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HLA (=HLA (=HumanHuman Leukocyte Antigen)Leukocyte Antigen)

• Rozsáhlý komplex genů (6p)

• Tyto geny kódují bílkoviny, které hrají
zcela zásadní roli v imunitním systému 

• Nejvariabilnější a nejpolymorfnější systém

• Více jak 4400 alel a denně jsou 
popisovány alely nové



HLA a vyhledHLA a vyhledáávváánníí ddáárcerce

• Klíčovým procesem před transplantací je 
vyhledání optimálního dárce

• Zcela zásadním požadavkem je míra 
shody mezi pacientem a dárcem

• Hlavních transplantačních znaků je 10 
5 genů: HLA-A, B, C      HLA-DRB1, DQB1

I. třída II. třída



HLA a vyhledHLA a vyhledáávváánníí ddáárcerce



Metody HLA typizaceMetody HLA typizace
• PCR-SSP (sequence specific primers)

• SBT (sequence based typing)



SBTSBT
NenNeníí nezbytnnezbytnéé sekvenovatsekvenovat celý gencelý gen……

HLA I. třída: exon 2, exon 3, (exon 4)

HLA II třída: exon 2, (exon 3)



SBTSBT
Izolace DNA

Měření
koncentrace 

DNA

PCR PCR 
amplifikaceamplifikace

Detekce Detekce úúspspěěššnosti PCR nosti PCR 
amplifikaceamplifikace

EtBrEtBr agaragaróózovýzový gelgel

DokumentaceDokumentace

ČČististěěnníí
amplifikaamplifikaččnníího ho 

produktuproduktu

SekvenaSekvenaččnníí
reakcereakce

ČČististěěnníí
sekvenasekvenaččnnííhoho

produktuproduktu
SekvenSekvenáátortor

DNA analýzaDNA analýza

HLA softwareHLA software



SBTSBT



ČČististěěnníí sekvenasekvenaččnnííhoho produktuproduktu

• Ethanolová precipitace
• Kolonky
• Agencourt CleanSEQ



AgencourtAgencourt CleanSEQCleanSEQ



BiomekBiomek 30003000
ššpipiččkyky odpadodpadpromývpromýváánníí

destidestiččkaka magnetmagnet



ZZáávvěěrr

• Nejspolehlivější a nejpřesnější HLA 
typizační metoda

• Nové alely

• Časově náročnější vs. možnost značné
automatizace

• Rostoucí počet alel-pouze "update" HLA 
databáze ("věčná sekvence")
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