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1. ABSTRAKT

Autor: Zuzana Lipenska

Nazev: Vyskyt antigenu HLA-B27 u pacientd vySetfovanych pro podezieni
revmatologického onemocnéni

Bakalarska prace
Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Zdravotni laborant

Cil prace: Prehled vyskytu antigenu HLA B-27 u pacientd vySetfovanych pro
podezfeni na revmatologické onemocnéni v roce 2015.

Metody: Vzorky pacientll vysSetfovanych na vyskyt antigenu HLA-B27 v HLA
laboratofi Transfuzniho oddéleni ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové se vysetfuji
sérologickou metodou. Nejprve se provede izolace perifernich lymfocytl pomoci hustotniho
gradientu, poté lymfocytotoxicky test s perifernimi lymfocyty.

Vysledky: V roce 2015 bylo vySetfeno 1329 pacientll. Osob s antigenem HLA-
B27 bylo 207, bez antigenu 1122. Zcelkového poctu vysSetfenych pacientd bylo
vySetieno 754 Zen a 575 muzd. Pozitivnich Zen bylo nalezeno 108 a muza 99. Nejvyssi
vyskyt antigenu HLA-B27 je zaznamenan ve skupiné 20-29 letych, dal$i mirny vzrist byl
ve skupiné 10-19 letych a 40-49 letych. VySetfovani méli predevsim skupinovou
diagndzu nemoci svalové a kosterni soustavy s nejfrekventovanéjsi diagnézou dorzalgie
(M54).

Zavéry: Asociace mezi antigenem HLA-B27 a chorobami je jiz davno prokazana,
ovsem neni odhalen presny mechanismus, ktery spojeni mezi HLA systémem a
nemocemi podminuje. Nejzndméjsi je asociace molekuly HLA-B27 s fadou nespecificky
zanétlivych onemocnéni napf. ankylézujici spondylitidou.

Klicova slova: HLA systém, HLA-B27 antigen, vySetfovani HLA antigend, HLA

laboratof, transfuzni oddéleni, protilatka, revmatologické onemocnéni, imunita



2. ABSTRACT

Author: Zuzana Lipenska

Title: Occurrence of HLA-B27 antigen in patients examined for suspected
rheumatological diseases

Bachelor’s Thesis
Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove
Field of study: Medical Laboratory Technician

Background: The aim of the study of HLA B27 antigen in patients investigated for
suspected rheumatological disease in 2015.

Methods: Patient samples examined for the presence of antigen HLA-B27 in the
HLA laboratory of the Transfusion Department, University Hospital Hradec Kralove are
processed using the serological method. First is used the isolation of peripheral blood
lymphocytes using a density gradient, thereafter lymphotoxical test with peripheral
lymphocytes.

Results: In 2015 were examined 1,329 patients. 207 persons had the HLA-B27,
1122 persons did not. Of the total number of examined patients were examined 754
women and 575 men. Positive was found 108 women and 99 men. The highest
incidence of HLA-B27 was observed in the group of 20-29 years old, another slight
increase was in the group of 10-19 years old and 40-49 years old. The examined
persons had mainly a group diagnosis of disease of the musculoskeletal system with
the most frequently diagnosed dorsalgia (M54).

Conclusions: The association between HLA-B27 antigen and the deseases has
been proven long ago but the exact mechanism which makes the link between the HLA system
and deseases has not been revealed yet. The best known association is the association
of the molecule HLA-B27 with many non-specific inflammatory diseases e.g. ankylosing
spondylitis.

Keywords: HLA system, HLA-B27 antigen, HLA antigens investigation, HLA

laboratory, department of transfusion, antibody, rheumatological disease, immunity



3. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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NK

PBS

PCR
PCR-SSO
PCR-SSP
PsA

ReA

RR

RS

SBT

Taq

prirozené zabijecské bunky (natural killer cells)
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reaktivni artritidy

relativni riziko

ReiterQv syndrom

pfimé sekvenovani

polymeraza z kmene bakterie Thermus aquaticus



4. UVOD

Revmatologickd onemocnéni postihuji pohybovy aparat - klouby, kosti, patef, svaly,
vazy, Slachové upony, mohou zpUsobit dlouhodobé nasledky a IéCeni je ¢asto az celoZivotni.
Revmatologické choroby vyznamné ovliviuji funkci aparatu a zhorsuji kvalitu Zivota. Do jisté
miry je mozné ovlivnit jejich prlbéh, pokud nebude podcenovana spravna Zivotosprava, ke
které také patfi pfimérena télesna hmotnost a dostatek pravidelného pohybu.

Revmatologickd onemocnéni maji odlisSné klinické projevy - jsou heterogenni
s imunopatologickym zakladem. Imunopatologie souvisi s molekulami Major Histocompatibility
Complex (MHC), které rozlisuji antigeny ,cizi“ od ,vlastnich®. U lidi se tyto molekuly oznacuji
jako Human Leukocyte Antigens (HLA). Molekuly HLA jsou rozdéleny na molekuly HLA I. tFidy,
II. tfidy a Ill. tfidy. Molekuly HLA tvofi vazebnd mista pro antigenni fragmenty, které
predkladaji T-lymfocytim. (Jilek, 2008)

Jednotlivé HLA antigeny se vysetfuji dvéma hlavnimi metodami - sérologickou
a molekularné-genetickou metodou. Mezi nejpouzivanéjsi sérologickou metodu patii
lymfocytotoxicky test, vyznamné molekularné-genetické metody jsou na principu
polymerazové retézové reakce (PCR).
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5. ZADANI - CiL PRACE

Cilem této bakalarské prace je zpracovat a predlozit vysledky vyskytu antigenu HLA B-
27 u osob vysSetfovanych pro podezieni revmatologického onemocnéni v roce 2015
v laboratofi Transfuzniho oddéleni ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové.

V teoretické casti je cilem:
e popsat HLA systém, HLA antigeny, strukturu a vyznam systému
e seznamit s klasifikaci HLA molekul do tfi tfid
e vysvétlit problematiku dédi¢nosti HLA antigenl
e popsat metody vysetfovani HLA antigenl
e uvést priklady vztahu HLA a onemocnéni
V praktické casti bakalarské prace je cilem:

e popsat metodiku vySetfovani antigenu HLA B-27, ktera se pouZiva v laboratofi
Transfuzniho oddéleni Fakultni nemocnice v Hradci Kralové

e provést rozbor a statistické zpracovani ziskanych dat

e popsat ve vySetfovaném souboru zavislost vyskytu HLA-B27 na pohlavi, véku
pacienti a na diagndéze, pro kterou byli odeslani kvysSetreni

11



6. TEORETICKA CAST

6.1 HLA SYSTEM

Na povrchu bunék vSech organl, predevsim imunitniho systému, se nachazeji
membranové glykoproteiny, které podminuji tkanovou neslucitelnost mezi nepfibuznymi
jedinci, histokompatibilitu. Histokompatibilita je nezbytnym predpokladem provedeni
transplantace. Jednovajecna dvojc¢ata patfi mezi geneticky shodné jedince, a proto
transplantaty mezi jejich tély preZivaji dlouhodobé. Z téchto faktl vyplyva, Ze imunitni systém
je schopen rozeznat vlastni tkané od cizich a reagovat na né jako na antigeny. (Penka a spol.,
2012) (Jilek, 2008)

Charakter molekul na povrchu histokompatibilnich antigent je urcovan genetickym
systémem, ktery se nazyva Major Histocompatibility Complex (MHC). Geny kddujici molekuly
MHC jsou seskupené v malé chromozomové oblasti v disledku opakované duplikace, mutaci
prvotniho genu MHC béhem vyvoje. MHC je obecny nazev pro viechny Zivocisné druhy, u mysi
je to H2, u slepic jsou to molekuly B, u potkand Rtl1, u Simpanz( CHLA a u lidi Human Leukocyte
Antigens (HLA). (Stites a Terr, 1994) (Buc, 1989)

HLA systém byl objeven v padesatych letech s objevem protilatek aglutinujici bilé
krvinky v sérech nemocnych pacientli po transfuzich krve a u 20-30 % Zen po opakovaném
téhotenstvi. Zjistilo se, Ze je dllezZité hledat a studovat antigeny HLA pro Uspéch transplantace
organl a také pro jejich asociaci se specifickymi nemocemi. (Stites a Terr, 1994)

Lidsky MHC systém je vysoce polymorfni. Kazdy ¢lovék ma na povrchu svych bunék
jedinecnou sestavu molekul HLA I. a Il. tfidy, vyjimkou jsou jednovajec¢nd dvojc¢ata. Molekuly
jsou kddované dvojicemi alel. Geny s alelami pro molekuly HLA jsou multialelické. Geny jsou
u lidi umistény na 6. chromozomu a jsou kodominantni, vyjadfuji se soucasné. (Penka a spol.,
2012)

RozliSujeme molekuly HLA 1., Il. a Ill. tfidy. Tridu 1. a Il. je moZné rozlisit podle jejich
struktur, rozloZeni v tkanich a funkce. (Stites a Terr, 1994)

Hlavni funkci molekul HLA neboli molekul tkanové slucitelnosti je predkladat cizorodé
antigenni fragmenty. T-lymfocyty rozpoznavaji antigeny pouze navazané na Zlabky HLA
molekuly, které predstavuji nejvétsi strukturni odliSnost mezi HLA molekulami. Buriky T se
znaky CD8" (obecné cytotoxické) rozpozndvaji antigeny z endogennich cizorodych &astic
ve spojeni s molekulami HLA I. t¥idy a buriky T se znaky CD4" (obecné pomocné) rozpoznavaji
antigeny z exogennich cizorodych ¢astic s molekulami HLA II. tfidy. Vyvoj T-lymfocytl probiha v
thymu, ty bunky T, které rozpozndvaji vlastni antigeny s HLA, jsou odstrafiovany a bunky T
rozpoznavajici cizi antigeny jsou zachovany. Pokud dojde k defektu pfi odstrafiovani bunék T
rozpoznavajicich vlastni antigeny, maZe dojit k rozvinuti autoimunitniho onemocnéni. V
opacném pripadé je mozny vznik tézkych infekci, nekontrolovatelného rozvinuti nadord.
(Rehacek a spol., 2013) (Jilek, 2008) (Stites a Terr, 1994)
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6.2 MOLEKULY HLA I. TRIDY

Molekuly HLA . tfidy jsou také nazyvany klasickymi histokompatibilitnimi molekulami.
Dulezita je predevsim jejich klasifikace, umisténi, struktura a funkce. (Stites a spol., 1994)

6.2.1 KLASIFIKACE HLA I. TRIDY

Do HLA I. tfidy patfi okolo dvaceti genli. Mezi nejdulezitéjsi patfi klasické antigeny HLA-
A, HLA-B, HLA-C nachdzejici se nejdale od centromery a vyznacujici se vysokym
polymorfismem. Neklasické HLA-E, HLA-F, HLA-G antigeny jsou méné polymorfni. (Penka a
spol., 2012)

Misto v HLA |. tfidy zaujimaji také molekuly rodiny MIC. Produkty gen( z rodiny MIC -
MICA a MICB se nenachazi na lymfocytech, jako je tomu u HLA antigenu, ale nachazi se na
epitelovych bunkach, hlavné strevni sliznice a na fibroblastech, kde maji funkci slizni¢ni
imunitni odpovédi. (Krejsek a Kopecky, 2004)

6.2.2 UMISTENI HLA I. TRIDY

HLA antigeny I. tfidy se nachazeji v nestejném mnoZstvi v membrané vsech jadernych
bunék, tedy ne na erytrocytech. Klasické antigeny mlZeme nejvice nalézt na T- a B-
lymfocytech, trombocytech a granulocytech, méné na burikidch centrdlniho nervového
systému, svalovych a endokrinnich. Neklasické antigeny jsou typické pro vétSinu somatickych
bunék, HLA-G jsou pouze na trofoblastech. (Fucikovd, 1995) (Rehacek a spol., 2013)

6.2.3 STRUKTURA HLA I. TRIiDY

Molekuly této tfidy se skladaji z tézkého neboli transmembranového
glykoproteinového tetézce a a nekovalentné se vazajiciho B2-mikroglobulinu. Retézec a se
rozdéluje na extraceluldrni hydrofilni oblast, transmembrdnovou hydrofébni oblast a
intracelularni hydrofilni oblast. Extraceluldrni oblast obsahuje tfi podjednotky aj, a,, os.
Vazebné misto pro antigenni fragment o délce 8 - 10 aminokyselin se nachazi mezi
podjednotkou a; a a,. (Stites a spol., 1994) (Penka a spol., 2012)

13



Obrdzek 6.2.3-1 Struktura HLA |. tridy
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(Penka a spol., 2012)

6.2.4 FUNKCE HLA I. TRIDY

VSechny bunky, na které jsou navadzany molekuly HLA I. tfidy, mohou upozornit

a mobilizovat T-lymfocyty, CD8", pokud dojde k napadeni bunék viry nebo jsou nadorové
zménéné. Tato schopnost je nazyvana HLA restrikce. HLA-G a HLA-E molekuly slouZi k ochrané

plodu pfed T a NK burikami. (Fucikova, 1995) (Penka a spol., 2012)

Antigenni fragment, ktery se nachazi ve vazebném misté - Zlabcich HLA molekul, je

tvoren oligopeptidy pochazejici z vlastni produkce buriky. Antigen je v komplexu s HLA I. tfidy

rozeznan a dojde k obranné imunitni reakci. (Jilek, 2008)

6.3 MOLEKULY HLA II. TRIDY

Molekuly HLA I1l. tfidy jsou spolu s molekulami HLA I. tfidy dvéma nejvyznamnéjsimi

skupinami HLA tfid. Dulezita je jejich klasifikace, struktura a funkce. Na rozdil od I. tfidy ma Il

tfida méné Sirokou tkanovou distribuci. (Stites a spol., 1994)
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6.3.1 KLASIFIKACE A UMISTENI HLA II. TRIDY

Do HLA Il. tfidy patfi molekuly HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP a jsou pfitomny na
monocytech, makrofazich, neutrofilech, lymfocytech B, aktivovanych lymfocytech T, na
dendritickych bunkach. (Lokaj, 1988)

6.3.2 STRUKTURA HLA II. TRIDY

Molekula HLA IlI. tfidy se skladad ze dvou nekovalentné vazanych glykoproteinovych
Fetézcl - tézkého o alehkého PB. Retézce obsahuji extraceluldrni hydrofilni oblast,
transmembranovou hydrofobni oblast, intracelularni hydrofilni oblast. Transmembranové
a intracelularni oblasti jsou ukotveny v membrané. Extraceluldrni oblast fetézce a ma domény
al a a2, oblast fetézce B ma domény B1 a B2. Vazebné misto pro antigenni fragment je ve
Zlabku mezi al a B1 podjednotkou. (Stites a spol., 1994)

Obrdzek 6.3.2-1 Struktura HLA Il. tridy

refézec o retezec f5

CHO

CHO
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eXmac elulami
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(Penka a spol., 2012)

6.3.3 FUNKCE HLA II. TRIDY
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Hlavni funkci molekul HLA Il. tfidy je predkladat antigenni fragmenty v komplexu
sHLAII. tfidy lymfocytdm T, CD4', b&hem ndastupu imunitni odpovédi. Fragmenty jsou
z antigen, které burnka zachytila nebo pohltila v okoli. Buriky, které za normalnich podminek
neobsahuji molekuly HLA II. tfidy, je mohou navazat po indukci, coz je dUlezity fakt pfi
vysvétlovani asociace HLA a nemoci. (Stites a spol., 1994) (Penka a spol., 2012)

6.4 MOLEKULY HLA IlIl. TRIDY

Do HLA lll. tfidy patii témér 50 gen(. Trida je rozdélena na dvé skupiny:

e Do prvni skupiny patfi geny pro slozky komplementu - C2 a C4, properdinovy
faktor B, 21-hydroxyldzu, geny kddujici stresové proteiny, které slouzi jako
chaperonové molekuly.

e Druhd skupina zahrnuje tumor nekrotizujici faktor a, lymfotoxin. Molekuly této
tfidy funkéné nesouvisi s aktivitou HLA systému, jsou rozpustné a nepuUsobi
jako transplantacni antigeny. (Krejsek a spol., 2004) (Penka a spol., 2012)

6.5 DEDICNOST HLA SYSTEMU

HLA systém se nachdazi na kratkém raménku 6. chromozomu spolu s dalSimi asi 200
geny a vytvareji HLA komplex. Systém se vyznacuje vysokou koncentraci gen(i na relativné
kratkém useku deoxyribonukleové kyseliny (DNA). (Krejsek a spol., 2004)

Jedinec dédi od kazdého zrodi¢i jeden chromozom, na jehoZz lokusu se nachazi
kombinace alel, ktera predstavuje jednotku dédici se jako haplotyp. Kazdy jedinec proto nese
dva haplotypy, jeden ziskany od matky, druhy od otce. Soubor haplotypl vytvari genotyp.
(Stites a spol., 1994) (Penka a spol., 2012)

Lokus muZe obsahovat maximalné dvé alely, ty jsou kodominantni, tedy obé alely
z lokusu jsou exprimovany a na povrchu bunék je moZné zjistit dvé kompletni sady antigen(
HLA od kazdého z rodic¢l. Fenotypové se projevi alely zdédéné od matky i otce, vySetfuji se
pomoci sérologickych metod. (Stites a spol., 1994) (Penka a spol., 2012)

Dédi¢nost HLA systému se fidi Mendelovymi zdkony, podle kterych je 25%
pravdépodobnost identickych potomk(, kdy dva sourozenci budou sdilet oba shodné
haplotypy, 50% pravdépodobnost, Ze potomci se budou shodovat v jednom haplotypu, 25%
pravdépodobnost odliSného haplotypu. (Stites a spol., 1994) (Penka a spol., 2012)

Frekvence urcitych alel na dvou lokusech HLA je mnohdy zcela jina neZ podle oc¢ekavani.
Tento jev je nazyvan vazebna nerovnovaha a definuje se jako rozdil mezi pozorovanou
frekvenci a frekvenci oc¢ekavanou. (Stites a spol., 1994)

6.6 POLYMORFISMUS HLA SYSTEMU
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HLA systém je komplexni a polymorfni. Komplexni znamena, Ze obsahuje vice neZ dva
lokusy a polymorfni je, pokud dany lokus ma vice nezZ dvé alely. Vyjimkou je lokus, ktery kéduje
o fetézec molekul HLA-DR, ten je monomorfni. Na ostatnich lokusech se nachazi jedna
z mnoha alel. BEéhem rozmnoZovani, tedy kombinace haplotyp(, maji potomci jednoho paru
pravdépodobnost 1:4, Ze budou mit stejné oba haplotypy. (Penka a spol., 2012) (Krejsek a
spol., 2004)

Existuji desitky aZz stovky rGznych alelickych forem, které se lisi kombinacemi az ve 20
aminokyselinach. Projevy jsou znatelné predevsim na N-koncich ¢asti fetézc HLA molekul
vytvarejicich vazebna mista pro antigenni fragmenty. Rozdily v aminokyselinovém sloZzeni mezi
molekulami HLA I. a Il. tfidy se projevi odliSnou antigenni charakteristikou, cozZ je hlavni prvek
pro sérologické odliseni jednotlivych molekul HLA systému. (Penka a spol., 2012) (Krejsek a
spol., 2004)

Polymorfismus md pro jedince i populaci ochranny vyznam. V pfipadé, Ze by bunka
obsahovala pouze jeden typ HLA alel, patogeny by se mohly vyhnout imunitni odpovédi
hostitele, protoze by bylo obtiZzné ziskat peptidy vazici se na alelu z proteinu daného patogenu.
Unikatni sestava HLA alel zajisti pestré sloZzeni HLA molekul a je velkd pravdépodobnost, Ze
antigen bude Uspésné prezentovan a bude na néj rozvinuta imunitni odpovéd. (Horejsi a spol.,
2009)

6.7 NOMENKLATURA HLA SYSTEMU

Nomenklaturu neboli ndzvoslovi HLA systému stanovuje Nomenklaturni komise Svétové
zdravotnické organizace (WHO). PouZivaji se dva typy nomenklatury:

e Sérologicka nomenklatura

Nomenklatura je zaloZzena na sérologickém nebo celularnim urcovani genovych HLA
produktl. Velkymi pismeny jsou oznacovany lokusy - A, B, C, DR, DQ, DP a cislem specifita
antigenu. HLA antigeny délime do tfi skupin:

> Antigeny zakladni - napf. A9, A10, B40, DR3

> Antigeny splitové - napf. A9, ktery je rozdélen na A23, 24 nebo A10, ktery je
rozdélen na A25, 26, 34

> Antigeny obecné - napt. antigeny DR51, DR52, DR53 na lokusu DR
¢ Molekularné-geneticka nomenklatura

Molekularné-genetickd nomenklatura urcuje alelové nukleotidové sekvence. Tato
nomenklatura nabizi oznaceni HLA specifity minimdalné dvéma Cislicemi, oproti sérologické,
ktera pouziva znaceni maximalné dvoumistné.

> Molekuly HLA 1. tFidy
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Vzorovym prikladem je HLA-A*0101, kde velkd pismena oznacuji lokusy, prvni dvé
Cislice po * oznacuji sérologickou specifitu. Druhé dvé cislice urcuji specifickou alelu.

> Molekuly HLA II. tFidy

U molekul HLA II. tfidy je ndzvoslovi slozZitéjsi. Prikladem je DRB1*0401. Prvni pismeno
oznacuje tfidu, druhé rodinu, tfeti a nebo B fetézec. Nasledujici prvni dvé Cislice za * oznacuji
sérologickou specifitu a posledni dvé konkrétni alelu. (Penka a spol., 2012) (Krejsek a spol.,
2004) (Stites a spol., 1994)

6.8 TYPIZACE HLA SYSTEMU

Stanoveni HLA molekul je nejdalezitéjsi predevsim v transplantacni imunologii,
pro zjiSténi asociace s autoimunitniimunopatologickou nemoci, pfipadné s infekénim
onemocnénim. Typizace se vyuziva také v kriminalistice nebo k uréeni paternity. (Krejsek a
spol., 2004)

HLA vybavu Clovéka lze zjistit dvéma postupy:
e Sérologickou metodou k identifikaci dané HLA molekuly

e Molekuldrné-genetickou metodou k urceni HLA alely na Urovni nukleové kyseliny

6.8.1 SEROLOGICKE METODY

Sérologické metody slouzi k rozliSeni molekul HLA I. a Il. tfidy na zakladé antigennich
rozdild podminénych aminokyselinovym slozenim polymorfnich ¢asti molekul HLA. Metoda
vyuziva typizacni séra, kterd je mozné napf. ziskat z krve matky po porodu minimalné dvou déti
v pfipadé, Ze plod zdédil HLA molekuly po otci. Imunitni systém matky zareaguje na odlisné
HLA molekuly plodu a zacne vytvaret protilatky. Po tfetim téhotenstvi se ziskaji séra obsahujici
dostatek protilatek proti HLA molekulam plodu. HLA protilatky se vyskytuji trvale az u 20% zen
po opakovanych téhotenstvich, nejcastéji se jedna o protilatky tfidy IgG. Dalsi moznosti, jak
ziskat HLA protildtky, je transfuze nebo transplantace. (Krejsek a spol., 2004) (Rehaéek a spol.,
2013)

HLA typizace je provadéna lymfocytotoxickym testem (LCT) na Terasakiho destickach

s predkapanymi typizacnimi séry. Séra tvofi testovaci panel, ve kterém jsou protilatky proti
HLA antigendm. Lymfocyty pacienta se smisi a inkubuji stypizacnim sérem, poté se prida
komplement. (Penka a spol., 2012)

K pozitivni reakci dojde v pfipadé, pokud se protilatky ze séra navazi na bunky pacienta
a po pridani komplementu dojde klyze bunék. Vysledek lze pozorovat pod fluorescenénim
mikroskopem po navazani vitalniho barviva na DNA rozpadlych bunék. Bunky Zivé se neobarvi,
reakce je negativni. (Krejsek a spol., 2004)

Znacnou nevyhodou tohoto stanoveni je, Ze nékteré antigeny HLA systému naleZi do tzv.
kFizové reagujici skupiny (CREGs — cross-reactive groups). Tyto antigeny reaguji s vice séry a to
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mUlZe mit za nasledek faleSné pozitivni vysledek. Slaba exprese HLA molekul na bunkach
pacientl mlze zpUsobit faleSné negativni vysledek. Obtiznéjsi typizace je také u nadorovych
bunék nebo bunék se sniZzenou Zivotnosti. (Penka a spol., 2012)

6.8.2 MOLEKULARNE-GENETICKE METODY

Metoda je nejCastéji provadéna polymerazovou fretézovou reakci (PCR). Timto
zplUsobem je mozné namnozit dany Usek DNA. PCR je vyuzivana napt. k diagnostice chorob
nebo v kriminalistice. K reakci jsou potfeba predevsim specifické primery, DNA polymeraza, a
deoxyribonukleotidy. (Genetics Learn, 2008)

Primery jsou kratké, syntetické uUseky DNA se specifickymi sekvencemi
komplementarnimi k bazim na hornim a dolnim konci Useku DNA, ktery je potfeba namnofZit.
Primery slouzi k ohraniceni replikovaného useku. (Genetics Learn, 2008)

DNA polymeraza je enzym, jehozZ funkci je vznik fosfodiesterovych vazeb, teda vznik
nového vidkna DNA. Polymerdaza se rozklada pfi teploté okolo 95 °C. Nejcastéji je pouzivana
termostabilni Taq polymeraza zkmene bakterie Thermus aquaticus, kterd ma teplotni
optimum pfriblizné 72 °C, vtomto pfipadé neni tfeba po denaturaci opét pridavat DNA
polymerazu. (Genetics Learn, 2008)

Deoxyribonukleotidy tvori smés ctyr typl nukleotid(i - deoxadenozintrifosfatu (dATP),
deoxytymidintrifosfatu (dTTP), deoxyguanozintrifosfatu (dGTP), deoxycytozintrifosfatu (dCTP).
DNA polymeraza zafazuje nukleotidy na konec primeru. (Genetics Learn, 2008)

Reakce probiha ve tfech krocich. Prvni krok PCR je zahajen denaturaci. Vzorek je treba
zahtat na teplotu vyssi nez 90 °C, pfi niz se dvousroubovice DNA rozdéli na dvé samostatna
vlakna. Annealing je faze, kdy dochazi k ochlazeni na teplotu 40-60 °C a navazani primeru. Pi
tfetim kroku - extenzi se pfi teploté 72 °C vytvari nové vldkno. (Roche molecular system inc.,
2016)

Molekularné-genetické metody se provadéji:

e PCR se sekvencné specifickymi primery (PCR-SSP). Pouzivaji se sady parovych
primerd. Pokud jsou zcela komplementarni k dané DNA sekvenci, dojde k PCR
reakci. Rozdéleni DNA fragmentl nastane pouzitim elektroforézy
v agarézovém gelu, prida se fluorescencni barvivo a reakci je mozné sledovat
pod UV zéarenim. Svitici prouzek znadi pozitivni reakci. Identifikovat alely je
mozné z kombinace pouZitych primert. (Rehacek a spol., 2013)

e PCR se sekvencné specifickymi oligosondami (PCR-SSO). Pomoci jednoho paru
primerd dojde k amplifikaci dané casti lokusu. RozliSeni alel probiha reverzni
hybridizaci se sekvencné specifickymi DNA oligosondami. Vazba produktu
amplifikace se sondou je zvyraznéna barevnou enzymatickou reakci,
fluorescenci nebo radioizotopem. (Rehaéek a spol., 2013)

o PFfimym sekvenovanim (SBT). Slouzi k uréeni potadi nukleotidl a identifikaci
novych HLA alel. Po amplifikaci se wvyuZivaji fluorochromem znacené

19



dideoxyribonukleotidy (ddNTP), které po navazani na dany uUsek DNA zastavi
jeho dalsi mnoZeni. Vznikaji rdzné dlouhé fragmenty DNA, které jsou vidy
zakonceny ddNTP. Fragmenty se rozdéli na zakladé své délky na gelové koloné.
Fluorescenci |ze pozorovat pomoci laseru. (Rehaéek a spol., 2013)

e Metodou mikrocipu. Po navazani mikroCipu k DNA dojde k hybridizaci
a pomoci specifickych analyzatori je hybridizace hodnocena. Metoda
mikrocCipu neni v laboratotich pfilis vyuzivana. (Penka a spol., 2012)

e HLA typizaci pratokovym analyzatorem (Luminex). PouZivaji se mikrocastice
znacené fluorochromy, které se vyuzivaji ke spojeni s protildtkou nebo DNA
sondou. Prvnim krokem je amplifikace DNA, poté hybridizace s DNA sondami,
které se vazi na barevné znacené mikrocastice. Vysledky jsou zpracovany
v prlitokovém analyzatoru pomoci laseru. (Penka a spol., 2012)

6.9 HLA PROTILATKY

Anti-HLA protilatky vznikaji imunizaci béhem téhotenstvi, transfuzi nebo transplantaci.
Protilatky jsou nejéastéji cytotoxiny nebo aglutininy.

e (Cytotoxiny vazou HLA antigeny a komplement. V misté vyskytu antigenu narusi
membranu a protilatka usmrti buriku. Cytotoxiny patfi do tridy IgG.

e Aglutininy se déli na kompletni nebo inkompletni. Navazuji se na povrch
antigennich receptorl, mohou zpUsobit slepovani leukocytl nebo shluk
trombocytl. Aglutininy ndlezi do tfidy IgG nebo IgM. (Hrubisko a spol., 1981)

Protilatky se vysetfuji lymfocytotoxickym testem (LCT), metodou ELISA a pratokovou
cytometrii. (Rehaéek a spol., 2013)

6.9.1 LYMFOCYTOTOXICKY TEST

Vyuziva se stejny princip jako u sérologické typizace. K vySetfeni Ize vyuZit plazmu nebo
sérum pacienta a panel bunék se zndmymi HLA antigeny od darc(. Zjistuje se procento
reagujicich protilatek a specifita anti-HLA protilatek. (Rehacek a spol., 2013)

Ptred transplantaci je dulezité aplikovat CMT - kfizové zkousky (cross-match). Zajisti se
spojeni plazmy nebo séra prijemce s lymfocyty daného darce. Pti pozitivnim vysledku, tedy
pfitomnosti anti-HLA protildtek neni moznd transplantace od darce. Vyjimku predstavuji
protilatky tiidy IgM, kvali kterym se pouziva LCT s dithiotreitolem. (Rehaéek a spol., 2013)

6.9.2 ELISA TEST

HLA antigeny jsou navdzany na dno jamek a v pfipadé vyskytu protilatek vséru se
navazi na dané antigeny. Vazbu lze zviditelnit pridanim protilatek proti lidskym
imunoglobulinim spojenych s enzymem, ktery zplsobi barevnou reakci. Nenavazané protilatky
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se odstrani promytim. ELISA test slouzi kidentifikaci a screeningu protilatek proti HLA
antigenim 1. a Il. tfidy. (Rehacéek a spol., 2013)

6.9.3 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Dualezitym krokem je inkubace séra pacienta smikrocasticemi potazenymi HLA
specifitami. Nékteré protilatky se na né navazi, ostatni se promytim odstrani. Vazbu lze opét
zviditelnit pfidanim protilatek proti lidskym imunoglobulinlim, které jsou fluorescencné
oznaceny. Fluorescence se sleduje na pratokovém cytometru. Metoda slouzi pro zachyt a
identifikaci anti-HLA protilatek I. a Il. tfidy. (Rehacek a spol., 2013)

6.10 ASOCIACE HLA A NEMOCI

Prilom ve zkoumani vztahl mezi antigeny HLA systému a revmatickymi chorobami
nastal roku 1973, kdy byla prokdzana asociace mezi antigenem HLA B-27 a ankylozujici
spondylitidou. Tento objev se stal motivaci pro hledani dalSich asociaci. (Pavelka a spol., 2003)

Dnes jsou znamy vztahy s vice nez 500 nozologickymi jednotkami, vice nez 40 chorob
predstavuje vyrazné asociace s antigeny HLA-systému. Tyto choroby maji nékolik spolecnych
znak(:

e neznamou pricinu
e patofyziologicky mechanismus
e dédicny typ rozlozeni

e slabou penetraci, proto se vztah nezdd jako absolutni asociaci sdanym
antigenem

e souvislost s imunologickymi abnormalitami
e minimalni vliv na reprodukci
(Stites a spol., 1994) (Pavelka a spol., 2003)

Mezi nejvyznamnéjsi asociace patfi vztah mezi HLA-B27 a ankylozujici spondylitidou,
HLA-DQ6 a narkolepsii, HLA-DQ2 a celiakii, HLA-DR2,DQ6 a roztrousenou sklerézou,
HLADQS8/DQ2 a juvenilnim diabetem, HLA-Cw6 a psoridazou, HLA-B35 a subakutni tyreoiditidou.
(Pavelka a spol., 2003)

Tabulka 1 Asociace HLA systému s chorobami

Onemocnéni HLA znaky RR

ankylozujici  spondylartritida (M. | B27 80-150
Bechtérev)
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uveitida B27 8-26

reaktivni artritida B27 17-40
narkolepsie DQA1*0102-DQB1*0602 40-129
celiakalni sprue (DQ2) HLA-DQA1*0501-DQB1*02 10 - 50°

DQA1*0201-DQB1*02, (DQ8) HLA-

18
DQA1*0301-DQB1*0302 6-15

revmatoidni artritida DR4 4-11

psoriasis vulgaris Cwb 10-25

(Rehacek a spol., 2013)

Asociace znamend zvySenou frekvenci antigenu u nemocnych vzhledem ke zdravé
populaci. Jestlize se urcity antigen vyskytuje na jiném nez 6. chromozomu, neni spojovan s HLA
systémem a nemusi znamenat genetickou vazbu ani chorobu. (Stites a spol., 1994) (Pavelka a
spol., 2003)

Vztah HLA antigen( a chorob se vyjadfuje relativnim rizikem (RR). RR Fikd, kolikrat castéji
se urcita choroba vyskytuje u osob s danymi HLA znaky. (Rehacek a spol., 2013)

RR Ize vypocitat nasledovné:

Rovnice 1 Relativni riziko

RR = pt—xr:;
noMC
(Stites a spol., 1994)
p'= poéet nemocnych, u kterych se vyskytuje urcity antigen HLA
¢ = pocet kontrol, kterym chybi urcity antigen
p = pocet nemocnych, kterym chybi urcity antigen HLA

c'= pocet kontrol, které maji urcity antigen HLA

Plati vztah, ¢im vyssi RR, tim cCastéji se antigen vyskytuje u nemocné populace. (Stites a
spol., 1994)

Pravdépodobnost skutecného onemocnéni osoby, u které se vyskytuje HLA antigen
s asociaci k chorobé, vyjadfuje absolutni riziko (AR).

AR lIze vypocitat nasledovné:
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Rovnice 2 Absolutni riziko

+
el
AR=F><P

(Stites a spol., 1994)
p+= pocet nemocnych, u kterych se vyskytuje urcity antigen HLA
c'= pocet kontrol, které maji urcity antigen HLA
P= vyskyt nemoci v celé populaci
(Stites a spol., 1994)
Podstata asociace se vyjadruje dvéma zpUsoby:
e HLA antigeny se pfimo Ucastni patogeneze onemocnéni.

e HLA antigeny pfimo nesouvisi s onemocnénim, asociaci s chorobou odrazeji
sekundarné jako markery.

(Pavelka a spol., 2003)

6.10.1 SERONEGATIVNI SPONDYLARTRITIDY

U spondylartritid byla prokazana asociace s antigenem HLA-B27 v roce 1973. Sila vazby
se lisi u rlznych typa spondylartritid, nejsilnéjsi je u ankylozujici spondylartritidy. Asociace
s antigenem HLA-B27 je prokdzana u vétSiny rasovych a etnickych skupin. HLA-B27 se
pravdépodobné piimo Ucastni patogeneze spondylartritid. U¢ast je zpGsobena funkci vazby a
prezentace endogenniho peptidu cytotoxickym T-lymfocytim. Pfi zkoumani spondylartritid se
pouzivaji mysi a potkani s vlozenym lidskym genem pro HLA-B27. (Pavelka a spol., 2003)

Spondylartritidy se u pacientQ s pozitivnim antigenem HLA-B27 rozvijeji nejcastéji
v mlad$im véku. Cast&jsi vyskyt Ize nalézt u uveitidy, balanitidy, periferni artritidy, postizeni
axialniho skeletu. HLA-B27 negativni pacienti maji vyssi vyskyt psoriazy, enteropatii, s mensim
vyskytem v rodinach. (Pavelka a spol., 2003)

Antigen HLA-B27 se sklada z nékolika subtypl. Dnes je zjisténo 23 alel oznacenych
B*2701 az B*2723. Dllezity je subtyp B*2705, z kterého vznikly dalsi subtypy liSici se jednou az
péti aminokyselinami ve vazebném Zlabku. Bélosska kavkazska populace je typicka alelami
HLA-B*705, B*2701 a B*2702. (Pavelka a spol., 2003)

Ankylozujici spondylartritida (AS)

Ankylozujici spondylartritida neboli Bechtérevova choroba je forma artritidy postihujici
pater, ale také klouby. Projevuje se zanétem kloubl v ramenou, bocich, Zebrech, paté nebo
drobnych kloubl na rukou a nohou, zplsobuijici bolest a zhorsuji kvalitu Zivota. Dlouhotrvajici
zanét mze zplsobit osifikaci vazi podél obratll, coZ zplUsobuje nepohyblivost a pacient se
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Casto uchyluje do predklonéné pozice. Zakfiveni patefe se projevuje jako lumbalni lorddza,
hrudni hyperkyfdza s predsunutim hlavy, vyklenuti bficha. (Kucharska, 2006)

Obrazek 6.10.1-1 Zdravy a nemocny ¢lovék

(zykova, 2013)
Mezi dalsi klinické ptiznaky patfi:
e osteopordza, zejména pokud ma nemoc dlouhodobé trvani
e ocni projevy - iritidy, iridocyklitidy
e kardialni potize
e amyloiddza

e plicni postiZeni - spondyliticka plicni fibréza s moznou sekundarni bakterialni
nebo plisfiovou infekci (Kucharska, 2006)

Hodnota RR je u evropské bélosské populace kavkazského pivodu 87, frekvence
vyskytu antigenu HLA-B27 u nemocnych je 97% a v populaci 9%, u nemocnych ¢ernocht 48%.
Predispozi¢ni vliv ma také HLA-B-60, riziko nemoci se stimto antigenem zvySuje 3-6 krat.
(Pavelka a spol., 2003)

Diagnéza je zaloZena na klinickych a rentgenologickych nalezech. Asociaci nelze
pokladat za stoprocentni, protoZe vétSina osob s pozitivhim ndlezem antigenu HLA-B27 je
zdravd, okolo 5-20 % téchto lidi trpi AS. Jednoduse lze fici, Ze negativni ndlez antigenu
nevylucuje AS a pozitivni nepotvrzuje, pouze zvySuje pravdépodobnost rozvoje AS. (Pavelka a
spol., 2003)

Byla provedena studie marockého obyvatelstva, kde se wvybralo 75 pacientl
s diagndzou AS pro klinické projevy. Antigen HLA-B27 byl zjistén u 64 % zkoumanych. Vyskyt
byl spojen s mladSim vékem, pfi rodinné anamnéze a uveitidé. Ve skupiné pozitivnich
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se vyskytovalo Sest podtypl HLA-B27, mezi nejCastéjsi pattily HLA-B27*2705 a B*2702.
Antigeny HLA-BCw*02 a HLA-DRB*15 se zvySenym vyskytem maji predispozi¢ni vliv. (Mouraghi
a spol., 2015)

Psoriaticka artritida (PsA)

PsA je spojena s psoridzou, u vétSiny pacient ma pribéh benigni, ale u 20 % muze jit
o vazné kloubni destrukce s poruchou funkce. (Kucharska, 2006)

Antigen HLA-B27 se vyskytuje u 20 % osob s touto nemoci, pfi postizeni axialniho
skeletu je vyskyt 50-60%. Prokdzala se také zvySend frekvence antigenl HLA-B38, B39, B13,
B17, Cw6, DR7, DQ3. Vztah mezi Cw6, HLA-B13 A B17 je primarni. (Pavelka a spol., 2003)

Uveitida

Frekvence vyskytu HLA-B27 u uveitidy neboli iridocyklitidy, kterd je asociovana s AS, je
okolo 50 %. Vztah s HLA-B27 lze pozorovat ve vsech rasovych a etnickych skupinach, ale
s rozdilnym frekvenénim vyskytem a silou asociace. Nejsilnéjsi asociace a zaroven vyssi
frekvence HLA-B27 a vyskyt AS se nachazi u bélosské populace kavkazského plvodu, slabéji
u asijsko-americké rasy a zfidka u ¢ernoch. (Pavelka a spol., 2003)

ReiterGv syndrom (RS)

Onemocnéni je doprovazeno periferni artritidou, nespecifickou uretritidou a
konjunktivitidou. Frekvence vyskytu RS je u nemocnych okolo 60-80 % a postihuje hlavné
mladé muzZe ve véku 20-30 let. (Pavelka a spol., 2003) (Hana a spol., 1982)

Reaktivni artritidy (ReA)

Frekvence antigenu HLA-B27 je 33-90%. Hodnota zavisi na tom, ktery mikroorganismus
(Yersinia, Shihella, Salmonell, Chlamydia, Campylobacter) pfispél k rozvoji onemocnéni.
(Pavelka a spol., 2003)

Juvenilni spondylartropatie
Toto onemocnéni se projevuje v détském véku. U kavkazského plvodu jsou pozitivni

predevsim chlapci s primérnym vékem 4,5 let. Vyskyt antigenu u postizenych pacient( je vice
nez 90%. (Pavelka a spol., 2003) (Hana a spol., 1982)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem bylo popsat metodiku vysSetfovani antigenu HLA B-27, kterd se pouziva v
laboratoti Transfuzniho oddéleni ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Ze ziskanych dat byl
proveden rozbor a statistické zpracovani. Dlraz byl kladen predevsim na souvislost mezi
pohlavim, vékem, diagndzou a vyskytem vysetfovaného antigenu.

7.1 POUZITA METODA A MATERIAL

Biologickym materidlem byly vzorky periferni krve pacientd s podezienim na
onemocnéni, které muze byt asociovano s HLA B27. Vysetfovani se provadélo sérologickou
metodou, ktera je popsdna v nasledujici kapitole.

7.1.1 SEROLOGICKA TYPIZACE ANTIGENU HLA-B27

7.1.1.1 Preanalyticka faze

Preanalyticka faze je soubor vSech postupl a operaci, kterymi projde vzorek
biologického materidlu od okamziku vzniku poZadavku na analyzu, do okamziku, kdy je vzorek
analyticky zpracovan. Lékar, ktery odebira vzorek, informuje pacienta o pozadavcich na odbér.
Kazda laboratof musi mit verejné pristupnou Laboratorni prirucku, ve které jsou uvedeny
informace tykajici se daného vysSetfeni. Kodbéru se pouZivaji jednorazové pomdlcky a
doporucené dezinfekéni prostiedky. Odebird se 5 ml nesrazlivé krve do zkumavky oznacené
zelenou barvou s heparinem sodnym. Vzorek musi byt spravné oznacen Stitkem, ktery umozni
identifikaci pacienta. Zkumavka s krvi pacienta obsahuje Stitek se jménem, datem narozeni a
datem odbéru. Pfi odbéru mlze nastat nékolik chyb:

» zaména zkumavky s jinym protisrazlivym cinidlem
nedostatecné mnozstvi vzorku pro analyzu

nespravny pomér protisrazlivého cinidla a vzorku

znecisténi jehly stopami nezaschlého dezinfekéniho prostredku

pouziti pfilis uzké jehly a nasilné, rychlé nasavani krve

vV VYV V V V

prudké tfepani krve ve zkumavce
Transport vzorkd je mozny dvéma zpUsoby:

> Individualné - sanitaf nebo jind povérend osoba donese material na oddéleni

» Pravidelnym svozem materialu - probiha v 9:00, 12:00 a 13:30 hod.
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Vzorky jsou doneseny do pfizemi budovy ¢. 19 (Transfuzni oddéleni - nova budova),
kde je vzorek vloien do oznaéeného stojanu pro laboratof ¢. 17 (Ustav klinické imunologie a
alergologie, Ustav klinické mikrobiologie). K vy3etfeni je potfeba spravné vyplnéna zadanka od
|ékare, na kterou se musi zaznamenat ¢as a datum doruceni vzorku. Po telefonické vyzvé si
osobné prichazi odpovédna osoba laboratore ¢. 17 pro material, ktery pfijima ke zpracovani.
Spravné vyplnéna zadanka musi obsahovat tyto Udaje:

> adresu a ICZ zdravotnického zatFizeni
jméno a prijmeni pacienta

pohlavi pacienta

rodné Cislo pacienta

zdravotni pojistovnu pacienta
diagnézu nemoci

Zadost o vysSetreni

datum odbéru vzorku

odebrany material (typ vzorku)

vV Vv VY ¥V ¥V ¥V V VYV VY

ICO, jméno a podpis odesilajiciho lékare

Laboratof odmitne vySetfeni téch vzork(, u kterych zddanka neni spravné vyplnéna, je
potfisnéna biologickym materidlem, odebrané mnoZstvi materidlu neni dostacujici, vzorek je
chybné oznacden. Chybéjici udaje je treba telefonicky doplnit nebo ovéfit. Pfi vysetfeni
biologického materidlu, u néhoz byl proveden chybny odbér, vysledek nelze ziskat.
Neadekvatni vzorek je oznacen jako neuzavieny a musi byt nahrazen novym. (Laboratorni
prirucka, verze €. 4)

7.1.1.2 Pristroje a pomucky

Zkumavky umélohmotné 10 ml

Barika Erlenmayerova 25, 100, 250 ml

Valce odmeérné 10, 50, 100, 150 ml

Pipety Pasteurovy, stficky umélohmotné, sklicka kryci

Komdurka Birkerova

Spicky 2-4 ml, davkovaé 2,5 ml

Komercéné vyrabéné mikrodesticky Terasakiho s 60 jamkami

Mikroskop svételny klasicky
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Mikroskop inverzni s fazovym kontrastem

Vahy analytické, termostat, mraznicky

Mikropipeta Hamiltonova 1 ul a 5 pl jednoramenna
Mikropipeta Hamiltonova 1 pl a 5 pl viceramenna
Pipety automatické 1 ml a 2,5 ml

Centrifuga s chlazenim

Boxy skfinové mrazici

Umélohmotna korytka

7.1.1.3 Reagencie
PBS pufr
Roztok NH,4CI na lyzu erytrocytt
Histoprep separacni roztok k izolaci bunék
Fyziologicky roztok k proplachovani pipet
Aqua pro injectione
Roztok eosinu 5% vodny
Olej parafinovy
Hankudv promyvaci roztok pro izolaci lymfocyt(
Komercni set s anti-HLA dg séry: HLA Ready Plate B27, Histo-Tray AB 72

Krali¢i komplement

7.1.1.4 Princip

Provede se izolace mononukledrnich bunék z periferni krve pomoci hustotniho
gradientu. Bunky jsou separovany na zakladé jejich rozdilné denzity. Vysetfeni HLA antigend je
provedeno pomoci lymfotoxického testu (LCT). K diagnostickym sérlim v jamkach Terasakiho
desticek se pridavaji testované lymfocyty. Béhem inkubace se protilatky ze sér navaii na
testované burky. Pokud protilatka neodpovidd HLA antigenu na povrchu bunky, vazba se
neuskutecni. Ke smési se prida krali¢ci komplement, ktery zviditelni reakci a zpUsobi lyzu bunék
s navazanymi protilatkami - pozitivni reakce. Negativni reakce nastane u bunék, na které se
protilatky nenavazaly. Reakce obarvené eosinem se odecitaji pod optickym mikroskopem.

7.1.1.5 Postup
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7.1.1.5.1 |Izolace perifernich lymfocytt pomoci hustotniho gradientu

Nejprve je dulezité zkontrolovat udaje uvedené na zkumavce a zadance. Pro kazdy
vzorek se popisSi a pripravi do stojanku 3 zkumavky (10 ml). Do prvni zkumavky se napipetuje
2,5 ml Histoprepu (separacni roztok) a do tfeti nadavkuje 2,5 ml PBS (fedici roztok), druha je
prozatim prazdna, pouZije se v dalSich krocich. Vzorky krve se naredi, promichaji a preliji do
zkumavky s PBS. Dalsim krokem je navrstveni vzork( - pipetou se nabere a prenese 2 x 2,5 ml
naredéné krve do zkumavky s Histoprepem (pomalu po sténé). Nasleduje centrifugace pfi 2500
otackach za minutu po dobu 15 minut. Pipetou se odsaje vznikly prstynek lymfocytd z rozhrani
plazma/separaéni roztok a prfenese se do druhé zkumavky, doplni se do 5 ml PBS stfickou.
Nasledujici centrifugace je provedena pfi 1400 otackach za minutu po dobu 10 minut.
Supernatant je odlit do umyvadla, sediment bunék se roztfepe a doplni se PBS roztokem.
Provede se centrifugace 10 minut pfi 900 otackach za minutu. Komercéné pripravené
Terasakiho desticky s predkapanymi HLA-séry se vyndaji z mraznicky a popisi 15 minut predem.
Supernatant je odlit do umyvadla, sediment bunék se roztfepe a pipetou se doplni Hank
roztokem do svétle rGzové barvy. V Blirkerové komUrce pod mikroskopem je zkontrolovana
suspenze lymfocytll. Pokud se vyskytuji erytrocyty, je potreba zfedit lyzaénim roztokem (4 ml
NH,4CI) a nechat 10 minut pUsobit.

7.1.1.5.2 LCT s perifernimi lymfocyty

Do kazdé jamky Terasakiho desticky se prida 1 pl suspenze lymfocyti. Nasleduje
inkubace v termostatu 30 minut pfi + 22 °C. Do lyofilizovaného krali¢iho komplementu, ktery
se vyjme z mrazni¢ky 30 minut predem, se pfida 1 ml vody na injekci. Do kazdé jamky desticky
se prida multikanalovou pipetou 5 pl komplementu. Probéhne inkubace 1 minutu pfi pokojové
teploté a poté je prebytecny eosin z desticky odstranén. Terasakiho desticka se prelije
parafinovym olejem a prebytek oleje se odstrani. Reakce se odecitd pod optickym
mikroskopem pfi zvétSeni 100x nebo 150x.

7.1.1.6 Vysledky, hodnoceni
Negativni reakce: bunka je Ziva, sviti, nepfijima vitaIni barvivo eosin

Pozitivni reakce: bunka je mrtvd, membrana je propustnda pro vitdlni
barvivo

Hodnoti se procento mrtvych, obarvenych bunék v kazdé jamce Terasakiho desticky a
vysledek reakce se urcuje podle tabulky.

Tabulka 2 Hodnoceni vysledku na zdkladé mrtvych bunék

SKORE % MRTVYCH BUNEK INTERPRETACE
1 0-10 Negativni vysledek
2 11-20 Negativni vysledek
4 21-50 Slabé pozitivni vysledek
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6 51-380 Pozitivni vysledek
8 81-100 Silné pozitivni vysledek

0 - nehodnotitelné

Vyhodnocuje se pozitivita ¢i negativita antigenu HLA B-27,vysledek je bud HLA B-27
pozitivni nebo HLA B-27 negativni. (SOP C. Il 3. 8. 4.) Metodu mUze provadét pouze povéreny
laboratorni pracovnik. Pfi praci jsem pozorovala laborantku a zkusila si vyhodnotit vysledky
pod optickym mikroskopem.
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7.2 ZPRACOVANI ZISKANYCH DAT

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny pomoci programu Excel. Celkem bylo vysSetfeno
1329 pacientl s podezienim na pritomnost antigenu HLA-B27 ve Fakultni nemocnici na
Transfuznim oddéleni v Hradci Kralové v roce 2015. Vsichni pacienti byli vysetifeni sérologickou
metodou.

Statisticky byly vyhodnoceny nasledujici Gdaje a zavislosti vazici se k vySetfovanym

vzorklim:
e pocty pozitivnich a negativnich vysledkt
e pozitivita/negativita u Zen a muzd
e vyskyt antigenu HLA-B27 v zavislosti na véku
e vyskyt antigenu HLA B-27 u Zen a muzl v zavislosti na véku
e vyskyt diagnéz v souboru vysetfovanych

e nejcastéjsi diagndzy u HLA-B27 pozitivnich Zen a muzi
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8. VYSLEDKY

8.1 VYSKYT ANTIGENU HLA-B27 U VYSETROVANYCH OSOB ZA
ROK 2015

Ve Fakultni nemocnici v Hradci Kralové v obdobi od 1. 1. 2015 do 31. 12. 2015 bylo
celkem vysSetfeno 1329 vzorkl, ztoho 20 vzork( nesplnilo poZadavky preanalytické faze a
musely byt nahrazeny novymi. (viz 7.1.1.1 Preanalyticka faze) U 207 vzorkd (15,58 %) byla
zjiSténa pritomnost antigenu HLA-B27. (viz tab. ¢. 3 a graf. €. 8-1)

Tabulka 3 Vysledky vysetreni antigenu HLA-B27

PACIENTI

Pocet Procenta
HLA-B27 POZITIVNi 207 15,58 %
HLA-B27 NEGATIVNI 1122 84,42 %
CELKEM 1329 100,0 %

Graf 8-1 Vysledky vysetfeni antigenu HLA-B27

m pozitivni = negativni



8.2 VYSKYT ANTIGENU HLA-B27 U ZEN A MUZU

V souboru 1329 pacientl bylo vysetfeno 754 Zen a 575 muz(. Antigen HLA B-27 byl
prokazan u 108 (14,32 %) Zen a 99 (17,22 %) muzQ. (viz tab. ¢. 4 a graf €. 8-2)

Tabulka 4 Antigen HLA-B27 u muZi a Zen

PACIENTI

ZENY MUZI
CELKEM - POCET 754 575
POZITIVNi - POCET 108 99
POZITIVNi — PROCENTA 14,32 % 17,22 %

Graf 8-2 Vyskyt antigenu HLA-B27 u Zen a muZi
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8.3 VYSKYT ANTIGENU HLA-B27 V ZAVISLOSTI NA VEKU

Pacienti byli rozdéleni podle véku na 10 skupin po 10 letech. Do skupiny 0-9 letych byli
zafazeni pacienti narozeni 2006-2015, do skupiny 10-19 letych pacienti narozeni 1996-2005, do
skupiny 20-29 letych pacienti narozeni 1986-1995, do skupiny 30-39 letych pacienti narozeni
1976-1985, do skupiny 40-49 letych pacienti narozeni 1966-1975, do skupiny 50-59 letych
pacienti narozeni 1956-1965, do skupiny 60-69 letych pacienti narozeni 1946-1955, do skupiny
70-79 letych pacienti narozeni 1936-1945, do skupiny 80-89 letych pacienti narozeni 1926-
1935 a do skupiny 90-99 letych pacienti narozeni 1916-1925.

Vyskyt antigenu HLA-B27 v jednotlivych vékovych kategoriich viz tab. ¢. 5 a graf ¢. 8-3,
¢. 8-4.

Tabulka 5 Vyskyt HLA-B27 v zavislosti na véku

PACIENTI

VEK PACIENTI- POZITIVNI- POZITIVNI-

POCET POCET PROCENTA
0-9 31 1 3,23 %
10-19 116 22 18,97 %
20-29 129 33 25,58 %
30-39 212 30 14,15 %
40-49 335 52 15,52 %
50-59 281 40 14,23 %
60-69 150 21 14,00 %
70-79 63 5 7,94 %
80-89 11 3 27,27 %
90-99 1 0 0%
CELKEM 1329 207
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POCT PACIENTU

vékové skupiné)

PROCENTA PACIENTU

Graf 8-3 Vyskyt antigenu HLA-B27 v zavislosti na véku - (pocCty pacienti)

60

50

40

30
20
10
0
L I - 0

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90-99
VEK

m POZITIVNI
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8.4 VYSKYT ANTIGENU HLA B-27 U MUZU A ZEN V ZAVISLOSTI

NA POHLAVI A VEKU

Pocet vysetfenych osob a vyskyt antigenu HLA-B27 u Zen a muzl v jednotlivych

vékovych kategoriiich viz tab. ¢. 6 a graf ¢. 8-5, ¢. 8-6.

Tabulka 6 Pozitivita antigenu HLA-B27 u Zen a muZi

PACIENTI

ZENY MUZI

CELKEM- | POZITIVNi- | POZITIVNi- | CELKEM- | POZITIVNI- | POZITIVNi-

POCET | POCET PROCENTA | POCET | POCET PROCENTA
0-9 13 0 0% 18 1 5,56 %
10-19 79 12 15,19 % 37 10 27,03 %
20-29 61 17 27,87 % 68 16 23,53 %
30-39 122 14 11,48 % 90 16 17,78 %
40-49 201 26 12,94 % 134 26 19,40 %
50-59 169 21 12,43 % 112 19 16,97 %
60-69 70 14 20,00 % 80 7 8,75%
70-79 37 4 10,81 % 26 1 3,85%
80-89 2 0 0% 9 3 33,34 %
90-99 0 0 0% 1 0 0%
CELKEM 754 108 575 99
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Graf 8-5 Pozitivita HLA-B27 u Zen a muZu - (pocCty pacientu)
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8.5 VYSKYT ANTIGENU HLA-B27 VE VZTAHU K DIAGNOZE
PACIENTA

Pfehled skupinovych diagndz, které byly diagnostikovany uHLA-B27 pozitivnich
jedinc(. Procento je vztazeno k celkovému poctu pozitivnich (viz tab. ¢. 7 a graf €. 8-7.)

Tabulka 7 Prehled skupinovych diagndz u pozitivnich pacientt

SKUPINY DIAGNOZ POCET  PROCENTA
Nemoci svalové a kosterni soustavy (M) 178 85,99 %
Faktory ovliviiujici zdravotni stav (Z) 8 3,86 %
PFiznaky, znaky a ndlezy nezarazené jinde (R) 6 2,90 %
Nemoci dychaci soustavy (J) 4 1,93%
Nemoci oka a o¢nich adnex, nemoci ucha (H) 4 1,93 %
Nemoci nervové soustavy (G) 2 0,97 %
Poranéni, otravy, nasledky plsobeni vnéjsich p¥icin (T) 1 0,49 %
Nemoci mocové a pohlavni soustavy (N) 1 0,49 %
Nemoci kize a podkozniho vaziva (L) 1 0,48 %
Nemoci obéhové soustavy (l) 1 0,48 %
Infekcni a parazitarni nemoci (A) 1 0,48 %
CELKEM 207 100 %
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Graf 8-7 Vyskyt skupinovych diagnoz u HLA-B27 pozitivnich pacientt
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Diagndzy byly rozdéleny do skupin na zakladé Mezinarodni klasifikace nemoci - 10.

revize. Nejcastéjsi diagndzy pfi vySetfovani antigenu HLA-B-27 viz tab. ¢. 8 a graf ¢. 8-8. Mezi

ostatni diagndzy, které se nevyskytovaly vice jak tfikrat, patfi napfiklad jiné poruchy nervové

soustavy (G90-G99), nemoci skléry, rohovky, duhovky a fasnatého télesa (H15-H22), jiné

nemoci ledvin a mocovod(l (N25-N29), pfiznaky a znaky tykajici se nervové, svalové a kosterni
soustavy (R25-R29), celkové priznaky a znaky (R50-R69) atd.

Tabulka 8 Zastoupeni nejcastéjsich diagndz u HLA-B27 pozitivnich pacienti

DIAGNOZY

NAZEV

PROCENTA

M50-M54

Jiné dorzopatie

70

33,81 %

M20-M25

Jind onemocnéni
kloubt

53

25,60 %

M45-M49

Spondylopatie

24

11,60 %

M05-M14

Zanétliva
polyartropatie

11

532%

M70-M79

Jind onemocnéni
mékké tkané

3,38%

Z00-Z213

Osoby, které se
setkaly se
zdravotnickymi
sluzbami za ucelem
prohlidky a vySetreni

2,90 %

M15-M19

Artrozy

1,93 %

M30-M36

Systémova
onemocnéni pojivové
tkané

1,93 %

M65-M68

Onemocnéni
synovialni blany a
Slachy

1,93 %

JO0-JO6

Akutni infekce
hornich dychacich
cest

1,45 %
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ostatni

21

10,15 %

CELKEM

207

100 %

POCET JEDINCU

Graf 8-8 Zastoupeni nejcastéjsich diagnéz u HLA B27 pozitivnich pacientt
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Vyskyt antigenu HLA-B27 v jednotlivych skupinach diagnéz u celkového poctu
vySetfenych, u Zen a muz( viz tab. ¢. 9 a graf ¢. 8-9, ¢. 8-10.

Tabulka 9 Antigen HLA-B27 u vysetfovanych, u Zen a muZii podle diagnostickych

skupin
DIAGNOZY PACIENTI PACIENTI % ZENY ZENY % MUZI MUZI

POZ. POZ. POZ.
M50-M54 415 70 16,87% 224 32 14,29% 191 38 19,90%
M20-M25 362 53 14,64% 234 35 14,96% 128 18 14,06%
MA45-M49 100 24 24,00% 42 10 23,81% 58 14 24,14%
MO05-M14 97 11 11,34% 48 5 10,42% 49 6 12,25%
M70-M79 55 7 12,73% 35 2 5,71% 20 5 25,00%
Z00-213 48 6 12,5% 25 3 12,00% 23 3 13,04%
M15-M19 24 4 16,67% 16 2 12,5% 8 2 25,00%
M30-M36 47 4 8,51% 35 3 8,57% 12 1 8,33%
M65-M68 23 4 17,39% 15 3 20,00% 8 1 12,5%
JO0-JO6 8 3 37,5% 5 3 60,00% 3 0 0%

42



Graf 8-9 Antigen HLA-B27 u Zen a muZ( dle diagnostickych skupin - (pocty
pacientd)
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9. DISKUSE

Béhem sledovaného obdobi bylo v HLA laboratofi Transfuzniho oddéleni Fakultni
nemocnice Hradec Kralové sérologickou metodikou vySetfeno 1329 pacientl s podezienim na
vyskyt antigenu HLA-B27, u dalSich 20 vzork(i nebylo mozno vysetfit nebo vydat vysledek,
pravdépodobné pro nevyhovujici preanalytickou fazi.

Vzorky do HLA laboratofe odesilaji |ékafi odbornych ambulanci Fakultni nemocnice
a ambulantni specialisté regionu. HLA laboratof ma na internetu dostupnou laboratorni
prirucku, ve které jsou uvedeny poZzadavky na odbér materidlu k vysetfeni a transport (viz 7. 1.
1. - preanalyticka faze). Odesilajici ne vzdy dodrzi pozadavky preanalytické faze, takze vzorek
nem(ze byt zpracovan. Laboratof vidy informuje lékafe poZadujiciho vySetfeni o pfijeti
nevyhovujiciho vzorku nebo o neuzavieném vysledku a 7ddd o novy odbér biologického
materiadlu. Ve sledovaném obdobi bylo 20 vzorkd, ze kterych nemohl byt uréen vysledek
z dlivodu rozpadlych lymfocytld. Vzhledem k vySetfenému mnozstvi vzorkd se jednd o nizké
Cislo, a vsak pro eliminaci nevyhovujiciho materidlu by bylo vhodné zjistit, kde se nejcastéji
stavaji chyby v preanalytické fazi, a zamezit jejich opakovani.

Z vysetifenych osob mélo 15,58 % antigen HLA-B27. V evropské populaci se antigen
HLA-B27 vyskytuje asi u 8 % lidi (J. Sheehan, 2004). V souboru vysetfenych osob byla spocitana
hodnota vyskytu témér dvojnasobnd - 15,58 %. Tato hodnota je vyssi z dlvodu provadéni
vySetfeni prfimo u pacientd, u kterych bylo vysloveno podezieni na chorobu nebo kterym jiz
byla stanovena diagndza, jez miZe souviset s vyskytem antigenu HLA-B27.

Celkem bylo vysetfeno 757 Zen a 575 muzll. Z mnozstvi pozitivnich lidi byl vyskyt
antigenu HLA-B27 castéjsi u muzli s 17,22 %, u Zzen s 14,32 %. Testovani antigenu HLA-B27 se
provadi predevsim k vylouceni diagnézy ankylozujici spondylitidy, kterd se castéji vyskytuje
u muzll. (Emam a spol., 2007)

RGznd onemocnéni jsou typicka svym vyskytem v urcitém obdobi Zivota. Vék pacienta
hraje dulezitou roli a vétsinou plati, Ze s rostoucim vékem roste riziko vyskytu choroby. Antigen
HLA-B27 byl zaznamenan u osob, jejichz vék byl od 0 do 99 let. Pro lepsi pfehlednost byli
pacienti rozdéleni do 10 skupin po 10 letech. Nejvice osob bylo vysetfeno ve skupiné 40-49
letych - 335 pacient(l a ve skupiné 50-59 letych - 281 pacientl. Relativni vyskyt antigenu HLA-
B27 vzhledem k poctu vySetfenych osob byl nejvyssi ve skupiné 20-29 letych, kde bylo
nalezeno 25,58 % HLA-B27 pozitivnich pacient(l. Vyssi zachyt antigenu HLA-B27 byl také ve
skupiné 40-49 letych s 15,52 %. Dalsi skupinou, kde se tento antigen vyskytoval ve vétsi mire,
byla skupina 80-89 letych s27,27 %, avsak vzhledem k nizkému poctu vysetienych (11) a
pozitivnich (3) pacient(, nelze tento vysledek povaZovat za plnohodnotny. Prvni vina vzestupu
je typicka pro pacienty trpici ankylozujici spondylitidou, pro kterou je charakteristicky rozvoj
okolo 25-30 roku (Senolt, 2011). Druha vina vy$§iho nélezu je typicka pro vyskyt zanétlivych
polyartropatii, jejichZ nastup je ve véku okolo 50 let (Kvien a spol., 2006).
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Vyskyt antigenu HLA-B27 u Zen koreluje castecné s celkovym vyskytem antigenu
a vytvari nejprve také 2 viny vzestupu, ve skupiné 60-69 letych se objevuje dalsi vyssi vyskyt
s 20,00 % z celkovych 70 vysetienych Zen. V této vékové kategorii je antigen HLA-B27 typicky
pro vyskyt revmatoidni artritidy, ktera se nejcastéji vyskytuje u Zen okolo 60 let (Kucharska,
2006). Ve skupiné 20-29 letych vyskyt odpovidal 27,87 % z 61 vysetfenych Zen a ve skupiné 40-
49 letych vyskyt odpovidal 12,95 % z 201 Zen. Vyskyt u muzi byl také vyrazny predevsim ve 3
vékovych skupinach. V rozmezi 10-19 letych s27,03 % zcelkového poctu 37 muzl. Tento
vyskyt je typicky pro artritidu s entezitidou (zanétlivé postizeni Uponu svalovych slach), ktera se
objevuje Castéji u chlapci ve véku 9-13 let (Muntau, 2014). Ve skupiné 40-49 letych bylo
vysetfeno 134 muzQ, pozitivni antigen HLA-B7 byl u 19,40 % z nich. Po urogenitdlni infekci je
tato vékova skupina muzil €asto postizena reaktivni artritidou (Ceska a spol., 2010). Skupina
80-89 letych zahrnuje 33,34 % HLA-B27 pozitivnich muz(, avSak celkovy pocet muzli v této
skupiné byl pouze 9, proto neni pravdépodobné moiné tento vysledek povazovat za
vypovidajici o dané skutecnosti.

Nejcastéji byli vysetfovani pacienti se skupinovou diagnézou nemoci svalové a kosterni
soustavy (M) s 85,99 %. Z poctu pacientd, ktefi méli antigen HLA-B27, byl tento antigen nejvice
zastoupen ve skupiné diagndéz jiné dorzopatie (M50-M54) s 33,81 %, s25,60 % ujinych
onemocnéni kloubli (M20-M25), s 11,60 % u spondylopatii (M45-M49), s 5,32 % u zanétlivych
polyartropatii (M05-M14), s 3,38 % u jinych onemocnéni mékké tkané (M70-M79), s 2,90 % u
osob, které se setkaly se zdravotnickymi sluzbami za Gcelem prohlidky a vysetfeni (Z00-Z13) a
s 1,93 % u artréz (M15-M19). Tyto nemoci také patfily mezi nej¢astéjsi diagndzy, se kterymi
pacienti pfichazeli na vysetieni.

S diagnézou M50-M54 bylo na vysetieni poslano celkem 415 osob, z nichz 16,87 % bylo
pozitivnich na antigen HLA-B27. Diagnézu M20-M25 mélo 362 pacientli au 14,64 % byl
prokdzan antigen HLA-B27. Nemocnych s M45-M49 bylo 100 a 24,00 % mélo dany antigen.
S diagnézou M05-M14 bylo vysetfeno 97 osob a pozitivnich na antigen HLA-B27 bylo 11,34 %.
Diagnézu M05-M79 mélo diagnostikovano 55 osob, u 12,73 % z nich byl prokazan antigen HLA-
B27.

Pro kazdé pohlavi je typické jiné onemocnéni, které mlze souviset s vyskytem antigenu
HLA-B27. Cetnost jednotlivych diagnéz v souboru byla zavisld na pohlavi. Na vysetfeni
s diagndzou jiné dorzopatie byli Iékafem vice posilani muzi s 19,90 %, Zen bylo vysetifeno 14,29
%. Dorzalgie (M54), kterd patti do dorzopatii, je typickym klinickym priznakem ankylozujici
spondylitidy, ktera je ¢astéjsi pravé u muzd (Emam a spol., 2007). Spondylopatii mélo 23,81 %
Yen a 24,14 % muz(, zdroj Ceska (2010) uvadi, Ze vice postiZeni jsou muZi a to v poméru 2-3 : 1.
Statistika sledovaného souboru dokazuje pouze mirnou prevahu muzll nad Zenami. Nemoci
kloub( vice postihuji Zeny, napfiklad artréza, osteopordza, revmatoidni artritida (Hrabakova a
spol., 2011). Tento fakt se ovsem nepodafilo dokazat, diagndza zanétliva polyartropatie méla u
obou pohlavi podobny vyskyt antigenu HLA-B27 - u Zen 10,42 %, u muzd 12,25 %, zdroj
(Laivoranta-Nyman a spol., 2000) popisuje, Ze pomér vyskytu Zzen k muzim s revmatoidni
artritidou je kolem 3 : 1. Artrézou trpélo 12,5 % Zen a 25,00 % muz(, tento vysledek se
neshoduje s literaturou (Hrabadkova a spol.,, 2011), podle které jsou Zeny vice postiZzeny
artrézou. Diagndzu akutni infekce hornich dychacich cest, u které byl prokazan antigen HLA-
B27, mélo 60 % Zen a Zzadny muz. Tato diagndza patfi mezi faktory zevniho prostredi, které
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mohou zpUsobit psoriatickou artritidu vyskytujici se u Zen a muz v poméru 1 : 1. (Kucharska,
2006)
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10. ZAVER

V bakaldrské praci bylo cilem zjistit, zde se antigen HLA-B27 vyskytuje vice u Zen nebo
muzd, v jakém véku a zda jeho vyskyt souvisi s diagndzou stanovenou lékafem. Ve zkoumaném
obdobi bylo vysetfeno vice Zen, avSak vyskyt antigenu HLA-B27 byl ¢astéjsi u muz(l. Nejvyssi
vyskyt antigenu HLA-B27 byl zaznamenan ve skupiné 20-29 letych a 40-49 letych pacient(. Tyto
intervaly podle literatury odpovidaji nastupim onemocnéni artritidy a Bechtérevovy choroby.

Antigen HLA-B27 byl nejcastéji vySetfovan se skupinovou diagnézou Nemoci svalové a
kosterni soustavy a diagnézou Jiné dorzopatie. Zeny jsou vice postizeny kloubnim
onemocnénim napfiklad artrézou nebo revmatoidni artritidou, u muzl se vice vyskytuje
Bechtérevova choroba.

Asociace mezi antigenem HLA-B27 a chorobami je jiz ddvno prokazand, ovsem neni
odhalen presny mechanismus, ktery spojeni mezi HLA systémem a nemocemi podminuje.
Vyzkum v této oblasti bude mit velky vliv na objasnéni pQvodu, pficin a vyvoje autoimunitnich
onemocnéni a také jejich 1écbu.
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