HLA systéem

HLA (Human Leukocyte Antigens ) =
Hlavni histokompatibilni system
cloveka (MHC)




Historie

HLA systém je soubor vazanych genu na kratkém raménku
chromozomu 6

MHC geny nejdfive rozpoznany u mysi na zakladé pokusu
s transplantacemi tumoru u mysi (1930-1940)

70. léta - jiz znamy 3 lokusy |. tfidy HLA-A, -B, -C
- HLA antigeny definovany sérologickymi a bunécnymi technikami
- ucast HLA molekul v imunitni odpovedi

1974- fenomén HLA restrikce (T lymfocyty rozpoznavaji cizorody
antigen pouze v komplexu s HLA molekulami |. nebo Il. tfidy

80. Iéta- objev lokusu ll. tfidy HLA-DR, -DQ, -DP
90. Iéta- objev tzv. neklasickych antigenu lokusu HLA-E, -F, -G, -H, -

J, -K, -X
- zavedeny techniky HLA typizace na urovni DNA




Struktura HLA systému

** Nejkomplexnégjsi a nejpolymorfnejsi system, kazdy Clovék nese unikatni
sestavu HLA alel, vyjimka — monozygotni dvojCata

¢ lokalizace na kratkém raménku 6. chromozomu ( 4100 kb, vice nez 200
genu )

“* geny usporadany do 3 oblasti: HLA L., IL, Ill. trida
HLA I. trida (transplantacni, klasické antigeny)
*» |. tfida obsahuje geny HLA —-A, -B, -C pro tézky retézec a HLA molekul
¢ povrchove glykoproteiny, exprimovany natemer vsech bunkach
** neklasickeé geny HLA-E, -F, -G (glykoproteiny - omezeny vyskyt)

“ pseudogeny




HLA Il. trida
% geny pro —a a —f§ fetezec HLA molekul — DR, -DQ, -DP

*» glykoproteiny exprimovany na povrchu tzv. antigen prezentujicich
bunék (burnky imunitniho systému)

“* HLA-DM, -DO geny — produkty vyskyt v endozomech (nalozeni
cizorodého peptidu na HLA molekulu Il. tridy)

** geny LMP2, LMP7 - proteiny, které stepi cizorodé Castice na mensi
peptidy

* geny TAP1, TAP2- zahrnuty do procesu transportu peptidu do ER

HLA lll. trida

ssstrukturalné a funkCné odlisSné proteiny

* slozky komplement C4, C2, faktor B, 21-hydroxylasa, TNF, heat shock
protein Hsp 70




Struktura HLA molekul

HLA molekuly I. a Il. tfidy jsou glykoproteiny slozené ze 2 riznych
proteinovych fetézcu (heterodimery)

HLA molekuly l. tridy maji tezky a- retézec nekovalentné vazany s [2-

mikroglobulinem (gen pro lehky retézec [32- mikroglobulin lokalizovan na chr.
15)
a- fetezec vytvari 3 domeny a1, a2,a3

a1 a a2 vytvari vazebny zlabek pro cizorody peptid

HLA molekuly Il. tridy se skladaji ze 2 glykoproteinovych

transmembranovych fetézcu a, 3
Kazdy retézec je slozen do 2 domeén - a1, a2, 1, B2

a1, B1 vytvari vazebny zlabek pro cizorody peptid
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Polymorfismus HLA - pocet alel stale roste

Lokus Pocet alel Proteiny
HLA-A 6921 4156
HLA-B 8181 5090
HLA-C 6779 3927
HLA-E 271 110
HLA-F 45 6
HLA-G 88 26
HLA-DRB1 3018 2063
HLA-DQB1 2033 1324
HLA-DPB1 1862 1180




Funkce HLA systému

“*Primarni role imunitniho systému je rozpoznat a eliminovat nebezpecnée
cizirodé agens, imunitni systém musi rozliSovat mezi ,,vlastnimi“ a ,,cizimi*
antigeny

ssHlavni funkci HLA molekul je predkladat (prezentovat) cizorodeé antigeny
bufikam imunitniho systému, predevsSim T lymfocytim

s Tato prezentace antigenu je prvnim predpokladem pro rozvoj imunitni reakce
a tim obrany proti napadeni mikroorganismy

‘s*fenomén HLA restrikce - bunécné receptory T lymfocytu (TCR) rozpoznavaiji
cizorode peptidy pouze vazane v peptidovem zlabku HLA molekuly |. nebo II.
tridy

%2 zpusoby prezentace antigenu T lymfocytim — endogenni (HLA I. tF.)
- exogenni (HLAIL. tr.)
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Peptidy prezentované pomoci HLA I. tf. — endogenni zdroj

1. HLA molekuly I. tridy

2. Syntéza virovych
proteint na ribosomech

3. Ubiquitin — oznaceni
proteiny k likvidaci

4. Proteasom = proteinovy
komplex k rozstépeni
nepotfebnych a poSkozenych
proteinu

5. TAP1/TAP2 — transport
peptidi do endoplasmatického
retikula

6. NalozZeni peptidu na molekulu
HLA | a transport na povrch buriky

7. Cizorody peptid + HLA L. tf. —
CD8+ (Tc lymfocyty) - zabiti
napadenych bunék




Peptidy prezentovane pomoci HLA IL.
tr. — exogenni zdroj
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1. HLA molekuly Il. tfidy, vesikularni systém
bunky

2. Exogenni antigeny jsou pohlcené
(endocytéza, endozom) - bakterie, paraziti -
exogenni zdroj

3. ENDOSOMY,LYSOSOMY - proteolyticke
Stépeni (katepsiny, endopeptidazy)

4. ENDOPLASMATICKE
RETIKULUM - a a B fetézec MHC |l +
invariantni retézec (li, CD74)
(zabranuje obsazeni

vazebnych mist vlastnimi

peptidy)= CLIP (CLass Il

associated Invariant Chain

Peptide)

5. Endosom fuzuje s lysosomem (odstranéni
CLIP a zaména za antigenni fragment pomoci
molekuly DM)

6.Transport na povrch bunky

7. Cizorody peptid + HLA Il. tf. — CD4+ (Th
lymfocyty) - CD4+ Th1 — zanétliva odpovéd
- aktivace makrofagl k zabiti patogenu

CD4+ Th2 - protilatkova odpovéd', aktivace B
bunék k produkci protilatek




VAZBA ANTIGENNICH PEPTIDU
NA MOLEKULY HILAI
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HLA molekuly jsou ligandy pro receptory NK bunek

L)

* NK bunky (pfirozeni zabijecCi), obrana proti infekcim

L)

“ NK bunky maji na povrchu HLA specifické aktivacni a inhibicni
receptory, kterymi je regulovana aktivita NK bunek

L)

** HLA molekuly aktivuji nebo blokuji aktivitu NK bunéek

L)

» T lymfocyty rozpoznavaji pritomnost HLA molekul (vlastni x cizi)

** NK bunky rozpoznavaji absenci HLA molekul na povrchu bunky
(nadoroveé b., virem infikované b.)
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Ochrana fetalniho allograftu

Plod v tele matky je z poloviny cizi step

Klasické HLA produkty I. tridy —A, -B, nejsou exprimovany na bunkach
trofoblastu — T lymfocyty jsou k plodu ignorantni

na trofoblastu jsou syntetizovany HLA-C a neklasické molekuly HLA-E, -F,-G
— Iinhibice cytotoxicke aktivity materskych bunek, angiogeneze, vaskularni
remodelizace

Zaver: Neklasické HLA molekuly hraji specialni biologickou roli = ochrana

vyvijejiciho se fetu pred materfskymi T a NK bunkami, hraji roli pri potlaceni
imunitni odpovedi matky proti plodu — navozeni tolerance

Uloha HLA molekul v transplantologqii

HLA molekuly jsou silné aloantigeny indukujici rejekci Stepu
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Glioblastoma neoplastic cells— HLA —E, 400x Placental trophoblast cells - HLA-E, G
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Exprese HLA molekul
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»  HLA L tr. - vSechny jaderné bunky

» erytrocyty - mladeé erytrocyty - atypicky antigenni systém Bga, Bgb, Bgc
- zrale erytrocyty nemaji HLA antigeny

» plazma — solubilni HLA antigeny

s trombocyty — HLA|. tridy
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2 HLAL tr. — omezeny vyskyt: B lymfocyty, makrofagy, dendritické burnky

% exprese HLA antigenu I. a ll. tfidy muze byt zvySena béhem zanétu, nové
iIndukovana na urcitych bunkach, na kterych se normalne neexprimuiji
(myocyty, hepatocyty ).

* zvysSena nebo nova exprese HLA antigenu je iniciovana interferony

R

* nova exprese HLA antigenu pravdépodobné hraje majoritni roli
v patogenezi rejekce transplantovaného stepu
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»» snizena exprese HLA molekul - nadorové bunky, virem infikované bunky




typ bunky, tkane exprese

HLAI HLAI

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

JINE JADERNE BUNKY
neutrofilni granulocyty +++ -
eosinofilni granulocyty +++ -
epitelové bunky +++ -
hepatocyty + -
nervové bunky + .
bunky ledvin + -

NEJADERNE BUNKY
trombocyty ++ .
erytrocyty - -

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




Srovnani vlastnosti a funkce HLAla HLAI

Charakteristika HLA |
Struktura a retézec + 2m
Domény al,02a a3+ 32m

Bunécna exprese temer vSechny jad.bunky

Peptidy vazajici misto  uzavrené,vaze 8-9 amk

tvorené doménami a1 a a2

Peptidy endogenni antigeny

Peptidy prezentované  CD8+T bunkam

HLA I

a a 3 fetézce

a1, a2 a 1, B2

APC (B bunky, dendritické
buriky,makrofagy)

oteviené, vaze 12-17amk
tvofené doménami a1 a 31

exogenni antigeny

CD4+T bunkam




Dédiénost HLA systému

¢ geny vazane X geny volné kombinovatelné
“ HLA geny jsou vazané — dédény ,en bloc” od rodiCu jako haplotyp
** HLA geny exprimovany kodominantne — dve alely v kazdem HLA lokusu

% crossing-over v HLA oblasti beéhem meiotickeho deleni = vymeéna genetickeho
materialu mezi homologickymi chromozémy — rekombinantni sestavy alel (1%)

¢ frekvence rekombinace je zavisla na vzdalenosti mezi geny

* vazebna nerovnovaha ( linkage disequilibrium ) - bézna v HLA systému

- urcité kombinace alel se vyskytuji casteji, nez by se ocekavalo na zaklade
genovych frekvenci

- grl;éiéé kombinace HLA alel asi poskytuji v nekterych populacich urcCitou selekcni
vyhodu

Pr.: HLA- A1 a HLA-B8 s genovymi frekvencemi 0,16 a 0,1 v populaci. Ocekavana
frekvence vyskytu haplotypu HLA —A1, B8 v populaci by méla byt 0,16x 0,1x100%=
1,6%. V nékterych kavkazskych populacich frekvence tohoto haplotypu zdaleka
presahuje ocekavanou frekvenci ( 8% )




NejCastéjSi haplotypy v ruznych etnickych skupinach

African

Asian

Caucasian

A30,B42,DR3 (1,67)

A1,B8,DR3  (1,25)

A3,B7,.DR2  (0,76)

A2,B44,DR4  (0,65)

A33,B53,DR8 (0,63)

Haplotype (freq.%)

A33,B58,DR3 (1.58)

A33,B44,DR6 (1,46)

A24,B52,DR2 (1,38)

A2,B46,DR9 (1,35)

A33,B47,DR7 (1,34)

A1,B8,DR3 ( 5,18)

A3,B7,DR2 (2,63)

A2,B44,DR4 (2,15)

A2,B7,DR2 (1,8)

A29,B44,DR7 (1,47




Dédi¢nost HLA haplotypu

A2 A24 A1 A3
B7 B44 B8 B27
DR4 DR17 DR1 DR8
a c a d b c
A2 A1 A2 A3 A24 A1 A24
B7 B8 B7 B27 B44 B8 B44
DR4 DR1 DR4 DR DR17 DR1 DR17

A3
B27
DR8




Vznik rekombinantnich HLA haplotypu — crossing over

HLA-A1; B8; DR3 Al; B44; DR4
HLA-A2; B44; DR4 A2; B8; DR3

rekombinantni haplotypy




HLA asociovana onemochneéni

“* 1967 — prvni zpravy o asociaci HLA systemu s onemocnenim u Cloveka

“* 1973 — objevena asociace HLA-B27 s ankylozujici spondylitidou
(m. Bechterev)

“* U vice nez 50-ti onemocneni byla prokazana statisticky vyznamna HLA
asociace

“* HLA asociované choroby jsou nemaligni chronicka onemocnéni
% prevazne autoimunitni onemocneéni
> vétSina chorob je multifaktorialnich ( geny+ environmentalni slozka)

% spoustéCem Casto environmentalnim faktory (mikroorganismy, stres)




Nékteré priklady asociace HLA alel s chorobou:

Birdshot retinopathy -A29 RR=200
Ankylosing spondylitis -B27 81,8
Narcolepsy -DQB1706:02 100
Psoriasis vulgaris -B13, Cwb 45 7,2
Celiac disease - DQB1*02, DQA1*05 (DQ2.5) 13,3

- DQB1*03:02, DQA1*03:01 (DQS)

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

Multiple sclerosis -DQ6 4

Rheumatoid arthritis -DR4 4




ANKYLOSING SPONDYLITIS (AS, M. BECHTEREV)
asociace s HLA-B27
zanetliva forma artritidy, postizeni ve vétsi mire mladi muzi
postizeni zaCina obvykle v dolni Casti patere, kde zanet napada kloubni
spojeni mezi panvi a patefi , nemoc se muze postupné Sifit nahoru a dolu
ke ky€elnim a kolennim kloubum.

dlouhodoby prubéh onemocnéni, muze kon it velmi vaznymi deformitami

ostatni choroby asociovaneé s HLA-B27 — Reiterova choroba (revmatické
onem.,Casto vyvolavaji chlamydie, trojice obtizi: neinf.zanét kloubl, mocC.trubice a
spojivek)

Anterior uveitis (predni uveitida - zanét duhovky, fasnatého téliska)
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TYPE | DIABETES MELLITUS ( IDDM )

silna asociace s DQA1*05:01/DQB1*02:01 a DQA1*03:01/DQB1*03:02
v kavkazskeé populaci

protektivni ucinek vuci IDDM je asociovan s DQB1*06:02
(DQA1*01:02/DQB1*06:02 )

IDDM se vyviji postupne, dlouha subklinicka etapa spojena s postupujicim
poskozenim beta bunék Langerhansovych ostruvku pankreatu, které tvofri
inzulin

kKlinicky projev — zniCeno asi 90% bunek

za rozvoj onemocnéni zodpovédno vice faktoru — geny a negeneticka
slozka ( infekce enteroviry = polioviry, coxsackieviry A, B, echoviry )

vétSina nakaz virem je asymptomaticka




CELIAC DISEASE (CD)
i
Predispozi¢ni haplotypy =
-DRB1*03- DQA1*05:01- DQB1*02:01 (DQ2.5) *~. ~ .=~
-DRB1*07- DQA1*02:01- DQB1*02:02 (DQ2.2)
-DRB1*04 -DQA1*03:01-DQB1*03:02 (DQ3)
* geneticky podminéne autoimunitni onemocneni

L)

(4

L)

L)

» intolerance glutenu (lepek), travici soustava pacienta neni schopna travit
potraviny obsahuijici lepek

L)

<% chronicky zanét sliznice tenkého stfeva, prevalence v CR 1 : 200-250
obyv.

% pro vyvoj onemocnéni nutné 3 podminky:

- geneticke predpoklady

- konzumace stravy obsahujici lepek

- spousteC onemocneéni (stres, trauma, virova infekce)

L)

» dlouhodobé prajmy, unava, bolesti kosti, bficha, svall, u déti také
problémy se zuby, rustem a vyvojem
% leCba — celozivotni dodrzovani bezlepkove diety




MULTIPLE SCLEROSIS (MS)
slabsSi asociace s HLA alelami DRB1*15:01, DQB1*06:02 a DQA1*01:02

vliv faktory genetické i negenetické (vliv prostredi, neznamé
imunologickeé procesy)

chronicke zanéetlivée demyelinizujici onemocnéeni centralného nervoveho
systému s nejasnou etiologii a patogenezou

NARKOLEPSIE
neurologické onemocnéni, v CR 2500-5000 osob

hypersomnie — zvySena denni spavost nekdy doprovazena kataplexii
(ochabnuti kosterniho svalstva)

pravdepodobné autoimunitni onemocneni s dedicnym sklonem
nastartované vnéjsim faktorem (streptokokova infekce) namirené proti
hypocretinovym neuronum, které maji budivou funkci




HLA nomenklatura

1. Serologicka definice HLA antigenu — maximalné 2 znaky

% antigeny zakladni — napf. A9, A10, B51, B40, Cw3, DR2, DQ3....
s antigeny splitove (subtypy) - sdileji spoleCné serologicky definovane

epitopy

napf. A10— A25, 26, 34
B40— B60, 61
Cw3— Cw9, 10
DR2— DR15, 16
DQ3— DQY7, 8, 9
+ antigeny obecné — DR51, DR52, DR53

HLA= Hlavni histokompatibilni komplex Cloveka
A, B, C, DR, DQ, DP.....lokusy
cislo (A1, Cw3) = oznaceni specifity molekuly (antigenu)




2. Molekularnée-geneticka definice HLA alel

pouziva znaky dvou a vicemistné

HLA-A*02, *31, B*08, *44, C*02, *12, DRB1*04, *13, DQB1*03, *08
- uroven ,low resolution®

HLA-A*01:01, *02:02, B*07:01, *35:01, C*02:02, *03:03, DRB1*04:01,
*13:05, DQB1*03:04, *03:05
- uroven ,high resolution




Néekdy vice jak 4 znaky:

C*02:02:01, *02:02:02......... alely se lisi v nukleotidové substituci na urovni
DNA, ne v aminokyselinové sekvenci na urovni polypeptidu (ticha mutace)
A*24:02:01:01 7. a 8. pozice — polymorfismus v nekddujici oblasti
A*24:02:01:02L , low expressed® allele
B*51:11N ,» null®“ allele




Metody typizace HLA antigenu

1. seroloqgické metody

Complement —Dependent Cytotoxicity Assay ( CDC) =
Lymfocytotoxicky test ( LCT )

lymfocyty typovaného jedince jsou nejdfive inkubovany se
specifickymi antiséry, ktera jsou rozkapana na mikrotitraCnich plotnach

pridano kraliCi sérum jako zdroj komplementu

vazba protilatky se specifickym HLA antigenem na membrané lymfocytu
aktivuje komplement, ktery poskozuje bunecnou membranu

vitalni barveni ( trypanova modfr, eosin ), mrtvé bunky se obarvi

mikroskopické hodnoceni, hodnoti se procento obarvenych ( mrtvych )
bunek, sila reakce -, 2, 4, 6, 8










/ J
0’0 0’0

2. molekularné - genetické metody

PCR - polymerazova retézova reakce

izolace DNA ( plna krev,

bukani stery, krevni skvrny, vlasové folikuly,

parafinove tkanove bloky)

amplifikace DNA ( PCR )

detekce PCR produktu

PocCet kopii DNA - 20
n — pocet cyklu (30 — 35)




PCR - elongace primeru

TCGTTACTTCGA
3‘__%__5‘

templatova DNA
5T T T T T 3 primer
AGCAA
TCGTTACTTCGA
3‘ — — [ — 5‘
dATP + dTTP + dCTP + dGTP
@ DNA polymeraza + Mg?*
5° 3°
AGC AATG AAG
TCGTTACTTCG A
3‘ — — [— 5‘

HLA typizace pomoci PCR metod
PCR — SSP( sequence — specific priming)
PCR — SSO ( sequence — specific oligonukleotide probes )
PCR - SBT ( sequence based typing )
Real-Time PCR
NGS — sekvenovani noveé generace
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1. PCR - SSP
alelové a skupinové specifické primery urCuji jednu alelu nebo skupinu
alel

tolik primerovych paru, aby mohly byt amplifikovany a detekovany
vsechny zname alely daného lokusu

PCR — SSP muze byt uzita pro ,low resolution“ nebo , high resolution”

HLA typizace , low resolution“pro lokusy -A, -B, -DR, -DQ vyzaduje 95 —
100 primerovych paru

v kazdé amplifikacni smési interni kontrola amplifikace

kontrola kontaminace — zkumavka obsahuje vSechny reagencie pro PCR
krome templatové DNA

Detekce elektroforeticky, amplikony s mensi molekulovou hmotnosti
migruji v gelu rychleji nez amplikony s vyssi molekulovou hmotnosti
vizualizace — obarveni gelu fluorescencni barvou, ktera se inkorporuje do
DNA, expozice gelu UV svetlem na transiluminatoru

fotodokumentace




Princip SSP-PCR

v

uplna shoda — amplifikace probéhne

/'

neshoda — amplifikace neprobéhne

N/
/\
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2. PCR-SSO typizace na analyzatoru Luminex

LWV LUV LY RIS )

Genomic DNA WP NL AP0 LT

Biotinflated 5— —agty!
Frimer
* PCR

Double Stranded @' L 4PN L7

s DOUBLE STRANDED DA

I— SINELE STRAMDED DMA

Single Stranded . ; 2% Agarose gel with GelStin® Nucleic Acid Seain
Product , A

1. Amplity with biotinylated primers

0 NGOG
o ‘ “lt‘-t‘l.lﬁ' -HI
+ ‘. VALATETAN o ',"

a WA it +
Lip to V01 Citere

ASisilll - SURPERENE st
[ TRV I
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0 TR | . s i) SAPE
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2. Hybridize with beads 1. Label with SA-PE 4. Analyze in the fluorcanalyzer
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3. Real —Time PCR

Forward
Primer Probe
El‘— } 3
pe
) 3
0 —
Reverse
Prirmer
Strand Displacement ?
EP— } 3‘
- § 3
6 3
C —
Cleavage
5
5 ¥
o —
Polymenrization
Completed 9
- vt ym ) ¥
5 e’ )
¥ B
B 3

£ —
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m Quartification Quantfication Data 'Il Gene Expression End Poirt Alielic Discrimination Eﬁ Custom Data View ac E Run Information

File View Settings Export Tools P'Eate Setup =

Amplification E‘_I
gooo £ T LA . L
7000 1 [
] Mo wells designated as Sample Type standard.
6000 I ]
5000 N
; a000 1
1000 ]
0]
Cycles [ Log Scale
FAM HEX Texas Red Cy5 Quasar 705 Step Mumber-
Well {3 Fuor A& Target ¢ Contert {} Sample | Cg $[a
A | D11 HEX Urkn MAA
| |D12 HEX Unkn MNAA
B E01 HEX Unkn N/A
c E0Z HEX Unkn MNAA
E03 HEX Unkn MNAA
D E04 HEX Unkn MNAA
c E0S HEX Unkn MNAA
EDG HEX Unkn MNAA
F EQY HEX Unkn 30.50
E0E HEX Unkn MNAA
= = HEX Unlcn A
H E1D HEX Unkn 227

Completed | Scan Mode: All Channels | Plate Type: ER White | Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit
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4. PCR - SBT

pouziti ddNTPs ( dideoxy nucleotide triphosphates, chybi 3"-OH skupina ), které
funguiji jako terminatory PCR reakce

ddNTPs znaceny 4 riznymi fluorescencnimi barvivy, PCR probiha v 1 zkumavce
a elfo v 1 linii

sekvenator — probiha kapilarni elektroforéza, produkty rozdélovany podle
velikosti (rozdily v délce o 1 nukleotid)

laserovy paprsek snima koncovy fluorescencéné znaCeny ddNTP

interpretace vysledkd pomoci softwaru

5. NGS = sekvenovani nové generace
priprava genove knihovny

sekvenovani
analyza




~ Short PCR Time (~ 1.5 hours)

Suitabie for Low te High throughput (< 48 =
Au%n-analysh with TypeStream software |pl|ug~i\n |
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Nanotype technology

1154

o ll %Wp

= Iw_‘ﬁ.tu COCTA AT A AR Tai T=CE
536 10 20 30 40

Tima (ms)

Current (pa)

MinlON

gDNA — single tube amplification — quantitation DNA — barcoding — pooling and purification
— add sequencing adapters — flow cell check — flow cell priming — mixing library with
sequencing buffer and loading beads — library loading - sequencing




