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ANOTACE

Prace je vénovéana hlavnimu histokompatibilnimu komplexu ¢lovéka a jeho metodam pro
typizaci. V uvodu prace je struén¢ popsana charakteristika HLA systému, jeho uloha
v organismu a rozdéleni HLA antigenti do jednotlivych tiid. Dalsi ¢ast je vénovana metodam
typizace, od nejstarSich sérologickych metod, po novéjsi genetické metody, napt. PCR.
Posledni usek prace se zabyva sekvenovanim nové generace (NGS) a budoucim vyvojem

technologii pro typizaci HLA systému.

KLICOVA SLOVA

HLA systém, metody, typizace, PCR, NGS

TITLE

Molecular Methods for HLA Typing

ANNOTATION

The work is devoted to the main histocompatible human complex and its methods for typing.
The introduction briefly describes the characteristics of the HLA system, its role in the body
and the division of HLA antigens into individual classes. The next part is devoted to typing
methods, from the oldest serological methods to the newer genetic methods, such as PCR.
The last part of the thesis deals with next generation sequencing (NGS) and future
development of technologies for HLA system typing.
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UvVOD

HLA komplex je hlavnim lidskym histokompatibilnim systémem, ktery je primarné
zaméfeny na rozeznavani vlastnich molekul od téch cizorodych. Miizeme ho charakterizovat
jako soubor genu, ktery se vyskytuje v plazmatickych membrandch somatickych bunék,
de€lime ho do tfi tiid, ty se od sebe lisi strukturou 1 funkci. Kvili své rozsadhlé¢ polymorfnosti
zajist'uje organismu originalitu, ale na druhou stranu tak urcuje tkanovou neslucitelnost mezi
jedinci. Komplex ma vyraznou roli pfi transplantacich, kdy na ném zavisi pfijeti nebo rejekce
transplantovaného §tépu, at’ uz se jedna o organ nebo krevni elementy. HLA systém je také
dalezity v imunitnim systému, konkrétné imunitni reakci, kde ptedklada antigeny
T-lymfocytim. V prvni casti prace je charakterizovan HLA systém a jeho rozdéleni
do jednotlivych tfid, jeho tiloha v organismu, nomenklatura HLA alel a asociace s riznymi

chorobami.

Druhy segment se zabyva piehledem vyuZzivanych metod pro typizaci HLA alel.
K jejich rozpoznavani slouzi dnes n¢kolik metod, které muzeme rozfadit do skupin.
Nejpouzivangj$i sérologickou metodou k typizaci je lymfocytotoxicky test. Dal§imi
roz§ifen¢jSimi metodami jsou genotypizace, které funguji na principu polymerazové fetézové

reakci.

Posledni usek prace popisuje soucasné moznosti a piekazky ve vyuzivani metody
NGS pro HLA typizaci. Next-generation sequencing z anglického piekladu znamena
sekvenovani nové generace, miZeme se setkat i s ndzvem sekvenovani druhé generace nebo
masivni paralelni sekvenovéani. V poslednich letech se tato typizacni metoda nejrychleji
rozviji v oblasti diagnostik onemocnéni. Metoda sekvenuje useky nukleovych kyselin 1 celych
genomi a exomu rychleji a levn&ji nez ostatni sekvencni metody a jeji podstatou
je zpracovani az milionil sekvenci v jednom b&hu. Typicky se pouziva pfi detekci nddorovych
onemocnéni, ale 1 pfi odhalovani riznych mutaci. Nevyhody nebo piekdzky ve vyuZzivani
metody zavisi na typu platformy, které jsou uvedeny v textu prace. Zatim nejvétsi prekdzkou
pfi pouzivani typizace NGS je jeji zavedeni do klinickych laboratofi, z divodu velkého
mnozstvi falesn€ pozitivnich nebo negativnich vysledkli, pod nimiz jsou ukryté biologicky

dalezité informace.
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1 Systém HLA

1.1 Struéna historie

Prvni pozorovani HLA komplexu bylo uskutecnéno na zvitatech, konkrétné¢ mysich.
Alogenni nadorova transplantace byla obvykle pouzivana v ranych experimentech ke studii
biologie tumoru. V prvni dekadé 20. stoleti provedli americ¢ti genetici, Ernest E. Tyzzer
a Clarence C. Little, dulezité transplantace nadort u potomkii zkiizenych mysi, které byly
nachylné nebo imunni na alogenni tumor. Na zaklad¢ vysledki, dosli k zavéru, ze nachylnost
k riistu alogennich nadort byla geneticky podminéna nejspise az 15 geny. Povaha téchto genii

a jejich produktd nebyla obeznamena (Thorsby, 2009).

Poté britsky 1ékar Peter A. Gorer objevil roku 1936 antigen zodpovédny za odmitnuti
organu. Zkoumal protilatky a jejich spojitost s krevnimi skupinami, které souvisely s pokusy
se zvitaty (hlavné mysi a kralici). Antigen sdileny mezi malignimi a normalnimi bunkami
je podle n¢j vyznamnym faktorem rezistence k riistu alogenniho nadoru, pokud byl pfitomen

v dérci a naopak chybél u ptijemce (Thorsby, 2009).

V letech 1944-1945 Peter Medawar poprvé stanovil, Ze odmitnuti alogennich transplantaci
je zpusobeno imunitni reakci organismu zamétené proti §t€pu. Pozdéji za tento objev obdrzel

Nobelovu cenu (Thorsby, 2009).

V roce 1958 byl detekovan aloantigen ptitomny v lidskych leukocytech, ktery se mél
stat prvnim lidskym leukocytovym antigenem HLA, konkrétné€ se jednalo o HLA-A2. Zasluha
objeveni prvniho HLA antigenu patii francouzskému lékafi jménem Jean Dausset. Vyzkum
HLA od té doby zaznamenal obrovsky vyvoj, posunul se od histokompatibility k jedné

z nejelementarné€jSich oblasti zdkladni a klinické imunologie (Thorsby, 2009).

Po roce 1970 byly nalezeny 3 zdkladni lokusy HLA systému (HLA-A, HLA-B,
HLA-C). V tomto obdobi se se zacaly rozvijet organové transplantace, pii kterych hraje tento

systém vyznamnou roli (Penka & Tesatfova, 2012).

Dalsi antigeny byly objeveny v 80. letech, jednalo se o antigeny HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP. Védci, diky témto objeviim, pochopili vyznam antigent HLA jako molekul, které

reguluji imunitni odpoveéd’ u €lovéka (Penka & Tesatova, 2012).
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V 90. letech poté byly zjistény dalsi antigeny tzv. neklasické (HLA-E, HLA-F, HLA-G
atd..) (Penka & Tesarova, 2012).

Rychly a rozsahly rozvoj v problematice HLA je vysledkem nejen vynikajicich
individudlnich ptispévkl prukopnikli v oboru, ale také rozsahlé mezinarodni spoluprace,
zejména prostiednictvim mnoha mezinarodnich workshopt o histokompatibilité. Soucasnym
prizkumem dosli védci k zavéru, ze komplex HLA a podobné u jinych druht, které byvaji
oznacovany jako hlavni komplex histokompatibility, by mély mit jiny ndzev, konkrétné
hlavni komplex imunitni odpovédi MIRC (major immune response complex) (Thorsby,

2009).

1.2 Definice HLA systému

Histokompatibilni antigeny jsou molekuly glykoproteinového charakteru, které
se nachdzi na povrchu bun¢k orgéni, a hlavné jsou soucCasti bunék imunitniho systému.
Tyto antigeny urcuji mezi nepiibuznymi jednotlivei neslucitelnost tkani (Penka & Tesatova,

2012).

Povahu histokompatibilnich antigenii stanovuje geneticky systém pojmenovan jako
MHC, tedy z angli¢tiny major histocompatibility complex. Tento komplex obsahuje vSechny
systémy spojené s vyssimi zivo€iSnymi druhy (Penka & Tesatova, 2012; Otova & Mihalova,

2012).

HLA systém je hlavni lidsky histokompatibilni systém, z angli¢tiny human leukocyte

antigens. Nachazi se v ném asi 200 genil, které se fadi do tfi tfid (Penka & Tesafova, 2012).

,Geny hlavniho histokompatibilniho komplexu se vyznacuji vysokym stupném
polymorfismu (mnohocetna alelie), vztah alel je kodominantni.“ (Otova & Mihalova, 2012,
s. 149). Kazdy jedinec ma na vnéjsku vlastnich bunék unikatni soustavu HLA molekul,

s vyjimkou jednovaje¢nych dvojcat (Penka & Tesatova, 2012).
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1.3 Nomenklatura

Nomenklaturu miizeme definovat jako systematické ndzvoslovi zalozené roku 1968
Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO). WHO =zalozila Vybor nomenklatury, ktery
se ptimo zabyva pojmenovavanim novych gentt HLA, sekvenaci alel a kontrolou kvality

(Anthony Nolan Research Institute, 2019).

Vyvoj standardizované HLA nomenklatury je zadsadni pro nase chapani HLA systému
a pro usnadnéni klinickych aplikaci. Svétova zdravotnickd organizace WHO zalozila roku
1968 Vybor nomenklatury pro faktory HLA systému, aby dohlizel na rozvoj a uzivani
nomenklatury sestavené na sérologickych specifikach, bunéénych reakcich a DNA
sekvencich. Dvé webové stranky poskytuji upravenou databazi sekvenci vice nez 26 000

HLA alel (Hurley, 2020). Konkrétné najdeme tyto databaze na strankdch: www.ebi.ac.uk

a www.allelefrequencies.net .

Kazdy nézev alely ma unikatni ¢islo odpovidajici az ¢tyfem sadam Ccislic oddélenych
dvojteCkami. Délka oznaceni alely z&visi na sekvenci a jejim nejbliz§im pribuzném. VSechny
alely jsou uvadény pod Ctyfmistnym nézvem, odpovidajicim prvnim dvéma sadam Ccislic,
delsi pojmenovani dostanou pouze v piipadé¢ potieby, viz. obrazek 1 (Anthony Nolan

Research Institute, 2019).

Cislice pied prvni dvojtetkou popisuji typ, ktery &asto odpovidad sérologickému
antigenu. DalSi sada Cislic se pouziva k vypsani podtypt, pfiemz Cisla se pfifazuji v potadi,
ve kterém byly ur¢eny sekvence DNA. Alely, jejichZ pocet se liSi ve dvou sadach ¢islic,
se musi liSit v jedné nebo vice nukleotidovych substitucich, které méni aminokyselinovou
sekvenci kodovaného proteinu. Alely, které se liSi pouze podobnymi nukleotidovymi
substitucemi (nazyvany tiché nebo nekoddujici substituce) v kodujici sekvenci, se odliSuji
pouzitim tteti sady cislic. Alely, které se 1i$i polymorfismem v intronech, v 5" nebo 3" konci
nepieloZzenych regionti se odliSuji pouzitim ctvrté sady cislic (Anthony Nolan Research

Institute, 2019).

Kromé jedine¢ného cisla alely existuji i dalsi volitelné ptipony, které mohou byt
pfidany k alele k oznaceni stavu exprese. Alely, které nejsou vyjadieny, se oznacuji piiponou
N (Null). Alely, u nichz se prokézala alternativni exprese mohou mit ptiponu L, S, C, A nebo

Q (Anthony Nolan Research Institute, 2019).
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Ptipona L (Low) se pouziva k oznaceni alely, u které bylo prokdzano, ze ma nizkou
expresi na bunééném povrchu ve srovndni s normdlnimi hladinami. Pfipona S (Secreted)
se pouziva k oznaCeni alely specifikujici protein, ktery je exprimovan jako rozpustna
sekretovana molekula, ale neni na povrchu bunky. Piipona C (Cytoplasm) je pfifazena alelam,
které produkuji proteiny, které jsou pfitomny v cytoplazmé, a mimo povrch bunck.
Ptipona A (Aberrant) oznacuje aberantni vyraz, pokud existuji ur€ité pochybnosti o tom,
zda je protein skutecné exprimovan. Piipona Q (Questionable) se pouziva, kdyz je exprese
diskutabilni. V alele je totiz prokazdna mutace, kterd ovliviiuje normalni hladiny exprese

v jinych aleldch (Anthony Nolan Research Institute, 2019).

Hyphen used to separate Suffix used to denote
gene name from HLA prefix changes in expression

Separator Field Separators

HLA-A*02:101:01:02N

HLA Prefix Gene Field 4; used to show
differences in a
Field 1; allele group non-coding region

Fleld 2; specific HLA protein

Field 3; used to show a synonymous DNA
substitution within the coding region

© SGE Marsh 04110

Obrazek 1 Nomenklatura HLA (Anthony Nolan Research Institute, 2019)

1.4 Uloha HLA v organismu

HLA rozhoduje a urcuje vlastni specifickou imunologickou reakci. Ve struktufe maji
vazebna mista, kam se vaZou cizorodé antigeny a jejich peptidy. Funkci HLA je prezentovani
epitopli a moznost identifikace cizorodych prvkll v organismu od téch vlastnich. Pfi imunitni
reakci rozpoznaji T-lymfocyty navazané antigenni Castice na molekuly HLA a v zavislosti
na typu cizi ¢astice reaguji urcité slozky specifické bunééné imunity (Otova & Mihalova,

2012; Penka & Tesarova, 2012).

RozliSujeme dva zékladni druhy T-lymfocytl, a to Th a Tc lymfocyty. Tc (cytotoxic)
lymfocyty rozeznavaji cizorody epitop po jeho navazani na molekulu HLA I. tfidy. Naopak
Th (helpers) lymfocyty reaguji pti vazbé ciziho antigenu na molekuly II. tfidy HLA. Pti¢inou
tohoto chovani miZeme HLA antigeny oznalit jako transplantacni antigeny, protoZe
zpusobuji rejekci neboli odmitnuti transplantatu pii inkompatibilnich transplantacich (Otova

& Mihalova, 2012).
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1.5 Lokalizace a rozdéleni struktur HLA

HLA komplex je umistén na kratkém raménku 6. chromozomu, konkrétné 6p2,
viz. obrazek 2. Komplexu se prezdiva supergen, protoze obsahuje 3 podoblasti (Otova &

Mihalova, 2012).

Chromosom

Dlouha raménka Centromera \ Kritkd raménka
e
_— HLA
d_'____..—--""' Gp21.1-213
= Moleluly I1. tfidy Molekuly 111. tfidy Molekuly 1. tfidy ™~
— Il . Il |
DQ DR C4 C2 Hsp TNF B C E ACF

A —

Obrazek 2 HLA komplex v chromozomu (Otova & Mihalova, 2012)

1.5.1 Molekuly a geny HLA 1. tFidy

Tyto molekuly jsou soucasti vSech bunék obsahujici jadro v organismu. Strukturou
je to tzv. heterodimer, ktery je utvafeny lehkym (B) a tézkym (o) fetézcem, viz. obrazek 3.
~Heterodimer je bilkovina sloZzend ze dvou polypeptidovych rvetezcu, které se lisi svym
slozenim* (Schwab, 2011, s. 1688). Tézky fetézec muizeme délit na 3 casti, a to Cast
extracelularni, transmembranovou a cytoplazmatickou. Déleni souvisi s orientaci a fetézce
v buiice, kdy v extracelularni ¢asti je aminoskupinovy konec a v cytoplazmatické casti
se nachazi karboxylovy konec fetézce. Extracelularni ¢ast miZzeme dale rozdélit do tfi domén:
a1, o2, 03. Rozdily v antigenech HLA 1. tfidy jsou nejvice patrné v doméné o (Penka &

Tesatova, 2012).

B2-mikroglobulin vytvarii lehky fetézec, vaze se nekovalentnimi vazbami na a fetézec
aneni zanofen v cytoplazmatické membrané. Mikroglobulin svou strukturou pfipomina
imunoglobuliny, proto se knim také pfifazuje. Ve struktufe se navazuje na doménu
a3 a zpusobuje spravnou orientaci molekuly. Koduje ho gen, ktery se nachazi

na 15. chromozomu (Penka & Tesatova, 2012).
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Mezi a1 a o doménami tézkého fetézce vznikd prohlubeni, kam se nasledné navaze
antigenni peptid. Na toto misto se vazou peptidy o délce 8-10 aminokyselin z divodu

uzavieni obou koncii vazebnych mist u molekul HLA 1. tfidy (Penka & Tesaiova, 2012).

V L. tfidé molekul HLA je zaclenéno pfiblizn€ 20 gent, nejdilezitéjsi jsou v lokusech
HLA-A, B, C. Pojmenovavaji se jako klasické geny a maji vysoky stupent polymorfismu.
Nalézaji se v jadernych bunkach prevazné sleziné, lymfatické tkani, brzliku, mensi zastoupeni

maji ve svalech a organech (Otova & Mihalova, 2012; Penka & Tesatova, 2012).

Produkty dalSich lokust, nazyvany jako neklasické HLA antigeny, (HLA-E, F, G)
se vyznacuji mensSim stupném polymorfismu a omezenou distribuci v tkanich (Penka

& Tesarova, 2012).

fetézec a fetézec a fetézec i

CHO

extraceluldrmi
oblast

B,-mikraglobulin
extraceluldrni
oblast

extracelulimi
oblast

extracelularni
oblast

. membrana
membrina

cytoplazma

cytoplazma 4
COOH COOH COOH

Obrazek 3 Struktura molekuly HLA 1. tfidy a HLA II. tfidy (Penka a Tesafova 2012)

1.5.2 Molekuly a geny HLA II. tfidy

Na zéklad¢ podobnosti ve struktufe jsou stejné jako molekuly HLA 1. tfidy
pfifazovany k imunoglobuliniim. Rozdilem mezi témito tfidami je ten, Zze u molekul HLA II.
ttidy se glykoproteiny objevuji pouze na buiikach predstavujicich antigen. Molekuly mayji také
strukturu heterodimeru, ktery se rozd€luje na lehky (B) a tézky (a) fetézec, nekovalentné

vazany k sobg, viz. obrazek 3 (Penka & Tesarova, 2012).

Penka a Tesatfova (2012) dale uvadi, Ze extracelularni ¢ast fetézci obsahuje domény
a1, a2, Bi, 2. Domény a1 a Bi na sebe vzajemné plisobi a vznika prohluben, ktera na sebe

navazuje antigenni fragmenty. Misto pro navazani antigenu u molekul HLA II. tfidy
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jeoteviené a umoziuje vazbu antigeni s delSim fetézcem aminokyselin (cca 15-35

aminokyselin).

Geny molekul HLA II. tfidy se vyskytuji v oddilu fady HLA-D genii, které se nejvice
blizi k centromete. Ma dalsi podjednotky HLA-DR, DQ, DP a naptiklad geny pro proteiny
membranového transportu. Jmenované podjednotky koduji lehké a té¢zké tetézce antigeni
HLA 1II. tfidy. Prezentuji se ve slozkach imunitniho systému, konkrétné membrany
B-lymfocytt, aktivované T-lymfocyty a také makrofagy, monocyty a Langerhansovy buiky
(Otova & Mihalova, 2012; Penka & Tesatova, 2012).

1.5.3 Molekuly a geny HLA III. tridy

Nachazeji se v oblasti mezi 1. a II. tfidou molekul a obsahuje asi 50 genti. Produkty
III. tfidy nemaji ucast v kddovani antigeni HLA, nepodili se na aktivit¢ HLA systému
a morfologicky se lisi od ostatnich tfid. Zahrnuje geny pro slozky komplementu (C2, C4),
tumor nekrotizujici faktor, lymfotoxin, cytochrom P450, stresové proteiny a dal§i (Otova

& Mihalova, 2012; Penka & Tesarova, 2012).

1.5.4 Dédiénost HLA

Diky jiz zminénému polymorfismu se antigeny HLA vyskytuji v n¢kolika desitkach
variant alel. K dédi¢nosti dochazi pii kombinaci alel, kdy kazdy jedinec ma soubor
2 haplotypti od rodi¢ti a tvoifi HLA genotyp jedince (Otova & Mihalova, 2012; Penka
& Tesarova, 2012).

Haplotyp je definovan jako sefazeni alel dil¢ich geni HLA na jednom parovém
chromozomu. Studiemi bylo dokazéno, Ze asi u 2 % potomki je genotyp odliSny
od rodicovského diky rekombinantnimu genotypu. Ten vznika v meiéze u homolognich
chromozoml pifi rekombinace, crossing-overu a nasledkem vznikd novd kombinace alel

u potomkid v HLA komplexu (Otova & Mihalova, 2012; Penka & Tesatova, 2012).
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1.6 Role HLA v mediciné

Systém lidského leukocytového antigenu zobrazuje nejvyssi rozmanitost jakéhokoliv
funkéniho genetického systému na Urovni populace. Typizace HLA odhaluje polymorfni
vlastnosti, které byly velmi brzy povazovany za markery citlivosti nebo rezistence na nemoc
a infekci. Prediktivni medicina byla ptivodné¢ navrzena jako osobni prevence nemoci

(Charron, 2011).

1.6.1 Imunogenetika

Komplex HLA je nejvice polymorfni genetickd oblast s dilezitymi biologickymi
funkcemi (tj. imunitnimi reakcemi, vyvojem a regulaci) a Iékafskym dopadem. Lidsky
komplex je spojovén s vice chorobami nez kterdkoliv jina oblast genomu, zvlasté souvisejici
s infekci a autoimunitou. JeSté pozoruhodnéjsi je role systému HLA pfi transplantaci organti
a hematopoetickych kmenovych buné€k a jeho vyznam pfti vyvoji vakein, zejména vakein proti

rakoving€ (Charron, 2011).

Nova paradigmata, jak by méla byt organizovdna a piedkladana moderni
biomedicinskd véda, nastavila pfed vice nez 40 lety Mezinarodni Workshopy
Histokompatibility. Takto kombinovany pfistup umoznil kolektivni sdileni dat a odhalil
rozmanitost HLA, kterou nejlépe piedstavuje nomenklatura HLA, jeZ v roku 2010 obsahovala

vice nez 4000 alel (Charron, 2011).

1.6.2 Systémova biologie

Jedine¢nou pfileZitost ke studiu komplexnich a systémovych G¢inkll zavedeni nového
genomu u jedince predstavuje transplantace hematopoetickych kmenovych bunék a orgénti.
Histokompatibilitu darce a pfijemce mizeme posoudit korelaci biologickych a fyziologickych
ucinkd, tim se identifikuje geneticky pfinos alel HLA, haplotypi a jejich kombinaci.

Tak se otevira, mimo jiné moznost neutralizace genetickych rozdili komplexu HLA
provedenim transplantace hematopoetickych kmenovych bun¢k mezi HLA neidentickymi

sourozenci. Takto nastavené klinické prostiedi umoziuje zdlraznit u€inky jinych
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imunogenetickych systémii, jakymi jsou mensi lokusy, histokompatibility, cytokiny nebo

receptory, které maji podstatny vliv na vysledek transplantace (Charron, 2011).

Z biologického pfistupu zalozeného na HLA mohou tézit, krom¢ transplantacni
aregenerativni mediciny i dal$i dalezitd onemocnéni, naptiklad autoimunitni, u nichz byl
HLA potvrzen, jako hlavni geneticky faktor. Mezi pfedni kandidaty patii diabetes mellitus
1. typu, revmatoidni artritida, ankylozujici spondylitida a roztrouSena skleroza. Je tieba
piihlédnout také k tomu, Ze neddvné asociacni studie na celém genomu odhalily pomérné

neoc¢ekavanou imunitni slozku u neuropsychiatrickych poruch (Charron, 2011).

1.6.3 Farmakogenetika

Farmakogenetika se v personalizované mediciné pouzivdji k optimalizaci davkovani
1é¢by a zamezeni nezaddoucich ucinki 1ékt. Nezadouci vedlejsi u€inky soli zlata, penicilaminu
D a Tioproninu byly uznany jiz brzy a byly spojeny s konkrétnimi alelami HLA nebo jejich
haplotypy. Podle novych zjisténi vyvolava nékolik 1ékit HLA-dependentni nezadouci reakei,
nejtypicté€jsim znich je abakavir a HLA-B5701. Typizace HLA je nyni povinna
pfed zahdjenim 1écby abakavirem. Farmakologicka citlivost, ovlivitujici hlavné kizZi a jatra,
je Casto urcena genotypy HLA pacienta. Toxicka epidermalni nekrdéza a syndrom Stevena
Johnsona, vyvolané karbamazepinem, souviseji s HLA-B1502, bylo také prokazano spojeni

HLA-B5801 s ptihodami vyvolanymi alopurinolem (Charron, 2011).

1.7 Onemocnéni spojené s HLA

Prvnim onemocnénim je celiakie, protoZze je stile jedinym kompletné popsanym
pfikladem onemocnéni spojeného sHLA, u kterého byl mechanismus odhalen
v mimotadnych detailech. V klinickych laboratofich se provadi testovani pfitomnosti alel
HLA-DQ2 a HLA-DQS8, jejichz priikaz ve vzorku umoziiuje vyloucit invazivni biopsii
z diagnostického procesu. Typizace DQ2 aDQ8 by méla byt provadéna také
u asymptomatickych déti s dalSimi moZnymi indikéatory celiakie. Pokud jsou vysledky

negativni, je diagnoza celiakie prakticky vylou¢ena (Howell, 2014).

22



DalSim jiz vySe zminénym onemocnénim je revmatoidni artritida. Je charakterizovana
chronickym zénétem synovialnich kloubt, pfi¢emz nejcastéji jsou postizeny malé klouby
rukou a nohou. Imunologické odpovédi jsou dulezité pti destrukci kloubli a systémovych
onemocnénich zahrnujicich jiné organy. Pokud jde o genetické faktory, na nachylnosti
k artritidé¢ se pravdépodobné podili vice genii. HLA-DRBI1 je vSak hlavnim lokusem, ktery
pfispiva k nachylnosti tohoto onemocnéni z 30-50 % (Howell, 2014).

Inzulin-dependentni diabetes mellitus neboli diabetes mellitus 1. typu, je chronické
autoimunitni onemocnéni zprostiedkované T-lymfocyty, které vede ke zniceni B bunék
produkujicich inzulin v pankreatickych ostrtiveich. V tomto destruktivnim procesu hraji roli
také B-lymfocyty produkujici autoprotilatky. Citlivost na diabetes 1. typu ma silnou
genetickou slozku, pficemz se odhaduje, Ze geny HLA II. tfidy pfispivaji az 45 % k celkové
genetické nachylnosti k tomuto onemocnéni. Rozsahlé studie jiz dlouho naznacuji, ze za tuto

citlivost jsou z velké ¢asti zodpovédné alely HLA-DQ (Howell, 2014).

Ankylozujici spondylitida je chronické zanétlivé onemocnéni, které primdrné
postihuje axialni kostru a sakroiliakalni klouby, i kdyz mohou byt ovlivnény také periferni
klouby a Slachy. Onemocnéni je na rozdil od vétSiny autoimunitnich chorob spojena vice
s muzskym pohlavim. Genetickd dédi¢nost nemoci je extrémné vysokd, odhaduje se,
ze ptesahuje 90 %. Silna asociace mezi HLA-B27 a spondylitidou byla popsana velmi brzy,
aje to ve skutecnosti nejsiln€j$i asociace HLA 1. tfidy s jakymkoliv autoimunitnim
onemocnénim. Vice nez 96 % pacientd s ankylozujici spondylitidou je pozitivnich na alelu

HLA-B27 (Howell, 2014).

A vneposledni tfadé¢ je HLA polymorfismus spojen s nachylnosti k rezistenci
a progresi fady virovych a mikrobidlnich infek¢nich chorob, véetné HIV/AIDS, hepatitidy
B a C, horecky dengue, lepry, tuberkuldzy, malarie a dalSich (Howell, 2014).
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2 Metody vyuzivané k typizaci HLA

Pro typizaci HLA antigeni se vyuziva nékolik metod, znichz nejzakladnéjsi

jsou sérologické metody a genotypizace.

Typizace se pouzivaji zejména u darct krve, kostni dfen¢ a darcovskych organa. HLA

antigeny mohou mit uizkou vazbu s nékterymi dédicnymi chorobami.
2.1 Sérologické metody

Pted tim, nez byly k dispozici metody genotypizace pro oznacovani HLA, pouzivaly
se metody zalozené na detekci protilatek a vyvijely se s rostoucim poctem rozpoznanych
HLA. Problémy detekce a identifikace I. tiidy HLA byly pfekoniany mnohem rychleji
nez u IL. tfidy. K izolaci B-lymfocytt pro typizaci HLA II. tfidy byla zavedena fada inovaci
a pridany jest¢ imunofluorescenéni metody pro detekci vazby protilatek a zvySeni citlivosti.
Soucasti omezeni sérologickych metod je také vyzva identifikovat darcovska séra
s pfijatelnou reaktivitou a specifitou protilatky a udrzovat zasoby darct tak, aby se nahradila
hodnotnd vyuzivana ¢inidla. Velmi cenéné byly reagencie sjednou specifitou, zejména
pro nizkofrekvencni antigeny. Monoklonalni typiza¢ni Cinidla dopliiovala lidské séra, ovSem
pfidavala na slozitosti obCasnym rozpoznavanim epitopli nerozpoznanych lidskymi

protilatkami (Eisenbrey, 2021b).

Béhem poslednich let se dosahlo né€kolika vylepSeni, jako je Gi€innost a spolehlivost
téchto technik. Jednou z hlavnich nevyhod sérologie je vSak potieba Zivotaschopnych bun¢k,
které mohou mit vyrazné naruSenou zivotaschopnost a snizenou expresi antigenti na povrchu

bunék. Sérologické metody to €ini nachylné k chybam (Doxiadis & Claas, 2003).

V sérologické typizaci se vyuzivaji typizacni séra ziskana napiiklad z krve matek
po vicecetnych téhotenstvich nebo produkci monoklondlnich protilaitek somatickou

hybridizaci bunék (Penka & Tesatova, 2012).
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2.1.1 Lymfocytotoxicky test

Lymfocytotoxicky test, zkratkou LCT, je nejstarsi test, ktery slouzi k sérologické
identifikaci molekul HLA 1. a II. tfidy. Metoda se zaklada na detekci anti-HLA protilatek
znamé specifity. Tyto protilatky oznacujeme jako monoklondlni a mohou byt ziskany

od vicenasobnych rodic¢ek nebo ptijemct viceCetnych transfuzi. (Penka & Tesatova, 2012).

Test se provadi na Terasakiho deskach, kde dochazi k reakci izolovanych T nebo
B-lymfocytli pacienta s typizacnim sérem a néslednym dodanim krali¢iho komplementu.
Pokud dojde k vazbé specifickych protilatek vyskytujicich se v typiza¢nim séru na buiky
pacienta, nastane aktivace ptidaného komplementu a rozrusi se bunééné membrany lymfocyti
vzniklym enzymem fosfolipdza a nastava lyze builky. Diky poruSené membrané, buiiky 1épe
pfijmou vitalni barvivo eozin nebo trypanovou modf. Po ptfidani jednoho z barviv se Zivé
buiiky nezbarvi, protoze dokdzou pumpovat barvivo z bunky ven. AvSak do mrtvych bun¢k
proudi barvivo otevienymi poéry a ziustdva tam, tim se usmrcend buinika obarvi.
A v mikroskopu se vykazuje jako Cervend nebo modrd podle uzitého barviva (Penka &

Tesatova, 2012).

S pouzivanim LCT jsou spojené nepiesnosti, jako je faleSnd pozitivita, faleSna
negativita, zkiizené reakce. Také je nesnadné urovani u nadorovych bunék nebo bunék

se sniZzenou zivotnosti ¢ili starSiho materidlu (Penka & Tesatova, 2012).

2.1.2 MLC

MLC (z anglického jazyka: Mixed Lymphocyte Culture) mtizeme pielozit do nazvu
Smisené lymfocytarni kultury. Jednd se o zavedenou klinickou metodu, ktera slouzi jako

model in vitro pro alogenni reakci a transplantaci (Campo et al., 2001).

~MLC test je funkcni bunécny test, ktery meri odpoved T lymfocytu na stimulacni
determinanty asociované s HLA molekulami 1I. tridy (HLA-DR, -DQ, popr. -DP)*
(Ambrtzova, 2002).

Test se piipravuje smichanim lymfocyti izolovanych od dvou raznych jedinca,
pficemz jeden znich je obvykle potencidlni darce a druhy je potencidlni piijemce
transplantatu. Protoze tito dva jedinci nejsou geneticky identi¢ti (s vyjimkou monozygotnich

dvojc¢at), rizné histokompatibilni antigeny na povrchu déarcovskych lymfocyti aktivuji

25



lymfocyty pfijemce a naopak. Vysledkem je aktivace syntézy DNA a bunéfna proliferace
lymfocytli. M¢éfeni je zaloZzeno na zabudovani thymidinu, ktery je znacen tritiem.
Toto oznacujeme jako MLR neboli smiSena lymfocytova reakce, viz. obrazek 4 (Rovensky

& Payer, 2009).

V praxi se vyuziva pro optimalni vybér darce souvisejici s transplantaci ledvin
u ptibuznych, a také nepiibuznych darct kostni dien¢. Test mlize varovat pied eventualnim

vznikem reakce §t€pu proti hostiteli po vykonané transplantaci (Ambrazova, 2002).
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Obrazek 4 Princip metody MLR (Smialowicz, 2016)
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2.2 Molekularni metody

2.2.1 CML

CML (z anglického jazyka Cell-mediated lympholysis) znamend v prekladu test

bunécné zprostiedkované lymfolyzy, ktery se pfedevsim zabyva molekulami HLA II. tfidy.

Principem tohoto testu je reakce imunitniho systému, kdy po expozici bunck
nevlastnim antigenim se za¢nou objevovat cytotoxické T-lymfocyty (Bilkova & Korecka,

2012).

Nejprve se kultivuji testované lymfocyty s typovymi lymfocyty a ndsledné se suspenze
ptipoji do kultury dércovskych ter¢ovych buné€k, které jsou znaceny chromanem sodnym
(*'Cr). Pokud se bude jednat o rozdilné HLA antigeny, lymfocyty vySetiované osoby
se aktivuji a cytotoxické lymfocyty zlyzuji darcovské terCové buinky a ty uvolni atomy
chromanu sodného. Centrifugaci a oddé€leni bun¢k se méti uvolnéna radioaktivita do prostiedi

(Bilkova & Korecka, 2012).
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Pro CML se nalezl novy pfistup méfeni pomoci kvantitativni pritokové a zobrazovaci
cytometrie. CML, jak je vySe zminéno, je test in vitro k detekci piitomnosti prekurzora
cytotoxickych efektorovych T lymfocyti. Soucasné metody pouzivané pii identifikaci téchto
lymfocyti jsou zaloZeny na kvantifikaci >'Cr uvolnéného z cilovych bunék. Za tcelem
pfizpisobeni testu prutokové cytometrii byly primarni prase¢i PBMC (periferni krevni
mononukledrni buiiky) oznaeny pomoci eFluor670 a inkubovany s MHC s neshodnymi
cytotoxickymi lymfocyty. Pomoci této metody jsme byli schopni detekovat cilovou
specifickou lyzu, ktera byla srovnatelna s tou, ktera byla pozorovana pii pouziti >'Cr. Kromé
pouziti kvantitativniho bunécného zobrazovani prokazuje i piitomnost pomocnych bunék
zapojenych do cytotoxické drahy. Tato inovativni technika vylepSuje standardni test
S1Cr eliminaci radioizotopli a poskytuje vylepSenou charakterizaci interakci mezi

efektorovymi a cilovymi buiikami (La Muraglia et al., 2015).

2.3 Biochemické metody

2.3.1 1D-isoelectric focusing

Z anglického ptekladu jedno-dimenzni isoelektrickd fokusace, zkratkou IEF. IEF
je elektroforetickd technika pro separaci proteinti na zékladé jejich isoelektrického bodu.
Tento bod mizeme oznacit jako pH, pii kterém protein nema Zadny naboj a nemigruje dale

do elektrického pole (Garfin, 1990).

Separace se provadi na desce polyakrylamidového nebo agardézového gelu, ktery
obsahuje smés amfolytl, které putuji v gelu a pokud jsou vystaveny elektrickému poli, vytvari
stupent pH. Dulezitost analyzy spociva v molekulach distribuovanych v médiu se stanovenym
pH. Elektricky proud prochazi médiem a vytvaii pozitivni naboj na anod¢ a negativni
na konci katody. Negativné¢ nabit¢é molekuly putuji skrz stupenn pH v médiu smérem
k pozitivnimu konci, zatimco kladné nabité molekuly se pohybuji k negativnimu konci. Pokud
se Castice pohybuje smérem k pdlu naproti svému naboji, je znehybnéna v gradientu pH,

blizi-li se svému specifickému isoelektrickému bodu (Gartfin, 1990).

Vysledkem je zaostfeni proteinli, do staciondrnich past, pficemz kazdy protein
je umistén v bodé¢ gradientu pH, odpovidajicim jeho isoelektrickému bodu. Technika IEF
je schopna extrémné vysokého rozliSeni, a dokonce i proteiny, které se lisi pouze jednim

nabojem, 1ze rozd€lit do samostatnych past (Garfin, 1990).
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Nejbeznéjsi konfiguraci pro IEF je vodorovna gelova deska. Deska poskytuje dobrou

ucinnost chlazeni a umoznuje relativné snadnou aplikaci vzorki (Garfin, 1990).

2.4 Genotypizace (DNA metody)

Uzitecnost genotypizace HLA pfii transplantaci pevnych organti a hematopoetickych
kmenovych bunék byla dobie prokazatelna. Casna typizace HLA spo¢ivala v nizkém rozliseni
nebo pfifazeni na Grovni antigenu, ale ukdzalo se, ze pro uspéch transplantace kmenovych
bunck je dulezité genotypovani s vysokym rozliSenim, protoZe muze snadnéji identifikovat

darce pro vysoce senzibilizované kandidaty na transplantaci (Profaizer & Kuméanovics, 2018).

Genotypizace HLA se také pouziva ktestovani asociace nemoci. Vice nez 100
onemocnéni bylo spojeno s riznymi alelami HLA. SdruZeni s infekénimi chorobami byly
identifikovany a zahrnuji infekce virem lidské imunodeficience, hepatitidu a tuberkulézu

(Profaizer & Kumadanovics, 2018).

Vyvoj metod sekvenovani nukleovych kyselin umoznil pfedpovédét sekvence
nukleovych kyselin gent lidského leukocytového antigenu HLA. Testy vyuZivajici restrikéni
endonukledzy ukéazaly omezeni metod typizace zalozenych na protilatkdch (Eisenbrey,

20214a).

Objev PCR neboli polymerazové fetézové reakce, piinesl revoluci v HLA typizaci
zaloZzené na sekvenci. Tyto metody se staly nédkladové a casové konkurenceschopnymi
sérologickymi typizacnimi metodami a byly vyhodné, protoze nevyzadovaly Zivotaschopné
cross-reaktivnich HLA-B. Sekven¢ni typizace HLA piesunula typizaci z rozliSovani antigent

na rozliSeni alel na vSech lokusech (Eisenbrey, 2021a).

2.4.1 PCR-SSP

PCR-SSP (SSP = sequence-specific priming) je jednoduSe forma polymerazové
retézove reakce, ktera zahrnuje navrh jednoho nebo obou primert tak, aby umoziovaly nebo

neumoznovaly amplifikaci, viz. obrazek 5 (Welsh & Bunce, 1999).
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V roce 1988 popsala skupina z Guy’s Hospital v Londyné¢ formu PCR-SSP pro detekci
HLA-DR4 a ve stejném roce popsala skupina Upjohn jeji pouziti v Americké spolecnosti
pro histokompatibilitu a imunogenetiku (zkratkou ASHI). Princip nesouladu 3° konce
je mozné pouzit k rozpoznani jakékoliv mutace jednoho nukleotidového bodu v ramci jedné
nebo dvou reakci PCR-SSP. Prvni recenzované vyroky k této problematice jsou zndmé
od roku 1989. Ackoli pouzivani PCR-SSP pravdépodobné zacalo kolem roku 1990, bylo
to 5 let predtim, nez vypukla jeho popularita, hlavné diky praci Olerup & Zetterquist, ktefi
definovali jeho potencial pro transplantaci pevnych organti. V mnoha laboratofich je nyni

PCR metodou volby pro typizaci HLA s vysokym rozliSenim (Welsh & Bunce, 1999).

Odpovidajici oligonukleotidové primery, bez neshody 30 koncl jsou termostabilni
DNA polymerazou, jsou efektivnéji pouZivany v PCR reakci neZ neshodujici primery. Pary
primerd jsou navrzeny tak, aby hybridizovaly se vSemi alelami nebo rodinami podobnych
alel. S ptesné kontrolovanymi podminkami PCR umoznuji parované primery amplifikovat

sledovanou sekvenci (Nowak et al., 2012).

Po PCR jsou amplifikované fragmenty DNA odd¢leny elektroforézou na agarézovém
gelu, vizualizovdny barvenim ethidiumbromidem nebo barvivo SYBR Green a expozici
UV zéfeni, dokumentovany fotografiemi a interpretovany. Interpretace vysledki PCR-SSP
je zaloZzena na pfitomnosti nebo nepfitomnosti specifickych produkti PCR v reak¢nich
zkumavkach s primery znamé alelové specifity. V kazdé reakci je zahrnut par primera vnitini
pozitivni kontroly. Tato dvojice odpovida konzervovanym oblastem genu lidského rtistového
hormonu nebo f-globinu, které jsou pfitomny ve vSech vzorcich lidské DNA. Kvili
rozséhlému polymorfismu lokusit HLA, jsou soupravy PCR-SSP prodavany jen jako sady
mikrozkumavek PCR s pfedem uloZenymi specifickymi primery, pfesné¢ popsané alelické

specifity a umisténim mikrozkumavek (Nowak et al., 2012).
Amplification
control
SSP # 1 matches allele | / Allele-specific
\ product

————————— W -
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= 2]:’1 lification
e p

SSP

| SSP # 2 does not match allele |

Obrazek 5 Princip metody PCR-SSP (Creative Biolabs, 2021a)
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2.4.2 PCR-SSOP

PCR-SSOP (SSOP = sequence specific oligonucleotide probe) nékdy oznacovano jako
PCR-SSO pielozeno do cestiny jako polymerazova fetézova reakce sekvencné specifickych

oligonukleotidovych sond.

Existuje nékolik komer¢nich souprav pro typizaci HLA pomoci metody PCR-SSOP.
Protoze tyto soupravy jsou lokusové specifické, cilova DNA se amplifikuje pomoci PCR
za pouziti smési primertt lokusu, exonu 2 nebo exonu 2 a 3 pro genotypizaci 1. a II. tfidy
HLA. Produkt PCR je biotinylovan, coz umoziuje jeho detekci pomoci
R-fykoerythrin-konjugéatu strepavidinu (zkratkou SAPE). Produkt PCR je denaturovan
a hybridizovan s riznymi komplementarnimi sondami DNA konjugovanymi kazdou s jednou
ze 100 druhi polystyrenovych kuli¢ek obarvenych urcitym podilem infracervenych
a ¢ervenych fluoroforti s ochrannou znamkou. Dulezity je prutokovy analyzator, ktery slouzi
k identifikaci fluorescen¢ni intenzity mikrosfér prochéazejicich skrz cerveny laser, ktery
excituje vnitini barviva, k odliSeni sady mikrosfér, a poté¢ prochédzi zelenym laserem, ktery
excituje R-fykoerythrin na reportérové molekule, viz obrazek 6. Pfifazeni genotypu HLA
se zaklada na reakénim vzoru ve srovndni se vzory spojenymi se zvefejnénymi sekvencemi
genu HLA. Mezi nejbéznéjsimi vysledky metody PCR-SSOP jsou zavéry s nizkym
az sttednim rozliSenim s Castymi alelickymi a heterozygotnimi cis/trans nejednoznacnostmi

(Nowak et al., 2012).

Rozsiteni metody na HD postup je zalozeno na pouziti dalSich specidlnich sond.
Tyto prizkumy predstavuji dvé nebo tfi specifické sondy spojené kratkymi nehybridizujicimi
rozpérkami a jsou schopné hybridizovat jen s jednim polymorfismem umisténym v fetézci
DNA. Timto zpUsobem cast alelické a heterozygotni nejednoznacnosti lze vyfesit,

a tak se rozliSeni HD vyrazné zlepSilo (Nowak et al., 2012).

Vyhodou typizace SSOP oproti SSP je vtom, ze je snazSi detekovat nové alely,

nakladové efektivnéjsi a méné ¢asoveé narocna (Kennedy et al., 1995).
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Obrazek 6 Princip metody PCR-SSOP (Cabrera et al., 2006)

2.4.3 PCR-RFLP

PCR-RFLP (= restriction fragment length polymorphism) mtizeme ptelozit jako

polymorfismus délky restrikénich fragmentt.

RFLP je charakterizovan jako rozdil v homolognich sekvencich DNA, ktery
1ze odhalit pritomnosti ¢astic riznych délek po stépeni piislusnych vzorkii DNA specifickymi
restrikénimi endonukledzami. RFLP jako molekuldrni marker je specificky pro jedinou
kombinaci klon/restrikéni enzym. VétSina markeri je kodominantni, to znamend, obé& alely
budou detekovany v heterozygotnim vzorku, a vysoce lokusové specifické¢ (Mittal et al.,

2013).

Sonda RFLP je znafeni sekvence DNA, kterd hybridizuje sjednim nebo vice
fragmenty Stépeného vzorku DNA poté, co byly oddéleny gelovou elektroforézou, ¢imz
se odhali jedine¢ny blotovaci vzor charakteristicky pro konkrétni genotyp na konkrétnim
miste. Jako sondy se typicky pouzivaji klony genomu DNA nebo cDNA kratké, s jednou nebo
nizkou kopii. Sondy se Casto pouzivaji pfi mapovani genomu a pii analyze variaci (Mittal et

al., 2013).

Vyvoj sond je ndrocny proces. Ten zahrnuje celkovou DNA, kterd je Stépena
enzymem citlivym na methylaci, ¢imZz se obohacuje knihovna o sekvence exprimované
v jedné nebo nizké kopii. Stépena DNA je frakcionovana podle velikosti na preparativnim
agar6zovém gelu a fragmenty v rozmezi od 500 do 2 000 bp jsou vyfiznuty, eluovany
a klonovany do plazmidového vektoru. Trdveni plazmidi se podrobi screeningu,
aby se zkontrolovaly inzerty. Southern blot inzerti mize byt sondovéan celkovou stfihanou
DNA, aby se vybraly klony, které hybridizuji na sekvence s jednou a nizkou kopii. Sondy

jsou testovany na RFLP pomoci genomové DNA rtiznych genotypu Stépenych restrikénimi
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endonukldzami, viz obrazek 7. Typicky se u druhd se stfedni az vysokou rychlosti
polymorfismu pouzivaji dvé az c¢tyfi restrikéni endonukledzy, jako je EcoRI (Mittal et al.,

2013).

Izolace dostate¢ného mnozstvi DNA pro analyzu PCR-RFLP je cCasové naroc¢na
a pracna. Lze vsak pouzit k amplifikaci malého mnozstvi DNA, takZze mlzeme analyzovat
vice vzorkli za krat§Si dobu. Alternativnim nazvem této techniky je rozbor Stépené
amplifikované polymorfni sekvence (CAPS) (Mittal et al., 2013).
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Obrazek 7 Princip metody PCR-RFLP (Sagar, 2018)
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2.4.4 SBT

SBT (= sequence-based typing), v piekladu sekvencni typizace, je HLA typizace
s vysokym rozliSenim zaméfend na definici alely polymorfniho plného genu (Voorter et al.,

2014).

Sekvencni typizace je hlavni technikou fazend mezi metody s nejvys$si spolehlivosti

pfi definovéni alel HLA (Shankarkumar et al., 2008).

Pro transplantaci kmenovych bunék je rozhodujici shoda s HLA na trovni alely.
Ackoliv vétsina polymorfismu pro I. tfidu HLA je umisténa v exonech 2 a 3 a pro II. tfidu
v exonu 2, je pro definici alely nutné objasnit kompletni kodovaci a intronové sekvence

vedouci k ultra vysokému rozliSeni HLA typizace na urovni alely (Voorter et al., 2014).

Metoda SBT pro HLA-A, -B, -C a -DQB1 je zaloZzen4 na hemizygotnim Sangerové
sekvenovani plné délky alel, oddélenych skupinové-specifickou amplifikaci pomoci vysledku
¢teni snizkym rozliSenim jako referen¢niho vychoziho bodu. Skupinové-specificka

amplifikace jiz byla pro geny HLA-DRB zavedena. Tento zplsob umoziiuje nakladové
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efektivni a uzivatelsky ptivétivy pristup SBT, jehoz vysledkem je v€asné jednoznacné Cteni
HLA na trovei ultra vysokého rozliSeni s minimalni dobou provedeni, viz obrazek 8 (Voorter

etal., 2014).

Prestoze SBT je technika s nejvy$Sim rozliSenim, muze pii feSeni heterozygotnich
alelickych parG narazit na nejednoznacnosti. Nejednoznacné alely se vyskytuji, pokud
jsou sekvenovany béznymi sekvencnimi primery a analyticky software nemize rozhodnout,
zda se jedné o cis nebo trans kombinaci polymorfnich mist. Jindy dochdzi k nejasnostem,
kdyz existuje pouze jedna DNA baze odlisna ve dvou typizacich. K uréeni téchto nejasnosti
se obvykle pouziva panel specialné¢ navrzeného PCR-SSP nebo dalsi skupinové specifické
PCR amplifikace nasledovand sekvenovanim. Pouziti doplitkovych zpiisobti by mohlo snizit
propustnost, ucinnost ¢teni HLA a zvySit pravdépodobnost operacni chyby, také je to asové
naro¢né. Modifikovand technika SBT, tzv. primer rozliSujici heterozygotni nejasnosti
(HARP), se pouziva k feSeni kombinaci cis nebo trans alel v jednom kroku, aby se zabranilo

nevyhodam ve skupiné specifické PCR nebo PCR-SSP (Perng et al., 2012).

Best matchingHLA alleles
allele 1

v number of reads covering exons
v extend of the exonscovered

HLA typing result with reliability
HLA-A . —
Pl 13 HEAG HLA-B -
— genotype genotype |

= ——

Obrazek 8 Princip metody SBT (Creative Biolabs, 2021b)

2.4.5 Metoda mikroc¢ipu

V poslednich letech oteviel vyvoj technologie mikro€ipi novou dimenzi v molekularni
biologii tim, ze umoZznil simultdnni analyzu velkych souborli genti na malém reak¢énim

sklicku (Lee et al., 2008).

Oligonukleotidové mikroc¢ipy se obvykle sestavaji ze sklenéného Cipu, na jehoz povrch

jsou aplikovany fady sekvencné specifickych nukleotidovych sond (Sun, 2008).
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Metody s vysokou pienosnosti, které maji byt pouzity v nastaveni vysoké propustnosti,
jsou potfebné pro systematické priazkumy frekvence a presného umisténi variaci sekvence
ajejich vlivu na bunétné chovani. Pfestoze experimentdlni Uc¢innost a platnost vysledka
z mikroCipt je stale kontroverzni, znalosti a charakteristika genetického profilu pacienta
povedou k pokroku v prevenci, diagnostice, progndze a 1écbé lidskych onemocnéni, jakoz

1 k novému pfistupu ke studiu genetické etnické rozmanitosti ¢lovéka (Palmisano et al., 2005).

Klicovym pozadavkem pro hodnoceni genomovych jedno nukleotidovych
polymorfismii (SNP) je schopnost jednoznaéné¢ rozliSovat mezi homozygotnimi
a heterozygotnimi alelickymi variantami v diploidnim lidském genomu. Z tohoto pohledu
muze komplex HLA, ktery je charakterizovan nejrozsahlejSimi vzory SNP jeho lokust
v lidském genomu, ptfedstavovat platny modelovy systém pro vyvoj formatu DNA mikro€ipt
pro jakoukoliv detekci polymorfii, vcetné multiplexu genotypizace SNP. Pro analyzu

vysledki s vysokou propustnosti je nutné pouzit specificky software (Palmisano et al., 2005).

Technologie DNA tak mize pomoci mikroCipi piispét k v€asné detekci vysoce
rizikového pacienta s poruchami autoimunitniho onemocnéni, také ji Ize vyuzit pro screening
mutaci klinického zajmu souvisejicich s riznymi chorobami v¢etné rakoviny (Palmisano et

al., 2005).

2.5 Metoda Luminex

Technologie screeningu protilaitek Luminex se sklddd zftady polystyrenovych
mikrokulicek/perli¢ek, obsahujicich fluorochromy rizné intenzity vloZené do kulicek, které
davaji kazdé skupiné s molekulou HLA, nebo molekulami odvozenymi z bunéénych linii

lymfoblastoidd, pfipojeny jedinecny signal (Tait et al., 2009).

Existuji tfi arovné uchyceni. Prvni troven se skladd z mikrokuli¢ek vazanych
s velkym poctem molekul 1. a II. tfidy, coz v zdsad€¢ poskytuje pozitivni nebo negativni
vysledek. Na druhé trovni je mikrokulicka ekvivalentni buiice, pficemz kazdd mikrokulicka
obsahuje dvé molekuly odvozené od dvou alel v kazdém lokusu: HLA-A, -B, a -C v ptipad¢
I. ttidy a HLA-DR, -DQ v ptipad¢ II. tfidy. Ve tfeti irovni jsou mikrokulicky spojeny
s jednou molekulou HLA (I. nebo II. tfidy) oznacovany jako jedna antigenova kuli¢ka (SAG).
Treti uroven je zvlasté uzite¢na pro urceni komplexnich sér, a také pro ptfesnou definici

pritomnych protilatek (Tait et al., 2009).
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Do smési kulic¢ek se ptidavaji testovaci séra a protilatky HLA se vazou na kuli¢ku
s ptipojenou pfislusnou molekulou HLA. Poté se piida druha fykoerythrinem znacena
protilatka proti lidskému IgG, kterd se vaze na primarni protilatku HLA. Kdyz vzorek
prochazi detektorem, jeden laser excituje fluorochrom v kulice, ktery vykazuje jedinecny
signal a druhy laser excituje fykoerythrin navazany na druhou protilatku. Kombinace téchto

signalt definuje specifitu protilatky v testovacim séru, viz obrazek 9 (Tait et al., 2009).

Data naznacuji, ze platforma Luminex je nejcitlivéjsi z technik detekce protilatek
na pevné fazi. Vyznamnou vyhodou metody Luminex je zavedeni SAG. SAG umoziuje
pitvat komplexni séra reagujici s mnoha molekulami HLA a pfifadit piesné specifity
protilatek. Tyto viceCetné reakce jsou Casto zaméfeny na jeden nebo dva epitopy, které
jsou sdileny mezi né€kolika molekulami HLA 1. nebo II. tfidy. Dal$i vyhodou pfi vyuzivani
SAG v metodé¢ Luminex je moznost jasného oznaceni protilatek namifenych proti lokustm
jako jsou HLA-DRB1, HLA-DRB3, -DRB4, -DRBS, HLA-DQB1 a HLA-DPBI. (Tait et al.,
2009).
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Obriazek 9 Princip metody Luminex (Ranjan et al., 2016)
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3 NGS

3.1 Popis

NGS (next-generation sequencing), v piekladu ,,sekvenovani nové generace®, popisnéjsi
nazev je masivn¢ paralelni sekvenovani, protoze DNA nebo RNA je purifikovana,
fragmentovana a sekvenovana jako jednotlivé fetézce nukleotidl, viz obrazek 10 (Eisenbrey,

2021c).

Pokroky v pocitacové technologii, miniaturizaci a novych technologiich sekvenovani
umoznily provadét simultanni sekvenovani nukleotidovych fragmenti odvozenych z cilenych
oblasti nebo celych genomi. Izolované klony nukleotidii jsou oznacené carovym kodem
a sekvencni reakce se provadéji v kapalné fazi, nebo fyzikalni separaci na pevné fazi. Ziskané
sekvence jsou usporfddany porovnanim piekryvajicich se sekvenci zkazdého klonu
a porovnanim s knihovnami sekvenci. Pied pouzivanim NGS zlepsila HLA rozliSeni, protoze
v kazdé reakci je sekvenovano jen jedno vlakno DNA, cozZ snizuje nejednoznacnost typovani,

protoze lze 1épe ptifadit rozdily mezi jednotlivymi nukleotidy (Eisenbrey, 2021c).

Masivni schopnost sekvenovani NGS umozZiuje Siroky vyzkum molekul HLA
a klinické pouZiti v riiznych oblastech transplantaci. Diky zahrnuti technologii NGS do rutinni
klinické prace je moznd hloubkova charakterizace celé délky genovych sekvenci HLA,
tim poskytuje optimalni HLA parovani darce-piijemce pro transplantaci organu (Yin et al.,

2021).

Vyvinuty jsou jiz neinvazivni testy NGS ke kvantifikaci bezbunééné DNA, odpada
u nich nutnost pfedchozi genotypizace darce a ptijemce a nahrazeni invazivnich biopsii (Yin

et al., 2021).

Pokroky v NGS umoznuji sekvenovat co nejvice polymorfismi jednotlivych
nukleotidd (SNP). Kromé toho lze do stejného beéhu NGS zaclenit detekci minimalniho
rezidudlniho onemocnéni k monitorovani relapsu onemocnéni. NGS také nabizi moZnost

sekvenovani MICA, MICB a KIR ke studiu jejich roli pfi transplantacich (Yin et al., 2021).
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3.2 Kontrola kvality IHIW

International HLA and Immunogenetics Workshop (IHIW), v piekladu Mezinarodni
Workshop HLA a Imunogenetiky, je organizace zabyvajici se typizaci HLA systému

a imunogenetiky v laboratornich zatizenich.

Na prvnim workshopu o testovani histokompatibility v roce 1964 se sesla komunita
pro typizaci tkéni, za ucelem sdileni a hodnoceni bunky, ¢inidla i metody typizace s cilem
pochopit rozdily mezi testy a identifikovat osvéd¢ené postupy pro typizaci tkani. Béhem
poslednich 50 let slouzilo 15 naslednych IHIW jako féra pro vyménu znalosti a zkusenosti,
hodnoceni novych metod, stanoveni technologickych standardi a rozvoj probihajicich
projektd spoluprace. Za tcelem ziskdni vysoce kvalitnich a definitivnich vysledkl pro kazdy
z téchto workshopti zavedli jejich organizatofi pozadavky na kontrolu kvality pro zicastnéné
laboratofe. Tato kontrolni cvi¢eni zahrnovala predbézné testovani slepych vzorkli nebo
zahrnuti slepych reagencii. Pouze laboratote, které splnily tyto pozadavky, mohly predavat

udaje pro centralni analyzu (Osoegawa et al., 2019).

Kdyz byly metody molekularniho typovani, zalozené na PCR, poprvé zkoumany
na 11. setkani IHIW, bylo znamo pouze 189 alel HLA. Do 16. setkani IHIW pfibyvalo metod
PCR a Sangerova sekvenovani zalozené na SBT, bylo jiz znamo 7527 alel HLA. Avsak
rozdily v metodach typizace zalozenych na PCR a metodach SBT znesnadiiovaly pochopeni
toho, jak Ize informace urcujici alely HLA nejlépe vyuzit pro klinické a vyzkumné ucely.
Od 16. srazu IHIW se za prostfedek k feSeni téchto vyzev povazuje technologie genotypizace
zalozend na sekvenovani nové generace (NGS), kterd mize potencialn€ sekvenovat celé HLA

geny (Osoegawa et al., 2019).

V Kalifornii roku 2017 se konalo 17. setkani IHIW, které se zamétovalo na aplikaci
NGS pro histokompatibilitu, imunogenetiku a imunogenomiku. Setkdni mélo byt predevSim
prilezitosti, zavést metody NGS do zGcCastnénych laboratofi. Tato pracovisté se snazi
o osvojeni si a dale zdokonaleni jejich metody NGS, popiipadé jeji vylepSeni. Ackoliv
uplynulo vice nez 50 let, cil téchto snah je do zna¢né miry stejny jako v prvnim

histokompatibilnim workshopu (Osoegawa et al., 2019).
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3.3 Pouzivané platformy NGS technologie

Nové techniky sekvenovani DNA poskytuji vysokou rychlost a propustnost,
takze projekty sekvenovani genomu, které trvaly ne€kolik let Sangerovou technikou, 1ze nyni

dokoncit béhem nékolika tydnt (Ansorge, 2009).

Vyhodou platforem je stanoveni sekvencnich dat zamplifikovanych jednotlivych
fragment DNA, coz eliminuje potifebu klonovani téchto fragmenti. Omezujicim faktorem
nov¢ technologie zastava celkova vysoka cena za generovani sekvence s velmi vysokou
propustnosti, 1 kdyz ve srovndni se Sangerovym sekvenovanim jsou zakladni naklady
o n¢kolik fadi niz8i. Redukce chyb sekvenovani je dalSim faktorem, v tomto ohledu ziistava
Sangerova metoda v blizké budoucnosti konkurenceschopna. Dal§i omezeni v nékterych
aplikacich jsou kratké délky cteni, zvlasté zhorSujici se kvalita 3"-sekvence v technologiich
s malymi délkami ¢teni v homopolymernich tsecich identickych bazi. Obrovské mnozstvi dat
generovanych témito systémy ve formé kratkych cteni prestavuje dal§i vyzvu pro vyvojaie

softwaru a efektivnéjsi pocitacové algoritmy (Ansorge, 2009).

3.3.1 Pristroj 454 GenomeSequencer FLX

Zékladem tohoto zafizeni je princip detekce pyrofosfatu, ktery byl popsan jiz v roce

1985 a o tii roky pozdé&ji byl popsén v nové metode pro sekvenovani DNA (Ansorge, 2009).

Ptistroj GS byl vyvinut spole¢nosti 454 Life Sciences jako prvni systém nové generace
na trhu a byl pfedstaven vroce 2005. V tomto systému jsou fragmenty DNA ligovany
se specifickymi adaptéry, které¢ zplsobuji navazani jednoho fragmentu na kulicku. Emulzni
PCR se provadi pro amplifikaci fragmentu, s vodnimi kapickami obsahujicimi jednu kulicku
a PCR reagenty ponofenymi do oleje. KdyZz jsou dokonceny amplifikaéni cykly PCR
a zéroven zdenaturovany, je kazda kuli¢ka se svym jednim amplifikovanym fragmentem
umisténa na horni konec vldkna v ¢ipu optického vlakna, vytvoteného ze svazkl sklenénych
vlaken. Jednotliva sklenéna vlakna jsou vynikajicimi svétlovody, pfi¢emz jejich druhy konec
smétuje k citlivé kamete, coz umoziuje pozicni detekci vyzarovaného svétla. Kazda kulicka
tak sedi na adresovatelné pozici ve svétlovodném cipu, ktery obsahuje nékolik set tisic vlaken
s ptipojenymi kulickami. V dal§im kroku se ke kulickam ptida polymerazovy enzym a primer

a do reakcni smési se ke vSem kulickam na ¢ipu ptfivede pouze jeden neznaCeny nukleotid,
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aby mohla =zacit syntéza komplementdrniho fetézce. Zaclenéni nasledujici baze
polymerdzovym enzymem do rostouciho fetézce uvoluje pyrofosfatovou skupinu, kterou
lze detekovat jako emitované svétlo. Pritomnost svételného signdlu naznacuje dal§i bazi

zaclenénou do sekvence rostouciho fet¢zce DNA (Ansorge, 2009).

Metoda nedavno zvysila dosazenou délku ¢teni na zakladni rozsah 400-500, a jako
takova se aplikuje na genomové (bakterialni, lidské, zvifeci) sekvenovani. Mezi n€kolika
uvadénymi nevyhodami tohoto zpiisobu jsou relativné vysoké provozni néklady a obecné

nizsi presnost ¢teni v homopolymernich usecich identickych bazi (Ansorge, 2009).

3.3.2 Genomovy Analyzér Illumina (Solexa)

Ilumina a Solexa jsou nazvy spolecnosti, které propijCily sviij ndzev genomovému
analyzéru. Spolecnost Illumina ziskala spolecnost Solexa v roce 2007. Jde tedy o spojeni

spole¢nosti do jedné velké korporace (Ansorge, 2009).

Princip je =zalozen na chemii sekvenovani syntézou, snovymi reverzibilnimi
terminatorovymi nukleotidy pro Ctyfi baze, z nichz kazda je znaena jinym fluorescen¢nim
barvivem, a specidlnim enzymem DNA polymerazy, ktery je schopen je zabudovat.
Fragmenty DNA jsou ligovany na obou koncich kadaptérim a po denaturaci
jsou imobilizovadny na jednom konci na pevném nosi¢i. Povrch nosice je husté potazen
adaptéry a dopliikovymi adaptéry. Kazdy jednofetézcovy fragment vytvaii mastkovou stavbu
hybridizaci svym volnym koncem s dopliikovym adaptérem na povrchu nosice. Ve smési
obsahujici reagenty pro amplifikaci PCR plsobi adaptéry na povrchu jako primery
pro nasledujici amplifikaci PCR. Je zapotiebi amplifikace, aby se ziskala dostate¢na intenzita
svételného signdlu pro spolehlivou detekci pfidanych bazi. Po nékolika cyklech PCR,
se na povrchu vytvofi ndhodné shluky asi 1000 kopii jednofetézcovych fragmenti DNA,
nazyvany jako ,,DNA polonies®, protoZze po amplifikaci polymerdzy piipominaji kolonie
bunék. Reakéni smés pro sekvencni reakce a syntézu DNA je dodavéana na povrch a obsahuje
primery, terminatorovy nukleotid, znafeny jinym fluorescenénim barvivem a DNA
polymerdzou. Po zaclenéni do fetézce DNA je terminatorovy nukleotid, stejné jako jeho
poloha na nosném povrchu, detekovan a identifikovan pomoci svého fluorescenéniho barviva
CCD kamerou. Terminacni skupina 3" konci baze a fluorescencni barvivo se nasledné

odstrani zbaze a cyklus syntézy je poté opakovan. Délka c¢teni sekvence dosazend
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v opakovanych reakcich je asi 35 nukleotidd. Sekvenci nejméné 40 miliont ,,polonies‘
lze souCasn¢ urcit paralelné, coz vede k velmi vysoké propustnosti sekvence, fadové Gb

(Ansorge, 2009).

Vroce 2008 spolecnost Illumina piedstavila modernizaci analyzatoru Genome
Analyzer II, ktery ztrojnasobuje vykon ve srovnani s ptivodnim genomovym analyzatorem.
Efektivn€ji zobrazuje shluky DNA na vétSich plochdch a zaznamenava data zvice
nez 50 miliond ¢teni na pratokovou bunku. Doba béhu cykli se taktéz zkratila (Ansorge,

2009).

3.3.3 ABI SOLiD systém

Sekvenc¢ni systém ABI SOLiD vyuziva chemii zaloZenou na vazbach, byl pfedstaven

ke konci roku 2007 (Ansorge, 2009).

V této technice jsou DNA fragmenty ligovany na adaptéry a poté navazany na kulicky.
Emulze vodni kapky v oleji obsahuje amplifikacni ¢inidla a pouze jeden fragment vazany
na kuli¢ku. Fragmenty DNA na kulickach jsou amplifikovdny pomoci emulzni PCR.
Po denaturaci DNA se kuli¢ky ukladaji na sklenény povrch. V prvnim kroku je primer
hybridizovan s adaptérem. Dale se hybridizuje smés oligonukleotidovych oktamerQ
s fragmenty DNA a pfida se vazebna smés. V téchto oktamerech je dublet ctvrté a paté baze
charakterizovan jednou ze ctyf fluorescencnich znacek na konci oktameru. Po zjiSténi
fluorescence ze znacky se stanovi baze 4 a 5 vsekvenci. Ligované oktamerové
oligonukleotidy se odstépi po paté bazi odstranénim fluorescencni znacky, potom se opakuji
cykly hybridizace a ligace, tentokrat se stanovd baze 9 a 10. V nasledujicim cyklu
jsou stanoveny zaklady 14 a 15 atd. Proces sekvenovani miize pokraovat stejn€, ovSem
s jinym primerem, krat§Sim o jednu bazi, nez mél ptedchozi, to umoziuje v nasledujicich
cyklech urcit baze 3 a4, 8 a9, 13 a 14. D¢lka je v soucasné dobé asi 35 bazi. Protoze kazda
baze je stanovena s jinou fluorescen¢ni znackou, chybovost je snizena. Sekvence lze urcit
paralelné pro vice nez 50 milionti shlukl kuli¢ek, a to vede k velmi vysoké propustnosti

(Ansorge, 2009).
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3.3.4 Pristroj HeliScope

Spolecnost Helicos piedstavila prvni komer¢ni jedno molekularni systém sekvenovani
DNA HeliScope v roce 2007. Ptistroj HeliScope pracuje na principu fragmentti nukleovych
kyselin, které jsou hybridizovany s primery kovalentné ukotvenymi v ndhodnych pozicich
na skle kryciho sklicka v pritokové komote. Na sklenény podklad se ptida primer, enzym
polymerdazy a znacené nukleotidy. Dalsi baze zaclenénd do syntetizované¢ho Tfetézce
je stanovena analyzou emitované¢ho svételného signalu technikou sekvenovani syntézou.
Tento systém také analyzuje mnoho milionii jednotlivych fragmentd DNA soucasné,
nasledkem je propustnost sekvence v Gb. Systém byl testovan a validovan v nékolika

aplikacich se slibnymi vysledky (Ansorge, 2009).

3.3.5 Ion Torrent

Platforma Ion Torrent vyuziva silu polovodi¢ové technologie detekujici protony
uvolnéné jako nukleotidy, které jsou =zaClenény béhem syntézy. Fragmenty DNA
se specifickymi sekvencemi adaptéru jsou spojeny a poté klonalné¢ amplifikovany pomoci
emulzni PCR na povrchu kuli¢ek, znamych jako ¢astice iontovych kouli. Templatové kulicky
jsou vlozeny do jamek pro sniméni protont, které jsou vyrobeny na kfemikové desticce
a sekvenovani je aktivovano ze specifického mista v sekvenci adaptéru. Kazda ze ctyf bazi
se zavadi postupné. Pokud jsou tyto baze zaClenény, uvolni se protony a detekuje se signal

umérny poctu zaclenénych bazi (Quail et al., 2012).

Fragmentation (Adaptive End Repair &
[ Sample/Genome ]4’| Focused Acoustic Shearing) ]4’| Adapter Ligation ]

Yaw o
}

B

a\.

[ Clonal Amplification
by Emulsion PCR

Clonal Amplification
by Bridge PCR

a
‘__ﬂ e > =
— gi_?, 8 .5;% 5 | 'S“?, I’I\ l n !l M‘
= ., 3 = || l‘
—— [ & \ p, #".
== (5 Pt ||[}||D[| l||]'| I|1 10
DNA /
polymerase DNA ligase
g‘ 3 T;A. 32 " DNA polymerase
£ =3 re0 0@ S — 5 _I=5
) coooe b (e QGO
Tim: : . | ]
% PPi - co08e I @aﬁ_‘gc /—
..... y ¢ o o
i 4I.ucihrusuafrsp ek Te—Ce+—GaT [%]+ @4 @4 .

Obrazek 10 Princip metody NGS (Gupta & Verma, 2019)

41



3.4 Vyhody a prekazky ve vyuzZivani metody NGS

Tradi¢ni metody typizace HLA molekul, jako je SBT, PCR-SSO, PCR-SSOP, obvykle
pokryvaji pouze exony 2 az 4 pro HLA L. tfidy a exony 2 a 3 pro II. tfidu. Kvili neiplnému
pokryti geni HLA jsou bézné fazovaci nejednoznacnosti (cis/trans) a nejednoznacnosti
zpisobené polymorfnimi nukleotidovymi rozdily mimo sekvenéni oblasti. Vice nez 50 %
nejasnosti vykazuje 1 Sangerovo sekvenovani, proto se v roce 2014 pteslo na NGS. Klicovou
vyhodou NGS oproti Sangerovu sekvenovani je to, Zze NGS muze fazovat velké mnozstvi
variant sekvenci v HLA genech do haplotypt s minimalni cis/trans nejednoznacnosti (Yin et

al., 2021; Liu et al., 2020).

Soucasné typizacni piistupy NGS vSak pokryvaji vSechny exony a vétSinu intronl
genit HLA, a proto tyto nejednoznacnosti vyznamné snizuji. Pies tyto velké vyhody NGS
postupovala implementace technologie v klinickych diagnostickych laboratofich pomalu.
Mezi vyzvy implementace NGS patii vysoké pocatecni naklady na instalaci, vyzvy ve Skoleni
kvili slozitému pracovnimu toku, del$i doba obratu ve srovnani se stavajicimi metodami

a strma kiivka uceni (Yin et al., 2021).

Kromé toho mé tato nova technologie potencial pomoci zlepSit porozumeéni biologii
HLA, ktera se pohybuje daleko za ramec jednoduché charakterizace alely a v regulaci,

transkripci a expresi téchto geni (Profaizer et al., 2016).

3.5 Perspektiva nanopori

Technologie NGS zptisobila v poslednich letech revoluci ve ¢teni HLA s vysokym
rozliSenim. Mnoho klinickych laboratofi rychle pfijalo tyto technologie pro HLA typizaci
pacientll a darcti ve form¢ komercn¢ dostupnych testi nebo laboratorné vyvinutych testi.
Tento posun v metodice typizace HLA umoznily dva typy platforem, a to ty, které generuji
kratké sekvenéni cteni stovek zdkladen (napt. 454 Roche, [lumina, Ion Torrent) a samostatna

platforma PacBio, kterd generuje dlouha ¢teni tisict a vice zdkladen (Liu, 2020).

Ptichazeji dalsi inovace v biotechnologiich a postupné se vyvijeji alternativni strategie
typizace HLA, které se nespoléhaji na metodu PCR, jako je hybridni zachyceni gentit HLA

nasledované NGS, aby se pfekonala omezeni vypadavani PCR a alelické nerovnovahy.
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Objevuji se nové a robustni nastroje pro odvozeni typizace pomoci dat ze sekvenovani celého

genu (WGS), sekvenovani celého exomu a sekvenovani RNA (Liu, 2020).

Sekvenovani nanopért na =zafizeni MinlON je splnéno transmembranovymi
proteinovymi kandly s nanoskopickymi otvory, které jsou dostate¢n¢ velké na to, aby mohly
projit jednovldknové polymery nukleovych kyselin. Por je umistén na elektricky odolné
membrang, ktera odd€luje dva napét'ové oddily. Béhem translokace jednovlaknové DNA pres
pory mohou byt zmény iontovych proudii kontinudln¢ zaznamendvany senzory. Signaly
jsou nasledné segmentovany jako diskrétni udélosti a vypocetné desifrovany do posunujicich
se nukleotidovych sekvenci zabirajicich pory. Dalsi dilezitou chemickou slozkou je enzym
helikdza nebo motoricky protein, ktery odviji dvouvlaknovou DNA a tdhne jednovlaknovou
DNA pfes pory. Takto fizeny proces zvysi pomér signalu k Sumu, umozni pak rozliSeni jedné

baze v nukleotidu (Liu, 2020).

Primérna rychlost translokace jednotlivych fetézcit DNA pory je 450 bazi za sekundu.
Jakmile je fetézec zcela translokovan, bude okamzité k dispozici stejny por pro sekvenovani
dal§iho ftetézce. Celkem 512 aktivnich kanald, znichz kazdy se skladd ze skupiny ctyf
nanopori, a vSe vlozeno do pratokové kyvety MinlOn. Vysokého vykonu lze dosdhnout
sekvenovanim molekul DNA, které postupné prochdzeji stovkami aktivnich port v pritokové
cele. Pole sekven¢nich kandlli na pritokové komofe je namontovano na senzorické pole
a aplikacné specificky integrovany obvod, ktery je pfipojen k zdkladné¢ MinlON

prostiednictvim konektorovych kolikli. Celé zatizeni vazi kolem 100 gramii (Liu, 2020).

3.5.1 Vyhody a nevyhody sekvenovani nanoporu

Nanopoérové sekvenovani je jedinou technologii NGS nezavislou na syntéze DNA
katalyzovanou polymerdzou. Diky nékolika atraktivnim funkcim je tato metoda slibnou
volbou pro Sirokou $kalu klinickych a vyzkumnych aplikaci. Prvni vyhodou jsou rychlé
a flexibilni protokoly, které mohou ucinné zkratit ¢as od vzorku k samostatnym datim.
Druhou vyhodou je produkce extrémné dlouhého Cteni tisicti az miliond bazi, a to je omezeno
pouze velikosti fragmenti DNA. Pro analyzu genomiky jsou tato dlouhd ¢teni vhodna
pro fazovéani vzdalenych variant a dotazovani strukturnich variant a oblasti s nizkou sloZitosti,
které byly slabosti pro platformy soustfedéné na kratka cteni sekvenci. Tteti vyhodou

je cenova dostupnost zafizeni MinlON. Zactvrté, MinlON je pienosné zafizeni schopné
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dodévat NGS bez konvencnich omezeni prostoru a ¢asu. A posledni vyhodou je rozliSovani
nejen bézné baze DNA, ale také uracilu v RNA a nukleovych bazich s epigenetickymi
modifikacemi, jako je methylace, a tato jedinecnd schopnost vede genomicky vyzkum
do nezmapovaného uzemi pfimého sekvenovani RNA a genomové molekuly DNA (Liu,

2020).

Vyse uvedené vlastnosti sekvenovani nanopéri mohou potencidlné fteSit nékolik
nesplnénych potifeb v oblasti typizace HLA a vyzkumu imunogenetiky. Na druhou stranu
jemira chyb nanopérovych sekvenci pfiblizné 10 az 15 %. Zistdva vyrazné vyssi
nez u sekvenci pro kratkd cteni. Mira chyb c¢teni nanopéri je ovlivnéna algoritmem.
Vzhledem ke slozitosti genii HLA s koncentrovan¢ zabalenymi jednonukleotidovymi
variantami, bude Uspéch sekvenovani nanoport v typizaci HLA zaviset na neustalém
zlepSovani presnosti ¢teni a vyvoji robustnich nastroji k ptekonani pretrvavajicich chyb (Liu,

2020).

3.6 Techniky sekvenovani DNA

Vyvoj dalSich technik sekvenovani DNA probiha po celém svété. Védec Church
vyvinul techniku podobné metod€ sekvenovani syntézou s technologii multiplexni polony.
Nékolik stovek sekvencnich Sablon je ulozeno na tenké agar6zové vrstvy a sekvence
jsou stanoveny paralelné. To pfedstavuje narGst poctu fadl, které lze analyzovat soucasné.
Dalsi vyhodou je velké sniZeni reakénich objeml, mensi mnoZstvi potiebnych cinidel

a vysledné nizs8i naklady (Ansorge, 2009).

Dalsi slibny ptistup, ktery se pokousi pouzit stanoveni jedné sekvence DNA v redlném
Case, vyviji spole¢nost VisiGen Biotechnologies. Vyrobili specidln€¢ konstruovanou DNA
polymerazu, ktera funguje jako senzor v redlném case pro modifikované nukleotidy,
s darcovskym fluorescenénim barvivem zabudovanym v blizkosti aktivniho mista zapojené¢ho
do selekce nukleotidli béhem syntézy. VSechny ctyfi nukleotidy, které maji byt integrovany,
byly modifikovany a kazdy sjinym akceptorovym barvivem. B&hem syntézy, pokud
jenalezen spravny nukleotid, je vybran a vstupuje do aktivniho mista enzymu. Znacka
darcovského barviva v polymerdze se dostava do tésné blizkosti s akceptorovym barvivem
na nukleotidech a energie se pfendsi z donorového na akceptorové barvivo, coz vede

ke svételnému signalu pro pifenos fluorescencni rezonancni energie (zkratka FRET).
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Frekvence tohoto signalu se lisi v zavislosti na znacce zabudované do nukleotidl, takze
zdaznamem frekvenci emitovanych signald FRET bude mozné urcit sekvence bazi rychlosti,
jakou polymeraza mtze integrovat nukleotidy béhem procesu syntézy. Akceptorovy fluorofor
je odstranén béhem inkorporace nukleotidii, poté nedochédzi k zddnym modifikacim DNA,

které by mohly zpomalit polymerazu béhem syntézy (Ansorge, 2009).

Americka spoleCnost Pacific Biosciences oznamila, Ze pracuje na nastroji
pro sekvenovani DNA nové generace. Jedno molekularni technologie v realném case
spolecnosti je zalozena na vlnovodech s nulovym rezimem, které byly plvodné vyvinuty
v Nanobiotechnologickém centru na Cornell University. VInovody s nulovym rezimem
jsou aperturni komory v métitku nanometri v kovovém filmu o sile 100 nm nanesené na Ciry
substrat. Vzhledem k chovani svétla zaméteného na tak malou komoru je pozorovaci objem
pouze 20 zeptolitrl, a to umoznuje vyzkumnikim méfit fluorescenci nukleotida
zabudovanych jedinym enzymem DNA polymerazy do rostouciho fetézce DNA v realném

case (Ansorge, 2009).

Nasledujici technologii bude vyvoj nanoelektronickych zatfizeni pro vysoce vykonné
sekvenovani jedné molekuly DNA s potencidlem urcovat dlouhé genomové sekvence.
Je to na zaklad¢ elektrické charakterizace jednotlivych nukleotidii, zatimco DNA prochéazi
nanopdrem s integrovanymi postrannimi elektrodami nanotrubi¢ek. Litograficky vyrobeny
nano otvor je vyroben s pfesnosti na jeden nanometr a umoziuje charakterizovat tunelovou
vodivost napfi¢ bazemi DNA a elektrickou odezvu translokace molekuly DNA mezi dvéma
uhlikovymi nanotrubickovymi elektrodami. Rychlost translokace DNA nanopdrem se bude
menit optickym pinzetovym systémem s cilem dosdhnout rozliSeni jedné béaze. Dalsi
zdokonaleni a Upravy této techniky, zvySeni poctu parametri méfenych béhem translokace
DNA umoziujici rozliSeni jedné baze, by mohly vést k rychlé technice sekvenovani DNA

na bazi nanopéru (Ansorge, 2009).

Spole¢nost Sequenom ma licencovanou technologii z Harvardské univerzity,
aby vyvinula sekvenc¢ni platformu zalozenou na nanoporech, kterd bude rychlejsi a levnéjsi
nez v soucasnosti dostupné technologie. V nejbliz§i dobé€ jej planuji vyuzit pro genotypové
aplikace ve velkém méfitku, RNA a epigenetické analyzy. Z dlouhodobého hlediska
ma potencidl poskytnout komeréné Zivotaschopné, rychlé feSeni pro sekvenovani lidského
genomu. Tato technologie byla také licencovana spole¢nosti Oxford Nanopore Technologies,

UK (Ansorge, 2009).
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Seskupeni BioNanomatrix a Complete Genomics v roce 2007 oznamily vytvofeni
spole¢ného podniku a vyvoj technologie pro sekvenovani lidského genomu. Navrhovana
platforma vyuziva chemickou sekvenci Complete Genomics a nanofluidni technologii
BioNanomatrix. Planovali pfizplsobit sekvenovani DNA linedrnim zobrazenim DNA
v nanom¢fitku, aby vytvofily systém, ktery dokaze Cist sekvence DNA vétsi nez 100 000 bazi.

Svym vzhledem a cenou se zamétuji na mozné sekvenovani mnoha genomu (Ansorge, 2009).

Nedavno byl predstaven velmi odlisny piistup k sekvenovani jedné molekuly pomoci
RNA polymerazy. V planované metod¢ je RNA polymeraza ptipojena k jedné polystyrénové
kuli¢ce, zatimco distalni konec fragmentu DNA je pfipojen k dalsi kuli¢ce. Kazda kulicka
je umisténa v optické pasti a dvojice optickych pasti zvedaji kulicky. RNA polymeriza
se vzajemné ovliviluje s fragmentem DNA a transkripéni pohyb RNA polymerazy podél
Sablony méni délku DNA mezi dvéma kulickami. To vede k vytésnéni dvou kulicek
a rozliSeni jedné baze na jedné molekule DNA. Porovnanim zdznamu o posunu, z nichz kazdy
ma niz§i hustotu nukleotidd, roli analogické s primery pouZitymi v Sangerové sekvenovani,
apouziti pro kalibraci zndmych sekvenci lemujicich neznamy fragment, ktery ma byt
sekvenovan, je mozné vyvodit informace o sekvenci. Takova technika ukazuje, ze pohyb
enzymu nukleové kyseliny a metoda velmi citlivé optické pasti nabizeji moznost extrakce

sekvencnich informaci z jedné molekuly (Ansorge, 2009).

3.7 Budouci vyvoj

Vybér sekvenénich platforem a €inidel do zna¢né miry zavisi na objemu vzorku, dob¢
zpracovani, nékladech a pracovnim postupu v klinické laboratofi. V soucasné dobé komercni
reagencie spliiuji piesnou HLA typizaci navzdory fdzovym nejasnostem nékterych genit HLA
II. tfidy. U NGS s kratkym ¢tenim budou sekvence z homolognich oblasti mit Spatnou kvalitu
mapovani, a to zpusobi nedostate¢né pokryti. Pro repetitivni oblasti je nutna jedine¢na
sekvence lemujici opakujici se oblast. Tento problém lze vyfesit delSim pfectenim sekvence.
Dvé nové platformy pro sekvenovani, oznacované jako sekvencery tfeti generace, mohou
poskytovat delsi sekvencni ¢teni jedné molekuly (PacBio, SMRT, Oxford Nanopore) (Yin et
al., 2021).

Sekvencer PacBio pouzivd nékolik drobnych jamek, znichz kazdd mé& DNA

polymeréazu ptipojenou ke dnu jednim dlouhym fragmentem DNA. Po pfidani baze k fetézci
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DNA je detekovan fluorescencéni signal znaceného nukleotidu odpovidajici pridavku jednoho

specifického nukleotidu (Yin et al., 2021).

Oxford Nanopore pouziva proteinové pory vlozené do membrany k méteni fluktuaci
iontového proudu, kdyz jednovldknové nukleové kyseliny prochazeji biologickymi nanopdry.
Jednotlivé nukleotidy propijcuji riznym odporim usek nukleové kyseliny v poru (Yin et al.,

2021).

Dulezité je, ze zadna z téchto dvou platforem nevyzaduje krok zesileni, ¢imz se snizi
hluk pozadi. Na druhou stranu maji véts§i chybovost ve srovnani s metodami sekvenovani
druhé generace. U PacBio miiZe replikované sekvenovani stejné molekuly pfekonat vysokou
miru chyb, protoze chyby jsou nahodné. Replikované sekvenovéani ale nemiize ptekonat
chyby u Oxford Nanopore, protoze tyto chyby jsou piedpojaté. Presnost ¢teni vytvorenych
obéma platformami se v posledni dobé dramaticky zvysila. Tvrdi se, Ze chybovost byla
snizena na méné nez 1 % pro PacBio a méné nez 5 % pro O. Nanopore. Ptesto tyto
sekvencery maji omezena piijeti v klinické laboratofi kviili jejich vysSi cené, nizsi
propustnosti a mozna kvuli vyzvam klinicky validujicich néstroji s vysokou mirou vnitini

chyby (Yin et al., 2021).

V budoucnosti se ocekava, Ze implementace technologie NGS v laboratofich bézné
diagnostiky bude neustale rist. Vyhody sekvenovani intrond a nepiekladanych oblasti geni
HLA vyrazné zvys$i naSe znalosti v transplantacni imunologii a mohou vést ke zlepSenym
vysledkim. S vyvojem sekvenovani tfeti generace s dlouhym ¢tenim bude mozné lepsi
fazovani haplotypu HLA a porozuméni rolim dalSich imunitnich regulacnich genti v oblasti

HLA, které jsou nezbytné pro presnou péci o pacienta (Yin et al., 2021).
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ZAVER

Bakalarska prace na téma Molekularni metody typizace HLA alel se zabyva
problematikou hlavniho histokompatibilniho komplexu ¢lovéka (HLA) a jeho detekci alel

skrze staré i novodobé technologie typizace.

Prvni kapitola strucné popisuje historii HLA komplexu az po souc¢asnou dobu. Uvadim
zde také veédce, kteii diky vyzkumu v této oblasti ziskali Nobelovu cenu, jeden z nich
je naptiklad Peter Medawar. Krom¢ historie je zde popséana i funkce v organismu, celkova

charakteristika v¢etné rozd¢€leni do tfid a v neposledni fad¢ asociace s chorobami.

Druha ¢ast se vénuje konkrétnim metodam typizace. Mezi nejstarsi technologie
pro ur¢eni HLA alel slouzi sérologické metody, kam patii hlavné lymfocytotoxicky test
a smiSené lymfocytarni kultury. Vétsina sérologickych metod je zaloZena na principu detekce
protilatek anti-HLA. Mezi nejrozsifenéjsi technologie typizace HLA molekul fadime
genotypizace neboli DNA metody. Jsou to metody zaloZené na principu polymerazové
fetézové reakce (PCR), jejimz hlavnim ukolem je sekvence DNA. Existuje nékolik typti PCR,
které ptehledné popisuji v teoretické ¢asti prace. Uvadim i nékolik specidlnich metod jako

je metoda mikroc¢ipu a Luminex, které vyuzivaji napiiklad fluorescencni zéafeni.

Posledni segment se zabyva sekvenovanim nové generace (NGS). Je to metoda
slouzici k ur¢eni HLA alel, ktera ma slibnou budoucnost v inovaci. Momentalné neni zcela
vyuzivana v klinickych laboratotich kvili faleSn€ pozitivnim nebo negativnim vysledkim.

Ma vyhody i nevyhody a ¢asem se zdokonali na nejvyssi tiroven bezchybnosti.

Vyzkum HLA alel je vyznamny z hlediska spojeni s riznymi nemocemi, a pfedevSim
v transplantaci. I v této technologicky pokrocilé dobé¢ nejsou stale objeveny vSechny HLA

alely. Proto je zapotiebi zdokonalovat typiza¢ni metody a inovovat cely vyzkum.

Dle mého nazoru je vyzkum v oblasti HLA systému velice diilezity. Diky aktualnim
informacim, které mame, mizeme 1épe zhodnotit, jestli pacient ponese pozitivni vysledky
z transplantace, miZeme dat do souvislosti vaZzna onemocnéni zpiisobena konkrétni alelou
a dojit tak k 1écebnym procestim. Velice mé zaujala slozitost HLA komplexu a kolik
typizacnich metod skutecné existuje. O nékterych metodach jsem se dozvédéla teprve

z vyzkumu, tudiz ptedpokladam, Ze nejsou vSem znamé.
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