Zdravotné Jihoceska univerzita

socialni fakulta v Ceskych Budéjovicich
Faculty of Health University of South Bohemia
and Social Sciences in Ceské Budé&jovice

Detekce alely HLA-B27 pomoci komercni soupravy
BAKALARSKA PRACE

Studijni program:
SPECIALIZACE VE ZDRAVOTNICTVI/ZDRAVOTNI
LABORANT

Autor: Simona Volkova

Vedouci prace: Ing. Tomas Nix, Ph.D.

Ceské Budéjovice 2022



Prohlaseni

Prohlasuji, ze svoji bakalafskou praci s nazvem ,Detekce alely HLA-B27 pomoci
komer¢ni soupravy* jsem vypracovala samostatné pouze s pouzitim pramend v seznamu

citovang literatury.

Prohlasuji, ze v souladu s § 47b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své bakalarské prace, a to v nezkracené podobé elektronickou cestou ve
vefejné pristupné Sasti databaze STAG provozované Jiho&eskou univerzitou v Ceskych
Budéjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim dale s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona ¢. 111/1998 Sb.
zvetejnény posudky skolitele a oponentt prace i zaznam o prabehu a vysledku obhajoby
bakalarské prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé bakalarské prace s databazi
kvalifikacnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych

kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiatu.

V Ceskych Budgjovicich dne 3. 5. 2022 ieevrreeererneeeerrnneeennnns


http://Theses.cz

Podékovani

Timto bych chtéla podékovat svému vedoucimu bakalarské prace Ing. Tomasi Nixovi,
Ph.D. za odborné vedeni, vénovany Cas a poskytnuti cennych rad a znalosti. Dékuji také
dobrovolnikim za poskytnuti vzorkd pro tuto praci. V neposledni fadé bych chtéla

podekovat své roding, ktera mé po celou dobu studia podporovala.



Detekce alely HLLA-B27 pomoci komercni soupravy

Abstrakt

HLA (Human Leukocyte Antigens) molekuly jsou soucasti témeét vSech bunék lidského
téla. Celkem existuje ptiblizné 200 gent, které rozdélujeme do tfech hlavnich oblasti.
Molekula HLA-B27, které se vénuji ve své bakalatské praci, patii do HLA 1. tfidy. Hlavni
funkci téchto molekul je predkladani cizorodych antigen bunkam imunitniho systému.
Vyskyt antigenu HLA-B27 byva spojovan s nékterymi onemocnénimi. Nejznaméjsi je
asociace s ankylozujici spondylitidou, znamou také pod nazvem Bechtérevova choroba.
Nemoc je charakterizovana jako revmatické onemocnéni, postihujici nejcastéji mékké

tkané podél patete a klouby obratlu.

V teoretické Casti mé prace se spolecné s popsanim Bechtérevovy choroby, jeji historii,
pfiznaky, dédi¢nosti a 1écbe€, zabyvam 1 hlavnim histokompatibilnim komplexem
s dirazem na klicovou molekulu HLA-B27. Prakticka cast mé bakalaiské prace je
zameétena na sbér vzorkd, izolaci DNA (deoxyribonukleova kyselina) a amplifikaci DNA.
Nasledovanou ¢asti samotné laboratorni detekce alely HLA-B27 pomoci komeréniho kitu
s vyuzitim gelové elektroforézy pro vizualizaci DNA fragmentt. Jednotlivé vzorky, které
mi byly poskytnuty od dobrovolnikd, jsem anonymizovala, aby nedoSlo k pfimé
identifikaci jedince a odhaleni citlivych udaja. Jednalo se o riznorodou skupinu lidi. Z 20
mnou vySetfovanych vzorki, se pozitivita na alelu HLA-B27 prokazala u 6 vzorka

dobrovolnikt s riznymi klinickymi projevy Bechtérevovy choroby.

Cilem mé prace bylo osvojeni si spravné laboratorni praxe v genetické laboratofi a
zavedeni a zoptimalizovani komeréné dodéavaného kitu pro detekci alely HLA-B27 od
firmy BAG HEALTH CARE. Ackoli skutecnost vyskytu rizikové alely HLA-B27 nemusi
znamenat, ze jedinec onemocni touto chorobou, lze ji povazovat za zvysené riziko. Diky
této asociaci je mozné detekci alely HLA-B27 vyuzit jako molekularni marker pro

vcasnou diagnézu, zmirnéni nasledki a zlepSeni prubéhu 1écby ankylozujici spondylitidy.

Klicova slova
Ankylozujici spondylitida; Bechtérevova choroba; HLA-B27; DNA; Gelova

elektroforéza



Detection of the HLLA-B27 allele using a commercial kit

Abstract

HLA (Human Leukocyte Antigens) molecules are part of almost every cell in the human
body. In total, there are approximately 200 genes, which we divide into three regions. The
HLA-B27 molecule, which I deal with in my bachelor's thesis, belongs to HLA class L.
The main function of these molecules is to present foreign antigens to cells of the immune
system. The occurrence of HLA-B27 antigen is associated with some diseases. The best
known is the association with ankylosing spondylitis, also known as Bechterew's disease.
The disease is characterized as a rheumatic disease, most often affecting the soft tissues

along the spine and vertebral joints.

In the theoretical part of my work, together with the description of Bechterew's disease,
its history, symptoms, heredity, and treatment, I also deal with the main
histocompatibility complex with emphasis on the key molecule HLA-B27. The practical
part of my bachelor thesis is focused on sample collection, DNA (deoxyribonucleic acid)
isolation and DNA amplification. This is followed by the laboratory detection of the
HLA-B27 allele itself using a commercial kit using gel electrophoresis to visualize DNA
fragments. I anonymized the individual samples provided by the volunteers to avoid
direct identification of the individual and disclosure of sensitive data. It was a diverse
group of people. Of the 20 samples I examined, positivity for the HLA-B27 allele was
demonstrated in 6 samples of volunteers with various clinical manifestations of

Bechterew's disease.

The aim of my work was to master good laboratory practice in the genetic laboratory and
to introduce and optimize a commercially available kit for the detection of the HLA-B27
allele from the company BAG HEALTH CARE. Although the presence of the HLA-B27
risk allele does not necessarily mean that an individual will have the disease, it can be
considered an increased risk. Thanks to this association, the detection of the HLA-B27
allele can be used as a molecular marker for early diagnosis, mitigation of consequences

and improvement of the course of treatment of ankylosing spondylitis.
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Uvod

Ankylozujici spondylitida (AS) je celozivotni onemocnéni, které lze charakterizovat
zanétlivou reakci hlavné v misté obratli patefe a velkych kloubu jako kycle, ramena a
kolena. Nemoc muzeme najit i pod pojmem Bechtérevova choroba. Tento nazev ziskala
po ruském lékafi a neurologovi Vladimiru Michajlovi¢i Bechtérevovi, ktery jako jeden
z prvnich popsal toto onemocnéni. Mizeme se se také setkat s oznaCenim Marieho-
Striimpellova nemoc, coz je spojeni jmen dvou neurologti — Pierra Marieho a Adolfa
Strimpella, ktefi také vyznamné prispeli k popsani této nemoci (Levitova, Hu§akova,

2018).

Lze fict, Ze se jedna o nemoc mladych lidi. Manifestace projevii onemocnéni se objevuje
zpravidla okolo 26. véku jedince (Braun, Sieper, 2007). Mnohdy je v¢asna diagnoza
Bechtérevovy choroby obtizna, jelikoz kromé fady nespecifickych ptiznaki se jako prvni
objevuje bolest zad. S problémy se zady se muze vSak jednou za Cas potykat i zcela zdravy
jedinec v dasledku naptiklad natrzeni svalu, prochladnutim nebo vlivem nespravnych
sedacich navyki. Od tohoto klasického mechanického poskozeni se vsak ankylozujici
spondylitida lisi v tom, Ze se nejedna o akutni bolest, u které je pacientim doporucovan

klidovy rezim (Vencovsky, 2020).

U ankylozujici spondylitidy je bolest chronicka a spojena pravé s klidem. Castym
ptipadem pak byva, Ze bolest probouzi jedince ze spanku, a praveé rozcviceni a protazeni
pomaha kulevé (Klener, Pavelka, 2002). Zaklad 1écby tak tvofi hlavné pravidelné
cviCeni, které podporuje pohyblivost kloubt. Kromé nesteroidnich antirevmatik,
dosahuje v poslednich letech dobrych vysledkt i biologicka 1écba, ktera zasahuje hluboko
do zanétlivého procesu a potlacuje ho, ale ani zde nedochazi k iplnému uzdravent, jelikoz
po vysazeni léku se muZou u pacienta objevit stejné obtize jako diive (Levitova,

Husakova, 2018).

I kdyz je etiologie a patogeneze u ankylozujici spondylitidy stale nejasna, u vétSiny
pacientt se objevuje spojitost s molekulou HLA-B27. Na vznik a prubéh vSak ptsobi cela
fada faktorli a ani negativita na tento antigen nemusi znamenat, ze pacient netrpi

Bechtérevovou chorobou (Braun, Sieper, 2007). Pti diagnostice ankylozujici spondylitidy



se tak vyuzivaji 1 zobrazovaci metody jako rentgenové vySetieni nebo magneticka

rezonance (Levitova, HuSadkova, 2018).

Dé&di¢nost v tomto onemocnéni hraje také nespornou roli. HLA-B27 je antigen
nachazejici se na lidskych burikach a ucastnici se imunitnich reakci. Sestava antigent je
u kazdého jedince jina, ale stejn€¢ jako u krevnich skupin je vyssi Sance podobnych
struktur v rodin€. Protoze symptomy nastupuji plizive€, je pfi diagnostice nemoci nutné

veénovat pozornost prave rodinné anamnéze (Vencovsky, 2020).

Zjisténi antigenu HLA-B27 u pacienta vSak predstavuje jen kvalitativni vySetfeni a nijak
nevypovida o prognoze onemocnéni. Jak uvadi Levitova a HuSakova (2018) je dulezita

spoluprace mezi pacientem a lékafem a dodrzovani rezimovych opatfeni.

Teoreticka ¢ast mé prace predstavuje reSersi o ankylozujici spondylitidé€ a o jeji asociaci
s hlavnim histokompatibilnim komplexem a molekulou HLA-B27. V praktické casti této
prace jsem se zabyvala metodami spravné laboratorni praxe a postupy spojené se sbérem
vzorkd, a jejich testovanim na pfitomnost zminované alely HLA-B27 a jeji moznou tlohu

s ankylozujici spondylitidou.



1.

1.1

1.1.1

1.1.2

Teoreticka ¢ast

Autoimunitni onemocnéni
Popis autoimunitniho onemocnéni

K udrzeni homeostdzi lidského téla je zapotiebi kromé jiného spravné fungovani
imunitniho systému. Ten dokaze rozpoznavat struktury télu vlastni nachazejici se na
povrchu bunék (antigeny) a interagovat s nimi. Pokud je buika naptiklad nadoroveé
zmeénéna, stara nebo jinak poSkozena, je imunitnim systémem odstranéna, jinak ale
imunitni systém udrzuje vaci vlastnim antigenim toleranci. Pokud dojde k prolomeni

imunitni tolerance hovoifime o autoimunitnich chorobach (Stfitesky, 2001).

V pfipadé humoralniho typu autoimunity jsou =za spoustée povazovany tzv.
autoprotilatky, jednd se o protilatky namifené proti antigenu télu vlastni. V pfipadé
bunééného typu autoimunity se do reakce zapojuji specifické molekuly imunitniho
systému tzv. T-lymfocyty a rozviji zanét. Ve vétSiné€ pripadd dochazi ke vzajemné

kombinaci téchto reakci (Shoenfeld et al., 2007).

rve

Pric¢iny a vznik autoimunitniho onemocnéni

Autoimunitni choroby jsou multifaktorialni. Na manifestaci onemocnéni se podili cela
fada mechanismu zahrnujici faktory zevniho a vnitiniho prostredi, jak potvrzuji ptipady
sledovani experimentalnich zvifat, kdy se v zavislosti na vné&Sich podminkach
onemocnéni u jedné Casti zvirat objevilo a u druhé Casti ne. Proto stejné onemocnéni se
v zavislosti na jedinci muze lisit v pfi¢in€ a spoustéci klinického projevu (Hofejsi et al.,

2017).
Faktory vnitini

Hlavnim rizikovym vnitinim faktorem je jiz zminén4 souvislost s HLA systémem I. a II.
tfidy. Nejvetsiho relativni riziko vyskytujiciho se u jedinct s danou alelou dle Horejsiho

et al. (2017) dosahuje prave asociace HLA-B27 s Bechtérevovou chorobou.

Dale to jsou rizné polymorfismy gent kodujici specifické buriky imunitniho systému, ale
1 vlivy hormonalni. VétSina autoimunitnich onemocnéni je pak CastéjSich u zen predevsim

v reprodukénim veku (LukeSova, 2016).
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b) Faktory vné&jsi

Mezi spoustéce z vnéjs§iho prostiedi, které mohou vyvolat autoimunitu fadime zejména
infekce. Ty vyvolaji silnou imunitni odpovéd’, ktera ma za ucel potlacit infekci. Zaroven
vsak v nékterych pfipadech mize dojit k selhani regulace této imunitni odpovédi.
Dochazi tak pak naptiklad k odkryti doposud imunitnimu systému skrytému autoantigenu
nebo vzniku autoreaktivnich lymfocyt. Dale do této kategorie 1ze zatadit stres, Iéky, UV

zafeni (ultrafialové zafeni) a jiné chemikalie (LukeSova, 2016).
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1.2

1.2.1

Bechtérevova choroba
Historie Bechtérevovy choroby

Je uvadéno, ze prvni zminky o AS Ize diky rentgenovym snimku nékterych dochovanych
mumii zobrazujici tzv. bambusovou patef, najit uz ve starovéku. AS méli udajné trpét
faraonové Amenhotep 1., Ramses II. a Mezenptah (Levitova, Husakova, 2018). Studie
Saleem a Hawass (2014) vSak naznacuje, ze Ramses II. a jeho syn Mezenptah méli spise
onemocnéni zvané difuzni idiopatickd skeletalni hyperostoza (DISH), projevujici se

osifikaci a kalcifikaci patete.

Napfic historii se objevuji i dalsi znamky o AS. M4 se za to, ze irsky lékar Bernar Connor
byl prvni, ktery nepochybné popsal stav odkazujici na AS (Gran, Husby, 1993). Jeho
anatomicky nakres kostry zemfelého pacienta s Bechtérevovou chorobou muzeme vidét
na Obraze 1. Nemoc je vSak znama diky ruskému Iékafi a neurologovi Vladimiru
Michajlovi¢i Bechtérevovi, ktery v 19. stoleti popsal nékolik jejich novych forem
(Bozhkova, 2017). Onemocnéni byva nekdy i nazyvano Marieho-Striimpellova nemoc.
Nazev vyplyva ze spojeni jmen francouzského neurologa P. Mariea a némeckého
neurologa A. Struempella, ktefi spolecné s V. M. Bechtérevem na konci 19. stoleti AS

nozologicky charakterizovali (Levitova, HuSakova, 2018).

Obrazek 1 Kostra nemocného podle Bernarda Connora

Zdroj: (Rheumatology, 2002) dostupné z: https://academic.oup.com/rheumatology/article/41/8/942/1778655
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1.2.2

1.2.3

d)
e)
f)

g)

Popis Bechtérevovy choroby

Jednd se o chronické zanétlivé revmatické onemocnéni patefe a kiizovo-kycelniho
skloubeni. Vlivem toho dochazi k fibrotizaci a osifikaci kloubnich pouzder a vazi a
v nékterych piipadech muze tento stav vyustit az k ankyldze celé patefe. Vznik nového
vazivového nebo kloubniho spojeni v oblasti patefe tak vede k tuhnuti a celkovému
omezeni pohyblivosti této ¢asti. Nemoc se projevuje v mladém veéku, nejCastéji ve treti

dekad¢ zivota. Nemoc pfevazuje vice u mizu nez u Zen, a to v poméru7-9:1 (Dité, 2007).

Nemoc je &asto doprovazena i komplikacemi jinych organd. Casté byvaji nitroo&ni
zanéty, zanéty osrdeCniku, zanét aortalni stény nebo zjizveni plicni tkané. Mohou se
vyskytnout zanéty stieva, které poté prechazi k tzv. enteropatickym spondylartritidam
(EspA) doprovazenymi ulcer6zni kolitidou nebo Crohnovou chorobou (Klener, Pavelka,

2002).
Rozdéleni spondyloartritid

Jako séronegativni  spondylartropatie/spondylartritida je oznaCovana skupina
autoimunitnich zanétlivych onemocnéni, které sdileji urcité podobné klinické a
laboratorni znaky. Pojmenovani ,,séronegativni“ odkazuje na skute¢nost, ze v séru chybi
revmatoidni faktor a oznaceni ,,spondylartritida® zas naznacuje, ze se jedna o postizeni

jak kloubt, tak patefe (Ebrahimiadib, Berijani et al., 2021).

Patfi mezi né:

ankylozujici spondylitida (AS)

reaktivni artritida (ReA)

psoriaticka artritida (PsA)

juvenilni spondylartritida/entezopaticka juvenilni idiopaticka artritida (SpA/ERA)
enteropaticka spondylitida spojend s Crohnovou chorobou a ulcerdzni kolitidou
nediferencovana spondyloartritida

neradograficka forma axialni spondyloartritidy

(Levitova, Husakova, 2018)
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Jednotlivé rozde€leni a popis spondyloartritid ukazuje 7Tabulka 1.

Tabulka 1 Spondyloartritidy — charakteristika

Nazev
Ankylozujici spondylitida

Reaktivni artritida

Psoriaticka artritida
Juvenilni
spondylartritida/entezopaticka

juvenilni idiopaticka artritida

Enteropaticka spondylitida

Nediferencovana spondyloartritida

Neradograficka forma axialni
spondyloartritida

Zdroj: (Levitova, Husakova, 2018)

1.2.4 Symptomy Bechtérevovy choroby

a) Bolest zad

Popis
Zanétlivé onemocnéni s typickym
poskozenim patete a SI kloubt
(sakroiliakalni skloubeni), viditelného na
rentgenovém snimku.

Zanét jednoho ¢i vice kloubu objevujici
se po infekci urogenitalniho nebo
gastrointestinalniho traktu.

Zanét kloubu a patete spojeny s kozni
psoriazou.

Systémové zanétlivé kloubni
onemocnéni, postihujici déti a dospivajici
(pted 16. rokem veku). Pfechazi do
dospélosti a muze se vyvinou do AS.
Spondylartritida objevujici se u pacientd
s Crohnovou nemoci nebo ulcerdzni
kolitidou.

Zanét kloubt nejcastéji na dolnich
koncetinach. Onemocnéni muze po cely
zivot probihat nediferencované nebo se
muze vyvinout do jiné spondyloartritidy.
Zanétlivé onemocnéni SI kloubu, patete,
S§lachovych upont s problémy i mimo
pohybovy systém. Muze piejit do AS.

Mezi prvni a ustfedni symptom AS fadime bolest zad. Bolest zad je vSak velmi

roz§ifenym pfiznakem spousty dalSich onemocnéni a casto k ni muaze dochazet

vlivem mechanického poskozeni. Mechanicka bolest se mlize projevit ale v jakémkoli

véku, zatimco bolest zad spojena s AS se zpravidla projevi pred 40. rokem jedince. Rozdil

dale miZzeme pozorovat i v tom, ze u mechanické bolesti je doporucovan klid a zlepsuje

se s odpocinkem, avS§ak u AS je tomu naopak (Wenker, Quint, 2021). Bolest dosahuje

svého maxima v no¢nich a brzkych rannich hodinach a ke zlepSeni a ulevé dochazi az po

rozcviceni a protazeni (Levitova, Husakova, 2018).



b) Tuhnuti a omezeni hybnosti

1.2.5

Dal§im prvotnim znakem je omezeni rozsahu pohybu. Déle pak tuhnuti a kyfoza v oblasti
kréni a bederni patefe. Na rentgenovém snimku nemocného tak mizeme pozorovat tzv.
obraz ,.bambusové patefe” (Pavelka, Rovensky, 2003). Dale mize dojit k postizeni hrudni
patete, coz se u pacienta pii predklonu projevi jako ,,obraz dvojhrbu®. Postizeni v oblasti
hrudniku vede ke zmenSeni expanze hrudniku (Dité, 2007). I kdyz mohou byt zasazeny
vSechny klouby zanétem, nejCastéji to byvaji klouby na dolnich koncetinach (Levitova,
Husakova, 2018). Kycelni klouby se vlivem osteolyzy zuzuji a objevuji se 1 kosténé
mustky mezi kycelni a kfizovou kosti, az nakonec vznika kosténa ankyloza, coz miize

¢init chdzi velmi obtiznou (Dite, 2007).
Mimokloubni projevy

Mimo pohybovy systém jsou také Casté zanétlivé onemocnéni stiev (50 %), akutni pfedni
uveitida (25 % az 35 %) a psoriaza (pfiblizné¢ 10 %). Predpoklada se, ze vlivem
systémového zanétu jsou pacienti vice ohrozeni kardiovaskularnimi chorobami.
V dusledku zmensené expanze hrudni stény a snizené pohyblivosti patefe se objevuji i
plicni komplikace. V neposledni fadé maji pacienti az dvakrat vétsi predispozici k

vyskytu zlomenin obratli (Wenker, Quint, 2021).
Etiopatogeneze Bechtérevovy choroby

Etiologie ani patogeneze Bechtérevovy nemoci neni doposud znama. Existuji vSak urcité

predpoklady pro rozvoj choroby.
Vrozena dispozice

Diky studiim, které potvrzuji, ze AS se objevuje Castéji v nékterych rodinach mizeme
usuzovat, ze genetické predispozice maji na rozvoj choroby nemaly vliv. Az 90-95 %
pacienti s ankylozujici spondylitidou maji pozitivni nalez na alelu HLA-B27 (Braun,

Sieper, 2007).
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b)

1.2.6

Bechtérevova choroba mé silnou genetickou vazbu na hlavni histokompatibilni komplex
(MHC). Nejsilngjsi spojeni mezi antigenem MHC a AS lze jednoznacné pripsat HLA-
B27. Existuji navrhy, ze zvySovat citlivost na AS mohou dle dosavadniho vyzkumu

ziejme 1 jiné MHC alely kromeé vySe zminéné HLA-B27 (Said-Nahal et al., 2002).

Podle nékterych hypotéz ma HLA-B27 inhibovat obranu proti bakteriim a umoznovat tak
pretrvavani mikrobialnich agens, které tak napomahaji k pokracovani kloubniho zanétu.
Moznou spojitost mezi bakteriemi a HLA-B27 podporuji okolnosti vzniku reaktivni
artritidy. Ta se objevuje po urogenitalni infekci zpusobenou bakterii Chlamydia
trachomatis nebo gastrointestinalni infekci zapficinénou bakteriemi rodu Shigella,
Salmonella, Yersinia nebo Campylobacter. Dalsi kauzalni souvislosti s infekci jako

spoustéem je vSak v ostatnich spondylartritidach nepatrna (Braun, Sieper, 2007).
Pohlavi

Pohlavi je jeden z neovlivnitelnych aspektii kazdého onemocnéni. Bechtérevova choroba
se objevuje Castéji u mizu nez u zen. U muzi také rozvoj poSkozeni na SI kloubech a

patefi postupuje rychleji (Forejtova, 2009).

., Zakladni patogeneze rozdilit mezi muzi a Zenami s AS neni znama. Prevalence HLA B27
u zen s AS je stejnd jako u muzii, a nebyla nalezena Zadnda vazba chromozomu X s

nachylnosti k AS. “ (Lee et al., 2007, s. 637).
Zevni faktor

Zatim nebyl prokdzan zadny urcity vnéjsi faktor, ktery by mél pfimou souvislost
s rozvojem Bechtérevovy choroby. Jak jiz bylo zminéno, neurcité spojeni muzeme
pozorovat u bakterialnich infekcich. U dlouhodobé sledovanych pacientli bylo zjisténo,
7ze koufeni a mechanické pretéZovani pohybového ustroji zpusobilo akceleraci

poskozeni. Uvadi se, ze urCitou roli hraje 1 psychicky stres (Levitova, HuSakova, 2018).
Diagnostika Bechtérevovy choroby

Diagnostika AS vychazi z anamnézy pacienta a pritomnosti typickych pfiznaka AS jako

bolesti zad, snizena pohyblivost patefe a omezeni dychacich pohybi hrudniku.
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Pii laboratornim vySetfeni muzeme pozorovat u nemocnych zvySené hodnoty
specifickych ukazateld zanétu - FW (sedimentace erytrocyti) a CRP (C-reaktivni
protein). Hodnoty ale neodrazeji aktivitu onemocnéni, u nékterych stabilizovanych

pacienti vysoké hodnoty pretrvavaji po cely zivot.

Dale jsou vyuzivany zobrazovaci metody jako rentgenové vySetfeni, které odhaluje
typické charakteristiky zmény patete a SI skloubeni. Typické jsou na pateti tzv.

syndesmofyty — srasty obratl (Olejarova, Prokes, 2005).
1.2.7 Lécba Bechtérevovy choroby

Lécby AS se zaméfuje na zmimeni bolesti a ztuhlosti, zlepSeni funkcni schopnosti,

prevenci komplikaci patete a zmirnéni zanétlivé aktivity (Wenker, Quint, 2021).

Onemocnéni je vSak celozivotni a ani vSechny doposud znamé 1écebné metody nedokazi
AS naplno vylé¢it. U vétSiny nemocnych mizeme pozorovat stiidani zdanlivého obdobi
klidu sobdobim wvzplanuti. Terapie spociva v kombinaci farmakologickych a
nefarmakologickych 1éCebnych prostiedkti. Soubor doporucenich postupt pro
farmakologickou péci je vydavan Evropskou ligou proti revmatismu (EULAR —
European League Against Rheumatism) a Ceskou revmatologickou spole¢nosti (CRS),
kterda ve svych dokumentech také odkazuje na nova doporuceni EULAR (Levitova,

Husakova, 2018).

Ustiedni roli v terapii AS hraji nesteroidni antirevmatika (NSA). Diky jejich rychlému
ucinku s nimi byva zahajena 1écba. Po zlepseni, kterého je dosahovano zhruba u 80 %
pacienti béhem 2—4 tydnt se muze davka NSA snizovat nebo podavat pouze pii bolestech
tzv. on demand. Vyrazny posun v 1é¢bé AS byl v poslednich nékolika letech zaznamenan
diky biologické 1écbé. Nejucinngj§i formou 1éCby je tzv. anti-TNF (anti-tumor
nekrotizujici faktor), u kterého mizeme pozorovat vyrazné snizeni reaktantd akutni faze.
Prestoze anti-TNF 1écba funguje i u pokrocilejsich stadii nemoci, lepSich vysledkl se

dosahuje u ¢asnéjsich forem AS (Pavelka, 2012).

Dalsi moznosti u opakujicich se zanét a tézkych deformit je revmatochirurgie, kdy se

nejcCastéji provadi nahrady kloubt (Klener, Pavelka, 2002).
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Lécba by méla byt komplexni a v disledku mimokloubnich projevii AS jako naptiklad
uveitida nebo psoriaza, by se o pacienta mél starat tym specialisti v Cele s revmatologem.
V doporucenych postupech 1écby EULAR z roku 2016 van der Heijde et al. jasné uvadi,
ze hlavni roli by zde mélo mit sdilené rozhodovani pacienta a lékate a kolektivni

rozhodnuti 0 mozném nejlepsim vedeni této 1éCby.

Nedilnou soucast 1écby AS tvoti nefarmakologicka terapie v podobé edukace pacienta,
lazeniska 1écba ¢i fyzioterapie. Pohybova lécba napomaha udrzeni hybnosti a predchazi
deformacim patefe. Pravidelné cviCeni pacientim pfinasi také symptomatickou ulevu

(Olejarova, Prokes, 2005).
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1.3 MHC komplex

MHC (Major Histokompatibility Complex) je obecny pojem pro histokompatibilni
systémy jednotlivych zivocisnych druht. Jedna se o systém gen, jejichz produkty hraji

zasadni roli pfi imunitni odpovédi organismu.

Napfic zivociSnymi druhy pozorujeme u MHC komplexu jisté spolecné znaky, a to ze se
jedna o vysoce komplexni a polymorfni systém gend. Dale ze MHC komplex je
zodpoveédny za histokompatibilitu, tedy slucitelnost tkani. Komplex produkuje silné
transplantacni antigeny kuze, tkané a organt a pii sebemensim rozdilu MHC antigent

mezi darcem a piijemcem dochazi k rejekci (Buc, 2012).
U clovéka oznacujeme MHC komplex jako HLA systém (Human Leukocyte Antigens).
1.3.1 Charakteristika HLA systému

HLA molekuly maji za kol prezentovat endogenni i exogenni cizi antigeny
imunokompetentnim burikam — T-lymfocytim. T-lymfocyty rozpoznavaji antigenni

peptidy, nezbytné pro spusténi ¢i regulaci imunitni reakce.

Genova oblast pro HLA systém se nachazi na kratkém raménku 6. chromozomu v oblasti
6p21. V tomto useku je lokalizovano 224 gend, kdy 128 je funkcnich a 96 jsou tzv.
pseudogeny (Buc, 2012). Jak jiz bylo feeno vyse, jedna se o sytém gent, ktery je velmi
polymorfni, tedy ze kombinace HLA molekul je unikéatni u kazdého jedince. Priklad
shody HLA molekul tak predstavuji jedin€ jednovaje¢na dvojCata. Kvili této vysoké
urovni polymorfismu mezi geny je typizace HLA klicovym ukolem pii transplantaci
hematopoetickych kmenovych bunék, organovych transplantacich, imunitnich poruchach
1 v onkologické imunoterapii (Yu et al., 2021). Diky lepsimu pochopeni HL A systému se
tak napriklad zlep$ila i dostupnost transplantace hematopoetickych bunék pfi terapii
krevnich poruch, kdy byl po mnoho let sourozenec se shodnym lidskym leukocytarnim
antigenem jedinym bézné pouzivanym darcem. V dnesni dob¢ je transplantace od darca
s omezenym stupném neshody HLA v mnoha pfipadech spojena s ptijatelnymi vysledky

(Ruggeri et al., 2016).

HLA systém je také spojen s mnoha imunitnimi poruchami, jako je napiiklad AIDS,

narkolepsie a celiakie (Yu et al., 2021).
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1.3.3

Stanoveni molekul HLA se uplatiiuje nejen pii transplantacich a jako pomocny marker
pfi autoimunitnich onemocnéni, ale mize byt vyuzito i ve forenzni mediciné pfi
identifikaci pachatele nebo paternitnich sporech, kde je vSak v poslednich letech

nahrazovano DNA analyzou (Bartarikova, Paulik, 2011).
1.3.2 Funkce HLA systému

HLA molekuly hraji dilezitou roli v imunitnim systému Cloveéka, kdy prostfednictvim
prezentace antigent uskutecriuji prvni predpoklad pro rozvoj specifické imunitni reakce
a obrany organismu. Hlavni funkce HLA molekul tak spociva v predkladani cizorodych

antigentl bunikam imunitniho systému a to T-lymfocytim (Vrajova, 2020).

Molekuly HLA pohlcuji peptidové fragmenty endogennich ¢i exogennich cizich ¢astic a
vystavuji je na svém povrchu, tak aby T-lymfocyty pomoci jejich bunécného receptoru
(TCR) tento komplex rozpoznali. Tento fenomén je oznacovan jako HLA restrikce

(Horejsi et al., 2017).

Interakce mezi T-lymfocyty a HLA molekulami pfi rozpoznévani cizorodého antigenu
predlozeného ve zlabku molekuly HLA se v ramci tiid lisi. Subpopulace tzv. pomocnych
T-lymfocyti CD4+ rozeznavaji antigen ve vazbé na HLA molekulu druhé tridy a tzv.
cytotoxické T-lymfocyty CD8+ zas rozeznavaji antigen piedlozeny HLA molekulami
prvni tiidy. Kazda z HLA molekul miiZze na svém povrchu prezentovat jen urcity pocet
antigennich castic. Diky jednotlivym alelickym formam a jejich zdménach v jedné ¢i
vicero aminokyselin by méli byt HLA molekuly schopny prezentovat peptidy z kazdého
existujictho mikroba. Je proto pravdépodobné, ze i1 v piipadé objeveni obzvlasté
rafinovaného patogenu bude v populaci aspon Cast jedinct opatiena HLA molekulami,

které budou schopny vazat patogenni peptidy (Jilek, 2019).

Polymorfismus histokompatibilniho komplexu ma tedy ochranny vyznam jak pro jedince,

tak pro populaci a k zachovani druhu (Hoftejsi et al., 2017).
Rozdéleni HLA
HLA geny mizeme rozdélit do tii tfid:
a) HLAL tfidy —lokalizovany na kratkém rameni chromatidy nejdale od centromery

b) HLA II tfidy — lokalizovany na kratkém rameni chromatidy nejblize centromery
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c) HLAIIL Ttidy — lokalizovany na kratkém rameni chromatidy v useku mezi geny

HLA L tfidy a HLA II. tfidy

HLA Complex
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Obrazek 2 Lokalizace HLA genti na chromozomu

Zdroj: (National Cancer Institute, 2012) dostupné z: https://visualsonline.cancer.gov/details.cfm?imageid=10431

1.3.4 HLA L tiidy

Molekuly HLA 1. tfidy jsou transmembranové glykoproteiny, které najdeme na vsech
jademych burikach. Molekuly se skladaji z jednoho tézkého fetézce a a jednoho lehkého
fetézce . Tézky tetézec a se rozdeluje na 3 Casti: extracelularni, transmembranovou a
cytoplazmatickou. Obdobné jako imunoglobuliny maji HLA molekuly doménovou
stavbu. Extracelularni usek je tvofen tfemi doménami — a1, a2. a 3. Retézec B je tvoreny

B2-mikroglobulinem (Buc, 2012).

Terciarni struktura HLA molekul 1. tfidy je kombinaci alfa a beta struktury: o3 doména a
B2-mikroglobulin maji formu skladaného listu (beta struktura), pfiCemz za vzajemné
interakce domény o1 a 02 vznika zlabek ve formé skladaného listt, ktery prechazi do
spirdlovité formy (alfa struktura) a vytvaii boCni stény zlabku. Toto prostorové
usporadani umoziuje HLA molekulam pfijmout ve vazebném misté antigenni peptidy

pouze o délce 8-10 aminokyselin (AMK) (Penka, Slavickova, 2012).
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Mezi HLA molekulami I. tfidy jsou nejvice zmifiované ty, jez jsou vyrazné polymorfni,
coz jsou molekuly HLA-A (68 variant), HLA-B (125 variant) a HLA-C (44 variant).
Jelikoz byly jako prvni objeveny, oznacujeme je jako tzv. klasické HLA antigeny, které
nachazime nejvice v thymu, sleziné a lymfatické tkani. Jako tzv. neklasické, které byli
objeveny pozdé€ji oznacujeme molekuly HLA-E, HLA-F a HLA-G, o jejichz funkci neni
dosud moc znamo. Uvadi se, Ze hraji podstatnou roli pfi toleranci plodu v déloze (Jilek,

2019).

Do této skupiny fadime také geny MIC (MHC class I polypeptide-related sequence),
konkrétné MICB (MHC class I polypeptide-related sequence B) MICA (MHC class 1
polypeptyde-related sequence A). Tyto glykoproteiny maji podobnou strukturu jako
MHC glykoproteiny 1. tfidy. Molekuly MIC se exprimuji pfi stresovych situacich buriky
napfiklad pfi infekci. Na rozdil od HLA antigent lokalizovanych na lymfocytech, se

nachazeji na epitelovych bunkach a hraji dilezitou roli ve slizni¢ni imunité (Buc, 2012).

V lokusech HLA-H, HLA-J, HLA-K, HLA-L a HLA-X se nachézeji nefunkcni geny,
které oznacCujeme jako pseudogeny. Ty obsahuji ve svych kodujicich oblastech mutaci,

jez zamezuje tvorbé puvodniho produktu, tj. antigenu (Penka, Slavickova, 2012).
1.3.5 HLAIL tiidy

Distribuce HL A molekul II. tfidy je omezena na buiky prezentujici antigen (APC), tj. na
monocytech a makrofazich, dendritickych burikach, B-lymfocytech a mizeme je najit i
na aktivovanych T-lymfocytech (Jilek, 2019). Po aktivaci imunomodulacnimi latkami
muizeme tyto molekuly najit i na specializovanych epitelovych bunkach (keratinocyty,
epitelové buriky thymu) ale i1 na nékterych neepitelovych buiikach (astrocyty,
melanocyty) (Buc, 2012).

Antigeny II. tfidy jsou tvofeny dvéma dvojdoménovymi fetézci o a 8, z nichz kazdy je
zakotven v membrané. Tercialni struktura HLA II. tfidy je obdobna jako u HLA 1. tfidy.
Domény o1 a a2 maji podobu skladaného listu (beta struktura) a domény P1. P2 maji
spiralovitou strukturu (alfa struktura). Za vzajemné interakce vytvateji zlabek, ktery je
otevieny na rozdil od uzavieného zlabku HLA 1. tfidy. HLA molekuly II. tfidy pfijmou
ve vazebnim misté antigenni fragmenty o délce 15-35 AMK (Buc, 2012).
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1.3.7

Nejvyznamnéjsi molekuly II. tfidy jsou HLA-DR (95 variant), HLA-DP (46 variant) a
HLA-DQ (37 variant) (Jilek, 2019).

1.3.6 HLA IIIL Tridy

HLA 1IIL tfidy se nachazi mezi genovou oblasti HLA 1. a II. tfidy. Tato tfida od predeslych
dvou nesouvisi ptimo s aktivitou HLA systému. Geny tfeti tfidy koduji rdznorodou
skupinu proteind, souvisejicich s imunitnim systémem, tj. C2 a C4 slozka komplementu,

TNF (tumor nekrotizujici faktor), receptory NK bunék a dalsi (Krejsek et al., 2016).
Dédi¢nost HLA systému

Geny HLA systému se nachdzi na kratkém raménku 6. chromozomu. Hovoifime zde o
genech autozomalné kodominantnich, tedy dédi¢nost znaka neni vazana na pohlavi a
vyjadiuji se souCasné tj. exprimovany jsou geny jak od otce, tak od matky (Tumer et al,

2020).

Kombinace alel je na potomky prendSena ve formé tzv. haplotypu. Cela geneticka oblast,
ktera je ve vzajemné vazbé€ se tak pienasi z rodi¢i na potomstvo veelku. Vysledna sada
HLA znakt u jedince je tedy tvofena dvéma haplotypy (jeden zdédény od matky a druhy
od otce) (Starikova, 2020).

HLA geny se fidi Mendelovymi zakony a v ramci rodiny se tak mtizou vyskytnou 4 rizné

kombinace rodi¢ovskych haplotypt. Sourozenci tak mizou byt v HLA:
e shodni — 25 % (byl zdédén stejny haplotyp od otce a stejny haplotyp od matky)
e zcela odliSni — 25 % (byl zdédén rozdilny haplotyp od matky a od otce)

e shodavjednom haplotypu— 50 % (tzv. haploidenticti - byl zdédén stejny haplotyp
od matky ale rozdilny od otce nebo stejny haplotyp od otce ale rozdilny od matky)

Rodice jsou vici potomkim vzdy haploidenticti (Buc, 2012).

23



1.3.8

Uvadi se, ze 1-2 % potomku nese rekombinantni genotyp jako dusledek crossing-overu.
Jedna se o proces vymeény casti genetické informace pouze mezi dvéma ze Ctyt chromatid
urcitého chromozomového paru v prubéhu meiotické tetrady. Vznik crossing-overu mezi
dvéma lokusy je ovlivnén jejich vzdalenosti od sebe. Obecné lze fici, ze ¢im blize lezi
oba lokusy na chromosomu, tim spiSe se budou dédit spolecné a tim mensi bude riziko

rekombinantnich gend (Otova, 2006).
Typizace HLA systému

Starsi zaklad HLA typizace tvoii sérologické metody zalozené na specifickych anti-
sérech, pomoci nichz se uréuji HLA antigeny pfitomné na vySetfovanych lymfocytech.
Moderni genetickd metoda typizace HLA molekul vyuziva polymerazovou fetézovou

reakci (PCR) (Starikova, 2020).
a) Sérologické metody

Vlastni HLA typizace pomoci serologické metody se provadi tzv. lymfocytotoxickym
testem (LCT). Jedna se o vySetieni lymfocyti pacienta pomoci typizacnich sér, coz je
panel lidskych anti-HLA protilatek ziskanych ze sér aloimunizovanych darch.
Nejcastejsim zdrojem je tak krev matek, u kterych se fyziologicky wvytvari po
opakovanych graviditach anti-HLA protilatky namifené proti HLA antigenim ditéte,
zdédéné od otce (Krejsek et al.,, 2016). Dal§im moznym zdrojem typizacnich sér je
hybridom (,,nesmrtelna“ bunécna linie), vytvoreny fizi lymfocytl imunizované mysi a
myelomovych bunék, ktery produkuje monoklonalni protilatky zadané specifity. Tato

séra jsou ale z divodu Casové a financni narocnosti vzacna (Penka, Slavickova, 2012).

Principem testu je, ze se protilatky se znadmou specifitou inkubuji s lymfocyty s
neznamymi HLA antigeny v pfitomnosti komplementu. V praxi se tak ke specifickym
anti-sérim v jamkach mikrotitracnich (Terasakiho) destiek pridavaji testované
lymfocyty pacienta. Pfi inkubaci dojde k navazani specifické protilatky v ptipad€, ze
odpovida HLA antigenu na povrchu buiky, pokud neodpovida, k vazbé nedojde. K
zviditelnéni se do reakce pridava krali¢i komplement. Pti nasledujici inkubaci dochazi k
lyze bunek s navazanymi protilatkami — jedna se o pozitivni reakci. Butiky, na které se
protilatky nenavazaly, zistavaji neporusené — jedna se tak o negativni reakci. Odecet po

vitalnim barveni se provadi pod optickym mikroskopem (Statikova, 2020).
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Vitalni lymfocyty se jevi jako svétlé a luminizujici (negativni reakce), lyzované
lymfocyty se jevi jako vétSi a tmaveé zbarvené (pozitivni reakce). Z kombinaci
specifickych antisér, u kterych byla zaznamenana pozitivni reakce, jsou ureny HLA

antigeny vySetfovaného jedince (Staikkova, 2020).

V nekterych pripadech vSak muze dochazet k falesné pozitivnim vysledkim, kdy
napfiiklad antigen HLA-B7 reaguje s vicero typizacnimi séry, konkrétné se séry anti-B22,
anti-B27 a anti-B40. U nékterych jedinct pak naopak kvili slabé expresi HLA molekul
na bunikach mize dochazet k falesné negativnim reakcim. DalSimi hrani¢nimi limity pro
tuto typizaci je pozménéna morfologie nebo snizena zivotnost bunék. Z téchto divoda se

v dnesni dobé spise vyuzivaji molekularne genetické metody (Penka, Slavickova, 2012).
a) Molekularné biologické metody

Molekularni genetické metody pro specifickou typizaci HLA systému vyuzivaji PCR
reakci. Jde o Siroce pouzivanou techniku pro specifickou detekci a produkci velkého
mnozstvi DNA. Jako zdroj DNA pro PCR vysetfeni miZzeme vyuzit Siroké spektrum
biologického materialu jako jsou vzorky periferni krve, kiize, vlasu, slin atd. Vyhodou je
i citlivost tohoto testu, jelikoz staci 1 nepatrné mnozstvi DNA, které 1ze amplifikovat do

vice kopii (Garibyan, Avashia, 2014).

Kazda PCR reakce vyzaduje pfitomnost templatové DNA, primert, nukleotidi a DNA
polymerazy. Velmi rozsifené je pouziti Tag polymerazy, izolované z bakterie Thermus
aquaticus, ktera zije v horkych pramenech a je tak odolna vici vysokym teplotam. DNA
polymeraza je enzymem, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku
amplifikacnich produktd. Nukleotidy Adenin, Thymin, Cytosin a Guanin (A, T, C, G),
které se nachazeji v DNA, funguji jako stavebni bloky, které vyuziva DNA polymeraza
k vytvoreni vysledného PCR produktu (Bartinkova, Paulik, 2011).

Cely proces se odehrava v pfistroji zvaném termocyklér. V ném se cyklicky
opakuje denaturace, obvykle pfi teploté okolo 95 °C, pfi niz dochazi k rozpadu
dvouvlaknové DNA na samostatné retézce, a replikace pii teplote¢ 70 °C, kdy vzniklé
jednotlivé fetézce DNA slouzi jako templaty pro DNA polymerazu. Pro iniciaci replikace
musi byt nejdiive ve fazi okolo 50 °C pfipojeny primery. Jejich struktura rozhoduje o
tom, kde replikace zacne a specifikuji ptesny produkt DNA, ktery ma byt amplifikovan.
Po kazdém cyklu se pocet kopii PCR produktt zdvojnasobi (Kodicek, 2007).
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Existuje mnoho obmén PCR metody. J&4 jsem pii své praci vyuzila tzv. SSP-PCR

(Sequence Specific Primers-polymerase chain reaction).
e SSP-PCR

Jedna se o polymerazovou fetézcovou reakci se sekvencné specifickymi primery. Jak
nazev napovida pfi této reakci se vyuzivaji kratké deoxyribonukleotidové fetézce, které
jsou komplementarni ke konkrétni alele. K pozitivni reakci dojde tedy pouze po absolutni
shodé a presném usazeni obou primert na cilovou sekvenci, jak mizeme vidét na
Obrdzku 3. Amplifikacni produkty lze hodnotit na agarézovém gelu po probéhnuti

elektroforézy (Penka, Slavickova, 2012).

—_— > !'I'!'H'I'!'(x

Perfect match = Amplification Mismatch -» no Amplification
(specific Allel) (unspecific Allel)
dokonalé dosednuti primeru nedokonalé nasednuti primeru
namnoZeni specifického produktu amplifikace (namnoZeni) neprobéhne

Obrazek 3 SSP-PCR — komplementarita primerti k dané DNA sekvenci

Zdroj: (BAG Health Care Navod k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017)

Modernéjsi pristup pro HLA typizaci predstavuji také imunoanalytické techniky jako je
ELISA a pratokova cytometrie (Stanikova, 2020).

e ELISA (Enzym linked immuno sorbent assay)

ELISA je enzymova imunoanalyza, kdy komplex antigenu a protilatky je vazan na pevné
fazi — imunosorbent. Vazba antigen-protilatka (imunokomlex) je detekovana pomoci
konjugatu, coz je anti-lidska protilatka znacena enzymem nebo fluorochromem. Vysledna

detekce intenzity barevného produktu je fotometricka.

Ukazuje se, ze test ELISA je citlivéjsi nez LCT, avSak ani tato metoda nedosahuje kvalit

testd pomoci prutokové cytometrie (Kao et al., 1993).
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e Screening protilatek HLA pratokovou cytometrii

Jde o velmi citlivé stanoveni, které vyuziva fluorochromem barevné odlisené
mikrocastice. Jednotlivé sady jsou potazeny bud jedinym HLA antigenem nebo
fenotypem a sady mikrocastic jsou spojeny do jedné zkumavky pro multiplexni testovani.
VySetfované sérum pacienta je inkubovano s mikrocasticemi potazenymi HLA
specifitami pro navazani protilatek. Reakce antigen-protilatka se detekuje pomoci
antiglobulinovych cinidel znacenych fluorochromem. Fluorescence jednotlivych
mikrocastic je analyzovana laserovym paprskem v pratokovém cytometru (Bontadini,

2012).
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1.4 HLA-B27

Korelace mezi pfitomnosti alely HLA-B27 a AS je znama jiz od pocatku 70. let 20. stoleti.
Ackoli se tato alela bézné€ nachazi v populaci, jeji pfitomnost u jedince siln€ pfispiva
k nachylnosti a rozvoji zanétlivych revmatologickych stavii (Parameswaran, Lucke,

2021).

S urcitosti byla do dnesni doby potvrzena pouze souvislost AS a alely HLA-B27 jako
genetického faktoru pro toto onemocnéni. Studie zabyvajici se AS vSak naznacuji, ze se
na vzniku onemocnéni podileji 1 dalsi genetické faktory odlisné od oblasti HLA systému.
Je to napftiklad gen pro receptor IL-23 (interleukin 23) u kterého bylo prokazano, ze ma

patogenni ucinek u spondyloartropatie (Chatzikyriakidou et al., 2011).

Cetné studie se jiz diive také pokousely identifikovat i jiné geny v HLA systému kromé
HLA-B27, které by piimo pfispivaly k citlivosti AS. S ohledem vSak na vysoce

polymorfni lokusy HLA systému je stanoveni velmi naro¢né (Said-Nahal et al., 2002).

Jisté studie uvadeji spojitost mezi HLA-B27 a HLA-B51, které mohou ucinné aktivovat
imunoglobulinovy receptor NK bunék (KIR) a spoustét tak destruktivni proces, ktery
muze hrat dalezitou roli u AS (Liu et al., 2021). Nalez HLA-B51 ale zatim nebyl nijak

prokazan s klinickymi projevy nebo aktivitou onemocnéni AS (Jung et al., 2019).

Ve studii z roku 2002, ktera se soustfedila na vysetieni 70 francouzskych rodin, byla
prokazana souvislost faktoru predisponujiciho k revmatoidni artritidé (RA) HLA-DR4
s urCitou nachylnosti k AS, coz podporuje hypotézu, ze alely HLA-B27 a HLA-DR4
pfispivaji k chronickému zanétlivému onemocnéni kloubt a ze RA a AS sdili urcity

patogenni mechanismus (Said-Nahal et al., 2002).

Ackoli existuje mnoho studii tykajicich se HLA systému a predispozice k autoimunitnim
onemocnénim, mechanismus HLA-B27, ktery ma vliv na rozvoj AS, zlstava nevyfeseny
a samotny nalez HLA-B27 u pacienta, tak nevysvétluje veskerou predispozici k AS

(Parameswaran, Lucke, 2021).
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1.4.1 Dédicnost HLA-B27

Bechtérevova choroba je z velké Casti znama jako vysoce familiarni, pfi¢emz plati, ze
sourozenec pacienta s AS muze mit az padesatkrat vyssi riziko rozvoje onemocnéni ve
srovnani s béznou populaci. Geny hlavniho histokompatibilniho komplexu udéluji 40—
50 % genetické vnimavosti k AS, pfi¢emz gen HLA-B27 tvoti ptiblizné 30 % celkové
genetické vnimavosti k AS (Chatzikyriakidou et al., 2011).

Podle studii byva rodinna anamnéza AS vyznamné Castéjsi u Zen nez u muza (Lee et al.,

2007).
1.4.2  Subtypy HLA-B27

Konkrétné se podtypy HLA-B27 odliSuji zdménou jedné nebo vice aminokyselin ve

vazebném misté pro peptidy nebo v jeho blizkosti (Hotejsi et al., 2017).

Vétsina subtypi HLA-B27 byla spojena s AS. Neékteré subtypy jsou vSak vzacné a
vysledky u nich nejsou jednoznacné. Nejsilnéjsi asociaci s AS vykazuje subtyp HLA-
B27:04. Dalsi velmi frekventovana souvislost je pozorovana u subtypu HLA-B27:05,
HLA-B27:02 a HLA-B27:07. Nejslabsi asociaci s onemocnénim maji subtypy HLA-
B27:06 a HLA-B27:09 (Chatzikyriakidou et al., 2011).

1.4.3 Hypotézy ucinku HLA-B27

Ackoli se mechanismus, kterym HLA-B27 zpasobuje onemocnéni, nepodarilo doposud

objasnit, bylo navrzeno nekolik hypotéz.

Jednou z nich je hypotéza tzv. artritogenniho peptidu. Podle ni HLA-B27 vytvoii vazbu
s peptidem mikrobialniho pavodu. Tim dojde k aktivaci CD8+ T-lymfocyta a spusténi
bunécné odpovédi na vlastni peptid s podobnou strukturou jako ma mikrobialni peptid.
Hovoftime zde o tzv. molekularnich mimikrach. Jako potvrzeni této teorie ma slouzit nalez
CD8+ T-lymfocytl u pacient, u kterych se vyvinula reaktivni artritida po infekci,
zpusobenou bakteriemi druhu Salmonella nebo Chlamydia a ktera méla spustit ni¢ivou

specifickou odpovéd’ (Parameswaran, Lucke, 2021).
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Jako dalsi dikaz této teorie uCinku HLA-B27 miizeme brat i konzistentni nalezy bakterie
Klebsiella pneumoniae v gastrointestinalnim traktu HLA-B27 pozitivnich pacientd
(Zhang et al., 2018). Nebo studii z roku 2021 provadénou v oblasti Tozské republiky, kdy
kolem 40 % vysetfenych pacientli s AS mélo subklinicky stfevni zanét (Houzou et al.,

2021).

Dalsi ¢asto zmifiovanou teorii mechanismu HLA-B27 je hypotéza chybného skladani. Ta
naznaCuje, ze dojde kchybné vazbé peptidi HLA-B27, ktera probiha v
endoplazmatickém retikulu. Chybna struktura pak zptisobuje funk¢ni zmény v populacich
a funkci dendritickych buné€k, zvySenou tvorbu osteoklasta a také zvySenou produkeci IL-
23. Byl proveden vyzkum této teorie na zvitfecich modelech, ale studie u lidi chybi, a ne
vzdy tyto studie podporuji vySe zminé€ny mechanismus fungovani HLA-B27

(Parameswaran, Lucke, 2021).
1.4.4 Faktory

Bechtérevova choroba je chronické zanétlivé onemocnéni neznamé etiologie. Na rozvoji

se podili imunogenetické a environmentalni faktory (Forejtova, 2009).

Kromé téchto faktori ale nachazime odliSnosti i podle geografické oblasti, kdy
pfitomnost alely HLA-B27 ma vét§i prevalenci v severnich zemépisnych Sitkach

(Parameswaran, Lucke, 2021).

Z hlediska etniky je velmi rozsiteny podtyp HLA-B27:05 bézny u bélochti a americkych
Indiant. Podtyp HLA-B27:04 nejCastéji nachazime u Asiati, zatimco subtyp HLA-
B27:02 byva stanoven u sttedomoiské populace (Chatzikyriakidou et al., 2011).

V subsaharské Africe je tak podle tohoto geografického rozlozeni vyskyt AS pomeérné
vzacny, na rozdil od Severni Afriky. Tuto raritu si ale z Casti miZzeme vysvétli
nedostate¢nou diagndzou a banalni povahou hlavniho pfiznaku AS, kdy bolest v kfizi,
ktera stfidavé ustupuje, dostateCné nemotivuje k rozsdhlejSimu revmatologickému
vySetieni. Nizky vyskyt a neobvyklost AS v tropické Africe koreluje s vzacnosti HLA-
B27 obecné mezi Cernou populaci Afriky. I v pfipadé pozitivity AS byva klinicky obraz
onemocnéni obecné mirnéjsi bez mimokloubnich projevi ve srovnani se situaci v zapadni

Evropé a Severni Americe (Houzou et al., 2021).
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Odlisnost projevii AS pozorujeme i z hlediska pohlavi, kdy u pacientl s AS maji muzi
zavaznéjsi radiografické zmény a u Zen jsou vice zastoupeny periferni artritidy (Lee et

al., 2007).

Do faktort ovliviiujici dynamiku onemocnéni AS muzeme také zaradit klasické rizikové
faktory souvisejici s ubytkem kostni hmoty v obecné populaci, jako je tabak a alkohol. U
pacienti s pozitivnim nalezem HLA-B27 byla pozorovana vyssi konzumace tabaku a
nadmeérného piijmu alkoholu ve srovnani s HLA-B27 negativnimi jedinci (Arévalo et al.,

2020).
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2.1

2.2

Cil prace a vyzkumné otazky
Cil prace

V prvni casti této prace bylo mym cilem sepsani odborné reserSe na Bechtérevovu
chorobu a jeji spojitosti s molekulou HLA-B27 podle odborné literatury a na zakladé

informaci ze soucasnych védeckych publikaci.

V druhé ¢asti mé bakalatské prace bylo mym cilem osvojit si spravnou laboratorni praxi
v genetické laboratofi stejné€ jako laboratorni metody zamétrené na izolaci, kvantifikaci a
amplifikaci DNA a detekci alely HLA-B27 za pouziti komer¢niho kitu metodou PCR a
gelovou elektroforézou. Také zavést a zoptimalizovat komercné€ dodavany kit pro detekci

alely HLA-B27 od firmy BAG HEALTH CARE.
Vyzkumné otazky
2.2.1 Vyzkumna otazka 1

Je komer¢né dodavany kit vhodny pro detekci alely HLA-B27 (pfesnost, Casova a

finan¢ni narocnost)?
2.2.2 Vyzkumna otazka 2

Nejvyssi vyskyt HLA-B27 je u pacientt trpici ankylozujici spondylitidou?
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Prakticka ¢ast
3.1 Metodika

Prakticka ¢ast mé bakalaiské prace probihala na Ustavu laboratorni diagnostiky a
vefejného zdravi JihoCeské univerzity pod vedenim Ing. ToméSe Nixe, Ph.D. Pted
zaCatkem samotné prace jsem nejdiive byla poucena o laboratornim fadé a seznamena
s pravidly bezpecnosti prace v genetické laboratofi. Vysetfovala jsem celkem 20 vzork,
pochazejicich od dobrovolniki. Pro ochranu citlivych dat jsem vSechny vzorky
anonymizovala a pro rozliSeni vzorkl zvolila jednoduché Ciselné oznaCeni, aby nedoslo
k pfimé identifikaci konkrétni osoby. Jednalo se o riznorodou skupinu lidi a od kazdého

vySetfovaného dobrovolnika jsem méla 2 bukalni stéry pro zvySeni koncentrace DNA.

Stanoveni alely HLA-B27 jsem provadéla pomoci komeréné dodavaného kitu HISTO
TYPE B27 od firmy BAG Health Care, kterd vlastni CE certifikaci pro in vitro
diagnostiku. Firma se od 1.6. 2019 pfejmenovala na BAG Diagnostics GmbH, ja vak
pracovala se soupravou, kde byl uveden jesté stary nazev firmy, a proto i toto staré
oznaceni v nasledujicich strankach ponechavam. Zakladnim vzorkem pro izolaci DNA
byl bukalni stér, ktery si diky své neinvazivité¢ mize odebrat kazdy testovany sam, ov§em
za predpokladu splnéni hlavnich zasad pro tento odbé&r. Nasledovala izolace DNA a
vySetieni alely HLA-B27 u vzorkii metodou SSP-PCR a gelové elektroforézy podle
navodd vyrobcu, které byli soucasti baleni kitd, a které jsem podrobné sepsala

v pracovnich navodech kazd¢ jednotlivé faze stanoveni.
3.2 Preanalyticka faze vySetreni

Z hlediska ovlivnéni vysledkt lze fici, ze je preanalyticka faze nejdalezitéjsi. Chyby
zpusobené v této Casti vySetfeni se daji velmi tézko odhalit systémem laboratorni
kontroly. Rozhodujicim faktorem je nejen edukace pacienta a jeho duslednost, ale i
samotny odbér a nasledny transport a uchovavani vzorku pfed analyzou. Testovani
dobrovolnici si mohli odbér provést sami po pfedchozim pouceni o spravném odbéru

bukalniho stéru a nasledné nazorné ukazce nebo byl odbér proveden mnou samotnou.
e  Bukalni stér

Bukalnim stérem ziskavame molekuly DNA, ktera je nositelkou genetické informace a je
u kazdého jedince jedinecna (vyjimku tvoti jednovajecna dvojcata) (Vesela, 2009).
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DNA muzeme ziskat prakticky z jakékoli tkan€. DNA ziskana bukalnim stérem bude
z hlediska informaci stejna jako DNA ziskana z krve. Jelikoz se jedna o odbér z dutiny
ustni hrozi nebezpec¢i kontaminace vzorku jidlem, proto je doporu¢ovano stér provést
bud’to hned rano po probuzeni pied ustni hygienou, nebo alespori hodinu pred odbérem

nejist a pred zahgjenim stéru si vyplachnout usta ¢istou vodou (Vesela, 2009).

Bukalni stér je neinvazivni metoda, kterd se provadi pomoci sterilni vatové tyCinky
ulozené ve sterilni zkumavce. Vatovou tyCinkou vyvijime tlak na sliznici v zadni ¢asti
dutiny ustni a otaCime ji béhem tohoto procesu ze strany na stranu po dobu nejméné 1
minuty. Pfi vkladani vatové ty¢inky zpét do pivodni zkumavky si musime dat pozor, aby
nedoSlo k znehodnoceni vzorku nespravnou manipulaci a poruSeni sterility hlavicky
tyCinky napfiklad dotknutim se ji prsty nebo jejim otfenim o pracovni plochu. Bukalni
stér by se mél zpracovat do 48 hodin. Material je mozno uchovavat v lednici pii teploté

4-8 °C (Bystiickd, 2020).
3.3 Analyticka cast vySetreni

Po odebrani biologického materialu a pripraveé vzorku dochazi k vlastnimu analytickému
zpracovani. Pro snizeni rizika vyskytu chyb v analytickém procesu jsou dodrzovany
postupy spravné laboratorni praxe, kdy pomoci vnitini a vnéjsi kontroly kvality
zjistujeme vyskyt a velikost systematickych a ndhodnych chyb. Spravnost a spolehlivost
analytické Casti je tedy uz v plné mire zavisla na laboratofi. Aby béhem pracovniho
postupu nedoslo ke kontaminaci a tim i chybnym vysledkim, méla jsem oddélena
pracovni mista pro pre-amplifikacni ¢ast procesu (izolace DNA, pfiprava reakci) a post-
amplifikacni Cast procesu (elektroforéza, dokumentace). Prace probihala ve sterilnim
prostiedi laminarniho boxu. Samoziejmosti bylo také pouzivani ochrannych prostiedki a

rukavic beéhem celého procesu.
3.3.1 Izolace DNA

Prvnim pottebnym krokem pifi stanoveni alely HLA-B27 bylo ziskani Cisté genomové
DNA ze vzorkd. Jelikoz DNA zbukalnich stéri byva obsazena v pomérné malém
mnozstvi, byly odebrany vzdy 2 vzorky od jedné osoby pro zvySeni jeji koncentrace.
DNA z biologického materialu je mozno ziskat po pfedchozim rozruseni cytoplazmatické
membrany buiky. Pfi izolaci DNA tedy nejprve dochézi k lyze bun€k, aby se uvolnil
jejich obsah.
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Vznikly lyzat obsahuje vSak kromé DNA fadu dalSich kontaminujicich latek, které jsou
odstranény naslednou extrakci a purifikaci DNA. Vytézek a cCistota DNA se lisi
v zavislosti na typu zvolené metody. Ja jsem pro izolaci DNA z bukalnich stérti zvolila
kit proizolaci DNA z tkani od firmy Generi Biotech. B€hem celého procesu izolace DNA
ze vzorku jsem se fidila pokyny v manualu od vyrobce, ktery byl soucasti baleni. Cely

postup je podrobné sepsan z navodu k pouziti od firmy Generi Biotech nize.
3.3.1.1 Izolace DNA z tkani — navod k pouZiti od firmy Generi Biotech

Tento kit umoziuje ziskat vysoce Cistou genomovou DNA z riiznych typu lidskych tkani

a bunécnych kultur (pomér Azeo/Azg0: 1,70 az 1,90).
e Princip izola¢niho kitu

Lyzy bun€k je dosazeno inkubaci daného vzorku v prostfedi Proteinasy K a roztoku s
vys§im obsahem chaotropnich iontl. Izolace DNA probiha na koloné se silikagelovou
membranou. Pro zajisténi specifickych podminek pro navazani DNA na membranu je do
lyzatu pridavan ethanol. Postupnym promyvanim dvéma riznymi pufry jsou nejprve

odstranény necistoty a nasledné je pomoci elucniho pufru ziskana Cista genomova DNA.

Tabulka 2 Slozeni kitu Generi Biotech pro izolaci DNA z tkani

SloZeni kitu

Buffer BLO 20 ml
Buffer BL1 15 ml
Wash Buffer BL2 30 ml
Wash Buffer BL3 12 ml
Elution Buffer BL4 13 ml
Proteinase K (lyophilized) 30 mg
Proteinase K Buffer PKB 1,8 ml
GB Tissue Columns (light green rings) 50 ks
Collection Tubes (2 ml) 100 ks

Dalsi potiebné reagencie a vybaveni:
o 96-100% ethanol
o 1,5ml zkumavky pro lyza¢ni a elu¢ni krok

o Nastavitelné automatické pipety (10—1000 pl)
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o Jednorazové sterilni pipetovaci §picky s filtrem
o Ochranné pomucky (laboratorni odév, ochranné rukavice)
o Vortex mixér
o Centrifuga na 1,5ml-2ml zkumavky
o Blokovy termostat (suché teplo)
Vsechny pracovni roztoky se pred pouzitim musi vzdy fadné promichat.
e Priprava pracovnich roztokd
Pred zahajenim prace s izola¢nim kitem je nutné si pfipravit nasledujici reagencie:

o Wash Buffer BL3: Pfida se 48 ml ethanolu (96-100%) do Wash Buffer BL3 pied
jeho prvnim pouzitim. Pfipraveny roztok se promicha a na lahvicce se oznaci, ze

byl pfidan ethanol. Roztok je stabilni minimalné 1 rok pfi laboratorni teploté.

o Proteinase K: Pro rozpusténi lyofilizované Proteinasy K se piida 1,35 ml pufru
Proteinase K Buffer (PKB) a fadné se promicha. Vznikly roztok je stabilni

minimalné€ 6 mésicu pii -20 °C.
e Izola¢ni protokol — Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice

Dfive nez jsem zacala, jsem si nejprve zkontrolovat, zda byly pracovni roztoky Wash
Buffer BL3 a Proteinase K pfipraveny podle vyse uvedeného navodu. Déle jsem musela
nastavit blokovy termostat na 70 °C a predehtat Elution Buffer BL4 na 70 °C.
Zkontrolovat, abych méla k dispozici 200 pl vyvazeného solného roztoku DPBS
(Dulbecco's phosphate buffered saline) na kazdy vzorek (v pivodnim pfilozeném
manualu vyrobce uvadi pouziti deionizované vody, ale pii mé laboratorni praxi jsem méla
lepsi zkuSenost pravé s roztokem Dulbecco's phosphate buffered saline od firmy Sigma

Chemical CO).
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e Lyzavzorku

Stérovy material se vzorkem z bukalni sliznice jsem umistila do 2ml zkumavky a ptidala
jsem 200 pul DPBS, 200 ul Buffer BL1 a 25 pl Proteinasy K. Vzorek jsem fadné
promichala na vortexu (20 s) a inkubovala ho 15 min v blokovém termostatu OP60
BIOTECH pii 70 °C. Pted otevienim jsem vzorek opét promichala a kratce stocila (max.
3000 x g, 5 s) pomoci stolni centrifugy PRISM MINI. Vzorek jsem nasledné pienesla do

nové 1,5ml zkumavky a stérovy material odstranila.
e Pfidani ethanolu

Ptidala jsem 210 pl ethanolu (96-100%), promichala vzorek na vortexu a kratce stocila

(max. 3000x g, 5 s).
e Navazani DNA

Pro kazdy vzorek jsem si z izola¢niho kitu pfipravila jednu kolonku a dvé sbérné
zkumavky pro promyvaci kroky. Na kolonku, kterd byla umisténa ve 2ml sbérné
zkumavce jsem prepipetovala 600 ul vzorku a zcentrifugovala po dobu 1 min/11 000 x

g. Sbérnou zkumavku s filtraitem jsem poté odstranila a kolonku vlozila do nové sbérné
zkumavky.

e Promyvaci krok

Na kolonku jsem napipetovala 500 ul Buffer BL2 a zcentrifugovala 1 min/11 000 x g.
Nasledné jsem tekutinu ze sbérné zkumavky vylila a kolonku vlozila zpét do sbérné
zkumavky. Na kolonku jsem napipetovala 600 ul Wash Buffer BL3 a zcentrifugovala 2
min/11 000 x g. (Jelikoz béhem procesu byl pfidavan etanol a roztoky BL1 a BL2
obsahuji chaotropni sole, provedla jsem pii tomto kroku centrifugaci 2x pro snizeni rizika
inhibice nasledné PCR a faleSnych reakci. I kdyz v manualu od vyrobce toto neni
zminéno, pfi mé laboratorni praci se tento ptidany krok osvéd¢il.) Sbérnou zkumavku

s filtratem jsem poté odstranila a kolonku vlozila do nové oznacené 1,5ml zkumavky.
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e FElu¢ni krok

Pfimo na stfed kolonky jsem napipetovala 30 ul predehrfatého roztoku Buffer BL4
(70 °C). (V puvodnim navodu je predepsano 100 pl roztoku Buffer BL4, ale sam vyrobce
zde uvadi moznost objem snizit za ucelem zvySeni koncentrace DNA.) Potom
nasledovala inkubace zkumavky 1 min pfi laboratorni teploté a centrifugace 1 min/11 000
x g. Nakonec jsem odstranila kolonku a vysledkem byla ¢ista genomova DNA, ktera

zustala v 1,5ml zkumavce a byla pfipravena pro dalsi pouziti.
3.3.2 Méreni koncentrace DNA

Po provedené izolaci DNA bylo nutné zjistit jeji koncentraci, pro urceni, zda mame
dostatecné mnozstvi DNA v kazdém jednotlivém vzorku a zda je vyizolovana DNA ¢ista.
Stanoveni koncentrace DNA jsem provadéla pomoci spektrofotometru Colibri Titertek-
Berthold zobrazeném na Obraze 4. Jedna se o mikroobjemovy spektrofotometr pro
meéfeni nejmensich objemd DNA, RNA (ribonukleova kyselina) a proteint. Pfistroj
stanovuje koncentrace nukleovych kyselin a Cistoty vzorkl nukleovych kyselin bez
nutnosti jejich fedéni. Nukleové kyseliny absorbuji nejintenzivnéji svétlo o vinové délce
(M) =260 nm a plati, ze hodnota absorbance je pfimo imérna koncentraci DNA. Roztok
s nukleovymi kyselinami se spektrofotometricky méfi jesté pii vinové délce 280 nm, kdy
tato hodnota odrazi miru pfitomnosti proteint a vysledna Cistota DNA se pak urcuje jako
pomér absorbanci 260 a 280 nm. Hodnoty poméru Azs/Azs0 Cisté DNA se pohybuji

ptiblizn€ okolo 1,8 a ¢im je hodnota poméru vyssi, tim je DNA Cistsi.
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Pomoci dotykové obrazovky jsem na piistroji zvolila idaj pro méfeni DNA, oznaCeny
jako dsDNA 50 (pfi vlnové délce 260 nm je absorbance roztoku rovna 1, pokud méfeny
roztok obsahuje dvouftetézcovou DNA o koncentraci 50 pg/ml). Méfici ¢ocku pfistroje
jsem nejprve ocistila od pfipadnych necistot destilovanou vodou, aby nedoslo ke
kontaminaci méfenych vzorkd. Dale jsem provedla referencni méfeni, tj. zméfeni
vlastnosti blanku neboli slepého vzorku. Jako blank byl pouzit Elotion Buffer BL4, kdy
pomoci tohoto zméfeni zafizeni nastavilo hodnoty absorpEniho pozadi na nulu. Pomoci
automatické pipety jsem poté prenesla 1 ul vyizolované DNA na méfici CoCku pfistroje a
do 5 sekund se zobrazil vysledek koncentrace a cistoty DNA na obrazovce
spektrofotometru. Méteni koncentrace u kazdého vzorku jsem provedla 2x, pficemz pied
kazdym novym meéfenim jsem ocistila Cocku pristroje. Vysledné hodnoty koncentrace

jsem pak zprameérovala.

Obrazek 4 Mikroobjemovy spektrofotometr Colibri Titertek-Berthold pro zméfeni koncentrace a Cistoty DNA

Zdroj: vlastni
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3.3.3 Komeréni souprava HISTO TYPE B27

Odizolovanou ¢istou DNA se znamou koncentraci jsem vysetfovala na pfitomnost alely
HLA-B27 pomoci komercné dodavané testovaci soupravy HISTO TYPE B27 od firmy
BAG Health Care. Po celou dobu stanoveni jsem se fidila kroky popsanymi v navodu od
vyrobcee, ktery byl soucasti kitu. Cely postup a jednotlivé kroky jsem podle tohoto navodu

sepsala nize.

3.3.3.1 Stanoveni alely HL.A-B27 — navod k pouZiti HISTO TYPE B27 od firmy BAG
Health Care

Soupravy HISTO TYPE Kits jsou ur€eny na typizaci HLA na molekularné genetickém
zakladé. Zéakladnim materidlem pro praci s HISTO TYPE SSP soupravami je
purifikovana DNA. Pfi praci s témito soupravami se vyuziva metoda SSP-PCR. Ta je
zalozena na poznatku, ze prodluzovani primeru, a tim i uspésna PCR, je zavislé na presné
shodé 3' koncti obou primert s templatovou DNA. A tedy pouze presné usazeni obou
primert na cilovou sekvenci vede k ziskani produktu, ktery je pak identifikovan pfi

gelové elektroforéze.

Slozeni jednotlivych smési primerd umoziiuje jasnou HLA typizaci. Kazda typizace je
provadéna pomoci urcitého mnozstvi prealiquotovanych a vysusSenych reak¢nich smési

obsahujicich také vnitini amplifikacni kontrolu, pficemz celkovy objem reakce je 10 pl.
e Obsah soupravy HISTO TYPE B27:

o HISTO TYPE mikrozkumavky pro HLA typizaci. Pfedkapané, prealiquotované
reak¢ni smési obsahuji specifické primery, vnitini kontrolu (specifickou pro

lidsky gen G3PDH) a smés nukleotidu.
o 10xPCR pufr
Dalsi potiebné vybaveni a reagencie:
o Happy Taq
o Pipety (0,5-250 ul)

o Sterilni $picky s integrovanym filtrem
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o DNA cyklér

Veskeré prealiquotované a vysusené reak¢ni smési jiz obsahuji primery specifické pro
danou alelu, stejné jako kontrolni primery a nukleotidy. Dodavany jsou vysuSené na dné

reak¢ni zkumavky. Amplifikacni parametry jsou nastaveny na celkovy objem reakce 10

ul.
e Amplifikace

Nejdiive jsem vyjmula z mraziciho boxu vzorky s izolovanou DNA a reagencie a nechala
je rozmrazit pii pokojové teploté. Poté jsem vSechny vzorky i reagencie zvortexovala a
stocila (krome Happy Taq DNA polymerazy, kterou jsem jen stocila, aby pfi zvortexovani
nedoslo k jejimu rozbiti.) Vyjmula jsem si a popsala odpovidajici pocet mikrozkumavek
s primery, 10xPCR pufr z krabice a pfipravila si Master-Mix, ktery jsem dukladné
promichala. Master-Mix se skladal z 10xPCR pufru, Tag-polymerazy a Cisté PCR vody.
Slozeni Master-Mixu odpovida potfebnému poctu reakénich smeési a reagencie master-

mixu na 1 reakci jsou popsany v Tabulce 3.

Tabulka 3 Reagencie master-mixu na 1 reakci

Reagencie Objem
Happy Taq (5 U/nl) 0,08 wl
10 x PCR pufr 1l
PCR H20 7,0 W

Soucasti analyzy byl jeden kontrolni vzorek od dobrovolnika, u kterého jsem méla

potvrzenou pozitivitu na alelu HLA-B27 (vz. 3) a negativni kontrola bez obsahu DNA.

Po peclivém promichani smési jsem piidala 8 pl do kazdé reakéni zkumavky a doplnila
2 wl roztoku DNA (minimalni koncentrace 12,5 ng/ul). Mnozstvi DNA bylo u dvou
vzorkd v zavislosti na jejich nizké koncentraci upraveno. Do negativni kontroly jsem
misto DNA napipetovala 2 pl vody. Pozitivni kontrola obsahovala 2 pl vzorku DNA od
dobrovolnika s potvrzenou pozitivitou HLA-B27. Pfi aplikaci jsem si davala pozor, abych
se nedotkla wnitini strany viCek a hornich okraji mikrozkumavek prsty a
nekontaminovala tak vzorky. Zkontrolovala jsem, zda jsou mikrozkumavky ftadné
doviené a zda jsou veSkeré PCR reagencie na dné a poté je stocCila. Po stoCeni jsem reak¢ni
mikrozkumavky vlozila do termocykléru MJ Mini Bio-Rad na Obraze 5, kde jsem

nastavila a spustila PCR program dle doporuceni vyrobce, jak je uvedeno v 7abulce 4.
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Tabulka 4 Parametry amplifikace

Krok programu Teplota Cas Pocet cyklu
Prvni denaturace 96 °C 5 min. 1
Denaturace 96 °C 20 sec. 5
Annealing + 68 °C 1 min.
extenze
Denaturace 96 °C 20 sec. 10
Annealing 64 °C 50 sec.
Extenze 72 °C 45 sec.
Denaturace 96 °C 20 sec. 15
Annealing 61°C 50 sec.
Extenze 72 °C 45 sec.
Zavérecna extenze 72 °C 5 min. 1

Obrazek 5 Termocyklér MJ Mini Bio-Rad, ve kterém probihala amplifikace PCR produktu podle nastaveného
programu.

Zdroj: vlastni
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e Gelova elektroforéza

Dalsim krokem v analytické fazi byla separace amplifika¢nich produkti pomoci gelové
elektroforézy, pifi niz se fragmenty DNA v agar6zovém gelu pohybuji vlivem

elektrického naboje.
e Vybaveni pro gelovou elektroforézu:
o Agardza pro separaci DNA
o 0,5xTBE pufr (45 mM Tris, 45 mM kyselina borita, 0,5 mM EDTA)
o Ethidium bromid
o Jednotka na gelovou elektroforézu DNA
o Zdroj napéti
o DNA délkovy standard

Pfed samotnou elektroforézou jsem si nejdifive musela pfipravit agaroézovy gel.
Postupovala jsem opét podle pokynt vyrobce, podle nichz je doporuceny pufr pro
elektroforézu 0,5 x TBE (45 mM tris, 45 mM kyselina boritd, 0,5 mM EDTA) a
koncentrace gelu by méla byt 2,5% agardzy. Mnou uzita elektroforeticka podlozka méla
objem 150 ml, proto jsem odvazila 3,75 g agarozy do kéadinky a pfidala 150 ml pufru.
Kadinku se smési jsem vlozila do mikrovlnné trouby a nechala ji rozehtat, dokud roztok
nebyl Ciry. Po celou dobu zahfivani v mikrovinné troubé jsem davala pozor, aby gel
nevyviel. Po zchladnuti roztoku (asi 70 °C) jsem ptidala 10 pl Ethidium bromidu pro
vizualizaci amplifikacnich produktt. Jelikoz se jedna o silny mutagen zachazela jsem
s nim velmi opatrné a dbala zvySeny zfetel na bezpecnost prace. Roztok jsem dikladné
promichala do rozpu$téni Ethidium bromidu. Takto pfipraveny gel jsem nalila do
elektroforetické vanicky s hiebinky, vzniklé bublinky odstranila a gel nechala po dobu

minimalné 30 min. tuhnout.
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Po ztuhnuti gelu jsem hiebeny vyndala a vlozila gel do elektroforetické vany, ktera
obsahovala elektroforeticky pufr. Po ukonceni amplifikace jsem vzorky vyjmula z
termocykléru a vnesla jsem cely reakcni objem vzorku opatrné do odpovidajici jamky v
gelu. Dale jsem pouzila DNA Zebiik v lyofilizované formé od firmy Carl Roth. Podle
instrukci od vyrobce jsem k 50 upl 100 bp-DNA-ladder v lyofilizované formé
prepipetovala 500 ul ROTI®Load DNA pufru. Do prvni jamky jsem pak napipetovala 10
ul tohoto DNA délkového standardu, tak aby bylo mozné odecist délku produktt
amplifikace. Elektroforetickou separaci jsem provadéla po dobu 30 minut pii napéti 120
V. Zaporné nabité molekuly nukleové kyseliny se v elektrickém poli pohybuji smérem
od zaporného poélu (katody) ke kladnému poélu (anodé€), pficemz kratké fragmenty

postupuji rychle a dlouhé zistavaji nahore v gelu.

Po probéhnuti elektroforézy jsem gel vyjmula z elektroforetické vany a pro zobrazeni
vysledkl prosvitila gel UV transiluminatorem (A = 220-310 nm) a vysledek
vyfotografovala. U souprav HISTO TYPE B27, méa alela HLA-B27 specificky prouzek o
délce 420 bp (base pair — par bazi) anebo 85 bp.
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4. Vysledky

V této kapitole jsou sepsany vysledky zjednotlivych fazi analytického vySetfeni pro
detekci alely HLA-B27 u vybranych vzorki. VySetfovala jsem celkem 20 vzorku,
pochazejicich od dobrovolnikii. Jednalo se o komplexni skupinu lidi rizného véku a
pohlavi. Cast dobrovolnikd vykazovala klinické projevy Bechtérevovy choroby a tito lidé
méli alelu HLA-B27 potvrzenou z diiv&jsich vysetfeni. Cast z nich alelu HLA-B27
laboratorné potvrzenou neméli, ale trpé€li typickymi projevy spondylartritidy, a tak zde
bylo podezifeni na Bechtérevovu chorobu. Posledni skupinu tvorili lidé, ktefi
neprojevovali charakteristické znamky Bechtérevovy choroby a klinicky profil HLA-B27

byl neznamy.

Pted samotnou detekci alely HLA-B27 pomoci komeréniho kitu HISTO TYPE B27, jsem
vSak z odebranych bukalnich stéri musela vyizolovat a purifikovat DNA a nasledné
zméfit jeji koncentraci. Vzorky byly méfeny proti pufru BL4 a pro presnéjsi stanoveni
bylo méfeni koncentraci vzorka opakovano a vysledky byly zprimérovany, jak uvadi
Tabulka 5. U vzorka 1 a 2 vysla nejnizsi koncentrace ze vSech 20 vzorki, avSak byly dale
analyzovany, jelikoz tésné splnili hrani¢ni koncentraci doporuc¢ovanou komerénim kitem
HISTO TYPE B27 tj. 12,5 ng/ul. U téchto vzorkti mohlo pravdépodobné dojit k chybé
pfi izolaci DNA anebo uz v preanalytické fazi pfi odbéru bukalniho stéru, ktery si

dobrovolnici v tomto ptfipadé provadéli sami.
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Tabulka 5 Koncentrace izolované DNA z bukalnich stéru

Cislo vzorku 1. méreni 2. méreni Prumér
dobrovolnika Koncentrace Koncentrace Koncentrace
DNA (ng/nl) DNA (ng/pl) DNA (ng/pnl)
1 12,19 12,81 12,50
2 11,32 13,48 12,40
3 25,70 24 45 25,08
4 45,01 46,20 45,61
5 96.89 98,52 97,71
6 35,60 30,05 32,83
7 15.98 16,12 16,05
8 5422 53,78 54,00
9 29,65 30,11 29,88
10 76,43 75,79 76,11
11 48,01 50,09 49,05
12 26,55 24 .41 25,48
13 42 84 41,93 42,39
14 126,05 124,57 125,31
15 68,79 68,17 68,48
16 17,37 17,79 17,58
17 148,62 146,13 147,38
18 23,88 20,94 22,41
19 21,99 22,08 22,04
20 87,23 88,56 87,90

V Tabulce 6 jsou zapsany hodnoty poméru absorbance 260 nm a 280 nm neboli Cistota
DNA u jednotlivych vzorki. Obecné se hodnoty pomeéru Azeo/Azso Cisté DNA pohybuji
pfiblizné okolo 1,8 a vyrazné nizs$i hodnoty byvaji zpisobeny kontaminaci proteint.
Vyrobcee kitu pro izolaci DNA z tkani v manualu deklaryje vytézek vysoce Cisté DNA
v obvyklych hodnotach pomé&ru Aaso/Azso 1,70 az 1,90. Jak je patrné z Tabulky 6 vSechny
vzorky se v tomto rozmezi pohybuji. Pfecisténi vzorkit DNA od proteint, které zbyly po
predchazejici izolaci nukleové kyseliny, tak bylo dostate¢né ucinné a roztoky mohly byt

pouzity pro dal§i stanoveni.
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Tabulka 6 Hodnoty cistoty izolované DNA

Cislo vzorku 1. méreni 2. méreni Prumér
dobrovolnika quér A260/A280 quér A260/A280 quér A260/A280
(Cistota DNA)  (Cistota DNA) (Cistota DNA)

1 1,89 1,85 1,87
2 1,84 1,84 1,84
3 1,87 1,86 1,87
4 1,97 1,91 1,94
5 1,78 1,73 1,76
6 1,94 1,96 1,95
7 1,89 1,89 1,89
8 2,01 2,04 2,03
9 1,91 1,91 1,91
10 1,82 1,79 1,81
11 2,00 1,95 1,98
12 1,74 1,78 1,76
13 1,91 1,92 1,92
14 1,93 1,90 1,92
15 1,93 1,93 1,93
16 1,85 1,87 1,86
17 1,88 1,89 1,89
18 1,87 1,81 1,84
19 1,79 1,83 1,81
20 2,03 1,99 2,01

Po zméfeni koncentraci a kontrole Cistoty DNA se vzorky pfipravily na metodu SSP-PCR

a po ukonceni amplifikace nasledovala elektroforéza.

U soupravy HISTO TYPE B27, kterou jsem pouzila pro detekci, ma alela HLA-B27
specificky prouzek o délce 420 bp anebo 85 bp.

Pti nepfitomnosti specifického prouzku pro alelu HLA-B27 musi byt pfitomna vnitini
kontrola (amplifikacni produkt odpovidajici lidskému genu G3PDH) o délce 1070 bp.
V pritomnosti specifického prouzku o délce 420 bp anebo 85 bp pro alelu HLA-B27

prouzek vnitini kontroly zcela chybi anebo se jevi jako velmi slaby.
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Vzorek byl oznacen za pozitivni, pokud byly na elektroforetickém obraze PCR produkty
o specifické velikosti prouzkti 420 bp anebo 85 bp. Pokud byl pii detekci amplifikacnich
produktli zobrazen pouze prouzek vnitini kontroly o velikosti 1070 bp, vzorek byl

oznacen jako negativni.

Na prilozenych elektroforetickych obrazech se v prvni jamce vzdy nachazi tzv. zebiik
(100 bp-DNA-ladder) pro odhad velikosti amplifikacnich produktd. VSechny jednotlivé
vysledky detekce alely HLA-B27 jsou zapsany v Tabulce 7.

Tabulka 7 Vysledky detekce alely HLA-B27

Cislo vzorku Vysledek na Klinické obtize Vysledek

dobrovolnika elektroforetickém obrazu
1 - Ne Nelze hodnotit
2 - Ne Nelze hodnotit
3

+ Pozitivni 1070 bp, 420 bp, 85 bp Ano Pozitivni (M)
kontrola

4 1070 bp, 420 bp, 85 bp Ne Pozitivni (D)
5 1070 bp Ne Negativni
6 1070 bp Ne Negativni
7 1070 bp Ne Negativni
8 1070 bp Ne Negativni
9 1070 bp, 420 bp, 85 bp Ano Pozitivni
10 1070 bp Ne Negativni
11 1070 bp Ne Negativni
12 1070 bp Ne Negativni
13 1070 bp Ne Negativni
14 1070 bp Ne Negativni
15 1070 bp, 420 bp, 85 bp Ano Pozitivni
16 1070 bp Ne Negativni
17 1070 bp, 420 bp, 85 bp Ano Pozitivni
18 1070 bp Ne Negativni
19 1070 bp Ne Negativni
20 1070 bp, 420 bp, 85 bp Ne Pozitivni

V ptipadé€ vzorkl 3 a 4 se jednalo o familiarni pfipad Bechtérevovy choroby. Jednalo se
o matku s dcerou. Tato situace potvrzuje tvrzeni, kdy podle Lee et al. (2007) se rodinna

anamnéza AS Castéji vyskytuje u zen.
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Vzorek 3 (matka) predstavoval typicky priklad klinickych projevi a laboratorniho nalezu
u AS. Jednalo o zenu ve stfednich letech, kterd trpi charakteristickymi znaky zanétu
kloubti. Onemocnéni ma vSak mirny prubéh a diky pravidelnému fyzioterapeutickému
cviceni neni pacientka nijak vyznamné omezovana v bézném zivoté. Mnou provedené
stanoveni alely HLA-B27 jen potvrdilo jiz diivejsi pozitivni detekci této rizikové alely u

pacientky.

Vzorek 4 (dcera) vSak predstavoval zajimavy piiklad. Byla to desetiletd dcera
vySetfované matky, u nichz byl stav HLA-B27 neznamy. I kdyz detekce mnou uzitym
komer¢nim kitem odhalila pozitivitu alely HLA-B27, dosud se u ni neprojevili zadné
klinické projevy Bechtérevovy choroby. S jistou urcitosti miZzeme v tomto piipad€ pouze
zminit vy$si riziko oproti bézné populaci, Ze by se nemoc u divky v dalSich letech mohla
manifestovat, z hlediska vyskytu AS v jeji rodiné a prokdzanému pozitivhimu nalezu

alely HLA-B27.

Pro ukazku jsem prilozila elektroforeticky Obraz 6, kde praveé tyto vzorky 3 (matka) a 4
(dcera) se nachazi vedle sebe. Na obrazu vidime, Ze po probéhnuti elektroforézy se pruh
vnitini kontroly o délce 1070 bp jevi slabé&ji v porovnani se specifickym pruhem 420 bp.
Jak je uvadéno 1 v pfilozeném navodu komer¢niho kitu HISTO TYPE B27 je to zcela
obvykly jev. Dale je zde pfitomen i specificky pruh o délce 85 bp. Jednalo se tak o
ptikladny vzor vysledku pozitivni alely HLA-B27 detekované pomoci komer¢niho kitu
HISTO TYPE B27.

poz. poz.
Vi WE

elikostni DNA = we we <1070 bp

420 bp

85 bp

Obrazek 6 Elektroforeticky obraz SSP-PCR reakce vzorku 3 a 4 na 2,5% agar6zovém gelu. Do prvni jamky byl
napipetovan velikostni DNA marker (100 bp-DNA-ladder) pro odhad velikosti amplifikacnich produkti. Dalsi jamky
obsahuji PCR produkty vzorku a jsou vyjadieny v bp (paru bazi).

Zdroj: vlastni
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Dalsim zajimavym ptipadem byl vzorek 9. Jednalo se o pana v pozdnich stfednich letech,
kterého trapili klinické pfiznaky pfisuzované AS, kdy nejvétsi bolestivost se u pana
projevovala v oblasti kiize a ramenou. Bolest se vSak projevuje po vétsi fyzické namaze,
coz je pro Bechtérevovu chorobu netypické, jelikoz u ni obtize nastupuji spise v klidové
fazi. Bylo zde tedy pouhé podezieni na Bechtérevovu chorobu. Pozitivni detekce alely
HLA-B27 vsak ukazala, ze by se opravdu mohlo jednat o toto onemocnéni a panovi byla

doporucena dalsi vysSetieni a odborna konzultace s Iékatfem.

Na piilozeném Obraze 7 vidime vySe zminovany pozitivni vzorek 9 a vedle se nachazi
negativni vzorek 8. U negativniho vzorku si mizeme povSimnout, Ze se projevila pouze
ostfe vnitini kontrola o velikosti 1070 bp. U pozitivniho vzorku si mizeme vSimnout
velmi zietelného pruhu 420 bp a je zde pfitomen 1 pruh 85 bp. Vnitini kontrola se jevi

v pritomnosti t€chto specifickych pruha slabé a neostre.

neg. V. poz. vz.

' - «1070 bp
. : —420 bp
b

385 bp

T ¢8&8 <9
velikcostni DINA
marker

Obrazek 7 Elektroforeticky obraz SSP-PCR reakce pozitivniho vzorku 9 a negativniho vzorku na 2,5% agarozovém
gelu. Do prvni jamky byl napipetovan velikostni DNA marker (100 bp-DNA-ladder) pro odhad velikosti amplifikacnich
produktii. Dalsi jamky obsahuji PCR produlkty vzorkii a jsou vyjddreny v bp (paru bazi).

Zdroj: vlastni

Obdobna situace se vyskytla u vzorka 15 a 17. V obou piipadech se jednalo o mladé
muze, u kterych byla diagnostikovana AS a u kterych se objevili obtize spojené
s Bechtérevovou chorobou. Pfistup k nemoci se vSak u pacienta lisil. U pacienta 15 se
prvni pfiznaky objevili ve 23 letech, snazi se pravidelné cvicit fyzioterapeutické cviky a
jako lehké cviceni zvolil plavani jednou tydné. Diky cvieni pozoruje vyrazné zlepseni
oproti zacatku nemoci. Pacient 17 kromé obcCasné bolesti v ramennim kloubu, ktera je
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nejvice znatelna po zvySené namaze nepozoruje zadné dalsi obtize, a proto, jak sam tika,
ho nic nemotivuje k pravidelné fyzioterapii. U obou vzorku byla pozitivné detekovana

alela HLA-B27, ktera potvrdila spravnost diagnostiky AS u obou pacientt.

U vzorku 20 alela HLA-B27 vysla pfi mém stanoveni pozitivng, ale dobrovolnik nemél
zadné klinické projevy a sam prohlasoval, ze se citi zcela zdravy a dalsi vySetfeni pro

vyvraceni nebo potvrzeni diagnozy u 1ékare nepodstoupi.

Na prilozeném Obrazu 8 muzeme vidét pozitivni nalez u vzorku 20. Specificky prouzky
420 bp a 85 bp jsou zde ale malo patrné v porovnani s vnitini kontrolou 1070 bp, ktera
by se v pozitivnim ptipad¢ alely HLA-B27 méla jevit slabé&ji. Vzorek 20 jsem stanovovala
v zaveru své praktické praxe a v tomto bod¢ analyzy byly uz reagencie (primary) proslé,

coz muze vysvetlovat slabsi reakce.

POZ.neg.
Yi. wE

- 1070 bp
« 420 bp

Obrazek 8 Elektroforeticky obraz SSP-PCR reakce pozitivniho vzorku 20 a negativniho vzorku na 2,5% agarézovém
gelu. Do prvni jamky byl napipetovan velikostni DNA marker (100 bp-DNA-ladder) pro odhad velikosti amplifikacnich
produkti. Dal$i jamky obsahuji PCR produkty vzorki a jsou vyjadieny v bp (paru bazi).

Zdroj: vlastni
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Ostatnich 12 vzorkt bylo hodnoceno jako negativnich a absence klinickych pfiznaka
nenavadéla ani k podezieni na Bechtérevovu chorobu u téchto dobrovolnikli. Vzorky 1 a
2 nemohly byt hodnoceni, jelikoz vnitini kontrola 1070 bp u nich nevysla. Kromé
délkového standardu byly viditelné i nespecifické amplifika¢ni produkty. Pravdépodobné
mohlo dojit k chybé pfti izolaci DNA nebo pii odbéru bukalniho stéru. Problémem mohla
byt prili§ nizka koncentrace DNA u téchto vzorkd, ktera sice splfiovala hrani¢éni minimum
doporuc¢ované vyrobcem, ale zfejme tésné splnéni podminek nebylo dostacujici pro

kvalitni analyzu.
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4.1 Vyzkumné otazky
4.1.1 Vyzkumna otazka 1

Je komer¢né dodavany kit vhodny pro detekci alely HLA-B27 (pfesnost, Casova a

finan¢ni narocnost)?

J& osobné jsem mela s komercnim kitem HISTO TYPE B27 od firmy BAG Health Care
pozitivni zkuSenost. S kitem se mi dobfe pracovalo a navod pfilozeny k této souprave byl
dobfe strukturovany a lehce pochopitelny. Kit pro 48 stanoveni stal celkem zhruba 4 800
K¢, pro jednoho pacienta tak test vychazi na 100 K¢. Cena kitu je tak pfijatelna a
nepiedstavuje vyrazné zatizeni po financni strance pro mensi pocet analyz. Je tieba vSak
brat v potaz 1 dalsi vydaje z hlediska zvolené metody pro izolaci DNA. Pii celkovém
stanoveni od izolace k amplifikaci byl u malé skupiny vzorkti znam vysledek za necelych
7 hodin. Pfesnost kitu potvrzuje i pozitivni stanoveni HLA-B27 u dobrovolnikt, kterym
AS bylauz diagnostikovana. K pokryti vSech HLA specificit je nutny vysoky pocet smési
primert, které uz v této soupravé ma uzivatel pfimo v reak¢nich zkumavkach a nemusi

se tak zabyvat samotnym navrhovanim primera.

Tento kit je dle mého nazoru uzivatelsky ptiznivy a vhodny pro detekci alely HLA-B27

u malého poctu vzorkd.
4.1.2 Vyzkumna otazka 2
Nejvyssi vyskyt HLA-B27 je u pacientt trpici ankylozujici spondylitidou?

Alela HLA-B27 je v medicin€ povazovana za obecny marker pro AS. Jeji Casty vyskytu
pacientt trpici Bechtérevovou chorobou je podpofen mnohymi studiemi. Pfi mé praktické
Casti jsem stanovovala alelu HLA-B27 u 20 vzorkt. Pozitivni nalez alely byl u 6 vzorku.
U 2 pozitivnich dobrovolnika vSak zcela chybéli klinické projevy spojené s AS. U 4
zbylych pozitivnich dobrovolnikli se v rizné mife vyskytovaly klinické obtize

Bechtérevovy choroby.

I pfi tak malém mnozstvi vySetfovanych vzorklh mizeme pozorovat témér pravidelny

vyskyt alely HLA-B27 u pacientq trpici AS.
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5. Diskuse

Bechtérevova choroba je chronické zanétlivé revmatoidni onemocnéni, u kterého je
etiologie stale nejasna. Charakter nastupu nemoci je mnohostranny. Nevysvétlené
interakce mezi geny, mikroby, stresem, pohlavim a dalSimi faktory zivotniho stylu u AS

jsou stale predmétem diskusi a studii.

Krome typické prvotni bolesti zad a kloubd se u AS postupné objevuji i dalsi
mimokloubni potize. Pacienty zejména trapi obtize souvisejici se srdcem, plicemi a

centralni nervovou soustavu (Forejtova, 2009).

U dobrovolnikda, které jsem vySetiovala na alelu HLA-B27 jsem pozorovala rizné stupné
klinickych projevii nemoci. U dvou pozitivnich vySetfovanych klinické obtize zcela
chybély, ostatni pocitovali ve vétsi €1 mensi mife urcity diskomfort a bolestivost hlavné
v oblasti zad a velkych kloubdi. Nikdo z vySetfovanych vSak netrpél mimikloubnimi
nepiijemnosti. Lze si to vysvétlit pomérné nizkym vékem vSech zucCastnénych, kdy
nemoc odhalend v mladém véku nestihla jesté¢ manifestovat do svého uplného potencialu.
Dobrovolnici, ktefi trpi vét§imi obtizemi se také snazi pfedchazet ni¢ivému ucinku
nemoci dodrzovanim pravidelného fyzioterapeutického cvi¢eni a domaciho cviceni, které

jim od bolesti ulevuje a zmiriuje piiznaky.

Studie ukazuji, Ze praveé nejlepSich vysledka dosahuji pacienti, ktefi minimalné 1x tydné
provadéji fyzioterapeutické cviceni nebo se vénuji individuadlnimu domécimu cviceni a

lehkym sportiim (napftiklad plavani) (Levitova, Husakova, 2018).

Ma bakalafska prace se zabyva malym souborem vzorka tj. 20, nebyl proto bran velky
zietel na sledovani korelace Bechtérevovy choroby s pohlavim a vékem dobrovolniku,

jelikoz by takovéto statické zhodnoceni nedosahovalo potfebné vérohodnosti.
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Typizace HLA systému se muze provadét bud serologickymi technikami, u kterych
pomoci specifickych antisér urCujeme HLA antigeny pfitomné na vySetfovanych
lymfocytech, anebo molekularné biologickymi metodami, kdy identifikace probiha vzdy
v nejvice polymorfnich mistech HLA gent. Ja pfi své praxi vyuzila molekularné
genetickou metodu, ktera spocivala v izolaci DNA a vyuziti PCR metody. Jako vzorek
DNA slouzil bukalni stér, ktery byl u kazdého dobrovolnika proveden 2x pro zajisténi
dostatecné koncentrace DNA. V elucnim kroku pfi izolaci DNA jsem misto pivodné
uvadénych 100 ul roztoku Buffer BL4, napipetovala pouze 30 ul predehiatého roztoku
Buffer BL4, abych docilila dalSiho zvySeni koncentrace DNA. Sam vyrobce v navodu
tuto moznost uvadi a dle mého nazoru je u vzork bukalnich stérti, kde se dosahuje

pomeérné Casto malych koncentraci, tato uprava objemu zadouci.

Samotna detekce alely HLA-B27 byla provedena pomoci komer¢niho kitu HISTO TYPE
B27 od firmy BAG Health Care. Konkrétn¢ jsem analyzovala vzorky pomoci SSP-PCR
metody. Specifické primery nutné pro navazani ptipadné rizikové alely byly jiz pfitomné
v reakcnich mikrozkumavkach a ja se tak pii mé praci nemusela zdrzovat navrhovanim
primert, potiebnych k amplifikaci daného useku. Nemluvé o nizsi finanéni zatézi pro
analyzu. Dobrou kvalitu kitu potvrzuje i fakt, ze 1 po datu expirace jsem byla schopna
vzorky 19 a 20 vyhodnotit 1 pies slabsi reakce.

Typizace alely HLA-B27 se u riznych rasovych a etnickych skupin pacientd odlisuje.
Nejrozsitengjsi podtyp HLA-B27:05 udajné pochazi od predkt, ze kterého postupné
vznikly ostatni subtypy (Chatzikyriakidou et al., 2011). Tento fakt méa prakticka ¢ast vSak
nemohla potvrdit, jelikoz jsem stanoveni rizikové alely HLA-B27 provadéla pouze u
bélochi, a i kdyz je kit uzivatelsky velmi ptiznivy nedetekuje jednotlivé subtypy alely
HLA-B27. Jednotlivé podtypy alely HLA-B27 u pozitivnich dobrovolnikii jsou mi tedy
neznamy. Pro celkovy vyzkum a urceni vyzkumnych otazek je u mé bakalarské prace
znalost subtyptit HLA-B27 u dobrovolnika irelevantni, ale pro Gplné vysetfeni existuji na

trhu dalsi komerc¢ni soupravy, které umoziuji rozlisit tyto podtypy.
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Pti izolaci DNA a nasledném méfeni jeji koncentrace vysly nejniz§i hodnoty koncentrace
uvzorku 1 a 2. Jelikoz vsSak byla splnéna hrani¢ni koncentrace doporu¢ovana komercnim
kitem HISTO TYPE B27 tj. 12,5 ng/ul a u dobrovolnikt se nalez alely HLA-B27 vlivem
absence priznakti AS nepfedpokladal, byly vzorky vzaty do dalsi analyzy bez dalSich
metod pro jejich zakoncentrovani. Vysledky vSak nemohly byt u téchto vzorkid nakonec
interpretovany, jelikoz po prob&hnuti elektroforézy byl patrny pouze velikostni DNA
marker a nespecifické prouzky. Vnitfni kontrola, ktera ma byt u negativnich vzorka vzdy
siln¢é zfetelna a u pozitivnich jen slab€, chybéla uplné. Chybu si vysvétluji moznym
chybnym postupem pii izolaci DNA anebo také Spatné provedenym bukalnim stérem,
ktery si vtomto ptipadé dobrovolnici provadéli sami. Velmi tésné splnéni hranicni
hodnoty koncentrace DNA, tak zifejmé nebylo dostacujici pro kvalitni a hodnotnou

analyzu.

Je pozoruhodné, Zze velmi rozdilné hodnoty koncentraci DNA se objevuji naptic¢ v§emi 20
vzorky, pficemz byl u vSech dodrzen stejny postup a reagencie. Tento jev si muZeme
vysvétlit dalezitosti preanalytické faze. Ta tvori dulezitou soucast celkové kvality
kazdého vySetfeni a aby nedoslo k ovlivnéni hodnot vzorku doporucuje se, aby jedinec
pfed odbérem nekoufil, nekonzumoval jidlo, kofein a alkohol (Narayanan, 2000).
Samoziejmée jsem pied odbérem kazdého dobrovolnika fadné poucila a vysvétlila mu
dulezitost spravné provedeného odbéru pro dal§i analyzu. Neékteti jedinci si odbér
provadéli sami a ja tak byla odkazana na jejich peclivost a dislednost. Proto nemohu s
urCitosti deklarovat spravnost provedeni odbéru u vSech vzorkd, jelikoz nevim, zda byl
odbér provadeén dostate¢né dlouho a zda byl odbérovou tyCinkou vyvinut dostatecny tlak

na sténu dutiny Gstni, aby se na vatovy tampon prichytilo co nejvice molekul DNA.

Kromé chybné provedeného odbéru je pii zapracovani DNA mozné riziko pipetovaci
chyby. Béhem mé prace byl vSak bran velky diraz na spravné a piesné pipetovani, které
pokud neni na pl presné muize v obecné roviné laboratorni praxe znehodnotit kazdou

analyzu.
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Pro snizeni rizika kontaminace DNA zptisobené nedostatenym odstranénim necistot a
proplachnutim od etanolu béhem izolace DNA v promyvaci fazi, jsem krok
s promyvacim roztokem Wash Buffer BL3 a centrifugaci provadéla 2x. I kdyz tento krok
nebyl vyrobcem zminén a pro ziskani ¢ist¢é DNA, by tak mélo stacit tento krok udélat
pouze jednou, myslim si, ze mnou provedené opakovani pomohlo snizit riziko inhibice

nasledné PCR reakce a faleSnych reakci.

Pro vizualizaci amplifikovanych gent jsem vyuzila elektroforézu, coz je separacni
metoda, oddélyjici latky na zakladé jejich rizné pohyblivosti v elektrickém poli. Kromé
zakladni investice do elektroforetické vany se jedna o pomérné finan¢né levnou metodu.
Nevyhodou muze byt kiehkost agar6zového gelu, je proto nutna opatrna manipulace

(Barttnkova, Paulik, 2011).

Dalsi nevyhodou je, ze kapacita termocykléru a kone¢ny krok gelové elektroforézy neni
vhodny pro velké mnozstvi vzorkt nebo pro automatizaci (Bontadini, 2012). Ja sama
jsem ale vySetfovala pouze 20 vzorkid, takze pro mé metoda elektroforézy byla
vyhovujici. Metodu bych oznacila za idealni pro typovani malého poctu vzorkt v kratké

dobé.

Ohledné pohlavi se Bechtérevova choroba a alela HLA-B27 objevuje ¢astéji u muzi nez
u zen (Braun, Sieper, 2007). Z hlediska mého omezeni malym poctem vySetfovanych
vzorki nemohu tuto skutecnost nijak potvrdit ¢i vyvratit, nicméné ze 6 mnou pozitivné
prokazanych vzorkl na alelu HLA-B27 patfili 4 vzorky muzim. Ze stejného divodu se
tak nemtzu s urcitosti vyjadiit ani k tvrzeni, ze dle Lee et al. (2007) je Bechtérevova
choroba vysoce familiarni onemocnéni a rodinnd anamnéza AS je vyznamné ¢astéjsi u
Zen nez u muzd. V mé praci byl, vSak zaznamenan jeden pfipad piibuzenského vztahu,

konkrétné se jednalo o matku s dcerou.

Zavérem je nutné dodat, ze samotna pfitomnost alely HLA-B27 u jedince jesté
neznamend jednoznacné urceni, ze jedinec bude trpét Bechtérevovou chorobou. Jedna se
spiSe o zvySené riziko oproti normalni bézné populaci. Mechanismus fungovani alely
HLA-B27 neni zcela znam, existuji zatim pouze hypotézy, a tak definitivnimu potvrzeni
diagnézy AS musi predchazet komplexni vySetfeni pacienta srodinnou a osobni

anamnézou, spolu s chronickymi klinickymi projevy typické pro toto onemocnéni.
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6. Zavér

Zacatek mé bakalarské prace predstavoval sepsani odborné reserse na téma Bechtérevovy
choroby jako autoimunitniho onemocnéni a jeho silné spojitosti s HLA systémem. Dale
jsem se v teoretické Casti této prace zabyvala sepsanim poznatki o alele HLA-B27, ktera

predstavuje zatim jediny znamy kli€ovy faktor u dédicnosti AS.

I kdyz v poslednich letech moderni vyzkum eskaluje a uzivany jsou pokrocilé metody
analyzy, zatim jsou k dispozici pouze hypotézy o mozném mechanismu néstupu tohoto
onemocnéni. Pfesny rezim, kterym se AS aktivuje, je multifaktorialni. Vénovala jsem se
tak 1 napfiklad popsani genetickych a environmentalnich vlivd, které jsou

s Bechtérevovou nemoci asociovany.

V praktické Casti jsem se pak ucila spravné laboratorni praxi a samostatné praci v
genetické laboratofi. Zjistila jsem také jak podstatnou roli pii laboratornim stanoveni
hraje preanalyticka Cast — spravné odebrani vzorki pro analyzu a spoluprace s
vySetfovanymi. Velkou ¢ast v samotné praxi zabralo seznameni se s fizenim jednotlivych
pfistroju, potfebnych pro izolaci DNA, zpracovani DNA a vysetfeni DNA na pfitomnost
alely HLA-B27.

Hlavnim cilem mé bakalarské prace byla detekce alely HLA-B27 u 20 vzorkt bukalnich
stéri od dobrovolniku pomoci komercné dodavaného kitu. Zaroven jsem meéla za cil
zavést a zoptimalizovat tento komeréné dodavany kit a zhodnotit, zda je vhodny pro
stanoveni alely HLA-B27. ZvySeny vyskyt alely HLA-B27 jsem ocekavala u

dobrovolniku trpici ankylozujici spondylitidou.

Chtéla jsem poukéazat 1 na skuteCnost, ze detekce alely HLA-B27 funguje jako
molekularni marker pro ankylozujici spondylitidu. Jeji klinicka uzite€nost by se mohla
tykat zeyména muzi, u kterych se onemocnéni vyskytuje Castéji nez u Zzen. Posledni Casti
mé bakalarské prace byla interpretace a vyhodnoceni ziskanych vysledkti béhem mé

praxe.

Do dnesni doby je HLA-B27 fascinujici molekula v lékaiském vyzkumu. Jeji role a

patogeneze v AS neni stale jasna a pro jeji plné pochopeni je potiebny dalsi vyzkum.
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9. Seznam zkratek
AMK = Aminokyselina
APC = Antigen prezentujici bunky
AS = Ankylozujici spondylitida
bp = Base pair, par bazi
CRP = C-reaktivni protein
CRS = Ceska revmatologicka spole¢nost
DNA = Deoxyribonukleova kyselina

DPBS = Dulbecco's phosphate buffered saline, vyvazeny solny roztok pouZzivany pro

razné aplikace bunécnych kultur

dsDNA = Dvoufietézcova DNA

ELISA = Enzym linked immuno sorbent assay

EULAR = European League Against Rheumatism, Evropska liga proti revmatismu
FW = Sedimentace erytrocytu

HLA = Human leukocyte antigens, lidské leukocytarni antigeny

IL-23 = Interleukin 23

KIR = Imunoglobulinovy receptor NK buné¢k

LCT = Lymfocytotoxicky test

MHC = Major histokompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex
NSA = Nesteroidni antirevmatika

PCR = Polymerase chain reaction, Polymerazova retézova reakce

RNA = Ribonukleova kyselina

ST klouby = Sakroiliakalni skloubeni
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SSP-PCR = Sequence Specific Primers-polymerase chain reaction, Polymerazova

fetézova reakce se sekvenéné specifickymi primery
TNF = Tumor nekrotizujici faktor
UV = Ultrafialové zafeni

A = Vlnova délka
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