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RealTime PCR diagnostika celiakie
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Diagnostika bude provadéna komercni soupravou, kterd slouZi ke genotypizaci HLA-DQ2
(DQA1*05/DQB1*02), HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*0302) a HLA-DR4 (DRB1*04) genl z
izolované DNA. Diagnosticka souprava je zaloZena na principu RealTime PCR. Pro detekci alel
DQ2, DQ8 a DR4 a interni kontroly jsou pouzity primery a znacené sondy (FAM a JOE).

Celiakie patfi mezi jedno z nejcastéjSich entero-patogennich onemocnéni a je
charakterizovana celozZivotni precitlivélosti k lepku, proteinu obsazeném v psenici, Zité, ovsu a
je€meni. Celiakie nepatfi mezi alergickda onemocnéni, ale je charakterizovana intoleranci ke
gliadinu tvoricim ¢ast lepku. Imunologicka nesnasenlivost k lepku vede v raném détstvi ke
chronické zanétlivé odpovédi u sliznice tenkého stfeva s ndslednou Spatnou absorpci
vyznacujici se chronickym prijmem, tukovitou stolici a Spatnym ristem. Cela fada dospélych
pacient( poté mlze pocitovat jiné atypické priznaky jako nadymani, hubnuti, dnavu, problémy
s pokozkou a klouby nebo migrény. Naopak celd rada lidi nemusi pocitovat vibec Zadné
pfiznaky. Nelécena celiakie poté zvysSuje riziko NHL (non-Hodgkinovského lymfomu) a zfejmé
i riziko rakoviny tenkého streva.

Do dnesni doby byla celiakie vnimana jako relativné vzacné onemocnéni s mirou prevalence
1:1000 az 1:4000. Avsak nové dostupnost sérologickych test vedla k pozorovani, Ze celiakie
je daleko ¢astéjsi onemocnéni, nez bylo dfive pfedpokladano, postihujici v Evropé zhruba 1 ze
100-400 osob. VétsSina diagnostikovanych pacientl vykazovala minimalni klinické priznaky.
Posledni vysledky navic ukazuji na silnou genetickou vazbu ve spojeni s rozvojem celiakie.

Celiakie je multifaktorialni onemocnéni asociované s alelami HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02)
nebo DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302), ktera je asociovana v haplotypu s alelou HLA-DR4
(DRB1*04). HLA DQ2 alela je exprimovana u vétsiny osob trpicich celiakii (> 90 %), DQ8 alela
poté asi u 8 %. Exprese zminénych alel je nezbytnad, ne vSak dostatecna, k propuknuti celiakie.
V soucasné dobé se predpoklada asi 50% vliv genetické slozky na vznik celiakie. U osob trpicich
celiakii je vyskyt HLA-DQ2 alely asi 95%, zatimco u bézné populace je vyskyt této alely pouze
20%. Z malé skupiny osob trpicich celiakii a negativnich pro HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02)
alelu, je drtiva vétsina pozitivni na HLA-DQS8 alelu. Z tohoto pohledu je absence zminénych alel
velmi dobfe vyuzitelna pro vylouéeni celiakie.

Souprava detekuje alely HLA-DQ2 (DQA1*05, DQB1*02), HLA-DQS8 (DQA1*03, DQB1*0302) a
HLA-DR4 (DRB1*04). Jako vnitfni kontrola je pouZit lidsky gen SYPL2 (synaptophysin-like 2)
e Pro detekci DQA1*05, DRB1*04 a DQB1*0302 alel je pouzita sonda znacena FAM
barvou (exc. 494 nm —em. 518 nm)
e Pro detekci DQA1*03, DQB1*02 a SYPL2 (interni kontrola) alel je pouZita sonda
znacena JOE barvou (exc. 520 nm — emise 548 nm)
e Reakéni Mix obsahuje pasivni referenéni barvu High-ROX pro normalizaci signdlu



PRACOVNI POSTUP

Upozornéni:

PFi praci vidy pouzivejte rukavice. VeSkery materidl v laboratofi je nutno povazovat za
potencialné infekéni. Vyhnéte se kontaktu reagencii s kuzi. V pfipadé kontaktu, potfisnéné
misto omyjte dikladné vodou. Vyvarujte se pofZiti soucasti kitu. Reagencie oznacené jako
hoflavé museji byt drZeny v dostatecné vzdalenosti od otevieného plamene nebo ohné.

l. Priprava reakéniho Mixu (MasterMixu):

Material: pipety, Spi¢ky, PCR desticky, izolat DNA z 1. dlohy, voda pro molekularni biologii,
kit EliGene® Coeliac RT

o Detekce: Vezméte jednu zkumavku s CELI-DQ2 Mixem, jednu zkumavku s CELI-DQ8
Mixem a jednu zkumavku s CELI-DR4 Mixem. Po rozmrazeni, promichani a kratkém
stoceni pipetujte do tfi sad amplifikacnich zkumavek po 17,5 ul kazdého mixu a
pridejte 2,5 ul izolované DNA.

e Pozitivni kontrola: Vezméte jednu zkumavku s CELI-DQ2 Mixem, jednu zkumavku s
CELI-DQ8 Mixem a jednu zkumavku s CELI-DR4 Mixem. Po rozmrazeni, promichani a
kratkém stoceni pipetujte do tfi sad amplifikacnich zkumavek po 17,5 ul kazdého Mixu
a pridejte 2,5 pl pozitivni kontroly DNA (PC CELI).

Il. Spusténi RealTime PCR - LightCycler® 480 (Roche):

Pro reakci pouzivejte pouze bilé desticky. Pouziti prihlednych desticek muze vést k poklesu
citlivosti kitu. Nepouzivejte desticky opakované; pfi manipulaci s destickou mize dojit ke
kontaminaci laboratore PCR produkty.

V moznosti Detection format zvolte “Dual Color Hydrolysis probe”.

Nastavte nasledujici teplotni profil:

95°C 3 min

95°C 15 sek (denaturace)
40x 58°C 40 sek (annealing)

40°C 1 min



1. Interpretace vysledkuU:

HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DQ2 Mixu v obou kanalech
FAM (DQA1*05) a JOE (DQB1*02) a zaroven rozdil Ct hodnot mezi signdlem v kanalu FAM
(DQA1*05) a kanalu JOE (DQB1*02) neni vyssi nez 4.

HLA-DQ2 (DQA1*05/DQB1*02) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DQ2 Mixu v obou
kandlech FAM (DQA1*05) a JOE (DQB1*02) nebo rozdil Ct hodnot mezi signdlem v kanalu FAM
(DQA1*05) a kanalu JOE (DQB1*02) je vyssi nez 4. Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v JOE
kandlu u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

DdlezZita pozndmka: Pro HLA-DQ2 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé
alely, DQA1*05 a DQB1*02. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ2
pozitivni.

HLA-DQS8 (DQA1*03/DQB1*0302) pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narutst emisniho spektra u CELIDQ8 Mixu v obou kanalech
FAM (DQB1*0302) a JOE (DQA1*03) a zaroven rozdil Ct hodnot mezi signdlem v kanalu FAM
(DQB1*0302) a kanalu JOE (DQA1*03) neni vyssi nez 4.

HLA-DQS8 (DQA1*03/DQB1*0302) negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELIDQ8 Mixu v obou
kandlech FAM (DQB1*0302) a JOE (DQA1*03) nebo rozdil Ct hodnot mezi signdlem v kanalu
FAM (DQB1*0302) a kandlu JOE (DQA1*03) je vyssi nez 4. Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2)
v JOE kandlu u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni.

DdleZita pozndmka: Pro HLA-DQ8 pozitivni vysledek je nutné mit pozitivni vysledek pro obé
alely, DQA1*03 a DQB1*0302. Pokud je pozitivni pouze jedna z alel, pacient neni HLA-DQ8
pozitivni.

HLA-DR4 pozitivni

Pokud je pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DR4 Mixu v kandlu FAM
(DRB1*04) je vzorek HLA-DR4 pozitivni.

DdleZitd pozndmka: Vzhledem k tomu, Ze se DR4 alela vyskytuje v haplotypu s DQ8 alelou, je
pfi detekované pozitivité DQ8 alely detekovdna i pozitivita v DR4 alele.

HLA-DR4 negativni

Pokud neni pozorovan pred cyklem 35 narlst emisniho spektra u CELI-DR4 Mixu v kanalu FAM
(DRB1*04) je vzorek HLA-DRB1*04 negativni. Signal pro vnitfni kontrolu (SYPL2) v JOE kandlu
u CELI-DR4 Mixu vSak musi byt pozitivni

Pozitivni vysledek
DQ2, DQS8 a/nebo DR4 alela byly zjistény ve vzorku



Inhibovany vzorek
V ptipadé, Ze nedojde k narlGstu amplifikacniho signalu u CELI-DR4 Mixu v kandlu JOE je nutné
analyzu zopakovat nejlépe s nové izolovanymi vzorky DNA.

Nasledujici tabulka shrnuje vysledky popisujici genetickou predispozici pro celiakii

CEL-DQ2 Mix CELI-DQ8 Mix CELI-DR4 Mix
Genotyp FAM DQA1*0S JOEDQB1*02 FAM DQB1*0302 JOE DQA1°%03 FAM DRB1*04 JOE IC
DQ2 + + . + = +
DQ2 - - . + - -
DQ2 - + - - * -
DQ2 - + + - -
DQS/DR4 - . + - + -
DQS/DR4 B + - + + -
DQS/DR4 . - - + + -
DQ2/DQE/DRE + + + + + +
DR4 + . - - * .
DR + - * *
DR4 - - - - + -
DR4 - . . - + -
DR - - - + -




