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HLA‐B
• součást MHC komplexu – HLA I. třídy (chromosom 6) 
• úsek značně polymorfní

• antigeny se vyskytují na povrchu buněk
• podílí na imunitní reakci (prezentace antigenů) 
• známé zejména jako transplantační antigeny



Asociace HLA‐B27 s onemocněními 

• Ankylozující spondylitida – AS (asociace v 90‐95%)  
• Psoriatická artritida
• Reaktivní artritida 
• Enteropatická artritida
• Uveitis acuta anterior
• Juvenilní idiopatická artritida
• Nediferencované spondyloarthropathie
• Lone aortic regurgitation



Ankylosing spondylitis (AS)

• nemoc postihuje cca 0,5 ‐ 1 % populace

• pouze u 0,5% HLA‐B27 pozitivních lidí se manifestuje AS

• asociace s HLA‐B27 v 90 – 95% případů

• symptomy: Primárně postihuje páteř (bolest zad, ztuhlost, omezení 

hybnosti).               

Progrese onemocnění: postihuje klouby mezi páteří a 

žebry, omezení pohybu hrudníku = omezení hloubky   

nádechu.

• Asociace s polymorfismami 25 genů
(Nat Genet. 2013)
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HLA – B27

• nalezeno zatím 132 alel, od B*27:01 po B*27:106, kde 
B*27:22 (=B*27:06) je sekvenační chyba

• mutace intronových i exonových oblastí genu
• prevalence v CZ populaci mezi 6 – 8%
• protektivní vliv při infekci virem HIV a HepC (pouze určité 
alely B27)

• spekulace o protektivním vlivu v oblastech s vysokým 
výskytem malárie



HLA – B27
• Specifické rizikové alely HLA‐B*27:

27:02 (Kavkazská populace) 

27:04 (Čína) ‐ často se vyskytuje spolu s rizikovou alelou 27:05 

27:02 (Středozemí) 

• Protektivní alely HLA‐B*27 :

27:06 a 27:09 

• Změny v AMK konformaci::

1. Záměna kys. aspartamové za histidin v pozici 114 

→ záměna alely B*27:05 na B*27:09 

2. Substituce histidinu za kys. aspartamovou v pozici 114 a záměna kys.  

aspartamové za tyrosin v pozici 116 → odlišnost HLA‐B*27:06 od B*27:04

Curr Rheumatol Rep 2013
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Laboratorní detekce HLA‐B27

• Fenotypický průkaz
Mikrolymfocytotoxický test (stanovení  

povrchového antigenu B27)
Průtoková cytometrie (stanovení povrchového 

antigenu B27)

• Molekulární typizace HLA
Detekce alelických polymorfismů na úrovni DNA:
(PCR‐SSP, PCR‐ SSOP, SBT)



Mikrolymfocytotoxický test
• průkaz a stanovení specificity HLA antigenu

• princip: reakce mezi HLA antigenem na povrchu  buňky a  specifickou HLA 
protilátkou

A) Buňky nesou zkoumaný HLA antigen 

‐ vytvoření komplexu antigen – protilátka 

‐ přidáním králičího komplementu – lýza buněčné membrány 

B) Antigen není přítomen – nedojde ke vzniku komplexu 

antigen‐protilátka a k lýze buňky 

• obarvení vitálním barvivem (eosin Y, trypanová modř) 

• odečtení pod mikroskopem ‐ lyzované buňky jsou obarveny



Průtoková cytometrie (FACS)

Kit Klon Protilátky
IO Test/KOMBITESTTM  HLA‐ABC‐m3 (HLA‐B27‐FITC / HLA‐B7‐PE)
BDTMHLA‐B27 kit GS145.2 (HLA‐B27‐FITC / CD3‐PE)
HLA‐B27‐FITC FD705‐9E1E10 (HLA‐B‐27‐FITC / CD3‐APC)

‐ IO Test/KOMBITESTTM  ‐ detekce HLA‐27, HLA‐B7 
‐ BDTMHLA‐B27 kit ‐ detekce HLA‐B27, gate CD3
‐ HLA‐B27‐FITC ‐ detekce HLA‐B27 , gate CD3

Cytometry, 2003

• založen na specifické vazbě konjugovaných monoklonálních  protilátek na 
antigeny        



Kit Klon Protilátky
IO Test/KOMBITESTTM  HLA‐ABC‐m3 (HLA‐B27‐FITC / HLA‐B7‐PE)
BDTMHLA‐B27 kit GS145.2 (HLA‐B27‐FITC / CD3‐PE)

Průtoková cytometrie (FACS)



Kit Klon Protilátky
HLA‐B27‐FITC FD705‐9E1E10 (HLA‐B‐27‐FITC / CD3‐APC)

Průtoková cytometrie (FACS)



Detekce na úrovni DNA

• určení citlivosti průtokové cytometrie (při zavedení 
metody)

• řešení sporných výsledků z FACS (falešné negativity i 
pozitivity)

• metoda SBT (Sequence Based Typing, Conexio
Genomics)

• metoda PCR‐SSP (Olerup SSP)



HLA‐B SBT Resolver Kit
Conexio Genomics

• Lokus specifická PCR 
• 7 specifických sekvenačních primerů

• Výhoda – vysoké rozlišení genotypizace
• Problém – ambiguous typing
• Řešení – primery HARPS (Heterozygous Ambiguity Resolving Primers)



Software AssignSBT4.7+
Conexio Genomics





Předpokládané problémy při (feno)typizaci

‐ Nízce exprimované („L“) alely a nulové („N“) alely
‐ Zkřížená reakce (problém falešné pozitivity např. 
u B7)

‐ Klinický význam protektivních a predispozičních 
alel (B*27:06, B*27:09 vs. B*27:05, B*27:02)

Human Immunology, 2002; Clin Exp Immunol, 1993  



Porovnání jednotlivých 
metod detekce HLA‐B27

1) Mikrolymfocytotoxický test

‐ Časově náročná metoda

‐ Finančně nenáročná

‐ Malá kapacita

2) Průtoková cytometrie

‐ Časově nenáročná metoda, finančně přístupná, vysoká kapacita

‐ Shoda s cytotoxickým testem v 96 % případů při použití jedné protilátky (HLA‐B7)

‐ Použití protilátek 3 různých klonů – algoritmus (specificita 100%) 

‐ Nedostatečná citlivost pro konkrétní alely (B*27:08 – One Lambda, B*27:03 – Beckman Coulter)

‐ Falešná pozitivita (HLA‐B7), vysoké pozadí (např. B37, B44, B57)

3) Genotypizace DNA

‐ Časově nenáročná metoda

‐ Dostatečná rozlišovací schopnost a spolehlivost

‐ Nejvyšší cena (SBT)

‐ Cenově velmi výhodná (SSP)



Děkuji za pozornost.


