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COMPARISON OF SEROLOGICAL METHODS AND MOLECULAR GENETIC
METHODS OF HLA TYPING

KULCSAROVA E, KRALOVICOVA J, PARNICKA Z, FERENCIK S, BUC M

POROVNANIE VÝSLEDKOV HLA-TYPIZÁCIE SÉROMETÓDAMI A METÓDAMI

MOLEKULÁRNEJ GENETIKY

Abstract

Kulcsarova E, Kralovicova J, Parnicka Z, Ferencik S, Buc M:
Comparison of serological methods and molecular genetic
methods of HLA typing
Bratisl Lek Listy 2000; 101 (3): 134�137

A comparison of the HLA class I typing in 50 unrelated in-
dividuals by means of serological and molecular genetic
(PCR-SSP) methods was carried out. DNA-typing is more
fast and reliable method in comparison with serology. It is
necessary to introduce molecular genetic methods for the de-
tection of HLA class I alleles. On the other hand there are
alleles, which are not expressed on cell surface. In our labo-
ratory both methods are established and the results of both
were compared. It may be useful for determining the selec-
tion strategy of HLA-identical donor-recipient pair suitable
for bone marrow transplantation. The results demonstrated
9 % misassignments of HLA-A antigens by serology, 11 % of
HLA-B and 39 % of HLA-C. The serological discrepancies
found were of three categories: false negatives, false positi-
ves, and an incomplete typing. The vast majority of the dis-
crepancies were due to a combination of relatively low ex-
pression of HLA antigens, lack of serological reagents and
misclassification of antigens within cross-reactive groups.
These results indicate that nowadays the serological typing is
insufficient for clinical histocompatibility testing. (Tab. 3,
Ref. 16.)
Key words: HLA-complex, HLA class I antigens, HLA class
I alleles.
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Abstrakt

Kulcsárová E., Královièová J., Párnická Z., Ferenèík S., Buc M.:
Porovnanie výsledkov HLA-typizácie sérometódami a metóda-
mi molekulárnej genetiky
Bratisl. lek. Listy, 101, 2000, è. 3, s. 134�137

Cie¾om práce bolo porovna� výsledky HLA-typizácie u 50 zdra-
vých, nepríbuzných jedincov pomocou sérometód a pomocou
metód molekulárnej genetiky (PCR-SSP). DNA-typizácia je v po-
rovnaní so sérometódami rýchlej�ia, presnej�ia a v prípade potre-
by sa mô�e kedyko¾vek zopakova� bez ïal�ieho odberu krvi. Na
druhej strane v�ak rozdiely medzi niektorými alelami sú minimál-
ne a na úrovni exprimovaných antigénov nie sú identifikovate¾né,
dokonca existujú aj alely, ktoré sa vôbec neexprimujú. V takýchto
prípadoch je výhodné paralelné pou�itie aj DNA, aj sérotypizácie.
Keï�e na na�om pracovisku sú zavedené obe metódy, rozhodli
sme sa porovna� výsledky oboch metód, a tak prispie� k výberu
adekvátnej metodiky. Rozdiel medzi sérotypizáciou a DNA-typi-
záciou v prípade HLA-A antigénov bol 9 %, pri HLA-B antigé-
noch 11 % a pri HLA-C 39 %. Najèastej�ie chyby, ktoré sa vy-
skytli, mo�no zahrnú� do troch kategórií: falo�ne pozitívne,
falo�ne negatívne a neúplné reakcie. Väè�ina chýb bola zapríèine-
ná chýbaním vhodných sér, zní�enou expresiou antigénov alebo
nesprávnym urèením antigénu v dôsledku krí�ovej reakcie sér.
Tieto výsledky potvrdzujú väè�iu citlivos� metód molekulárnej
genetiky oproti sérometódam a ich nevyhnutnos� zavedenia do ty-
pizaènej praxe pre úèely klinickej transplantácie. (Tab. 3, Ref. 16.)
K¾úèové slová: HLA-typizácia, HLA-antigény triedy I, HLA-
alely triedy I.

Imunologický ústav Lekárskej fakulty Univerzity Komenského v Brati-
slave a Imunologický ústav Univerzitnej nemocnice v Essene, SRN
Adresa: MUDr. E. Kulcsárová, Imunologický ústav LFUK, Sasinkova 4,
811 08 Bratislava 1.

Hlavný histokompatibilný komplex (HLA) èloveka je deter-
minovaný génmi nachádzajúcimi sa na krátkom ramene 6. chro-
mozómu. HLA-gény rozde¾ujeme do dvoch tried: gény determi-
nujúce HLA-antigény triedy I (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G a pseudo-
gény HLA-H, -J, -K, -L, -M) a gény determinujúce HLA-antigé-

ny triedy II (HLA-DR, -DQ, -DP, -DM, -DO). Pre ve¾ký biologic-
ký a medicínsky význam neustáva záujem o �túdium tohto systé-
mu. Neustále sa objavujú nové lokusy a nové alely. Dnes je zná-
mych vy�e 100 lokusov a 664 alel tohto komplexu (Buc, 1997,
1998; Bodmer a spol., 1997).
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V minulosti sa HLA-antigény �tudovali hlavne sérometódami
a celulárnymi metódami, ktoré v súèasnosti u� nie sú schopné za-
chyti� rozsiahly polymorfizmus tohto komplexu. V súèasnosti sa na
celom svete prechádza na DNA-typizáciu jednotlivých alel, preto�e
rozsiahle �túdie dokazujú 20�30 % rozdiely medzi séro-typizá-
ciou a DNA-typizáciou (Bozón a spol., 1997; Mytilineos a spol.,
1997). Tieto rozdiely vznikajú predov�etkým v dôsledku nedostat-
ku mono�pecifických sér, ktoré urèujú niektoré menej èasto sa vy-
skytujúce antigény a v dôsledku krí�ovo-reagujúcich sér. Najèas-
tej�ie chyby, ktoré sa vyskytujú pri sérometódach, sú falo�ne nega-
tívne a falo�ne pozitívne reakcie, ako aj problémy pri identifikácii
antigénov v rámci krí�ovo-reagujúcich skupín (Yu a spol., 1997).
Okrem toho sa èasto stáva, �e niektorá alela nie je na povrchu bunky
exprimovaná, a preto sa pri sérotypizácii nemô�e identifikova� (tzv.
�blank�). Vysvet¾uje sa to prítomnos�ou nefunkènej promótorovej
sekvencie, alebo zavedením stop-kodónu do sekvencie niektorého
exónu, prípadne bodovou mutáciou v niektorom exóne. Najèastej-
�ie sa táto situácia vyskytuje pri alelách HLA-C (Cw*12 a� Cw*17),
ale boli opísané aj pri alelách HLA-A (A*0101, A*2402 atï.) a HLA-
B (B*1526) (Parham, 1997; Laforet a spol., 1997).

Cie¾om predkladanej práce bolo porovna� výsledky typizácií
HLA-antigénov a HLA-alel a porovna� citlivos� oboch metodic-
kých prístupov na na�om vlastnom materiáli.

Materiál a metódy

Vy�etrili sme 50 zdravých, nepríbuzných, náhodne vybraných
jednotlivcov slovenskej populácie. Urèovali sme 22 antigénov
HLA-A, 36 HLA-B a 9 antigénov HLA-C lokusu. Na urèovanie
HLA-antigénov sme pou�ili mikrolymfocytotoxický test v modi-
fikácii publikovanej na�ím pracoviskom (Nyulassy a spol., 1974).
Test je zalo�ený na reakcii vy�etrovaných buniek s typizaèným
antisérom obsahujúcim protilátky aktivujúce komplement. Nad-
viazanie protilátok na zodpovedajúci antigén v membráne bunky
sa prejaví lýzou bunky v dôsledku aktivácie komplementu. Na
urèovanie antigénov sme pou�ili séra komerèných setov �Biotest
HLA-A,B,C� firmy Merck (SRN).

Metóda PCR-SSP
DNA sme izolovali pomocou komerènej súpravy �QIAmp Blo-

od Kit� (SRN), ktorý umo�òuje získanie 4�12 g DNA z 200 µl

periférnej krvi. Alely lokusov HLA-A, HLA-B a HLA-C sme ur-
èovali metódou PCR-SSP (Olerup a spol., 1993) pou�itím pomo-
cou amplifikaèných �low resolution SSP� primerov firmy Dynal
(Nórsko) a pomocou amplifikaèných primerov, ktoré boli synteti-
zované na oligosyntetizátore 392 firmy Perkin-Elmer na Imuno-
logickom ústave Lekárskej fakulty v Essene, SRN. Sekvencia, �pe-
cifickos� a då�ka týchto primerov je zhodná s primermi uvedený-
mi v publikácii Bunce a spol. (1995).

Na urèenie alel lokusu HLA-A sme pou�ili 24 párov prime-
rov, v prípade alel HLA-B 48 párov primerov a pre alely HLA-
C 18 párov primerov. Amplifikaèné zmesi obsahovali 5 pmol
�pecifického primeru, 100 ng genómovej DNA, 3 µl reakènej zmesi
(500 mM KCl, 15 mM MgCl

2
, 100 mM Tris pH 8,3, 5 % glyce-

rol, 200 M z ka�dého dNTP, 0,05 % krezolová èervená) a 0,4
U Taq-polymerázy (Gibco, Ve¾ká Británia). Amplifikáciu sme
urobili na termocykleri �PTC-100TM-Programmable Compri-
sed Thermal Controller� (MJ Research, Inc., USA). Amplifiká-
cia pozostáva z 30 cyklov zahròujúcich denaturáciu (94 °C, 10
s), pripojenie primerov k matrici a vlastnú amplifikáciu (65 °C,
60 s). Po ukonèení PCR sme produkty naniesli na 2 % agarózo-
vý gél zafarbený etídium-bromidom (0,5 g etídium-bromidu na
1 ml gélu). Elektroforéza prebiehala 15�20 minút pri 7�8 V/
cm v roztoku TBE (89 mM Tris, 89 mM kyselina boritá, 2 mM
EDTA, pH 8,0). Po prebehnutí elektroforézy sme amplifikaèné
produkty vizualizovali pod UV transluminátorom �Bioblock-
scientific� (Francúzsko).

Výsledky

Vzorky krvi sme testovali súèasne mikrolymfocytotoxickým
testom, ako aj metódou PCR-SSP. V prípade rozdielnych výsled-
kov sme metódu PCR-SSP zopakovali. Výsledky porovnávania
sérotypizácie a DNA-typizácie sú v tabu¾kách 1, 2 a 3. Pozorova-
né rozdiely medzi jednotlivými metódami typizácie bolo mo�né
rozdeli� do troch skupín:

1. typ: urèenie inej �pecificity DNA-typizáciou ako sérotypi-
záciou, alebo nezachytenie antigénu sérometódou v dôsledku chý-
bania �pecifických sér,

2. typ: urèenie rozdielnych podtypov v rámci �irokého antigénu,
3. typ: urèenie podtypu DNA-typizáciou v prípadoch, keï sé-

rometódou bol stanovený len �iroký antigén.

Tab. 1. Comparison of serological and PCR-SSP typing results for
HLA-A.
Tab. 1. Porovnanie výsledkov typizácie mikrolymfocytotoxickým tes-
tom a PCR-SSP pre HLA-A.

Mikrolymfocytotoxický test PCR-SSP

Rozdiely I. typu A2 A24 A1 A24
A3 A- A3 A1
A2 A- A2 A26
A1 A- A1 A31
A1 43 A1 A25
A2 A- A2 A3

Rozdiely II. typu A2 A31 A2 A30
A2 A69 A2 A68
A2 A69 A2 A68

Tab. 2. Comparison of serological and PCR-SSP typing results for
HLA-B.
Tab. 2. Porovnanie výsledkov typizácie mikrolymfocytotoxickým tes-
tom a PCR-SSP pre HLA-B.

Mikrolymfocytotoxický test PCR-SSP

Rozdiely I. typu B27 B- B27 B61
B18 B- B18 B44
B40 B18 B40 B53
B7 B15 B7 B6701
B13 B53 B13 B35
B22 B- B22 B13
B7 B- B7 B38
B27 B- B27 B37

Rozdiely II. typu B54 B- B55 B13
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Tabu¾ka 1 uvádza rozdiely v rámci lokusu HLA-A. Výsledky
získané sérotypizáciou a DNA-typizáciou sa nezhodovali v 9 prí-
padoch zo 100, z toho 6 rozdielov mô�eme zaradi� do kategórie 1.
typu a tri do 2. typu. Pri HLA-B sa rozdielne výsledky pozorovali
v 9 zo 100 typizácií, z toho 8 patrí do 1. typu a jeden do 2. typu.
Najväè�ie rozdiely pri identifikácii HLA-antigénov, resp. alel sme
zachytili pri lokuse HLA-C � nezhodu sme zaznamenali a�
v 39 %. Iba jeden rozdiel mo�no zaradi� do kategórie 2. typu a a�
38 do kategórie 1. typu.

Diskusia

Zavedenie metód molekulárnej genetiky do urèovania alel
HLA-komplexu (Kulcsárová a Fazeka�ová, 1998) spôsobilo, �e
polymorfizmus HLA-komplexu podstatne vzrástol. Kým kla-
sickými sérometódami a celulárnymi metódami mo�no urèi� len
28 HLA-A, 59 HLA-B a 10 HLA-Cw antigénov, metódami
DNA-typizácie a� 83 HLA-A 186, HLA-B a 42 HLA-Cw alel
(Bodmer a spol., 1997). Súèasne sa objavujú správy o rozdie-
loch vo výsledkoch typizácií získaných jednotlivými metodic-
kými prístupmi. Pri HLA-A lokuse sa opisujú 10�35 % roz-
diely (Bozón a spol., 1996; Yu a spol., 1997), pri HLA-B lo-
kuse sa udáva 20 % rozdielnos� (Bozón a spol., 1997) a napo-

kon pre HLA-C lokus sú tieto rozdiely 30�40 % (Bunce a spol.,
1997). Problémy s urèovaním antigénov HLA-C sú spôsobené
buï chýbaním �pecifických sér, alebo v dôsledku zní�enej ex-
presie týchto antigénov na povrchu bunky v porovnaní s anti-
génmi HLA-A a HLA-B. V�etky alely Cw*1202 a� Cw*17 sú
sérologicky oznaèené ako �blank�, t.j. nedajú sa urèi�. Je to
dos� záva�ný nedostatok, preto�e napr. HLA-Cw*1203 má vy�-
�iu fenotypovú aj genotypovú frekvenciu, ako napr. alely Cw*01
alebo Cw*02.

Na na�om pracovisku sme v posledných rokoch zaviedli me-
tódy DNA-typizácie HLA-alel (Kulcsárová a Fazeka�ová, 1998;
Fazeka�ová a spol., 1998), a preto bolo potrebné urobi� porovna-
nie citlivosti sérometód a DNA-metód na vlastnom materiáli. V na-
�ej �túdii sme potvrdili v porovnaní so sérometódami vy��iu citli-
vos� DNA-typizácie, èo je v súlade s výsledkami iných autorov
(Chang and Hawkins, 1998; Bunce a spol., 1995, 1997; Bozón
a spol., 1997).

Výsledok transplantácie tkanív a orgánov závisí aj od stupòa
zhody v HLA-antigénoch. Je preto nevyhnutné, aby stanovenie
týchto antigénov bolo èo najpresnej�ie. Nedostatky v typizácii
HLA-antigénov sérometódami si preto vy�adujú ich doplnenie
molekulárno-biologickými metódami zalo�enými na DNA-typi-
zácii, èo je aj na�a úloha ako pracoviska, ktoré sa zaoberá výbe-
rom párov darca�príjemca pre transplantaèný program kostnej
drene na Slovensku.
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