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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva problematikou laboratorni diagnostiky celiakie, geneticky podmingé-
ného autoimunitniho onemocnéni, které vznika abnormalni reakci na lepek v potravé. Od-
hadovana prevalence celiakie je v Evropé a USA 1:100, v CR 1:200-250, pfi¢emz se asté-
Ji vyskytuje u zen nez u muzi v poméru zhruba 2:1. Prestoze literatura uvadi, ze timto
onemocnénim trpi az 1 % populace, mnozi z postizenych si toho nejsou védomi. Geneticka
predispozice k celiakii je spojena s antigeny tkanové slucitelnosti, které jsou oznaovany
jako HLA (z angl. Human Leukocyte Antigens). Asi 90-95 % pacientd s celiakii jsou nosi-
teli heterodimeru HLA-DQ?2, ktery je kodovany alelami DQA1*05 a DQB1*02 a/nebo
heterodimeru DQS8 koédovaného alelou DQB1*03:02 zpravidla v kombinaci DQA1*03
variantou. Molekularné-geneticka typizace téchto HLA znaku se proto u celiakie vyuziva
jako geneticky test s vysokou negativni prediktivni hodnotou. Prakticka ¢ast této prace
porovnava vybrané metody k vySetieni HLA znakt u celiakie, které vyuzivaji polymerazo-
vou fetézovou reakci, a souborné zpracovava vysledky vySetieni provedenych

v laboratofich Ustavu imunologie Fakultni nemocnice Olomouc.

Kli¢ova slova: celiakie, HLA-DQA1L, HLA-DQB1, HLA typizace, PCR-SSP, obilné bilko-
viny, lepek



ABSTRACT

This work deals with the laboratory diagnosis of celiac disease, a genetically conditioned
autoimmune disease with an estimated prevalence in Europe and USA 1:100 and in Czech
republic 1:200-250, female : male ratio of approximately 2:1. Literature indicates that this
disease affects as many as 1 % of the population, while many of the disability are often not
even aware of. Genetic predisposition to celiac disease is associated with tissue compatibi-
lity antigens which are referred to as HLA (from English. Human Leukocyte Antigens).
About 90-95 % of patients with celiac carry heterodimers DQ2 or DQ5, encoded by
DQA1*05 and DQB1*02 alleles both in cis or in trans configuration, and DQ8 molecules,
encoded by DQB1*3:02 generally in combination with DQA1*03 variant. HLA molecular
typing of celiac disease is essentially a genetic test with a negative predictive value. The
practical part of this work compares some methods for testing for celiac disease HLA cha-
racters using polymerase chain reaction and comprehensively presents results of the tests
carried out in the laboratories of the Institute of Immunology University Hospital Olo-

mouc.

Keywords: celiac disease, HLA-DQAL, HLA-DQB1, HLA typing, PCR-SSP, cereal pro-

teins, gluten
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UvVOD

Celiakie je definovana jako celozivotni chronické autoimunitni onemocnéni se silnou gene-
tickou vazbou na znaky tkanové sluéitelnosti HLA (z angl. Human Leukocyte Antigens)
DQ2, DQ8, projevujici se zanétlivymi zménami razného stupné ve sliznici tenkého stieva,
které jsou vyvolané trvalou intoleranci glutenu — bilkovinnych komplext zrn psenice, jec¢-
mene, zita a ovsa. Zakladem diagnostiky je sérologické vysetieni s prikazem pozitivity
protilatek proti endomysiu (ENA) a tkanové transglutaminaze (tTG). Charakteristické
zmény v histologii sliznice tenkého stfeva zacinaji od piitomnosti zvySeného poctu intrae-
pitelialnich lymfocytl ptes zmény vzhledu krypt po riizny stupen atrofie az vymizeni klka.
Soucasti diagnostiky je uspokojiva Klinicka, laboratorni a histologicka odpovéd’ na bezlep-
kovou dietu.

Pred nékolika roky byla celiakie povazovana za vzacnou chorobu. Zavedeni vysoce senzi-
tivnich a specifickych sérologickych testi protilatek proti endomysiu a tkanové transglu-
taminaze ukazalo na vysokou frekvenci nepoznanych piipadt atypickych a “tichych* fo-
rem celiakie. Prevalence celiakie se v evropské populaci uvadi okolo 1 %. Celiakie se ob-
jevuje Castéji u zen nez u muzi.

Celiakie je onemocnéni se silnou genetickou vazbou. Zakladem genetické predispozice je
asociace celiakie s variantami HLA-II. tfidy DQ2/DQ8, které se ale v bilé populaci Evropy
a USA vyskytuji u 25-40 % jedinct. Az 95 % pacientu s celiakii ma znak HLA-DQ2 a
piiblizné 5 % ma znak HLA-DQS8. Neptitomnost uvedenych znakl u vySetiovanych jedin-

ct vylucéuje ptitomnost nebo budouci vyvoj celiakie s témét 100% jistotou.
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. TEORETICKA CAST
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1 OBILOVINY

Obiloviny se fadi mezi traviny a téméf vSechny znamé obiloviny patii do ¢eledi lunicovité,
Poaceae. Obiloviny patfici do Celedi lipnicovité jsou si vzajemné podobné jak v tvorbé
zrna a ve strukture, tak v jeho chemickém slozeni [1].

Obiloviny jsou dnes nenahraditelnou soucasti kazdodenniho zivota a to nejen
V potravinaiském a krmivarském prumyslu, ale vyuzivaji se napf. na vyrobu destilata ci
biopaliva.

Obiloviny z hlediska vyzivy, jak v piimé, tak i v neptimé spotiebé jsou pro lidstvo velmi
cennym piisunem energie, sacharidd, vlakniny, rostlinnych bilkovin, mineralnich latek (K,
Mg, Fe a Ca) i vitamint (B1, B2 a E). Pti optimalni denni spotiebé snizuji hladinu cukru,
cholesterolu a pasobi preventivné pied fadou civilizaénich chorob. Také zvysuji peristalti-

ku strev, ¢imz podporuji traveni a Cisti stieva [2, 3, 4].

1.1 Strukturni usporadani obilného zrna

Plodem obilnin je obilka. Podle toho, zda na povrchu obilky jsou po vymlatu zachovany
kvitkové organy, plucha a pluska, rozliSujeme obilky pluchaté (obilka je uzaviena pluchou
a pluskou) a nahé (povrch obilky tvoii oplodi).

Morfologicka stavba zrna vSech obilovin je zhruba stejnd. Zrna se liS§i zejména tvarem,
velikosti a podilem jednotlivych vrstev [1, 2].

Kazda obilka se sklada z endospermu, klicku a obalovych vrstev (Obr. 1).

Endosperm — ptedstavuje 84-86 % hmotnosti zrna, obsahuje zejména $krob a bilkoviny a je
oddélen vrstvou aleuronovych buné&k obsahujici bilkoviny, tuky, mineralni latky a vitami-
ny. Endosperm zajistuje vyzivu zdrodku obilky a je hlavnim zdrojem energie a bilkovin ve
VyZive.

Aleuronova vrstva — obsahuje vysoky podil bilkoviny, tyto buiikky maji nejvyssi obsah mi-

neralnich latek ze vSech bun€k zrna. Pfi vymilani se vyrazné¢ zvySuje obsah mineralii
V mouce.

Moucné jaddro — obsahuje hlavné Skrob.

Klicek — nejmensi cast obilky, je oddélen od endospermu Stitkem, ktery obsahuje az 33%
bilkovin. Slouzi jako zarodek obilky, obsahuje mnoho zivin jako jednoduché cukry, bilko-
viny, aminokyseliny, vitaminy a tuky. Kli¢ky se pifed mletim odstranuji z divodu nezadou-

ciho zluknuti tuku.
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Obaly — tvoti 8-14 % hmotnosti zrna, tvofeny oplodim a osemenim, které chrani endo-

sperm a klic¢ek pted vysychanim a poskozenim [1, 2, 3].

endosperm
buiky endospermu se
skrobem v bilkovinné matrici E
celulosove stény bunék endospermuy
aleuronova vrstva (..vné)si

endosperm™) —

hyalinni tkan
testa (osemeni)

P cylindrické bunky (0]
pricné buaky

hypodermis

epidermis ]
bunécna vrstva klicku

stitek na klicku

- rudimentami klicek K
wawo-

ititek kofinkh

klobouéek kofinkn

Obr. 1: Anatomické slozeni obilky - Podélny 7ez pSenicnym zrnem se

znazornenim jeho morfologickych vrstev [2].

1.2 Chemické slozeni zrna

Nejvice zastoupenou slozkou v obilném zrnu jsou sacharidy, déale pak bilkoviny, lipidy,
minerdlni latky, vitaminy, barviva a v men$im mnozstvi slozky s rastovymi regula¢nimi a

genetickymi funkcemi [5].
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1.3 Zakladni sloZeni obilnych bilkovin

Obilné bilkoviny mizeme Klasifikovat podle n¢kolika hledisek. Podle morfologického pi-
vodu rozliSujeme bilkoviny endospermu, aleuronové vrstvy a zarode¢né, pochazejici z
klicku.

Podle biologické funkce v rostliné muzeme rozlisit bilkoviny metabolicky aktivni, tzn.
cytoplasmatické s funkcemi v buiice a zasobni, kter¢ mizeme rozdélit na nizkomolekularni
a vysokomolekularni.

Podle chemického slozeni rozlisujeme jednoduché bilkoviny bez jinych sloucenin a bilko-
viny komplexni: lipoproteiny, glykoproteiny, nukleoproteiny [1, 2].

V roce 1907 publikoval Osborne frakcionaci pSeni¢nych proteiny na zakladé jejich

rozpustnosti v riznych rozpoustédlech. Bilkoviny tak byly rozdéleny do ¢tyi skupin:

1. albuminy - rozpustné ve vodg¢;
2. globuliny - rozpustné v roztocich soli;
3. prolaminy - rozpustné v 70% etanolu;

4. gluteliny - z&asti rozpustné ve zfedénych roztocich kyselin a zasad.

Zvlastni postaveni ma zejména bilkovina pSeni¢na, ktera jako jedina vytvaii bézné s vodou
pruzny gel, tzv. lepek, jehoz fyzikalni vlastnosti ur¢uji jakost pec¢iva. Proteiny gliadin a
glutenin (pSeni¢né proteiny) vytvari s vodou lepek, ktery nemohou jist lidé postiZeni celia-
kii [1].

Proteiny neboli bilkoviny jsou biopolymery, jejichz molekuly dosahuji nékdy

ohromnych rozmért. Relativni molekulova hmotnost téchto latek dosahuje hodnot fadové

stovek tisic az milionu [2, 6].

1.4 Alergie na obiloviny

vvvvvv

Spalda), je¢men, zito a oves. Hlavnimi proteiny obili jsou gliadiny, globuliny a gluteiny,
které jsou obsazeny v tzv. lepku. Lepek je jednou z mnoha bilkovin obilné mouky, byt
oznacuji jako glutenové intolerance. Pod oznacenim alergie na mouku je chapana imuno-
logicky podminéna piecitlivélost, ktera mize byt zaméiena proti jakékoliv bilkoviné mou-

ky. Diive vSak byla alergie na mouku spojovana vyhradné s alergii na lepek.
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Z hlediska imunologickych mechanismi a cilovych bilkovin délime alergie na mouku [6,

7, 8] nasledovné:

Typ A — alergie na lepek zprostiedkovana protilatkami izotypu IgE, tj. atopicka piecitlivé-
lost.

Typ B — alergie na lepek zprostfedkovana bilymi krvinkami — lymfocyty, tj. neatopicka
piecitlivélost (celiakie).

Typ C — alergie na jiné bilkoviny mouky, ptes izotyp IgE, tj. atopicka piecitlivélost.

Typ D — alergie na jiné bilkoviny mouky pies lymfocyty, tj. neatopicka precitlivélost.
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2 CELIAKIE

Celiakie, celiakalni sprue nebo glutenova enteropatie - jsou spole¢na oznaceni pro celosvé-
tove se vyskytujici onemocnéni déti 1 dospélych. Jde o autoimunitni onemocnéni vyvolané
nesnaSenlivosti lepku, resp. jeho peptidickych $tépa s typickou sekvenci aminokyselin.
Lepek je bilkovinny komplex obsaZeny v povrchové &asti obilnych zr. Stépné produkty
lepku tedy u geneticky vnimavych osob vyvoldvaji nepfiméfenou reakci imunitniho systé-
mu s trvalou tvorbou protilatek k $tépnym produktim lepku a posléze i k bilkovindm télu
vlastnim [9].

postizenych chorobou se pohyboval okolo 1:1000. V soucasné dob¢ je odhad prevalence

onemocnéni asi 1:100 (1 %). Odhad prevalence v Ceské republice vychazejici z epidemio-

logickych studii se pohybuje okolo 1:200, tj. 40000 — 50000 postizenych. Diagnostikovano

a nasledn¢ 1é¢eno je pouze 10 % z tohoto poctu postizenych. Ptiznaky celiakie se mohou

projevit u déti od 3. — 6. mésice po podavani prvnich kasicek s obsahem lepku, u dospélych

se ptiznaky celiakie mohou projevit kdykoliv, nejéastéji mezi 30. a 50. rokem Zivota [10,

11].

Samotna celiakie miize byt vyjadfena v nékolika formach. V soucasné dobé rozeznavame

pet forem celiakie, které se od sebe 1iSi anamnézou, charakterem a intenzitou obtizi, které

mohou byt typické ¢i atypické, a také histologickym nalezem na sliznici tenkého stieva

(Obr. 2) [12].

Podle literatury [11, 13] se rozlisuji tyto formy celiakie:

o  Symptomaticka forma se vyznacuje typickymi (klasickymi) i1 atypickymi (mimostiev-
nimi) pfiznaky. Histologicky nélez na tenkém stfevé je pozitivni, byva pozitivni 1 imu-
nohistochemické vySetfeni. Zaroven jsou diagnostikovany v séru specifické protilatky.

e Duhringova herpetiformni dermatitida je zvlaStnim typem symptomatické formy
s vyraznymi koZnimi projevy, u niz se objevuji atypické nebo jen mirné ptiznaky intes-
tindlni. Histologické, imunohistochemické a sérologické vysetfeni je pozitivni.

o Silentni celiakie se 1i8i od atypické formy jen tim, Ze nejsou ptitomny Zadné klinické
piiznaky. Ostatni nalezy vySetieni jsou shodné.

e Latentni celiakie mé pozitivni pouze sérologické vySetieni protilatek. Histologické na-

lezy a klinické pfiznaky nejsou pfitomny.
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e Potencialni celiakie ma na rozdil od ostatnich forem vSechny ndlezy a ptfiznaky nega-
tivni. Nékdy mohou byt pfitomny ve zvySené mife v submukozni vrstve sliznice intra-

epitelidlni lymfocyty (IEL).

Lepek je pro organismus pacienta s celiakii nepiijatelny. Je to bilkovina, kterd vyvolava
pfesun bunék odpovédnych za imunologickou reakci do sliznice (tzv. imunokompetentni
bunky). Tyto bunky, konkrétné zejména podtyp bilych krvinek oznacovanych jako lymfo-
cyty, podminuji produkei protilatek proti lepku. Diisledkem jejich ptisobeni ve stfevni sliz-
nici dochazi k zanétu a poskozeni stievnich klka (Obr. 3). Tyto tzv. intraepitelialni lymfo-
cyty nachazi také patolog ve zvysené mite pii mikroskopickém vysetieni sliznice u vzorku

odebranych ze stfeva pacientl s celiakii [14, 15].

Infitrativni s hyperplasii i
Neinfiltrativni Infiltrativni na kryptach Destruktivni Atroficky

Obr. 2: Schematické znazornéni zmén sliznice tenkého streva podle Marshovy klasifika-

ce [16].
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Obr. 3: A) Sliznice tenkého stieva u zdravého clovéka, B) sliznice tenkého

stieva u pacienta s celiakii [17].

2.1 Etiologie onemocnéni - lepek ve stravé

Slozeni lepku je zcela zvlastni zastoupenim nékterych stavebnich kament této bilkoviny,
zejména aminokyselin. V celé rostlinné {i8i neni druhd bilkovina s tak vysokym obsahem
dvou aminokyselin (glutamin, prolin) a tato okolnost se vyznamné uplatfiuje pii vzniku
autoimunitni reakce [6, 9, 12].

PSenicné proteiny se vyrazné lisi od ostatnich rostlinnych proteinii svoji schopnosti tvofit
pruzny gel-lepek. Po $té€peni lepku proteolytickymi enzymy vznika kromé jinych casti téz
a-gliadin, coz je polypeptid, ktery zptisobuje typické piiznaky celiakie. Dal§im $t€penim se
védciim podafilo izolovat z a-gliadinu peptid B 3142, ktery se skladd z 53 aminokyselin,

jejichz sekvence je znama, a ktery je schopen sam vyvolat celiakii [18, 19, 20].

2.2 Patogeneze onemocnéni

V patogenezi celiakie, podobné jako u jinych autoimunitnich chorob, existuje geneticka
predispozice ke vzniku autoimunitni reakce provazené vétSinou tvorbou protilatek a spous-
t&¢, ktery tuto reakci vyvolava. U celiakie je spoustééem lepek [21].

U celiakie je geneticka predispozice konkrétné podminéna variantami dvou genti lokalizo-
vanych na kratkém raménku Sestého chromozomu (HLA-DQB1, HLA-DQAL). Ptitom-
nost rizikovych genetickych variant spolu se selhanim kontrolnich mechanismi imunitniho

systému vede k abnormalni reakci na antigeny lepku a télo nasledné zacind produkovat
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protilatky i proti vlastnim antigentim (Obr. 4). Zvlasté velké mnozstvi protilatek je produ-
kovano proti tkanové transglutaminaze (anti-tTG), enzymu s$tépicimu bilkoviny véetné
lepku, a proti vazivové tkani svalovych vlaken, endomysiu (anti-EMA). Produkci protila-
tek k tkanové transglutaminaze, endomysiu i deaminovanému gliadinovému peptidu
(DGP) zajistuji vyselektované B-lymfocyty, které se diferencuji v plasmatické bunky. Ty
se hromadi v prostorach pod atrofovanou sliznici a produkuji protilatky, které prechazeji
do krevniho ob¢hu a ostatnich télnich tekutin, kde mohou byt detekovany a stanovovany.
Pokud pfisun lepku v potravé konci nasazenim bezlepkové diety, postupné vymiraji i klony
B-lymfocytd, které produkuji protilatky proti tTG a DGP [22, 23, 24].

V patogenezi celiakie hraji vyznamnou tlohu i monocyty, které produkuji zanétlivé cyto-
Kiny (napt. TNF, IL-1), latky vyvolavajici zanét stfevni sliznice, ktery se zanedlouho méni
v chronicky. Aktivita imunitnich bun¢k vede riznymi efektorovymi mechanismy zanétu k
poskozeni az vymizeni stfevnich klka a tim dochazi ke $patnému traveni mlééného a fep-
ného cukru a nedostatecnému vstiebavani bilkovin, tukl, nékterych vitamint, vapniku a
zeleza. Dochézi k celkovému vyCerpavani organismu, které mlze vést az k jeho kolapsu.
Diusledkem poskozeni sliznice tenkého stieva je tedy malabsorpce rizného rozsahu, ktera
se promita do klinického obrazu [14, 22, 23, 25].

Nachylnost k celiakii je sice geneticky podminénd, ale samotné geny neodpovidaji za
vznik nemoci. Kdyby byly zodpovédné vyhradné geny, musela by se celiakie vyskytovat
hojnéji (zastoupeni rizikovych variant je v populaci mnohem vys$si nez vyskyt celiakie). To
znamena, Ze nachylnost se dédi, ale navic hraji roli jesté dalsi faktory. SpousStécimi mecha-
nismy mize byt stres, t€hotenstvi, trauma, operace, virova infekce, chybné stravovaci na-
vyky a dalsi [14, 24].

Hlavni slozka genetické predispozice k celiakii je znama. Jedna se o asociaci k urcitym
variantdm gend pro HLA antigeny IL tfidy, které se nachézeji do oblasti skupiny gent
HLA-DR a HLA-DQ. Jsou to geny kodujici HLA glykoproteiny, jejichz molekulu tvoii
alfa a beta fetézce a kombinaci téchto fetézcti vznikaji rizné varianty glykoproteind [28].
Riziko vzniku celiakie odpovida kombinaci uréitych HLA znakd, pfi¢emz rizikové varian-
ty HLA-DQ2 a HLA-DQ8 jsou rozsifeny po celém svété. Napt. prevalence rizikového
znaku HLA-DQ2 v bézné populaci koreluje s prevalenci celiakie. Pfitomnost rizikovych
variant DQ2 a DQ8 je pro vznik celiakie nezbytna, ale nikoliv dostacujici. Rizikova kom-
binace DQA1*05:01/DQB1*02:01 (heterodimer HLA-DQ2) se vyskytuje v populaci ve

20-30 %, ale jen u 1 % jejich nosici dochazi k rozvoji celiakie. Z tohoto poznatku Ize vy-
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vodit, ze existuji dalsi non-HLA geny nebo zevni faktory nutné k rozvoji celiakie a scree-
ningovy test rizikovych HLA alel je nevhodny pro vyhledavani potencialnich pacientd pro
svou nizkou specificitu [26, 28].

Celiakie jako multi-faktorialni onemocnéni je tedy asociovana s molekulami HLA-DQ2
(DQA1*05/DQB1*02) nebo DQ8 (DQA1*03:01/DQB1*03:02). HLA-DQ2 molekula je
exprimovana u vétsiny osob trpicich celiakii (>90 %), DQ8 alela asi u 8 %. Exprese zmi-
nénych alel je nezbytna, ne vSak dostate¢na k propuknuti celiakie, v soucasné dob¢ se
pfedpoklada pouze asi 50% vliv genetické slozky na vznik celiakie. Z malé skupiny osob
trpicich celiakii a negativnich pro heterodimery HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) a HLA-
DQ8 (DQA1*03:01/DQB1*03:02), je drtiva vétSina pozitivni alespont na jednu slozku
Z heterodimeru DQ2 (zejména DQB1*02). Z tohoto pohledu je absence zminénych alel
velmi dobie vyuzitelna pro vylouceni celiakie [27, 29].

Rizikové HLA alely predisponuji pacienty k celiakii tim, Ze preferencné prezentuji peptidy
z glutenu pomocnym CD4 T-bunkam lamina propria tenkého stieva. Tyto T-bunky se po
rozpoznani glutenovych peptida aktivuji a produkuji fadu cytokintl, z nichz ptevazuje in-
terferon gama. Je spoustécem kaskady zanétlivych reakci ve stfevni sténé, coz vede
k drobnym 1ézim tenkého stieva. Gluten z potravy obsahuje velké mnozstvi epitopti rozpo-
znavanych T-buinikami a tyto epitopy obsahuji velké mnozstvi aminokyselin prolinu a glu-
taminu. Pravé vysoky podil prolinu zplsobuje, Ze tyto peptidy jsou rezistentni na Sté€peni
Zalude¢nimi, pankreatickymi i intestindlnimi protedzami. Potrava bohatd na gluten pak
zvySuje mnozstvi téchto imunoreaktivnich epitopli v tenkém stievé. Soucasné jsou nekteré
glutaminy z glutenovych peptidii katalyticky deamidovany tTG a tato deaminace posiluje
jejich imunogennost tim, ze se 1épe vazou na vazebna mista uvedenych HLA proteint [25,
28, 29].

Jen méné€ nez 0,5 % pacientu s celiakii nema HLA-DQ2 ani HLA-DQS rizikové varianty.
Genetické vysetieni lze tak vyuzit k zamitnuti diagnozy celiakie s vysokou pravdépodob-
nosti, protoze nepfitomnost rizikovych alel HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8 vylucuje celiakii z
99%. Genetické vysetfeni rizikovych alel nepatii mezi rutinni screeningova vysetfeni pii
podezieni na celiakii. Vyuziva se pfedev§im tam, kde bychom mohli ziskat pomoci béz-
nych sérologickych testii faleSn¢ negativni informaci, zejména u déti mladsich 2 let, u pa-
cientli s prokazanou mirnou enteropatii, na bezlepkové dieté nebo s IgA a IgG deficity.
Toto vySetieni je zvlast’ efektivni také u osob s pozitivni rodinnou anamnézou. VySetieni

se vyuziva pro vylouceni diagnozy celiakie v pfipadé nejasného onemocnéni [28, 30].
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Obr. 4: Imunopatogeneticky mechanismus celiakie — spusténi imunitni odpovedi a tr-
valého strevniho zanétu.

Nestravené gliadinové fragmenty z lepku pritomné v intestinalnim lumen jsou trans-
portovany epitelialni vrstvou a v intaktni formé prechazeji do lamina propria, kde
Jjsou gliadinové epitopy rozpoznavany APC a pomoci specifickych HLA molekul pre-
zentovany gliadin-specifickym CD4+ T burnkdam, které proliferuji a produkuji INFy
[32].

2.3 Projevy onemocnéni

U déti se celiakie projevuje vétsinou klasickymi piiznaky, jako jsou neprospivani, zpoma-
leni rlstu, nepiibyvani na vaze, bolesti a vzedmuti bficha, mastné stolice, ptipadné prijmy
a postupny vyvoj bilkovinné podvyzivy. Casta je chudokrevnost a také otoky nohou. U
dospélych se choroba mtlize projevovat podobn&. Hlavnimi pfiznaky byvaji zejména ubytek
na vaze, prujmy, kieCovité bolesti bficha, snizena chut’ k jidlu, osteoporoza nebo deprese.
U dospélych jsou vsak velmi casté piipady s méné vyvinutymi ptiznaky nebo je celiakie

bezptiznakova [11].
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Na podkladé poskozeni stievni sliznice lepkem dochazi ke Spatnému vstiebavani zaklad-
nich zivin (hlavné tukt a bilkovin), minerali (Ca, Fe), zlu¢ovych kyselin a vitamind roz-
pustnych ve vod¢ 1 v tucich. Z téchto diivodi dochazi k porucham tvorby a vyvoje kosti se
zvySenym rizikem vzniku zlomenin dlouhych kosti a obratlii patete (disledek nedostatku
vitaminu D a Ca). Dal§imi moznymi pfiznaky jsou anemie — chudokrevnost (nedostatek
Fe), svalovéa slabost, trvald unava, neuropsychické projevy (parestezie, deprese, uzkost),
poruchy menstrua¢niho cyklu a reprodukce, zhorSeni zraku (nedostatek vitaminu A). Paci-
enti s celiakii byvaji nachyln¢jsi ke vzniku infekci a nedodrzuji-li dietu, mize se objevit
Cast&jsi vyskyt nadorovych onemocnéni nez u bézné populace [9, 11].

Celiakie se n¢kdy také objevuje spolu s jinymi onemocnénimi, které ji mohou pfedchazet,
nebo po ni naopak nasledovat. Tyto tzv. pfidruzené choroby maji nékdy vyznam i v dia-
gnostice, kdyz na moznost celiakie upozorni. Lékafi by méli naopak vzdy patrat po téchto
nemocech, kdyz ma pacient zjisténou celiakii.

Mezi choroby pridruzené k celiakii patii: cukrovka (diabetes mellitus 1. typu, ktery vznika
v mladi, neni spojen s obezitou a pacienti si musi od za¢atku pichat insulin, oproti 2. typu
je daleko méné Casty), imunodeficience IgA (chybi protilatky IgA, které jsou dulezité pro
slizni¢ni imunitu), onemocnéni §titné zlazy, neplodnost a kozni choroba zvana dermatitis
herpetiformis Duhring. Ta se projevuje vyrazkami podobnymi herpesu (opar zpusobeny
herpes virem). Objevuje se zejména na loktech, kolenou, hyzdich a v obli¢eji. Pokud se

spravné dodrzuje bezlepkova dieta, mizi spolu se stievnimi projevy i vyrazky [31, 33].

2.4 Diagn6za onemocnéni

Celiakie je dosud, zejména u dospé&lych osob, diagnostikovana ziidka a Casto pozdé. Pii-
znaky jsou casto malo napadné a atypické. Mimostievni projevy se vyskytuji jak u déti
Skolniho véku, tak 1 u dospélych. Stanoveni diagndzy a nasledna 1écba bezlepkovou dietou
vedou ke zlepSeni kvality Zivota nemocnych.

Diagnostika (Obr. 5) nemoci spociva ve stanoveni protilatek proti gliadinu, tkanové
transglutaminaze a endomysiu. Pro kone¢né potvrzeni celiakie je ovSem ¢ast tieba histolo-
gické vySetieni vzorku stfevni sliznice, biopsie [34, 35].

V pomocné diagnostice celiakie se uplatnilo také jiz zminéné zjistovani HLA-DQ2 a DQ8
znaki a rutinni vySetfeni novych typl autoprotilatek (viz vyse). Pro diagnozu celiakie jsou

tedy stanoveny jasna kritéria. Krevni testy ndm mohou pomoci pii vyhledavani jedinct
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S podezienim na celiakii. U déti predskolniho véku si mizeme kromé biochemickych vy-
Setfeni pomoci i resorpcnimi testy [36].

Nejnovéjsi doporuceni fikaji, Ze pokud jsou pfitomny klinické ptiznaky spolu s pozitivnim
nalezem anti-tTG IgA protilatek, je tfeba pacienta odeslat ke gastroenterologovi. Pokud je
hladina téchto protilatek nizsi nez desetindsobek normy, je doporucovano ovéteni diagnozy
biopsii. Naopak pfi priikazu jejich desetindsobného zvysSeni nad hodnotu normalu, ma byt
tato pozitivita ovéiena vySetfenim anti-EMA protilatek a ur¢enim HLA typizace. Prika-
zem pritomnosti rizikovych HLA-DQ2 nebo HLA-DQ8 variant je mozno Vv takovém pii-

pad¢ potvrdit diagnozu celiakie bez enterobioptického vySetieni [28, 37].

Podezreni na celiakii

negativni protilatky | ‘

normalni IgA / deficit IgA
IgA atTG / IgA EmA I
| acelkové IgA L ‘
L4
/ s IgG atTG, IgG EmA
Nizka pravdépodobnost protilatky nebo IgG AGA
celiakie pozitivni
vysoke klinické protilatky
podezieni  ———————— / |
_ Biopsie TS, Vysoka pravdépodobnost
—— histologie 7* celiakie
histologie histologicky obraz celiakie
/

HLA typizace, | Predbézn diagnéza celiakie

opakovat biopsii ‘
‘ klinicka a histologicka normalizace
/

Definitivni diagnéza celiakie

Obr. 5: Schematické zndazorneni obecného postupu pri podezieni na celiakii [19].
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2.5 Geneticka vySeti‘eni souvisejici s diagnostikou celiakie

K prukazu rizikovych predispozi¢nich variant HLA-DQ2 a HLA-DQ8 se v soucasné dobé
vyuzivd metoda PCR (polymerase chain reaction) v riznych modifikacich. PCR vyuziva
enzymatické amplifikace fragmenti HLA-DQA1l a HLA-DQBI1 gent izolovanych
z primarniho vzorku lidské krve (odbér do KsEDTA) pomoci sekvencné specifickych pri-
mert za cyklického stiidani specifickych reakénich teplot. Ziskany produkt amplifikace
muze byt typizovan enzymaticky znacenou reverzné hybridiza¢ni reakci se sekvencné spe-
cifickymi probami imobilizovanymi na membran¢ nebo Kk odliseni alel dochazi jiz na tirov-
ni PCR amplifikace s naslednou identifikaci produkt agar6zovou elektroforézou [28]. Lze
také vyuzit genotypizace pomoci PCR s detekci produktu v redlném case (,,real-time*
PCR).

Pritomnost HLA DQ2/DQS a klinicka a laboratorni odpovéd’ na bezlepkovou dietu v dlou-
hodobém sledovani potvrdi diagnozu. Celiakie se u pacientd s negativitou HLA DQ2/DQS8
vyskytuje jen asi v 0,4 %. Nepiitomnost HLA DQ2/DQ8 diagnézu celiakie proto vylucuje

a je nutné hledat jinou pfi¢inu uvedenych nalezi [38, 39, 40].

2.6 Lécba celiakie

Dosud jedinou moznou lé¢bou celiakie je celoZivotné striktné dodrzovana bezlepkova die-
ta. V praxi to znamena vylouceni vSech potravin obsahujicich pSenici, je¢men, Zito
a oves. Doporuc¢ovana je konzumace mouky ryzové, kukufi¢né, sdjové ¢i piimo bezlepko-

vé. Toto plati v piipadé, Ze byla celiakie fadné diagnostikovana [41, 42, 43].
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3 HUMAN LEUKOCYTE ANTIGENS - HLA

Hlavni histokompatibilitni komplex (MHC, z angl. major histocompatibility complex),
neboli lidské leukocytarni antigeny (HLA, z angl. human leukocyte antigens) ¢lovéka jsou
polymorfni glykoproteiny vyskytujici se na povrchu vétSiny jadernych bunék. Jsou zodpo-
védné za bunécnou imunitu zprostfedkovanim kontaktu antigenu (antigenniho peptidu) s

receptorem T lymfocyta [44].

3.1 Genova oblast HLA

HLA komplex ptedstavuje polymorfni systém genti, které koduji HLA molekuly exprimo-
vané na membrané bun€k imunitniho systému i jinych bunéénych typt. Oblast gentt HLA
komplexu zaujima pfiblizné jednu tisicinu lidského genomu. Nachazi se na kratkém ra-
ménku 6. chromozomu (6p21.3)(Obr. 6), obsahuje vice nez dvé sté gent, 128 funkénich
genl a 96 pseudogenil. Lokusy HLA gentll rozdélujeme na klasické - HLA-A, -B, -C, -DR,
-DP, -DQ a neklasické - HLA-E, -F, -G, ty maji ve srovnani s geny klasickymi omezenou
bunécnou distribuci a nizsi stupen polymorfismu. Uvnitt HLA oblasti se nachazeji také
jiné geny s dilezitymi imunologickymi funkcemi, napf. geny pro slozky komplementu
nebo pro proteiny membranového transportu. Jsou zde také geny pro mediatory zanétu.
Klasické HLA geny jsou velmi polymorfni, podle nomenklatury Svétové zdravotnické

organizace (WHO) existuje jiz vice nez 10 tisic alel téchto gent [45].
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Obr. 6: Znazorneni HLA komple-

xu na Sestem chromozomu [46].

3.1.1 HLAI. tridy

Geny HLA 1. tfidy existuji ve formé n¢kolika lokust. Jako klasické jsou oznacovany HLA-
A, HLA-B, HLA-C a jako neklasické HLA-E, HLA-F a HLA-G. HLA glykoproteiny 1.
tfidy jsou heterodimery skladajici se z transmembranového fetézce a a s nim nekovalentné
asociovaného Pp-mikroglobulinu [47]. Zatimco fetézec o je kodovan v HLA, Po-
mikroglobulin je kodovan genem lokalizovanym mimo HLA oblast na 15. chromozomu
[48, 49]. B,-mikroglobulin je svou strukturou podobny molekulam imunoglobulint a je do

rodiny imunoglobulint zafazovan spolu s fetézcem o molekul HLA 1. tfidy [50, 51].

3.1.2 HLAII tridy

Geny HLA II. tfidy se nachazeji ve formé tii lokust, HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP [47].
Za fyziologickych okolnosti se jejich antigeny vyskytuji jen na bunikach prezentujici anti-

gen - APC (antigen-presenting cell), jako jsou dendritické bunky, monocyty, makrofagy
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nebo B-lymfocyty. HLA glykoproteiny II. tfidy se skladaji ze dvou nekovalentné asocio-
vanych transmembranovych fetézcti a a . Oba dva fetézce jsou na rozdil od HLA 1. tfidy

ukotveny v cytoplazmatické membrané a jsou kodovany v genové oblasti HLA [48, 50].

3.1.3 HLA IIL tridy

Geny HLA III. tfidy nejsou HLA geny V pravém slova smyslu, zahrnuji geny pro poly-
morfni sérové a membranové molekuly tzce spjaté s imunologickymi funkcemi jako pro-
perdinovy faktor Bf a proteiny komplementu C2 a C4 [48]. Mnozstvi dalSich genovych
lokust v HLA je geneticky vazano s HLA geny, ale funkéné s nimi nesouvisi. Zahrnuji
geny pro TNF (tumor necrosis factor), stejné jako dalsi geny, které jsou-li defektni, podmi-

nuji uréitd onemocnéni [49, 50].
3.2 Nomenklatura HLA

Vysoky stupent polymorfismu odrazeji platné zasady pro oznacovani HLA znakid. Nomen-
klatura HLA zdvisi na tom, zda byl konkrétni znak urcen sérologickou nebo molekularné
genetickou technikou. V piipadé molekularné genetické typizace je kazda alela nejprve
definovana pisemnym oznacenim lokusu, nasledovanym hvézdi¢kou (napt. HLA-DRB1*)
a poté kombinaci ¢islic (napt. 02:01). Prvni ¢ast Ciselného oznaceni ukazuje, ke které séro-
logické specificité¢ dana alela ptislusi, druha ¢ast alelu oznacuje na zaklad€ jeji aminokyse-
linové sekvence. Nazev alely miiZe obsahovat tieti ¢iselnou ¢ast, kterd charakterizuje tzv.
»tichou® variantu dané alely (zaména nukleotidii bez zmény aminokyselinové sekvence) a
¢tvrtou, ktera odpovida polymorfismu mimo kodujici oblasti HLA genu. Pismeno na konci

nazvu muze vyjadfovat poruchy v expresi alely [45, 53].
3.3 Polymorfismus HLA systému

Nartst novych alel byl v minulosti pomérné pomaly. Zasadni obrat do HLA typizace pfi-
nesla aplikace molekuldrné genetickych technik. Pocet novych alel definovanych pomoci
jejich nukleotidové sekvence nartista témét exponencialné. Uvnitf sérologicky definova-
nych HLA specifit se ukryva velké mnozstvi alel, které 1ze urcit preciznéjsimi DNA tech-
nikami. Odlisnosti v sekvencich jednotlivych alel jsou ¢asto miniméalni. Napt. rozdil mezi
HLA-DRB1*04:03 a *04:04 spoc¢iva v zamén¢ alaninu na 47. pozici aminokyselinového
fetézce na kyselinu glutamovou. Tato pozice se naléza v tieti hypervariabilni oblasti beta-

fetézce molekuly DR4, tj. té ¢asti HLA molekuly, kterd interaguje s antigennim peptidem a
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s receptorem T-bun¢k (TCR). Tak se i zdanlivé maly rozdil v sekvenci mize projevit ve
spektru prezentovanych antigennich peptidi. Odlisné aminokyseliny v dtlezitych pozicich
totiz ovliviiuji vazbu a prezentaci antigenu, ¢imz spoluurcuji pribéh imunitni reakce [45,

50].
3.4 Laboratorni metody k urc¢ovani HLA

Stanoveni HLA typu vySetfovaného jedince nazyvame HLA typizace. Typizaci miizeme
provadét na dvou urovnich. Starsi sérologicka typizace definuje HLA antigeny, tedy mole-
kuly HLA exprimované na bunéénych membranach. Novéjsi molekularné-geneticka typi-
zace urcuje HLA alely, tj. sekvence nukleotidi kodujici HLA antigeny. Pouziva se také
termin DNA typizace nebo genotypizace HLA. Sérologicky postup vyuziva panely protila-
tek (soubory diagnostickych antisér) pokryvajicich spektrum znamych HLA znakd. K pra-
kazu reakci mezi HLA antigeny a antiséry se nejcastéji pouziva tzv. mikrolymfocytotoxic-
ky test. Pro genotypizaci HLA potiebujeme specifickd DNA diagnostika, vétSinou prime-
rové pary nebo sondy, které jsou komplementarni k nukleotidovym sekvencim jednotli-
vych alel, resp. jejich skupin. Jednou z nejvhodngjsich metod ke genotypizaci HLA je po-
lymerazova tetézova reakce se sekvencéné specifickymi primery (PCR-SSP). Ve speciali-
zovanych laboratofich se k pfesné typizaci pouziva také sekvenovani (SBT, Sequencing
Based Typing). Pro sérologickou HLA typizaci laboratof pottebuje heparinizovanou krev,
pro genotypizaci jako protisrazlivé ¢inidlo slouzi EDTA. Vysledky sérologické typizace
jsou zndmy do druhého dne, pfi genotypizaci miize byt doba od odbéru do vydani vysledkt
z organizacnich divoda nékolik dna. Pfi urgentni typizaci (napf. ur¢eni HLA typu kada-
verdzniho dérce ledvin) je vysledek znam zhruba do Ctyt hodin od dodani krevniho vzorku

[45, 48, 50, 54].

3.5 HLA a autoimunitni choroby

S naristem védomosti o HLA systému bylo zjisténo, Ze n€které HLA antigeny se vyskytuji
Castéji u pacientl s urcitymi chorobami nez u zdravé populace. Etiologicky princip pro
veétsinu HLA asociovanych onemocnéni je nejasny. VétSina téchto onemocnéni pochazi
Z autoimunity, ne vSak vSechny. Jsou spojeny s abnormdlni autoimunitni reakci zfetelné
zamétenou proti jednomu nebo vice vlastnim antigenim [48].

Prtikazna souvislost mezi ur€itymi znaky HLA s danym onemocnénim se oznacuje jako

asociace. Asociaci matematicky definujeme podle hodnoty relativniho rizika (RR). Hodno-
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ta RR udava, kolikrat Castéji onemocni danou chorobou jedinci s rizikovym znakem ve
srovnani s jedinci, ktefi tento znak nemaji. Znama je asociace antigenu HLA-B27 s anky-
lozujici spondylitidou (Morbus Bechtérev). U revmatoidni artritidy a zvlasté u inzulin-
pacientl s revmatoidni artritidou popisovana slaba asociace s antigeny HLA-DR1, resp.
HLA-DR4. S rozvojem DNA typizace se zjistilo, Ze s revmatoidni artritidou jsou asocio-
vany pouze n¢které alely ze skupin HLA-DR1 a DR4. Pro tyto alely je charakteristicka
pritomnost LQRA aminokyselinového motivu ve tieti hypervariabilni oblasti B-fetézce
DRI1. Nedéavné vysledky klinického vyzkumu poukazuji na moznost vyuzit uréeni riziko-
vych alel HLA-DRB1*04 k predikci vyvoje onemocnéni, popft. k navrhu 1é¢by [45, 50].
Celiakalni sprue patii mezi autoimunitni choroby asociované s HLA. Jak uz bylo zminéno,
jedna se o chronické onemocnéni sliznice stfeva zptsobené precitlivélosti na lepek. U pa-
cientt je pozorovan vyskyt heterodimeru DQ2 nebo heterodimeru DQ8. Heterodimer DQ2
je kodovan alelami DQA1*05 a DQB1*02. Heterodimer DQ8 je kodovan alelami
DQA1*03:01 a DQB1*03:02 [38, 45, 55].
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4 PCR-SSP (POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE SE
SEKVENCNE SPECIFICKYMI PRIMERY)

Polymerazova fetézova reakce byla popsana v roce 1984 v Kalifornii panem Kary Mulli-
sem [56, 57]. Zasadnim krokem pro vyvinuti metody byl objev termostabilni DNA poly-
merazy. Tato DNA polymerdza byla primarné izolovana z termofilni bakterie Thermus
aquaticus zijici v horkych pramenech, proto se enzym z tohoto mikroorganismu oznacuje
jako Taq polymeraza [57, 58].

Vyznam Taq polymerazy spociva v tom, Ze i v ptipadech, kdy je opakované vystavovana
vysokym teplotam pohybujicich se okolo 95°C zlistava stabilni. Po navazani na jednovlak-
novou (ss)DNA je Taq polymeraza schopna prodluzovat fetézce od 5'konce k 3 konci za
optimalni teploty 72 °C a tvofit kopie templatové DNA [57]. Pro PCR je nezbytné stanovit

optimalni mnozstvi Taq polymerazy (Obr. 7).
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Obr. 7: Schematické zndazorneni prithéhu PCR. Nejdiive do-
chazi k denaturaci DNA, potom Kk annealingu, kdy nasedaji

primerové pary, a nakonec k extenzi, kdy DNA polymeradza
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pripojuje podle templatu volné nukleotidy a tim prodluzuje
retezce [50].

m extrakce DNA

amplifikace DNA se sekvencné-specifickymi primery
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\ produkt '

interpretace

Obr. 8: Schematicky princip typizace HLA pomoci PCR-SSP
[59].

PCR-SSP je modifikaci PCR, ktera vyuziva k odliSeni DNA variant sekvenéné specifické
primery. Tato technika patii dlouhodobé k nejpouzivanéj$im pro ucely HLA typizace. Pri-
mery pro PCR-SSP se od sebe navzdjem 1isi svymi 3 konci, kterymi se vazi na polymor-
fismy v HLA alelach a specificky amplifikuji tyto sekvence. Specifické primery zajisti
vznik PCR produktu pouze v ptipad¢, Zze se ve vzorku nachazi ,,spravna“ alela, ke které

jsou navrzeny (Obr. 8). S nartstajicim po¢tem nové nalezenych HLA alel piibyvaji i sady
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téchto specifickych primert, které se komercné prodavaji i s interpretanimi programy.
Tato metoda mize slouzit pro nizké rozliSeni (low resolution) a S jistym omezenim i Vyso-
ké rozliSeni (high resolution) HLA typizace [60, 61].

K provedeni PCR je tieba n€kolik zakladnich slozek. Na prvnim misté se jedna o templa-
tovou DNA, u které chceme provést testovani. Dulezité je zvolit optimalni mnozstvi testo-
vané DNA; v pfipadé, Ze ji je mnoho, miize byt proces PCR inhibovan nebo dochézet k
nespecifické amplifikaci. Dalsi nedilnou soucasti jsou primery, jez umozni prokazat, zda
cilovy tisek DNA nese specifickou sekvenci ¢i nikoli. Taq polymerdza zprostfedkovava
replikaci specifického fragmentu. Jako stavebni kameny pro syntézu nového vlakna slouzi
deoxyribonukleotidtrifosfaty (ANTP) ¢étyt typa - dATP, dTTP , dCTP a dGTP. Dulezitou
soucasti smesi PCR tvoii také hotecnaté kationy. Predstavuji kofaktory DNA polymerazy,
kdy kontroluji kontakty fosfatovych skupin a aktivniho mista DNA polymerazy. Také op-
timalni koncentrace hotecnatych iontl je pti PCR velmi dilezité, protoze pti vyssich kon-
centracich mize dochazet k tvorbé nespecifickych produktu [56, 57, 62].

Metoda PCR se provadi v tzv. termocyklérech. Jedna se o cyklické opakovani tfi na sebe
navazujicich krokil. Prvnim krokem je denaturace deoxyribonukleové kyseliny na 2 fetézce
ssDNA. Druha faze spoc¢iva v ochlazeni vzorku, primery nasedaji na komplementarni sek-
vence ssDNA (angl. ,,annealing®). V poslednim kroku zprostiedkovava Taq DNA polyme-
raza prodluzovani vlaken od 5 konce ke konci 3’(angl. ,,extension®). V prub¢hu prvniho
cyklu PCR pokracuje syntéza nového useku za stanoveny usek, ale pii dalSich cyklech je
jiz syntéza useku ohranicena primery [56, 57]. Kazdy cyklus v PCR teoreticky zdvojnasobi
mnozstvi amplifikovaného fragmentu DNA. Jedna se v podstaté o logaritmicky nardst po-
¢tu kopii, kterych jsou v zavéru PCR piinejmensim miliony. Za optimalnich podminek se

amplifikuje se pouze urcita ¢ast DNA, ostatni useky DNA se neamplifikuji [57].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

34

II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem prace je Vv teoretické ¢asti zpracovani literarniho pichledu, ktery se zabyva

1) zékladni charakteristikou obilovin,

2) intoleranci obilného lepku, ktera se projevuje jako onemocnéni celiakie,

3) HLA systémem, ktery vyznamn¢ souvisi s genetickou vnimavosti k celiakii,

4) molekularné-biologickymi metodami k ur€ovani HLA znaka.

V praktické ¢asti je prace zaméiena na soucasné moznosti molekularné-biologického vy-
Setfeni HLA znaki u celiakie provadéného na Ustavu imunologie ve Fakultni nemocnici
v Olomouci, zejména na

1) provedeni a interpretaci metody PCR-SSP, ktera se vyuziva k detekci HLA variant pre-
disponujicich k celiakii;

2) porovnani riznych pfistupi k vySeteni rizikovych variant metodou PCR-SSP, véetné
jejich vzéjemného porovnani a oveteni vysledki;

3) zpracovani dat o vyskytu jednotlivych HLA-DQ heterodimert u pacientli s podezienim

na celiakii za roky 2012 a 2013.
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6 MATERIAL A METODY
6.1 Chemikalie

Nazev
Agarosa
CaCl,
EDTA
dNTPs
Ethanol
Etidium bromid
Glycerol
H,O

H3BO;
MqCl,

NaCl
(NH4)2S04
Proteinaza K
Sachardza
SDS
Spermidin
Taq DNA polymeraza
Tris HCI
Trizma-base
TritonX100
Tween 20

6.2 Pristrojové vybaveni
Nazev

Centrifuga Hettich 16 R (izolace DNA)
Centrifuga MLW T 62.1 (PCR-SSP)

Vyrobce

Serva, Némecko

Sigma, Ceska republika
Sigma, Cesk4 republika
Sigma, Ceska republika
Fagron, Ceska republika
Top-Bio, Ceska republika
Sigma, Cesk4 republika
Fresenius, Ceské republika
Sigma, Ceska republika
Sigma, Ceska republika
Serva, Némecko

Sigma, Cesk4 republika
Serva, Némecko

Lachner, Ceska republika
Serva, Némecko

Sigma, Ceska republika
Top-Bio, Ceska republika
Sigma, Ceska republika
Sigma, Ceska republika
Serva, Némecko

Sigma, Ceska republika

Vyrobce

Hettich, Némecko
Hettich, Némecko

Kodac, Ceska republika
AD Instruments, UK

Dokumentacni systém Gel Logic 112 Systém
Elektronické vahy AND - FA 200
Flow-box SKAN - B48S Life Science Solutions, Spanélsko

Fotoaparat Digimage systém Biotech, Cesk4 republika
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Fotoaparat Polaroid DS34

Izolator DNA NorDiag Arrow 8.31.01
Mikrovinka Le cygne electronics
Minicentrifuga MINI-LABNET

pH metr Jenway 3310
Spektrofotometr Nanodrop ND-1000
Termoblok Grant QBT1

Polaroid, USA

NorDiag, Norsko

Sportif Groupe, Ceska republika
LabNet, Korea

Omega, USA

Thermo Scientific, USA

Grants Instrument, UK

Termocykler DNA Biometra Professional basic ~ Biometra, Némecko
Termocykler DNA ENGINE TETRAD 2 MJ Research, USA
Ttepacka Vortex VX-100 VELP Scientifica, Italie
UV-transiluminator MEB 20 Ultralum Ultra-Lum

Zdroj napéti Bio-Rad PowerPac 300 Major Science, Taiwan

6.3 Pouzity material

Vychozim biologickym materidlem byla periferni Zilni krev odebrana venepunkci pacien-
tim indikovanym k vySetfeni asociace HLA systému s celiakii. Krev byla odebrana do
zkumavek s K3EDTA. Vzorky krve byly ziskany od pacientd z Fakultni nemocnice
v Olomouci, zejména z Détské kliniky. VSichni pacienti byli vybrani na zakladé svého

informovaného souhlasu.

6.4 lzolace DNA

Prvnim krokem u molekuldrné genetickych technik byva v tad¢ piipadl izolace nukleo-
vych kyselin (NK), zde konkrétné izolace DNA. Kontaminace DNA mtiZe vyrazné ovlivnit
vysledky analyz, proto je velmi dulezité zachovat pti praci Cisté prostiedi. Mozna kontami-
nace vzorku jinou DNA (napt. produkty PCR) mutze ve vysledku podat falesné pozitivni
nebo neinterpretovatelné vysledky [63].

Pro izolaci DNA byly v této diplomové praci zvoleny tii laboratorni metody, a to vysolo-
vaci technika dle Millera [64], komer¢ni mikroizolace DNA na kolonce a poloautomaticka

extrakce pomoci pristroje Arrow Blood DNA.

6.4.1 Izolace DNA z Kkrve vysolovaci technikou

Chemikalie:
- roztok LB1 (300 mM sacharoza, 10 mM Tris Cl pH 7,5, 5 mM MgCl,, 1% Tri-
tonX100)
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roztok R (10 mM Tris pH 7,5)

roztok proteinazy (40% glycerol, 10 mM Tris pH 7,5, 1 mM CaCl,, 20 mg/ml pro-
teinaza K)

roztok P (10 mM TrisCl, 40 mM EDTA, 4 mM CacCl,, 300 mM NaCl, 4% SDS)
NaCl

96% ethanol

70% ethanol

10 mM Tris pH 8

Postup:

1.
2.

6.4.2

Ze vzorku krve je nejdiive odpipetovano a zamrazeno 0,5 ml krve jako zaloha.

Do zbyvajiciho objemu (5-10 ml) vzorku je pfidan roztok LB1, do celkového ob-
jemu 45 ml.

Poté je vzorek protiepan, dojde k 1yze bun¢k a nasledn¢ je centrifugovan 5°/4000
rpm.

Supernatant je slit do odpadni nadoby a k sedimentu je ptidano 5 ml roztoku R.
Dikladnym tiepanim dochazi k rozbiti sedimentu, vzorek je centrifugovan 5°/4000
rpm.

Supernatant je slit a k sedimentu je ptidano 930 ul roztoku R. Po rozbiti sedimentu
je ptidano 40 ul proteazy a 370 ul roztoku P.

Zkumavka se vzorkem je vlozena do termostatu a inkubovana ptes noc pii 37°C. Po
vytaZeni z termostatu a ochlazeni na pokojovou teplotu je pfidano 400 pl 5SM NaCl.
Vzorek je protiepan a nasledné centrifugovan 15°/4000 rpm/RT. Po centrifugaci je
supernatant pielit do 2 ml mikrozkumavky a centrifugovan 10°/14 000 rpm/RT.

Po presunuti do flow-boxu je supernatant ptelit do 15 ml zkumavky a DNA vysra-
zena piidanim 3,5 ml 96% ethanolu. Nasledn¢ je vzorek dvakrat promyt v 0,5 ml
70% ethanolu a ptepipetovan do Sroubovaci 1,5 ml eppendorfky a rozpustén zahia-
tim po dobu 5" pi1 70°C v 10 mM Tris pH 8.

DNA je skladovana v lednici, popf. mrazaku.

Mikroizolace pomoci QIAamp DNA Blood Mini Kit (Obr. 9)

Chemikalie:

QIAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Hilden, Némecko (nazvy roztoku jsou
uvedeny podle originalniho navodu)

ethanol absolutni
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Postup:

1.

2.

10.

Do 1,5ml sterilni mikrozkumavky je napipetovano 20 ul QIAGEN proteazy, dale
200 pl krevniho vzorku pacienta a 200 ul AL pufru.

Smés je 15 vtefin tfepana na vortexu a poté 10 minut inkubovana v termobloku pfi
56°C.

Mikrozkumavka je poté kratce centrifugovana, k obsahu je pfidano 200 ul 96%
ethanolu a nasledné je vzorek tfepan 15 vtefin na vortexu.

Vysledna smés je prelita do filtra¢ni kolonky vlozené ve 2 ml mikrozkumavce a
centrifugovana 1°/8000 rpm/20°C.

Filtra¢ni kolonka je pfemisténa do nové 2 ml mikrozkumavky a stara zkumavka i s
filtratem je vyhozena. Do kolonky je napipetovano 500 pl promyvaciho roztoku
AW1 a centrifugovano 17/8000 rpm/20°C.

Filtra¢ni kolonka je opét piemisténa do nové 2 ml mikrozkumavky a stara s filtra-
tem je vyhozena a do kolonky je napipetovano 500 pl roztoku AW?2.
Mikrozkumavka s filtraéni kolonkou je centrifugovana 3°/14000 rpm/20°C. Filtrac¢-
ni kolonka je vlozena do 1,5 ml mikrozkumavky s ustfizenym vrskem a ptivodni 2
ml mikrozkumavka s filtratem je vyhozena.

Do filtra¢ni kolonky je napipetovano 210 pul eluéniho AE roztoku a inkubovano 3
minuty pii pokojoveé teploté (rozpousténi DNA).

Filtra¢ni kolonka je umisténa v 1,5 ml mikrozkumavce je centrifugovana 1°/8000
rpm/20°C, poté je kolonka vyhozena a je ponechana 1,5 ml mikrozkumavka s filtra-
tem obsahujicim DNA, ktera je nasledné piepitetovana do 1,5ml Sroubovaci mik-
rozkumavky s vickem s tésnénim.

Zkumavka je oznacena identifikaénim ¢islem vzorku. Izolovana DNA je uchovava-

na v lednici, pfipadné v mrazicim boxu [65].
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Obr. 9: Schéma mikroizolace DNA, upraveno podle
materialii firmy Qiagen [65].
6.4.3 Izolace pomoci pristroje Arrow (NorDiag, Norsko)

Automaticky izoldtor DNA NorDiag Arrow pracuje na principu extrakce DNA pomoci

magnetickych mikrokuli¢ek. UmoZiluje provadét izolaci az z dvanacti vzorkli najednou.
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Chemikalie:

- izolaéni souprava Arrow Blood DNA 500 - cartridges s roztoky k izolaci, jednora-

zové pumpicky, jednorazové Spicky
Postup:

1. Soucasti sady Arrow Blood DNA 500 jsou jednorazové pumpicky s pipetovacimi
Spickami a cartridges (kazety) s reagenciemi. Do priistroje se navic vkladaji 1,5 ml
mikrozkumavky se vzorkem Krve a prazdné eluéni 1,5 ml mikrozkumavky pro za-
chyceni DNA.

2. Pristroj provadi izolaci DNA v n¢kolika krocich. Nejdiive dochazi k 1yze bunék,
poté je DNA v lyzatu navazana na magnetické ¢astice, DNA na ¢asticich je nékoli-
krat promyta a separovana mezi kazdym promytim pomoci magnetického pole.

3. Komplex ¢astic s DNA je resuspendovan v elué¢nim pufru pti vyssi teploté a purifi-
kovana DNA bez magnetickych ¢astic je separovana do elu¢ni mikrozkumavky.

4. Pro izolaci byl pouzit protokol pro izolaci DNA z 500 ul krve s cilovym elu¢nim
objemem 300 pl pufru pro rozpusténi ziskané DNA.

5. Roztok DNA je po eluci po dokonceni protokolu piepipetovan do 1,5 ml Sroubova-

ci mikrozkumavky s vickem s t€snénim oznacené identifikacnim ¢islem vzorku.

6.5 Méreni koncentrace DNA
Pro méfeni koncentrace DNA ve vzorku je vhodna metoda spektrofotometrie. Maximum
absorbance DNA spada do oblasti vinové délky 260 nm. Cistota nukleové kyseliny se zjisti

podle poméru absorbance pti 260nm/280nm. Optimalni hodnota tohoto poméru spada do

rozmezi 1,8 — 2,0 [63].

Chemikalie:

- elu¢ni AE pufr, QIAGEN, Hilden, Némecko

- deionizovana voda
Postup:
Meéieni koncentrace DNA se provadi pomoci piistroje NanoDrop ND-1000 a piislusného
ovladaciho a databazového programu ND-1000 V3.5.2. Pro inicializaci jsou pouzity 2 pl
deionizované HyO a jako ,,blank* roztok 2 pl AE pufru. Proméfuje se 2 ul jednotlivych

vzorkli DNA a v programu se znaci ptislusnym identifikaénim kodem.
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6.6 Priprava agarézového gelu, elektroforéza

Elektroforéza se uskuteciiuje ve vhodném nosici, kterym byva nejcastéji agarozovy ¢i po-

lyakrylamidovy gel [63]. Pti této diplomové praci byl vyuzivan 2% agardzovy gel. Elektro-

foréza na agar6zovém gelu zde byla vyuzita k rozdéleni a prikazu produkti PCR (ampli-

kont).
Chemikalie:

- agaroza

- ethidium bromid, vodny roztok 10mg/ml, vysledna koncentrace v gelu 0,5 pg/ml

- 0,5x koncentrovany TBE pufr, (fedéni 5x TBE pufru - 0,5 mol/l TrisCl, 0,66 mol/I
H3BO3 a 5 mmol/l)

- EDTA

Postup:

1. Do Erlenmayerovy banky jsou navazeny 2 g agarozy.

2. Je prilito 100 ml 0,5x TBE pufru, povateno v mikrovinné troubé a v momenté, kdy
je agar6za dokonale rozpusténa a homogenizovana je baiika pfemisténa do vodni
lazné.

3. Pti dosazZeni teploty 70 °C jsou do roztoku napipetovany 4 ul roztoku etidium bro-
midu a obsah bariky je opatrné promichan krouzivym pohybem.

4. Roztok je poté nalit na pfipravenou misku s hiebinky v drazkach. Gel se necha
ztuhnout cca 30 minut do mlé¢ného zakaleni.

5. Po vyjmuti hiebinkt se gel pfenese do horizontalni elektroforetické komurky s
elektroforetickym pufrem (0,5x TBE putfr).

6. Jednotlivé PCR produkty jsou nanaseny pomoci vicekanalové pipety. Mezi kazdym
nanesenim je pipeta promyta v elektroforetickém pufru.

7. Po naneseni vzorkl na gel je komora uzaviena a zapnut zdroj napéti (Obr. 10), na
kterém je nastaveno 130 V a ¢as 20 minut.

8. Po ukonceni elektroforézy je gel polozen na plochu UV transluminatoru a po oza-
feni UV svétlem je obraz gelu vyfocen na analogovy snimek pomoci Polaroidu ne-
bo je provedena fotodokumentace elektronicky pomoci piistroje Kodak Gel Logic
systém (Obr. 11).

9. Software pfistroje Kodak Gel Logic systém umozni zachyceni a analyzu obrazu

pfimo na monitoru nebo po vytisténi.
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Obr. 11: Fotodokumentace pomoci pristroje Kodak Gel Logic system.
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6.7 Urceni HLA variant rizikovych pro celiakii pomoci kompletni geno-
typizace HLA-DQ lokusii

Podstatou tohoto piistupu je provedeni kompletni genotypizace lokusit HLA-DQB1, event.
HLA-DQAT1 pomoci metody PCR-SSP. Cilem je efektivné a jednozna¢né rozlisit kombi-
naci HLA alel/alelickych skupin u vySetfovaného jedince. S vyuzitim $irsi sestavy speci-
fickych primert, které cili na vybrané polymorfni pozice HLA gend, tak ziskdvame na
vySetiovanych lokusech kompletni HLA-genotyp [66, 67]. Z genotypu pak odvozujeme
ptitomnost rizikovych alel (HLA-DQB1*02,*03:02; HLA-DQA1*03,*05; viz ,,Interpreta-
ce vysledk* v dal§im odstavci). VySetfeni provadime tak, ze za¢neme genotypizaci lokusu

HLA-DQBI a dale pokracujeme dle vysledku (tzv. ,,stavebnicovy* pfistup, Obr. 12).

DQ2 DQs8
DQB1*low DQB1*low
DQB1*02 DQB1*0302/05
+ - }iné vylouéeno
/ subtyp DQB1*03
DQA1*Invitrogen l
DQB1*0302/05
DQA1*05 + -
+ -
DQA1*Invitrogen
DQA1*03
' _\‘
DQ2 pozitivni DQ2 negativni DQ8 pozitivni DQ8 negativni

Obr. 12: Schéma postupu a interpretace pri vysetreni heterodimerit DQ2 a DQS8 (pou-

Zita predchozi nomenklatura HLA systému,).
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Interpretace vysledkii vySetieni pii kompletni genotypizaci HLA-DQ lokusi:

Pozn. Vysledny genotyp musi byt soucasti vysledku — umozni hodnotit i pozitivitu jednot-
livych rizikovych alel (napt. HLA-DQB1*02), nejen heterodimert.

Heterodimer DQ2

Neni-li ve vysledku DQB1*02, je komentat ,,Heterodimer DQ2 (DQA1*05, DQB1*02)
negativni‘.

Je-li ve vysledku DQB1*02, provadime vysetieni DQA1* , dale se fidime podle vysledku:
Neni-li ve vysledku DQA1*05, je komentat ,,Heterodimer DQ2 (DQA1*05, DQB1*02)
negativni‘.

Je-1i ve vysledku DQA1*05, je komentaf ,,Heterodimer DQ2 (DQA1*05, DQB1*02) pozi-
tivni®.

Heterodimer DQ8

Neni-li ve vysledku DQB1*03 s moznosti alel DQB1*03:02 a/nebo DQB1*03:05, je ko-
mentaf ,,Heterodimer DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02/03:05) negativni*.

Je-li ve vysledku DQB1*03 s moznosti alel DQB1*03:02 a/nebo DQB1*03:05, provedeme
subtyp DQB1*03, dale se fidime podle vysledku:

Neni-li v subtypu DQB1*03:02 a/nebo DQB1*03:05, je komentat ,,Heterodimer DQ8
(DQA1*03, DQB1*03:02/03:05) negativni‘*

Vyjde-li v subtypu DQB1*03:02 a/nebo DQB1*0305, vysetiime DQA1*, dale se fidime
podle vysledku:

Pokud nezjistime DQA1*03, je komentat ,Heterodimer DQ8 (DQA1*03,
DQB1*03:02/03:05) negativni®.

Zjistime-li DQA1*03, je komentat ,,Heterodimer DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02/03:05)

pozitivni®.

Spravny komentar k vysledku je nasledujici:
Heterodimer DQ2 (DQA1*05, DQB1*02) pozitivni / negativni
Heterodimer DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02/03:05) pozitivni / negativni

6.8 Stanoveni genotypu HLA-DQB1* low (nizké rozliSeni)

Typizacni souprava pro DQB1* lokus (firma Olerup) je tvofena jednotlivymi primerovymi
pary, které jsou komplementarni k urcitym alelam. Pokud vySetfovana DNA pfislusnou

alelu obsahuje, dojde k dokonalému navazani primera k jeji sekvenci a amplifikaci pfislus-
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né¢ho fragmentu DNA. K detekci produkti PCR reakce se pouziva elektroforéza na agaro-

zovém gelu s piidavkem etidium bromidu (popsana vyse). Produkty PCR reakce jsou pak

zviditelnény pomoci ultrafialového zatfeni. Piitomnost specifického PCR produktu je hod-

nocena jako pozitivita prislusné reakce. Vycet pozitivnich reakci je vnesen do interpretac-

niho software, ktery ur¢i konkrétni HLA alely; nasledné je provedena kontrola vysledku s

interpretacni tabulkou, ktera je soucasti ptibalového letdku soupravy.

Postup:

1.

10.

11.

Z mraznicky jsou vytahnuty originalni desti¢ky s lyofilizovanymi primery, alobal
odstiihnut a odlepen. Desti¢ky jsou popsany ¢islem vySetfované DNA a vlozeny do
zakladny. Desti¢ka ma prvni zkumavku vlevo nahofe oznac¢enou ¢islem Sarze, Ktera
je zaznamenana do pracovniho protokolu. Z mraznicky je vytazena zkumavka

S Olerup Master Mixem bez Taq polymerazy.

Do 1,5 ml zkumavky je nepipetovano 60 ul PCR-H,0, 26,5 ul Master Mixu a 0,5
ul Taqg DNA polymerazy. Obsah je promichan a kratce centrifugovan.
Ke smési je pfidano 6 ul testované DNA, obsah promichan a kratce centrifugovan.
Sm¢és je rozpipetovana do vSech mikrozkumavek s lyofilizovanymi primery pomoci
davkovaci pipety po 10.

Mikrozkumavky jsou uzavieny dikladné folii nebo prouzky vrsku, desticka zcentri-
fugovana a bez spodni zakladny vlozZena do cykléru.

Na cykléru je zvolen program Dynal, objem nastaven na 10 ul. Program trva asi 1 h
20 min, v té dobé je pfipraven agar6zovy gel.

Po ukonc¢eni PCR programu je provedena elektroforéza.

K dokumentaci vysledki je pouzivan pracovni protokol, ktery je v elektronické po-
dobé.

Do pracovniho listu je pfenesena fadné oznacena fotografie gelu po ukonceni aga-
rozové elektroforézy PCR produkti.

Reakce je povazovana za pozitivni, pokud doslo ke specifické amplifikaci - kromé
kontrolniho prouzku je v draze gelu i prouzek specificky, nebo tam je jenom speci-
ficky prouzek bez kontrolniho.

Reakce je povazovana za nevalidni, pokud neni pfitomen zadny prouzek o oceka-
vané velikosti (,,vypadla‘“ reakce), nebo pokud je vysledek reakce nejasny. Prouz-
ky, které délkou jednoznacné neodpovidaji velikosti specifického nebo kontrolniho

produktu, nejsou brany Vv tvahu.
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6.9 Stanoveni genotypu DQA1*

Stanoveni genotypu lokusu HLA-DQA1 technikou PCR-SSP (firma Invitrogen) pracuje na
obdobném principu, ktery byl popsan u stanoveni genotypu DQBI1 v piedchozi podkapito-
le. Také zde vydavame cely vysledek typizace (genotyp) a komentujeme ptitomnost urci-
tych kombinaci alel (spolu s lokusem DQB1) se vztahem k celiakii. K interpretaci pouzi-

vame aktualni pracovni list a pomocnou dokumentaci.

Chemikalie:
- soupravy pro PCR-SSP od firmy Invitrogen k typizaci lokusu DQA1
- Taq DNA polymeraza
Postup:

1.  Zkrabice v mraznice je vytazena desticka s primery (jsou pod olejem) a originalni
PCR pufr (1 zkumavka pro jeden vzorek).

2. Desticka je vlozena do zakladny a je odtrzena adhezivni folie.

3. Koriginalnimu PCR puftru je piidano 80 ul PCR-H,0 a 2,4 ul Taqg DNA polymera-
zy. Obsah je promichan a kratce centrifugovan.

4. 8 ul smési je ptidano do zkumavky negativni kontroly. Ke smési je piidano 5 ul
testované DNA. Obsah je promichan a kratce centrifugovan.

5. Smés je rozpipetovana do vSech ostatnich zkumavek po 8 ul.

6.  Desticka je prelepena novou adhezivni folii, ktera je mirné ptitlacena. Desticka je
kratce centrifugovana.

7.  Desticka je vlozena do cykleru - program UNI ve slozce HLA. Po ukonceni pro-
gramu je prenesena desticka k elektroforéze.

8.  Desticka je nachystana tak, aby prvni reakce byla vlevo dole. Je nabirano 8 ul am-
plikonu (fady po 8 reakcich) v poradi zdola nahoru a nanaseno na gel odshora doli.

9. K interpretaci vysledku je pouzivan originalni formulat ,,DQA1 SSP UNITRAY
WORKSHEET* (dale pracovni list), ktery je soucasti ptibalového CD ke kitu.

10. Na pracovnim listu je vyplnéno pole Sample ID, zapsana sarze kitu, datum exspirace
Kitu, datum vysetieni a Sarze polymerazy.

11. Do pracovniho protokolu je pienesena fadn¢ oznacena fotografie gelu.

12.  Vyhodnocuje se kazda PCR reakce — do protokolu se zapise pozitivni reakce a
nevalidni reakce.

13. Vysledek se vyhodnocuje tak, aby byly pokryty ziskané pozitivni reakce reakcemi
o¢ekavanymi pro jednu DQAL alelu nebo kombinaci dvou DQAL alel. Tyto alely
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jsou zapsany do tadku ,,Ist match DQA1*“ a ,,2nd match DQAT*. K alelam do
radku je zaktizkovana jejich ocekavana reaktivita (pozitivni reakce).

14. Je zkontrolovano, zda né&jaka pozitivni reakce nechybi nebo nepiebyva proti pozo-
rovanému vysledku.

15. Vysledek (jednu nebo dvé alely) je zapsan do pole ,,High Resolution Typing Re-
sult®.

6.10 Cilena detekce HLA variant rizikovych pro celiakii

Pro provedeni techniky PCR-SSP pro tcely piimé molekularné genetické detekce vybra-
nych rizikovych HLA znakt pouzivame komeréni soupravu BAG-Histotype-Celiakie (fir-
ma BAG Healthcare). Tato souprava pracuje na obdobném principu (PCR-SSP) jako sou-
pravy pouzivané k urceni kompletniho genotypu na lokusech HLA-DQAL a DQB1. Na
rozdil od téchto souprav se vSak zaméfuje na konkrétni alely/alelické skupiny v lokusech
HLA-DQBI1 a DQAL, které jsou asociovany s celiakii. Vysledkem vysetieni je vyjadieni o
pfitomnosti téchto alel u pacienta (pozitivni/negativni), pfiCemz nezjistujeme kompletni
genotyp pacienta. Vysledkem je tedy ptitomnost/nepiitomnost nasledujicich HLA alel:
DQB1*02 +/-

DQA1*05  +/-

DQB1*03:02 +/-

DQA1*03  +/-

Chemikalie:
- souprava pro PCR-SSP od firmy BAG Healthcare k typizaci alel asociovanych
s celiakii
- Taq DNA polymeraza
- H,O pro PCR
Postup:
1.  Zkrabice je vytazen pozadovany pocet testil s primery a originalni PCR puffr.
2. Jeden test sestava ze tii fad po 8 zkumavkach. Podle poctu vzorku je pfipraven po-
zadovany pocet testli a oznaceny Cisly vySetfovanych DNA.
3. Do 1,5 ml zkumavky je napipetovano 239 ul PCR-H,0, 28 ul 10x koncentrovaného
originalniho pufru a 7 pul Taq DNA polymerazy. Obsah je promichan a kratce cent-

rifugovan.
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10.

11.

12.

13.

14.

10 pl smési bez DNA je piidano do zkumavky s negativni kontrolou. Ke smési je
ptidano 6 pl testované DNA, obsah promichan a kratce centrifugovan.
Smés je rozpipetovana do vSech ostatnich zkumavek po 10.

Na desticku je ptelepena adhezivni folie a diikladné piitlacena. Platek je kratce cen-
trifugovan.
Desticka je vlozena do cykléru (Tab. 1) a je spustén program uréeny pro tento ko-
mer¢ni kit. Po ukonéeni PCR programu je provedena elektroforéza.

K dokumentaci vysledki je pouzivan formulaf (interpretacni list), ktery je soucasti
komeréniho kitu.

Do pracovniho listu je pfenesena fadné oznacena fotografie gelu po ukonceni aga-
r6zove elektroforézy PCR produktii soupravy.

Kazda PCR reakce je zvlast’ vyhodnocena, do pracovniho listu jsou zapsana ¢isla
pozitivnich reakci a nevalidnich reakci. Pozorované pozitivni reakce odpovidaji
HLA alelam/alelickym skupinam, které jsou nasledné odvozeny. Je zkontrolovano,
zda né&jaka pozitivni reakce nechybi nebo nepiebyva proti pozorovanému vysledku.
Je rozhodnuto o pozitivité nebo negativité vysetiovaného pro nejvyznamngéjsi zna-
ky DQB1*02, DQB1*03:02/03:05, DQA1*05, DQA1*03 a vysledky jsou zapsany
do pracovniho listu.

Na zakladé ptitomnosti uvedenych znaku je rozhodnuto o pozitivité nebo negativité
heterodimert ,,DQ2“ a ,,DQ8*.

Jsou-li u vySetfovaného zaroven pozitivni znaky DQB1*02 a DQAT1*05, je “Hete-
rodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05) pozitivni”. V opaéném piipadé je “Heterodi-
mer DQ2 (DQB1*02, DQAT1*05) negativni”.

Jsou-li u vySetfovaného zarovenl pozitivni znaky DQB1*03:02/03:05 a DQA1*03,
je “Heterodimer DQS8 (DQB1*03:02/03:05, DQA1*03) pozitivni”. V opacném pii-
padé¢ (i kdyz je pozitivni jen jeden z téchto znakl) je “Heterodimer DQS8
(DQB1*03:02/03:05, DQA1*03) negativni”.
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6.11 Podminky amplifikace v termocykléru pro soupravu BAG-

Histotype-Celiakie

Program - KROK Teplota Cas Podet cykli
Prvni denaturace 96 °C 5 min 1 cyklus
Denaturace 96 °C 20 sek 5 cykla
Annealing+ProdlouZeni 68 °C 1 min
Denaturace 96 °C 20 sek 10 cykla
Annealing 64 °C 50 sek
ProdlouZeni 72 °C 45 sek
Denaturace 96 °C 40 sek 15 cykla
Annealing 61 °C 50 sek
ProdlouZeni 72 °C 45 sek
Koneéné prodlouZeni 72 °C 5 min 1 cyklus

Tab. 1: Podminky amplifikace v termocykléru.

6.12 Hodnoceni naleza ve vztahu k celiakii

Na zéklad¢ zhodnoceni ptfitomnosti/nepfitomnosti rizikovych HLA alel a jejich kombinaci

se muzeme vyjadrit k predispozici k celiakii u konkrétniho vySetfovaného jedince. Zave-

re¢na interpretace u béznych vysledki je uvedena v Tabulce 2. Ptiklady hodnoceni n¢kte-

rych méné Castych a problematickych vysledki jsou uvedeny Tabulce 3.

Genotyp

Sérologicky ekviva-
lent

Hodnoceni

DQA1*05:01-
DQB1*02:01

DQ2 pozitivni

vysoka predispozice k celiakii

DQA1*05:05-
DQB1*03:01
soucasng s
DQA1*02:01-
DQB1*02:02

DQ2 pozitivni

vysoka predispozice k celiakii

DQA1*05:05-
DQB1*03:01
bez druhé predispozi¢ni
alely

DQ2 negativni

nehodnotitelna predispozice k celiakii

DQA1*02:01-
DQB1*02:02
bez druhé predispozi¢ni
alely

DQ2 pozitivni!!!!

nizka predispozice k celiakii!!!!
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DQA1*03:01- e ; . . N
DOB1*03:02 DQ8 pozitivni vysoka predispozice k celiakii
Vsechny HLA-DQ genotypy,
které neobsahuji ani jednu z alel vazanych celiakie vysoce nepravdépodobna!!!
s celiakii

Tab. 2: Hodnoceni ndlezii ve vztahu k celiakii.

Sérologicky ekvi-

Hodnoceni
valent

Genotyp

DQA1*05:05 DQB1*03:01 DQ2 pozitivni
DQA1*03:03 DQB1*02:02

vysoka predispozice k celiakii

DQA1*05:05 DQB1*04 DQ?2 pozitivni
DQA1*02:03 DQB1*02:02

vysoka predispozice k celiakii

DQA1*05:01 DQB1*02:01 DQ2 pozitivni
DQA1*03:03 DQB1*02:01

vysoka predispozice k celiakii

DQA1*05:05 DQB1*03:01 DQ8 pozitivni
DQA1*03:03 DQB1*03:02

nedolozitelna predispozice k celiakii

DQA1*02:01 DQB1*03:03
DQA1*05:05 DQB1*03:01

nehodnotitelna predispozice k celiakii

Tab. 3: Problematické nalezy HLA-DQ genotypu a jejich interpretace.

6.13 Validace metody stanoveni HLA znaku asociovanych s celiakii
metodou PCR-SSP pomoci soupravy BAG-Histotype-Celiakie
Chemikalie:

- souprava BAG HealthCare — HISTO TYPE Celiac Disease

- Taq polymeréaza

- H,O pro PCR
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Zpisob validace:

Genotypizace referencnich vzorkd, u kterych jiz bylo vySetieni provedeno genotypizaci
kompletnich lokustt HLA-DQB1 a DQAL.

Kritérium validace:

Soulad (kompatibilita) mezi vysledkem ziskanym genotypizaci kompletnich lokust HLA-
DQB1 a DQA1 jiz validovanou metodou. Stavajici metoda byla pravidelné¢ ovéfovana sys-

témem externiho hodnoceni kvality (typizaci neznamych vzorki).
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7 VYSLEDKY

7.1 Reprezentativni priklady uréovani HLA alel predisponujicich

k celiakii pomoci metody PCR-SSP

Vyhodnoceni vysledkt vySetfeni HLA znakt predisponujicich k celiakii pomoci metody
PCR-SSP (souprava BAG-Histotype-Celiakie) je u vybraného pacienta demonstrovano na
obrazcich 13 a 14. Obrazek 13 znazoriuje inverzni obraz gelu po agarézové elektroforéze
s vysledky genotypizace. Vysledky (pozitivni reakce) jsou nasledné pfeneseny do interpre-
tacniho listu, kde je vyhodnocena pfitomnost rizikovych alel (Obr. 14). Na dalSich obraz-
cich jsou pak ukazany a interpretovany dalsi bézné vysledky vySetfeni u tii pacientt, které
odpovidaji vysoké predispozici k celiakii (Obr. 16 a 17), nebo celiakii vylucuji (Obr. 15).

Podkladem pro finalni interpretaci vysledkt ve vztahu k celiakii je Tabulka 2 v kapitole 9.

L

Obr. 13: Fotografie gelu s vysledky genotypizace variant
rizikovych  pro  celiakii  (souprava BAG-Histotype-
Celiakie, celkem 23 PCR). V reakcich ¢. 2, 12, 13, 14, 15
a 18 (jamky v poradi zleva doprava, shora doli) vidime
kromé kontrolniho produktu i produkty specificke, které
vzhledem Kk mensi molekulové  hmotnosti  migruji

V agarozovém gelu rychleji. Vpravo nahore je umistén
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[

PCR marker (Firma Olerup) pro ovérent pritbéhu elektro-

forézy.
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Obr. 14: Interpretacni list pro soupravu BAG-Histotype-Celiakie, ktery odpovidad vy-
sledkiim genotypizace z Obr. 13. Pozitivni reakce 2, 12, 13, 14, 15 a 18 byly zaznaceny
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v hornim radku interpretacni tabulky a podle nich odvozena pozitivita jednotlivych alel
(vyznaceno cervené v levem sloupci tabulky). V tomto pripade byla ze sledovanych alel
zjistena pritomnost variant DOB1*03:02 a DOA1*03:01, coz odpovida pozitivite pro
heterodimer DQS8 (vysokad predispozice k celiakii).

Obr. 15: Fotografie gelu svysledky genotypizace
soupravou BAG-Histotype-Celiakie — pacient 1. Zad-
na pozitivni reakce, rizikové alely nepritomny. Tento
vysledek miuzZe byt pozorovan napt. pro genotyp
HLA-DQBI1*05,*06 (celiakie vysoce nepravdeépo-
dobna).
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Obr. 16: Fotografie gelu svysledky genotypizace
soupravou BAG-Histotype-Celiakie — pacient 2. Po-
zitivni reakce ¢. 2, 5, 6, 12, 13, 14, 15, 18, 19. Odecet
z  interpretacniho  listu  indikuje  pozitivitu
DQB1*02:01, DQB1*03:02, DQA1*03:01 i
DQAI*05:01; ve vysledku je heterodimer DQZ2 i
DQS pozitivni (vysoka predispozice k celiakit).

Obr. 17: Fotografie gelu svysledky genotypizace
soupravou BAG-Histotype-Celiakie — pacient 3. Po-
Zitivni reakce ¢. 1, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 15, 19, 23. Ode-
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Cet z interpretacniho listu indikuje pozitivitu
DQB1*02:01, DQB1*03:01, DQA1*05:01 a
DQAI1*05:05; ve vysledku je heterodimer DQ2 pozi-
tivni a DQ8 negativni (vysoka predispozice

k celiakii).

7.2  Vysledky validace soupravy BAG-Histotype-Celiakie

OdzkouSeni metodiky na vybranych referen¢nich vzorcich dle navodu vyrobce
Metoda byla odzkouSena provedenim testovacich vysetfeni postupné na péti vybranych
vzorcich DNA dle navodu v pfibalovém letaku firmy BAG. Vybrané vzorky pokryvaly
nejdilezitéj$i kombinace vysledkll (pfitomnost rizikovych alel pro celiakii). Mnozstvi Taq
polymerdzy a DNA bylo upraveno na koncentrace pouzivané v laboratofi. Vysledky vySet-
feni ve vSech piipadech odpovidaly ptedpokladiim (Tab. 4).

Paralelni otestovani vzorkii dvéma porovnavanymi metodami

Sest nahodn& vybranych vzorkd k vysetieni HLA-DQ2 a HLA-DQ8 z rutinniho provozu
laboratofe bylo vySetfeno paraleln¢ metodou plivodni (kompletni genotypizace lokusii
HLA-DQB1 a DQAZ1) a validovanou (souprava BAG-Histotype-Celiakie). Vysledky obou

metod byly v souladu u vSech testovanych vzorkt (Tab. 4).
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¢.DNA Stavajici metoda Validovana metoda Soulad
(kompletni DQB1, DQAI typi- (Histotype Celiac Disease) | vysledku
zace)
Heterodimer | Heterodimer | Heterodimer | Heterodimer
DQ2 DQ8 DQ2 DQ8
Krok 1 - Primarni odzkou$eni metodiky
15915 pozitivni negativni pozitivni negativni ano
15937 negativni negativni negativni negativni ano
15944 pozitivni pozitivni pozitivni pozitivni ano
15973 pozitivni negativni pozitivni negativni ano
15974 negativni pozitivni negativni pozitivni ano
Krok 2 - Paralelni otestovani vzorki
16779 negativni negativni negativni negativni ano
16785 pozitivni negativni pozitivni negativni ano
16786 pozitivni negativni pozitivni negativni ano
16789 pozitivni negativni pozitivni negativni ano
16793 pozitivni negativni pozitivni negativni ano
16796 pozitivni negativni pozitivni negativni ano

Tab. 4: Tabulka uvadéjici vysledky validace metody typizace soupravou BAG-Histotype
Celiakie (Histotype Celiac Disease) porovnanim s kompletni genotypizaci DOBI a DQA1

lokusii. Na zdklade vyse uvedenych vysledku byl validacni test schvalen jako uspésny.

7.3  Prehled vysledki vySetieni alel rizikovych pro celiakii pomoci
soupravy BAG-Histotype-Celiakie

S cilem podat piehled o vySetieni rizikovych alel pro celiakii na Ustavu imunologie ve
Fakultni nemocnici v Olomouci byly zpracovany vysledky za roky 2012 a 2013. Celkové
bylo vysetieni (genotypizace) rizikovych alel provedeno u vzorkit DNA od 120 pacientl za
rok 2012 a od 59 pacientt za rok 2013. Jednalo se pievazné o pacienty z Détské kliniky FN
Olomouc. Ze 120 pacientti vySetienych za rok 2012 (Obr. 18) bylo 51 (42,5 %) pozitivnich
pouze pro heterodimer DQ2, 17 (14,2 %) pro heterodimer DQ8 a 2 pacienti pro oba hete-
rodimery (1,7 %). U zbyvajicich 50 pacienti (41,7 %) nebyl zjistén ani jeden
z vySetfovanych heterodimert. Z 59 pacientti vySettenych v roce 2013 (Obr. 19) bylo 29
(49,2 %) pozitivnich pro DQ2 heterodimer, 4 (6,8 %) pro DQS8 heterodimer a 3 pacienti
(5,1 %) byli nosici obou heterodimert. Ostatni pacienti (N=23; 39%) nebyli nosici ani jed-
noho z heterodimertt DQ2 nebo DQS (Obr. 20).
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¥ Celkem pacientu pozitivnich
na heterodimeru DQ2, DQ8

¥ Celkem pacienti pozitivnich
na heterodimeru DQ2

B Celkem pacienti pozitivnich
na heterodimeru DQ8

¥ Celkem pacientt negativnich
na heterodimeru DQ2, DQ8

Obr. 18: Graf znazornujici prehled vysledkii vySetieni rizikovych variant pro celiakii

(heterodimery DQ2, DQS8) u pacientii za rok 2012.

B Celkem pacientu pozitivnich
na heterodimeru DQ2, DQ8

¥ Celkem pacientu pozitivnich
na heterodimeru DQ?2

B Celkem pacientt pozitivnich
na heterodimeru DQ8

B Celkem pacientii negativnich
na heterodimeru DQ2, DQ8

Obr. 19: Graf znazornujici prehled vysledkii vysetreni rizikovych variant pro celiakii

(heterodimery DQ2, DQS8) u pacientii za rok 2013.
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8 DISKUZE

V této diplomové praci jsou stru¢né shrnuty dosavadni poznatky o bilkovinach obilovin,
intoleranci obilné bilkoviny lepku, ktera se projevuje jako celiakie, a molekularné genetic-
kych metodach (zalozenych na PCR) vyuzivanych pii diagnostice dédicné vnimavosti
k onemocnéni celiakii. Diplomova prace uvadi srovnani metod pouzivanych k diagnostice
predispozice k celiakii na Ustavu imunologie FN Olomouc. Soudasti prace je prehled vy-
sledkti vySetieni rizikovych variant lokust HLA-DQB1 a HLA-DQA1 u pacientt
s podezienim na celiakii pomoci komercniho kitu BAG-Histotype-Celiakie za rok 2012 a
2013 vcetné Cetnosti vyskytu jednotlivych heterodimerd DQ2 a DQS8 jako predispozi¢nich
variant u celiakie.

Za rok 2012 bylo vysetieno celkem 120 pacienti; 70 z nich (58,3 %) bylo pozitivnich ale-
spon pro jeden z heterodimerti DQ2 nebo DQ8. U téchto pacientt lze tedy vysetieni inter-
pretovat jako pritomnost silné predispozice k celiakii. U zbyvajicich 50 pacientt (41,7 %)
negativnich pro oba heterodimery lze onemocnéni vyloucit (pokud nenesou ani jednotlivé
sloZky heterodimertl) nebo je u nich predispozice k onemocnéni mirnd (zejména u nosict
HLA-DQB1*02). Podobné vysledky byly zjistény i za rok 2013: identifikovali jsme 36
nosi¢u (61%) alespon jednoho z DQ2/DQ8 heterodimeru (silna predispozice k celiakii) a
23 pacientt (39%) bez téchto heterodimert (zadna nebo mirna predispozice k celiakii).

Z porovnavani dvou piistupti pouzivanych na Ustavu imunologie FN Olomouc a zaloZe-
nych na PCR-SSP (pivodni plna HLA typizace lokust DQB1* a DQA1* a nové zavedena
cilena identifikace rizikovych alel komercni soupravou BAG-Histotype-Celiakie) je ziecj-
mé, ze jsou oba vhodné k ur¢ovani HLA alel rizikovych pro celiakii. PInd HLA typizace je
vhodna spiSe pro specializované HLA laboratoie, poskytuje vsak ,,plnohodnotny* vysledek
pro vyzkumné aplikace (napt. popula¢ni studie). Pi1 kompletni (,,up front*) genotypizaci je
vSak tento postup pomérné nakladny; postupna genotypizace (,,stavebnicovy piistup®) je
(zde souprava BAG-Histotype-Celiakie) je redukovana na jediny test, coZ je spojeno
s jednodussim provedenim a obecné nizsi cenou za vySetifeni. Nevyhodou tohoto piistupu
je nemoznost odlisit pocty kopii rizikovych variant.

Ptiblizn¢ 30 az 40 % lidi z bilé populace ma rizikovy znak HLA-DQ2 a pouze 1 % rozviji
celiakii. Mimo oblast HLA se proto piedpoklada nékolik dalSich genomovych oblasti

s pravdépodobnym vlivem na vnimavost k celiakii. Jsou lokalizovany na raznych chromo-
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zomech a spojeny s geny kodujicimi proteiny se znamou imunitni funkci, jako jsou cytoki-
ny, cytokinové receptory a chemokiny (CTLA4, IL2, IL21, CCRS3, IL12A, IL-18RAP,
RGSL1, SH2B3 a TAGAP). Jejich ptispévek ke genetické slozce celiakie je vSak pomérné
maly Ve srovnani s piitomnosti znaktt HLA-DQ2 a HLA-DQ8. Silny vztah mezi genovou
oblasti HLA a celiakii doklada Gé¢inek ptitomnosti HLA-DQ2 molekuly na vyvoj choroby.
Bylo navic zjisténo, ze HLA-DQ2 homozygotni jednotlivci maji nejméné 5 krat vyssi rizi-
ko rozvoje choroby ve srovnani S HLA-DQ2 heterozygotnimi jedinci [25, 31]. Protoze
soupravy cilené pouze na rizikové alely nejsou zpravidla schopny urcit, zda se jedna o ho-
mozygota nebo heterozygota, efekt genové davky (dvé kopie rizikové alely u homozygota
nebo jedna u heterozygota) nelze témito soupravami stanovit. K hlavnimu acelu vySetieni,
tj. vylouceni celiakie u osob bez pfitomnosti predisponujicich HLA variant, vSak tyto sou-
pravy dostacuji [31, 66].

HLA typizace nema u celiakie absolutni diagnostickou hodnotu, ale je dulezitym faktorem
vzhledem ke své negativni prediktivni hodnoté. V ptipadé chybéni HLA-DQ predisponuji-
cich alel je celiakie velmi nepravdépodobna. Naopak pozitivni vysledek znamena pouze to,
ze dany jedinec ma genetickou predispozici pro celiakii a onemocnéni se u n¢j mize rozvi-
nout. HLA typizace je béznym pozadavkem k vySetieni pii pochybnostech v diagnostice
celiakie, tj. pti nejistych nebo rozpornych vysledcich ze sérologickych testii nebo biopsie.
HLA vysetieni je také uzitecnym screeningem prvniho stupné u piibuznych pacientt s ce-
liakii vzhledem Kk vyssi prevalenci v rodinach. Rodinné studie ukazaly, ze celiakie se vy-
skytuje témét vyhradné v pfitomnosti vysoce rizikovych molekul DQ (DQ2.5, DQS8 a
DQ2.x s dvojitou davkou DQB1*02). Ve skute¢nosti je postizeno az 20 % blizkych pfi-
buznych, pozitivnich pro rizikové DQAL/DQBL1 alely. HLA typizace tedy slouzi jako
ucinny nastroj k odliSeni 0sob, které vyzaduji pravidelné klinické a sérologické kontroly
[24, 26, 27].

V tomto ohledu by podrobné vysetieni HLA-DQA1/DQB1 alel mohlo slouzit k uréeni
ptresnéjsiho rizika onemocnéni a vhodnych naslednych opatieni. Naopak negativni vysle-
dek testu ma pozitivni psychologicky dopad na jedince, kdy je riziko vzniku onemocnéni

velmi nizké[25, 31].
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ZAVER

V teoretické ¢asti této diplomové prace byl zpracovan pichled o soucasnych znalostech 0
onemocnéni celiakii. Byly zde uvedeny zéakladni informace o pti¢inach (lepek v potrave),
projevech, pribéhu a riznych typech celiakie a 0 diagnostickych moznostech u této choro-
by vcetné molekularné biologickych metod. Dale byla tato prace zaméfena piedevsim na
HLA systém v souvislosti s genetickou predispozici k celiakii. V zavéru teoretické Casti je
pak popsana metoda PCR-SSP vyuzivana pro diagnostiku onemocnéni.

V Gvodu experimentalni ¢asti byly popsany postupy pro izolaci DNA a vysetieni HLA
znakt rizikovych pro celiakii jednak pomoci kompletni typizace lokusi HLA-DQB1 a
DQAI1 podstata dale s vyuzitim soupravy pro detekci pouze vybranych alel BAG-
Histotype-Celiakie. Ve vysledkové ¢asti prace byly demonstrovany reprezentativni vysled-
ky vySetieni rizikovych alel, srovnany vyse uvedené metody k diagnostice rizikovych vari-
ant a zpracovan pichled vysledkt vysetieni predispozice k celiakii na Ustavu imunologie
ve FN Olomouc. Uvedené nalezy byly v zavéru prace diskutovany.

Celiakie je bézné multifaktorialni onemocnéni, pii kterém ptitomnost specifickych HLA-
DQA1 a HLA-DQBL1 alel predstavuje hlavni genetickou podminku pro vznik onemocnéni.
Ptestoze urCovani rizikovych HLA alel nema absolutni diagnosticky vyznam, pozitivni test
ukazuje na pritomnost genetické predispozice k celiakii (neznamena nutné vyvoj onemoc-
néni). Negativni vysledek testu ma vyznamnéjsi hodnotu, protoze se nesnasenlivost lepku
bez ptitomnosti specifickych alel HLA prakticky nevyskytuje. Protoze jsou HLA znaky
stabilnimi ,,markery* po cely zivot, jejich typizaci Ize rozlisit ve vztahu k celiakii genetic-
ky citlivé a nevnimavé jedince. HLA typizace je proto povazovana za pevnou oporu Vv dia-

gnostickém algoritmu celiakie.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

anti-EMA protilatky proti endomysiu

APC antigen-presenting cell; antigen-prezentujici bunky
Bf properdinovy faktor

DGP deaminovany gliadinovy peptid

DNA deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxyribonukleotidtrifosfaty

EDTA ethylendiaminotetraoctova kyselina

ELFO elektroforéza

EtBr Etidium bromid

HLA human leukocyte antigens

H,O destilovana voda

IEL intraepitelidlni lymfocyty

IgA alergen-specifické IgA protilatky

IgE alergen-specifické IgE protilatky

[o]€] alergen-specifické IgG protilatky

KsEDTA triethylentetraoctova kyselina

MHC hlavni histokompatibilni komplex

PCR polymerazova fetézova reakce

PCR-SSP polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery
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RR

RT

SBT

ssDNA

Taq polymeraza

TBE

TCR

TG

TNF

tTG

WHO

relativni riziko

room temperature; pokojova teplota

Sequencing Based Typing; sekvenovani

single-stranded DNA; jednovlakonova DNA

termostabilni DNA polymeréaza

Tris/borat/EDTA

receptor T-bunék

transglutaminaza

tumor necrosis factor

tkanova transglutaminédza

svétova zdravotnickd organizace
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PRILOHA PI: VYSLEDKY GENOTYPIZACI ZA ROK 2012

Cislo vzor-
ku DNA, Vysledek Hodnoceni DQ2 DQ8

2012

Leden
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17197 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17198 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17237 DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni i +
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17291 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni ) )
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17300 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17324 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17330 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17350 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + i
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni

Unor
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17359 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17366 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + i
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17380 DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni ) +
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17382 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)

17417 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i

DQA1*05 negativni
DQA1*03 negativni

Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03) negativni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
pozitivni

Lz DQAL*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
17471 DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
17474 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
17484 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
17485 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
17486 DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Brezen
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17491 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17495 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17579 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17585 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17586 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17587 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17591 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17593 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17594 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni




DQB1*02 negativni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 pozitivni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
negativni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

17596 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17598 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17599 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17623 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17632 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17637 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17638 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17639 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Duben
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17659 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17709 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17716 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17717 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17720 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17723 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17731 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 pozitivni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
pozitivni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

17740 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17741 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17748 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17750 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17752 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17755 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17762 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Kvéten
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17782 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17788 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17789 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17796 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17801 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17802 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17816 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17828 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 negativni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
negativni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

17840 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17843 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17849 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17850 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17851 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17852 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Cerven
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17858 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17863 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17896 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17899 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17922 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17924 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17928 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17929 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17932 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 pozitivni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
pozitivni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

17933 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17936 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17948 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17949 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17950 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
Cervenec
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17971 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17976 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17978 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17980 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
17981 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Srpen
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18031 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18063 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18064 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18073 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18077 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni

Zari




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 pozitivni
DQA1*05 negativni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
negativni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

18136 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18165 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18173 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18189 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18191 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Rijen
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18192 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18200 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18205 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18273 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18280 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18293 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18294 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18300 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18301 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18304 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni




DQB1*02 negativni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 negativni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
negativni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

18308 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18313 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18314 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18316 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Listopad
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18318 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18340 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18355 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18383 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18392 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18393 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
Prosinec
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18403 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18404 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18411 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18416 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18420 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
pozitivni

DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05, * i
18421 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni pozitivni n n
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18422 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
Celkem 120 53 19

pacientt




PRILOHA PII: VYSLEDKY GENOTYPIZACI ZA ROK 2013

Cislo
v;oNrKu Vysledek Hodnoceni DQ2 DQ8
2013
Leden
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni ) )
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18491 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni ) )
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18495 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18503 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni ) )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18509 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + i
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18526 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Unor
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18528 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18532 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18548 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18549 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni i i
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18581 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni ) )
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18582 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni + )
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18585 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni ) )
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18601 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 pozitivni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
pozitivni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

18603 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Brezen
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18614 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18620 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18621 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18631 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18711 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Duben
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18734 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18743 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18744 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18745 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18748 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18758 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18761 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Cerven
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18860 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18877 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni




DQB1*02 pozitivni
DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 pozitivni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
pozitivni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,

18882 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18895 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18896 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18897 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18898 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18899 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18900 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18901 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18902 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18903 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18904 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18908 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18943 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
Cervenec
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
18999 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
Srpen
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19025 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni

19029

DQB1*02 pozitivni

Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)




DQB1*03:02/03:05 negativni
DQA1*05 pozitivni
DQA1*03 negativni

pozitivni
Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03) negativni

Zari
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19033 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19034 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19035 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19042 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19044 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 pozitivni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19048 DQA1*03 pozitivni DQA1*03) pozitivni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19071 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19113 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Rijen
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19187 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19198 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19347 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19357 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 negativni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni negativni
DQA1*05 negativni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19478 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
Listopad
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
DQB1*03:02/03:05 negativni pozitivni
DQA1*05 pozitivni Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
19546 DQA1*03 negativni DQA1*03) negativni
DQB1*02 pozitivni Heterodimer DQ2 (DQB1*02, DQA1*05)
19661 DQB1*03:02/03:05 negativni negativni




DQA1*05 negativni
DQA1*03 negativni

Heterodimer DQ8 (DQB1*03:02/03:05,
DQA1*03) negativni

Celkem
pacientt

59

32




4

W

: INTERPRETACNI LIST

v 7

PRILOHA P I1I

‘SPUBQ 2108dS JOUJO 8Y) LB} 195edM 8q ARl L7 PUB 8L XIW Ul pURG dYioads 8yj | UBUOIEdY USYDSYIZads USISPUE JIp S|B UISS JOUIBMYDS UUBY |LZ PUN 8| X Ul apueg ayosyizads aiq $
i gz SI G Xiw Ut [0JUOD [BUISIUI Ay} Jo B2IS AU / dg6Z ISI G XIW U 9[|0IUCY USUISIUI 1OD 8YQID AId i /  UONOB3. %E3aM [ UOIESY

3YoEMYOS = M

[ 72
S€Z | 50Z | 00Z | 06 |sez|s8r|soL|seL|seL|spi| 56 |0zL|S8L | 002 |S0L [0St | OpL |05t (008 |/LLL] 0vL | 00Z | 022 dq ut yibusy | dg ui abue
Y JOHUOD UOHBUILIEILUOD [3]|OJUOHSUOHBUILIBIUOY -
[ L1-80°€0:10:L0-10:L0:G0:50, L YDA :
#0:50.1¥0A 5
6 £0 90 '£0:60.Lv0d =
0 20:60.LV0a b
6 $20:10 '20:L0:10°10:10:10:G0, LVOQ ks
3 10:10:€0.LYOQ =
10:20+LYOQ k3
p 80:70.1900 =
p g 20:20:+0.1800 r0ad
g 0 ¥1:€0.,900 9
€1:€0,1900 =
b 0 Z21:€0.1800 8
% 0 01:€0.190d (g)goa
0 6 P¥'60:£0.L.HDA b
4 80:€0.1900 2
20'50:20:€0.1900 a
y £0-10:10:70, 1800 / §2°02'90'€0:€0:€0, 1800 v0d /£0d
9 0 6 70:€0.190d (e)20d
€' LY'6E8E PE'EE LE 0E'9Z LL'GL F0:E0'€0:20:€0
4 -10:20:€0:€0.L90d - /(e)sDa
v 20:50°10:50'€0:20:€0.1800 £00a/(e)goa
y 2€'2€'81'L1'70:G0'€0:S0'70:20°20:20" 1 0:20:€0, 1 80A -/(e)goa
0 6 20°10:€0.1800 (e)20a
Zr'9e'se'6C
0 6 -/2'72'22°12'61'91°90:L0-€0: L0'€0: 101 0-10:L0: L 0:€0«LEOA -/{g).0a
9 $0:20.1800 %
8 £0:20.1800 zod
9 Mg0'20:20.1890d zod
. 9 $20'70'50:10-10:10:20.1 800 z20d
G9'80:€0, / BZL-L6'MOB-2L'0L-89'99'MZ0:G9-€G'MZG
y -6£'20:LE-MGE PE'MEE'ZE'MLE BZEC 12-10:10: L L1 E8HA LHa
12-NOL'60-€0'170:10-M20:10°20:10:10°10:10:10:20. 1 940 244
20:20L'L0:20k: Ly / 8E°80. / 61:€0. / ¥TL-NOZL'NELL
-LLL'60L-G6'NP6-28'NL8-79'29-CL:G0'ML L:G0-10:10:50.194A j2=[¢]
P1710.£89Q / MLLL'YOL:7 L. / SCTL'20L'SOL'E0L'ES L0 L L+
/€8'28'08
-/2'G2-NBY'NLY-EY' LP-G0:L0'€0:L0-10:10:L0°€0,194A £4d
vzlez|zz|z|oz|e gLzt f{or]st]werfazrfirfo|[6 | 8] 2z]olsi{iv]e]lz] oy10adg / uajejyizadg adA} 108
0201 | 0z01 | 0204 | 0201 | 0201 | 0z01 | 0401 | 0401 | 0201 | 0204 | 0201 | 0201 | 0201 | 0201 | 0204 | 0201 | 0201 | OZ0L 62¥ | 0201 | 0201 | 0201 | 0201 dq ut 03U [eusBlu| JO JyBuST
2 sSuofoeay SANSOH

MO|
yby

ybiy Aien  — ybiy

EEESREEERE

—

yby

LL°L°9'e

€2°LL (S LL'0L 8 L9y e

gL'si'vi'eLzL'e

619G}

TUIeNed uonoeay

1

adwes snobAzoisay Z0 .1 GOA e Aq uey} Jeybiy sewy G st juswdoeasp 00 40 ysu ay} ‘sjdwes snobAzowoy z0. L gDA-YTH € JO 8sed u|
20:20,1800 - 10:20.V0Qa - 20,1940 ¥
10:€0.1800 - G0:50.vOQd - L 1.1 adad

20:20,1800 - L0:20«LVOQd - £0,L840A "€
20:€0.180d - 10:€0.1 VYDA - ¥0., 844 T
10:20.1800d - 10:60.1VO0d - £0.L840a 'L

‘Suonenosse LgOJ — LvOd — 184d VIH

LSS

L€ 307

(Z°'SA) Z10z/20 @1epPdN

aseasi( 2el|9) IdAL OLSIH

weibelp uonenjeay | wweibeipajiomsny

0'6°¢ LSGLE SA 9seasiq del[a) / OVd :31008




