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Stanoveni vyskytu alely HLA-B*27 v ¢eské populaci a jeji vyznam pro

diagnostiku Bechtérevovy choroby
Abstrakt

Bechtérevova choroba, nebo také ankylozujici spondylitida, je chronické a celozivotni
onemocnéni, kterym trpi tfikrat castéji muzi nez zeny. Prvni ptiznaky se vétSinou objevi
mezi 15 a 30 lety. PostiZzeny jsou vazy, kloubni pouzdra, Slachy, spoje mezi obratli,
zebry apod. Toto onemocnéni je s postupem Casu provazeno zancty, které omezuji
hybnost patete, hrudniku a snizovanim dechové kapacity plic. Béchterevova choroba
byla popisovéna jiz v historii, ale svilj nazev ziskala roku 1893 po ruském neurologovi
Vladimiru Bechtérevovi. Pfesna pfic¢ina této nemoci neni dosud zcela objasnéna.
V praktické Casti mé bakalaiské prace, kterd byla provadéna v genetické laboratofi
GENLABS s.r.0. v Ceskych Budgovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert
Bysttické, Ph.D, bylo cilem pfedev§im zvladnuti spravné laboratorni praxe a zakladnich
metod molekuldrni biologie zahrnujicich izolaci DNA, metodu PCR a gelovou
elektroforézu. Pro stanoveni rizikové alely HLA-B*27 byl pouzit diagnosticky
komer¢ni kit HISTO TYPE B27 low (BAG Health Care GmbH) vyuzivajici metodu
end-point PCR

Ma bakalarska prace obsahuje informace o Bechtérevové chorobé (BC), jeji historii,
symptomech, patogenezi, dédi¢nosti apod. Dale jsou shrnuty informace o HLA
molekulach a zejména alele HLA-B*27, ktera zasadné souvisi s timto onemocnénim a
ovlivityje tedy i jeho vyskyt v populaci. U osob s alelou HLA-B*27 je pravdépodobnost
onemocnéni az 300krat vyssi ve srovnani s jedinci, u kterych se tato alela nevyskytuje.
Prokdzana pfitomnost alely HLA-B*27 vSak neznamend, ze bude jedinec
Bechtérevovou nemoci postiZzen, jednd se pouze o zvySené riziko. Existuji totiz i
subtypy jako jsou HLA-B*27:06 a HLA-B*27:09, které pravdépodobné vubec s touto

nemoci nesouviseji.
Klic¢ova slova
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Determination of HLA-B*27 allelen in the Cyech population and its

importace for the diagnosis of Bechterew's dinase
Abstract

Bechterew's disease, also known as the ankylosing spondylitis, is a chronic lifelong
disease, which is three times more likely to affect men than women. The first symptoms
usually appear between 15 and 30 year of age. It affects ligaments, joint capsules,
tendons, joints between the vertebrae and ribs, etc. With time, inflammations reduce the
spinal and thoracic motions and decrease the respiratory capacity of the lungs. The
disease was observed early in the history, but only got its name in 1893. It was named
after the Russian neurologist Vladimir Bechterev. The exact cause of this disease is still
not clear, but the association between AS and the presence of allele HLA-B*27 is well-
known. The practical part of my thesis was conducted in the genetic laboratory
GENLABS s.r.0. in Ceske Budejovice under the supervision of Mgr. Dagmar Riegert
Bystticka, Ph.D. The aim was to isolate the DNA from the buccal swab and peripheral
blood and the subsequent preparation and execution of PCR reaction with the following
steps; checking the PCR reaction products by gel electrophoresis, their visualization

using a detection system and their substraction.

This bachelor thesis contains information about the Bechterew's disease, its history,
symptoms, pathogenesis, heredity, etc. It also summarizes information about the HLA
molecules, especially the HLA-B*27 allele, which is crucially/essentially associated
with this disease, and influences its occurrence across the population. People with the
HLA-B*27 allele are 300 times more likely to suffer from this disorder than those
without it. The presence of this allele does not (necessarily) guarantee affection by the
Bechterew's disease, however, those with the HLA-B*27 allele are at higher risk of
developing the disease. Some of the existing subtypes of the HLA-B*27, such as HLA-
B * 27: 06 and HLA-B * 27: 09, are presumably not associated with this disease in any

way.
Key words

Bechterew's disease / AS; HLA molecules; HLA-B*27 allele; PCR reaction
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1 Uvod

Bechtérevova/Marieho-Striimpellova nemoc nazyvana také ankylozujici spondylitida
(AS) patii do skupiny autoimunitnich onemocnéni. Tyto choroby mohou postihnout
V podstaté jakykoliv organ nebo tkan. Vznikaji, pokud imunitni systém neni schopen
rozeznat buniky télu vlastni a cizi. Nasledn¢ imunitni systém napadd a nic¢i své vlastni

burnky.

Hlavni roli zde hraji pfedevSim transplantacni tkanové antigeny (HLA). Jedna se o
geneticky systém, ktery je zodpovédny za rozeznavani vlastniho od ciziho. Sada HLA
genll na jednom chromozomu tvoii haplotyp. Kazdy jedinec ma dva haplotypy, které
zdedil od svych rodict (od kazdého jeden). Jejich vyznam v autoimunité je dilezity,

protoze je prokdzana silna asociace autoimunitnich onemocnéni s HLA systémem.

Jednoznac¢nou asociaci S HLA systémem ma pravé onemocnéni nazyvané Bechtérevova
choroba. Ackoli pfesnd pfi¢ina tohoto onemocnéni neni dosud znama, existuje jista
genetickd predispozice asociovand s HLA systémem. Témét 98 % postiZenych touto
chorobou nese znak HLA-B*27. OvSem ne vSichni nositelé rizikové alely HLA-B*27
musi onemocnét Bechtérevovou chorobou. Onemocnénim trpi také jedinci, ktefi jsou

pro tento geneticky marker negativni. (Braun a Sieper, 2007)

AS je formou artritidy, ktera postihuje nejen patet, ale i sakroiliakalni a periferni
klouby. Primarné zptsobuje zanét meziobratlovych kloubi, jenz mize vést k t€¢zké az
chronické bolesti. Nemoc mohou doprovazet 1 mimokloubni manifestace jako naptiklad
zéancty oka, zéancty Achillovy paty, lupénka a dalsi. Dlouhodobé zkuSenosti
onemocnéni rozpoznat rentgenovym vysetienim nebo magnetickou rezonanci. (Nossent
et al., 2013) Léceni této nemoci bylo jesté pied 20 lety velmi obtizné, protoze byly
k dispozici pouze omezené moznosti farmakologické 1é¢by. Ovsem v roce 2003 nastal
zlom, diky mezindrodni organizaci ASAS (Assessment of SpondyloArthritis
international Society), kterd zvetejnila dlouhodobé studie pro lécbu Bechtérevovy
choroby. Jednalo se o pouziti 1€kt biologické povahy - inhibitord pro tumor
nekrotizujici faktor alfa. A pravé tato 1éCiva zménila Zivot nékolika nemocnym, jejichz

dosavadni 1écba nebyla zcela ucinna. (Kim et al., 2016)



Lécba ankylozujici spondylitidy je kazdoro¢né upravovana mezindrodni organizaci —
Evropskou ligou proti revmatismu. Nejlepsi vysledky maji ti pacienti, ktefi navstévuji
alesponn 1x tydné skupinové cviCeni s fyzioterapeutem a zaroven doma provozuji

kazdodenni domaci cviéeni.

Cilem mé bakalaiské prace bylo sepsani odborné reserSe zabyvajici se Bechtérevovou
chorobou (historii, symptomy a patogenezi) a zejména alelou HLA-B*27, ktera ma
nejveétsi asociaci s timto onemocnénim. V praktické ¢asti bylo mym tkolem seznameni
se s metodami, jejich postupy a nasledna obsluha stroji, jez umoznuji detekci alely
HLA-B*27. Vzorky, které jsem k tomuto vysetieni pouzila, byly nékteré ziskany od mé
rodiny a daldi mi byly poskytnuty genetickou laboratoii GENLABS s.r.0. v Ceskych
Budgjovicich. Pomoci komeréniho kitu a metody end-point PCR jsem zjistovala
piitomnost alely HLA-B*27 v testovanych vzorcich a v nékterych piipadech jsem

hodnotila jeji moZznou asociaci s vyskytem AS u vySetfovanych jedinct.



2 Teoreticka ¢ast

2.2 Autoimunitni onemocnéni

2.2.1 Popis a vznik onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni vznikd z divodu nadmérné tvorby autoprotilatek nebo
autoreaktivnich klonti T — lymfocytt, které poskozuji vlastni tkané a jejich struktury.

(Rovensky, 2006)

Teorie vzniku autoimunit spociva v tzv. mozaice autoimunity. Tato mozaika vysvétluje,
pro¢ se u jednoho jedince dané onemocnéni vyskytne a u druhého nikoliv. Autoimunitni
onemocnéni je mozné rozdélit do dalSich dvou velkych skupin podle mechanismu
postizeni, jednou takovou skupinou je poskozeni bunénymi slozkami imunitniho
systému a druhou skupinou je poSkozeni protilatkami. A pravé do druhé skupiny se fadi
revmatoidni artritida, kde jsou detekovany autoprotilditky proti Fc castem

imunoglobulind. (Shoenfeld et al., 2007)

2.2.2 Rozdéleni onemocnéni

Onemocnéni mutZze postihnout vice organti, v piipad¢ systémové autoimunity, nebo
napadd pouze urCity organ. Mezi systémova autoimunitni onemocnéni se fadi

revmatoidni artritida.

a) Systémové autoimunitni choroby

Systémové autoimunitni choroby vznikaji kombinaci nékolika faktorG a nasledné
dochéazi k selhani mechanismil tolerance a k rozvoji imunopatologické reakce viici
vlastnim antigenim. U systémovych autoimunit hraje hlavni lohu imunokomplexova
patogeneze posSkozeni. Do této skupiny patii pravé revmatoidni artritida, ale také

systémovy lupus erythematodes, n¢které¢ vaskulitidy apod.

b) Organové lokalizované autoimunitni choroby

Mezi systémovymi a orgdnové specifickymi autoimunitami lezi skupina onemocnéni
nazyvana organové lokalizované autoimunitni choroby, které postihuji urcity organovy

systém, vyskytuji se u nich organové nespecifické autoprotildtky a fada poskozeni
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probihd mimo cilovy organ. Do této skupiny se fadi pfedev§sim nespecifické stievni

zanéty (Crohnova choroba, ulcer6zni kolitida)
€) Organové specifické autoimunitni choroby

U organové specifickych autoimunitnich chorob se vyskytuji organové specifické
autoprotilatky, které poskozuji pouze jediny organ nebo tkai. Radi se sem napiiklad
Addisonova choroba, myasthenia gravis, roztrousena skleréza apod. (Bartinkova a

Paulik, 2011)

11



2.3 Bechtérevova choroba

2.3.1 Popis onemocnéni

Bechtérevova choroba je systémové, zanétlivé, revmatické onemocnéni, které ovliviiuje
zejména axialni skelet, sakroilijakalni, apofyzealni a kostovertebralni klouby patete.
(Forejtova, 2009) Onemocnéni se projevuje zanétlivou bolesti zad, kterd je spojena
predevsim S ranni ztuhlosti. V pokrocilych piipadech mize nemoc vyustit do tézkych
posturalnich deformit patete, jako je ankyloza (nova tvorba kosti v pateti), coz zpusobi,
7e Cast patefe se stane pevnou a nepohyblivou, a pravé toto piispiva k vyraznému

zhorseni kvality zivota. (Pavelka et al., 2017)

Témert v poloving piipadd byvaji zasazeny ramenni a kycelni klouby. Onemocnéni byva
provazeno také extraspinalnimi projevy, u nékterych pacientl mize dochazet jednou

nebo i opakované béhem Zzivota k jinym zanétim. (Edavalath, 2010)

Béhem poslednich nékolika let se podstatné zménil piistup k této nemoci, zejména diky
novym zobrazovacim technikam a terapiim. Diagn6za Bechtérevovy nemoci se v praxi
ve veétsin¢ piipadl opozduje. Nez I¢kat stanovi kone¢nou diagndézu, muze to trvat
v priméru az deset let od prvnich symptomu. (Pavelka et al., 2017) I pies to 1écba
nesteroidnimi protizanétlivymi Cinidly a fyzioterapie zlstava dilezitym piistupem k

dlouhodobé 1é¢bé pacienti s timto onemocnénim. (Braun a Sieper, 2007)

2.3.2 Historie ankylozujici spondylitidy

Jiz prvni zminky o Bechtérevové nemoci jsou datovany do starovéku, konkrétné do
starovékého Egypta, kde bylo nalezeno nékolik dikazi o jeji existenci. Rentgen patete

pozdg&ji odhalil typickou ,,bambusovou patei. (Brophy et al., 2002)

Prvni zaznam o Bechtérevové chorobé se V literatufe objevil roku 1559, kde byl
zvetfejnén anatomicky popis dvou koster, které mély abnormality spojené s touto
chorobou. OvSem piesny popis nemoci uvedl az v 19. stoleti rusky neurofyziolog
Vladimir Michajlovi¢ Bechtérev. Zaroven Adolph Striimpell v Berling taktéz v 19.
stoleti popsal onemocnéni, které nazval ankylozujici zanét patefe a kycelnich kloubd.
Dale, nezavisle na Bechtérevovi a Striimpellovi, popsal Pierre Marie v roce 1898 v

Parizi podobné zmény, které se projevovaly v oblasti patefe a nazval je rizomelickou
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spondylozou. Dnesni nazev tedy plyne z praci V. Bechtéreva z r. 1893, ale n¢kdy se
onemocnéni nazyva po vSech tfech jeho objevitelich Striimpellova-Marieho-

Bechtérevova choroba. (Pavelka a Rovensky, 2003)

Obrazek 1 Vzhled bambusové pdatere

Zdroj: (Bickle a Gaillard, 2019) dostupné z: https://radiopaedia.org/articles/bamboo-spine-ankylosing-
spondylitis?lang=us

2.3.3 Rozdéleni spondyloartritid

Spondyloartritidy se rozd€luji do nékolika skupin liSici se nejen mistem postizeni, ale i
dalsimi faktory, které je ovliviiuji. Jednotlivé podskupiny jsou geneticky asociovany s
molekulou MHC 1. t¥idy HLA-B*27. (Braun a Sieper, 2007)

Tabulka 1 Klinické rozdéleni spondyloartritid do podskupin

Skupina Zasazeni

Ankylozujici spondylitida Zanétlivé onemocnéni patefe, kloubl ¢i
Slachovych ~ Gponti  (viditelné  na

rentgenu).

Periferni spondyloartritida Zanét kloubdt ¢i  Slachovych Gponi
nejcasteji na dolnich koncetinach, n¢kdy
pfitomna 1 daktylitida nebo dokonce

vyvin v jinou spondyloartritidu.

Reaktivni artritida Zanét jednoho kloubu, ktery se objevi po

mocoveé, pohlavni ¢i stievni infekci.
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Pouze n¢kdy se vyvine v chronickou.

Enteropaticka spondyloartritida Zanét kloubt ¢i patefe, jenz je u
nékterych pripada doprovazen
Crohnovou chorobou nebo ulcer6zni

kolitidou.

Psoriaticka artritida Zanét kloubti a patefe muze byt nékdy
doprovézen lupénkou, jedné se o trvalé a

chronické onemocnéni.

Nediferencovana spondyloartritida Zanét jednoho ¢i vice kloubti predevSim

na dolnich koncetindch. Také je zde

moznost rozvinuti do jiné

spondyloartritidy.
Neradiograficka forma axialni Zanétlivé onemocnéni SI kloub, péatete,
spondyloartritidy perifernich kloubu a $§lachovych upont.

Opét se muze v nékterych piipadech

vyvinout v ankylozujici spondylitidu.

(Klener, 2006)
2.3.4 Symptomy

Bylo zjisténo, Ze pokud se jedna o Bechtérevovu chorobu, tak je vzdy pfitomna hlavni
zanétliva bolest zad a dalsi rysy, jako jsou vék, zdkefny néstup bolesti a ranni ztuhlost,
kterou lze zlep$it cviéenim. (Braun a Sieper, 2007) Mimo jiné se u vé&tSiny

spondyloartritid mohou objevit n€které z téchto klinickych ptiznaki:
a) Zanét v oblasti patefe

JestliZe jsou postizeny klouby a Slachové Gipony na patefi v oblasti SI kloubt, jedna se o
tzv. axidlni pfiznaky, v pfipadé zanéti koncetin mluvime o perifernich pfiznacich.

(Garcia-Montoya et al., 2018)
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Bechtérevova choroba se projevuje typickou bolesti zad a pocitem ztuhlosti, nemocny
ma nejvetsi problémy, kdyz je v klidu a po nasledném protazeni a rozcviceni dochazi
k alevé. Také se nemocnym cCasto stava, ze se nemoc projevuje zejména v NOCi a po
ranu je provazena ranni ztuhlosti. Ulevou od bolesti byva lehké rozcviéeni nebo
aplikace tepla na ztuhlou ¢ast. OvSem bolest mize vzniknout na riznych usecich patete.
Nemoc ve vétSin€ pripadi zac¢ind v dolni ¢asti patefe a postupuje smérem vzhiru
(ascendentni typ), ale jsou znamy piipady, kdy postupuje opaénym smérem
(descendentni typ), to znamena, Ze zaCind v oblasti kréni patefe. Neni to obvyklé,

existuji spise ojedinélé ptipady. (Klener, 2006)

Pti tuhnuti patete postupné dochazi ke zvétSovani hrudni kyfozy a také je mozny vznik
kyfozy kréni nebo bederni, tim je omezen pohyb hrudniku. Na rentgenovém snimku lze
pozorovat typicky obraz ,.bambusové hole* v krénim, hrudnim 1 bedernim useku,
takto postizeni pacienti maji potize napfiiklad s oblékanim kalhot, obouvanim, nebo

nevidi, kam Slapou. (Pavelka a Rovensky, 2003)
b) Zanét v oblasti ki'izokyc¢elnich kloubu (sakroiliakalni)

Typickym piiznakem zanétu v oblasti kiiZokycelnich kloubu je bolest v oblasti dolnich

zad a nasledny pocit, ze se bolest §iti az do hyzdi. (Levitova, 2018)
C) Zanét kloubt a Slachovych upont (artritida a entezitida)

Zanét kloubt a Slachovych tponil se projevuje bolesti, ztuhlosti a otokem kloubti jak na
hornich, tak i dolnich konéetinach. Entezitidy jsou nejastéji pozorovany V oblasti
uponu Achillovy S$lachy, plantarni facie, Uponti na padnevni kosti, na trochanter major 1
minor, v oblasti ramene apod. Projevuji se pfedevsim citlivosti na tlak a prudkou bolesti

pti urcitych pohybech.

Vsechny tyto ptiznaky jsou ve vétsiné piipadi hor$i rano a po procvi¢eni mohou

ustupovat. (McVeigh a Cairns, 2006)
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d) Zanéty nesouvisejici s pohybovym aparatem

Z extraspinalnich projevi se vétSinou jedna konkrétné o uveitidu nebo o iridocyklitidu
(zanét vétsi oblasti oka). Piiznaky se projevuji bolesti oka a zcCervenanim bélma.
V tomto ptipadé¢ by mél pacient téméf okamzité¢ vyhledat lékate, aby se zabranilo
trvalému poskozeni oka. Pacienti miizou mit jednostrannou bolest, fotofobii ¢i zvySené
slzeni. (Braun a Sieper, 2007) U nékterych pacientti se mohou objevit i jiné komplikace,
ovSem to byva pouze v ojedin€lych ptipadech, které postihnou jednoho pacienta ze sta.
Jedna se o obtiZze zasahujici srdce, plice nebo centralni nervovou soustavu. (Forejtova,
2009). Dalsimi projevy, které se mohou vyvinout spolu s Bechtérevovou chorobou, jsou
kardialni postizeni (aortitida, poruchy vedeni). Mezi mén¢ Casté problémy patii lupénka

nebo zanéty stieva (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida). (Levitova, 2018)

Normal anatomy Ankylosing spondylitis
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Zdroj:(Healthdirect, 2019) dostupné z: https://www.healthdirect.gov.au/ankylosing-spondylitis

2.3.5 Patogeneze AS

Piestoze je etiologie Bechtérevovy choroby stale jesté neznama, hraji zde roli faktory

vvvvvv

patii vrozené dispozice, pohlavi a né¢které zevni faktory. (Forejtova, 2009)
a) Vrozené dispozice

ProtoZe pro Bechtérevovu chorobu je Casty rodinny vyskyt a jednovajecna dvojcata
vétSinou onemocni ob€, existuje ziejmé vyznamny podil genetickych dispozic pro
rozvoj tohoto onemocnéni. Geny piispivajici K rozvoji onemocnéni jsou studovany v

ramci rozsahlych genetickych asociacnich studii, Které sleduji mozné vrozené rizikové
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varianty u nemocnych s Bechtérevovou chorobou a Vv celych rodinach a srovnavaji

jejich vyskyt s vyskytem v kontrolnich skupinach. (Borra et al., 2000)

Na zaklad¢ téchto studii byl prokazan vysoky stupen asociace mezi genem kodujicim
antigen HLA-B*27 a Bechtérevovou chorobou. Prestoze HLA-B*27 je sam o sobé
dikazy o vlivu dalSich asociovanych gent Stimto onemocnénim. Pfitomnost alely
HLA-B*27 predstavuje asi 20-30 % celkového genetického rizika, zatimco cela
skupina MHC gent pfispiva K rozvoji onemocnéni 40-50 %. (Stafford a Yousseff,
2008)

Nemocni s Bechtérevovou chorobou jsou pozitivni na alelu HLA-B*27 v 80-95 %
piipadu, zdravi lidé pak v5-8 % ptipadi. TO ovSem neznamena, Ze nositelé této
rizikové alely vzdy onemocni touto chorobou. Pravidlem je, Ze pokud jedinec onemocni
a je HLA-B*27 pozitivni a jeho piibuzni (déti, rodice, sourozenci) jsou rovnéz pozitivni
pro danou alelu, vzrista u nich riziko vzniku Bechtérevovy choroby 5-16krat ve

srovnani se zdravou populaci.

K dal$im genim, které se ziejm¢ podileji na rozvoji tohoto onemocnéni, patii i jiné
geny HLA systému, napiiklad HLA-B*60, ale také geny mimo tento systém.
V néekterych studiich byly zjistény Cetné kandidatni geny (geny pro interleukiny, geny
pro cytokiny, pro nitrobunécné molekuly atd.). S nejvétsi pravdépodobnosti se tyto geny

podileji na vzniku Bechtérevovy choroby, ovsem bézné se netestuji. (Jah et al., 2020)

b) Vliv pohlavi

Pohlavi pfedstavuje jeden z neovlivnitelnych faktori pro rozvoj Bechtérevovy choroby,
objevuje se totiz dvakrat az tiikrat ¢astéji u muzi, u kterych se se navic mohou rychleji
vyvinout kostni zmény Vv SI kloubech a patefi. Nejcastéji se projevuji u mladych muzi
zejména ve druhém, nebo tretim decenniu. Propuknuti nemoci po 40. roce je
nepravdépodobné. (Forejtova, 2009) Muzi maji z vét§i Casti zasaZenou patef, panev,
hrudni sténu, boky, ramena a nohy. Naproti tomu Zeny maji méné zasaZenou patef,
ovSem 0 to vetsi zanéty v kolenou, zapésti a v kotnicich. Zaroven je u Zzen pozorovan i
vy$si dopad na psychiku, pravdépodobnost vzniku deprese je u nich dvakrat vyssi nez u

muzu. (Braun a Sieper, 2007)
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C) Zevni faktory

Zatim nebyl zjistén Zzadny konkrétni zevni faktor spojeny s rozvojem tohoto
onemocnéni, ale predpoklada se, ze nékteré stievni infekce mohou podpotit jeho rozvoj.
Daéle pti dlouhodobém sledovani nemocnych s Bechtérevovou chorobou bylo zjisténo,
ze koufeni a mechanické pretéZzovani pohybového ustroji mohou zpusobit zhorSovani

onemocnéni. (Chou, 2001)
2.3.6 Lécha a priubéh

Bechtérevova choroba se v Ceské populaci objevuje piiblizné u 7 % obyvatel. Toto
onemocnéni je dlouhodobé a celozivotni. Prvni ptiznaky se mohou projevit jiz v détstvi
(pfed 16. rokem), ale vétsinou nastupuji v rané dospélosti (do 30 let). Nékteti pacienti, u
kterych se na onemocnéni ptijde v€as a dodrzuji vSechny I¢kaiské postupy, mohou mit
mirny pribéh a onemocnéni je nijak zvlast neomezuje. Proto je velmi dilezité
akceptovat vSechna doporuceni od Iékait ¢i fyzioterapeuti hned od samého zacatku.

(Forejtova, 2009)

Nefarmakologicka terapie sestava z ldzenské lécby, vzd€lavani a jiz zminéné
fyzioterapie. OvSem do jaké miry je fyzicka terapie a cviceni prospésna pro vsechna
stddia nemoci, neni zndmo. Vyznamnym posunem V 1é¢bé AS v poslednich n¢kolika
letech bylo zavedeni anti-TNF injekci. Anti-TNF (anti-tumor nekrotizujici faktor) je
chemickd latka, kterd je soucasti 1é¢iv pouzivanych k 1€cb¢ zanétlivych onemocnéni,
jako je AS. Diky nému se dafi GspéSné potlacovat projevy choroby v kloubech. Lécba
vSak neni Gplné jednoducha, ma mnoho vedlejsich G¢inkl a je pomérné draha. (Gorman

et al., 2002)

Pfes vSechny léCebné procesy, které jsou v dneSni dobé dostupné, nelze onemocnéni
zcela vylécit. Zmeény postihujici patef ¢i klouby znaéné ztéZzuji pohyblivost a diivody
jejich vzniku zatim nejsou zcela objasnény. U vétSiny nemocnych lze pozorovat
stfidajici se obdobi, kdy jsou obtiZze vyraznéjsi, s klidn&jsim obdobim. Nemocni
s Bechtérevovou chorobou maji navic pfidruzené zanéty, které probihaji v celém téle.
Proto je dulezité, aby byl nemocny stale sledovan revmatologem, ktery mozné

komplikace zachyti v¢as. (Calin et al., 1977)
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2.4 MHC glykoproteiny

MHC (major histocompatibility complex) je komplex glykoproteint, jejichz hlavni
funkci je rozeznat cizorodé struktury v téle organismi. MHC piedstavuje geneticky
systém, ktery urcCuje charakter histokompatibilnich antigeni a zahrnuje v sobé

histokompatibilni systémy vsech zivo¢isnych druhti. MHC ma spole¢né tyto vlastnosti:

e Jedna se o systém gend, které produkuji silné transplantacni antigeny. A pokud
je neshoda v antigenech MHC mezi darcem a pfijemcem, vyvola to akutni
rejekci.

e MHC je systémem komplexni a polymorfni.

e Tyto molekuly se zaroven podileji na regulaci imunitni odpovédi a fadi se mezi

imunoglobuliny. (Penka a Lavickova, 2012)

Lidsk¢é MHC molekuly se oznacuji jako HLA (human leukocyte antigens). (Hotejsi et
al., 2017)

2.4.1 Charakteristika HLA systéemu

Komplex HLA genti je umistén na kratkém rameni chromozomu 6. V tomto systému je
lokalizovano ptes 200 genti. Hlavni roli molekul HLA 1. a II. tfidy je prezentovat
peptidové antigeny, vystavovat je na svém povrchu T lymfocytim. Jak jiz bylo feceno,
Z pohledu populacni genetiky je tento systém vysoce polymorfni, to znamena, ze kazdy
¢lovék ma na povrchu svych bunék unikatni sestavu molekul I. a II. tfidy. (Penka a
Lavickova, 2012) Molekularni typizace alel HLA se rutinné provadi za uc¢elem zajisténi
alely HLA 1. a II. tfidy pfi transplantaci krvetvornych bunék darce. Dokonce pouze
jedind aminokyselinova substituce mezi HLA alelami mlze zménit spektrum
prezentovanych peptidd na bunééném povrchu, coz piedstavuje kriticky bod
pfi transplantacich organd. Staci pouze malé rozdily v jediné HLA alele mezi darcem a
pfijemcem, které mohou vést k odliSnosti antigenniho sloZeni povrchu prezentujicich
bun¢k. T lymfocyty piijemce nejsou piipraveny tolerovat takové mnozstvi cizich
antigenll, a tudiZ dochazi k tomu, Ze transplantdt povazuji za vetfelce a dojde k

jeho odmitnuti. (Hatina a Sykes, 1999)
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Zaroven je tento systém spojovan S uréitymi chorobami, ale jeho zakladni mechanismy
dosud nejsou zcela vysvétleny. Frekvence HLA antigen se mezi riznymi etnickymi

skupinami velmi 1isi. (Choo, 2007)

2.4.2 Funkce HLA

Molekuly HLA maji ve své struktufe vazebnd mista, na kterd se vazou antigenni
peptidy, které vznikly z endogennich nebo exogennich cizorodych Castic. Antigenni
fragmenty, které jsou navazané na vlastni molekuly HLA, rozpoznavaji T lymfocyty.
Pfi imunitni reakci je cizi antigen zpracovavan a prezentovan na povrchu buiky. Pfesny
zpusob piisobeni antigent HLA I. a II. tfidy se v tomto procesu lisi. Antigenni
fragmenty z endogennich cizorodych ¢astic jsou po vazbé na molekuly HLA 1. t¥idy
rozpoznavany subpopulaci CD8+ T lymfocytii. OvSem cizorodé exogenni Castice jsou
zpracovavany APC bunkami, které vzniklé antigenni fragmenty prezentuji molekulami
HLA 1II. tfidy a tyto fragmenty jsou rozpoznavany pomocnymi CD4+ T lymfocyty.
(Penka a Lavickova, 2012) Po aktivaci se T lymfocyty mnozi a uvolnénim cytokind
jsou schopny vytvofit imunitni odpovéd’, kterd bude rozpoznavat a nicit dalsi buiiky s

timto stejnym komplexem ciziho antigenu. (Mosaad, 2015)
2.4.3 Rozdéleni

HLA sytém je rozdélen do tii tid:

a) Do prvni tiidy se fadi okolo 20 gent, pfi¢emz ty nejdulezitéjsi jsou umistény na
lokusech HLA-A, HLA-B a HLA-C. (Choo, 2007) Geny, které jsou v této tiid¢,
jsou nazyvany klasickymi a jsou vysoce polymorfni, umistény jsou co nejdal od
centromery a jejich antigeny byvaji klasické ¢i transplantacni. Nejvice jsou v
lymfatické tkani, slezin¢ a thymu. Déale se zde nachazeji také dalsi lokusy a to
HLA-E, HLA-F, HLA-G a pravé produkty téchto genli nejsou jiz tolik
polymorfni a nazyvaji se neklasickymi HLA antigeny. Molekuly HLA-G se
napiiklad nachazeji na trofoblastovych strukturach embryonalniho pivodu. A
spole¢nym piisobenim HLA-G a HLA-E molekul se chrani plod pfed napadenim
T a NK bunikami. Lokusy HLA-H, -J, -K, -L a -X jsou obsazeny nefunkénimi
geny, tzv. pseudogeny a prave tyto pseudogeny obsahuji ve svych kodujicich

oblastech mutaci, jez zamezuje tvorbé ptivodniho genového produktu.
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b)

b)

Antigeny druhé tfidy maji omezenou tkanovou distribuci, nachazeji se pouze na
B lymfocytech, monocytech, makrofazich, dendritickych a Langerhansovych
bunkach, tudiz na APC bunkach. (Bodmer, 1987) Nejblize u centromery je
oblast HLA-D, kde jsou umistény lokusy HLA-DR, - DQ, - DP.

Tteti tiida se nachazi mezi I. a Il. Ttidou. Tato tfida obsahuje geny pro nékteré
slozky komplementu (C2, C4, faktor B), 21 — hydroxylazu, tumor nekrozujici
faktor alfa, lymfotoxin, stresové proteiny Hsp. Tento komplex obsahuje témét

50 gent. (Penka a Lavickova, 2012)
2.4.4  Struktura molekul HLA I. a II. ti'idy

Molekula HLA 1. tfidy pfedstavuje transmembranovy glykoprotein a jedna se o
heterodimer, ktery je tvofen tézkym fetézcem a a lehkym fetézcem P. Pricemz
fet€zec o lze rozdé€lit na 3 oblasti — extracelularni, transmembranovou a
cytoplazmatickou. Extracelularni oblast je tvofena tfemi doménami — o, 02, a 0.
Retézec B je tvofeny B2 — mikroglobulinem, ktery neni transmembranovym
proteinem a na tézky fetézec o se vaze nekovalentnimi vazbami. Vzajemnou
interakci domén oz a ap t€Zzkého tetézce a vznika zlabek, kam se vaze antigenni
peptid. Vazebné misto pro peptidy je u molekul HLA 1. tfidy na obou koncich
uzavieno a diky tomu se na tyto molekuly vazi pouze peptidy o délce 8-10
AMK.

Molekuly HLA 1I. tfidy jsou tvofeny heterodimerem, ktery je stejné jako u I
tiidy tvofen tézkym fetézcem o a lehkym fetézcem [, které jsou vazany
nekovalentné. Extraceluldrni ¢ast obou fetézci je tvoiena dvéma doménami o a
02/B1, B2. A praveé interakci domén oz P1 vznika zlabek, ktery véaze antigenni
fragmenty. Vazebné misto pro antigen je u molekul HLA II. tfidy oteviené,
nikoliv uzavfené, jak tomu bylo u I. tfidy. A zarovenl je umoznéno vkladani

antigennich fragmentt obvykle o délce 15-35 AMK. (Ebringer a Wilson, 2000)

245 Genetika HLA systému

HLA systém je pienaSen na potomstvo jako tzv. haplotyp. Jelikoz se chromozomy
nachazeji v parech, nese kazdy jedinec na kazdém 6. chromozomu uréitou vazebnou
sestavu HLA alel (haplotyp), kterou zdédil od kazdého z rodi¢u. Haplotyp je tedy

soubor vazanych geni, které se dédi spole¢né. Kazdy jedinec nese 2 haplotypy, jeden,
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ktery zdédil po otci a druhy, jenz ma od matky. A praveé unikatni spojeni HLA genti
tvori specificky HLA genotyp jedince. (Penka a Lavickova, 2012)

V jednom lokusu muze dany jedinec nést maximalné 2 alely. A tyto alely jsou
kodominantni, coz znamena, Ze na povrchu buiiky jsou exprimovany ob¢ alely kazdého
HLA lokusu soucasné¢. Pomoci sérologickych metod pak dokazeme urcit fenotyp

jedince. (Thompson et al., 2004)

Kdyz jedinec zdédi od kaZdého z rodic¢i identické alely, je v daném lokusu
homozygotni a pokud jsou zdédény alely rozdilné, je v daném lokusu heterozygotni. V
rodindch se vyskytuji dva matefské a dva otcovské haplotypy, které jsou schopny
vytvaret 4 rizné kombinace haplotypii u potomstva a jsou dédény podle Mendlovych

zakonu takto:

o 25 % potomku je HLA identickych — to znamena, ze zdédil stejny haplotyp od
otce a stejny haplotyp od matky

e 50 % potomkl se shodne pouze v jednom haplotypu — bud’to zdédil stejny
haplotyp od matky a rozdilny od otce anebo stejny od otce a rozdilny od matky

e 25 % potomkil je HLA rozdilnych — od matky 1 od otce zdédil rozdilny haplotyp

Bylo zjisténo, Ze rekombinantni genotyp se vyskytuje v rodinach asi ve 2 % a vznikd v
dasledku crossing — overu. Jednd se o vyménu genetického materialu mezi dvéma
homolognimi chromozomy v pribéhu prvniho meiotického déleni. Zalezi piedevsim na
fyzické vzdalenosti danych lokust. Cim vétsi je tato vzdalenost, tim je také

pravdépodobnost rekombinace vétsi. (Penka a Lavickova, 2012)
2.4.6 Typizace HLA systému
Existuji dva zpisoby typizace HLA molekul:
a) Sérologické metody HLA typizace

Sérologické metody urcuji molekuly HLA 1., ale i1 II. tfidy na zaklad€ antigennich
rozdili podminénych aminokyselinovym sloZenim polymorfnich ¢asti molekul HLA.
Tato sérologicka typizace je zalozena na typizac¢nich sérech. Zdrojem typizacnich sér

byva:

22



o Krev matek, které byly alespoint dvakrat t€¢hotné, jelikoz v jejich séru jsou ve
vysoké koncentraci anti-HLA protilatky, které jsou namifené proti HLA
antigenim plodu zdédénych po otci. (Penka a Lavickova, 2012) HLA protilatky
se vyskytuji az u 20 % zen po n¢kolikatém téhotenstvi, ve vétsiné pripadl se
jedna o protilatky tiidy 1gG. (Krejsek et al., 2016)

e Produkce monoklonalnich protilditek pomoci somatické hybridizace bungk.
Typizacni sérum, které je ve vsech pripadech idealni, by mélo byt
monospecifické (reaguje pouze s jednim antigenem HLA systému). OvSem tato
séra jsou vzacna a byvaji ve vétsiné pripadu polyspecificka, takze reaguji s vice

HLA antigeny. (Penka a Lavickova, 2012)

Vlastni typizace se provadi lymfocytotoxickym testem (LCT) na Terasakiho destickach,
které obsahuji predkapana typizacni séra tvofici testovaci panel anti-HLA protilatek
proti vétSin€ znamych HLA antigenim. Celkové se jedna o reakci, pii které se smisi
izolované lymfocyty testovanych pacientt (u I. tfidy jde o smés T a B lymfocyti a u II.
ttidy pouze o smés B lymfocytid) s typizatnim sérem a po inkubaci se piida
komplement. (Penka a Lavickova, 2012) K pozitivni reakci dojde tehdy, kdyz se
protilatky ze séra navazi na bunky pacienta a po ptidani komplementu nasledné dojde
k 1yze bunék. Vysledek mize byt pozorovan pod fluorescen¢nim mikroskopem az po
navazani vitalniho barviva (eozin/trypanova modi) na DNA rozpadlych bunék. (Krejsek
et al., 2016) Po pfidani barviva se obarvi pouze buriky usmrcené, které maji barvu pod
mikroskopem bud’ Zlutou nebo modrou. Bunky Zivé se neobarvi. Tato metoda neni zcela
piesna, protoze nékteré antigeny urcit¢ho lokusu vykazuji skiizenou reaktivitu.
Napriklad praveé antigen HLA-B*27 reaguje také krom¢ séra anti-HLA-B*27 s dalSimi
jako jsou anti-B*22, anti-B*27, anti-B*40. Pravé tyto zkiiZzen¢ reagujici skupiny mohou
mit za pfi¢inu fale$Sné pozitivni vysledky. Dalsi nevyhodou dané metody je obtizna
typizace u bunék s pozménénou morfologii (nddorové buiiky) nebo snizenou Zivotnosti.

To je divod, pro¢ se vyuzivaji jiné metody vice. (Penka a Lavickova, 2012)
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b) Molekularné-genetické metody

Pro HLA typizaci se pouzivaji také molekuldrné-genetické metody zalozené na principu
PCR (polymerase chain reaction). Pomoci PCR lze specificky namnozit pozadovany
usek DNA. Metoda PCR vyzaduje:

e Specifické primery, jedna se o kratké syntetické useky DNA, které maji
specifické sekvence ohranicujici amplifikovany tsek. (Jorde, 2015)

e DNA polymerazu, coz je enzym, zajistujici syntézu DNA na principu
komplementarity bazi, kdy podle templatu vytvoii nové komplementarni vliakno.

e Deoxyribonukleotidy, které jsou DNA polymerdzou zafazovany na konec
primeru do nové syntetizovaného vlakna. Jedna se o Ctyfi nukleotidy:
deoxadenozintrifosfat (dATP), deoxytymidintrifosfat (dTTP),
deoxyguanozintrifosfat (dGTP, deoxycytozintrifosfat (dCTP).

Jedna se o metodu umoznujici rychlou amplifikaci nukleovych kyselin in vitro. PCR se
ucinné pouziva v molekularni biologii. Reakce vede k replikaci vybranych usekiit DNA
pomoci enzymu DNA polymerdzy. Amplifikovany Usek je ohrani¢en primery, které
jsou rozpoznavany DNA polymerazou, a praveé od nich se zahajuje syntéza DNA. Cela
reakce probiha v pfistroji, ktery se nazyva thermocycler, v némz dochazi k udrzovani

naprogramované teploty. (Smarda a Suchardova, 2010)

V pristroji dochazi ke stridani teplot béhem nékolika desitek cykli. Nejprve se zahieje
vychozi DNA na teplotu, kterd je dostateCné vysoka, aby pferusila vodikové vazby,
které drzi dva vzajemné se dopliujici fet€ézce DNA. Tato faze se nazyva denaturace.
Vysledkem je, Ze se fetézce oddéluji, ¢imz se ziska jednoretézova DNA. Pro lidskou

DNA se reak¢ni smés obvykle zahiiva na 93 az 95 © C. (Strachan a Read, 2010)

Pot¢ dochazi k ochlazeni vzorku na 50-60 °C, nasledné¢ nasednou primery na
komplementarni 3’konce DNA. Tato faze se nazyvéa annealing. Syntéza novych vlaken,
zvana elongace, probiha pomoci DNA polymerazy. Nejcastéji se vyuziva polymeraza
izolovana z bakterie Thermus aquaticus, ktera zije v horkych pramenech, a proto je
velmi odolné vii¢i vysokym teplotam. Oznacuje se jako Taq polymeraza. Jejim ukolem
je prodluzovani vlaken DNA smérem od obou primerd ve sméru od 5” konce k 3" konci

pii teploté¢ 72°C. Kdyz syntéza vlaken skonéi, tak je zkumavka s PCR reakci opét
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zahtatd na 95 °C a cely cyklus za¢ind znovu. Po kazdém cyklu se zdvojndsobi pocet

kopii amplifikovanych useku. (Bartinkova a Paulik, 2011)
Existuji razné modifikace PCR:
a) PCR -SSP

PCR — SSP vyuziva sady parovych primerd a zalezi na tom, zda jsou zcela
komplementarni k dané DNA sekvenci, pokud ano, PCR reakce prob&hne. Pfi pouziti

elektroforézy se rozdéli DNA fragmenty a reakci 1ze sledovat pod UV zafenim.
b) PCR -SSO

PCR — SSO vyuziva pouze jeden par primert, diky kterym dojde k amplifikaci
pozadované ¢asti genomu. Rozliseni alel probéhne nasledné diky reverzni hybridizaci se
sekvencné specifickymi DNA oligosondami. Zda doSlo k vazbé mezi produktem

amplifikace a sondou se zvyrazni barevnou enzymatickou reakeci ¢i fluorescenci.
c) SBT

Pfimé sekvenovani slouzi k tomu, aby se urcilo potadi nukleotid a identifikovaly se
nové HLA alely. KdyZz skon¢i amplifikace, tak se vyuziji fluorochromem znacené
dideoxyribonukleotidy (ddNTP), které kdyz se navazou na usek DNA, jsou schopny
zastavit jeho dal§i mnozeni. Useky, které vzniknou jsou rizné dlouhé, ale vzdy

zakon¢ené ddNTP. (Penka a Lavickova, 2012)
d) Metoda mikrocipu

Metoda mikro¢ipu piedstavuje revoluéni postup, kdy je mozné detekovat tisice
genetickych polymorfismii na daném mikro€ipu Vrdmci jednoho experimentu. Po
pridani fluorescenéné naznacené DNA na Cip s imobilizovanymi specifickymi sondami,
dojde k hybridizaci, ktera se vyhodnoti pomoci specialniho analyzatoru (skeneru). Tato

metoda se bézné v praxi pro HLA typizaci spiSe nevyuZziva.
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e) HLA typizace pomoci pritokového analyzatoru

HLA typizace pomoci prutokového analyzatoru vyuzivd mikrocéstice, které jsou
barevné odlisené diky smési fluorochromti. Mikro¢astice mohou byt konjugovany s
protilatkou ¢i DNA sondou, kterd je urCena k zachytu cilovych molekul. DNA je
nejdiive amplifikovana pomoci PCR a hybridizovana s DNA sondami navazanymi na
barevné znacené mikrocastice. A pravé fluorescenéni signaly kazdé mikroc¢astice jsou
snimany pomoci laserovych paprskii v prutokovém analyzatoru. VSe se zpracuje a

vyhodnoti. (Penka a Lavickova, 2012)
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2.5 HLA-B*27

Alela HLA-B*27 je soucasti MHC komplexu, konkrétné¢ HLA 1. tiidy a taktéz lezi na 6.
chromozomu. Roku 1973 byla poprvé objevena asociace mezi HLA-B*27 a
Bechtérevovou chorobou. V Evropé nemoc postihuje cca 0,5 — 1 % populace, celkové
ve svéte se jedna o 21 %. Studie alely HLA-B*27 prokazaly jeji vyssi vyskyt u rodin,
kde se jiz toto onemocnéni projevilo. Nejedna se pouze o Bechtérevovu chorobu, ale o
mnoho dalSich, jako jsou reaktivni artritida, uveitida, psoriaticka artritida atd.

(McMichae a Bowness, 2002)

Je mozné, ze alela HLA-B*27 muze ovlivnit pouze klinické projevy nemoci nebo jeji
zavaznost, aniz by byla dulezitd pro vlastni vyvoj nemoci. Dikazy upiednostiujici

ptimou roli B*27 v patogenezi onemocnéni jsSou nasledujici:

e V rodinach s vice ptipady Bechtérevovy choroby je pozorovana skute¢nost, ze
B*27 vzdy segreguje s timto onemocnénim, pokud netrpi nékteti ¢lenové rodiny
psoridzou nebo chronickym zénétlivym onemocnénim stiev.

e Kdyby byl za vSechny piipady tohoto onemocnéni odpovédny pouze jediny gen
jiny nez B*27, dalo by se ocCekavat, ze B*27 pozitivni a B*27 negativni pacienti
budou vykazovat podobné klinické pfiznaky i podobnou familiarni segregaci.
Soucasné dliikazy naznacuji, ze B*27 negativni pacienti maji ponékud pozdéjsi

vék nastupu onemocnéni a ze méné Casto trpi uveitidou. (Khan, 1988)

Hlavni piirozenou funkci HLA-B*27 je vytvoieni komplexu s B2 mikroglobulinem,
ktery mize vazat kratké antigenni peptidy, jakoz jsou vétSinou peptidy z
intracelularnich mikroorganismii. Neni ale prokazéno, ze by infekce zplisobené
nékterymi organismy mohly vyvolat Bechtérevovu chorobu. Jediné, co bylo
zaznamenano je, ze HLA-B*27 zvySuje invazi salmonel do stfevnich epitelidlnich

bunék. (Ahvonen a Sievers, 1969)

2.5.1 Hypotézy

Existuje nékolik hypotéz 0 vzniku asociace alely HLA-B*27 s Bechtérevovou

chorobou.
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Jednou z nich je hypotéza o artritogennim peptidu, ktera tvrdi, ze je molekula HLA-
B*27 schopna vazat unikatni soubor peptidi. Ty mohou byt bakteridlniho ptivodu a
vyznacuji se vzajemnou podobnosti, jedna se o tzv. molekularnimi mimikry. Diky této
podobnosti mize dochazet k autoimunitni reakci a ke vzniku zanétu. Za dikaz bylo
povazovano nalezeni CD8+ T lymfocyti se specifitou pro bakterialni i vlastni peptidy v
synovialni tekutiné pacientd s reaktivni artritidou a Bechtérevovou chorobou. (Hermann

etal., 1993)

Ukézalo se vSak, Ze organismy, které dokazi spustit reaktivni artritidu, jakoZz jsou
predevsim Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter, Chlamydia, obvykle
prezivaji intracelularné. Dale studie objevily, Ze je obtizné, dokonce nemozné najit Zivé
bakterie nebo DNA v kloubu, ackoli u nékterych pacienti byly obcas nalezeny
fragmenty Chlamydie, Yersinie nebo Salmonelly. (Zhao, 2017)

Taktéz se predpoklada, ze CD4+ T buniky mohou rozpoznavat samotnou HLA-B*27
molekulu jako autoantigenni peptid. Poté¢ miize byt jako autoantigen prezentovana na
HLA I1l. tfidy, CD4+ T lymfocytim a spusti se imunitni reakce. Avsak tento jev se
muze podilet na vyskytu nemoci, ale je nepravdépodobné, Ze by se jednalo 0 hlavni
mechanismus,  protoze jen  malé  procento  pacienti S  HLA-B*27

onemocni Bechtérevovou chorobou. (Reveille, 2006)

HLA-B*27 je také spojovana i s jinymi chorobami. U nositelt této alely bylo objeveno
také zvysené riziko rozvoje akutni leukémie a tuberkuldzy. (Sonkar et al., 2008) HLA-
B*27 nema pouze negativni vliv, mize mit taktéz pozitivni u€inek na priab¢eh nekterych
virovych onemocnéni. Patii napiiklad mezi alely, kde byla prokézéna asociace
s pomalej$im nastupem infekce HIV ¢&i spontanni eliminaci viru hepatitidy C.

(McKiernan et al., 2004)
2.5.2 Struktura HLA-B*27

Molekula HLA-B*27 se tadi mezi HLA 1. tfidy. Jedna se o heterodimer, ktery obsahuje
HLA-B a téZky fetézec membranového glykoproteinu, nekovalentné vazany na lehky
fetézec P2-mikroglobulin. TéZky fetézec ma tfi rozdilné strukturni regiony - vysoce
hydrofilni intracytoplazmaticky konec (cca 30 AMK), hydrofobni transmembranovy

region (cca 25 AMK) a extracelularni region, ktery obsahuje zlabek.
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Zlabek vytvaii 6 kapes, které jsou znaleny pismeny A-F. Do téchto kapes zasahuji
n¢které postranni aminokyselinové fetézce vazaného peptidu. Peptid se vétSinou sklada
z deviti aminokyselin a jejich pozici zna¢ime P1-P9, kde P1 je na N-konci peptidu a P9
na jeho C-konci. (Madden et al, 1991)

Tento peptid, aby se mohl na molekulu HLA-B*27 navazat, musi mit urcity vazebny
motiv. Ten je nejvice omezen v pozici P2. Aminokyselinové zbytky v pozicich P3, P7 a
P9 smétuji do kapes, zatimco v pozicich P4 a P8 vyc¢nivaji ze Zzldbku ven a

pravdépodobné interaguji s receptorem CD8+ T lymfocytu.

Razné subtypy HLA-B*27 maji odliSné aminokyselinové slozeni vazebného zlabku,
tudiz mohou vazat rozdilné soubory peptidi. OvSem tyto zdmény v aminokyselinach
vSak nemusi meénit pouze ucCinnost vazby peptidd, ale také mohou ovlivilovat

rozpoznavani molekul T lymfocyty. (Madden et al., 1991)
2.5.3 Subtypy HLA-B*27

Alela HLA-B*27 vykazuje vysoky polymorfismus a muZe ovlivnit nejen specificitu
vazebnych antigennich peptidd, ale mtize také hrat roli v patogenité a vnimavosti
Bechtérevovy choroby. Do roku 2018 bylo identifikovano celkem 223 alel zahrnujicich
167 subtypt HLA-B*27. (Dashti et al., 2018) Tyto subtypy se od sebe 1isi pouze jednou
¢i vice AMK, které modifikuji peptidovou vazebnou specificitu molekuly. OvSsem
vétsina z nich neni dostate¢né zastoupena a nemiize byt pouzita pro genetické asociacni

studie. (Khan, 2017)

Nékteré studie objevily rizné sekvence kodujicich genu, které vedou ke strukturalnim a
funkénim rozdilim mezi riznymi podtypy HLA-B*27. Jako piiklad mize byt uveden
jediny rozdil AMK zbytki (Asp a His) mezi HLA-B*27: 09 a HLA-B*27: 05, a to vede
K rozdilnym haplotypim a zcela jinému fenotypovému projevu souvisejicimu
s Bechtérevovou chorobou. Zatimco subtypy HLA-B*27: 04 a HLA-B*27: 05 se lisi
také pouze v jedné pozici (Val a Glu) a tento rozdil nema zadny vliv na jeho spojeni

s Bechtérevovou chorobou. (Khan, 2013)
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Obrazek 3 Porovnani aminokyselinovych zbytkii béznych subtypii nesouvisejicich s onemocnénim se subtypy
asociovanymi s nemoci

Zdroj: (Dashti et al., 2018)

Nejbéznéjsimi subtypy spojovanymi s timto onemocnénim jsou uvedeny Vv tabulce ¢islo

2:

Tabulka 2 Subtypy alely HLA-B*27

Subtyp Etnicka skupina Asociace s onemocnénim
HLA-B*27: 05 Kavkazané (pfitomny | Velmi vysokd asociace
témet ve vSech | s Bechtérevovou chorobou
populacich)
HLA-B*27: 04 Asiaté Asociace s Bech. chor.
HLA-B*27: 02 Populace ve Stredozemi Asociace s Bech. chor.
HLA-B*27:07 Rekové Protektivni charakter pted
Bechtérevovou chorobou
HLA-B*27:06 SmiSené skupiny Z4dna asociace
HLA-B*27:09 SmiSené skupiny Z4dna asociace

(Sheehan, 2004)

2.5.4 Pohlavi

Studie srovnavajici pohlavi u pacientii s Bechtérevovou chorobou odhalila, ze ve
pfevazuji muzi, ktefi jsou HLA-B*27 pozitivni a soucasné trpi touto nemoci. MuZi jsou

postizeni Bechtérevovou chorobou az tfikrat Castéji nez Zeny. Pro vysvétleni vztahu
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mezi pohlavim a HLA-B*27 studie poukazuje na spojeni antigenu HLA-B*27
s vysokou koncentraci testosteronu u muzti. Pokud je toto tvrzeni spravné, lze oCekavat,
ze HLA-B*27 bude slouzit jako diagnosticky a prognosticky marker Bechtérevovy

choroby u muzi.

Studie provedena na cinskych pacientech s AS ukazala, ze az 80,2 % vySetfenych
muzskych pacientli s AS byli pozitivni na alelu HLA-B*27, kdezto u Zen to bylo az
tiikrat méné. (Akassou a Bakri, 2017)

Dalsi odlisnosti v pohlavi jsou rozdily v nastupu onemocnéni. Zeny s alelou HLA-B*27
maji symptomy pfitomny dfive neZ muZi, u kterych se nastup nemoci projevuje

mnohem pozdé&ji. (Xiong et al., 2014)
255 Veék

Dalsim faktorem, ktery je nutny zminit a ovliviiuje vztah mezi HLA-B*27 a AS, je v¢k.
Klinicky obraz Bechtérevovy choroby s ¢asnym nastupem se lisi od obrazu u dospélych,
coz je dulezitym poznatkem pro fenotyp nemoci. Pokud jde o vztah mezi HLA-B*27 a
vékem nastupu toho onemocnéni, mnoho studii ukazalo, ze pacienti s HLA-B*27 maji
nastup onemocnéni diive nez pacienti bez této alely. Souvislost mezi vékem nastupu a
pozitivitou HLA-B*27 je zajimavy rys Bechtérevovy choroby, ktery muze hrat

dualezitou roli pro hodnoceni vyvoje a prognézy onemocnéni.

Dalsim faktorem, ktery je stejné dilezity jako veék nastupu, je prodleva mezi prvnimi
spondyloarthritickymi symptomy a diagnozou. Studie Feldtkellera (Feldtkeller et al.,
2003) ukazaly, Zze prumérné zpozdéni je vyznamné delSi u pacientii negativnich na

HLA-B*27 nez u HLA-B*27 pozitivnich. (Akassou a Bakri, 2017)
2.5.6 Klinické projevy

Pacienti, kteti maji alelu HLA-B*27, maji zaroven 1 horsi klinické projevy. Mnoho
studii odhalilo, ze pozitivni pacienti maji vice pfiznakii postizeni patefe (bederni a
hrudni pétete), postizeni kycelniho kloubu a také periferniho postiZeni. Jedna se také o

uveitidu, ktera se taktéz projevuje spiSe u pacienttt S HLA-B*27. (Sheehan, 2004)
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Presna uloha HLA-B*27 v patogenezi AS zlstava nejasnd, ovSem faktory, které
onemocnéni spojuji, jakoz jsou v€k nastupu, pohlavi a rodinna historie, jsou ovlivnéné
HLA-B*27. Zaroven znaky, kter¢ jej odlisuji od jinych gentl, a rozdily mezi jeho mnoha
podtypy, tvoii zaklad pro né€kolik hypotéz, jak by mohla tato alela predisponovat a
zprostiedkovavat dand onemocnéni. Je pravdépodobné, ze budou identifikovany dalsi
geny nebo kombinace geni, které ovlivituji pienos a fenotypovou expresi HLA-B*27.
Tyto a dalsi faktory mohou také objasnit chapani toho, jak piitomnost HLA-B*27

chrani pted urcitymi infekcemi, a pfipadné zvysuje nachylnost k jinym. (Sheehan, 2004)

2.5.7 Genetika HLA-B27

StarSi teorie vypovidaly o silném dédicném faktoru pro vznik onemocnéni, byly
podpoteny nékolika studiemi, u kterych se ukazalo zvysSené riziko vzniku onemocnéni

pro sourozence 50x oproti vS§eobecnému popula¢nimu riziku. (Carter et al., 2000)

V nékolika dalsich studiich bylo zjisténo, Ze naptiklad bratr, ktery byl HLA-B*27
pozitivni a trpél Bechtérevovou chorobou, mél sestru, ktera byla HLA-B*27 negativni,
ale trp€la akutni ptedni uveitidou, i pies to, ze u ni nebyla alela HLA-B*27 detekovana.
Toto je jeden z mala piikladd, kdy se setkavame se dvéma piibuznymi, z nichz jeden je

HLA-B*27 pozitivni a druhy negativni. (Woodrow a Eastmond, 1978)

Souvislost mezi Bechtérevovou chorobou a HLA-B*27 vyvolava dvé zakladni otazky.
Prvni z nich je, zda hlavnim genem, ktery zplisobuje Bechtérevovu chorobu, je sam
HLA-B*27, nebo zda se jedna o jiny gen, ktery lezi v blizkosti lokusu HLA-B a
soucasn¢ je ve velmi silné vazebné nerovnovaze s HLA-B*27. Druhou a souvisejici
otazkou je, zda spondylitida u HLA-B*27 negativnich jedinctu je z genetického, ale i z

klinického hlediska stejna jako u HLA-B*27 pozitivnich pacientd.

Z toho plyne, Ze gen HLA-B*27 se ve vétsin€ piipadi dédi a miize byt zdédeén od vSech
moznych ¢lent rodiny. Pokud je u jedince s Bechtérevovou chorobou prokazana
ptitomnost alely HLA-B*27, existuje $ance, ze by mohl gen pfedat vSem svym détem se
stejnou pravdépodobnosti. Odhaduje se, Ze u 5-20 % d¢ti s timto genem se bude déle

rozvijet Bechérevova choroba. (Woodrow a Eastmond, 1978)
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3 Cil prace

Cilem mé bakalatské prace bylo:

Sepsani odborné reserSe na téma Bechtérevova choroba a vyznam molekuly
HLA-B*27 pro jeji diagnostiku na zadklad¢ informaci ziskanych z recentnich
odbornych publikaci.

Detekce alely HLA-B*27 u vybranych jedinct. Zvladnuti laboratornich metod
jako je izolace DNA a SSP PCR analyza za pouziti komerc¢niho kitu HISTO
TYPE B*27 od firmy BAG Health Care, zakresleni rodokmenu na zakladé
odebrané rodinné anamnézy a statistické zhodnoceni vysledkii ziskanych v

genetické laboratoii béhem testovani alely HLA-B27*.
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4 Prakticka ¢ast
4.1 Metodika

Praktickd ¢ast mé bakalatské prace byla provedena v genetické laboratoii GENLABS
s.r.o. v Ceskych Budgjovicich pod vedenim Mgr. Dagmar Riegert Bystické, Ph.D.,
pficemz vlastni praci predchazelo fadné proskoleni a seznameni s bezpecnostnim a

provoznim fadem laboratofe.

Stanoveni alely HLA-B*27 se provadi pomoci komer¢niho kitu HISTO TYPE B*27 od
firmy BAG Health Care. Pti praci s touto soupravou se vyuziva metoda SSP (Sequence
Specific Primers) PCR. BAG Diagnostics GmbH je nositelem CE certifikace pro
veskerou in vitro diagnostiku. Tento kit sice detekuje alelu HLA-B*27 avsak
nerozeznava jeji subtypy pfimo asociované s onemocnénim od subtypt HLA-B*27:06 a
HLAB*27:09, které s Bechtérevovou chorobou asociovany nejsou. Pro zjisténi téchto
subtypl je mozné pouzit komeréni soupravu HISTO TYPE B*27 Q taktéz od firmy
BAG Health Care, ktera je komeréné dostupna teprve od minulého roku (2019) a pro
tuto bakaldiskou praci nemohla byt pouzita, protoze geneticka laboratof ji zatim

nepouziva.

Vysetteni HLA-B*27 jsem provadéla celkem u 22 pacienti. 6 pacienti bylo z mé
rodiny, kde se vyskytuje Bechtérevova choroba. Dale byly vySetfeny kontrolni vzorky
se znamym genotypem, které pochdzely zjiné spiatelené¢ laboratoie Jako primérni
vzorek pro izolaci DNA byl pouzit bukalni stér, ktery si mize kdekoli odebrat pacient
sam za splnéni ur¢itych podminek, a nebo periferni krev, kterou mtize odebrat pouze
kvalifikovany pracovnik vV odbérové laboratoii. Nasledné jsem provedla izolaci DNA,
zm¢ftila jeji koncentraci a postupné vySettila HLA-B*27 u vybranych vzorkli metodou
zalozenou na SSP PCR a gelové elektroforéze dle instrukci vyrobce vyse zminéného
komeréniho kitu. Ziskané vysledky jsem zpracovala a nasledné rozebrala v ramci

diskuze.

4.2 Preanalytickd faze vySetieni

Jako kazdé laboratorni vySetteni, tak i toto obsahovalo preanalytickou fazi. Jedna se o

postupy, které predchazeji samotnému vySetfeni vzorku. V této fazi doSlo k odbéru
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biologického materidlu, konkrétn¢ bukalniho stéru a krve. Jeste¢ pred odbérem byli

pacienti seznameni s laboratornim vysetfenim a pouéeni o provedeni spravného odbéru.

e (Odbér bukalniho stéru

Odbér bukalniho stéru je provadén pomoci odbérové sady, kterd obsahuje sterilni
vatové tyCinky uzaviené V plastové zkumavce. Soucasti odbéru je také pravodni
dokumentace, ktera se sestava z informovaného souhlasu a laboratorni zadanky. Pokud
by byly vzorky bez této dokumentace, nemohou byt dale zpracovany. Pro spravnost
vysledkd vysetfeni je diilezité, aby byl odbér proveden spravné a dikladné. K odbérové
sad¢ jsou prilozeny instrukce pro spravny postup, takze pacient si stér miize provést sam
v pohodli domova, nejlépe ihned po probuzeni pied provedenim tGstni hygieny. Pokud je
odbér provadén v prabéhu dne, dotyény by nemél minimalné 60 minut nic konzumovat,
aby na sliznici bylo co nejvice materialu. Stér se provadi ze zadni strany dutiny ustni po
dobu minimaln¢ 3 minut. Vatova ty¢inka se béhem odbéru otaci a po odbéru se vlozi do
origindlni sterilni plastové zkumavky, kterd se fadné¢ uzavie. Velmi dulezité je, aby se
nikdo jiny nez pacient, nedotykal vatové ty¢inky, jinak by mohlo dojit ke kontaminaci
odebiran¢ho vzorku a vysledky by pak byly znehodnocené. Po odbéru se vzorek co
nejdiive dopravi do laboratofe spole¢né se vSemi potiebnymi dokumenty. Bukalni stér

by mél byt zpracovan do 48 hodin.

e Odbér periferni krve

Periferni krev se nejcastéji odebira ze zily v loketni jamce nebo ze zily piedlokti.
Diilezité je vybrat spravnou zkumavku pro odbér. Pro analyzu DNA/ RNA to musi byt
zkumavka s protisrazlivym roztokem K3EDTA. Béhem odbéru musi pacient obvykle
sedét. Nez se samotny odbér provede, je nutné zkontrolovat veskeré udaje, které jsou na
zadance, a pisemny souhlas pacienta S laboratornim vySetfenim. Zdravotnik, ktery odbér
provadi, by mél mit pfedem ptipravené pomucky, které zahrnuji tdcek, dezinfekci,
bunic¢inové ctverecky, jednorazové rukavice, skrtidlo, injekéni jehlu a stiikacku. Pred
odbérem se musi ruka zaSkrtit nad mistem vpichu pomoci Skrtidla, které zajisti
pteplnéni zily. Zaskrceni by nemélo trvat déle nez 1 minutu a je nutno uvolnit ho po
uspésném pichnuti do Zily, tim se ziskd voln€ proudici krev. Pii delSim Skrceni by
mohlo dojit k pfesunu krve z cévy do mezibunécného prostoru. Pfed odbérem se jesté

zdezinfikuje misto vpichu, nejlépe postiikem na kiizi, nebo pomoci tamponu. Samotny
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vpich se provadi tak, ze se palcem vypne kize pro lepsi viditelnost zily a pod uhlem 30-
45° zkosenym hrotem jehly se vnikne pod kazi. Po tomto ukonu se tdhne pistem
stfikacky a pokud je pfitomna krev, uvolni se skrtidlo a neché krev volné téct po sténach
stiikacky. Nakonec se buni¢inové ctverecky pfilozi na misto vpichu a jehla se vytdhne
ve sméru zily, aby nebyla poranéna kozni struktura. Pro zastavu krvaceni a zamezeni
vzniku hematomu by si mél pacient v misté vpichu drzet tampony nebo ¢tverecky po
dobu 2-3 minut. Po odbéru se musi zkumavka lehce promichat, aby nedoslo ke srazeni.
Takto odebrany vzorek se mize byt uchovan v lednici maximalné¢ po dobu 14 dni nebo
Vv mrazicim boxu neomezen¢, dokud neni pouzit k danému vySetieni. Zkumavka musi
byt Citelné popsana, dopravena spole¢né s fadné vyplnénou zadankou a informovanym

souhlasem s molekularné genetickym vysetienim.

4.3 Analytickd fize

V analytické fdzi mame jiz odebrany biologicky material a mize dojit k samotnému
vySetfeni vzorkd, pomoci pfisluSnych pfistroji. Analyticka faze probihd v nékolika
krocich a v souladu s postupy spravné laboratorni praxe. Zahrnuje vnitini i vné&jsi

kontrolu kvality, které slouzi k minimalizaci chyb analytického méteni.
4.3.1 lzolace DNA

Izolace DNA je prvnim krokem molekularné genetické analyzy. Provadi se nékolika
riznymi zptisoby s riznymi biologickymi materialy, kterymi mohou byt periferni krev,
bukalni stér, kostni dien apod. Ja jsem ve své praktické ¢asti provadéla izolaci DNA

pouze z bukalnich stérii a periferni krve.
e lzolace DNA z bukalniho stéru

K izolaci DNA z bukalnich stérti byl pouzit kit GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini
(GeneAll). Jedna se o jednoduchou a rychlou metodu, jak ziskat nukleovou kyselinu.
Vsechny pottebné informace byly popsany Vv pfiloZeném manuélu. Potfebné mnoZstvi

jednotlivych reagencii je uvedeno v tabulce ¢islo 3.

Tabulka 3 Reagencie a jejich objemy pouzité pri izolaci DNA z bukdlniho stéru

Reagencie Objem (pul)
BL buffer 400
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PBS buffer 400 400
Proteinaza K 40
BW buffer 600
AE buffer 50
TW buffer 700
Etanol 100% 400

Spotiebni material:

e 1,5ml mikrozkumavky
e Pipety
e Spicky s filtrem

e Rukavice

Pfed vlastni izolaci, musi byt fadné oznaceny vSechny potiebné mikrozkumavky
laboratornim informaénim &islem (LIC) pacienta, pfipraveny potfebné reagencie a
piedehiata sucha lazen, na 56 °C (TDB-120, Dry block thermostat, Biosan). Poté zacina

samotna izolace podle instrukci vyrobce izola¢niho kitu.

Do zkumavky s bukalnim stérem se napipetuje 400 ul PBS pufru, pfida se 40 ul
proteinazy Ka 400 ul BL pufru. Aby se vzorek dobfe promichal, je tfeba jej
zvortexovat. Nasleduje inkubace 10 minut i pii 56 °C. Pro odstranéni kapek z vnitini
strany vicka zkumavky, je tfeba vzorek kratce stocit. Nasledné se piida 400 pl 100%
etanolu, smés se fadné zvortexuje v pulzech a kratce sto¢i. Poté se smés pienese na
kolonku (nabrat 1ze maximaln¢ 700 pl, tudiz ve dvou krocich) a centrifuguje 1 minutu
pii 6000 x g. Sbérna zkumavka se nahradi novou sbérnou zkumavkou a ptida se 600 pl
BW pufru. Vzorek se znovu centrifuguje stejnym zptisobem (1 minutu pti 6000 x g)
jako v pifedchozim kroku a sbérna zkumavka se nahradi Cistou. Na kolonku se
napipetuje 700 ul TW pufru a opét se centrifuguje 1 minutu pii 6000 x g. Nasledné se
odstrani supernatant ze sbérné zkumavky a kolonka se vrati zpét. Tentokrat se vzorek
centrifuguje pfi nejvysSich otackach po dobu 1 minuty, aby doslo k odstranéni
zbytkového promyvaciho pufru. Nakonec se kolonka umisti do nové popsané 1,5ml
mikrozkumavky s vickem. Ptida se 50 pul AE pufru pfimo na stfed filtru kolonky,
inkubace s elu¢nim pufem trva 5 minut pti RT a nasleduje centrifugace pii nejvyssich

otaCkach 1 minutu. Posledni tfi kroky se znovu zopakuji, to znamena ptida se znovu 50
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ul AE pufru, ktery byl ziskan pfi posledni centrifugaci a jiz obsahuje izolovanou DNA,
nasleduje inkubace 5 minut pfi RT a centrifugace 1 min. pfi maximalnich otackach.
Timto zplGsobem jsem ziskala nukleovou kyselinu, jejiz koncentraci jsem mohla

nasledné zméfit pomoci fluorometru.
e |zolace periferni krve

Izolace periferni krve probihd obdobné jako u bukélniho stéru. K izolaci byl pouzit kit
GeneAll ExGene™ Clinic SV Mini (GeneAll). Viechny potiebné informace jsou
uvedeny v pfilozeném manualu. Nejprve se piipravi oznacené zkumavky laboratornim
informaénim &islem pacienta (LIC), zapne se such4 lazen na 56 °C (TDB-120, Dry
block thermostat, bioSan), z mraziciho boxu se vyjme proteinaza K a ostatni reagencie,

uvedené i S pouzitymi objemy v tabulce ¢islo 4.

Tabulka 4 Reagencie a jejich objem pri izolaci DNA z periferni krve

Reagencie Objem (ul)
Proteinaza K 20

BL buffer 200

100% ethanol 200

BW buffer 600

TW buffer 700

AE buffer 50

Spottebni material:

e GD Column (kolonka)
e 2ml sbérna zkumavka
e 1,5ml mikrozkumavky
e Pipety

o Spicky s filtrem

e Rukavice

V tomto piipadé je postup nasledujici. Do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky se napipetuje 20
ul proteindzy K. Dale se ptfida 200 pl vzorku a 200 pl BL bufferu. Smés se fadné

zvortexuje a stoci a zkumavky se inkubuji v pfipravené suché lazni pii 56 °C na 10
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minut. Béhem inkubace se pfipravi a fadn¢ oznaci kolonky. Po inkubaci se
mikrozkumavky kratce stoCi, aby se odstranily kapky z vnitini strany vicka. Poté se
prida 200 pl 100% ethanolu, mikrozkumavka se dikladné zvortexuje a kratce stoci.
Nasledné se prenese vSechna smés na kolonku, kolonka se centrifugujet po dobu 1
minuty pii 8 200 X g. Pripravi se nova sbérna zkumavka a po vyméné sbérnych
zkumavek se ptida 600 ul BW bufferu. Tento krok se opakuje, dokud supernatant neni
¢iry. Po vyméné sbérnych zkumavek se piida 700 ul TW bufferu a vzorek se opét znovu
zcentrifuguje po dobu 1 minuty pii 8 200 X g. Supernatant je tfeba ze sbérné zkumavky
odstranit a kolonku zpét vratit do t¢ samé sbérné¢ zkumavky. Aby doSlo k Gplnému
odstranéni zbytkového promyvaciho roztoku, je dilezité mikrozkumavku zcentrifugovat
pfi nejvyssich otackach po dobu jedné minuty. Dal§im krokem je ptiprava nové 1,5ml
mikrozkumavky s vickem, kterd se fadné popiSe Cislem vzorku. Do ni se vlozi sucha
kolonka. Pfimo na stfed kolonky, ale opatrné, aby nedoslo k poSkozeni filtru, se ptida
50 pl AE bufferu a mikrozkumavka s kolonkou se nechd inkubovat 5 minut pfi
pokojové teploté a centrifuguje 1 min. pfi maximalnich otackach. Po uplynuti inkubac¢ni
doby se znovu ptida 50 ul AE bufferu, ktery byl ziskan ptedeslou centrifugaci a vzorek
se opét inkubuje 5 min. pti pokojové teploté. Nasledné se mikrozkumavka sto¢i pfi

nejvyssich otackach po dobu 1 minuty. Poté nasleduje zméteni koncentrace izolované
DNA.

4.3.2 Meéieni koncentrace DNA

e Po provedeni izolace DNA je dulezit¢ zjistit jeji koncentraci a Ccistotu.
Koncentraci DNA jsem méfila pomoci komeréniho kitu AccuGreenTM Broad
Range dsDNA Quantitation Solution (Biotum).

. Celé méfeni probihalo s informa¢nim manuélem, ktery jsem méla stale po ruce.
Pomiicky a reagencie:

e  Qubit® 2.0 fluorometr

e AccuGreenTM Broad Range dsDNA Quantitation Solution (Biotum)
e Quibit™ assay 0,5ml mikrozkumavky

e DNA
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Koncentrace DNA se méfi pomoci Qubit® 2.0 fluorometru a potfebného kitu
AccuGreenTM Broad Range dsDNA Quantitation Solution (Biotum), ktery se nejdiive
musi vytemperovat na pokojovou teplotu (RT). Proto se vyjmul jiz béhem izolace
Z lednice, aby nedochazelo ke zbytecnému zdrzovani pfi meéfeni. Pfed samotnym

méfenim se piipravily Quibit™

assay 0,5ml mikrozkumavky, do kterych se
napipteovalo 198 ul roztoku a 2 pl izolované DNA vzorku. Stejnym zptisobem se
piipravily vSechny vzorky, kratce se zvortexovaly, sto¢ily a 2 minuty inkubovaly pfi
pokojové teploté. Nasledné mohla byt zméfena jejich koncentrace pomoci jiz
zminovaného fluorometru, na kterém bylo zvoleno vhodné méieni DNA (dsDNA BR
Assay). Vzorky byly postupné vkladany do pfistroje a pro kazdé méfeni bylo nutné
stisknout Read. Na displeji objevi se objevila kalibra¢ni k¥ivka obsahujici bod s
ptislusnou koncentraci. Pro zjisténi skute¢né koncentrace je nutné zmacknout Calculate
Stock Conc a vybere se pouzité mnozstvi izolatu. Pristroj pak kalkuluje skuteénou
koncentraci v pozadovanych jednotkach. Hodnotu koncentrace jsem si zapsala do seSitu

a stiskla Read next sample. Naméiené koncentrace jsou uvedeny v tabulce ¢islo 5.

Tabulka 5 Koncentrace izolované DNA ziskané z bukalnich stérii

Pacient Koncentrace DNA
153/19 54,2
154/19 26,6
144/19 100
147/19 71,6
148/19 96,4
149/19 29,4

4.3.3 Priiprava PCR reakce

Abych mohla odizolovanou DNA spravné vysetfit, bylo tfeba si pfipravit piislusny
master — mix pro PCR reakci. Master - mix se ptipravil pomoci soupravy HISTO TYPE
B27 low (vyrobce BAG Health Care GmbH). Soudasti tohoto kitu jsou 0,2ml
mikrozkumavky, obsahujici prealiquotované a vysusené reakéni smési obsahujici také

vnitini amplifikacni kontrolu.

Pted samotnym provedenim je tfeba mit pfipravené potiebné pomicky a reagencie.

Samoziejmosti jsou jednorazové rukavice, Spicky s filtrem a vyhrazené pracovni misto,
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kterym byl laminarni box. Ten se pfed pouzitim vysvicen UV zafenim. Reagencie
pouzité v master - mixu jsou popsané v tabulce ¢islo 6. Slozeni master — mixu odpovida
potfebnému poctu reakénich smési. V navodu na pfipravu reakce bylo doporuceno
pouzit 0,08 ul Happy Tag DNA polymerazy o koncentraci (5 U/ul), tedy pouze 0,4 U

polymerazy, my jsme si mnozstvi upravili na 0,12 pl.

Tabulka 6 Reagencie master-mixu na 1 reakci

Reagencie Objem (ul)
Happy Tag (5 U/ul) 0,12

10 x PCR pufr 1

H.O 7,0

Nejdtive je tieba vyjmout z mraziciho boxu vzorky s izolaty DNA a reagencie, protoze
se musi rozmrazit pii pokojové teploté. Poté jsem vSechny vzorky 1 reagencie
zcentrifugovala a stocila. Happy Taq DNA polymerazu jsem pouze stocila, jelikoZ by se
po zvortexovani mohla rozbit, a vlozila ji do laminarniho boxu spolu Vv chladicim
stojanku. Dale jsem si pfipravila a popsala mikrozkumavky s primery, plus dv¢ dalsi pro
kontroly. Soucasti kazdé analyzy musi byt alesponi jeden kontrolni vzorek, u kterého

zname genotyp, a negativni kontrola bez ptidané¢ho templatu.

Do 1,5ml mikrozkumavky jsem napipetovala reak¢ni mix pro piislusny pocet reakci dle
navodu uvedeného v tabulce 6. Zkumavku jsem fadné uzaviela, zcentrifugovala a
sto¢ila. Nasledné jsem mohla reak¢ni mix rozpipetovat, do kazdé reakéni zkumavky
piislo 8 ul smési a doplnilo se 2 ul DNA piislusného vzorku. Do negativni kontroly
jsem misto DNA napipetovala 2 pl vody. Do pozitivni kontroly jsem napipetovala 2 pl
vzorku se zndmym genotypem. VSechny mikrozkumavky jsem fadné uzaviela, stoCila a
dala do thermocycleru, kde jsem nastavila dle doporuceni vyrobce definovany PCR

profil.
4.3.4 PCR reakce

Dal8im krokem analytické faze byla PCR reakce (polymerdzova fetézova reakce), ktera

probihala dle doporuceni vyrobce.
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Tabulka 7 Parametry SSP PCR

Krok programu Teplota | Cas Pocet cyklu
Prvni denaturace 96°C |5min. |1
Denaturace Annealing + extenze | 96 °C | 20 sec. | 5

68 °C | 1 min.
Denaturace Annealing 96 °C | 20sec. |10
Extenze 64 °C | 50 sec.

72 °C | 45 sec.
Denaturace Annealing 96 °C | 20sec. |15
Extenze 61 °C | 50 sec.

72 °C | 45 sec.
Zaverena extenze 72°C | 5min. |1

Po skonceni amplifika¢ni reakce jsem PCR produkty zkontrolovala pomoci gelové

elektroforézy a 4% agardzového gelu.

4.3.5 Kontrola PCR reakce

Separaci amplifikacnich produktli jsem provadéla pomoci gelové elektroforézy na 4%

agardzovém gelu.

Pouzitymi reagenciemi byly:

e Crystal 10x TBE buffer

e 10x TBE-zé&sobni roztok

e 1x TBE-pracovni roztok

e 100bp DNA LADDER H3RTU

e Agardzové tablety

e Midori Green Advanced DNA stain

Pied provedenim elektroforézy jsem si musela pfipravit agardézovy gel. Ten se

pfipravuje nasledujicim zptisobem:
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V 50ml plastové kadince jsem rozpustila pozadovany pocet agarézovych tabletek o
hmotnosti 0,5 g v pfislusném objemu 1x TBE pufru, pro 1% gel byla pouzita 1 tableta a
50 ml pufru, pro 4% gel 4 tablety a 50 ml pufru apod. Po Gplném rozpusténi tablet jsem
kadinku vlozila do mikrovinné trouby a nechala lehce prohfat na maximalni ohfev po
dobu 2-3 minuty, po celou dobu jsem kadinku pozorovala, aby nedoslo k uniku gelu
z kadinky a zaroven aby se agardza zcela uvarila. Poté, jsem gel vyjmula z mikrovinné
trouby, napipetovala 6 pl fluorescen¢ni barvy Midroi Green Advanced DNA Stain a
dikladné¢ promichala. Nasledn¢ jsem mohla gel nalit do pfedem piipravené
elektroforetické podlozky s hiebinky,odstranila jsem vzniklé bublinky a gel nasledné

béhem 15 minut ztuhl.

Po ztuhnuti gelu jsem mohla hiebeny vyjmout a vlozit gel do elektroforetické vany,
ktera obsahovala 1x TBE pufr. Hladina pufru by méla byt idedln¢ 3 mm nad gelem.
Nasledn¢ jsem mohla pipetovat do jamek gelu jednotlivé PCR produkty. Do prvni
jamky bylo napipetovano 5 ul 100 bp DNA LADDER H3RTU pro relativni posouzeni
velikosti amplifikovanych fragmentd. Pipetovala jsem vzdy cely obsah mikrozkumavek,
tedy 10 ul PCR produktu a nasledné nechala elektroforézu bézet po dobu 20 minut pfi
napéti 135 V. Principem této metody je pohyb ziporné nabitych molekul DNA

Vv elektrickém poli smérem k anod¢.

Po probéhnuti elektroforézy jsem gel vyjmula z elektroforetické vany a pienesla na
dokumentaéni systém FastGene® GelPic LED Box, ktery umoziuje gel vyfotit.
Fotografie gelu byly ulozeny na pamétovou SD Kartu a nasledné upraveny a ulozeny v

PC. Vysledky byly hodnoceny dle pokynt v manualu.
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5 Vysledky

Tato kapitola zahrnuje vysledky, které jsem ziskala po probéhnuti SSP PCR reakce a
gelové elektroforézy. Jak jsem jiz zminila, vySetfovala jsem dohromady 22 vzork,
z toho 6 bylo z mé rodiny, a dale kontrolni vzorky, které pochazely z jiné laboratofe a

znali jsme jejich vysledky, nikoliv vSak jejich zdravotni stav.

Alela HLA-B*27, kterou jsem vySetfovala pomoci soupravy HISTO TYPE B*27, je
zviditelnéna jako specificky prouzek o délce 420bp a/nebo 85bp. Pfi nepiitomnosti
specifického prouzku reprezentujiciho HLA-B*27 musi byt viditelna vnitini kontrola o
velikosti 1070bp. Jedna se o amplifika¢ni produkt odpovidajici lidskému genu G3PDH.
V piitomnosti pozitivniho HLA-B*27 PCR produktu o velikosti 420 a/nebo 85 bp je
PCR produkt vnitini kontroly (1070 pb) viditelny pouze slabé nebo zcela chybi. V
kontamina¢ni kontrole by nemél byt patrny zadny pruh. Pokud by doslo ke kontaminaci
negativni kontroly genomickou DNA, byl by piitomen pruh o délce 282bp nebo 78bp,
104bp, 176bp a 580bp.

V piipad¢ detekce PCR produktd o velikosti 420bp a/nebo 85bp, se jednalo o
pozitivniho pacienta pro alelu HLA-B*27. Pokud byl detekovan pouze pruh o velikosti

1070 pb (vnitini kontrola), pacient byl negativni. Béhem kazdého experimentu byla

vySetiena také pozitivni kontrola (vzorek se znamym genotypem) a negativni kontrola

(vzorek bez ptidané DNA).

Obrazek 4 Fotografie elektroforetického gelu 1. SSP PCR reakce na 4% agardzovém gelu. Prvni jamka gelu
obsahuje hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. V dalsich jamkdch jsou pritomny PCR produkty,
vyjadreny v bp (paru bazi) a posledni jamky obsahuji pozitivni a negativni kontrolu.

Zdroj: Vlastni
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Obrazek 5 Fotografie elektroforetického gelu 2. SSP PCR reakce na 4% agardzovém gelu. Prvni jamka gelu
obsahuje hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. V dalsich jamkach jsou pritomny PCR produkty,
vyjadreny v bp (paru bazi) a posledni jamky obsahuji pozitivni a negativni kontrolu.

Zdroj: Vlastni

Vysledky gelové elektroforézy je mozné vidét na konrétnich obrazcich, kde prvni jamka
vzdy obsahuje hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. V dalSich jamkach
jsou ptitomny PCR produkty, vyjadieny v bp (paru bazi) a posledni jamky jsou

zaméiené na pozitivni a negativni kontrolu.

Na ctvrtém a patém obrazku jsou virualizovany vysledky PCR reakce, oznaceny Cisly
1-6. Jedna se o vzorky DNA, které byly ziskany od mé rodiny v¢etné mne samotné.
Vsechny tyto vzorky byly ziskany z bukalnich stérti. Na obrazku €. 4 je viditelny pruh o
velikosti 420 bp u vzorku 1 a 4. U 4. vzorku je navic pfitomen i pruh o velikosti 80 bp,
ktery je u 1. vzorku mén¢ viditelny a naopak u vzorku 4 neni viditelny pruh 1070 bp
odpovidajici vnitini kontrole a tento je zfetelné viditelny u vzorku €. 1. To znamena, ze
vzorek 1 a 4 je pozitivni pro alelu HLA-B*27 a vSechny ostatni vzorky z této
vySetfované skupiny byly pozitivni pouze v ptipad¢ amplifikace vnitini kontroly (1070
bp) a jsou proto hodnoceny jako negativni. Pozitivni kontrola i negativni kontrola vysla
dle ptedpokladd. V ptipad€ pozitivni kontroly byl detekovdn PCR produkt o velikosti
420 a 80 bp a v ptipadé negativni kontroly nebyl pfitomny zadny PCR produkt.

Na zaklad¢ znalosti rodinné anamnézy, kdy byla Bechtérevova choroba
diagnostikovana v pfedchozi generaci, jsem zjistovala vyskyt alely HLA-B*27 u ¢lent
rodiny, ktefi mi mohli poskytnout vzorek DNA. Nejprve jsem vySetfila matetskou

vétev, 0 které jsem védé€la, ze se zde nemoc vyskytovala, a poté i otcovskou vétev,
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abych zjistila, zda nejsou postizené ob¢ dvé vétve. Nasledné jsem vytvorila dva
rodokmeny, které znazoriuji dédi¢nost této alely v rdmci moji rodiny. Na obrazku ¢. 6
jsou ob¢ vySetrované vétve a jak lze vidét, v té jedné se postizend alela nevyskytuje. Na
obrazku ¢. 7 je znazornén rodokmen mateiské vétve, v niz se sledovana alela opakované
vyskytuje. Z rodokment je patrné, ze jako prvni byli diagnostikovani na Bechtérevovu
chorobu dva muzi, kteti ale nikdy nebyli vySetieni pomoci genetického testu. V ramci

mého experimentu byly naopak pozitivni dvé Zeny.
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Osoby vysSetrené
o pomoci PCR

metody
Obrazek 7 Rodokmen 1., 2. a 3. generace, materska vetev.
Zdroj: Vlastni
Osoby ©O O Osoby
vySetiené vysetfene
sérologicky pomoci PCR
metody

e

Obrdazek 6 Rodokmen 1., 2. a 3. generace + dalsi vétve

Zdroj: Vlastni
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Pacientky oznacené Cisly 1 a 4, které vysly jako pozitivni pro alelu HLA-B*27,
vykazuji rozdilné symptomy onemocnéni. Pacientce Cislo 1 je 22 let, prvotni symptomy
se projevily okolo 18. roku. Jednalo se 0 bolest kréni patefe a ramennich kloubti. OvSem
tato bolest neni dlouhodoba a nevyzaduje pravidelné navstévy fyzioterapeuta. Ackoli po
prodélané fyzioterapii je patrna znamka zlepSeni ¢i vymizeni symptomu téméf aZz na pul
roku. Pacientce Cislo 4 bude v nejblizsi dobé 15 let a symptomy ma zcela odlisné.
Nastaly pomérné brzy ve 13 letech. Projevuji se bolesti kolenou, a to piedev§im pii
sportu ¢i zvySené fyzické namaze. Na fyzioterapie pacientka nedochazi a pokud se
kolena osetii a zatejpuji, dojde k zpevnéni a tim i k vymizeni bolesti. Jingymi symptomy

tyto dvé pacientky netrpi ani nijak zv1ast’ nevyhledavaji pomoc fyzioterapeutt.

Sest &lenti mé rodiny, které jsem vysetfovala pomoci metody SSP PCR, je oznadeno v
rodokmenech na obrazku 6 a 7 Cervenym kruhem a vysledky testu jsou uvedeny
v tabulce ¢islo 8. Ostatni ¢leny rodiny nebylo mozné z technickych duvodu vySetfit,
proto jsem musela vychazet z jejich predeSlych tustné sd€lenych diagndz. Pozitivni
muzi, které jsem pomoci genetického testu nevySetiovala, a u kterych se Bechtérevova
choroba jisté projevila, byli vySetfeni pouze sérologicky. Jedna se o dva pacienty

znazornéné vV rodokmenu na obrazku ¢islo 7, kde jsou oznaceni pismeny X a Y.

Tabulka 8 Pacienti, kteri byli vysetiovani mnou a pomoci metody PCR

Pacienti Typ vySetieni Vysledek
1 Molekularné-genetické Pozitivni
2 Molekualrné-genetické Negativni
3 Molekularné-genetické Negativni
4 Molekularné-genetické Pozitivni
5 Molekularné-genetické Negativni
6 Molekularné-genetické Negativni
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Tabulka 9 Pacienti vysetiovani jiz v minulosti sérologicky

Pacienti Typ vySetieni Vysledek
X Sérologické Pozitivni
Y Sérologické Pozitivni

Dalsimi vySetfovanymi vzorky byly pacienské vzorky ziskané od pacientd zjiné
sptratelené laboratofe. Nepochazely tedy piimo z laboratore GENLABS, ale diky jejich
testovani jsem si prakticky osvojila metodu SSP PCR pro stanoveni HLA-B*27.

Obrazek 8 Fotografie elektroforetického gelu 3. SSP PCR reakce na 4% agarozovém gelu. Prvni jamka gelu
obsahuje hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. V dalsich jamkach jsou pritomny PCR produkty,
vyjadreny v bp (paru bazi) a posledni jamky obsahuji pozitivni a negativni kontrolu.

Zdroj: Vlastni

Tabulka 10 Vysiedky 3. SSP PCR reakce

Pacienti Vysledny produkt ziskany Vysledky
pomoci SSP PCR (bp)

1 1070bp, 420bp, 80bp Pozitivni

2 1070bp, 420bp Pozitivni

3 1070bp Negativni

4 1070bp, 420bp Pozitivni

5 1070bp, 420bp Pozitivni

6 1070bp, 420bp, 80bp Pozitivni
Pozitivni kontrola 1070bp, 420bp, 80bp Pozitivni
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Negativni kontrola

Negativni

Obrazek 8 znazornuje vysledky vysetfeni vzorktl, kdy byla DNA izolovana z periferni

krve. V tomto piipad¢ je negativni pouze 3. vzorek. Ostatni vzorky vykazuji amplifikaci

pouze pro pozitivni a vnitini kontrolu (1070 bp).

Obrazek 9 Fotografie elektroforetického gelu 4. SSP PCR reakce na 4% agarézovém gelu. Prvni jamka gelu
obsahuje hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. V dalsich jamkach jsou pritomny PCR produkty,

vyjadreny v bp (paru bazi) a posledni jamky obsahuji pozitivni a negativni kontrolu.

Zdroj: Vlastni

Tabulka 11 Vysiedky 4. SSP PCR reakce

Pacienti Vysledny produkt ziskany Vysledky
pomoci SSP PCR (bp)

1 1070bp negativni

2 1070bp negativni

Pozitivni kontrola 420bp, 80bp pozitivni

Negativni kontrola 1070bp negativni

Na obrazku ¢islo 9 jsou dva vzorky, které byly ziskany z bukalnich stéri. V téchto

reakcich nebyl viditelny Zadny prouzek kromé pozitivni kontroly.
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Obrdazek 10 Fotografie elektroforetického gelu 5. SSP PCR reakce na 4% agarézovém gelu. Prvni jamka gelu
obsahuje hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU. V dalsich jamkach jsou pritomny PCR produkty,
vyjadreny v bp (paru bazi) a posledni jamky obsahuji pozitivni a negativni kontrolu.

Zdroj: Vlastni

Tabulka 12 Vysiledky 5. SSP PCR reakce

Pacienti Vysledny produkt ziskany Vysledky
pomoci SSP PCR (bp)

1 1070bp, 420bp, 80bp Pozitivni

2 1070bp, 420bp Pozitivni

3 1070bp, 420bp Pozitivni

4 1070bp, 420bp Pozitivni

5 1070bp, 420bp, 80bp Pozitivni

6 1070bp, 420bp, 80bp Pozitivni

7 1070bp Negativni

8 1070bp Negativni
Pozitivni kontrola 1070bp, 420bp Pozitivni
Negativni kontrola - Negativni

Na obrazku ¢islo 10 je 8 vzorku, které byly ziskané z periferni krve. Pouze 7. a 8.

pacient vysel negativni a alelu HLA-B*27 nema.

V genetické laboratofi GENLABS s.r.0. v Ceskych Budg&jovicich bylo v obdobi od roku
2017 do biezna roku 2020 vysetieno celkem 77 pacienti S pozadavkem na stanoveni

alely HLA-B*27. Vysetiovany soubor obsahuje pouze ob&any pochazejici z Ceské
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republiky. Z celkového poctu testovanych jedinci bylo pozitivnich pro HLA-B*27
pouze 5 pacientl (6%), 72 (94%) pacienti bylo negativnich, vysledna data jsou uvedena

na obrazku ¢&. 11.

Pacienti vySetrovani na alelu HLA-
B*27 v letech 1017 az 2019

Obrazek 11 Pacienti vySetrovani v laboratori GENLABS

Zdroj: Vlastni

V odborné literatute, jak jiz zmifuji v teoretické Casti této bakalaiské prace, se uvadi, ze
alela HLA-B*27 se vyskytuje piiblizné u 6-8 % obyvatel Ceské republiky a pouze 2 %

nositelti v prubéhu zivota Bechtérevovou chorobou skute¢né onemocni.
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6 Diskuze

Bechtérevova choroba/AS je celozivotni a chronické onemocnéni. Pfesna pficina
zustava nejasnd, ovsem jiz dlouho je zndma asociace mezi alelou HLA-B*27 a touto
nemoci. Frekvence vyskytu alely HLA-B*27 v populaci je pomérné nizka a pohybuje se
vrozmezi 1,1-1,4 % a je velmi rozdilnd mezi riznymi etnickymi skupinami.
(McMichae a Bowness, 2002) V ceské populaci se jedna o ptiblizné 6-8 %. (Forejtova,
2009) Nejrozsitenéjsi alelou je HLA-B*27:05, ktera se vyskytuje po celém svété a je

povazovana za puvodni alelu, ze které se postupné vyvinuly vSechny ostatni.

Ptitomnost HLA alel u daného jedince je mozné zjistit tzv. HLA typizaci, a to dvéma
riznymi zpusoby, sérologicky nebo molekularné - biologickymi metodami.
Sérologicky se detekuji vlastnosti molekul pfitomnych na bunécném povrchu, kdy se
vyuZzivaji pfedevsim typizacni séra, ziskana z krve matek po vicecetnych t€hotenstvich a
produkci monoklonalnich protilatek pomoci somatické hybridizace bunék. Geneticka
vySetfeni probihd pomoci metody PCR a je zaloZeno na vySetieni DNA. Pravé touto

metodou jsem se zabyvala v praktické Casti své bakalatské prace.

Analyza alely HLA-B*27 byla v této praci provedena pomoci specifickych primeru a
PCR reakce (SSP PCR), kdy byl ke stanovovani pouzit komer¢ni kit HISTO TYPE
B*27 od firmy BAG Health Care. Tento kit detekuje alelu HLA-B*27 obecné, takze
nevime konkrétné, jaké subtypy alely HLA-B*27 naSi pozitivni pacienti maji. Pro
hlubsi vySetfeni je mozné pouzit komer¢ni soupravu HISTO TYPE B*27 Q taktéz od
firmy BAG Health Care. Tato souprava detekuje vSechny bézné subtypy HLA-B*27 a
navic umi rozlisit subtypy skute¢né asociované¢ s onemocnénim od subtypi HLA-

B*27:06 a HLAB*27:09, které s Bechtérevovou chorobou asociovany nejsou.

Hlavnim cilem mé bakalaiské prace bylo vysetieni mé rodiny na ptitomnost alely HLA-
B*27 pomoci metody SSP PCR, pfi¢emz hlavnim didvodem byl realny vyskyt
Bechtérevovy choroby v rodinné anamnéze potvrzeny pouze na zakladé sérologického
vySetfeni a pfitomnosti typickych pfiznakii u dvou diagnostikovanych ¢lent rodiny.
Genetické vySetfeni nebylo pfedtim provedeno zadnému z ¢lent rodiny. Diky tomuto
vySetfeni jsem mohla zjistit, Kdo z nasi rodiny nese k tomuto onemocnéni vrozené
predispozice a zdedil rizikovou alelu. Dalsim tkolem v mé bakalarské praci bylo

vySetieni vzorkl né€kolika dalSich pacientli S neznamym genotypem a také zpracovat
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data, které mi poskytla geneticka laboratot. Zde bylo cilem zpracovat data ziskana na
zaklad¢ vysetfeni alely HLA-B*27 klientim laboratofe v obdobi od roku 2017 do
bfezna roku 2020.

Vysledky, které jsem ziskala na zdklad¢é genetické analyzy a soucasné odebranim
rodinné anamnézy mé rodiny, byly piekvapujici. Geneticky pfenos onemocnéni jsem
znazornila pomoci dvou rodokmeni. Vyskyt rizikové alely HLA-B*27 bylo mozné
testovat bohuzel pouze u nékterych prezivsich ¢lent rodiny a pozitivni z genetického
hlediska byly nakonec pouze dvé Zeny-sestry z nejmladsi generace, ackoli oba jejich
rodice byly HLA-B*27 negativni a geneticky testovan byl pouze jeden muz, otec divek.
V nékolika odbornych studiich, napt. (Akassou a Bakri, 2017) nebo (Braun a Sieper,
2007) se hovoii o tom, Ze muzi trpi 3x Castéji Bechtérevovou chorobou a soucasnou
pozitivitou pro HLA-B*27 nez Zeny. Z divodu velmi malého souboru se nemohu
k tomuto faktu vyjadfit, ale je mozné, ze prubéh onemocnéni u pozitivnich Zen bude

mirnéj$i neZ u dvou muzi s jiz diive diagnostikovanou Bechtérevovou chorobou.

Dalsi zvlastnosti je, ze dédi¢nost této alely neni nijak pravidelna. Pozitivni pacientky
sice zdé&dily rizikovou alelu HLA-B*27, ovSem jejich otec ani matka tuto alelu nenesou,
Z odborné literatury vyplyva, ze piesto, ze se alela HLA-B*27 v rodiné jiz jednou
vyskytla, jeji dalsi dédicnost muze byt zcela nahodna (WOODROW, 1978). Ob¢
pacientky budou mit ziejmé ve srovnani s negativnimi pacienty mnohem vyssi riziko
rozvoje Bechtérevovy choroby. To potvrzuje i prace (Sheehan, 2004), ktery tvrdi, ze
pacienti salelou HLA-B*27 maji az 16x vys$i pravdépodobnost onemocnéni

Bechtérevovou chorobou, kterou jim piedali ptibuzni, nez lidé bez této alely.

Z vysledkl této studie tedy vyplyva, Ze alela HLA-B*27 se v mé rodin¢ skute¢né
vyskytuje, tudiz lze hovofit o prfitomnosti vrozeného rizikového faktoru. Je velmi
pravdépodobné, ze stejnd rizikova alela by byla detekovéana i u dvou ptibuznych muzi,
u kterych nebylo mozné provést geneticky test, ale Bechtérevova choroba u nich byla
diagnostikovana jinymi metodami. VySetfeni vyskytu alely HLA-B*27 v mé roding,
tedy pfineslo zajimavé vysledky. Dé&di¢nost této alely neni zcela jasna, jak lze vidét
Vv sestavenych rodokmenech. Neni zde zadna pravidelnost v dédi€ném pienosu rizikové
alely ani piili§ velké rozdily v pohlavi u pozitivnich jedincd. Jak jsem jiz zminovala

Vv teoretické Casti mé bakalarské prace, tuto nemoc ovliviuji i1 dal§i enviromentalni
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faktory, rizné infekce apod. Proto nezalezi pouze na piitomnosti této alely, ovsem stale

predstavuje nejvice rizikovy gen pro rozvoj tohoto onemocnéni.

Dalsi zpracovani vysledkt dostupnych z genetické laboratofe ptineslo pouze statistické
informace. V genetické laboratoii GENLABS bylo vySetieno celkem 77 ziejmé
zdravych pacienti bez blizsi specifikace mozného onemocnéni a potvrzeno 6 %
pozitivnich ptipadi pro alelu HLA-B*27. Tento vysledek odpovida vyskytu rizikové
alely v Ceské republice, ktery je pfiblizné 7 %. Tzn. ze vyskyt této alely neni zcela
ojedinély a potvrzuje fakt, ze tato alela se v této frekvenci v ¢eské populaci skutecné

vyskytuje.

Zavérem je nutno podotknout, Ze pfitomnost rizikové alely HLA-B*27 nelze samostatné
interpretovat jako potvrzeni Bechtérevovy choroby, vzhledem k tomu, Zze se mitize
jednat o subtypy HLA-B*27:06 nebo HLA-B*27:09, které s touto nemoci nesouvisi.
Déle neni zcela potvrzeno, ze alela HLA-B*27 je kauzalni pro vznik Bechtérevovy
choroby. Tuto nemoc Ize definitivné potvrdit az po nékolika letech vyskytujicich se

symptomu a doplnénim vysetfeni sérologickymi testy.
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7 Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala sepsanim odborné reserSe na téma Stanoveni
vyskytu alely HLA-B*27 v ¢eské populaci a jeji vyznam pro diagnostiku Bechtérevovy
choroby. V ramci teoretické ¢asti jsem podrobné popsala HLA systém, ktery je pro toto
onemocnéni zasadni. Vénovala jsem se predevsim alele HLA-B*27, ktera piedstavuje
nejvyznamngéj$i vrozeny rizikovy faktor pro rozvoj AS ackoli neméné vyznamné jsou i

dalsi genetické a environmentalni faktory.

V praktické ¢asti bylo hlavnim cilem osvojeni si spravné laboratorni praxe Vv genetické
laboratofi, kterd miize byt rozdélena na preanalytickou a analytickou ¢ast laboratorniho
vySetieni. Podstatou této ¢asti bakalaiské prace bylo zejména seznameni se s obsluhou
pfistrojii potiebnych pro vyseteni alely HLA-B*27 pomoci komer¢niho kitu HISTO
TYPE B*27 od firmy BAG Health Care, metodou SSP PCR a také s dal$imi béznymi
laboratornim postupy zahrnujicimi napt. izolaci DNA z periferni krve a bukalniho stéru,
meéifeni koncentrace DNA, gelovou elektroforézu apod. Posledni Casti byla analyza a

interpretace ziskanych vysledka.

Na zaklad¢ dat ziskanych genetickym testovanim pfisluSniki své rodiny lze tvrdit, Ze
skute¢né existuje jista dédi¢nost rizikové alely HLA-B*27 v této rodiné. Pokud byla
Bechtérevova choroba v minulosti jiz dvakrat diagnostikovana, je velmi
pravdépodobné, ze dv€ pozitivni pacientky, maji celoZivotni realné riziko vzniku

onemocnéni Bechtérevovou chorobou.

Pies 45ti lety vyzkum vSak ptesna role alely HLA-B*27 v patogenezi Bechtérevovy
choroby nebyla zcela definovana a neni tedy jasné, jaka je jeji skute¢na fyziologicka
funkce v tomto kontextu. Proto je nezbytné provést dalsi studie, které by mohly zjistit
vztah nejen ostatnich alel HLA-B*27, ale i jinych gend, k tomuto onemocnéni a pomoci

blize odhalit jejich roli v mechanismu patogeneze Bechtérevovy choroby.
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11 Seznam zkratek

AMK = Aminokyseliny

AS = Ankylozujici spondylitida

ASAS = Assessment of SpondyloArthritis international Society, mezinarodni spolecnost
pro spondyloartritidy

Asp = Kyselina asparagova

BC = Bechtérevova choroba

CD = Cluster of Differentiation, diferencia¢ni skupina lymfocytt

DNA = Deoxyribonukleova kyselina

dATP = Deoxadenozintrifosfat

dCTP = Deoxycytozintrifosfat

ddNTP = Dideoxyribonukleotidy

dGTP = Deoxyguanozintrifostat

dTTP = Deoxytymidintrifosfat

Glu = Kyselina glutamova

HLA = Human Leukocyte Antigen, lidské leukocytarni antigeny

His = Histidin

IgG = Imunoglobulin G

LCT = Lymfocytotoxicky test

MHC = Major Histocompatibility Complex, hlavni histokompatibilni komplex

NK = Natural killers, pfirozeni zabijeci
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PCR = Polymerase Chain Reaction, polymerdzova fetézova reakce

PCR — SSP = Polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery

PCR — SSO = Polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi oligosondami
RNA = Ribonukleova kyselina

RT = Room Temperature, pokojova teplota

SBT = Sequence Based Typing, ptimé sekvenovani

SI = Sakroiliakalni kloub
TNF = Tumor nekrotizujici faktor
UV = Ultraviolet, ultrafialové zareni

Val = Valin
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