Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2017 Dominik Vitek



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Molekularné genetické metody pro HLA
typizaci na arovni vysokého rozliSeni

Bakalarska prace
Dominik Vitek
Studijni program: Biologie

Studijni obor: Molekularni a bunécénd biologie

Forma studia: Prezenc¢ni

Olomouc 2017 doc. MUDr. FrantiS§ek Mrazek, Ph. D.



ProhlaSuji, Ze jsem bakaladfskou praci vypracoval samostatné a pouZil pouze uvedené
bibliografické a elektronické zdroje.

Olomouc 12. kvéten 2017

podpis



Souhrn

Cilem této bakalaiské prace je v teoretické Casti zpracovat literarni prehled o HLA systému
se zaméienim na molekularni podstatu jeho polymorfismu, nazvoslovi a medicinské aplikace.
Prace se zam¢fi také na specialni molekularné-genetické piistupy, které se aktualné vyuzivaji
k HLA typizaci na urovni vysokého rozliSeni (sekvenovani dle Sangera a pokrocilé

technologie "next generation sequencing", PCR v riznych modifikacich).

V praktick¢ casti budou prezentovany a srovnavany aktualni strategie molekularné-
genetickych postuptl vyuzivanych k HLA typizaci v HLA laboratofi Ustavu imunologie
Fakultni nemocnice a Lékarské fakulty UP Olomouc. Soucésti praktické ¢asti bude rovnéz
charakterizace vybranych unikatnich vysledkd vysetfeni HLA gent U pacientl indikovanych

K transplantaci krvetvornych kmenovych bungk.



Summary

The goal of this bachelor’s thesis is to compile literary information into a review about the
HLA system with the main focus being on molecular basis of its polymorphism, nomenclature
and medical application. The thesis will also focus on special molecular-genetic approaches
which are currently used for high resolution HLA typing (Sanger sequencing and advanced

technologies of ,,next generation sequencing*, various PCR modifications).

Furthermore the current molecular-genetic approaches used for HLA typing in the HLA
laboratory of the Department of Immunology University Hospital and Faculty of Medicine
and Dentistry, Palacky University in Olomouc will be presented and compared. Additionally
last part of thesis will be dedicated to characteristics of unique typing results of HLA genes in

patients indicated for hematopoietic stem cell transplantation.
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1 UVOD

Clovék je v pribhu svého Zivota kazdodenné vystavovan vlivim vnéjsiho prostiedi. Mimo
vliva fyzikalnich musi ovSem také odolavat pusobeni biologickych faktori — parazitd,
bakterii, vira a jinych potencialné skodlivych organismti. Den za dnem je ¢lovék schopen se
témto vlivim ubranit pomoci komplexnich systémii molekul, proteinii, chemickych
a bunécnych interakci, souborné¢ oznacovanych jako imunitni systém. Esencialni soucasti
tohoto systému jsou mimo jiné molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu, které
dovoluji organismu rozliSovat vlastni a neSkodné struktury od cizich, a tak snadng&ji
identifikovat potencialniho piivodce choroby. Presny princip jejich funkce byl objeven pfi
experimentech s inbrednimi populacemi mysi (Zinkernagel et Doherty, 1975). Bohuzel
preciznost tohoto systému rozpoznava i rozdily mezi buiikami vlastnimi a buikami
prislusnikii stejného zivocisného druhu, coz komplikuje uspéSné provedeni transplantaci.
Kvili tomu je kladen ¢im dal vétsi diraz na metody schopné urcit HLA genotyp jedince,
a prostiednictvim zajiSténi shody v HLA znacich mezi darcem a pfijemcem tak zlepsit
vysledek transplantaci. Pivodné se v této oblasti upfednostiiovaly metody sérologické, ovsem
dnes se spise preferuji metody molekularné-genetické pro vyssi schopnost a piesnost rozliSeni
HLA znakt. Mezi nimi pfevladaji metody zalozené na polymerazové fetézové reakci
a ,.konvencnim* sekvenovani, i kdyz v posledni dob& vzrista vyznam metod sekvenovani
nové generace. VSechny tyto zminéné metody jsou charakterizovany fadou vyhod a nevyhod,

proto se pro HLA typizaci ¢asto voli kombinace n¢kolika metod.



2 HLAVNI HISTOKOMPATIBILNI KOMPLEX

Hlavni histokompatibilni komplex, oznaCovany zkratkou MHC (Major histocompatibility
complex), je soubor glykoproteinti, které se v ramci organismu uplatnuji prostiednictvim
vazby peptidovych fragmentt cizorodého pivodu a jejich naslednym vystavenim na povrchu
bunky, kde jsou rozpoznavany vhodnymi T-lymfocyty. V organismu obratlovci hraje MHC
klicovou roli v identifikaci extracelularnich patogenti, intracelularnich patogent i aberantnich
bunék a je tak nedilnou soucasti sit¢ imunitniho systému (Snell et al, 1948). Glykoproteiny
pattici do tohoto komplexu se u lidi oznacuji jako HLA molekuly (Human Leukocyte
Antigens), u ostatnich obratlovcd mizZeme pozorovat velice podobné molekuly se stejnou
funkci (H-2K, D a L u mysi). Vysoka efektivita MHC vychazi ptevazné ze dvou jeho
vlastnosti — a to, Ze je polygenni a velice polymorfni. Jako polygenni komplex tvoii MHC
genovou rodinu, kterd se dale ¢leni na MHC prvni tfidy a MHC druhé tfidy, pfitom kazda
tiida obsahuje nckolik genli a pseudogend. Navic je vétSina ztéchto genld extrémné
polymorfni, snékolika sty az tisici alelickymi variantami. Téméf kazdy ¢loveék tak tvofi
unikatni mozaiku HLA molekul, coz vyrazné¢ snizuje riziko vzniku patogenu schopného

infikovat vice jedinci bez spusténi efektivni imunitni reakce.
2.1 Fyziologie

V této Casti prace bude rozvedena struktura molekul HLA, princip jejich fungovani, maturace
a interakce s ostatnimi slozkami imunitniho systému. Jak jiz bylo zminéno dfive, molekuly
hlavniho histokompatibilniho komplexu rozliSujeme na dvé tfidy — MHC |I. tiidy
aMHC II. tfidy. Tyto dvé tfidy je nutno rozliSovat, jelikoz i pfes podobnou strukturu

a mechanismus fungovani plni v organismu odli$ny tikol.

Mezi klasické molekuly MHC |I. tfidy patii HLA-A, HLA-B a HLA-C, které slouzi k vazbé
a prezentaci peptidovych fragmentd proteinti produkovanych buikou. Takto navazané
fragmenty v komplexu peptid-MHC jsou exprimovany na povrchu plazmatické membrany
vSech jadernych bun¢k organismu (Hofejsi et al, 2013). Pokud je burika infikovana patogeny,
viry nebo pokud dochazi k syntéze aberantnich proteind, dojde i K vystaveni fragmenta
z téchto potencialné skodlivych ¢astic na plazmatické membrané. Na takové komplexy MHC
I. tfidy typicky reaguji T-bunétné receptory asociované s CD8 receptory cytotoxickych

T-lymfocyti. Infikované buniky jsou timto zpiisobem selektovany a eliminovany.
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Strukturalné jsou MHC 1. tfidy sloZeny ze dvou fetézcl — vét§iho transmembranového fetézce
a a mensiho nekovalentné asociovaného mikroglobulinu 2. Na fetézci o mizeme rozliSovat
tii domény: dvé N-terminalni domény oy a ap, které svou strukturou vytvaieji vazebné misto
pro exprimované peptidové fragmenty, a doménu a3 tvofici membranovou kotvu
(Murphy, 2012). Je dobré zminit, Ze doména a3 a mikroglobulin B, se svou strukturou velice
podobaji imunoglobulinim, coz poukazuje na spolecny ancestralni gen. Nejzajimavéjsi cast
architektury molekul MHC 1. tifidy je ovSem S§térbina pro antigenni peptid vytvofena
slozenymi doménami a; a oy (Obr. ¢. 1). Molekuly MHC |. t¥idy vazi peptidy pomoci
volnych amino a karboxy skupin pii koncich jejich fetézcii. Vazebné misto je konformacné
uzaviené na obou koncich $térbinové struktury (Fremont et al, 1992), coz nedovoluje presah
fetézcl a limituje moznou velikost navazanych peptidi na 8 az 10 aminokyselin. Variabilni
velikost védzanych peptidovych fetézci miize byt kompenzovana mirnym vyklenutim

peptidického fetézce mimo strukturu S$térbiny.
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Obr. ¢. 1: Vazba peptidu pies vedlejsi skupiny aminokyselin do $térbiny ai/o; domény
u MHC I. ttidy (pfevzato z Janeway et al, 2001)

Ke konjugaci peptidového fetézce a vazebného mista domén ai/ap dochéazi jiz v prib&hu
biosyntézy a skladani terciarni struktury v endoplazmatickém retikulu. Peptidicky fetézec
jetam dopraven pomoci TAP transportértt (McCluskey et al, 2004). Retézec musi také
vyhovovat vazebnému motivu dané varianty MHC |. tiidy (determinujici byvaji postranni
skupiny dvou az tii aminokyselin na okrajich vazaného peptidového fetézce). Pivodem jsou
peptidické  fragmenty zbytky cytoplazmatickych proteinli odbouranych  pomoci
polyubikvitinace a proteazomu. Nasledné¢ po slozeni komplexu o/B,m-peptid dochazi
k jeho zpracovani v Golgiho aparatu a vystaveni na bunéném povrchu (Obr. ¢. 2).

Nekompletni komplexy jsou rychle odbouravany.
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Obr. ¢. 2: Proces prezentace antigennich peptidi MHC molekulami 1. tfidy (pfevzato

z Yewdell et al).

Detekce intracelularnich patogenti a aberantnich (napf. nadorovych) proteini ovSem neni
jedinou funkci MHC 1. tfidy. RovnéZ dochazi k unikatni interakci téchto molekul, pfitomnych
na vSech jadernych bunikach lidského téla, a receptori KIR (Killer immunoglobulin-like
receptors), exprimovanych na NK bunkach (Natural killer cells). Pokud dojde k této interakeci,
KIR ptedd NK buiice signal, ktery ji deaktivuje. Bunky, které neexprimuji MHC 1. tfidy
na svém povrchu (napt. nadorové) jsou rychle usmrceny NK buikou (Moretta et al, 2004).

Takto vznikl velice oblibeny pfimér mezi MHC 1. tfidy a ob¢anskym prikazem.
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Mimo to existuji i tzv. neklasické MHC molekuly I. tfidy, HLA-E, HLA-F, HLA-G a CD1,
které jsou strukturné i funkéné velice podobné klasickym, ovSem vyznacuji se podstatné
mensi genetickou variabilitou, vyskytuji se pouze u specifickych populaci bun¢k (NK buiky,

povrchové bunky trofoblastu) a maji vice specializované funkce (Hofejsi et al, 2013).

Mezi MHC II. tfidy patii u lidi 3 izotypy: HLA-DR, HLA-DQ a HLA-DP. Vsechny tfi jsou
tvofeny heterodiméry ze dvou nekovalentné asociovanych fetézcii a a . Na rozdil od o
fetézce MHC . tiidy maji tyto fetézce dveé extracelularni domény oy, a B1-2, kde N-terminalni
domény tvoii vazebné misto pro peptidovy fetézec (Stites et al, 1994). Struktura se ovSem lisi
tim, Ze v tomto pfipadé oba fetézce pronikaji do plazmatické membrany a vazebné misto
peptidu je vice oteviené (Obr. ¢. 3). Kjejich expresi dochazi pouze na povrchu nékterych
imunokompetentnich bunék (B-lymfocytil) a profesionalnich antigen prezentujicich bun¢k
(APC). Takto exprimované MHC II. tfidy s navazanymi peptidy jsou detekovany pomoci

T-bunéénych receptort asociovanych s CD4 u Ty-lymfocyta.
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Obr. ¢. 3: Struktura MHC 1. a II. t¥idy, pohled ze strany a shora. a — Struktura MHC 1. tfidy
pii pohledu ze strany, fialové znaceny a fetézec struktury, zelené znaceny mikroglobulin [,
zluté¢ znaeny peptidovy fragment; b — Vazebné misto MHC 1. tiidy pii pohledu shora,
teckované ¢ary vyznacuji interakce mezi peptidovym fragmentem a o fetézcem; ¢ — Struktura
MHC 1I. tfidy pti pohledu ze strany, karminové znaceny a fetézec, tyrkysové znaleny [
fetézec, zluté znaCeny peptid; d — Vazebné misto MHC I1. tfidy pohled shora, teckované Cary
vyznacuji interakce mezi peptidovym fragmentem a strukturou o a P fetézce. (pfevzato

z Neefjes et al, 2013)

S vyuzitim rentgenové krystalografie bylo zjiSténo, ze se zpisob navazani peptidickych
fragmentd MHC II. tfidy mirn€ 1isi. Jak jiz bylo zminéno, MHC II. tfidy maji rozdilnou
volnéjsi konformaci vazebného mista pro peptidy, coz dovoluje peptidickému fetézci jisty
pfesah mimo strukturu. Minimélni délka vazaného peptidu je podle studie 13 aminokyselin.

Maximalni délka peptidu je teoreticky bez omezeni, ovSem kvuli plisobeni peptidaz byva

15



fragment $tépen na délku 17 aminokyselin, ale mtze byt i delsi (Rudensky et al, 1991).
Vazebny motiv byvéa navic méné konzervativni nez u MHC L. tfidy a dovoluje vazbu i vice
aminokyselin na dané misto, zatimco MHC 1. tfidy vétSinou vyzaduje specifickou

aminokyselinu.

Mirné odlis$nosti mizeme u MHC II. tfidy nalézt i v procesu maturace komplexu. Uvnitf
endoplazmatického retikula dochazi k asociaci fetézcli o a B S transmembranovym proteinem
zvanym invariantni fetézec (Ii, CD74), ktery zabraiiuje navazani peptidi do vazebného mista
a1/B1 jeho konformacéni blokaci (Cast Ii fetézce piesahuje do vazebného mista) a vede
molekulu aff do nasledujicich bunéénych oddilt. Tento komplex o/p/li ve formé homotrimert
(celkem 9 podjednotek) dale pokracuje biosyntetickou drahou ptes Golgiho aparat. Antigen
prezentujici bunka pohlcuje proteinové komplexy za vzniku endozomu (experimenty s virem
chiipky bylo zjisténo, ze vystavované peptidy jsou extracelularniho ptivodu), které nasledné
fazuje s lysozomy (Morrison et al, 1986). Takovéto endozomy obsahujici fragmenty proteind
cizorodych ¢astic jsou fuzovany s vacky z Golgiho apardtu obsahujici komplexy ofli
za vzniku MIIC kompartmentu. Dale dochazi k proteolytickému $tépeni li fetézce vyuzitim
Cathepsinu S (v n&kterych ptipadech Cathepsinu L). Stépenim Ii fetézce vznika peptid CLIP
(class Il associated invariant chain peptide), ktery nadale blokuje vazebné misto komplexu.
CLIP je z vazebného mista uvolnén za asistence pomocnych proteini HLA-DM (neklasicka
molekula MHC II. tfidy), které rovnéz stabilizuji komplex aff a napomahaji vazb¢ antigenniho
peptidu (Mamedov et al, 2016). Jednou ze zajimavych funkci proteinit HLA-DM je $tépeni
antigennich peptidi, které se vyznacuji slabou afinitou k vazebnému mistu MHC II. tfidy.
To dovoluje navazani peptidi s vyssi afinitou, které daji vznik komplexu s delsi Zivotnosti

(Obr. &. 4).
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Obr. ¢. 4: Proces prezentace molekul MHC 1. tiidy (pfevzato s Neefjes et al).

Doposud popsané zpisoby vazby peptidovych fragmenti na molekuly HLA Ize povazovat
za klasické a obecné nejcastéji uzivané. MHC systém je ovSem relativné flexibilni a proto
existuje fada vyjimek. Napiiklad v nékterych ptipadech je mozné, aby MHC molekuly I. tfidy
u APC, zvlasté pak u dendritickych bunék, prezentovaly peptidy extracelularniho
¢i luminalniho puvodu CD8 T-lymfocytim (Cresswell et al, 2005). Takovy fenomén
se nazyva kiizova prezentace (cross-presentation). DalSim specidlnim ptipadem vazby jsou
superantigeny jako enterotoxiny stafylokokt. Jedna se o zvlastni druh molekul s neoby¢ejnou
schopnosti imunostimulace. Podstata jejich potence spociva v tom, ze na HLA molekulu II.

tiidy nasedaji mimo jeji vazebné misto (Dellabona et al, 1990).
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2.2 Genetika

Abychom vskutku porozuméli podstaté fungovani kteréhokoliv z mnoha komplexnich
systému zivoucich organismi, musime ¢asto nahlédnout do jejich genetické podminénosti,
a MHC neni vyjimkou. U c¢lovéka mizeme tento komplex nalézt na kratkém raménku
chromozomu ¢. 6 (Obr. ¢. 5). Nékteré proteiny esencialni pro funkci HLA systému jsou
kodovany mimo region MHC genti. Specificky se jedna o invariantni fetézec (Ii), jehoz gen
lezi na dlouhém raménku patého chromozomu a mikroglobulin B,, ktery pochazi z dlouhého

raménka 15. chromozomul.

Chromosome 6
Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
Gp21.1-21.3

Class I Class Il Class |

| Il B I |

DP DM DQ DR C4 C2HspFOTNF B C E AGF

HHHHHH—

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine® 2003 Cambridge University Press

Obr. ¢. 5: Zjednodusena mapa 6. lidského chromozomu se zamétenim na HLA-region.

(ptevzato z Mehra a Kaur, 2003)

Region MHC geni zabira ptiblizné 4 x 10° part bazi a lze na ném rozliSovat tii rizné useky.
Nejblize centromeie lezi usek MHC II. tfidy kodujici zvlasté a a B fetézce molekul HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP a mnoho jinych polypeptidii, které se podileji na regulaci a metabolismu
HLA molekul jako TAP geny, HLA-DM a HLA-DO. Dalsi v potadi je ,,neStastné” nazvana
oblast ,MHC III. t¥idy*, ktera sice obsahuje geny esencialni pro funkci imunitniho systému
(jako tteba geny kodujici druhou a ctvrtou slozku klasické cesty komplementu C2 a C4,
properdinovy faktor B alternativni cesty komplementu, TNF a a , MICA a MICB proteiny,
nebo podjednotky proteazomu LMP2 a LMP7), ovsem nekodduje zadné HLA glykoproteiny.
Nejdale od centromery je tsek MHC 1. tfidy, ktery koduje klasické molekuly HLA-A,
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HLA-B, HLA-C a neklasické molekuly HLA-E, HLA-F, HLA-G. Mimo to vSechny tfi tseky
obsahuji velké mnozstvi pseudogeni a gentim podobnych sekvenci, jejichz funkce nebyla

dosud plné objasnéna.

Co se tyce struktury individualnich HLA gent, jsou, jako vétsina eukaryotnich gent, slozeny
z intronovych a exonovych sekvenci. HLA protein je poté syntetizovan translaci mRNA
vytvofené sestithem intronovych sekvenci. V piipadé MHC geni 1. a II. tfidy

(i imunoglobulinovych genti) je struktura relativné podobna (Obr. ¢. 6 a 7).

Prvni exon v sekvenci typicky koduje signdlni peptid, ktery je pfitomen v primdrnim
translacnim produktu, ovSem ve struktufe hotového proteinu se jiz nevyskytuje. Nasleduje
nckolik exont, které koduji extracelularni ¢asti peptidii. Pocet téchto exonid mulze byt
variabilni v zavislosti na genové rodin¢ — v piipadé HLA 1. tfidy jsou tyto exony tii (Malissen
et al, 1982) a u HLA II. tfidy jsou pouze dva (Larhammar et al, 1983). U HLA 1. tiidy
koresponduji tyto exony s doménami tézkého fetézce HLA antigenu — exon 2 odpovida
doméné a4, exon 3 oy a exon 4 az. U HLA II. tfidy koduje exon 2 domény ay nebo B;, exon 3
potom oy nebo B2. Ztoho plyne, Ze nejvetsi vyznam pro diagnostiku maji exony 2 a 3
pro HLA 1. tfidy a exon 2 pro HLA II. tfidy. Déle se v genu nachazi jeden exon kodujici
integralni (transmembranovy) segment proteinu a ¢ast cytoplazmatického fetézce nasledovany
jednim (HLA II. tfidy) ¢i dvéma (HLA 1. tfidy) exony kodujici zbytek cytoplazmatického

segmentu. Mimo to byva v sekvenci pfitomen i jeden kratky exon bez exprese.

E¥l EXZ EX3 Exd ExG Ex¥6 EX7 Ex8 Paly A
E I | =
1] L H {1 I <
73 270 276 276 117 33 de 2
129 241 599 99 440 142 189 400

Obr. &. 6: Struktura MHC genu 1. tiidy, HLA-A2. Zluta — signalni peptid, bézova — sekvence
koédujici vazebné misto, modra — membranova kotva, oranZové/fialovd — integralni
(transmembranova) ¢ast peptidu, rizova — cytoplazmaticky segment. (Piebrano z portalu

IMGT, 12. 4. 2017)
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Exl Exz EX3 Exd EXS ExG Poly A
57 —| :: :: :: m I | — 3
L1 | — U | |
100 270 282 111 2d 11 f
3257 3456 B95 474 625 360

Obr. &. 7: Struktura MHC genu II. t¥idy, HLA-DRB. Zlutd — signalni peptid, bézova —

sekvence koédujici vazebné misto, modra — membranova kotva, oranzové/fialova — integralni
(transmembranova) ¢ast peptidu, rizovad — cytoplazmaticky segment. (Pfebrano z portalu

IMGT, 12. 4. 2017)

Zajimavosti genu HLA-DRB je, ze se u nékterych jedinci, kromé konstantné piitomného
genu HLA-DRBL1, vyskytuje ve vice kopiich znamych jako HLA-DRB3, HLA-DRB4
a HLA-DRBS. Tyto geny se vyznacuji individudlnim repertoarem vazebnych motivli a

asociaci k nékterym alelam genu HLA-DRB1 pomoci silné vazebné nerovnovahy.

K expresi proteini MHC 1. a II. tfidy dochazi v prubéhu celého zivotniho cyklu bunék,
i kdyz na jistych populacich bun¢k ve snizené mite, MHC II. tfidy jsou konstitutivné
exprimovany pouze na antigen-prezentujicich bunikach. Jejich produkce mize ovSem byt
v prubéhu infekce stimulovana pomoci interferonti (INF) a, B a y (Imanishi, 1994). Produkce
INF-a a INF-B je béznd odpoveéd leukocyti a fibroblasti na virovou infekci a INF-y je
produkovan pii kontaktu senzibilizovanych lymfocytl s antigenem ¢i mitogenem. VSechny tfi
INF maji pozitivni vliv na expresi MHC molekul I. tiidy, TAP transportéri a jednotek
proteazomu LMP2 a LMP7, které vyrazné zlepSuji schopnosti proteazomu §tépit polypeptidy
(Driscoll et al, 1993). Synergisticky tak vSechny slozky spolupracuji proti intracelularnim
infekcim. Aktivita MHC 1II. tfidy je mimo exprese vlastnich molekul regulovéana
ptes pomocné proteiny HLA-DM a HLA-DO. Jak jiz bylo zminéno, HLA-DM rozpoznava
komplexy o/B/CLIP a napomdhd v procesu navazani peptidu extracelularniho phvodu.
HLA-DO pisobi jako negativni regulator HLA-DM (Kropshofer et al, 1999).
Pti bakterialnich infekcich (bakterie exprimuji povrchové antigeny, na které mohou reagovat
senzibilizované leukocyty) dochazi k produkci INF-y, ktery stimuluje produkci kompletnich
HLA-DM, ale pouze o podjednotku HLA-DO (pro spravné fungovani proteinu jsou nutné oba
fetézce). Timto dochdzi ke stimulaci detekce extracelularnich patogenti posilenim pomocnych

mechanismd.
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2.3 Polymorfismus HLA systému

V predchozich kapitolach bylo zminéno, ze genova rodina MHC je velice polymortni,
vyznam a rozsah tohoto systému vSak nebyl rozveden. V kapitole 2.1 se uvadi, ze molekuly
MHC obou tfid maji vazebny motiv, ktery urcuje spektrum peptidd, jenz mtze konkrétni
MHC molekula prezentovat. Pfi navazani peptidu, ktery ptfesné nevyhovuje vazebnému
motivu, vznikne komplex s nizkou afinitou k vazanému peptidu a kratkou Zivotnosti na
povrchu membrany. Tento vazebny motiv se ovSem muze silné liSit mezi alelickymi
variantami molekul MHC. Peptid, ktery neni mozné navézat na jednu variantu molekuly
HLA, muze perfektné¢ vyhovovat vazebnému motivu molekuly druhé. Tim, Ze se molekuly
HLA vyrazné 1isi ve svém vazebném motivu napii¢ alelickymi variantami i geny a Ze se
V jednom organismu nachdzi alespon tfi rizné varianty MHC 1. tfidy a tfi az ¢tyfi MHC II.
tiidy (v homozygotnim stavu), umoziiuje imunitnimu systému branit se Sirokému spektru
ptirozené se vyskytujicich antigenti. MHC geny se navic exprimuji kodominantn¢, coz dale

zvySuje mnozstvi exprimovanych molekul u heterozygott.

Na rozdil od ostatnich proteint, které se v ramci svych alelickych variant 1isi pouze jednou
¢i n€kolika malo aminokyselinami, aby byla zachovana jejich funkce, se mezi sebou mohou
molekuly HLA 1iSit az 20 aminokyselinami. Hlavni rozdily byvaji v oblastech vazebného
mista S tim, Ze transmembranova Cast fetézce byva relativné konzervativni. Tim dochézi ke
zméné vazebného motivu molekuly, pti¢emz je funkce komplexu zachovana. Hlavni pfi¢inou
téchto rozdili byvaji bodové mutace a Caste¢né genové konverze. Nékteré noveé vznikajici
alelické varianty ovSem nemuseji pfinaSet zadné uZiteCné rozSifeni repertodru vazebnych
motivi. Tyto alely jsou v lepSim ptipadé nositeli tichych mutaci, tedy takovych zmén
genetického kodu, které se nijak neprojevuji na sekvenci aminokyselin syntetizovaného
proteinu (vétSinou se jednd o zmény bazi na 3. pozici kodonu). V hor§im piipadé maji tyto
alely zhorSenou schopnost transkripce nebo nedochéazi k jejich expresi viibec, vV pozdéjSim
ptipadé hovofime o takzvanych nulovych alelach. Distribuce celkového mnozstvi znamych

HLA alel, jimi kodovanych proteinti a nulovych alel je vizualizovana v grafu ¢. 1.
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Graf €. 1: Mnozstvi znamych alel MHC L. tfidy, unikatnich proteinti, které mohou kdédovat a
nulovych alel bez exprese na povrchu bun€k. (Informace piebrany z portdlu EMBL-EBI,
10. 3. 2017)

Jak 1ze vyc¢ist z grafu, mnoZstvi variant kazdého z té€chto gent je obrovské, predevsim u genu
HLA-B. Cisla rovnéZ nejsou finalni. Na za¢atku 90. let se predpokladalo, Ze kazdy z genti mé
v lidské populaci 20 az 50 alelickych variant. Po objasnéni funkce MHC a jeho vyznamu
v imunitnim systému (Zinkernagel et Doherty, 1997), ovSem zacala byt znalost systému
prioritni kvili jeho aplikaci v mediciné. Od té doby dochéazelo ke konstantnimu ristu

znamych alel MHC obou tfid.

.....

fetézcl, které se mohou v ramci genu volné kombinovat. Pokud je jedinec heterozygot
v genech obou fetézcl, mize dohromady vytvofit ¢tyfi rizné HLA molekuly. Je rovnéz
zajimavé, ze u vSech gent MHC II. tfidy se P fetézec vzdy vyznacuje mnohonasobné vysS$im

polymorfismem nez a fetézec (Graf €. 2).
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Graf €. 2: Mnozstvi zndmych alel MHC II. tfidy, unikatnich proteini, které mohou kddovat a
nulovych alel bez exprese na povrchu bun¢k. (Informace piebrany z portdlu EMBL-EBI,

10. 3. 2017)

Velka ¢ast alel MHC je zastoupena v lidské populaci s relativné vysokou frekvenci (vzhledem
K po¢tu alel). Podle Hardy-Weinbergova zakona budou kombinace jakykoliv dvou alel
v populaci zastoupeny v poméru a + 2ab + b?, kde a a b jsou alelické frekvence jednotlivych
alel. Vezmeme-li v avahu, ze vSechny alely v populaci budou v tomto poméru, miZzeme si
snadno odvodit, Zze zastoupeni alel v homozygotnim stavu Vv populaci bude pro vétsSinu
znamych variant minimalni. Navic dochéazi k pozitivni selekci heterozygott, kteti jsou
schopni reagovat na vétsi spektrum antigenti. Stabilni rovnomérna frekvence alel ovSem neni
V populaci udrzovana pouze selekci heterozygotii. Mechanismus, ktery se zde uplatiuje, je
vybér zavisly na frekvenci. Princip této selekce je takovy, Ze kdykoliv dojde ke zvySeni
frekvence individudlni alely v populaci, dojde k selekénimu zvyhodnéni patogennich
mikroorganismii, které maji proteiny neodpovidajici vazebnému motivu hojné alely. Casem
tak dojde ke zmnozeni takovych patogent a tim dojde i k negativni selekci viici hojné alele

(Klein et O’Huigin, 1994).

Védomi, ze veétsi mnozstvi riznych variant MHC genii zlepSuje schopnost organismu

rozliSovat potencidlné¢ Skodlivé antigeny a iniciovat proti nim imunitni odpovéd’, ovSem
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podnécuje otazku — pro¢ mame pocet funkénich klasickych MHC gend limitovan na tii az
Ctyfi v ramci tiidy? Vysvétleni je relativné prosté. V brzliku dochazi k intenzivni selekci proti
T-lymfocytim schopnym rozpoznavat s vysokou afinitou vlastni peptidy schopné vazby
na MHC molekuly. Timto se pifedchazi silné autoimunitni reakci. Pokud by variabilita MHC
molekul v ramci organismu byla pfili§ vysoka, dochazelo by k velice agresivni selekci
T-lymfocytd a tim ke snizeni jejich schopnosti rozeznavat antigeny. Je tedy mozné, ze
souCasny stav MHC gentli je produktem ustanoveni delikatni rovnovahy mezi variabilitou

MHC molekul v ramci organismu a selekce T-lymfocyt (Takahata, 1995).
2.4 Vyuziti v mediciné

Znalost HLA systému nam v klinické praxi pfinasi Siroké vyuziti, coz je nepochybné¢ hlavni
diavod velkého zdjmu o jeho intenzivni studium. Mimo kli€ové role, kterou HLA molekuly
hraji v transplantacni 1é€be, maji i nezanedbatelny vyznam pii diagnostice chorob, protoze
nckteré¢ alely HLA genii mohou mit spojitost s predispozici €i rezistenci k jistym druhlim
onemocnéni. Z téchto divodi je ze strany Svétové zdravotnické organizace (WHO)
a imunologické komunity kladen velky duraz na jednotnost nomenklatury a rozvoj

rychlejSich, presnéjsich a levnéjSich metod typizace HLA alel.

Nesporn¢ hlavnim diivodem zdjmu o MHC je to, ze HLA alely jsou primérni pfi¢innou
aloreaktivity. Aloreaktivita je imunitni odpovéd’ nasmérovana proti nevlastnim bunkam
stejného zivociSného druhu. Tento efekt je zplsoben zvelké vétSiny nitrodruhovou
variabilitou a polymorfismem membranovych antigend. Pfivpraveni nevlastnich bunék
do organismu, naptiklad pti transfuzi, se nové buiiky budou pravdépodobné lisit svym
repertodrem exprimovanych povrchovych proteint. Jak jiz bylo dfive zminéno, v brzliku
dochazi ksilné selekci T-lymfocytl, které toleruji membranové proteiny piirozené se
vyskytujici v organismu. Nové buiky se svymi povrchovymi antigeny ovSem lisi a proto jsou
imunitnim systémem povaZovany za cizi a potencidlné patogenni. Pfi transfuzi Cervenych
krvinek byvaji hlavni piekazkou povrchové antigeny oznaCované jako aglutinogeny, které
reaguji s volnymi aglutininy, nebo jiné krevni skupinové systémy, jako Rh faktor. U transfuzi
jadernych buné€k ¢i transplantaci kostni diené¢ a orgdnt hraje dominantni roli Vv navozeni

aloreaktivity MHC systém.

Pokud dojde k imunizaci proti transplantovanym buiikam a jejich nasledovné destrukci,

hovofime o tzv. odhojeni (rejection). Mira imunitni odpovédi mize byt zmirnéna, pokud
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se darce (donor) a piijemce (host), alespon ¢astecné shoduji ve svych MHC alelach (piipadné
krevnich skupinach). Z tohoto diivodu se jevi jako optimalni autologni (transplantace vlastni
tkang¢) ¢i syngenni transplantace (darcem je jednovaje¢né dvojce). Bohuzel ve vétsing piipada
neni syngenni darce dostupny, a proto se musime uchylit k alogennim transplantacim
od jinych jedincu. V téchto piipadech jsou jako prvni voleni pro transplantaci kmenovych
bun¢k piibuzni ptijemce, predev§im pak sourozenci, ktefi mohou sdilet stejné HLA alely
(rodi¢e a potomci nejsou idedlni darci, protoze ve vétsiné piipadu sdileji pouze jednu sadu
HLA alel). Pokud takovi pifibuzni nejsou dostupni, je hledan vhodny nepiibuzny darce
zregistru darct. Tento proces je casto zdlouhavy (muze trvat inékolik mésici)

a pii diagnostice by se mél brat v potaz.

V oblastech hematologie a hematoonkologie ma nejvétsi vyznam alogenni transplantace
krvetvornych bun¢k, pro jejiz uspésnost je rozhodujici rozvoj reakce Stépu proti leukémii
(GVL). Neshoda v HLA znacich ovSem muze vyvolavat reakci §tépu proti hostiteli (GVHD),
coz zvySuje mortalitu u transplantovanych jedincii. Nejvyznamnégj$i pro uspéSnost
transplantace jsou geny HLA-A, HLA-B, HLA-C a HLA-DRB1. Shoda v HLA-DQB1 genu
muze byt vyznamnd, pokud je spojena s neshodou nékterého jiného HLA genu, ovSem
vzhledem ksilné asociaci ke genu HLA-DRBI jsou izolované neshody genu HLA-DQB1
velmi vzacné. V idealnim ptipadé se tedy darce i piijemce $t€pu shoduji v 10/10 HLA alel. Ze
studii porovnavajicich korelaci mnozstvi neshod HLA geni mezi darcem a pfijemcem a Sanci
piijemce trpiciho maligni chorobou na pteziti (Lee et al, 2007) bylo mozno odvodit nékolik

zaveérl (Jindra, 2013).

Existuje pfima uméra mezi mnozstvim neshod HLA alel a rizikem mortality po transplantaci,
pfi¢emZ toto riziko stoupa piiblizné o 5 az 10 % pii kazdé dal$i neshodé. S rostouci
zavaznosti choroby dochazi ke snizeni vlivu HLA neshody na mortalitu piijemce (Obr. ¢. 8).
Zajimavym poznatkem ohledné¢ HLA neshod je, ze s vyjimkou HLA-C nezalezi na tom, zda
je neshoda na urovni alelickych rodin v ramci genu nebo alelickych variant v rdmci alelické
rodiny — negativni efekt bude srovnatelny (napf. reakce HLA-A*02:01 na HLA-A*02:05
bude podobna jako HLA-A*02:01 na HLA-A*24:02). Rovnéz neni mozno jednozna¢né urcit

vyznam jednotlivych genl pro ispéSnost transplantace.
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Obr. ¢. 8: Mira preziti pacientd S Casnou, stiedni a pokrocilou formou choroby vzhledem
ke stupni HLA shody pro HLA-A, HLA-B, HLA-C a HLA-DRB1. A — c¢asna forma

onemocnéni, B — stfedni forma, C — pokrocila forma (Pievzato z Lee et al, 2007).
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Dalsi ptekdzkou pti aplikaci nepiibuzenské alogenni transplantace jsou vedlejsi
histokompatibilni antigeny (MiHA). Jednd se o membranové aloantigeny schopné vyvolat
proliferaci T-lymfocytt a spoustét u pfijemct St€épu GVHD. Kvili tomu muze dochazet
postupem casu, i pii perfektni shodé HLA gend, ke komplikacim (GVHD, odhojeni $tépu).
V praxi je tento efekt kompenzovan imunosupresivni terapii, kterou musi ptijemce dodrzovat

do konce Zivota.

Existuje rovnéz spojitost mezi pritomnosti konkrétnich HLA alel a genetickou predispozici
k chorobam. Naptiklad nositelé alely HLA-B27 maji v pribéhu zivota mnohonasobné vyssi
riziko rozvoje ankylozujici spondylitidy (Van der Linden, 1984). HLA-DR2 alela zvySuje
pravdépodobnost rozvoje Goodpastureova syndromu a HLA-DR3 (DQ2) s HLA-DR4 (DQ8)
V heterozygotnim stavu predisponuji k onemocnéni diabetes mellitus I. typu (Janeway et al,
2001). Detekei téchto alel mizeme diagnostikovat zvySenou pravdépodobnost vyskytu téchto
chorob, jejich neptitomnost naopak mutize svéd¢it pro jinou diagnézu (bez asociace s danou

HLA variantou).
2.5 Nomenklatura HLA systému

Vzhledem k zéisadnimu vyznamu MHC v mediciné je potieba jednotného a spolehlivého
nazvoslovi tohoto komplexniho systému. Rovnéz vzhledem K progresivnimu vyzkumu
aneustalému ristu poctu znamych alel nejde o jednordzovou zaleZitost. Proto dochézi
k Castym revizim nazvoslovi pfi zasedanich Vyboru pro nomenklaturu faktort HLA systému,
které se datuji uz od roku 1968. Pii téchto zasedanich jsou za pfisnych podminek udéleny
oficidlni nazvy nové objevenym alelam, které byly pfed tim publikovany v €asopisech jako

Tissue antigens, Human imunology nebo International Journal of Immunogenetics.

Pivodné uzivany format ndzvoslovi byl slozen z predlozky HLA a nazvu genu vzijemné
oddélenych spojovnikem, nasledované Ctyfmi, Sesti ¢i osmi Cisly a ptipadnou piiponou (napft.
HLA-A*02010102L, HLA-A*3301, HLA-B*0808N). V tomto formatu prvni dvojéisli
ptredstavuje alelickou rodinu, ktera zpravidla koresponduje se sérologickym antigenem. Tteti
a ¢tvrté Cislo udava potadi, ve kterém byly alelické varianty objeveny. Alely, které se lisi
Vv prvnich ¢tyfech €islech, nesou alespoil jednu mutaci, ktera méni aminokyselinovou sekvenci
jejich proteinu. Alely liSici se v patém a Sestém cisle maji sice odliSnou nukleotidovou
sekvenci, ovSem vysledny kodovany peptid zlstava stejny (tichd mutace). Zmény kodu

v oblasti intrond ¢i jiné nekodujici oblasti souvisejici s genem jsou zastoupeny Vv poslednim
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dvojcisli. Neékdy pfitomna piipona na konci formatu predstavuje moznou zménu exprese
proteinu. Zde je uzivano né¢kolik znacek. Pismenem ,N“ (null) jsou znaceny alely
bez povrchové exprese, vétsinou v disledku mutace se vznikem stop kodonu, posunutim
¢teciho ramce nebo Vv oblastech vyznamnych pro posttranskripéni sestéih. Jako ,,L* (low
expression) jsou znacené alely, jeZ jsou exprimovany na bunééném povrchu ve znatelné¢ mensi
mife; to byva zpisobeno mutaci kodont kodujicich cystein, ktery je esencialni pro tvorbu
disulfidickych mistkti. Pokud snizena mira exprese alely nebyla dosud potvrzena, uziva se
docasné piipony ,,Q* (questionable). Mimo to se uziva také ,,S* (secreted) pro alely, jejichz

protein je exprimovan pouze jako sekretovand molekula.

Vysokou prioritu mé také synchronizace alelického ndzvoslovi se sérologickym profilem
exprimovanych molekul. Tento ukol vSak s postupnym rozvojem databaze HLA alel zacal
nabirat na obtiznosti vzhledem K rostoucimu dirazu na sekvenace genetického kodu
a nasledné¢ho nedostatku sérologického popisu mnohych nové objevenych alel. Nékteré nove
objevené alely rovnéz nelze jasn¢ zafadit do zadné ze sérologickych skupin. Nazev takovych

alel by tedy nemé¢l byt bran jako nic vic, nez jejich unikatni oznaceni (Marsh et al, 2010).

V roce 2002 se objevil novy problém s pfifazovanim ndzvi novym alelam, protoze se
u alelickych rodin A*02 a B*15 objevilo vice nez 100 individualnich alel. Tento problém mél
byt vyfeSen zavedenim novych alelickych rodin A*92 a B*95, které by byly pfimym
roz$ifenim jiz obsazenych rodin A*02 a B*15. Toto opatfeni bylo zavedeno s ocekdvanim, ze
stavajici systém bude dostate¢né rozsahly, aby pojal vSechny nové objevené alely. Bohuzel
kvtli konstantnimu rtstu znamych alel uvniti alelickych rodin i alelickych rodin samotnych
(ptipad HLA-DRBI1) zacalo byt ziejmé, Ze tento zpusob navySovani kapacity nebyl

dostatecny.

Problém byl vyfesen zavedenim dvojtecek (:), které odde€luji jednotlivé urovné klasifikace
alely (Obr. ¢. 9). Existujici alely s pfekro¢enou kapacitou bylo mozno diky tomuto systému
mozno prefadit zpét do korespondujicich alelickych rodin (A*9201 byla pfejmenovana
na A*02:101 atd.). Nazvy A*02:100 a B*15:100 nebyly pfifazeny kvili piehlednosti systému,
pfi nasledujicich ptipadech piekroceni kapacity (naptiklad v ptipadé A*24) ovsem bylo cislo

100 normalné uzito.
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HLA-A*02:101:01:02N

Obr. ¢. 9: Format nazvoslovi HLA alely; A — HLA piedlozka, B — gen, C — alelicka rodina,
D — specifickd varianta exprimované¢ho proteinu, E — tiché mutace v kddujicim regionu,
F — rozdily mimo kddujici region, G — spojovnik rozdélujici HLA ptedlozku od nazvu genu,
H — hvézdicka délici jméno genu od alelického kodu, | — dvojtecky délici urovné rozlisenti,

J — ptipona naznacéujici zménu v expresi proteinu.

Vétsina dnes uzivanych typizacnich technologii ovSem nedovoluje jednoznaéné urc¢eni HLA
alely pritomné v genomu az do ctvrté urovné. Vysledkem typizace vétSinou byva ,fetézec™
moznych alel. Pro usnadnéni zapisu téchto fetézci byly zavedeny skupiny ,,P* a ,,G*. Skupina
P se uziva pro oznaceni vSech HLA alel, které koduji stejny peptidicky produkt vazebnych
domén (exon 2 a 3 pro MHC I tfidy a 2 exon pro MHC Il tfidy). Naptiklad zapisem
HLA-A*02:01P mizeme sumarizovat vSechny alely kédujici peptid specificky pro tuto
skupinu  (HLA-A*02:01:01:01/ HLA-A*02:01:01:02L/ HLA-A*02:01:01:03/ HLA-
A*02:01:02...). Skupina ,,G*“ je podobné uzivana pro oznaceni vSech HLA alel sdilejicich
stejnou sekvenci nukleotidd v oblasti exonll kodujicich domény vazebného mista. Na rozdil

od skupiny ,,P“ tedy rozlisuje i tiché mutace.

Uzivané sérologické nazvoslovi je velice podobné, nicméné s nékolika malymi odli§nostmi.
Jméno genu neni odd¢€leno od alelické rodiny hvézdickou, jednociferna ¢isla nepiedchéazi nula
a na rozdil od molekularné-genetickych metod pracuji metody sérologické pouze
S exprimovanymi proteiny na povrchu jadernych bunék. Tento pfistup zpravidla nedovoluje
detekci specifickych variant exprimovaného proteinu vramci alelickych rodin, tichych
mutaci, mutaci v oblastech intronil ¢i alel bez exprese. Kvili této limitaci je tedy mozno
pii typizaci pouze rozliSit prvni Urovenl analogického molekuldrné-genetického nazvoslovi

(napt. HLA-AZ2).

S nomenklaturou HLA systému rovnéz souvisi uroven HLA typizace. Jedna se o schopnost

rozlisSeni HLA alel pfitomnych v genomu vySetfovaného jedince a Vv praxi rozeznavame dvé
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urovné HLA typizace — nizkou a vysokou. Nizkou urovni rozliSeni rozumime pouze zakladni
rozliSeni alelickych rodin, tedy pouze prvni troven (napt. HLA-A*02). Typizace na trovni
nizkého rozliSeni se v souCasné dobé uplatiiuje napt. v piipadé organovych transplantaci,
pro transplantace krvetvornych bunék je ovSem nedostatecna. Vysoka troven rozliseni alely
odpovida rozliSeni na ,,P* skupiny Vv oblasti vazebného mista, tedy S dlirazem na exon 2 a 3
u MHC L. tfidy a exon 2 u MHC I1. t¥idy (European Federation for Immunogenetics, 2015).
Rovnéz se bere ohled na mutace vedouci ke zméné exprese alely, rozlisSovani ,,G* skupin se
neprovadi, protoze tich¢ mutace nemaji klinicky vyznam. Pro tato vySetfeni se uziva rada
molekularné-genetickych metod, jako jsou PCR-SSP, PCR-SSOP a vV neposledni fadé¢ SBT

(typizace zalozena na sekvenovani, Sequencing-Based Typing).
3 METODY VYSETROVANI HLA SYSTEMU

Pro vysetiovani HLA systému existuji dva hlavni pfistupy typizace, a to ptistup sérologicky
a molekularné-geneticky. Historicky star$i pfistup sérologicky je zaloZen na analyze HLA
proteinli exprimovanych na povrchu jadernych bunék organismu, zatimco piistup
molekularné-geneticky analyzuje sekvence nukleové kyseliny gend kodujicich tyto HLA
proteiny. V dne$ni dobé se v klinické praxi vétSina pracovist piiklani spise k metodam
molekularné-genetickym kvuli jejich rozliSeni a ptesnosti, pfistup sérologicky je ovSem také
stale omezen¢ uzivan minimalné jako zplisob ovéfeni molekularné-genetické analyzy (napf.

Kk potvrzeni exprese alely).
3.1 Sérologické metody

Sérologick¢ metody HLA typizace jsou podobné jako vétSina imunologickych metod
zalozené na specifické interakci protilatek s epitopem daného proteinu, v naSem piipade
molekuly HLA. Nejcastéji uzivanou sérologickou metodou pro HLA typizaci je
tzv. lymfocytotoxicky test. Jako vychozi materidl se pfi této metod¢ uzivaji Zivé lymfocyty
vySetfovaného. Tyto lymfocyty jsou testovany proti sérii monoklondlnich ¢i polyklonalnich
lidskych protilatek specifickych pro urcité HLA antigeny. K takto inkubované smési je dale
pfidan krali¢i komplement — lymfocyty s navazanymi specifickymi protilatkami jsou
usmrceny. Suspenze je dale hodnocena mikroskopicky, pficemZz je pozitivni reakce
indikovadna nalezem lyzovanych (usmrcenych) lymfocyt. Dnes je tato metoda jiz na ustupu

kvuli rostoucimu vyuziti molekularné-genetickych metod, které poskytuji mnohem detailngjsi
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informace o HLA molekulach ptfitomnych v ramci organismu. V mnohych laboratotich ovsem

stale nachazi vyuziti pfi zdkladni typizaci HLA antigeni I. tfidy.

Druhou a nepostradatelnou aplikaci sérologickych technik v HLA diagnostice je vySetfeni
anti-HLA protilatek. Jak jiz bylo zminéno, imunitni systém aktivné rozpoznava HLA
molekuly ostatnich jedinci a spousti klasickou imunitni odpovéd’, kterd vede k nésledné
aloimunizaci. K imunizaci muze typicky dojit u matky béhem téhotenstvi (pfitomnost
otcovskych HLA znaki na plodu) ¢i po krevnich transfuzich nebo transplantacich. Pti kazdé
dalsi expozici stejnym HLA molekulam dojde K rychlejsi a agresivnéjsi odezveé imunitniho
systému, coz ma zdsadni vyznam zejména pii organovych transplantacich. Pro tyto ucely se
vyuzivaji metody jako lymfocytotoxicky test, ELISA metody, pritokova cytometrie nebo

technologie ,,Luminex“.
3.2 Molekularné genetické metody

Metody molekularng-genetické jsou, jak jiz bylo zminéno, zaloZené na analyze genetické
informace, ktera podminuje strukturu HLA proteinu. Tento pfistup byl zpocatku
problematicky, protoze prvni metody nebyly schopné piesné urcit celou sekvenci. Mezi
takové metody patii restrikéni St€peni (Arber et Linn, 1969), které vyuzivalo bakterialnich
enzyml — restrikénich endonukledz. Tyto enzymy dokazaly tvofit dvojietézcové ,zarezy*
vV DNA na pro né specifickych palindromatickych sekvencich (sekvence ma stejny smysl
v obou smérech — napt. CAATTG). Porovnanim délky vzniklych stfiznych fragmenti bylo
nasledovné mozné urcit variantu sekvence. Tato metoda ovSem nebyla pfili§ vhodna pro tcely
typizace HLA alel, kde se alely vyznacuji enormnim polymorfismem a casto se lisi pouze

V malém poctu nukleotidd.

vvvvvv

reakci, metod¢ typicky uzivané k amplifikaci DNA, ktera se v fadé modifikaci da vyuzit i pfi
vySetfovani genotypu. Druhym, v dnes$ni dobé jiz Siroce vyuzivanym piistupem je typizace
zalozena na sekvenovani nukleovych kyselin (Sequencing based typing — SBT). Je vhodné
rovnéZ zminit, Ze v praxi se provadéji analyzy smésnych vzorkdi obou chromozomi
u konkrétniho jedince, coz komplikuje zajisténi dostatecného rozliSeni uzitych metod. Toto
snizeni presnosti se napt. U technik PCR-SSP a PCR-SSOP projevuje zvySenim poctu

moznych kombinaci alel a u SBT jevem znamym jako cis/trans nejednoznacnosti.
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3.2.1 PCR metody

Vzhledem k vyznamu samotné PCR reakce pro vSechny odvozené a zde popisované metody
je nutné plné¢ porozumét jejimu principu. Amplifikace DNA touto metodou je slozena
z nékolika odlisnych reakei, které spolecné tvoii cyklus. Tyto reakce se nazyvaji denaturace,

annealing a polymerace (Mullis et al, 1986).

V prvnim kroku reakce dochazi k denaturaci nukleovych kyselin na jednotliva vlakna, typicky
pii teploté kolem 95 °C. Vzorek je Vv nasledujicim kroku (annealing) ochlazen na teplotu
okolo 60 °C, kdy dochazi k hybridizaci denaturovanych vlaken DNA s kratkymi molekulami
DNA zvanymi primery (primery hybridizuji s cilovou sekvenci prioritné kviili jejich kratké
délce). Primery museji byt alespon ¢asteéné komplementarni k amplifikovanému vlaknu DNA
a ohranicovat ¢ast sekvence, kterd ma byt amplifikovdna. Tfetim krokem je polymerace —
teplota je zvySena na 72 °C a enzym DNA-polymeraza nasedd na DNA hybridni molekulu
a zaCind syntetizovat komplementarni vldkno k vldknu templdtovému ve sméru 5°->3°
vkladanim volnych nukleotidi. Takto nasyntetizované vlakno je dale opét denaturovano

pii 95 °C a proces se opakuje (Obr. ¢. 10).
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Obr. ¢. 10: Schéma polymerazové fetézové reakce

Je vhodné zminit, ze teplota 72 °C neni ani zdaleka optimalni teplotou pro aktivitu vétSiny
standardnich enzymti. V prvnich verzich této metody byla uzivana normalni DNA-
polymerdza soptimem 37 °C, ovSem pii kazdém denaturatnim kroku dochézelo
K nevratnému znehodnoceni enzymu, ktery musel byt pfi kazdém cyklu manualné nahrazen.
Proces byl zdokonalen objevem termostabilni DNA-polymerdzy u termofilnich bakterii jako
je Thermus aquaticus. Metoda ma rovnéz jista omezeni — délka amplifikovaného fragmentu je
omezena a pocet cykli by se mél idealné pohybovat mezi 20-35 (pfi nizS§im poctu neni
amplifikace dostate¢na, pii vySSim dochdzi k vyraznému sniZeni efektivity). VétSinu
nedostatki PCR reakci ovSem lze do jist¢é miry kompenzovat mnohymi variacemi této

metody.
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3.2.11 PCR-SSP

PCR-SSP, neboli polymerazova fetézova reakce se sekvenéné specifickymi primery je jednou
z n¢kolika PCR technik uzivanych pii typizaci HLA. Jak naznacuje nazev techniky,
jde o vyuziti komplementarity mezi specificky se vazicim DNA primerem a tsekem DNA
unikatnim pro uréitou HLA alelu. Pokud je primer komplementarni k pfitomné sekvenci HLA
genu, dojde v prabéhu PCR reakce k amplifikaci DNA, coz lze detekovat pomoci gelové
elektroforézy a interkala¢nich barviv (Obr. ¢. 11). V opa¢ném piipadé, kdy komplementarni
vlakno DNA k sekvenci primeru neni pfitomné, nedochazi k amplifikaci a tedy ani ke vzniku
detekovatelného PCR produktu (Olerup et Zetterquist, 1992). Spravnost reakce byva
potvrzena uzitim vnitini kontroly. PCR-SSP je tak v principu multiplexni PCR (specifické

a kontrolni primery).
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Obr. ¢. 11: Schéma PCR-SSP reakce.

Jak jiz vime, vSechny HLA geny jsou extrémné polymorfni a jejich alely se ¢asto 1isi pouze
0 jeden nukleotid, ktery ani nemusi ovliviiovat exprimovany protein (tiché mutace).
Pro detailni typizaci jediného pfitomného HLA genu by bylo nutno provést stovky PCR
reakci. Takovy druh typizace by byl zdlouhavy, naro¢ny na materialy a hlavné velice
neprakticky. Proto se technika PCR-SSP uziva primarné¢ k typizaci na trovni nizkého
rozliSeni ¢i subtypizaci. K provedeni takovych vySetfeni jsou dnes bézné dostupné komeréni

soupravy.

Pii vysetfeni HLA genotypu na urovni nizkého rozliSeni se zjiStuji pouze hlavni alelické

skupiny HLA genu, které se bézné vyskytuji v populaci. Pti takovém omezeni 1ze zredukovat
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pocet nutnych PCR reakci na pfijatelné mnoZzstvi. Podobné je tomu u subtypizace, kdy

vySetiujeme pouze specifickou alelu v ramci alelické skupiny.
3.21.2 PCR-SSOP

Polymerazova tetézova reakce se sekvencné specifickymi oligosondami (zkracovano jako
PCR-SSOP nebo jen PCR-SSO) je dalsi PCR dependentni metodou uzivanou pro urcovani
HLA genotypu. Na rozdil od PCR-SSP nejsou jednotlivé HLA alely rozpoznavany na urovni
PCR, ale az pomoci hybridizace PCR produkti od vySetfovaného jedince s DNA sondami
namifenymi proti konkrétnim variantdm sekvence. Markantni rozdil je rovnéz Vv provedeni
metody. Zatimco co se PCR-SSP sklada prakticky pouze ze dvou krokd — PCR amplifikace
a detekce pomoci gelové elektroforézy, PCR-SSOP ma komplexnéjsi prabéh. Existuje fada
modifikaci PCR-SSOP podle toho, jakym zplisobem jsou na pevnou fazi fixovany
hybridiza¢ni sondy nebo testované PCR produkty. V soucasné dobé je velmi rozsifena PCR-
SSOP technika, ktera vyuZzivd fixace hybridiza¢nich sond na fluorescencné znacenych

mikrokuli¢kach.

V puvodnim provedeni metody (Itoh et al, 2005) byly uzity vzorky DNA izolované
z periferni krve japonskych dobrovolniki. U téchto vzorkti DNA byly amplifikovany exony 2
a 3 pro HLA I tfidy a exon 2 pro HLA-DRBI. UzZité primery byly znacené na 5° konci
biotinem. Dale byly nasyntetizovany sekvencné specifické oligonukleotidové sondy schopné
urcit variantu HLA alely (analogicky jako primery u PCR-SSP) s pfidanou terminalni amino-
skupinou na 5° konci. Upravené sondy byly kovalentné navazany na karboxylovany povrch
polystyrenovych mikrokulicek pomoci etylén dichloridu. Tyto polystyrenové mikrokulicky
obsahovaly smés dvou fluorescenénich barviv o riznych koncentracich, tvofici jisty
identifika¢ni kod individualnich mikrokuli¢ek, ktery bylo mozno po expozici zafeni o vinoveé
délce 635 nm identifikovat (Obr. ¢. 12). Oligonukleotidové sondy specifické pro HLA alely
jsou navéazané na mikrokulicky tak, aby je bylo mozno podle identifika¢niho kodu kulicek

rozlisit.
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Obr. ¢. 12: RozliSeni mikrokuli¢ek dle internich barviv a jejich struktura (Pfevzato z Itoh et
al, 2005)

Sondami znac¢ené¢ mikrokulicky byly déale smichdny a zfedény do koncentrace 100
mikrokuli¢ek na 1 pl. Roztok kulicek nasledovné hybridizoval s biotinem znacenym
a denaturovanym PCR produktem v prostiedi hybridiza¢niho pufru po dobu 60 minut pii 52
°C. Hybridizaéni smés byla promyta PBS-tween pufrem a centrifugovéna. Supernatant byl
odstranén a suspenze smichana a 5 minut inkubovéana pii 52 °C se zfedénym roztokem SA-PE
(Streptavidin-fykoerythrin). Vysledky reakce byly hodnoceny pomoci priitokového cytometru
Luminex 100, vybaveného dvojici lasert schopnych zaroven analyzovat identitu mikrokuli¢ek
pfi 635 nm a pfitomnost streptavidin-fykoerythrinu pfi 532 nm. Timto zptisobem bylo mozné
rozli§it volné mikrokulicky (poskytuji pouze signdl pro identitu kuli€ky) a mikrokulicky
S navdzanym komplementarnim vldknem DNA (poskytuji signal pro identitu mikrokulicky
a signal streptavidin-fykoerythrinu navazaného pies biotin). Informace o mnozstvi a identité
mikrokuli¢ek s navazanym PCR produktem jsou elektronicky zpracovany a porovnany

s knihovnou znamych alel.

Vyvoj této metody byl prilomem v oblasti typizace HLA — vysledky, na které bylo dfive
nutné desitky PCR-SSP reakci, se s aplikaci PCR-SSOP daly ziskat z jediné reakcéni smési.
Schopnost pritokového cytometru analyzovat az 96 vzorkl nardz navic dovolovala provadét

hromadné typizace HLA, coz vyrazné ulehcilo praci ve velkych zdravotnickych centrech.
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Na druhou stranu je metoda PCR-SSOP relativné nevhodna pro jednorazové typizace
individualnich pacientti, kde klasickda PCR-SSP nabizi stale lepsi alternativu. Typizace je
rovnéz omezena rozliSovaci schopnosti pritokového cytometru. Luminex 100 a jeho novéjsi
model Luminex 200 jsou schopny rozliSit pouze 100 (a 200 v piipadé novéjsiho modelu)
kombinaci barviv v mikrokuli¢kach a tedy i stejny pocet sekvenéné specifickych sond. Zcela
neddvno byl ovSem uveden na trh pfistroj Luminex s rozeznavaci kapacitou az 500

specifickych mikrokuli¢ek, coz déle rozsitilo moznosti metody.

3.2.1.3 Real-time PCR

Metoda real-time PCR byla pivodné zavedena do HLA typizace jako pokus o vyvinuti
rychlejsi a presnéjsi alternativy metod PCR-SSP a PCR-SSOP (Casamitjana et al, 2005).
Toho bylo dosazeno kombinaci sekvencéné specifickych primert s dvojici specifickych
TagMan sond v kazdé reakéni smési. TagMan sondy jsou kratké nukleotidové sekvence
s kovalentn¢ vazanym fluorescenénim barvivem na 5° konci a zhaSecem na 3° konci. Pii PCR
amplifikaci se vyuziva 5°->3° exonukleazové aktivity DNA-polymerazy, ktera odbourava
sondu a uvoliluje fluorescen¢ni barvivo, jehoz intenzita dosahuje detekovatelnych hladin
kolem 15 az 20 cyklu. Diky tomuto pfistupu je mozno snizit mnozstvi nutnych reakci, zvysit
jejich specifitu a provést analyzu vysledka jesté v pribéhu amplifikaéni reakce. Ptestoze
vétSina laboratofi preferuje osvédéené PCR-SSP a PCR-SSOP techniky, real-time PCR se
Vv posledni dob¢ stava jejich alternativou zejména pro svou jednoduchost a rychlost provedeni,

napf. pii urgentnich HLA typizacich zesnulych darct organd.
3.22 SBT

Druhym molekularné-genetickym piistupem k typizaci HLA alel jsou metody oznacované
jako SBT (Sequencing based typing), tedy metody urcujici specifickou variantu zajmového
genu sestavenim jeho kompletni nukleotidové sekvence. Tyto metody, na rozdil od metod
zalozenych na PCR, dovoluji provést analyzu celé kodujici oblasti genu v mnohem mensim
mnozstvi reakci. Mezi dnes aktudlni metody sekvenovani fadime automatické sekvenovani
(Smith et al, 1986), metodu principialn¢ odvozenou od pavodni metody sekvenovani
syntézou dle Sangera (Sanger et al, 1977) a prudce se rozvijejici odvétvi metod sekvenovani

nové generace (z anglického ,,Next generation sequencing™).
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3.2.2.1 Konvenéni sekvenovani

Pivodné bylo k sekvenovani nukleovych kyselin uzivano dvou rGznych pfistupa —
odbourdavanim fetézce dle Maxama nebo syntézou dle Sangera. Z téchto dvou piistupt se
prokazal ten Sangertiv jako praktictéjsi. Metody dnes chapané jako konvencéni sekvenovani

(jako automatické sekvenovani) jsou piimymi nastupci pivodni Sangerovy techniky.

Princip téchto metod je nésledovny — podobné jako pii PCR dochézi k syntéze nového fetézce
na denaturovaném vlaknu DNA pomoci termostabilni DNA-polymerazy a jednoho DNA
primeru ve vhodném prostiedi. Esencialni soucasti reak¢éni smési jsou rovnéz fluorescenéné
znac¢ené dideoxyribonukleotidy (ddNTPS), pticemz kazdy z nich (A, T, G, C) je znacen
individudlnim fluorescen¢nim barvivem (v puvodnim provedeni dle Sangera bylo uzito
radioaktivni znaCeni a reakce s kazdym znacenym nukleotidem musela byt provadéna zvlast).
Znacené¢ ddNTPs se nahodné zaclenuji do nové syntetizovaného vldkna (vznikajiciho
ze sekvenaéniho primeru) a kvili chybé&jici hydroxylové skupiné na tfetim uhliku pentdzy
terminuji polymeriza¢ni reakci. Vysledkem je smés fluorescenéné znacenych DNA fetézct o
nahodné délce. Takto ziskand smés je podrobena elektromigra¢ni separaci vétSinou ve formée
kapilarni elektroforézy. Sefazenim denaturovanych fragmenti DNA dle jejich délky
a snimanim signald fluorescen¢nich znacek vazanych na ddNTPs Ize urcit kompletni sekvenci

fetézce nukleotidd (Obr. ¢. 13).
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Obr. ¢. 13: Schéma automatické sekvenace.

Metoda je velice vyhodna pro ucely typizace HLA, protoze vystupem je cela sekvence
nukleotidi sekvenovaného tiseku a ne pouze informace obdrzené z komplementarity primert
¢i sond. Konvencni sekvenovani ovsem neni bez nedostatkli. Podobné jako polymerazova
fetézova reakce ma i1 konvencni sekvenovani jisty horni limit délky syntetizovanych fetézcii,
dojde-li k piekroceni tohoto limitu, dochazi k vyraznému snizeni piesnosti metody. Toto
omezeni spole¢né s obecnou ,,anatomii* eukaryotniho genomu ve vétsing ptipadi nedovoluje
sekvenovat vétsi useky kodujici DNA nez jeden exon. Problematické je, Ze nékteré zmény

exprese HLA gent jsou zplisobené mutaci v intronové oblasti. Sekvenovani intronti je touto
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metodou sice proveditelné, ovsem vzhledem k primérné délce intronu a kapacité této metody
je to velice nepraktické. Sekvenovani také musi byt provadéno na jiz amplifikovaném
specifickém tuseku DNA, coz znamend, ze musime znat sekvence ohranicujici zajmovou

sekvenci, abychom mohli nasyntetizovat amplifikacni primery.

Pii sekvenaci smésnych vzorkli z obou chromozomii se rovnéZz muZzeme setkat s jevem
znamym jako cis/trans nejednoznac¢nosti. Jde o problém snizujici rozliSeni typizace zptisobeny
ptitomnosti dvou sekvenovanych vldken DNA (z riznych chromozom), které¢ poskytuji dva
ruzné signdly detekované pii kapilarni elektroforéze. V nékterych piipadech nelze rozlisit,
ze které varianty signal pochazi, protoze se stejna kombinace heterozygotnich pozic v daném
lokusu mize nachazet u nékolika riznych kombinaci alel. Jako dusledek tedy nemizeme
jednoznacéné urcit genotyp jedince. Problém lze fesit sekvenaci individudlnich chromozomil
zvlast (napft. po jejich ,,odd€leni* tzv. skupinové specifickou amplifikaci), nebo doplnit SBT
typizaci smésnych vzorkll subtypizaci metodou PCR-SSP K odstranéni ptipadnych

nejednoznacnosti.

Dal$imi moznymi komplikacemi pfi typizaci jsou jevy jako preferencni amplifikace ¢i
alelicky dropout. Preferencni amplifikace se vyznacuje silnou preferenci amplifikace jedné
dropout pak zptsobuje uplné vypadnuti jedné z alel, vétSinu kvili nizké kvalit¢ materialu.

Oba tyto problémy se projevuji zdanlivé homozygotnim vysledkem.
3.2.2.2  Next generation sequencing

Mimo klasické sekvenovani se stile cCastéji zacinaji uzivat pokrocilé technologie tzv.
sekvenovani nové generace (NGS). NGS metody ve vétSin€ piipadi spocivaji v sekvenovani
velkého mnozstvi kratkych segmenti pochazejicich zriznych mist amplifikované
analyzované sekvence. Tyto kratké segmenty jsou nasledovné v zdvislosti na jejich
vzajemném piekryvu bioinformaticky zpracovany do kompletni sekvence (Obr. ¢. 14). Hlavni
prednosti NGS metod je jejich obrovska kapacita a tedy i1 schopnost analyzovat celou
sekvenci v€etn¢ intronil v nékolika vzorcich zaroven. Nevyhodou NGS je prozatim nesporné
pracnd pfiprava analyzovanych vzorkli — vétSina NGS metod vyzaduje piipravu CDNA
knihovny nasledovanou emulsni PCR ¢i mistkovou PCR (podle uzivané NGS techniky).
NGS metod je mnoho, v dnesni dobé je nejvice vyuzivanou metoda sekvenovani syntézou

od firmy Illumina, ktera pfekonala ptivodni metodu pyrosekvenovani.
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Technika sekvenovani syntézou od firmy Illumina vyzaduje imobilizaci DNA na cipu.
Nasledné dochézi k amplifikaci templatu na pevné fazi. K takovému vzorku jsou piidany
sekvenacni primery a smés vSech ¢tyf nukleotidl, kazdy znaceny individualnim barvivem.
Po inkorporaci znaceného nukleotidu je sniman jeho signal. Fluorescen¢ni znacka je
nasledovné odsStépena terminatorem, nukleotid je ovSem v sekvenci zachovan. Technika
pokracuje zafazenim dal$iho znaceného nukleotidu a detekci, dokud neni urcena cela
sekvence DNA molekuly. Piekryvem sekvenci DNA molekul je poté sestavena celkova

puvodni sekvence.
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Obr. ¢. 14: Bioinformatickd analyza vysledki obdrzenych metodou NGS. (Pfevzato
z Buckingham, 2010)

Molekularni biologie a genetika jsou extrémné progresivni obory s neustalou snahou
o zdokonaleni jejich metod. Neni tedy divu, Ze se zacinaji objevovat a postupné uplatiovat
sekvena¢ni metody tieti generace, které dokazou zjistit nukleotidovou sekvenci z jediné
molekuly. Zda-li néktera ztéchto metod opanuje ,zitfek” sekvenovani je ve hvézdach,

budoucnost, ptinejmensim v oblasti sekvenacnich technologii, je vSak blize, nez se nam zda.
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4 CIiL PRACE

Teoreticka ¢ast

e Shromdzdéni bibliografickych informaci a vypracovéni literarniho pfehledu na téma

hlavni histokompatibilni komplex ¢loveka a bézné uzivané metody pro jeho typizaci.
Prakticka cast

e Popis strategie vySetfeni HLA genotypu
e Demonstrace typizace HLA genotypu s vyuzitim metod PCR-SSP a SBT
e Zpracovani vybranych zajimavych ptipadd HLA typizace (kazuistiky)
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Typizace lokusu HLA-A na urovni nizkého rozliSeni metodou PCR-SSP

Biologicky material: Roztok DNA ¢. 23326 (anonymni vzorek externi kontroly kvality)
ziskany z jadernych bunék periferni zilni krve vySetfovaného jedince a skladovany pfi teploté
-18°C (c =302 ng/pl).

Reagencie: Voda pro PCR, Taq DNA-polymeraza (Top-Bio, T032, ¢ = 5 U/ul) skladovana
pii teplot¢ -20°C =+ 5°C, Master mix (Olerup; kresol¢erven, glycerin, PCR pufr
a deoxynukleotid trifosfaty), komerc¢ni souprava pro HLA-A typizaci na nizkém rozliSeni
(Olerup, 78Y, 101.401-48u), pfipraveny ztuhly agarézovy gel s jamkami (2%, obarveny
ethidium bromidem), PCR marker relativni molekulové hmotnosti (Olerup), TBE pufr 5x.

Pristroje: Flowbox SKAN Basel-Allschwil (B48S), chladnic¢ka laboratorni (LIEBHERR,
LKPv 6523), mraznicka (Brandt, BFU112SW), mechanické pipety (0,1-2,5 ul; 1-10 pl;
2-20 pl; 10-100 pl; 20-200 pl; 100-1000 pl), automatickd pipeta, 12kanalova pipeta, ptirucni
minicentrifuga Mini-Labnet, centrifuga Heraeus Multifuge X1R, elektroforeticka vana Easy-
cast model #82, zdroj stejnosmérného napéti Enduro Labnet 300V (E0303), termocyklér
Biometra TProfessional Basic Gradient (BM-070-601), snimaci zatizeni Gel Logic 112.

Spotiebni material: Pipetovaci Spicky (2 — 1000 ul), rukavice nitrilové jednorazové,

mikrozkumavky (1,5 ml), lepiva folie, stérka, desti¢ka na mikrozkumavky, buni¢ina.
5.2 Typizace lokustt HLA-A na tirovni vysokého rozliSeni metodou SBT

Biologicky material: Roztok DNA ¢. 23326 (anonymni vzorek externi kontroly kvality)
ziskany z jadernych bunék periferni zilni krve vySetfovaného jedince a skladovany pfi teploté

-18°C (c = 302 ng/pul).

Reagencie: Voda pro PCR, komer¢ni souprava HLA-A AlleleSEQR CORE (GenDx,
1601410116), AmpliTaqg Gold DNA-polymeraza (ThermoFisher), pfipraveny ztuhly
agarozovy gel s jamkami (2%, obarveny ecthidium bromidem), ethanol absolutni (p. a.),
formamid deionizovany (Sigma, SLBN4928V), TBE pufr 5%, kresol¢erven (c = 12,5 mg/ml).

Pristroje: Flowbox SKAN Basel-Allschwil (B48S), chladni¢ka laboratorni (LIEBHERR,
LKPv 6523), chladnicka laboratorni (LIEBHERR, LKexv 3910-22A), mrazni¢ka (Brandt,
BFU112SW), mechanické pipety (0,1-2,5 pl; 1-10 pl; 2-20 pl; 10-100 pl; 20-200 pl;
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100-1000 pl), pfiru¢ni minicentrifuga Mini-Labnet, termocyklér Biometra TProfessional
Basic Gradient (BM-070-601), geneticky analyzator ABI3500 (ThermoFisher - Hitachi, 8ch),
titepacka VX100 (Labnet).

Spotiebni material: Pipetovaci Spicky (2 — 1000 pl), rukavice nitrilové jednorazoveé,
mikrozkumavky (1,5 ml, stripy 0,5 ml), buni¢ina, plastova ,,Falconova“ zkumavka (5 ml),

pryzové vicko.
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6

METODIKA

6.1 Typizace lokusu HLA-A na drovni nizkého rozli§eni metodou PCR-SSP

Typizace lokusu HLA-A byla provedena v souladu s pracovnim postupem soupravy pro

typizaci metodou PCR-SSP (Olerup) a standardizovanym pracovnim postupem (SOP-HLA-

AO01) za dozoru kvalifikovaného pracovnika.

Pracovni postup:

1.

Byla pfipravena reakéni smés pro provedeni 32 PCR amplifikaci smichanim 110,3 pl
Master mixu Olerup, 243 pl vody pro PCR a 5 pl Taq DNA-polymerazy v 1,5 ml
mikrozkumavce. Smés byla fadné promichana pomoci mechanické pipety.

Z takto pfipravené smeési byl odebran a nasledné napipetovan do 32. jamky kitu, ktera
slouzi jako negativni kontrola, objem 10 pl.

K zbylému objemu reakéni smési bylo napipetovano 2,08 pl vzorku DNA 23326
(c = 302 mg/ul). Vzorek byl opét promichdn pomoci pipety a nasledovné stoen na
stolni centrifuze.

Reakéni smés byla dale vyuzitim automatické pipety rozdélena po 10 pul
do zbyvajicich 31 jamek desticky obsahujicich specifické primery.

Jamky byly nasledovné prekryty lepivou folii s utésnénim stérkou.

Destic¢ka byla kratkodobé stocena v centrifuze (76 G, 20-30 sekund, 20 °C), umisténa

do termocykléru a inkubovana za pribehu teplotniho programu D1dynal (Tab. €. 1).

Pocet cyklll | Teplota (°C) délka trvani kroku (sekundy) Proces

1 94 120 Denaturace

10

94 10 Denaturace
65 60 Annealing/Extense

20 61 50 Annealing

94 10 Denaturace

72 30 Extense

1 4 trvale -

Tab. €. 1: Pribéh programu D1dynal (teplotni profil)

7.

Po dobéhnuti programu Dldynal byla desticka vyjmuta z termocykléru a folie byla
odstranéna.
Predem pfipraveny ztuhly agarézovy gel byl umistén do elektroforetické komory

a prevrstven 0,5x koncentrovanym TBE pufrem.
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9. Pomoci 12kanalové pipety byly pieneseny PCR smési z jamek desticky soupravy
do pripraveného agarézového gelu. V prvni fad¢ agar6zového gelu bylo rovnéz do
jamky vpravo od vzorkll napipetovano 5 pl PCR markeru relativni molekulové
hmotnosti.

10. Elektroforeticka aparatura byla pifipojena ke zdroji stejnosmérného napéti pii 130 V.
Elektromigrace byla zastavena po uplynuti 25 minut.

11. Agarézovy gel byl nasledovné vyjmut z elektroforetické vany, umistén do snimaciho
zatizeni. Produkt PCR reakce byl vizualizovan expozici UV zafeni.

12. Vysledky PCR reakci byly interpretovany s vyuzitim programu SCORE, verze
5.00.72.17 T.

6.2 Typizace lokusti HLA-A na drovni vysokého rozliSeni metodou SBT

Typizace lokusu HLA-A byla provedena v souladu s pracovnim postupem soupravy pro
typizaci metodou SBT (GenDx) a standardizovanym pracovnim postupem (SOP-HLA-A02)

za dozoru kvalifikovaného pracovnika.

Pracovni postup:

1. Plvodni vzorek DNA 23326 (¢ = 302 ng/ul) byl nafedén vodou pro PCR na
koncentraci 20 ng/ul. Smés byla dikladné promichana pomoci mechanické pipety.

2. Do prazdné mikrozkumavky (strip, 0,5 ml) bylo napipetovano 8 pl originalni
amplifika¢ni smési HLA-A AlleleSSEQR CORE a 0,3 pl AmpliTag Gold DNA-
polymerazy. K této smési byly pfidany 2 pl zfedéného vzorku DNA. Smés byla
dikladné promichana pomoci mechanické pipety.

3. Mikrozkumavka byla dale pevné uzaviena vickem a umisténa do termocykléru.

4. Smés byla nasledovné inkubovana v termocykléru pii programu ATRIA-PCR

(Tab. ¢. 2).
Pocet cykla | Teplota (°C) D¢élka trvani cyklu (sekundy) Proces
1 95 600 Denaturace
96 20 Denaturace
36 60 30 Annealing
72 180 Extense
1 4 trvale -

Tab. €. 2: Prabeh programu ATRIA-PCR (teplotni profil)
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Po skonceni amplifika¢ni reakce byla zkumavka vyjmuta z termocykléru a uchovéana
do dalsiho uziti v chladniéce pfi teploté 4 °C.

Ovéfeni amplifikace bylo provedeno elektroforézou 3 pl smési PCR produktu s 5 pl
nanaseciho pufru s kresolCerveni v agarézovém gelu pievrstveném 0,5x
koncentrovanym TBE pufrem.

Ke zbyvajicimu objemu PCR produktu byly ptidany 3 ul ,,PCR clean-up* roztoku
ze soupravy  AlleleSEQR  (obsahuje  alkalickou  fosfatdizu  k odstranéni
nespotiebovanych dNTPs a exonukleazu 1 k odstranéni nespotiebovanych primert).
Mikrozkumavka byla uzaviena.

Mikrozkumavka byla protfepana a kratkodobé centrifugovéana
(76 G, 20-30 sekund, 20 °C).

Mikrozkumavka byla dale vlozena a nésledné¢ inkubovdna v termocykléru

pii programu EXOSAP (Tab. ¢. 3).

Pocet cykll | Teplota (°C) délka trvani cyklu (minuty) Proces

1 37 30 Aktivace enzymu

1 80 15 Denaturace enzymu

1 4 trvale -

Tab. ¢.

10.

11.

12.
13.

3: Pribéh programu ExoSAP (teplotni profil)

Po dobéhnuti programu byla mikrozkumavka vyjmuta z termocykléru a piecistény
PCR produkt byl nafedén v poméru 1:1 vodou pro PCR.

Do pfipraveného mikrozkumavkového stripu bylo napipetovano po 8 ul kazdé
originalni sekvenacni smési ze soupravy AlleleSEQR CORE (ex2F, ex2R, ex3F,
ex3R, ex4F, ex4R). Ke kazdé ze sekvenacnich smési byly pfidany 2 pl pirecisténého
PCR produktu, strip byl uzavien pryZovym vickem.

Mikrozkumavkovy strip byl kratkodobé centrifugovan (76 G, 20-30 sekund, 20 °C).
Mikrozkumavkovy strip byl nasledné¢ umistén do termocykléru a inkubovéan

pti programu ATRIASE — sekvenacni reakce (Tab. €. 4).
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Pocet cykll | Teplota (°C) délka trvani cyklu (sekundy) Proces
96 20 Denaturace
25 50 30 Annealing
60 120 Extense
1 4 trvale

Tab. €. 4: Prab¢h programu ATRIASE (teplotni profil)

14. Mikrozkumavkovy strip obsahujici sekvenacni produkt byl vyjmut z termocykléru,

nasledovalo  precisténi  sekvenacniho  produktu  precipitaci  ethanolem.
Ke kazdému sekvena¢nimu produktu byly pfipipetovany 2 ul NAOAC/EDTA pufru

(soucast soupravy). Strip byl opét uzavien pryzovym vikem.

15. Strip byl dale centrifugovan pii 500 G po dobu 30 sekund za laboratorni teploty

(20 °C).

16. Mikrozkumavkovy strip byl nasledovné vyjmut z centrifugy a ke kazdému

17.

ze sekvenacnich produkti bylo napipetovano 25 pl absolutniho ethanolu.
Mikrozkumavkovy strip byl uzavien pryzovym vikem.
Cely mikrozkumavkovy strip byl kratkodobé vortexovan a nésledovné centrifugovan

pti 2000 G po dobu 30 minut za laboratorni teploty (20 °C).

18. Mikrozkumavkovy strip byl odzatkovan a piekryt buni¢inou. Nasledovné byl vloZen

19.

do centrifugy dnem vzhtru a centrifugovan pii 76 G po dobu 20 sekund pfti laboratorni
teploté (20 °C).

Absolutni ethanol byl nafedén na koncentraci 80 %.

20. Mikrozkumavkovy strip byl vyjmut z centrifugy. Ke kazdému ze sekvenac¢nich

21.

22.

produkti bylo pfiddano 50 pl 80% ethanolu. Mikrozkumavkovy strip byl uzavien
pryZovym vikem.

Mikrozkumavkovy strip byl déale centrifugovan pii 2000 G po dobu 5 minut
pfi laboratorni teploté (20 °C).

Mikrozkumavkovy strip byl opét odzatkovan, ptekryt buni¢inou a nésledovné vlozen
do centrifugy dnem vzhtru a centrifugovan pii 76 G po dobu 20 sekund pfi laboratorni

teploté (20 °C).

23. Ke kazdému ze sekvenacnich produktii bylo pfipipetovano 15 pl deionizovaného

formamidu.

24. Mikrozkumavkovy strip byl déle centrifugovan pti 500 G po dobu 30 sekund

pii laboratorni teploté (20 °C).
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25. Mikrozkumavkovy strip byl vlozen do termocykléru a inkubovan pii programu

DENAT (Tab. &. 5).

Pocet cykll

Teplota (°C)

délka trvani cyklu (sekundy)

Proces

1

95

120

Denaturace

Tab. €. 5: Pribéh programu DENAT (teplotni profil)

26. Po ochlazeni na 4°C byl mikrozkumavkovy strip vlozen do sekvenatoru ABI3500
k provedeni sekvena¢nich elektroforéz. Ziskané sekvence byly zpracovany pomoci
softwaru Assign SBT v471, pomoci kterého byl vyhodnocen HLA genotyp.
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7 VYSLEDKY

Demonstrace typizace HLA genotypu byla provedena na vzorku DNA ¢. 23326 0 zndimém
genotypu (vzorek externi kontroly kvality) izolované zjadernych bunék periferni krve
¢loveka. Podle pracovnich postupti k jednotlivym soupravam a v souladu se standardnimi
operaénimi postupy Ustavu imunologie ve Fakultni nemocnici Olomouc byly provedeny HLA
typizace na urovni nizkého rozliSeni metodou PCR-SSP a na urovni vysokého rozliSeni

pomoci automatického sekvenovani.

7.1 PCR-SSP

K interpretaci metody PCR-SSP slouzi obraz agar6zového gelu po ukonceni elektroforézy,
ktery obsahuje DNA fragmenty ziskané amplifikaci se specifickymi a kontrolnimi primery.
PCR produkty oznacené ethidium bromidem byly nasledné detekovany pomoci

transluminatoru s vestavenym snimacim zatizenim (Obr. ¢. 15).
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Obr. ¢. 15: Amplifikace vzorku DNA s vyuzitim specifickych a kontrolnich primerd. 1 az 31
— PCR produkty jednotlivych reakci, 32 — negativni kontrola, M — PCR marker relativni

molekulové hmotnosti.

51



Vizualizace PCR produktii odhalila 5 pozitivnich reakci, 23 negativnich reakci a 3 nevalidni
reakce. Negativni reakce bylo mozné indikovat podle pfitomnosti jediného kontrolniho PCR
produktu o velikosti 800 ¢i 1070 bp. K amplifikaci pomoci specifickych i kontrolnich primert
indikujicich pozitivni reakci doslo u smési primera 3, 13, 18, 25 a 27. S vyuzitim tabulky

specificity pfilozené k HLA-A typizacni soupravé bylo mozné zjistit, pro které alely jsou

primery obsazené ve smésich primert specifické (Tab. €. 6).

Smés
primer(

HLA-A sérologie

Amplifikované HLA-A alely

A3, A32/A3, A36

*03:01:01:01-03:01:29, 03:01:31-03:01:34, 03:01:36-03:01:47,
03:01:51-03:04:03, 03:06- 03:09, 03:11N-03:17:02, 03:19-03:39,
03:41, 03:43-03:74, 03:76-03:94, 03:96-03:97, 03:99- 03:104, 03:106-
03:121, 03:123:01-03:134, 03:136-03:166, 03:168N-03:176, 03:178N-
03:186, 03:188-03:203, 03:205-03:207, 03:209-03:214, 03:216-
03:219, 03:221, 11:130, 30:89, 32:04, 36:02

13

Al, A2, A3, A10,
A25, A26, A34,
A43, A66

*01:01:56w, 01:13, 02:34-02:35:03, 02:56:01- 02:56:02, 02:62,
02:103, 02:135, 03:01:01:01- 03:01:22, 03:01:24-03:07, 03:09-
03:11N, 03:13- 03:31, 03:33-03:35, 03:37-03:40, 03:42-03:56, 03:58,
03:60-03:71, 03:73-03:87, 03:90-03:106, 03:109-03:110, 03:112-
03:141, 03:143-03:151, 03:153-03:171, 03:174-03:175, 03:177,
03:179- 03:197N, 03:200Q-03:202, 03:204, 03:206- 03:210, 03:212-
03:218, 03:221, 11:199:01, 25:01:01-25:01:08, 25:02-25:05, 25:07-
25:31, 26:01:01:01-26:01:20, 26:01:22-26:01:38, 26:02:01w-
26:02:02w, 26:03:01, 26:05-26:08, 26:10-26:28, 26:29w, 26:30-26:33,
26:35-26:43:02, 26:45-26:48, 26:49w, 26:50-26:72, 26:74-26:77,
26:79-26:90, 26:92-26:111, 30:55, 34:08, 43:01, 66:01:01, 66:01:03,
66:04-66:09, 66:10w, 66:11- 66:15, 66:17-66:20, 66:22, 68:71, 74:13

18

A32, A33, A6S,
A74

*02:243:01-02:243:02, 29:48, 32:15, 33:01:01- 33:01:07, 33:03:01-
33:37, 33:39-33:52, 33:54- 33:97, 68:29, 74:04, 74:21

25

Al, A29, A30,
A31, A32, A33,
A74

*29:01:01:01-29:29, 29:31-29:78N, 30:01:01- 30:01:07, 30:01:09-
30:04:02, 30:06-30:11:02, 30:13-30:17, 30:19-30:20, 30:22-30:30,
30:32- 30:40, 30:42-30:54, 30:56-30:59N, 30:61-30:94, 31:01:02:01-
31:08, 31:10-31:27, 31:29-31:94, 32:01:01-32:03, 32:05-32:23, 32:25-
32:48N, 32:50-32:72, 33:01:01-33:01:07, 33:03:01-33:37, 33:39-
33:97, 74:01-74:24

27

Al, A3, Al1,
A30, A31, A32,
A34

*01:12, 01:19, 01:21, 01:126, 02:156, 02:338, 03:01:01:01-03:01:05,
03:01:07-03:01:13, 03:01:15-03:01:46, 30:09, 30:17, 30:29, 30:46,
30:77, 30:89-30:90, 31:03-31:04, 32:04, 33:49, 34:02:01-34:04, 34:07-
34:10N, 68:103:01-68:103:02, 74:2303:01:48, 03:01:50-03:01:51,
03:01:53-03:17:02, 03:19-03:49, 03:51-03:53, 03:55-03:63, 03:65,
03:67-03:74, 03:76-03:94, 03:96-03:126, 03:128-03:134, 03:136-
03:139, 03:141-03:152, 03:154-03:164, 03:166-03:176, 03:178N-
03:186, 03:188-03:199, 03:201-03:203, 03:205-03:214, 03:216-
03:219, 03:221, 11:03, 11:20, 11:25, 11:31, 11:35, 11:60, 11:158,
11:175, 11:183, 11:209, 24:92, 30:04:01-30:04:02, 30:06,

Tab. ¢. 6: Tabulka specificity pozitivnich reakci HLA-A typizace metodou PCR-SSP

Informace o pozitivni amplifikaci v typiza¢nich reakénich smésich 3, 13, 18, 25 a 27 spole¢né
s informaci o negativité reakci 1, 2,4, 7, 8,9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
26, 29, 30 a 31 byly zpracovany pomoci softwaru SCORE 5.00.72.17 T. Reakce 5, 6 a 28 se
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po vizualizaci nejevily piijatelné vyrazné, pii vyhodnoceni se tedy povazovaly za nevalidni
(nejsou vyuzity pro interpretaci vysledku, uvazujeme pozitivni i negativni vysledek reakce).
Softwarovou analyzou byl uréen genotyp vzorku 23326 pro gen HLA-A na urovni nizkého
rozliSeni jako HLA-A*03,*33. Nevalidni reakce nebyly vtomto piipad¢ pro vysledek
nezbytné. Reakce €. 32 (negativni kontrola) ztstala bez detekovatelného PCR produktu, coz

potvrzuje validitu vysledk.
7.2 Automatické sekvenovani

Vystupem metody SBT je Sestice zaznamu z kapilarnich elektroforéz sekvenacnich produkti,
vzdy po dvou (dopfedna a zpétna sekvence) pro kazdy ze tii testovanych exont HLA-A genu
(exony 2-4). Tyto zaznamy (elektroferogramy) byly analyzovany pomoci programu Assign
SBT v471, ktery dovolil pfevedeni signalli fluorescencnich znacek dideoxynukleotidli
navazanych na 3° koncich jednotlivych sekvenaénich fragmentti na nukleotidovou sekvenci.
Pro zvySeni pfesnosti sekvenace byly provedeny dv€ sekvenacni reakce a elektroforézy
pro kazdy exon (doptedna sekvence zjednoho DNA vldkna a zpétna sekvence

z komplementarniho vldkna), které jsou pfi interpretaci kompilovany.
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Obr. €. 16: Interface programu Assign v471. A — zalozka sekvenovani, B — schéma kodujici
oblasti analyzovaného genu (exony 2-3), C — ¢islo vzorku a nazev genu, D — zaznam
fluorescen¢nich signalti (barevné kodovani — A-zelené, T-Cervené, C-modie, G-Cern¢),
E — detail zvolené pozice v genu, F — mozné kombinace alel genu na zakladé vyhodnoceni

sekvence.
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Po kontrole vystupu sekvenacni elektroforézy testovaného vzorku ¢. 23326 byla zjiSténa

nasledujici sekvence nukleotidi:

GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCWYCACATCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCGGGGAGLCCLCLCGL
TTCATCGCCGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCCGCGAG
CCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGGCCGGAGTATTGGGACCRGR
ASACACGGAATGTGAAGGCCCASTCACAGAYTGACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGL
TACTACAACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCATCCAGATRATGTATGGCTGCGACGTGGG
GTCGGACGGGCGCTTCCTCCGCGGGTACCRGCAGGACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCG
CCYTGAACGAGGACCTGCGCTCTTGGACCGCGGCGGACATGGCGGCTCAGATCACCMAGCGC
AAGTGGGAGGCGGCCCRTGWGGCGGAGCAGTTGAGAGCCTACCTGGAKGGCACGTGCGTGGA
GTGGCTCCGCAGAYACCTGGAGAACGGGAAGGAGACGCTGCAGCGCACGGACCCCCCCARGA
CRCATATGACYCACCACSCYRTCTCTGACCATGAGGCCACCCTGAGGTGCTGGGCCCTGRGC
TTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGACCAGACCCAGGACAC
GGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTGCAGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCGKCTGTGGTGG
TGCCTTCTGGASAGGAGCAGAGATACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTCTSCCCAAGCCC
CTCACCCTGAGATGGG

Jedna se o kombinovanou nukleotidovou sekvenci druhého, tfetiho a ¢tvrtého exonu genu
HLA-A z obou chromozomut vySetfovaného jedince. Pismena A, T, C a G koresponduji
s odpovidajicimi bazemi — adeninem, thyminem, cytosinem a guaninem. Pokud se baze
na urCité pozici mezi sekvencemi z obou chromozomu lisi (heterozygotni pozice), jsou

oznaceny pismeny R (G+A), Y (T+C),K(G+T),M(A+C),S(C+G)neboW (A+T).

Porovnanim této sekvence s referen¢ni databazi HLA alel IMGT/A 3.23.0.1 (19. 1. 2016)
bylo zjisténo, ze se s nejveétsi pravdépodobnosti jednd o kombinaci alel HLA-A*03:01:01
a HLA-A*33:01:01. Alternativné se mize jednat o kombinaci nékterych ze vzacnéjsich HLA
alel HLA-A*03:01:16, 33:01:05; *03:22:01, 33:34; *03:104, 33:03:01; *03:104, 33:03:23;
*03:104, 33:73N nebo *03:215, 33:49 (Obr. ¢. 16). Pravdépodobnost, Ze se jedna o jednu
z téchto vzacnych kombinaci alel, je sice velice mala, ovSem i tyto vzacné moznosti musi byt
vylouceny dopliikovym vySetfenim (napt. subtypizace alel A*03 nebo A*33 metodou PCR-
SSP). Vysledek HLA-A typizace na urovni vysokého rozliseni (HLA-A*03:01,*33:01) je
zcela vsouladu s dfive uvedenym vysledkem typizace téhoz vzorku na trovni nizkého

rozliseni (HLA-A*03,*33).
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8 DISKUZE

Prvnim z cila praktické Casti bakalafské prace bylo urCeni genotypu pro gen HLA-A
anonymizovaného vzorku lidské DNA ¢. 23326 na Grovni nizkého a vysokého rozliseni
vyuzitim standardnich typiza¢nich metod. Pfi porovnani vysledkd ziskanych z uzitych
typizacnich metod lze snadno konstatovat, ze metoda PCR-SSP poskytuje vyrazné¢ méné
informaci o genotypu vysetfovaného jedince. Tento fakt je jest€¢ zdiraznén tim, ze s kazdou
nevalidni reakci se mize dale snizit rozliSeni metody — v nasem piipad¢ byly takové reakce
tii. RozliSeni metody PCR-SSP lIze vSak podstatné zvysit provedenim tzv. ,,subtypizace®
alelickych skupin zjisténych na trovni nizkého rozliseni (zde A*03 a A*33), kdy je tieba uzit
sadu specidlnich primeri. Tento ptistup bude také sdilet nevyhody typizace na urovni nizkého
rozliSeni (klesajici rozliSeni s kazdou nevalidni reakci). Velkou vyhodou tohoto pfistupu je
ovSem jeho velice jednoduché provedeni a mala ¢asova naroc¢nost. Ve vétSing piipadi neni
mozné ani pomoci PCR-SSP subtypizace dosahnout Vv soucasné dobé urovné vysokého

rozliSeni, cozZ je dano enormné rychlym riistem zndmého polymorfismu HLA systému.

Typizace s vyuzitim automatického sekvenovani dokazala pocet moznych genotypit HLA-A
genu zredukovat na 12 moznych kombinaci alel, z nichz vétSina koduje identicky HLA-A
protein (varianty kombinace b&znych alel HLA-A*03:01 a HLA-A*33:01). V porovnani
s metodou PCR-SSP je rozliSeni vyrazné vyssi, pfesto polymorfismy v oblastech intront
vétSinou nedovoluji jednoznaéné urceni kombinace alel vySetfovaného jedince. Tyto
polymorfismy vSak ve vétsiné piipadd nemaji klinicky vyznam, S vyjimkou nulovych alel,
které se museji pfed vydanim vysledku vyloucit. Metoda se rovnéZ vyznacuje vySsi casovou

naroc¢nosti a je Citlivéjsi na piesnost provedeni.

V celkové strategii vySetfeni genotypu HLA genii na urovni vysokého rozliseni HLA
laboratoi Ustavu imunologie ve Fakultni nemocnici Olomouc viak uziva oba tyto piistupy
v kombinaci. Jako prvni je pouzita technika SBT s vyuzitim typizacnich souprav napf.
od firmy GenDx ¢i Innotrain pro lokusy HLA-A, B, C, DRBI1, DQBI1. Vysledek je
vyhodnocen a podle jeho charakteru se postupuje nasledovné: Pokud je vysledek z SBT
typizace pro konkrétni lokus jednoznacny a odpovida definici vysokého rozliSeni podle
standardt EFI (nejsou obsazeny nesynonymni nejednoznacnosti z exonli 2 a 3 pro lokusy
HLA-A/B/C, nejednoznacnosti z exonu 2 pro lokusy HLA-DRB1/DQBI1 a nejednoznacénosti
s nulovou alelou), ktery zahrnuje dvé alely, 1ze ho uvolnit. V piipadé, Zze vysledek SBT na

konkrétnim lokusu odpovida jedné alele (nebo kombinaci alel identickych ve vySetfované
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oblasti), je provedeno potvrzeni metodou PCR-SSP a tim i vylouceni nerozpoznani druhé
alely pti SBT. Pokud obsahuje vysledek SBT vice moznosti (nejednoznacnosti), jsou
provedena dodatecna vysetfeni technikou PCR-SSP pro vybrané alelické skupiny na tGrovni
vysokého rozliSeni. Findlnim vysledkem je prunik vysledkt moznych kombinaci z technik

PCR-SSP a SBT, pti ¢emz vylouceni kazdé kombinace musi byt jednoznacné.

Vybér dodatecnych vySetfeni je provadén tak, aby vysledkem byla jedind kombinace alel
na trovni vysokého rozliSeni nebo ptipadné nejednoznacnosti byly obsazeny mimo oblasti
exonu 2 a 3 pro HLA-A/B/C a exonu 2 pro HLA-DRB1/DQBI1 a aby neovliviiovaly expresi
genu (nulové alely). Pokud vysledky techniky SBT nedosahuji dostate¢né urovné, ¢i jsou
zcela nepouzitelné, lze uzit alternativné techniku PCR-SSP na urovni nizkého rozliSeni
nasledovanou subtypizaci za uziti téZe techniky. VSechny nejednoznacnosti ve vysledku HLA
typizace, které mohou podminovat rozdil ve struktufe nebo expresi HLA proteinu, jsou
vydavany indikujicimu 1ékafi, alternativné je na jejich existenci upozornéno ve vysledkovém

protokolu.
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9 KAZUISTIKA
9.1 Somaticka mutace HLA-B genu

Pacient ve véku 57 let, trpici akutni myeloidni leukémii, byl indikovan k HLA typizaci
pro hledani vhodného dérce krvetvornych kmenovych bunék. Jediny dostupny piibuzny byl
jeho bratr. Pfedbézna typizace na Girovni nizkého rozliSeni tohoto pacienta i jeho bratra byla
provedena Vv externi laboratoii a poukazovala na 100% shodu HLA znakli mezi témito
sourozenci na urovni nizkého rozliSeni. Problém nastal pfi typizaci pacienta a jeho bratra
s vyuzitim sérologickych metod, specificky u genu HLA-B. Zatimco vysledek typizace
pacientova bratra odpovidal typizaci z externi laboratofe HLA-B8, 35, pacient samotny se
jevil jako homozygot pro antigen HLA-B35. Absence znaku HLA-B8 v sérotypu pacienta
byla objasnéna provedenim typizace na urovni vysokého rozliSeni s vyuZitim metody SBT,
kde byla zjisténa abnormalita ve 4. exonu genu HLA-B. Touto anomalii byla inzerce dvou
nukleotidii, coz vedlo k posunuti ¢teciho ramce, vzniku stop kodonu a ztraté exprese znaku.
Vysvétleni této zvlastni situace bylo ziskano provedenim dodatecné typizace na Urovni
vysokého rozliSeni metodou SBT, tentokrat byl ov§em analyzovan vzorek DNA pochazejici
Z bukalni sliznice pacienta. V tomto piipad¢ byl vystupem vysetieni genotyp HLA-B*08:01,

*35:02 bez jakéhokoliv ndznaku mutace, kterd byla pfitomna v bunikach krevniho vzorku.

V tomto piipadé bylo zifejmé, Ze inzerni mutace genu HLA-B byla zastoupena vyluéné
v krevnim vzorku S pfevahou nadorovych bunék a ve zdravé tkani se nevyskytovala.
S nejvyssi pravdépodobnosti se jednalo o somatickou mutaci v nadorovych burkach, ktera
pfinesla témto buikam selekéni vyhodu ztratou exprese HLA antigenu B8. Takovéto mutace
vV nadorovych builkkdch mohou ovliviiovat rutinni HLA typizaci a musi se brat v Givahu,
pfedevSim pak u pacienti trpicich hematologickymi malignitami. Riziko typizacni chyby
v disledku somatickych mutaci vSak lze omezit provadénim rodinnych studii, zjiSt€énim
informaci o parametrech vzorku, HLA typizaci z alternativniho biologického materidlu nebo

strategii verifikacni typizace.
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9.2 Detekce vzacné alely bez exprese HLA-B*51:11N

V druhém piipadé¢ Slo o 29letého pacienta hospitalizovaného opét s akutni myeloidni
leukémii, jehoz jedinym dostupnym piibuznym byla jeho matka. Prvni byla provedena
predbézna analyza na Grovni nizkého rozliSeni s vyuzitim sérologickych metod. Vysledek byl
ponékud piekvapivy — v genu HLA-B se jevil syn jako homozygotni pro antigen HLA-B7,
ovSem matka se jevila jako homozygotni pro HLA-B13. Pokud by se u obou testovanych
jedincu tato HLA vybava potvrdila (rozdilny homozygotni status pro dany gen), znamenalo
by to, ze se nejedna o matku a dité. Situace se vysvétlila provedenim HLA typizace na irovni
vysokého rozliseni metodou SBT u pacienta a jeho matky (u matky byla provedena pouze
analyza genu HLA-B). Takto byl uréen genotyp pacienta pro sporny gen jako
HLA-B*07:02,*51:11N a genotyp matky pro tentyz gen HLA-B*13, 51:11N. Pfitomnost
vzacné nulové alely HLA-B*51:11N bylo potvrzena subtypizaci metodou PCR-SSP.

Tento vysledek vysvétluje zajimavou situaci vzniklou pii sérologické typizaci — syn zdédil od
matky vzacnou nulovou alelu HLA-B*51:11N, ktera se neprojevuje expresi HLA-B51 znaku
Vv sérotypu (nelze ji sérologicky detekovat), a od otce alelu HLA-B*07:02. V tomto pfipadé
tedy neni alela HLA-B*51:11N produktem somatické mutace. Zajimavosti je i to, ze se tato
alela vyskytuje velice vzacné a K jejimu prvnimu pozorovani doslo pted 15 lety ve stejné

typizaéni laboratoii (Ustav imunologie FN Olomouc).
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10ZAVER

V teoretické Casti této prace jsem popsal strukturu, fyziologii a zplisob prezentace antigenti
MHC molekul 1. a II. tfidy. Dale jsem se vénoval kli¢ovym charakteristikiam MHC systému,
které podminuji jeho nepostradatelné uplatnéni pifi reakci proti riznorodym nebezpeénym
molekulam a organismiim, jeho vyznam v medicinskych disciplinach a komplexni systém
nomenklatury. Rovnéz jsem piiblizil principy bézné uzivanych metod typizace MHC genti se

zamé&fenim na molekularné genetické techniky.

V experimentalni Casti prace jsem provedl typizaci zvoleného genu MHC 1. tfidy HLA-A
metodami PCR-SSP a automatickym sekvenovanim. Vyuzitim obou metod jsem dosel
k zavéru, ze genotyp testovaného vzorku 23326 je HLA-A*03:01:01, *33:01:01. Dale jsem
rozvedl vyuziti obou metod pro strategii vySetifeni genotypu HLA genl na trovni vysokého
rozliSeni. V posledni ¢asti jsem popsal dva zajimavé ptiklady nestandardnich vysledkd HLA
typizace pacienti indikovanych k vyhleddavani darce pro transplantaci krvetvornych

kmenovych bunék.
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SEZNAM UZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

APC antigen prezentujici buiika

Bom mikroglobulin 3,

CD1 cluster of differentiation 1

CD4 cluster of differentiation 4

CD8 cluster of differentiation 8

CLIP class Il associated invariant chain peptide
dNTPs deoxyribonukleosidtrifosfaty

ddNTPs dideoxyribonukleosidtrifosfaty

EFI European Federation for Immunogenetics
GVL graft versus leukemia

GVHD graft versus host disease

HLA human leukocyte antigens

li invariabilni fetézec

INF interferon

KIR killer immunoglobulin-like receptors

LMP2 podjednotka proteazomu

LMP7 podjednotka proteazomu

MHC major histocompatibility complex

MICA MHC class | polypeptide-related sequence A

MICB MHC class | polypeptide-related sequence B

MiHA minor histocompatibility antigens

MIIC MHC class Il compartment

NGS new (next) generation sequencing

NK natural Killer

PCR polymerase chain reaction

PCR-SSP polymerase chain reaction with sequence specific primers
PCR-SSOP polymerase chain reaction with sequence specific oligoprobes
SBT sequencing based typing

TAP transporters associated with antigen processing

TNF tumor necrosis factor

WHO World Health Organization



11 LITERATURA

Arber W., Linn S.: DNA Maodification and Restriction. Annual review of biochemistry.
1969. 38: 467-500.

Buckingham S. D.: Bench philosophy: Next generation sequencing software. Labtimes
[online]. 01/2010.

Casamitjana N., Faner R., Santamaria A., Colobran R., Ribera A., Pujol-Borrell R.,
Juan M., Palou E.: Development of a new HLA-DRB real-time PCR typing method.
Human Immunology. 2005. 66(1): 85-91.

Cresswell P., Ackerman A. L., Giodini A., Peaper D. R., Wearsch P. A.: Mechanism of
MHC class I-restricted antigen processing and cross-presentation. Immunological
Reviews. 2005. 207(1): 145-157.

Dellabona P., Peccoud J., Kappler J., Marrack P., Benoist C., Mathis D.: Superantigens
interact with MHC class 1l molecules outside of the antigen groove. Cell. 1990.
62(6): 1115-1121.

Doherty P. C., Zinkernagel R. M.: Enhanced immunological surveillance in mice
heterozygous at the H-2 gene complex. Nature. 1975. 256: 50-52.

Driscoll J., Brown. M. G., Finley D., Monaco J.J.: MHC-linked LMP gene products
specifically alter peptidase activities of the proteasome. Nature. 1993. 365: 262-264.

EMBL-EBI [online]. Wellcome Genome Campus, Hinxton, Cambridgeshire. 1998. [cit. 10.
3. 2017]. Dostupné z: http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats.html

European Federation for Immunogenetics: Standards for histocompatibility &

immunogenetics testing. 2015. Verze 6.3.

Fremont D. H., Matsumura M., Stura E. A., Peterson P. A. Wilson I. A.: Crystal
structures of two viral peptides in complex with murine MHC class | H-2Kb. Science.
1992. 257: 919-27.

Hofrejsi V., Barttiikova J., Brdlicka T., SpiEek R.: Zaklady imunologie. TRITON, Praha
2013. 5. vydani ISBN 978-80-7387-713-2.

62



Imanishi J.: Interferon-alpha, beta, gamma. Gan To Kagaku Ryoho. 1994. 21(16): 2853-
2858.

IMGT®, the international InMunoGeneTics information system® [online]. 1995-2017.
[cit. 12. 4. 2017]. Dostupné z
http://www.imgt.org/IMGTrepertoireMHC/LocusGenes/exon-
intron/human/MHC/Hu_superfamily.html

Itoh Y., Mizuki N., Shimada T., Azuma F., Itakura M., Kashiwase K., Kikkawa E.,
Kulski J. K., Satake M., Inoko H.: High-throughput DNA typing of HLA-A, -B, -C,
and -DRB1 loci by PCR-SSOP-Luminex method in the Japanese population.
Immunogenetics. 2005. 57(10): 717-729.

Janeway C. A. Jr, Travers P., Walport M., Shlomchik M. J.: Immunobiology: The
Immune Systém in Health and Disease. Garland Science. 2001. 5. vydani ISBN-10: 0-
8153-3642-X.

Jindra P.: Prakticky pohled na vyznam HLA shody pro transplantaci krvetvornych bun¢k od
dospélych neptibuznych jedinct. Transfuze a hematologie dnes. 2013. 19: 70-75.

Klein J., O’Huigin C.: MHC polymorphism and parasites. Philos Trans R Soc Lond B Biol
Sci. 1994. 346(1317): 351-357.

Kropshofer H., Himmerling G. J., Vogt A. B.: The impact of the non-classical MHC
proteins HLA-DM and HLA-DO on loading of MHC class Il molecules.
Immunological Reviews. 1999. 172(1): 267-278.

Larhammar D., Hyldig-Nielsen J. J., Servenius B., Andersson G., Rask L., Peterson P.
A.: Exon-intron organization and complete nucleotide sequence of a human major
histocompatibility antigen DCP gene. PNAS. 1983. 80: 7313-7317.

Lee S. J,, Klein J., Haagenson M., Baxter-Lowe L. A., Confer D., Eapen M., Fernandez-
Vina M., Flomenberg N., Horowitz M., Hurley C. K., Noreen H., Oudshoorn M.,
Petersdorf E., Setterholm M., Spellman S., Weisdorf D., Williams T. M., Anasetti
C.: High-resolution donor-recipient HLA matching contributes to the success of
unrelated donor marrow transplantation. Blood. 2007. 110: 4576-4583.

63



Malissen M., Malissen B., Jordan B. R.: Exon/intron organization and complete nucleotide
sequence of an HLA gene. PNAS. 1982. 79(3): 893-897.

Mamedov A. E., Ponomarenko N. A., Belogurov A. A. Jr, Gabibov A. G.: Heterodimer
HLA-DM Fused with Constant Fragment of the Heavy Chain of the Human
Immunoglobulin Accelerates Influenza Hemagglutinin HA306-318 Loading to HLA-
DRL1. Bull Exp Biol Med. 2016. 161(1): 92-95.

Marsh S. G. E., Albert E. D., Bodmer W. F., Bontrop R. E., Dupont B., Erlich H. A.,
Fernandez-Viina M., Geraghty D. E., Holdsworth R., Hurley C. K, Lau. M., Lee
K. W., Mach B., Maiers M., Mayr W. R., Miiller C. R., Parham P., Petersdorf E.
W., Sasazuki T., Strominger J. L., Svejgaard A., Terasaki P. I., Tiercy J. M.,
Trowsdale J.: Nomenclature for factors of the HLA systém. Tissue Antigens. 2010.
75: 291-296.

McCluskey J., Rossjohn J., Purcell A. W.: TAP genes and immunity. Curr Opin Immunol.
2004. 16(5): 651-659.

Mehra N. K., Kaur G.: Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region. Expert
Reviews in Molecular medicine. 2003. Volume 5.

Moretta L., Moretta A.: Killer immunoglobulin-like receptors. Curr Opin Immunol. 2004.
16(5): 626-633.

Morrison L. A., Lukacher A. E., Braciale V. L., Fan D. P., Braciale T. J.: Differences in
antigen presentation to MHC class I- and class Il- restricted influenza virus-specific
cytolytic T lymphocyte clones. JEM. 1986. 163: 903-921.

Mullis K., Faloona F., Scharf S., Saiki R., Horn G., Erlich H.: Apecific Enzymatic
Amplification of DNA In Vitro: The Polymerase Chain Reaction. Cold Spring Harb
Symp Quant Biol. 1986. 51: 263-273.

Murphy K. M.: Janeway’s Immunobiology. Garland Science, 2012. 8. Vydani. ISBN 978-
0815342434.

Neefjes J., Jongsma M. L. M., Paul P., Bakke O.: Towards a systems understanding of
HMC class | and MHC class Il antigen presentation. Nature Reviews Immunology.
2011. 11: 823-836.

64



Neefjes J., Ovaa H.: A peptide’s perspective on antigen presentation to the immune systém.
Nature Chemical Biology. 2013. 9: 769-775.

Olerup O., Zetterquist H.: HLA-DR typing by PCR amplification with sequence-specific
primers (PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinical
practise including donor-recipient matching in cadaveric transplantation. HLA
Immune Response Genetics. 1992. 39(5): 225-235.

Rudensky A. Y., Preston-Hurlburt P., Hong S., Barlow A., Janeway C. A. Jr.: Sequence
analysis of peptides bound to MHC class Il molecules. Nature. 1991. 353: 622-7.

Sanger F., Nicklen S. a Coulson A. R.: DNA sequencing with chain terminating inhibitors.
PNAS. 1977. 74: 5463-5467.

Smith L. M., Sanders J. Z., Kaiser R. J., Hughes P., Dodd C., Connell C. R., Heiner C.,
Kent S. B., Kent S. B., Hood L. E.: Fluorescence detection in automated DNA
sequence analysis. Nature. 1986. 321: 674-679.

Snell G. D: Methods for the study of histocompatibility genes. J. Genet. 1948. 49: 87-108.

Stites D. P., Terr A. |.: Zakladni a klinicka imunologie. Victoria Publishing, 1994. ISBN 80-
85605-37-6.

Van der Linden S. M., Valkenburg H. A., de Jongh B. M., Cats A.: The risk of developing
ankylosing spondylitis in HLA-B27 positive individuals. A comparison of relatives of
spondylitis patients with the general population. Arthritis and Rheumatism. 1984.
27(3): 241-249.

Takahata N.: MHC diversity and selection. Immunological Reviews. 1995. 143: 225-247.

Yewdell J. W., Neefjes E. R., Neefjes J.: Making sense of mass destruction: quantitating

MHC class | antigen presentation. Nature Reviews Immunology. 2003. 3: 952-961.
Zinkernagel R. M.: The discovery of MHC restriction. Immunology today. 1997. 18: 14-17.

Zinkernagel R. M., Doherty P. C.: H-2 compatability requirement for T-cell-mediated lysis
of target cells infected with lymphocytic choriomeningitis virus. Different cytotoxic T-
cell specificities are associated with structures coded for H-2K or H-2D. JEM. 1975.
141(6): 1427-1436.

65



