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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. (7ab. 3,
Ref. 16.)

Key words: HLA-complex, HLA class I antigens, HLA class
I alleles.

Hlavny histokompatibilny komplex (HLA) ¢loveka je deter-
minovany génmi nachadzajucimi sa na kratkom ramene 6. chro-
mozoému. HLA-gény rozdelujeme do dvoch tried: gény determi-
nujuce HLA-antigény triedy I (HLA-A, -B, -C, -E, -F, -G a pseudo-
gény HLA-H, -J, -K, -L, -M) a gény determinujice HLA-antigé-
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Cielom prace bolo porovnat vysledky HLA-typizacie u 50 zdra-
vych, nepribuznych jedincov pomocou sérometéd a pomocou
metdd molekularnej genetiky (PCR-SSP). DNA-typizacia je v po-
rovnani so sérometddami rychlejsia, presnejSia a v pripade potre-
by sa méze kedykolvek zopakovat bez dalSicho odberu krvi. Na
druhej strane vSak rozdiely medzi niektorymi alelami st minimal-
ne a na urovni exprimovanych antigénov nie su identifikovatelné,
dokonca existuju aj alely, ktoré sa vobec neexprimuju. V takychto
pripadoch je vyhodné paralelné pouzitie aj DNA, aj sérotypizacie.
Kedze na nasom pracovisku su zavedené obe metody, rozhodli
sme sa porovnat vysledky oboch metdd, a tak prispiet k vyberu
adekvatnej metodiky. Rozdiel medzi sérotypizaciou a DNA-typi-
zaciou v pripade HLA-A antigénov bol 9 %, pri HLA-B antigé-
noch 11 % a pri HLA-C 39 %. Najcastejsie chyby, ktoré sa vy-
skytli, mozno zahrnut do troch kategorii: faloSne pozitivne,
falo$ne negativne a netplné reakcie. Vacsina chyb bola zapri¢ine-
na chybanim vhodnych sér, zniZzenou expresiou antigénov alebo
nespravnym uréenim antigénu v dosledku krizovej reakcie sér.
Tieto vysledky potvrdzuju vicsiu citlivost metdd molekularnej
genetiky oproti sérometédam a ich nevyhnutnost zavedenia do ty-
pizacnej praxe pre ucely klinickej transplantacie. (7ab. 3, Ref- 16.)
KIucové slova: HLA-typizacia, HLA-antigény triedy I, HLA-
alely triedy 1.

ny triedy II (HLA-DR, -DQ, -DP, -DM, -DO). Pre velky biologic-
ky a medicinsky vyznam neustdva zaujem o Studium tohto systé-
mu. Neustale sa objavuju nové lokusy a nové alely. Dnes je zna-
mych vyse 100 lokusov a 664 alel tohto komplexu (Buc, 1997,
1998; Bodmer a spol., 1997).
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V minulosti sa HLA-antigény Studovali hlavne sérometddami
a celularnymi metddami, ktoré v siicasnosti uz nie st schopné za-
chytit rozsiahly polymorfizmus tohto komplexu. V stcasnosti sa na
celom svete prechadza na DNA-typizaciu jednotlivych alel, pretoze
rozsiahle $tidie dokazuji 20—30 % rozdiely medzi séro-typiza-
ciou a DNA-typizaciou (Bozoén a spol., 1997; Mytilineos a spol.,
1997). Tieto rozdiely vznikaju predovsetkym v désledku nedostat-
ku monospecifickych sér, ktoré uréuju niektoré menej Casto sa vy-
skytujuce antigény a v dosledku krizovo-reagujucich sér. Najcas-
tejSie chyby, ktoré sa vyskytuju pri sérometddach, st falosne nega-
tivne a falo$ne pozitivne reakcie, ako aj problémy pri identifikacii
antigénov v ramci krizovo-reagujucich skupin (Yu a spol., 1997).
Okrem toho sa Casto stava, Ze niektora alela nie je na povrchu bunky
exprimovana, a preto sa pri sérotypizacii nemdze identifikovat (tzv.
,blank®). Vysvetluje sa to pritomnostou nefunkénej promotorove;j
sekvencie, alebo zavedenim stop-kodonu do sekvencie niektorého
exonu, pripadne bodovou mutaciou v niektorom exdne. Najcastej-
Sie sa tato situacia vyskytuje pri alelich HLA-C (Cw*12 az Cw*17),
ale boli opisané aj pri alelach HLA-A (A*0101,A*2402 atd.) a HLA-
B (B*1526) (Parham, 1997; Laforet a spol., 1997).

Cielom predkladanej prace bolo porovnat vysledky typizacii
HLA-antigénov a HLA-alel a porovnat citlivost oboch metodic-
kych pristupov na naSom vlastnom materiali.

Material a metody

Vysetrili sme 50 zdravych, nepribuznych, ndhodne vybranych
jednotlivcov slovenskej populacie. Urcovali sme 22 antigénov
HLA-A, 36 HLA-B a 9 antigénov HLA-C lokusu. Na urcovanie
HLA-antigénov sme pouzili mikrolymfocytotoxicky test v modi-
fikécii publikovanej nasim pracoviskom (Nyulassy a spol., 1974).
Test je zalozeny na reakcii vySetrovanych buniek s typizacnym
antisérom obsahujucim protilatky aktivujice komplement. Nad-
viazanie protilatok na zodpovedajtci antigén v membrane bunky
sa prejavi lyzou bunky v désledku aktivacie komplementu. Na
uréovanie antigénov sme pouzili séra komer¢nych setov ,,Biotest
HLA-A,B,C* firmy Merck (SRN).

Metéda PCR-SSP
DNA sme izolovali pomocou komer¢nej supravy ,,QIAmp Blo-
od Kit*“ (SRN), ktory umoziuje ziskanie 4—12 g DNA z 200 pl

Tab. 1. Comparison of serological and PCR-SSP typing results for
HLA-A.

Tab. 1. Porovnanie vysledkov typizacie mikrolymfocytotoxickym tes-
tom a PCR-SSP pre HLA-A.

periférnej krvi. Alely lokusov HLA-A, HLA-B a HLA-C sme ur-
¢ovali metodou PCR-SSP (Olerup a spol., 1993) pouzitim pomo-
cou amplifika¢nych ,,Jlow resolution SSP* primerov firmy Dynal
(Norsko) a pomocou amplifikaénych primerov, ktoré boli synteti-
zované na oligosyntetizatore 392 firmy Perkin-Elmer na Imuno-
logickom ustave Lekarskej fakulty v Essene, SRN. Sekvencia, $pe-
cifickost a dizka tychto primerov je zhodna s primermi uvedeny-
mi v publikacii Bunce a spol. (1995).

Na urcenie alel lokusu HLA-A sme pouzili 24 parov prime-
rov, v pripade alel HLA-B 48 parov primerov a pre alely HLA-
C 18 parov primerov. Amplifikaéné zmesi obsahovali 5 pmol
$pecifického primeru, 100 ng gendmovej DNA, 3 pl reakénej zmesi
(500 mM KCl, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris pH 8,3, 5 % glyce-
rol, 200 M z kazdého dNTP, 0,05 % krezolova Cervend) a 0,4
U Tag-polymerdzy (Gibco, Velka Britania). Amplifikdciu sme
urobili na termocykleri ,,PTC-100TM-Programmable Compri-
sed Thermal Controller* (MJ Research, Inc., USA). Amplifika-
cia pozostava z 30 cyklov zahriujucich denaturaciu (94 °C, 10
8), pripojenie primerov k matrici a vlastni amplifikaciu (65 °C,
60 s). Po ukonceni PCR sme produkty naniesli na 2 % agarézo-
vy gél zafarbeny etidium-bromidom (0,5 g etidium-bromidu na
1 ml gélu). Elektroforéza prebiehala 15—20 minut pri 7—38 V/
cm v roztoku TBE (89 mM Tris, 89 mM kyselina borita, 2 mM
EDTA, pH 8,0). Po prebehnuti elektroforézy sme amplifikac¢né
produkty vizualizovali pod UV translumindtorom ,,Bioblock-
scientific* (Francuzsko).

Vysledky

Vzorky krvi sme testovali su¢asne mikrolymfocytotoxickym
testom, ako aj metodou PCR-SSP. V pripade rozdielnych vysled-
kov sme metddu PCR-SSP zopakovali. Vysledky porovnavania
sérotypizdcie a DNA-typizacie su v tabulkach 1,2 a 3. Pozorova-
né rozdiely medzi jednotlivymi metédami typizacie bolo mozné
rozdelit do troch skupin:

1. typ: uréenie inej Specificity DNA-typizaciou ako sérotypi-
zaciou, alebo nezachytenie antigénu sérometodou v désledku chy-
bania Specifickych sér,

2. typ: uréenie rozdielnych podtypov v rameci Sirokého antigénu,

3. typ: uréenie podtypu DNA-typizaciou v pripadoch, ked sé-
rometodou bol stanoveny len Siroky antigén.

Tab. 2. Comparison of serological and PCR-SSP typing results for
HLA-B.

Tab. 2. Porovnanie vysledkov typizacie mikrolymfocytotoxickym tes-
tom a PCR-SSP pre HLA-B.

Mikrolymfocytotoxicky test PCR-SSP Mikrolymfocytotoxicky test PCR-SSP
Rozdiely 1. typu A2 A24 Al A24 Rozdiely 1. typu B27 B- B27 B61
A3 A- A3 Al BI8 B- B18 B44
A2 A- A2 A26 B40 B18 B40 BS3
Al A- Al A3l B7 BI15 B7 B6701
Al 43 Al A25 BI13 B53 BI3 B35
A2 A- A2 A3 B22 B- B22 BI13
Rozdiely II. typu A2 A31 A2 A30 B7 B- B7 B38
A2 A69 A2 A68 B27 B- B27 B37
A2 A69 A2 A68 Rozdiely II. typu B54 B- B55 B13
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Tab. 3. Comparison of serological and PCR-SSP typing results for
HLA-C.

Tab. 3. Porovnanie vysledkov typizacie mikrolymfocytotoxickym tes-
tom a PCR-SSP pre HLA-C.

Mikrolymfocytotoxicky test PCR-SSP
Rozdiely I. typu Cwl Cw- Cwl Cwl2
Cw- Cw- Cw2 Cw8
Cw- Cw- Cw7 Cw9
Cw7 Cw- Cw7 Cwl2
Cw2 Cw- Cw2 Cwl5
Cw- Cw- CwS5 Cw7
Cw- Cw- Cw7 Cwl2
Cw5 Cw- Cw5 Cwl2
Cw3 Cw- Cw3 Cwl2
Cw4 Cw- Cw4 Cwl2
Cw7 Cw- Cw7 Cw4
Cw3 Cw- Cw3 Cwl2
Cwo Cw- Cwo Cwl2
Cwo Cw- Cwo Cw7
Cw4 Cw- Cw4 Cw7
Cw3 Cw- Cw3 Cwl2
Cw- Cw- Cw5 Cw7
Cwo Cw- Cwo Cwl2
Cw3 Cw- Cw3 Cw7
Cw- Cw- Cwo Cw7
Cw- Cw- Cwl Cw7
Cw7 Cw- Cw7 Cw8
Cw2 Cw- Cw2 Cwl2
Cw7 Cw- Cw7 Cwl2
Cw- Cw- Cw3 Cwl8
Cw- Cw- Cw8 Cwl2
Cw2 Cw- Cw2 Cw7
Rozdiely II. typu CwS5s Cw8 Cw3 Cw7

Tabulka 1 uvadza rozdiely v rdmci lokusu HLA-A. Vysledky
ziskané sérotypizaciou a DNA-typizaciou sa nezhodovali v 9 pri-
padoch zo 100, z toho 6 rozdielov méZeme zaradit do kategorie 1.
typu a tri do 2. typu. Pri HLA-B sa rozdielne vysledky pozorovali
v 9 zo 100 typizacii, z toho 8 patri do 1. typu a jeden do 2. typu.
Najvacsie rozdiely pri identifikacii HLA-antigénov, resp. alel sme
zachytili pri lokuse HLA-C — nezhodu sme zaznamenali az
v 39 %. Iba jeden rozdiel mozno zaradit do kategérie 2. typu a az
38 do kategérie 1. typu.

Diskusia

Zavedenie metod molekuldrnej genetiky do urCovania alel
HLA-komplexu (Kulcsarova a Fazekasova, 1998) spdsobilo, ze
polymorfizmus HLA-komplexu podstatne vzrastol. Kym kla-
sickymi sérometédami a celularnymi metddami mozno urcit len
28 HLA-A, 59 HLA-B a 10 HLA-Cw antigénov, metédami
DNA-typizacie az 83 HLA-A 186, HLA-B a 42 HLA-Cw alel
(Bodmer a spol., 1997). Sucasne sa objavuju spravy o rozdie-
loch vo vysledkoch typizacii ziskanych jednotlivymi metodic-
kymi pristupmi. Pri HLA-A lokuse sa opisuju 10—35 % roz-
diely (Bozon a spol., 1996; Yu a spol., 1997), pri HLA-B lo-
kuse sa udava 20 % rozdielnost (Bozoén a spol., 1997) a napo-

kon pre HLA-C lokus st tieto rozdiely 30—40 % (Bunce a spol.,
1997). Problémy s urcovanim antigénov HLA-C st spésobené
bud chybanim $pecifickych sér, alebo v désledku znizenej ex-
presie tychto antigénov na povrchu bunky v porovnani s anti-
génmi HLA-A a HLA-B. Vsetky alely Cw*1202 az Cw*17 su
sérologicky oznaéené ako ,,blank®, t.j. nedaji sa urcit. Je to
dost zavazny nedostatok, pretoze napr. HLA-Cw*1203 ma vys-
Siu fenotypovu aj genotypovu frekvenciu, ako napr. alely Cw*01
alebo Cw*02.

Na naSom pracovisku sme v poslednych rokoch zaviedli me-
tddy DNA-typizacie HLA-alel (Kulcsarova a Fazekasova, 1998;
FazekaSova a spol., 1998), a preto bolo potrebné urobit porovna-
nie citlivosti sérometdd a DNA-metdd na vlastnom materiali. V na-
Sej studii sme potvrdili v porovnani so sérometddami vyssiu citli-
vost DNA-typizacie, ¢o je v sulade s vysledkami inych autorov
(Chang and Hawkins, 1998; Bunce a spol., 1995, 1997; Bozon
a spol., 1997).

Vysledok transplantacie tkaniv a organov zavisi aj od stupna
zhody v HLA-antigénoch. Je preto nevyhnutné, aby stanovenie
tychto antigénov bolo ¢o najpresnejSie. Nedostatky v typizacii
HLA-antigénov sérometddami si preto vyzaduju ich doplnenie
molekularno-biologickymi metddami zalozenymi na DNA-typi-
zacii, ¢o je aj nasa uloha ako pracoviska, ktoré sa zaobera vybe-
rom parov darca—prijemca pre transplantacny program kostnej
drene na Slovensku.
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