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Genetické vySetieni HLA alel asociovanych k celiakii

Abstrakt

Celiakie je autoimunitni onemocnéni, které je charakterizovano intoleranci gliadinu tvofici
cast lepku. Jeho nesnaSenlivost vede k chronické zanétlivé odpovédi ve sliznici tenkého stieva
s naslednou malabsorpci vyznacujici se chronickym prijmem, tukovitou stolici a
neprospivanim. Celiakie je multifaktorialni onemocnéni, podili se na ném faktory vnéjsiho
prosttedi a genetické. Genetickd predispozice je diana HLA alelami HLA-DQ2
(DQA1*05/DQB1*02) nebo DQ8(DQA1*0301/DQB1*0302) nebo HLA-DRB1*04. Toto
onemocnéni ma fadu nespecifickych klinickych ptiznaki, proto vétSina pacientll neni viibec
diagnostikovana. Odhadovany pocet nemocnych je az 50 000, avSak skute¢nymi pacienty je

pouze 15 % z nich.

Cilem teoretické c¢asti bakalaiské prace bylo shrnout poznatky o celiakii a molekularné
genetickych metodach zalozenych na PCR, které se vyuzivaji pifi diagnostice predispozic
k celiakii. V teoretické ¢asti o celiakii se zabyvam hlavné popisem, formami, diagnostikou,
patogenezi a nemocemi asociovanymi s celiakii. Dale jsem se zabyvala popisem a
nomenklaturou HLA systému a jeho asociaci s chorobami. V zavéru teoretické ¢asti jsem se

vénovala molekularné genetickym metodam zalozenych na PCR (PCR-SSP a RT-PCR).

Praktickou ¢ast bakalaiské prace jsem provadéla v genetické laboratofi na Zdravotné socialni
fakulté, Zemé&délské fakulté a v GENLABS, s.r.0. v Ceskych Budg&jovicich. Zabyvala jsem se
HLA typizaci alel asociovanych s celiakii. VySetfeni jsem provadéla metodami PCR-SSP
pomoci kitu HISTO TYPE Celiac Disease od firmy BAG Health Care a RT-PCR pomoci kitu
EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS8, DRB4). Cilem prace bylo osvojit si spravnou laboratorni
praxi Vv genetické laboratofi. Dale zavést a zoptimalizovat komeréné dodavany kit pro
vySetieni HLA alel asociovanych s celiakii na principu PCR-SSP. Vysetfit jiz vySetfené

pacienty metodou RT-PCR. Porovnat ob¢é metody z hlediska shody a naro¢nosti.
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Molecular genetic testing for celiac disease-associated HLA alleles

Abstract

Celiac disease is an autoimmune disease, which is characterised by intolerance of gliadin
creating a part of gluten. Its intolerance leads to a chronic inflammatory response in the
mucous membrane of small intestine, followed by malabsorption characterized by chronic
diarrhoea, greasy stool and failure to thrive. Celiac disease is a multifactorial disease, caused
by external environment factors and genetic factors. Genetic predisposition is given by HLA
alleles HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) or DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) or HLA-
DRB1*04. This disease has got a set of unspecified clinical symptoms, that is why most of the
patients are not diagnosed at all. Estimated count of the ill people is up to 50 000, however

real patients are only 15 % of them.

The aim of the theoretical part of the bachelor thesis was to sum up the findings about the
celiac disease and molecular genetic methods based on PCR. In the theoretical part about the
celiac disease, | deal mainly with the description, types, diagnostics, pathogenesis and also
with the diseases associated with celiac disease. Moreover, | dealt with the description and the
nomenclature of HLA system and its association with the diseases. In the end of the
theoretical part, | dealt with molecular genetic methods based on PCR (PCR-SSP and RT-
PCR).

| carried out the practical part of the thesis in a genetic laboratory at the Faculty of Health and
Social Sciences, at the Faculty of Agriculture and at GENLABS, s.r.o. in Budweis. | dealt
with the HLA typisation of alleles associated with the celiac disease. | did the examination by
means of two methods - PCR-SSP method with the help of HISTO TYPE Celiac Disease kit
and RT-PCR method with the help of EliGene® Coeliac RT kit (DQ2, DQ8, DRB4). The aim
of the work was to embrace correct laboratory practice in a genetic laboratory. Then also set
and optimize a commercially sold kit for an examination of HLA alleles associated with the
celiac disease on the PCR-SSP principle. Examine the already examined patients by means of

RT-PCR method. Compare both methods on the terms of accordance and difficulty.

Keywords
Celiac  disease; HLA-DQ2; HLA-DQ8; HLA typing; PCR-SSP; RT-PCR
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Uvod

Téma bakalafské prace jsem si zvolila zejména proto, Ze je velice aktudlni. Celiakie je

v Ceské republice nedostateéné diagnostikovana, vét§inou az po dlouhém trvani nemoci.
Odhadovana prevalence je 1:200-1:250, tj. 40 000-50 000 nemocnych, avSak skute¢nymi
pacienty je jen 15 % z celkového poc¢tu. Ukazuje se, Ze u osob s celiakii, ktefi nejsou

diagnostikovani, maji ¢tyfnasobn¢ vEtsi timrtnost (Kohout a Pavlickova, 2010).

Celiakie je definovana jako chronicka autoimunitni enteropatie, ktera je zptisobena
precitlivélosti organismu na lepek u geneticky predisponovanych jedinct. Imunitni reakci
dochazi k zanétlivym zménam ve sliznici tenkého stieva. V histologickém nalezu lze vidét
atrofii klku, hyperplazii krypt a zvySeny pocet intraepitelialnich lymfocytt (Hefmanova,
2009). U d¢ti se celiakie projevuje vétSinou neprospivanim, zpomalenim riistu nebo bolestmi
bricha. U dospélych se choroba projevuje podobné. Mezi dalsi projevy patii ubytek na vaze,
prajmy, snizena chut’ k jidlu nebo deprese. U dospélych se ¢asto setkavame s bezpiiznakovou

celiakii (Barker a Liu, 2008).

Zakladem diagnostiky je sérologické vySetieni. Toto vySetfeni je provadéno na prvnim misté
u symptomatickych pacientli. Prokazuje se zde pozitivita autoprotilatek proti endomysiu a
tkanové transglutamindze. Dal§i moznosti je genetické vysetfeni HLA-DQZ2 a DQ8. Toto
vySetieni se provadi u chorob asociovanych s celiakii (napf. diabetes mellitus 1. typu) nebo u
asymptomatickych jedinci. Bioptické vySetfeni slouZi k potvrzeni diagndzy (Fruhauf et al.,
2012).

Celiakie je onemocnéni se silnou genetickou vazbou. Zékladem genetické predispozice je
asociace celiakie s molekulami HLA II. tfidy, konkrétné HLA-DQ2 a HLA-DQS8. Az 90 %
celiakti nese znak HLA-DQ?2 a piiblizné 5-10 % celiakl nese znak HLA-DQ8 (Megiorni a
Pizzuti, 2012).

V mé¢ bakalatské praci se zabyvam HLA-DQ haplotypizaci. Jedna se o genetické vySetfeni,
které provétuje alely HLA, konkrétné HLA-DQ2 a HLA-DQ8, o kterych je znamo, ze hraji
vyznamnou roli pfi vzniku celiakie. Ve své praci srovnavam vysledky dvou metod. Prvni je
metoda PCR-SSP, byla provadéna pomoci komeréné dodavaného kitu HISTO TYPE Celiac
Disease od firmy BAG Health Care. Druha metoda je RealTime-PCR, byla provadéna pomoci
kitu EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQ8, DRB4).



1. Teoreticka ¢ast

1.1 Celiakie

1.1.1 Historie

Prvni popis onemocnéni pochazi z 2. stoleti od feckého 1ékafe Aretaca z Cappadoiky,
znamého jako Galén (Guandalini, 2007). V jeho dile Nemoc celiakie jako prvni pouZil vyraz

koiliakos (z feckého slova koelia biicho) jako pfi¢inu prijmu a bfisnich bolesti (Ali, 2015).

Na zacatku 19. stoleti Mathew Bailie publikoval do védeckych ¢asopisti o dospélych, kteti
trpéli chronickymi prijmy, naslednou podvyzivou a nadymanim. Jako prvni navrhl 1é¢bu

dietou (Guandalini, 2007).

O 75 let pozdéji z Bailieho poznatkti ¢erpal britsky pediatr Samuel Gee. Tento 1ékat popsal
ptiznaky a vlastnosti celiakie. Na zaklad¢ svych studii jako prvni pfisel se zavedenim

bezlepkové diety a naslednou recidivou po zatazeni lepku do stravy (Ali, 2015).

Ve 40. letech 20. stoleti zjistil holandsky pediatr Willem Dicke, ze skute€nym spoustécem
celiakie je lepek (Guandalini, 2007).

Zasadnim prilomem v diagnostice celiakie byla 50. 1éta, kdy Margot Shinerova, britska
gastroenterolozka, popsala histologické zmény z biopsie periferniho dvanacterniku.

(Guandalini, 2007).

V 90. letech byla celiakie oznacena jako autoimunitni onemocnéni a byla prokdzana asociace
celiakie se specifickymi geny DQ2/DQS. V tomto obdobi se také doslo k poznani, ze enzym

transglutaminaza 2 je cilovy autoantigen antiendomysidlnich protilatek (Alaedini, 2008).

1.1.2 Popis a projevy celiakie

Celiakie (neboli celiakélni sprue, netropicka sprue, endemicka sprue, Herterova choroba) je
geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni zplisobené vznikem protilatek proti tenkému
stievu vlivem ptitomnosti lepku (glutenu) ve stravé u vnimavych jedinci (Kohout a

Pavlickova, 2010).

Lepek je bilkovinny komplex, ktery Ize frakéné rozdélit na prolaminy a gluteniny. Zejména
peptidy prolaminll spoustéji imunitni reakce u geneticky vnimavych jedinct. Nejvice
prolaminti obsahuje pSenice (az 35 %) a nejméné oves (13 %). Prolaminy maji vysoky obsah
aminokyselin prolinu (az 30 %) a glutaminu (az 15 %). Peptidické vazby obsahujici prolin

jsou pak obtizn¢ §tépeny travicimi enzymy (Fri¢ a Keil, 2011).



Pisobenim protilatek ve stfevni sliznici dochdzi k poskozeni a k zanétlivym zménam. Dale
dochazi k vilozni atrofii sliznice, ztraté klk, elongaci krypt a lymfocytarni infiltraci

poskozené sliznice (Hefmanova, 2009).

Klinické projevy celiakie jsou velmi variabilni a zavisi na v€ku pacienta. Celiakie se mtze
objevit jiz v 1. roce zivota, kdy se kojencim zatazuji do stravy obilné kase. V pubert¢ Casto
dochazi k utlumu piiznakt. V dospé€losti dochéazi opét k recidiveé klinickych ptiznakt. U zen
mezi 20. - 30. rokem a poté okolo 50. roku zivota, u muzi kolem 40. roku. Na vzniku celiakie

se muze podilet i stres — infekce, porod, operace apod. (Kohout a Pavlickova, 2010).

Klasické ptiznaky jsou spojené s unavou, neprospivanim, malnutrici, prijmem, zvracenim,
zacpou a abdominalnimi bolestmi. S témito symptomy se setkavame u pacietli s diagndzou
celiakie a predstavuji ,,Spi¢ku modelu ledovce* (Barker a Liu, 2008). Zbytek ledovce
predstavuje nediagnostikované pacienty, ktefi netrpi gastrointestindlnimi obtizemi. Dal$imi
projevy mohou byt recidivujici afty, fraktury bez adekvatniho urazového mechanizmu,
opozdéni puberty, amenorea (vynechani menstruace), meteorizmus (plynatost stiev) ¢i
exantém - dermatitis herpetiformis Duhring (Fruhauf et al., 2012). K projeviim celiakie patii
také hematologické projevy (hypochromni anémie nereagujici na béznou 1é¢bu Zelezem),
projevy v oblasti reprodukce (spontanni potraty, infertilita), depresivni stavy ¢i neurologické
poruchy (Fruhauf et al., 2016).

Diagnostikovana celiakie
* Klinicka celiakie

Nediagnostikovana celiakie
e Néma celiakie
-defekt stfevni sliznice
> -bez ptiznaki
e Latenti celiakie
-normalni sliznice
- pozitivni markery
_ e Potencialni celiakie

Obr. 1: Ledovcovy model vyskytu celiakie (Hefmanova, 2009)
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1.1.3 Formy celiakie
Celiakie se vyskytuje v mnoha formach, které se 1isi anamnézou, pfiznaky a pozitivnim
nalezem v biopsii tenkého stieva. Pozitivita autoprotilatek (AtTGA, AEA) patii mezi

nejcastéjsi priznaky tohoto onemocnéni (Fri€ a Keil, 2011).

oy e

Klasicka forma se projevuje klinickymi gastrointestinalnimi pfiznaky, které zac¢inaji jiz

Vv détstvi. Patii sem nadymani, prijmy, hubnuti a steatorrhoe (tukovita stolice). Histologicky
nalez z biopsie tenkého stieva je pozitivni a v séru jsou diagnostikovany specifické protilatky.
(Fri¢ a Mengerova, 2008). Témito piiznaky trpi pouze 10-20 % pacientti (Kohout a
Pavlickova, 2010).

U atypické formy se vyskytuji mimostfevni pfiznaky s pozitivnim histologickym nalezem

Vv tenkém stieve. (Fri¢ a Keil, 2011).

Dermatitis herpetiformis Duhring je kozni forma celiakie s lehkou atrofii stfevni sliznice a
vyraznymi koZnimi projevy (Fri¢ a Mengerova, 2008). Hlavnim pfiznakem tohoto
onemocnéni je puchyfovita vyrazka, kterd se nachdzi na mistech, kde dochazi k ¢astéjsimu
namahani kize (pokozka na koleni, lokti, rameni...). Stanoveni diagnozy spoc¢iva

Vv pozitivnim nalezu specifickych protilatek v koznich 1ézich. Lécba spociva v doZivotni
bezlepkové dieté. K potlaceni ptiznaki se pouzivaji 1éky jako dapson, sulfony nebo steroidy
(Antiga a Caproni, 2015).

Ticha forma se neprojevuje zadnymi klinickymi pfiznaky, ale je zde pozitivni nalez z biopsie
tenkého stfeva a zvySena hladina protilatek (Kohout a Pavlickova, 2010). Jedna se o

P 4

stfeva a mohou se rozvinout dal$i onemocnéni jako napf. rakovina tlustého stfeva (Ali, 2015).

Latentni forma ma pozitivni sérologické vySetfeni protilatek a zvySeny pocet intraepitelidlnich
lymfocytt (Fri¢ a Mengerova, 2008). Je zde negativni histologicky nalez a chybi klinické
piiznaky. Onemocnéni se rozviji az v dospélosti a je diagnostikovano genetickymi testy (Ali,

2015).

Potencialni forma je bezptiznakova. Projevuje se bud’ piitomnosti protilatek nebo zvySenim

intraepitelidlnich lymfocyti. MlZe se vyvinout i v jiné formy celiakie (Fri¢ a Keil, 2011).
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1.1.4 Prevalence

Celiakie je celosvétove se vyskytujici autoimunitni choroba. Prevalence této choroby

V rozvinutych zemich je asi 1 % (Fri¢ a Keil, 2011). Odhadovana prevalence v Ceské
republice je 1:200-1:250 (tj. 40 000 az 50 000 nemocnych). Avsak skute¢nymi pacienty je
pouze 15 % z celkového poctu (Kohout a Pavlickova, 2010). Uvadi se, ze touto chorobou jsou
Castéji postizeny zeny, a to V poméru 2:1. Manifestace celiakie zavisi také na genetické
predispozici, u ptibuznych 1. stupné (rodice, sourozenci a déti) je pravdépodobnost nemoci
mezi 8-18 %, u jednovaje¢nych dvojcat az 70 %. U osob s dal$imi autoimunitnimi nemocemi
je incidence 10krat vyssi. Vyskyt celiakie je daleko Castéjsi, nez se kdysi predpokladalo, velka

cast pacientll neni diagnostikovana (Fri¢ a Keil, 2011).

1.1.5 Nemoci asociované s celiakii
Celiakie se dale poji s jinymi autoimunitnimi chorobami. Uvadi se, Ze je 10-30krat vyssi

riziko nez v ostatnich populacich. Nejcastéjsi je asociace s endokrinnimi nemocemi jako

diabetes mellitus 1. typu (3-8 %) ¢i thyreoiditida (az 10 %) (Fri¢ a Keil, 2011).

Diabetes mellitus 1. typu patii mezi nejcastéjSi nemoci asociované s celiakii. Uvadi se, ze
diabetes 1. typu pfedstavuje 5 az 10krat vyssi riziko u déti s celiakii. Toto riziko ¢astecné
vysvétluje geneticka vazba s HLA. Pfiblizné 5-10 % pacientt s diabetem vykazovalo
protilatky s celiakii a aZ 75 % mélo abnormality na sliznice tenkého stfeva. Prevalence

celiakie a diabetu 1. typu se uvadi mezi 1-19 % (Parzanese et al., 2017).

U pacientt s celiakii je zaznamenéana zvySend prevalence poruch §titné Z1azy (2-5 %). Jedna
se 0 hypertyreozu - Gravesova nemoc nebo o hypotyredzu - Hashimotova nemoc. Poruchy
jsou Casto diagnostikovany pted, nebo po diagndze celiakie. Tyto dvé poruchy sdileji stejné
genetické faktory, které predstavuji HLA-DQ2 a DQ8. Haplotypy HLA DQ2 a DQ8 jsou
spojené s Hashimotovou chorobou, zatimco asociace HLA-DQZ2 s Gravesou nemoci neni
zcela zndma. Tento rozdil mezi hyper a hypotyre6zou se také projevuje vyssim rizikem u
pacientti s Hashimotovou poruchou nez s Gravesem. Krom¢ HLA byla zaznamendna asociace
s genem kodujici antigen 4 cytotoxického T-lymfocytu. Dalsim mechanismem, ktery souvisi
S témito dvéma stavy, je abnormalni absorpce s naslednym nedostatkem selenu. Tento stav
vede k poskozeni §titné zlazy, ktera je velice citliva na nedostatek selenu a také k poskozeni

stiev (Parzanese et al., 2017).

Dalsi choroby sdruzené s celiakii jsou hepatitida, sklerozujici cholangitida, primarni bilarni

cirhéza, systémovy lopus erythematodes, Sjogrentiv syndrom, revmatoidni arthritida, IgA
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nefropatie, plicni hemosiderdza, Downiiv syndrom, Turneriv syndrom a dalsi (Fri¢ a Keil,

2011).

1.1.6 Patogeneze

Na vzniku celiakie se podili fada faktorii. Patogenezi onemocnéni ovliviluji interakce mezi
environmentalnimi, genetickymi a imunologickymi faktory (Kagnoff, 2007). Nachylnost
k celiakii je podminéna i geneticky, je identifikovana na hlavnim histokompatibilnim

komplexu (Parzanese et at., 2017).

Celiakie je aktivovana bilkovinami, které se nachdzeji v obilnych zrnech pSenice, zita a
je¢mene. Tyto proteiny jsou chybné nazyvany jako lepek, pfesnéji feceno lepek zahrnuje
pouze proteiny pSenice, které se podileji na aktivaci onemocnéni. Gluten obsahuje 2 hlavni
typy proteint, gliadiny a gluteniny. Oba proteiny obsahuji peptidy, které se podileji na
patogenezi celiakie. Uzce piibuzné proteiny v je¢meni a Zité jsou hordeleiny a sekaliny.
Proteiny u ovsa, aveniny, nevyvolavaji celiakii, pfestoze jsou ptibuzni proteintim v pSenici,
zité a jeCmeni a maji podstatné nizsi obsah prolinti. Analogické bilkoviny v ryzi, kukufici,
¢iroku, prosu, slzovce a milicce jsou vzdalené piibuzné a nepodileji se na aktivaci celiakie.
Gliadiny, gluteniny, horniny a sekaliny maji vysoky obsah prolinu a glutaminu. Vysoky obsah
prolinii ¢ini tyto proteiny rezistentni vici iplnému proteolytickému §tépeni ve stieve.
Enzymy, které se podili na proteolytickém $tépeni, maji nedostacujici aktivitu prolyl
peptidazy. Tento deficit miiZze vést k akumulaci velkych peptidovych fragmentt (az 50
aminokyselin) v tenkém stievé. Nicmén¢ $patné §tépeni proteinti nestaci k samotnému

vyvolani celiakie (Kagnoff, 2007).

Velkou roli v patogenezi celiakie hraje geneticka predispozice. Je znamo, ze na dédi¢nosti
celiakie se podili specifické alely lidského leukocytarniho antigenu (HLA) II. tfidy, které
mapuji lokus HLA-DQ. Pfitomnost specifickych HLA-DQ alel je nezbytné pro fenotypovou
expresi onemocnéni prakticky u vSech jedincii. Téméf vSichni pacienti s pozitivnim
histologickym vySetienim exprimuji alely HLA-DQ, které kdduji specifické heterodimery
HLA-DQ2 a HLA-DQ8 . Heterodimery HLA-DQ?2 poskytuji vnimavost k onemocnéni a jsou
tvoteny [ fetézcem kodovanym pomoci alely HLA-DQB1*02 (HLA-DQB1*0201 nebo
*0202). Heterodimer HLA-DQ?2 je tvofen i a fetézcem a je kddovan alelou HLA-DQA1*05.
S timto heterodimerem se setkavame az u 90-95 % celiakii. Byl také zaznamenan maly pocet
celiakil, u kterych byla pfitomna pouze jedna z téchto alel DQ2 (HLA-DQB1*02 nebo
vzacné HLA-DQA1*05). Heterodimer HLA-DQ8 byl nalezen u zbyvajicich 5-10 % pacientt.
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Heterodimer HLA-DQ8 je tvoien a i  fetézcem a je kodovan alelou HLA-DQB1*0302 a
HLA-DQA1*03 (Kagnoff, 2007).

HLA-DQ2 a HLA-DQS8 heterodimery se nachdzeji na antigen prezentujicich bunkéch, které
umi vazat a prezentovat peptidy k populacim CD4+ T-lymfocytim v lamina propria v tenkém
stteveé. Velkou roli hraje tkdnova transglutamindza (tTG), kterd se uvoliiuje ve stfevni sliznici
béhem poranéni tkané. Jeji funkci je opravovat tkan€ a vytvaret isopeptidické vazby mezi
zbytky glutaminu a lysinu. Tkdnova transglutamindza ma schopnost za urcitych podminek
(napt. nizké pH) deaminovat glutamin na neutralni glutamin, ktery se pfeméni na kyselinu
glutamovou. Jakmile vznikne komplex peptid-HLA-DQ), tak se mohou aktivovat T-lymfocyty
ve sliznici tenkého stieva. Aktivaci T-lymfocytu dojde k produkci INF-y, ktery ma kli¢ovou
roli v po¢ate¢nim stadiu poskozeni stievni sliznice. V patogenezi celiakie je jesté mnoho
neznamych mechanismu, které ovliviiuji vznik onemocnéni (napt. mechanismus prochazeni
peptidl pies intraepitelidlni bunécnou sténu, uloha vrozené imunity a IEL, tloha IL-15 a INF-

o a podnét pro uvolnéni tTG) (Kagnoft, 2007).

1.1.7 Diagnostika a screening celiakie
Celiakie se diagnostikuje nedostate¢né ¢asto a po dlouhém trvani nemoci. Neni-li tato nemoc
vCas rozpoznana, doprovazeji pacienta zdravotni komplikace jako autoimunitni choroby,

neurologickd onemocnéni ¢i osteoporoza (Latta, 2012).

Diagnostika celiakie se fidi podle smérnice Evropské spolec¢nosti pro pediatrickou
gastroenterologii, hepatologii a vyzivu (ESPGHAN) (Fri¢ a Keil, 2011). U osob s indikacemi
ke screeningu se provadi nésledujici vySetfeni. Mezi zékladni vySetfeni patii stanoveni
specifickych sérovych autoprotilatek, provedeni biopsie sliznice tenkého stieva pomoci

endoskopu a genetické vySetieni HLA typizace (Fruhauf et al., 2012).

1.1.7.1 Sérologické testy

Pti sérologickém vySetfeni se stanovuji sérové autoprotilatky proti tkanové transglutaminaze
2 (TG 2 IgA) a endomysidlni protilatky (EMA IgA). Jedna se o velice specifické protilatky ve
vztahu k celiakii. K vylouceni celiakie pomaha negativita deaminovanych protilatek proti
glutenu (DGP 1gG) (Fruhauf et al., 2012). U 3 % celiaki je pfitomen deficit IgA, v téchto
piipadech se vysetiuje AtTG v tfide IgG. V pfipad¢ pozitivity protilatek je indikovana
biopsie (Latta, 2012).
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1.1.7.2 Bioptické vySetieni

Zlatym standardem v diagnostice celiakie je biopsie tenkého stieva (pod Vaterovou papilou)
pomoci endoskopu. ESPGHAN doporucuje odebrat nejméné 4 vzorky ve druhé tieting
duodena a jeden v bulbu duodena (Fruhauf, et. al., 2016). Hodnoti se atrofie klku,
hyperplazie krypt, snizend vySka enterocytl a zanétlivé infiltraty z biopsie sliznice tenkého
stieva. Na zakladé 1ézi je histopatologie celiakie rozdélena do riiznych diagnostickych

kategorii dle Marshe (Parzanese et al., 2017).

Marsh 0: Normalni slizni¢ni struktura, bez intraepitelidlni lymfocytarni infiltrace
Marsh I: Lymfocytarni enteritida, normalni slizni¢ni struktura s infiltraci

Marsh II: Lymfocytarni enteritida s hyperplazii krypt

Marsh III: Intraepitelova lymfocytoza, hyperplazie krypt atrofie klkt

Marsh IITIA: Casteéna atrofie, klky jsou tupé a zkracené

Marsh I1IB: T€zka atrofie, klky jsou atrofické, ale rozpoznatelné

Marsh ITIC: Uplna atrofie kikii, sliznice se podoba tlustému stfevu

Obr. 2: Histologické vysetieni tenkého stteva. A: Priklad tkané klasifikované jako Marsh I1.
B: Priklad tkané oznacené jako Marsh III. A. (Parzanese et al., 2017).

1.1.7.3 HLA typizace

HLA typizace je genetické vySetieni, které provétuje alely lidského leukocytarniho antigenu
(HLA) patfici do oblasti HLA-DQ 6. chromozomu, piesnéji HLA-DQ2 a HLA-DQS. O téchto
oblastech je zndmo, ze hraji vyznamnou roli pfi rozvoji celiakie prostfednictvim prezentace
antigenu. Z krve ¢i bukalniho stéru pacienta se vyizoluje DNA, ktera se podrobi
polymeréazové fetézové reakci (PCR), aby se vytvofilo velké mnozstvi kopii DNA. Vysetieni
se rutinné pouziva u nejednoznacnych sérologickych a histologickych vysledki. HLA

typizace ma velky vyznam v ramci screeningu piibuznych pacienta prave kvuli genetické
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asociaci (Ali, 2015). Pti absenci HLA DQ2/8 se vylucuje genetickd predispozice na celiakii u

¢lentl rodin s touto nemoci (Parzanese et al., 2017).

1.1.7.4 Zadtéiovy test na lepek
Tento test je navrZen pro pacienty, kteti maji negativni sérologické a bioptické vySetieni, ale

jsou na bezlepkové dieté. Zatézovy test se provadi u pozitivni HLA typizace (Ali, 2015). Test
by se nemél provadét u déti do 5 let a v puberté. Pii zatézovém testu je tfeba mit dostatecny
piijem lepku (alesponl 15g/den) a sleduji se autoprotilatky specifické pro celiakii. U
pretrvavajici negativity sérologického vySetteni a nepfitomnosti symptomi lze povazovat test
za dokonceny po dvou letech. Je potfeba pacienta nadale sledovat, protoze je moznost

recidivy v horizontu nékolika let (Fruhauf et al., 2016).

1.1.8 Komplikace s celiakii

S celiakii se vyskytuji komplikace, které zavisi na v€ku pacienta pfi stanoveni celiakie a také
na dodrzovani bezlepkové diety. Mezi nejvyznamnéj$i komplikace patti refrakterni celiakie,

malignity, metabolicka osteopatie, neuropsychiatrické poruchy a atrofie sleziny (Fri¢ a Keil,

2011).

1.1.8.1 Refrakterni celiakie

Tato komplikace je nejvyznamné;jsi pfic¢inou celiakie neodpovidajici na 1écbu a tvoii 10-20 %
pacientii. Muzské pohlavi, pfidruzena autoimunitni choroba, ubytek télesné hmotnosti a
atrofie stfevni sliznice se zvySenym poctem intraepitelidlnich T-lymfocyti (IEL) patii mezi
predikéni faktory. Diagnostika se opird o genetické vySetfeni potvrzeni genotypu HLA-

DQ2/DQS8 a vysetieni intraepitelialnich T-lymfocytt (Fri€, 2009).

1.1.8.2 Maligni nadory

Maligni nadory jsou u pacientl s celiakii daleko vyssi nez u ostatni populace (vyskyt
pozorovany/o€ekavany=1,3). ZvysSené riziko je u imunoproliferativnich chorob a
nehodgkinskych lymfomu. Celkova incidence lymfomt je odhadovéana na 8-10 %.

Komplikaci jsou i karcinomy tenkého stfeva, jicnu a hltanu (Fri¢ a Keil, 2011).

1.1.9 Lécbha celiakie
Jedinou dosud moZnou 1é€bou celiakie je dozivotni bezlepkova dieta a substituéni terapie

(Fri¢ a Keil, 2011).
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1.1.9.1 Bezlepkova dieta

Bezlepkova dieta je jedina kauzalni terapie. Piedstavuje Gplné vylouceni potravin s obsahem
obilovin (zito, pSenice, je¢men a oves). Vhodnou nédhradou jsou potraviny bezlepkové (ryze,
kukufice, pohanka, proso, jahly, amarant a brambory). Pfiznivy ucinek bezlepkové diety se
dostavuje v pribéhu nékolika tydni. Dodrzovani diety je kontrolovano stanovenim

autoprotilatek. Nejcastéjsi pricinou netispésné 1€cby je nedodrzovani diety (Keil a Fric, 2011).

1.1.9.2 Substitucni terapie

Substitucni terapie se vyuziva k 1é€bé poruch spojenych s celiakii, mezi které patii napf.
nedostatek vitaminl a minerald. Jedna se 0 preparaty zeleza, kyseliny listové, vapniku,
drasliku, vitaminu D a vitaminu Bi,. Je doporuceno podavat tyto preparaty injekéné, protoze

je snizena vstiebavaci schopnost tenkého stieva (Fri¢ a Keil, 2011).

1.1.9.3 Jiné alternativy lécby
V soucasné dob¢ se hledaji i jiné alternativy nez bezlepkova dieta, protoze je finan¢né

nakladna a snizuje pacientim komfort.

Mozny krok v 1é¢b¢ celiakie predstavuje proces inhibice antigent. Jednim z cilt je inhibovat
enzym transglutaminazu 2. Tento enzym zprostfedkovava a zlepSuje prezentaci antigent
procesem deaminace. Deaminace zplisobuje pfeménu aminokyselinovych zbytkd na glutamat,
ktery zvysuje afinitu T-buné€k, aby vazaly imunogenni glutenové peptidy kvili HLA. VSechny
tyto reakce zplisobuji pfehnanou imunitni odpovéd’ a zptisobuji projevy celiakie. Jako vhodné
inhibitory transglutaminazy byly navrZeny derivéty cysteinu a imidazolu. Tato alternativa by
mohla pfinést i vedlejsi G€inky, protoZe se enzym transglutaminaza podili na programované
bunécéné smrti. Tato moZnost 1é€by vSak neni pouZzivana a je zapotiebi mnoho dalSich

vyzkumt (Ali, 2015).

Dalsi moznou alternativou je ockovani. Byla provedena uspésna studie na mysich, do kterych
byl o€kovéan imunodominantni DQ2 lepek. Na zéklad¢ studie byla navrzena glutenova
vakcina Nexvax2, ktera obsahuje glutenové peptidy. Cilem ockovani je navozeni imunitni
tolerance na lepek u celiakii. Vhodnymi kandidaty na vakcinaci jsou celiaci s genem HLA-
DQ2 (tento gen ma 90-95 % celiaki). Ockovani funguje na principu tolerance imunitniho
systému vici cizimu antigenu. Cilem je zamezit imunitni reakci a umoznit pacientim

s celiakii normalni stravovaci navyky, aniz by se museli vyhybat potravinam s obsahem lepku

(Ali, 2015).
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1.1.10 Prevence
Prevence celiakie 1ze rozdé€lit na primarni a sekundarni. Primarni prevence zahrnuje

prodlouzenou dobu kojeni déti matefskym mlékem a oddaleni prvniho kontaktu s lepkem.
Sekundarni prevence predstavuje dodrzovani bezlepkové diety, aby nedoslo k relapsu choroby
(Kohout a Pavlickova, 2010). Hlavnim cilem je omezit riziko vzniku celiakie u geneticky
predisponovanych jedinct. Toto opatfeni je potieba provést jiz v t¢hotenstvi a v asném
détstvi. U gravidnich zen s celiakii mize dojit k opozdénému vyvoji plodu, proto jsou
doporucovany castéjsi kontroly u 1ékafe. Gravidita u Zen s nediagnostikovanou celiakii pfinasi
dalsi komplikace jako nizka porodni véha, porod cisafskym fezem a pfedcasny porod.

V Casném détstvi dochdzi k vyvoji stftevniho mikrobiomu a vyzrdvani imunitniho systému
vlivem kojeni. V tomto obdobi ma kojeni preventivni ti€¢inek na vznik celiakie. Ve vSech
populacich je prokdzané nepiima zévislost mezi frekvenci kojeni a projevem této nemoci. Je
prokéazano, ze veétsi mnozstvi lepku béhem kojeni zvysi vyskyt nemoci do 2 let. U déti se
doporucuje, aby prvni kontakt s lepkem pfisel jest¢ béhem kojeni, ne diive nez ve 4. mésici a
ne pozd¢ji nez v 7. mésici. Toto doporuceni snizuje riziko nejen celiakie, ale i alergie na lepek
a diabetu mellitu 1. typu. V tomto obdobi se mohou na vzniku celiakie podilet i virové

enteritidy zpisobené zejména rotaviry a enteroviry (Fri¢ a Keil, 2011).

1.2 HLA systém
Hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompability Complex, MHC) je obecné

oznaceni pro histokompatibilni systémy vsech vyssich zivoc¢ichti. Jeho hlavni funkci je
rozliSovat ,,vlastni a cizi* struktury. Tato schopnost slouzi k rozpoznavani poskozenych bunék
a tkani, které¢ mohou pfedstavovat potencialni nebezpeci. Ozna¢eni HLA (Human Leukocyte
Antigens) je vyhrazeno pro Homo sapiens a bylo poprvé popsano na leukocytech. Dalsi
imunobiologickou funkci HLA molekul je navazani antigennich peptida do specifického
vazebného mista HLA molekuly a prezentace téchto peptidid T lymfocytim (Krejsek et al.,
2016).

1.2.1 Popis HLA systému

Lidsky histokompatibilni komplex HLA se nachazi na kratkém raménku 6. chromozomu
(6p21) ptiblizné o velikosti 3600 kilobazi DNA (Choo, 2007). V této ¢asti je vysoka hustota
gent, kterd tvoti asi jednu tisicinu lidského genomu. Geny pro HLA se rozd€luji do 3 tiid,
které se nachdzeji na jednotlivych lokusech. Nejvyznamnéjsi jsou vSak HLA 1. tfidy a HLA 1.
tiidy. Geny L. tfidy koduji molekuly HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D, HLA-E, HLA-F a

HLA-G. Geneticka oblast L. tfidy je ohrani¢ena genem MICB na centromerické strané a
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genem pro molekulu HLA-F po strané telomerické. Geny pro molekuly HLA maji alelovy
charakter a jsou polymorfni. Nejvice polymorfni jsou HLA-B, ty obsahuji ptes 4000 alel.

V oblasti D 6. chromozomu se setkavame s geny pro molekuly II. tfidy. Tato oblast se dale
dé€li na podoblasti DP, DQ, DR, DO a DM. Nejblize od centromerické ¢asti se nachazi oblast
DP, v této oblasti nachdzime geny pro HLA-DPA1 a HLA-DPBI. Lze zde najit geny pro
transportér TAP ¢i komponenty proteasomu LPM. Oblast I1II. tfidy kdduje proteiny, které jsou
uzce spjaty s imunitnim systémem. Nalézame zde napt. geny pro komplementové slozky C2 a

C4 nebo gen pro TNFa (Krejsek et al., 2016).

Chromosome 6

SHHH

m @é ég T é Cc4 (31‘)268273 B C E A G F DssgstFE
? 56 B8 586 TNF
—_— e
DP DQ DR
- > - — > - -
Extended Class Il Class lll Class | Extended class |

class Il

Obr. 3 : Organizace genetické informace pro molekuly HLA (Undlien et al., 2001)

1.2.1.1 HLA molekuly 1. tiidy

Tyto molekuly jsou pfitomné na vSech jadernych bunkach organismu. Skladaji se z té€Zkého
transmembranového polypeptidového fetézce a a nekovalentnimi vazbami ptipojeného
lehkého B tetézce (Hotejsi et al., 2005). Molekulova hmotnost a fetézce je 44 000. U a fetézce
se rozliSuji tfi domény: a4, ap a a3. Domény a4 a ap vytvaii vazebné misto pro peptidy.
Doména a3 je konzervativni a podobna u vSech HLA 1. tfidy. Molekula 1. tfidy se sklada 1z
fetézce, ktery je ptipojen nekovalentnimi vazbami. Jedna se o protein f-2-mikroglobulin,
jehoz molekulovéd hmotnost je 11 500. Jeho funkci je udrzovat konformaci celé molekuly.
Oblast mezi doménami o a oy vytvaii vazebné misto pro antigenni peptidy. Vazebni misto je
schopno pfijmout a navazat peptid o délce 8-10 aminokyselin. Hlavni funkci téchto molekul

je prezentace antigennich peptidii cytotoxickym CD8" T lymfocytim (Krejsek et al., 2016).

1.2.1.2 HLA molekuly II. tiidy
Molekuly HLA II. tfidy patfi také k transmembranovym proteinim. Skladaji se ze dvou

nekovalentné asociovanych fetézct o a . Molekulova hmotnost téchto fetézci je kolem
30 000. N-termindlni domény oy a 1 vytvaieji vazebné misto pro peptidy, které je strukturné
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podobné molekuldm HLA 1. tfidy. Vazebné misto molekul HLA II. tfidy je schopno navazat
peptid o délce 15-40 aminokyselin. Hlavni funkci téchto molekul je prezentace peptida
pomocnym CD4" T lymfocytiim. Molekuly HLA II. tfidy jsou p¥itomné na antigen
prezentujicich bunkach (tzn. dendritickych bunkach, makrofazich, B lymfocytech a na

aktivovanych T lymfocytech) (Krejsek, et al., 2016).

1.2.2 Nomenklatura HLA systéemu

Néazvoslovi HLA alel bylo zavedeno v roce 1987 a je neustéle upravovano. Oznaceni zacina
HLA, nasleduje lokus, ktery je oznacen velkymi pismeny (napt. A). Nésleduje symbol
hvézdicky (*), ktery slouzi jako oddélovac. Dale jsou ¢iselné skupiny oddélené dvojteckou (:).
Prvni ¢iselna skupina ptedstavuje alelickou skupinu a jeji sérologickou specifitu. Dalsi ¢iselna
skupina ptredstavuje alelicky subtyp. Tteti ¢iselnd skupina definuje zdménu nukleotidl bez
zmény aminokyselinového pofadi v kddovanych proteinech. Ctvrta skupina vyjadiuje alely

S polymorfismy mimo kodovanou oblast. Na konci popisu je velké pismeno, které urcuje

expresivitu. Velké ,,L“ znac¢i nizkou expresi, ,,N* definuje neexprimovanou alelu apod.

(Krejsek et al., 2016).

HLA-A*02:01:01: 02 L

lokus alelicka subtyp mutace mutace expresivita

podskupina v kadujici mimo
oblasti kodujici
oblast

Obr. 4: Nomenklaturni pravidla a schematicky popis alel HLA (Krejsek et at., 2016)

1.2.3 Asociace HLA s chorobami

Jiz pted Ctyficeti lety bylo zjiSténo, Ze nektera onemocnéni, zv1asté s autoimunitni povahou,
jsou siln¢€ asociovana s HLA. Mezi nejvyznamnéjsi nemoci, které se asociuji s HLA
molekulami patii narkolepsie, ankylozujici spondylitida, celiakie, revmatoidni artritida a
diabetes mellitus. Pfesné mechanismy mezi HLA a chorobami se dosud nepodafilo objasnit.
Predpoklada se, Ze zde hraji roli environmentalni a genetické faktory (Choo, 2007). Existuje
fada hypotéz, které se snazi vysvétlit mechanismus vlivu HLA fenotypu na urcité
onemocnéni. Jedna z hypotéz tika, ze na specifické vazebné misto HLA molekuly nasedne
antigenni peptid, ktery ma asociaci s konkrétnim onemocnénim. T lymfocyt rozpozna peptid a
vyvola zanétlivou reakci. Piikladem takového onemocnéni je celiakie nebo revmatoidni
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artritida. Dalsi hypotéza je zalozend na tzv. molekulovych mimikrach, jejiz podstatou je
podobnost molekuly HLA se strukturami patogent. Piikladem takového onemocnéni je

Bechtérevova nemoc a jeji spojitost HLA-B27 a Klebsiellou (Krejsek et al., 2016).

Asociace HLA s celiakii je znama jiz del$i dobu. Nalézame u ni vyskyt molekul HLA-DQ,
konkrétné¢ HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8. HLA-DQ?2 je kodovan rizikovymi alelami HLA-
DQA1*05:01/HLA-DQB1*02:01. HLA-DQS je kodovan rizikovymi alelami HLA-
DQA1*03:01/HLA-DQB1*03:02.

U revmatoidni artritidy byla prokdzana asociace s HLA-DR4, hlavné s alelami HLA-
DRB1*04:01, HLA-DRB1*04:04 a HLA-DRB1*04:05.

U diabetu mellitu nalézame silnou asociaci s alelami HLA-DQB1*03:02, HLA-DQB1*02:01
a HLA-DQB1*03:03.

Velmi silna asociace HLA je i u ankylozujici spondylitidy s molekulou HLA-B27. Kritickymi
alelami jsou HLA-B*27:02, HLA-B*27:04, HLA-B*27:05 a HLA-B*27:07. S molekulou

HLA-B27 je asociovan Reiteriiv syndrom a akutni uveitida.

Mezi dalsi onemocnéni, které se poji s HLA molekulami, patii systémovy lopus

erythematodes, Hashimotova tyreotida nebo myastenia gravis.

HLA molekuly jsou citlivé 1 na infekce. Napt. molekula HLA-DR?2 je vnimava na
Mycobacterium leprae, HLA-B53 na malarii a molekuly HLA-B35 a HLA-B53 jsou

asociovany s HIV.

Byla prokézana citlivost molekul HLA na nékteré 1éky. Piikladem je alela HLA-B*57:01
s lamivudinem. Lamivudin je antiretrovirotikum, které se pouziva v 1é¢bé HIV/AIDS. U

pacientl s HLA-B57 byly zaznamenény silné anafylaktické reakce (Krejsek et al, 2016).

1.2.4 Asociace HLA s celiakii
U vice jak u 90 % celiaki se setkavame s pritomnosti HLA-DQ2 heterodimeru, oznaovanym

jako DQ2.5, ktery je kodovan alelami DQA1*05 a DQB1*02. Tyto alely se nachazi na
stejném chromozomu (konfigurace cis), nebo odd€len¢ na dvou homolognich chromozomech
(konfigurace trans). Alely DQA1*05 a DQB1*02 jsou vétsinou v konfiguraci cis jako
DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 haplotyp, nebo v konfiguraci trans jako
DRB1*11/12-DQA1*05:05-DQB1*03:01 haplotyp nebo DRB1*07-DQA1*02:01-
DQB1*02:02 haplotyp. Rozsahl¢ studie potvrdily, ze homozygotnost DQB1*02 je spojena se
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zvySenym rizikem a agresivnéjsimi formami celiakie. Celiaci, ktefi jsou DQ2.5 negativni (5-
10 %) nesou DQS8 heterodimer, ktery je kodovany alelou DQB1*03:02 spole¢né¢ v kombinaci
s DQA1*03 v cis konfiguraci (DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02). U celiaki, ktefi jsou
DQ2.5 nebo DQS negativni (5%), jsou ptitomny molekuly DQ2.X, které jsou kédovany
DQB1*02 za neptitomnosti varianty DQA1*05. Velmi ziidka nachazime u pacienti s celiakii
jiné molekuly DQ. Tyto molekuly se oznacuji jako DQX.5 heterodimery, které jsou kédované
alelou DQA1*05 za nepfitomnosti variant DQB1*02 nebo *03:02. Molekuly DQX.x jsou
tvofeny DQA1£*05 alfa fetézcem a DQB1#*02 nebo #*03:02 beta fetézcem. Byly
zaznamenany také rozdily v expresi molekul HLA u pohlavi. Celiaticky ¢asto nesou DQ2.5 a/

nebo DQ8 molekuly, které se u celiatikli nevyskytuji (Megiorni a Pizzuti, 2012).

Tabulka €. 1: HLA varianty a s nimi spojené riziko s celiakii

HLA varianta Riziko celiakie
DQ2.5aDQ8 Velmi vysoké
DQ2.5 (DQB1*02 v homozygotnim stavu) Velmi vysoké
DQ8 Vysoké

DQ2.5 (DQB1*02 v heterozygotnim stavu) Vysoké

DQ2.x (DQB1*02 v homozygotnim stavu) Vysoké

DQ2.x (DQB1*02 v heterozygotnim stavu) Nizké

DQX.5 Velmi nizké

DQX.x Velmi nizké

(Magiorni a Pizzuti, 2012)

1.3 PCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je
molekularni metoda, ktera byla vyvinuta v roce 1985 Kary B. Mullisem. Tato metoda
umoznuje rychlé a snadné namnozeni pozadované a specifické sekvence DNA in vitro na

principu replikace nukleovych kyselin (Smarda, 2005).

K této in vitro amplifikaci je potifeba templatova DNA, u které chceme provést amplifikaci.
Dale primery (synteticky pfipravované oligonukleotidové fragmenty komplementarni ke
konctim templatu), deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, DTP, dCTP a dTTP) a DNA
polymerazu (Mazura, 1999). Princip PCR je zalozen na replikaci nukleovych kyselin.

Podstatou je cyklickd enzymova syntéza vybranych ¢asti dvoutetézcové DNA ve sméru 5—3.
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K syntéze nového vldkna se pouzivaji termostabilni polymerazy, které se izoluji

Z termostabilnich organismu. Nejcastéji pouzivana je Taq polymeraza. Jednd se o enzym,
ktery byl izolovan z termofilni bakterie Thermus aquaticus, ktera zije v horkych pramenech.
Diky tomu odolava vysokym teplotam, pii nichZz se DNA denaturuje. To umoziuje, aby PCR
probihala cyklicky. V prubéhu PCR se stiidaji tfi cykly, béhem nichz probihaji tii odlisné d¢je

s odliSnymi teplotnimi naroky:

e Denaturace dvoutetézcovych molekul DNA (94°C)
e Nasednuti primerd k oddélenym fetézcim DNA (30-65°C)
e Syntéza novych fetézcti DNA prostifednictvim DNA-polymerazy (65-75°C).

PCR se provadi v termocykleru. Je to zafizeni, které je schopné automaticky ménit teplotu v
casovych intervalech. Postupnym opakovanim tfi cykll se vytvaii az miliarda kopii
vybraného tseku DNA. Vyslednym produktem jsou Giseky DNA urcité délky o velikosti
desitek az tisice bp, které se nazyvaji amplikony. Podrobnd analyza PCR produktl se provadi
n&kolika metodami (Smarda, 2005). Nejrozsiten&jsi metodou pro analyzu produkti PCR je
elektroforéza na agardézovém gelu, kde se odd¢€luji produkty DNA na zékladé velikosti a
naboje. Gelova elektroforéza umozZiiuje stanovit ptitomnost a velikost PCR produktu.

Ke stanoveni velikosti je potfeba molekularniho markeru, coz je pfedem ur¢end DNA se

znamou velikosti (Garibyan a Avashia, 2013).

1.3.1 PCR-SSP
Polymerazova fetézova reakce se sekvenéné specifickymi primery (PCR-SSP) je modifikace

klasické PCR, kde je vyuzivano detekce sekvence specifické pro alelu pomoci specifickych
primert (Krejsek et al., 2016). Prodluzovani primeri je zavislé na piesné shodé€ 3" konct obou
primeru s templatovou DNA. Dojde-li k pfesnému usazeni obou primerti na cilovou sekvenci,
ziskame produkt, ktery se identifikuje gelovou elektroforézou (navod k pouziti HISTO TYPE
SSP Kits, 2017).
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Obr. 5: Princip PCR-SSP (Petiek, 2000)

1.3.1.1 Gelova elektroforéza
Gelova elektroforéza je fyzikalné-chemicka metoda, ktera slouZzi k separaci nukleovych

kyselin v elektrickém poli (Knoll a Vykoukalova, 2002). Principem je pohyb zaporné
nabitych fostatovych skupin ke kladné€ nabité elektrod€. Elektroforéza se provadi na vhodném
nosici, tj. agar6zovy nebo polyakrylamidovy gel. Agar6zové gely se pouZivaji pro separaci
molekul nukleovych kyselin o velikosti od 100 bp aZ po 50 kb, polyakrylamidové gely jsou
vhodnéjsi pro separaci mensich molekul o velikosti 10 az 1000 bp (Smajda, 2005).
Elektroforéza slouzi i identifikaci, separaci a purifikaci fragment DNA, které jsou déleny ve
stejnosmérném elektrickém poli v zavislosti na velikosti fragmentd (Ruml et al., 2002).
Elektroforéza se provadi v zafizeni, které se sklada z elektroforetické vany s anodou, katodou
a pufrem, drzéku gelu, kde dochazi k separaci, a externiho zdroje stejnosmérného napéti.
Rozpustény agardézovy gel se nalije do vanicky, kde jsou tzv. hiebinky, které vytvoii jamky
pro umisténi vzorkli. DNA putuje ke kladné elektrod¢, anodé€. Rychlost pohybu zavisi na
vlastnostech DNA, nosice (gelu), pufru a ptivedeném napéti (Knoll a Vykoukalova, 2002).
Velikost separovaného vzorku o neznamé velikosti 1ze stanovit srovnanim s elektroforetickou
pohyblivosti velikostniho standardu, coz je molekula DNA o znamé velikosti. Separované

molekuly je také potieba zviditelnit. K tomu je potieba napft. ethidium bromidu (EtBr). Jedna
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se o nejpouzivané€js$i metodu k barveni gelli, vyuziva se zde fluorescencnich vlastnosti ethidia
, ktery interkaluje mezi sousedni pary bazi v DNA a vytvafi komplex, ktery po osvétleni
ultrafialovym svétlem ¢ervené fluoreskuje (Smarda, 2005). Ethidium bromid detekuje
dvouretézcoveé i jednotetézcové molekuly. Jeho nevyhodou je silna mutagenita a toxicita

(Knoll a Vykoukalova, 2002).

1.3.2 RT-PCR
Real Time PCR je dalsi z mnoha modifikaci PCR. RT-PCR umoznuje detekci a kvantifikaci

PCR produktu v realném ¢ase, zatimco je produkt syntetizovan (Garibyan a Avashia, 2013).
Zaznam amplifikace je vyhodnocen na zékladé sledovani intenzity fluorescen¢niho signalu ze
sond. Jednim z mnoha vyuziti této metody je v kvantifikaci genomové DNA (napf. viry,
GMO) nebo mRNA. Lze ji pouZit i k analyze bodu tani produktu, kde se ovéfuje identita a
kvalita produktu. Ve své praci vSak bude pouzita ke genotypizaci (Knoll a Vykoukalova,
2002).

YV W

K detekei fluorescenéniho signalu se pouzivaji rizné typy metod. Dvé nejbéznéjsi metody
jsou SYBR Green a Tagman. SYBR Green I je fluorescenéni barvivo, které se nespecificky
véaze na dvouvlaknovou DNA. SlouZi ke kvantifikaci a identifikaci produktt. Toto barvivo se
stava fluorescencné aktivni v piipadé, Ze se navaze na dvouvldknovou DNA, kterou je PCR
produkt. Cykler tak po kazdém cyklu excituje molekuly SYBR Green I a zaznamenava
emitované mnozstvi zeleného svétla. TagMan jsou hydrolyza¢ni sondy, které jsou na obou
koncich zna¢ené dvéma molekulami: reportérem a zhaSecem (angl. quencher). Reportér
vydava fluorescencni zatfeni a zhasec€ je schopny inhibice fluorescen¢niho zareni emitovaného
reportérem, je-li v jeho blizkosti. Exonukleazovou aktivitou Taq polymerazy dochazi

k odbouravani navazané sondy, coz zptisobi ukonéeni zhaseni a dojde k emisi fluorescence

Vv zévislosti na ristu mnozstvi PCR produktu (Knoll a Vykoukalova, 2002).

Na metodu RT-PCR je potieba specialni typ cykleru, ktery umi odecitat intenzitu fluorescence
ve vzorku, nezbytnou soucasti je vyhodnocovaci zatizeni, které zpracovava opticky signal

(Knoll a Vykoukalova, 2002).
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2 Cil prace, hypotézy
2.1 Cile prace

Cilem praktické ¢asti bakalatské prace bylo osvojit si praktické znalosti spravné laboratorni
praxe v genetické laboratofi. Zavést a zoptimalizovat komercné dodavany kit pro vySetfeni
HLA alel asociovanych s celiakii na principu PCR-SSP. Jiz vySetfené pacienty vySetfit
metodou Real Time PCR. Dale zvladnuti metody izolace DNA z bukéalniho stéru, pfiprava
PCR reakce, gelova elektroforéza a vyhodnoceni dat. Porovnat obé metody z hlediska

naroc¢nosti a shody.
2.2 Hypotézy

1. Predpokladam, ze vyhodou Real-Time PCR bude rychlost ziskani vysledkt oproti
PCR-SSP.

2. Ptedpokladam, ze vysledky obou metod budou ve vétSing piipadt shodné.
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3 Metodika
Data pro svou bakalafskou praci jsem sbirala v obdobi od 1. 9. 2017 do 12. 4. 2018 v Ceskych

Budégjovicich. VySetiovanym souborem byli pacienti genetické laboratore GENLABS, s. 1. o.
a dobrovolnici s podezienim na celiakii. Od pacientt genetické laboratore GENLABS jsem jiz
dostala naizolovanou DNA, zatimco u dobrovolnické ¢asti souboru jsem izolovala DNA
sama. Vychozim biologickym materidlem vSech vzork byl stér bukélni sliznice. Veskera data
k bakalai'ské praci jsou zpracovana anonymné. Samotny vyzkum jsem provadéla v genetické
laboratofi na Zdravotn€ socialni fakulté, Zemeédelské fakulté a v GENLABS,s.r.o. v Ceschh

Budéjovicich pod vedenim Ing. TomasSe Nixe, Ph.D.

3.1 lzolace DNA

Prvnim krokem samotného vySetfeni je izolace DNA. V nasi genetické laboratofi se pouZziva
komeréné dodavany kit QiAmp DNA Mini Kit od QIAGEN. Tento kit vyuziva schopnost
nukleové kyseliny vazat se v pritomnosti chaotropnich soli na silikatovy povrch v silikagelové
kolonce. Izolace DNA Ize rozd¢lit do n€kolika krokii. Nejprve dochazi k 1yze bunék

z bukélniho stéru a k uvolnéni DNA, ktera je nasledné vysraZena etanolem. Vznikly bunéény
lyzat je pfenesen na kolonku se silikagelem, kde se zachyti DNA a ostatni slozky lyzatu po
centrifugaci proteCou. Nasleduje promyvani DNA promyvacimi pufry, které odstrani
nezadouci latky. Na silikagelové kolonce pak zistane Cistd DNA, ktera se uvolni elu¢nim

pufrem (aktualni ptibalova informace k soupravé QlAamp DNA Mini Kit Handbook, 2016).
Ptistrojové vybaveni:

e Vortex mixer: Labnetinternational, Inc.
e Minicentrifuga: Prism"™Mini

e Centrifuga: MiniSpinEppendorf

e Inkubator: Mini Dry Bath

e Automatické mikropipety

e Mrazici a chladici box pro laboratorni ucely
Chemikalie:

e reagencie komerc¢né dodavaného kitu QiAmp DNA Mini Kit od QIAGEN

e ethanol
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Postup:

1. Do 2 ml mikrozkumavky steriln¢ odstfihneme nylonovy tampon se vzorkem, poté
napipetujeme 20 pl proteinazy K a 400 pl AL pufru. Smés nékolikrat zvortexujeme a
stocime.

2. Mikrozkumavku se smési 15 minut inkubujeme pii 56°C v inkubatoru, poté ji
zcentrifugujeme a zvortexujeme. Nylonovy tampon steriln¢ vyndame.

3. Ke smési ptidame 200 pl 96 % ethanolu. Vzorek se zvortexujeme a kratce sto¢ime.

4. Vyslednou smés pielijeme do oznacené QIAamp spin kolonky, ktera je vlozena v
kolekéni zkumavce. Kolonku uzavieme a stocime v centrifuze na 1 minutu pii
otackach 6000 g.

5. Kolekéni zkumavku s filtratem vyhodime a vlozime kolonku do nové kolekéni
zkumavky.

6. Do kolonky ptidame 500 ul promyvaciho pufru AW1, sto¢ime v centrifuze na 1
minutu pii otd¢kach 6000 g.

7. Kolekeni zkumavku s filtratem vyhodime a vlozime kolonku do nové kolekéni
zkumavky.

8. Do kolonky pfidame 500 pl promyvaciho pufru AW2, sto¢ime v centrifuze na 3
minuty pii otac¢kach 20 000 g.

9. Kolekéni zkumavku s filtradtem vyhodime a vlozime kolonku do nové kolekéni
zkumavky, sto¢ime v centrifuze na 1 minutu na maximalni moZné otacky.

10. Kolekéni zkumavku s filtratem vyhodime a kolonku vlozime do 1,5 ml zkumavky,
ktera je pfedem oznacena Cislem DNA, datem a piijmenim.

11. Do kolonky pfidame 200 pl elu¢niho pufru AE. Nechdme inkubovat 5 minut pfi
pokojové teploté.

12. Sto¢ime v centrifuze na 2 minuty pti otackach 6000 g.

13. Roztok DNA znovu napipetujeme na kolonku a nechame inkubovat 5 minut.

14. Sto¢ime v centrifuze na 2 minuty pti otdckéach 6000 g.

15. Zkumavka s izolovanou DNA se pro kratkodobé skladovani uchovava v lednici, pro
dlouhodobé v mrazicim boxu (aktudlni ptibalova informace k soupravé QlAamp DNA

Mini Kit Handbook, 2016).

Naizolovanou DNA se doporucuje také precipitovat (piecistit).
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Postup:

1. Kroztoku DNA piidame 22 pl 3M octan sodny. Smés zvortexujeme a stocime.
2. Ke smési pridame 2,5 objemu 96% ledového etanolu (tj. 555 pl etanolu). Smés
zvortexujeme a stocime.

Mikrozkumavku ddame minimalné€ na 1 hodinu do mraziciho boxu.

Stoc¢ime v centrifuze na 20 minut na maximalni mozné otacky.

Odstranime supernatant a ptidame 555 ul 75 % ledového etanolu.

Smés promichame 2-3 X ve dlani.

Sto¢ime v centrifuze na 5 minut na maximalni moZné otacky.

Odpipetujeme supernatant a peletu DNA nechame ptes noc vyschnout v boxu.

© © N o g b~ w

Ptipipetujeme 10 pl PCR vody, zvortexujeme a sto¢ime.

Po precipitaci se méti koncentrace DNA.

3.2 Méreni koncentrace DNA

Me¢fteni koncentrace DNA jsme provadéli pomoci pfistroje spektrofotometru UV/VIS
Shimadzu BioSpec-nano a piislusného pocitacového programu. Tento model se pouziva pro
méfeni malych objemti od 1 pl v rozsahu 220 nm do 800 nm. Jeho vyhodou je rychlé a

jednoduché méteni koncentrace nukleovych kyselin (navod na obsluhu Spectophotometer For
Life Science BioSpec-Nano, 2012).

Ptistrojové vybaveni:

e Spektrofotometr: UV/VIS ShimadzuBioSpec-nano (viz pfiloha ¢. 1)
e Vortex mixer: Labnetinternational, Inc.
e Minicentrifuga: Prism"™Mini

e Automatickd mikropipeta

1. Pied samotnym méfenim musime fadné zvortexovat a stocit vzorek DNA.

2. Nejprve si na méfici ter¢ napipetujeme 1 pl blanku (PCR voda) a stiskneme na
pocitacové obrazovce ikonu ,,blank*.

3. Poté napipetujeme na méfici ter¢ 1 ul DNA a stiskneme ikonu ,,start™.

4. DNA je proméfena a v programu uloZena pod pfislusnym identifikaénim ¢islem.
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3.3 PCR-SSP
Pro HLA genotypizaci technikou PCR-SSP byl pouzit komeréné dodavany kit HISTO TYPE

Celiac Disease od firmy BAG Health Care. Kit je uren na typizaci HLA na molekularné
genetickém zakladé. Celiakie je silné€ asociovana s HLA alelami DQA1*05:01-DQB1*02:01 a
DQA1*03-DQB1*03:02 haplotypem (navod k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017).

3.3.1 Amplifikace
HISTO TYPE Celiac Disease stripy pro HLA typizaci jsou jiz piedkapané, prealiquotované a

vysuSen¢ reakéni smesi, které obsahuji specifické primery pro danou alelu, stejné jako
kontrolni primery a nukleotidy. Prvni reakéni smés je vzdy oznacena Sipkou a posledni
reakéni smés je kontaminacéni kontrola, kterd je oznacena modre (viz ptiloha €. 2) (ndvod

k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017).
Ptistrojové vybaveni:

e Termocykler: MJ Mini™Personal ThermalCycler (viz pfiloha &. 3)
e \ortex mixer: Labnetinternational, Inc.

e Minicentrifuga: Prism™Mini
Chemikalie:

e souprava pro PCR-SSP HISTO TYPE Celiac Disease od firmy BAG Health Care
e Happy Taq polymeraza
e H,O pro PCR

Postup:

1. Z krabice si vyndame poZadovany pocet testll. Jeden test se sklada ze tii fad po 8
mikrozkumavkach.

2. Do 1,5 ml mikrozkumavky si ptipravime Master-Mix z 28 ul 10x PCR pufru, 2,2 pl
Happy Taq polymerazy a 222 ul PCR- H,O. Obsah mikrozkumavky zvortexujeme a
kréatce centrifugujeme.

3. 10 pl smési bez DNA piidame do posledni mikrozkumavky s kontamina¢ni kontrolou.
Poté ptidame 28 pl DNA o koncentraci 25-50 ng/ul. Smés zvortexujeme a
centrifugujeme.

4. Master-Mix s DNA rozpipetujeme do zbylych 23 reakénich smési ve stripech po 10

ul. Po kazdém pipetovani vyménujeme Spicku.
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5. Stripy pevné uzavieme vicky a nedotykédme se vnitini strany vic¢ek, ani hornich okraj
mikrozkumavek, abychom maximaln¢ omezili kontaminaci.

6. Desticku lehce sklepneme dold, tak aby se Master-Mix dostal ke zbytku reagencii na
dné mikrozkumavky a rozpustil peletku.

7. Desti¢ku kratce sto¢ime a vlozime do cykleru. Viko cykleru t€sné upevnime, aby se
mikrozkumavky v prubéhu PCR neoteviely a nevypatil se obsah.

8. Na cykleru nastavime a spustime ptislusny PCR program (navod k pouziti HISTO
TYPE SSP Kits, 2017).

Tabulka ¢. 2: Parametry amplifikace pro soupravu HISTO TYPE Celiac Disease

Krok programu Teplota |Cas Pocet cykli
Prvni denaturace 96°C 5 min. 1 cyklus
Denaturace 96°C 20s. 5 ovkli
Annealing + extenze |68°C 1 min. yri
Denaturace 96°C 20s.

Annealing 64°C 50s. 10 cykla
Extenze 72°C 45s.

Denaturace 96°C 20s.

Annealing 61°C 50s. 15 cykla
Extenze 72°C 45 s.

ZavereCna extenze 72°C 5min 1 cyklus

(upraveno dle navodu k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017)

3.3.2 Gelova elektroforéza PCR produktii

Gelova elektroforéza na horizontalnim agar6zovém gelu se pouziva k separaci amplifikac¢nich
produktt. Separaci jsme provadéli v elektroforetické vané s 0,5 x TBE pufrem (45mM Tris,
45mM Kkyselina borita, 0,5 mM EDTA) a na agar6zovém gelu o koncentraci 2 %. (navod

k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017).
Ptistrojové vybaveni:

e Jednotka na gelovou elektroforézu: MS major science Safe Blue MBE-150 PLUS (viz
ptiloha €. 4)

e Laboratorni sklo

e Laboratorni vahy

e Mikrovlnna trouba
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Chemikalie:

Postup:

Agardza pro separaci DNA (Top Vision Agarose, ThermoScientific)

0,5x TBE pufr (45mM Tris, 45mM kyselina borita, 0,5 mM EDTA)

Ethidium bromid (Ethidium bromide aqueoussolution 1% w/v, SERVA)

DNA délkovy standard (100 bp DNA Ladderequalized, Carl Roth GmbH + Co. + Co.
KG Karlsruhe)

Na laboratorni vaze navazime 1,5 g agar6zy a ptidame ji do Erlenmayerovy baiiky.
Poté ptilijeme 75 ml 0,5 TBE pufru. Smés povatime v mikrovinné troub¢ a

v momentg, kdy je agardza rozpusteéna, tak smés dame do vodni 1azné.

Pti dosazeni teploty 70°C k smési pfidame 2 pl ethidium bromidu a peclivé
promichame.

Roztok nalijeme do vodorovné formy s hiebinky.

Gel nechame asi 30 minut polymerizovat. Poté odstranime hiebinky a pfeneseme gel
do elektroforetické vany s 0,5x TBE pufrem.

Po ukonéeni amplifikace vyjmeme vzorky z cykleru a vneseme cely reakéni objem do
odpovidajici jamky v gelu. Dale pfidame 10 ul DNA délkového standardu tak, aby
bylo moZno odec¢ist délku produkti amplifikace.

Po naneseni vzorkt na gel uzavieme a zapneme elektroforézu na 70 V a 30 minut.

(navod k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017).

3.3.3 Dokumentace a interpretace vysledki
Po dokonceni elektroforézy poloZime a prosvitime gel UV transiluminatorem a

vyfotografujeme jej fotografickym ptistrojem. Vyhodnoceni a interpretaci vysledka

provadime pomoci softwaru HISTO TYPE (navod k pouziti HISTO TYPE SSP Kits, 2017).

Ptistrojové vybaveni:

UV transiluminator a detekéni systém: Uvitec Cambridge, UVISAVE HDS5 (viz
ptiloha €. 5)
Pocitac se softwarem HISTO TYPE (viz ptiloha €. 6)
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3.4 RT-PCR
Pro HLA genotypizaci technikou RT-PCR byl pouzit komeréné dodavany kit EliGene*

Coeliac RT (DQ2,DQ8, DRB1*04) od firmy Elisabeth Pharmacon. Tato souprava slouZzi ke
genotypizaci HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02), DQ8 (DQB1*0302) a HLA DRB1*04 genti
Z izolované DNA. Pro detekci alel genti pro DQ2, DQ8 a DRB a interni kontroly jsou pouzity
specifické primery a fluorescencné znacené sondy (FAM a JOE). Tento kit vyuziva jako
interni izola¢ni kontrolu detekci lidského genu SYPL2 (synaptophysin-like 2) v CELIDRB
Mixu v kanalu JOE. Tento gen se nachazi v kazdé lidské DNA. Amplifikace a detekce
produktd probihala v pfistroji LightCycler 2.0 (Roche). (Aktudlni pribalova informace

k soupravé EliGene*Coeliac RT (DQ2, DQS8, DRBI1*04), 2018).

Ptistrojové vybaveni:

e LightCycler 2.0 (Roche) (viz pfiloha €. 8)
e Vortex mixer: Labnetinternational, Inc.
e Centrifuga: MiniSpinEppendorf

e Automatické mikropipety

e Mrazici a chladici box pro laboratorni ucely
Chemikalie:

e Souprava EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS, DRB4)
e PCR Hzo

Postup:

1. Z mraziciho boxu vyjmeme jednotlivé reagencie: CELI DQ2 Mix, CELI DQ8 Mix,
CELI DRB mix a pozitivni kontrolu. Zkumavky po rozmrazeni promichame a
sto¢ime.

2. Pro kazdy vzorek pipetujeme do tii sad amplifika¢nich kapilar po 17,5 pl kazdého
mixu a piidame 2,5 pl izolované DNA.

3. Jako pozitivni kontrola slouzi PC CELI, ktera je soucasti soupravy.

4. Jako negativni kontrola slouzi PCR voda.

5. Kapilary byly uzavieny vicky, stoeny a vlozeny do karuselu, ktery jsme umistili do
piistroje LightCycler 2.0 (Roche) a byl spustén ptislusny teplotni profil, ktery je

uvedeny v tabulce ¢. 3. Amplifikace probihala necelé 2 hodiny.
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6. Odecet vysledki RT-PCR byl proveden podle nartstu emisniho spektra v kanalech
FAM a JOE.

Tabulka €. 3: Parametry amplifikace pro soupravu EliGene® Coeliac RT (DQ2, DQS, DRB4)

Krok programu Polet cykli |Cas |Teplota
Denaturace 1 cyklus 3min. |95°C

- . 15s.  |95°C
Kvantifikace 45 cykla 10s  |58°C
Chlazeni 1 cyklus 1 min. [40°C

(upraveno dle piibalové informace k soupravé EliGene*Celiac Disease RT (DQ2, DQ8,
DRB1*04), 2018)
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4 Vysledky

Pro tuto bakalaiskou praci byl vySetien soubor 18 vzorka v obdobi od 1. 9. 2017 do 12. 4.
2018. Z tohoto souboru bylo vysetieno 18 vzorki komeréné dodavanym kitem HISTO TYPE
Celiac Disease od firmy BAG Health Care na principu PCR-SSP. Druhou vySetfovaci
metodou byla RealTime-PCR, ktera byla provadéna pomoci kitu EliGene® Coeliac RT (DQ2,
DQ8, DRB4). Touto metodou bylo vysetieno 5 vzorki. Obéma metodami bylo vysetifeno

pouze 5 vzorkd, a to z divodu nedostatku DNA a reagencii pro metodu RealTime-PCR.

Vysetfované DNA byly ziskany izolaci stéru z bukalni sliznice od dobrovolnikii s podezienim
na celiakii. DNA byla izolovana komeréné dodavanym kitem QiAmp DNA Mini Kit od firmy
QIAGEN. Vysledné koncentrace DNA jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tabulka €. 4: Koncentrace DNA testovanych vzorkt

VS(;?-]EU Koncentrace [ng/pl] v(zj(;srllgu Koncentrace [ng/pl]
1 230,9 10 87.9
2 585,6 11 69,9
3 72,5 12 87,6
4 64,2 13 117,3
5 59,3 14 51,2
6 175,0 15 87,8
7 66,4 16 121,6
8 96,0 17 224,0
9 79,3 18 153,0

(vlastni vyzkum)

4.1 PCR-SSP
Komeréné dodavanym kitem HISTO TYPE Celiac Disease od firmy BAG Health Care na

principu PCR-SSP bylo celkem vySetieno 18 vzork(, avsak u 2 vzorki se nam nepovedlo
vysetieni provést. V tabulce €. 5 jsou uvedeny vysledky vySetfenych vzorkti metodou PCR-
SSP. V grafu (obr. €. 6) je uvedeno zastoupeni HLA haplotypi v mém vysetfovaném souboru
pomoci kitu HISTO TYPE Celiac Disease. Vysetieno tedy bylo celkem 16 vzorkd. Nejcasteji
se vyskytujicim haplotypem ve vySetfovaném souboru je haplotyp DQX.x a DQX.5. U téchto
HLA variant je riziko vzniku celiakie velmi nepravdépodobné. Dalsi zastoupeny haplotyp je
DQ?2, u kterého je riziko rozvoje celiakie nizké. U HLA variant DQ2.5 a DQ2.x/DQ2 je riziko
rozvoje nemoci vysoké. U haplotypu DQ2.5/DQ?2 je riziko rozvoje celiakie velmi vysoké.

Haplotypy DQ2.5/DQ8 a DQ8 nebyly v tomto souboru nalezeny.
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Tabulka €. 5: Vysledky vysetienych vzorki metodou PCR-SSP

Cislo vzorku Vysledny haplotyp vySetieny metodou PCR-SSP

3 DQX.x

4 DQX.5

5 DQX.x

6 DQX.x

7 DQX.5

8 DQ2

9 DQX.5
10 DQX.5
11 DQX.x
12 DQX.x
13 DQX.x
14 DQX.5
15 DQ2.x/DQ2
16 DQ2.5
17 DQX.5
18 DQ2.5/DQ2

(vlastni vyzkum)

Zastoupeni HLA haplotypu ve
vySetfovaném souboru pomoci kitu HISTO
TYPE Celiac Disease (BAG Health Care)

8

6
podet vzorktu 4
2
0 I | | I

DQX.x DQX.5 DQ2.5 DQ2.x/DQ2 DQ2.5/DQ2

haplotyp

(vlastni vyzkum)

Obrazek €. 6: Zastoupeni HLA haplotypt ve vySetfovaném souboru pomoci kitu HISTO
TYPE Celiac Disease (BAG Health Care)

36



V této Casti uvadim nékolik vzorkt, které byly vysetfené kitem HISTO TYPE Celiac Disease
od firmy BAG Health Care na principu PCR-SSP v genetické laboratofi na Zdravotné socialni
fakulté V Ceskych Budgjovicich.

Cisla 1 — 23 oznaduji jednotlivé PCR reakce, kdy do kazdého slotu v gelu bylo napipetovano
celé mnozstvi reakéni zkumavky ze stripu ze soupravy (viz priloha €. 2). 24. reakce byla
kontaminacni kontrola. L (ladder) oznacuje hmotnostni marker (100 bp DNA
Ladderequalized, Carl Roth GmbH + Co. + Co. KG Karlsruhe), ktery byl napipetovan do
prostiedniho slotu po 5 pl. Po gelové elektroforéze se gel hodnotil na UV transiluminatoru.
Sledovala se ptitomnost vnitini kontroly (o velikosti 1070 bp, zatimco u 5. reakce 0 velikosti
430 bp) a moznych PCR produktl v ramci jednotlivych reakci. Pozitivni reakce byly
zaznamenany do softwaru HISTO MATCH pro vyhodnoceni a interpretaci vysledki. Tento
program odvodil pozitivitu jednotlivych alel a pfislusny heterodimer, ktery urcil riziko
celiakie. Pro kazdy vzorek byla moZnost exportovat ze softwaru report o vysledku dané¢ho

vzorku. V piiloze piikladam report o vzorku ¢. 16 (viz pfiloha ¢. 8).

Obrazek €. 7 : Gelova elektroforéza vzorku ¢. 3

1 2 3 4:5.6 7 & 9 1011 12:L 13 14°15°:16.:17°18 19 20:2172)°23

‘W - - “ETER A R A A A Al X A A 4

(vlastni vyzkum)

Vyhodnoceni gelové elektroforézy:

Pozitivni PCR reakce: 2 (velikost produktu 200 bp), 9 (velikost produktu 105 bp), 10 (velikost
produktu 200 bp), 11 (velikost produktu 185 bp) a 15 (velikost produktu 135 bp). Soucasti
kazdé reakce je PCR fragment vnitini kontroly (0 velikosti 1070 bp, zatimco u 5. reakce o
velikosti 430 bp).

Vysledky alelickych skupin:

DRB1*03 , DRB1*04 [1]; DRB1*03 , DRB1*08 [0]; DRB1*03 , DRB1*14 [0]; DRB1*14 ,
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DRB1*04 [1]; DRB1*14 , DRB1*08 [0]; DRB1*14 , DRB1*14 [0]; DRB1*04,- [2];
DRB1*04 , DRB1*04 [1]; DRB1*04 , DRB1*08 [1]; DRB1*04 , DRB1*14 [1]; DRB1*04 ,
DRB1*11 [1]; DRB1*08,- [0]; DRB1*08 , DRB1*14 [0]; DRB1*08 , DRB1*11 [0];
DRB1*14,- [0]; DRB1*14 , DRB1*11 [0]; DQB1*02 , DQB1*03 [1]; DQB1*03,- [2];
DQB1*03, DQB1*03 [2]; DQB1*03 , DQB1*06 [1]; DQA1*05,- [0]

Vysledek testu:

Na zakladé pozitivnich reakei byl detekovan haplotyp DQX.x. U této HLA varianty je riziko

vzniku celiakie velmi nizké.

Obrazek ¢. 8 : Gelova elektroforéza vzorku ¢. 4

6 7 8 9 10 1112 L 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

B el S B G g e B e R o

(vlastni vyzkum)

Vyhodnoceni gelové elektroforézy:

Pozitivni PCR reakce: 4 (velikost produktu 170/175 bp), 9 (velikost produktu 105 bp), 10
(velikost produktu 200 bp), 11 (velikost produktu 185 bp), 15 (velikost produktu 135 bp) a 23
(velikost produktu 235 bp). Soucasti kazdé reakce je PCR fragment vnitini kontroly (o
velikosti 1070 bp, zatimco u 5. reakce o velikosti 430 bp).

Vysledky alelickych skupin:

DRB1*03, DRB1*11 [1]; DRB1*14 , DRB1*11 [1]; DRB1*04 , DRB1*11 [1]; DRB1*11,-
[2]; DRB1*11, DRB1*11 [1]; DQB1*02 , DQB1*03 [1]; DQB1*03,- [2]; DQB1*03,
DQB1*03 [2]; DQB1*03, DQB1*06 [1]; DQA1*05, DQA1*05 [1]; DQA1*05,- [2]
Vysledek testu:

Na zakladé pozitivnich reakci byl detekovan haplotyp DQX.5. U této HLA varianty je riziko

vzniku celiakie velmi nizké.
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Obrazek €. 9: Gelova elektroforéza vzorku €. 5

s 20 304 50 60 78 8159 0L 28] 84 31451 581 61 A1 800 982012122233

(vlastni vyzkum)

Vyhodnoceni gelové elektroforézy:

Z4dna pozitivni reakce. Souasti kazdé reakce je PCR fragment vnitini kontroly (o velikosti
1070 bp, zatimco u 5. reakce o velikosti 430 bp).

Vysledky alelickych skupin:

DRB1*03,- [0]; DRB1*03 , DRB1*14 [0]; DRB1*03, DRB1*04 [0]; DRB1*03 , DRB1*11
[0]; DRB1*14,- [0]; DRB1*14 , DRB1*04 [0]; DRB1*14 , DRB1*11 [0]; DRB1*04,- [O];
DRB1*04 , DRB1*11 [0]; DRB1*11,- [0]; DQB1*02,- [0]; DQB1*02 , DQB1*02 [0];
DQB1*02 , DQB1*03 [0]; DQB1*03,- [0]; DQA1*05,- [0]

Vysledek testu:

Na zakladé reakcei byl vyhodnocen test jako negativni. Byl detekovan haplotyp DQX.x. U této

HLA varianty je riziko vzniku celiakie velmi nepravdépodobné.

Obrazek ¢. 10: Gelova elektroforéza vzorku €. 8

16158 TART 35121 181 ROMES - 708 D IS D184 83 -1 S T IR =1 D08 18093

(vlastni vyzkum)
Vyhodnoceni gelové elektroforézy:

Pozitivni PCR reakce: 15 (velikost produktu 135 bp), 14 (velikost produktu 145 bp), 13
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(velikost produktu 95 bp), 12 (velikost produktu 120 bp), 6 (velikost produktu 150 bp), 5
(velikost produktu 800 bp), 2 (velikost produktu 200 bp) a 1 (velikost produktu 220 bp).
Soucasti kazdé reakce je PCR fragment vnitini kontroly (o velikosti 1070 bp, zatimco u 5.
reakce o velikosti 430 bp).

Vysledky alelickych skupin:

DRB1*03, DRB1*03 [1]; DRB1*03 , DRB1*04 [2]; DRB1*03, DRB1*08 [1]; DRB1*03,
DRB1*14 [1]; DRB1*03,- [0]; DRB1*03 , DRB1*11 [0]; DRB1*14 , DRB1*04 [1];
DRB1*14 , DRB1*08 [0]; DRB1*14 , DRB1*14 [0]; DRB3*,- [0]; DQB1*02 , DQB1*03
[2]; DQAL1*05,- [0]

Vysledek testu:

Na zékladé pozitivnich reakci byl detekovan haplotyp DQ2. Vysledek genetického testu je

pozitivni. Riziko rozvoje celiakie je vSak nizké.

Obrazek €. 11: Gelova elektroforéza vzorku €. 15

1= 2235 35 4 5506070 S SRI0RT T2 SR 415N G R I 2 E I8 1970 0 211 3023

i A ol A A 4 N™ Pwrrew W . wewww
- -

(vlastni vyzkum)

Vyhodnoceni gelové elektroforézy:

Pozitivni PCR reakce: 1 (velikost produktu 220 bp), 3 (velikost produktu 140 bp), 5 (velikost
produktu 800 bp), 6 (velikost produktu 150 bp) a 7 (velikost produktu 140 bp). Soucasti kazdé
reakce je PCR fragment vnitini kontroly (o velikosti 1070 bp, zatimco u 5. reakce o velikosti
430 bp).

Vysledky alelickych skupin:

DRB1*03, DRB1*07 [2]; DRB1*14 , DRB1*07 [1]; DRB3*,- [0]; DQB1*02 , DQB1*02
[2]; DQB1*02,- [0]; DQB1*02 , DQB1*03 [0]; DQA1*05,- [0]

Vysledek testu:

Na zakladé€ pozitivnich reakci byl detekovan haplotyp DQ2.x/DQ2. Vysledek genetického

testu je pozitivni. Riziko vzniku celiakie je vysoké.
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Obrazek ¢. 12: Gelova elektroforéza vzorku ¢. 16

15248 AR50 T S S 10 L 121200 Ed IS 150 6 50 V1 8197205221 293 223

9 ov -~ e W - - o GO OU ** GO g v U G W9 W9 +v

-
LR

(vlastni vyzkum)

Vyhodnoceni gelové elektroforézy:

Pozitivni PCR reakce: 3 (velikost produktu 140 bp), 4 (velikost produktu 170/175 bp), 6
(velikost produktu 150 bp), 7 (velikost produktu 140 bp), 9 (velikost produktu 105 bp), 10
(velikost produktu 200 bp), 11 (velikost produktu 185 bp), 15 (velikost produktu 135 bp) a 23
(velikost produktu 235 bp). Soucasti kazdé reakce je PCR fragment vnitini kontroly (0
velikosti 1070 bp, zatimco u 5. reakce o velikosti 430 bp).

Vysledky alelickych skupin:

DRB1*07 , DRB1*11 [2]; DQB1*02 , DQB1*03 [2]; DQA1*05 , DQA1*05 [1]; DQA1*05,-
[2]

Vysledek testu:

Na zékladé@ pozitivnich reakci byl detekovan haplotyp DQ2.5. Vysledek genetického testu je

pozitivni. Riziko rozvoje celiakie je vysoké.

42 RT-PCR
VysSetfovaci metodou na principu RealTime-PCR pomoci kitu EliGene® Coeliac RT (DQ?2,

DQ8, DRB4) bylo vySetieno 5 vzorku, které jiz byly vysetteny kitem HISTO TYPE Celiac
Disease od firmy BAG Health Care na principu PCR-SSP. Tato vyzkumna ¢ast byla
provadéna v genetické laboratoii GENLABS,s.1.0. v Ceskych Budgjovicich.

V této ¢asti uvadim vysetiené vzorky metodou RT-PCR. Odecet vysledk byl provadén
Vv pfislusném softwaru. Pozitivni vysledek byl charakterizovan amplifikaci spojenou

S nartstem signalu v kandlech FAM (530) (viz obrazek ¢. 13) a JOE (560) (viz obrazek ¢. 14).
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Obrazek €. 13: Narust signalu v kanalu FAM (530)

Log Amplification Curves

0.838

log Fluorescence (530)

|

-0.162-

27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Cycles
(vlastni zdroj)

Obrazek €. 14: Narist signalu v kanéalu JOE (560)

Log Amplification Curves

0.22-

log Fluorescence (560)

-0.784

24 25 28 27 28 289 30 31 32 33 34 35 36 37 38 33 40
Cycles

(vlastni zdroj)

V nasledujicich tabulkach (€. 6, €. 7, €. 8, €. 9 a €. 10) mizeme vidét pozitivni a negativni

reakce v jednotlivych kanalech a vysledny haplotyp u vySetfovanych vzork. Metodou RT-
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PCR byly detekovany tyto haplotypy: DQ2.5, DQX.5 a DQ2. U haplotypu DQ2.5 je riziko

rozvoje celiakie vysoké, zatimco u haplotypti DQX.5 a DQ2 je rozvinuti této nemoci nizké.

Tabulka €. 6: Vysledek vzorku €. 15 metodou RT-PCR

Vzorek ¢. 15

CELIDQ2 Mix CELIDRB Mix | CELIDQS8
Mix Pozitivni | Negativni | Vysledny
FAM JOE FAM JOE FAM kontrola | kontrola | haplotyp
DQA1*05 | DQB1*02 | DRB1*04 | IC | DQB1*0302
+ + - + - + - DQ2.5
(vlastni vyzkum)
Tabulka €. 7: Vysledek vzorku €. 16 metodou RT-PCR
Vzorek ¢. 16
CELIDQ2 Mix CELIDRB Mix | CELIDQS8
Mix Pozitivni | Negativni | Vysledny
FAM JOE FAM JOE FAM kontrola | kontrola | haplotyp
DQA1*05 | DQB1*02 | DRB1*04 | IC | DQB1*0302
+ + - + - + - DQ2.5
(vlastni vyzkum)
Tabulka €. 8: Vysledek vzorku ¢. 17 metodou RT-PCR
Vzorek ¢. 17
CELIDQ2 Mix CELIDRB Mix | CELIDQS8
Mix Pozitivni | Negativni | Vysledny
FAM JOE FAM JOE FAM kontrola | kontrola | haplotyp
DQA1*05 | DQB1*02 | DRB1*04 | IC | DQB1*0302
+ - - - - + - DQX.5
(vlastni vyzkum)
Tabulka €. 9: Vysledek vzorku ¢. 18 metodou RT-PCR
Vzorek €. 18
CELIDQ2 Mix CELIDRB Mix | CELIDQS8
Mix Pozitivni | Negativni | Vysledny
FAM JOE FAM JOE FAM kontrola | kontrola | haplotyp
DQA1*05 | DQB1*02 | DRB1*04 | IC | DQB1*0302
- + - + - + - DQ2

(vlastni vyzkum)
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Tabulka €. 10: Vysledek vzorku ¢. 7 metodou RT-PCR

Vzorek ¢. 7
CELIDQ2 Mix CELIDRB Mix | CELIDQS8
Mix Pozitivni | Negativni | Vysledny
FAM JOE FAM JOE FAM kontrola | kontrola | haplotyp
DQA1*05 | DQB1*02 | DRB1*04 | IC | DQB1*0302
+ - - + - + - DQX.5

(vlastni vyzkum)

4.3 Srovnani vysledki
V této Casti prace je uvedena souhrnna tabulka zobrazujici vysledky obou metod. V tabulce ¢.

11 jsou zobrazeny vysledky z PCR-SSP vysetfené¢ pomoci kitu HISTO TYPE Celiac Disease
od firmy BAG Health Care a vysledky z RT-PCR vysetfené kitem EliGene® Coeliac RT

(DQ2, DQ8, DRB4).

Tabulka ¢. 11: Vysledky metod PCR-SSP a RT-PCR

Cistovzorku | VY e | etoton kbR
15 DQ2.x/DQ2 DQ2.5
16 DQ2.5 DQ2.5
17 DQX.5 DQX.5
18 DQ2.5/DQ2 DQ2
7 DQX.5 DQX.5

(vlastni zdroj)
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5 Diskuze

Cilem praktické ¢asti bylo zavést a zoptimalizovat komeréné dodavany kit pro vySetieni HLA
alel asociovanych s celiakii na principu PCR-SSP. Dale jiz vysetiené pacienty vySetfit
metodou RT-PCR.V praktické ¢asti bakalarské prace byl vySetfen soubor 18 vzorku, ze
kterého byly vSechny vzorky vySetieny metodou PCR-SSP. Metoda PCR-SSP byla provedena
pomoci komeréné dodavaného kitu HISTO TYPE Celiac Disease od firmy BAG Health Care.
Pét vzorki z testovaného souboru bylo zaroven vysetieno metodou RT-PCR pomoci kitu

EliGene* Coeliac RT (DQ2,DQ8, DRB1*04) od firmy Elisabeth Pharmacon.

Jak jiz bylo fec¢eno, metodou PCR-SSP bylo vysetieno celkem 18 vzorku. Z testovaného
souboru nedoslo u dvou vzorki (€. 1 a €. 2) ke spravné amplifikaci pti PCR. Na gelové
elektroforéze nebyly detekovany vnitini kontroly ani Zddné PCR produkty. U zbylych 16
vzorki jsem dosla k reprezentativnim vysledkiim. Z celkového poctu bylo detekovano 10
pozitivnich vysledki. U 6 vzorkt byl vysetfen haplotyp DQX.5 predstavujici extrémné nizké
riziko vzniku celiakie. V jednom ptipadé byl vySetien haplotyp DQ2, ktery predstavuje nizké
riziko. Dale byly detekovany haplotypy DQ2.5, DQ2.x/DQ2 a DQ2.5/DQ?2, které pfedstavuji

vysoké riziko rozvoje tohoto onemocnéni.

Soucasti mé prace bylo vySettit vzorky metodou RT-PCR, které byly jiz vySetfeny metodou
PCR-SSP. Metodou RT-PCR se mi podafilo vysetfit jen 5 vzorkt z divodu nedostatku DNA
a potfebnych reagencii. Pro tuto metodu jsme vybrala pouze vzorky s pozitivnim vysledkem
z ptedeslé metody. U 2 vzorki byly detekovany haplotypy DQ2.5, ve 2 ptipadech DQX.5 a
pouze Vv jednom ptipad¢ haplotyp DQ?2.

Dalsim cilem mé prace bylo porovnat dvé vySe zminéné metody z hlediska shody. Jak jiz bylo
feceno, obéma metodami bylo vySetfeno 5 vzorkl. Ve 3 ptipadech se vysledné haplotypy
shodovaly. U vzorku €. 15 a €. 18 se vysledné haplotypy lisily. U vzorku €. 15 riziko rozvoje
onemocnéni zustalo stejné, tedy vysoké. U vzorku €. 18 se naopak lisilo, metoda PCR-SSP
Celiac Disease na principu PCR-SSP detekuje vice alel nez kit EliGene* Coeliac RT (DQ?2,
DQ8, DRB1*04) na principu RT-PCR. U vzorku ¢. 15 byly detekovany metodou PCR-SSP
tyto alely: DRB1*03 , DRB1*07 [2]; DRB1*14 , DRB1*07 [1]; DQB1*02 , DQB1*02 [2].
Zatimco metodou RT-PCR DQA1*05 a DQB1*02. U vzorku ¢. 18 byly detekovany metodou
PCR-SSP tyto alely: DRB1*03, DRB1*07 [1]; DRB1*14 , DRB1*07 [1]; DRB1*04 ,
DRB1*07 [1]; DRB1*07,- [2]; DRB1*07 , DRB1*11 [1]; DQB1*02,- [2]; DQB1*02 ,
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DQB1*02 [1]; DQB1*02 , DQB1*03 [1]; DQA1*03 , DQAL1*05 [2]. Zatimco metodou RT-
siln¢ asociované s celiakii DQ8 DQA1*0302 v kitu EliGene* Coeliac RT (DQ2, DQS8,
DRB1*04).

Zaméfila jsem se také na srovnani dvou zminénych metod z hlediska naroénosti. Casové
naro¢néjsi byla metoda PCR-SSP s kitem HISTO TYPE Celiac Disease. Najednou bylo
mozné vysetfit pouze dva vzorky. Cely proces vysetieni trval okolo 3 hodin. Vyhodu tohoto
kitu vidim v Siroké skale vySetrovanych alel a v automatické interpretaci vysledkii. Nevyhodu
Vv odecitani PCR produktii v agar6zovém gelu a také v potizovaci cené kitu, kterd byla 9 719
K¢ (v¢€. DPH) pro 20 testli. Jeden test vysel tedy na 486 K&. Dalsi jeho nevyhodou je potieba
velkého mnozstvi DNA na jeden test. Analyza pozadovala 28 pul DNA o koncentraci 25-50
ng/ul. Rychlejsi metodou byla RT-PCR s kitem EliGene* Coeliac RT (DQ2,DQ8, DRB1*04).
Najednou bylo mozné vySetiit az 8 vzorkl. VySetieni trvalo asi 1,5 hodiny. Nevyhodu tohoto
kitu vidim v absenci siln€ asociované alely s celiakii DQ8 DQA1*0302. Kromé rychlé a
presné analyzy vidim vyhodu v potfebném mnozstvi DNA k jedné analyze. Vyrobce uvadi 2,5
ul DNA o koncentraci 1-10ng/ul. V neposledni fadé je pfijemna i cena kitu, ktera je 18 389
K¢ (v€. DPH) pro 50 testl. Jeden test tedy vySel na 368 K¢.

Z vyse uvedeného tedy mohu fici, ze hypotéza ¢. 1 (Pfedpokladam, ze vyhodou Real-Time
PCR bude rychlost ziskani vysledkt oproti PCR-SSP.) je spravna. Na zakladé¢ dat ziskanych
béhem vyzkumu mohu vyvratit hypotézu ¢. 2 (Pfedpokladam, ze vysledky obou metod budou

ve veétsine pripadii shodné.), protoze ve dvou sledovanych piipadech byly detekovany odlisné

haplotypy.
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6 Zavér

V teoretické Casti této bakalarské prace byly struéné shrnuty poznatky o celiakii a
molekularné genetickych metodach zalozenych na PCR, které se vyuzivaji pti diagnostice
predispozic k celiakii. V praktické ¢asti se mi podafilo osvojit spravnou laboratorni praxi

Vv genetické laboratofi. Prosla jsem si celym procesem od piijeti vzorku az po interpretaci
vysledku. V tvodu praktické ¢asti byly popsany postupy pro izolaci DNA a HLA typizaci
pomoci dvou komer¢né dodavanych kitt: HISTO TYPE Celiac Disease od firmy BAG Health
Care (princip PCR-SSP) a EliGene* Coeliac RT (DQ2, DQ8, DRB1*04) od firmy Elisabeth
Pharmacon (princip RT-PCR). Ve vysledkové ¢asti byly uvedeny reprezentativni vysledky
rizikovych alel a haplotypt vysetfovanych metodami PCR-SSP a RT-PCR. Vysledky obou

metod byly nélezité srovnany a v diskuzi bakaldiské prace prodiskutovany.

Na zaklad¢ dat ziskanych béhem mého vyzkumu Ize stanovené hypotézy potvrdit. Z celého
sledovaného souboru (tj. 18 vzorki) bylo 16 vzorka vySetieno metodou PCR-SSP a 5 z nich
metodou RT-PCR. Metodou PCR-SSP bylo detekovano 10 rizikovych haplotypa.
Nejpocetnéji zastoupeny byl haplotyp DQX.5 piedstavujici extrémné nizké riziko celiakie.
V jednom ptipadé byl detekovan haplotyp DQ2, ktery piedstavuje nizké riziko. Dale byly
vySetfeny haplotypy DQ2.5, DQ2.x/DQ2 a DQ2.5/DQ?2, které predstavuji vysoké riziko
rozvoje tohoto onemocnéni. P&t pozitivnich vzorki vySetfenych metodou PCR-SSP bylo
znovu vySetfeny metodou RT-PCR. Ve tfech ptipadech byly detekovany shodné haplotypy a
u dvou vzorkl byla neshoda. VySe zminéné metody jsem také porovnala z hlediska

také odecitat vysledky z agarézového gelu. Jeji vyhodu vidim v Siroké Skéle vySetfovanych
alel a v automatické interpretaci vysledkti. Naopak metoda na principu RT-PCR byla méné
casove a finanén€ narocnd. Velkou vyhodou této metody je potfeba minimalniho mnozstvi
DNA na jednu reakci oproti PCR-SSP. Nevyhodu tohoto kitu vidim v absenci silné
asociované alely s celiakii DQ8 DQA1*0302.
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8 Seznam priloh

Ptiloha ¢. 1: Spektrofotometr: UV/VIS ShimadzuBioSpec-nano

(Navod na obsluhu Spectophotometer For Life Science BioSpec-Nano, 2018)

Ptiloha ¢. 2: HISTO TYPE stripy pro HLA typizaci

(vlastni zdroj)



Piiloha ¢&. 3: Termocykler: MJ Mini™Personal ThermalCycler

(vlastni zdroj)

Ptiloha ¢. 4: Jednotka na gelovou elektroforézu: MS major science Safe Blue MBE-150 PLUS

(vlastni zdroj)



Ptiloha €. 5: UV transiluminator a detek¢ni systém: Uvitec Cambridge, UVISAVE HD5

(vlastni zdroj)

Ptiloha ¢. 6: Software HISTO TYPE k vyhodnoceni a interpretaci vysledkt
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Ptiloha €. 7: Report ze softwaru HISTO MATCH vzorku €. 16

BAG Healthcare CIBAG ke wcar:
HISTO MATCH Sample Report

1234567890

Sample ID: 33/ 18 Collected:

Patient:
Patient Name:

Sample Recsived:
Extraction Method:
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Extraction
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Analyzed By katerina
Date Analyzed 23.3.2018
Approved By

Date Approved

Authorized By kaberina
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Allelic Result:
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HistoMatch 2.6.5.0

(vlastni zdroj)
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Positive Reactions
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Ignored Reactions
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Ptiloha ¢. 8: LightCycler 2.0 (Roche)
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9 Seznam zkratek

AEA= Anti-Endomysium Antibodies, anti-endomysialni protilatky
AtTGA=Antitissue Transglutaminase Antibodies, protilatky proti tkanové transglutaminaze
bp= parti bazi

CD= Cluster of Differentiation, diferencia¢ni skupina lymfocytt
dATP= deoxyadenosin trifosfat

DTP= deoxyribonukleotid trifosfat

DGP= deaminovany gliadinovy peptid

DNA=deoxyribonukleova kyseliny

dCTP= deoxycytidin trifosfat

dTTP=deoxythymidin trifosfat

EDTA= ethylendiamintetraoctova kyselina

EMA= Endomysial Antibodies, endomysialni protilatky
ESPGHAN= Evropska spole¢nost pro détskou gastroenterologii, hematologii a vyzivu
EtBr= ethidium bromid

HLA= Human Leukocyte Antigens, lidské leukocytarni antigeny
IEL= intraepitelialni lymfocyty

IgA= imunoglobulin A

IgG=imunoglobulin G

IL=interleukin

INF=interferon

MHC= Major Histocompatibility Complex, hlavni histokompatibilni komplex



mRNA= mediatorova ribonukleova kyselina
PCR= Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce

PCR-SSP= Polymerase Chain Reaction with Sequence Specific Primers, polymerazova
fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery

RT-PCR= Real-Time Polymerase Chain Reaction, polymerazova fetézova reakce v realném
Case

TBE-= trisboratovy pufr
TG=transglutaminéaza
tTG= tkanova transglutaminaza

UV=ultrafialové svétlo



