 -1.50 -1.79
121 78 99 -65 -1.02 -1.06
137 79 98 -77 -1.14 -1.47
154 107 98 -46 -0.68 -0.67
155 94 98 -47 -0.69 -0.68
126 74 97 -77 -1.20 -1.48
130 176 97 -69 -1.08 -1.10
170 81 97 -62 -0.92 -0.96
147 78 96 -64 -0.95 -0.96
120 94 96 -100 #1.55 -1.93
164 90 96 73 -1.07 -1.10
169 92 95 -80 -1.19 -1.29
174 80 95 -62 -0.92 -0.85
148 91 94 -69 -1.02 -1.00
167 86 93 -64 -0.95 -1.03
140 60 92 -56 -0.82 -0.79
166 83 91 -48 -0.71 -0.70
117 94 90 -87 -1.36 -1.62
123 93 90 -77 -1.20 -1.48
129 74 88 -61 -0.95 -1.07
118 101 87 -89 -1.39 -1.49
124 107 87 -65 -1.02 -1.22
146 81 87 -59 -0.87 -0.88
156 84 87 -61 -0.90 -1.03
173 106 87 73 -1.08 -1.11
142 75 85 -73 -1.08 -1.15
149 91 85 -72 -1.07 -1.06
157 98 85 -70 -1.04 -1.01
141 76 83 -79 -1.16 -1.26
116 60 78 -72 -1.12 -1.16
128 82 78 -56 -0.88 -0.89
107 78 76 -90 -1.41 -1.54
127 97 72 -68 -1.06 -1.15
150 90 69 -64 -0.95 -0.83
177 100 68 -63 -0.93 -0.82
115 76 64 -82 -1.28 -1.19

Zdroj: Materialy UIA Fakultni nemocnice Plzefi

B*15:16 Bw4 B63(15)
B*35:01 Bw6 B35

A30(19)

Bw4 A32(19)

B*13:02 Bw4 B13
B*38:01 Bw4 B38(16)
B*39:01 Bwé B3901

A43

A68(28)
B*53:01 Bw4 B53
B*18:01 Bw6 B18

A31(19)
B*47:01 Bw4 B47
B*52:01 Bw4 B52(5)
B*57:01 Bw4 B57(17)
B*27:03 Bw4 B27
B*50:01 | Bw6 B50(21)
B*15:01 Bwé B62(15)
B*49:01 Bw4 B49(21)

A29(19)

A33(19)

A68(28)

A29(19)

A34(10)
B*15:18 BW6" B71(70)
B*40:01 Bw6 B60(40)
B*56:01 Bw6 B56(22)
B*15:03 Bw6 B72(70)
B*27:05 Bw4 B27
B*40:02 BW6 B61(40)
B*15:02 Bw6 B75(15)

A26(10)

A66(10)

A203

A66(10)
B*27:08 Bwé B2708
B*67:01 Bw6 B67

Bwd  A25(10)




