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Abstrakt

Uvod: Diabetes mellitus 1. typu (T1D) je multifaktorialni autoimunitni onemocnéni, jehoz
incidence v Evropé€ neustéle roste. Nejvétsi geneticke riziko T1D je spojovano s geny HLA
(lidské leukocytarni antigeny) II. tfidy. HLA II. tfidy hraji kliCovou ulohu pfi regulaci
imunitni odpovédi. Podileji se na selekci T bunééného repertoaru v thymu a na prezentaci
antigennich peptidi CD4" T lymfocytim. Exprese gentit HLA II. tfidy je regulovana
pomoci regulacnich sekvencich, které se nachazeji 150 — 300 part bazi pfed mistem
iniciace transkripce. Polymorfismy v téchto regulac¢nich sekvencich souvisi s rozvojem
nékterych autoimunitnich onemocnéni. V oblasti promotorové sekvence genu HLA DQA1
bylo identifikovano nékolik rtznych promotort HLA DQALl (pojmenované jako alely
QAP). Alely QAP jsou uchovéavany souhlasné s haplotypem. Alely QAP maji rGznou
promotorovou silu a ovliviiuji expresi dané alely genu HLA DQAL. Promotorova sila alel
QAP muze byt ovlivnéna methylaci DNA.

Cile: Nasim cilem bylo urcit methylacni profil promotortt genu HLA DQAL a stanovit
expresi jednotlivych alel genu HLA DQAL u pacientt s T1D.

Metody: Do studie bylo zahrnuto 30 diabetikii 1. typu (vékové rozmezi 21 - 76 let).
Nejprve byl zjistén jejich genotyp HLA II. tfidy (HLA DRB1, HLA DQA1 a HLA DQB1)
pomoci sekvenéné specifickych primertd. Genomicka DNA byla oSetfena bisulfitem
a amplifikovany promotorovy tsek genu HLA DQAL byl klonovan do bakterii E. coli,
kmen DHS5a. Selekce transformovanych bakterii prob&hla na LB agarovych miskach
obsahujicich ampicilin, X — Gal a IPTG. Pozitivné transformované bakterialni klony byly
ovéieny pomoci colony PCR a sekvenovany. Urceni hladiny exprese alel genu HLA DQA1
v plné krvi na trovni mRNA bylo stanoveno pomoci kvantitativniho PCR.

Vysledky: Byly zjistény statisticky vyznamné rozdily v celkové methylaci alel QAP a dale
pak rozdily na methylacni pozici -311. Nejvyznamnégjsi statisticky signifikantni rozdil
v celkové methylaci QAP alel byl nalezen mezi alelou 2.1 a 1.3 (P = 0,0280). Zatimco alela
2.1 byla na pozici -311 kompletné¢ methylovana, alela 1.4 nebyla methylovéna viibec
(P=10,0064, CI (95%) = 0,00009178 — 0,3116). Hladina exprese mRNA HLA DQA1*03

byla oproti hladinam ostatnich alel vyssi.

Kli¢ova slova: Diabetes mellitus 1. typu, HLA II. tfidy, HLA DQAI1, promotor,
polymorfismus, methylace DNA.



Abstract
Background: Type 1 diabetes (T1D) is a multifactorial autoimmune disease. Its incidence
in Europe is continuously rising. The highest T1D risk is associated with  HLA (human
leukocyte antigen) class II genes. HLA class II molecules play a key role in regulation of
immune response. They contribute to the selection of T cell repertoire by presenting
antigenic peptides to the CD4" T lymphocytes. HLA class II expression is controlled by
regulatory module that is situated 150 - 300 base pairs upstream of the transcription-
initiation site in all HLA class II genes. Polymorphisms in this region are linked to some
autoimmune diseases. There were identified several promoter alleles (named QAP) in the
HLA DQA1 gene promoter region. Most of the polymorphisms appear to be conserved
within haplotype. Individual QAP alleles may have a different promoter strength by which
they influence expression of HLA DQAL gene alleles. Promoter strength can be modulated
by DNA methylation.
Aims:Our aim was to define methylation profile of HLA DQAL promoters and determine
the mRNA expression of individual alleles of HLA DQAL gene in T1D patients. The
mRNA expression level of HLA DQAL gene alleles was determined using quantitative
PCR.
Methods: 30 diabetic pacients (age range 21 to 76 years), were included in this pilot study.
The genotyping of HLA DRB1, HLA DQA1 and HLA DQB1 was performed using PCR
with sequence specific primers. Genomic DNA was treated with sodium bisulfite, promoter
region of HLA DQAL gene was amplified and cloned into the E. coli, strain DH5a. Positive
transformants were selected on agar plates containing ampicillin X-Gal, and IPTG. Positive
transformation were confirmed by colony PCR. Sequencing of individual clones was
performed.
Results: We found statistically significant differences in total QAP methylation and in
methylation at nucleotide position -311. The most significant result in total QAP
methylation was found between 2.1 and 1.3 alleles (P = 0.0280). While 2.1 QAP allele was
completely methylated at position -311, 1.4 allele was not methylated at all (P = 0.0064, CI
(95%) = 0.00009178 — 0.3116). The mRNA expression level of HLA DQA1*03 was higher
than the expression of other HLA DQAL1 alleles.

Key words: Type 1 diabetes mellitus, HLA class I, HLA DQAI1, promoter,
polymorphism, DNA methylation.
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1. Uvod a piehled literatury

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) je autoimunitni onemocnéni, které vede k selektivni
destrukci B bunék Langerhansovych ostrivkii a k dozivotni zavislosti na pfijmu
exogenniho zdroje insulinu. Destrukce p bun€k je zplsobena autoimunitnim procesem,
ktery probiha u geneticky predisponovanych jedinct. Nejcastéji se projevuje v détstvi a
nebo ranné dospélosti, kdy byva tbytek B bunck velmi rychly. Prvotnim impulsem, ktery
spousti autoimunitni kaskadu mtze byt virova infekce nebo také nékteré antigeny obsazené
v kravském mléku.

Nejveétsi genetické riziko T1D urcuje vysoce polymorfni genovy komplex HLA
(lidské leukocytarni antigeny), ktery koduje imunologicky dulezité proteiny. Zejména
dilezité jsou polymorfismy v genech HLA II. tfidy (HLA DQ, DR). Polymorfismy fetézct
HLA DQ a DR maji vliv na ustaveni centrdlni tolerance imunitniho systému vici
autoantigentim. Ugastni se také prezentace endogennich peptidovych fragmenti a reguluji
tak imunitni odpovéd’.

Genetické predispozice tvoii ptiblizn€ jen polovinu rizika T1D. Neméné dulezité
jsou faktory wvnéjSiho prostiedi. Jiz bylo prokazano, ze prostiedi, ve kterém zijeme
a vyrustame, interaguje s epigenetickou informaci ¢lovéka (FRAGA et al. 2005).
Dokumentuje to i neustéle stoupajici incidence T1D. Interakce mezi epigenomem ¢lovéka
a vngjSim prostiedi probihd prostfednictvim epigenetickych modifikaci. Epigenetické
modifikace tak mohou ménit expresi gentl, aniz by ménily nukleotidovou sekvenci DNA.
Diky epigenetickym modifikacim miize dochazet k modulaci diferenciace a odpovédi
bunck imunitniho systému. Rozvoj nékterych autoimunitnich a nddorovych onemocnéni
souvisi s deregulaci epigenetickych modifikaci.

Jednou z epigenetickych modifikaci je methylace DNA. Methylace DNA muze
ovlivnit expresi genit HLA DQA1 a HLA DQBI, které jsou nejvice predispozi¢ni k T1D.
Proteinové produkty téchto genli vytvaii vazebny zldbek HLA DQ a véazi peptidové
fragmenty (autoantigeny).

Cilem této diplomové prace je analyzovat expresi jednotlivych alel genu HLA DQAL
u pacientt s TI1D. Soucasti diplomové prace je stanoveni metylacniho stavu
promotorovych usekl jednotlivych alel geni DQALl a provedeni expresni analyzy na
urovni mRNA. Stanoveni exprese jednotlivych alel genu HLA DQA1l miZe pfispét

k objasnéni etiopatogeneze T1D.
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1.1. Diabetes mellitus 1. typu
1.1.1. Epidemiologie T1D

Vzhledem k neustale stoupajici incidenci pacientli s diabetem 1. typu v Evropé€ byla
zaloZena skupina EURODIAB, ktera sdruzuje 1ékaie a epidemiology z celého kontinentu.
Cilem tohoto sdruzeni je podavat spolehlivé informace ohledn¢ incidence T1D.

Primérny ro¢ni piirastek ¢ini 4 %. Odhaduje se, ze v roce 2020 se incidence T1D u
déti do 5 let zdvojndsobi. Narist 1ze nejlépe ilustrovat na finské populaci, které patii
celosvétové prvni pficka v incidenci T1D. Za posledni ptl stoleti zde u déti stoupla
incidence T1D z 12/100 000 na 63/100 000 (PATTERSON et al. 2009). ZvySeni incidence
nebylo provazeno zvySenim frekvence hlavnich rizikovych geni T1D (HLA II-DR, DQ;
INS; PTPN22; CTLA 4) (BARRET et al. 2009). Nejnizsi incidence je pak ve vychodni
Evrop¢ — Rumunsko, Makedonie (PATTERSON et al. 2009).

Ve srovnani s Evropou je incidence TID v Ceské republice na stfedni Grovni. Dle
Gistavu zdravotnickych informaci a statistiky CR (UZIS) bylo v Ceské republice v roce
2011 evidovano 55 811 diabetikii 1. typu (UZIS CR 2012). Vyvoj incidence ¢eské détské
populace (0-14 let) je ilustrovana na obrazku ¢. 1 (CINEK 2010).
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250 +
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200 +

150 +
+ 10

Nové pripady T1DM

100 +

—=— Noweé pfipady T1DM
—e— Incidence
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Rok

Obrazek Cislo 1. Vyvoj incidence diabetu 1. typu v ¢eské détské populaci (0-14 let), (CINEK 2010).
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Celosvétove jsou rozdily v incidenci T1D velké. Nejvétsi incidence T1D je na
severni polokouli (jiz zminéné Finsko a také Svédsko) a naopak nejnizsi incidence T1D na
jizni polokouli (jizni Afrika, Jizni Amerika a Asie). Velké rozdily v incidenci jsou
pravdépodobné dany rtiznou distribuci alel HLA u riznych etnickych skupin a nebo také
riznymi zivotnimi podminkami (RONINGEN et al. 2001). Neékteré studie pfipisuji
zvySenou incidenci TID stoupajicimu véku prvorodicek (SUMNIK et al. 2004).
Diskutovan je také vliv vitaminu D, ktery muize mit protektivni efekt na rozvoj T1D

(ZHANG et al. 2012).

1.1.2. Diagnostika T1D

Pro diagnostiku T1D je dilezita pfitomnost autoprotilatek namifenych proti slozkam
B bunék Langerhansovych ostravki. Autoprotilatky lze u pacienta nalézt jiz v preklinické
fazi choroby a to u 85 - 90 % pacientll. Autoprotilatky jsou tvofeny proti dekarboxylase
kyseliny glutamové (izoforma GADA 65), tyrosin fosfatase (IA-2A), insulinu (IAA) a proti
cytoplasmatickym slozkam [ bunék souhrné nazyvanych ICA (islet cell antigens)
(WINTER et al. 2002).

Mezi dal$i vySetfeni, které pomahaji diagnostikovat T1D patii metody testovani
sekrece imunoreaktivniho insulinu a peptidu C. Peptid C vznika $tépenim proinsulinu a je
sekretovan v ekvimoldrnim poméru spolu s insulinem. Toho se také vyuziva pfi
diagnostice. Hodnoty peptidu C na la¢no jsou u zdravych lidi v rozmezi 0,2 — 0,6 nmol/I.
U lidi nemocnych T1D jsou B bunky ni¢eny autoimunitnim procesem a nejsou schopny
produkovat dostatek insulinu a tedy ani peptidu C. Odpovidaji tomu i1 velmi nizké hodnoty
peptidu C (mén€ nez 0,02 nmol/l) na lacno a po stimulaci, které svéd¢i pro T1D

(PELIKANOVA a BARTOS et al. 2003).

1.1.3. Genetika T1D

T1D patii mezi multifaktoridlni a polygenni onemocnéni. Polygenni je proto, Ze na
mife rizika se podili vice nez 40 genil a genovych komplexd, které riznou mérou pfispivaji
k etiopatogenezi T1D (BARRET et al. 2009). Geny asociované s T1D jsou oznaovany
jako lokusy IDDM (z angl. insulin dependent diabetes mellitus). K jejich identifikaci bylo
zapotfebi analyzovat velké mnoZstvi dat z etnicky rlznych populaci. Jako hlavni
predispozi¢ni lokus TID byl uren lokus IDDM 1 (genovy komplex HLA), ktery
predstavuje priblizné 50 % genetického rizika. Mezi vyznamné lokusy, které dale prispivaji
k riziku T1D jsou lokusy IDDM 2 (INS), IDDM 12 (CTLA-4) a dale gen PTPN22 (TODD
2010).
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Pro jednotlivce obecné kavkazské populace je uvadéno procentudlni riziko
onemocnéni T1D 0,4 %. Pokud je matka nebo otec diabetik 1. typu zvySuje se riziko
potomka na > 1 % resp. > 3%. Riziko u sourozencti je 15x vy$si neZ u obecné populace. To
tedy znamend, ze onemocni-li jeden ze sourozencii T1D druhy sourozenec ma 6 % riziko,
7e se u ného T1D také projevi (CERNA 2008). Nejlépe lze dédiénost T1D ilustrovat na
hodnotach konkordance u monozygotnich dvojcat (MZ), sdilejicich 100 % alel. Hodnoty
konkordance se u MZ pohybuji v rozmezi od 25 % do 65 % (REDONDO et al. 2008).
Proto je T1D fazeno mezi multifaktoridlni onemocnéni, jelikoz na riziku onemocnéni se
podili i negenetické vlivy. Nestaci byt pouze ,,geneticky nachylny“ k projevu T1D, ale vliv
prostiedi moduluje pocatek vzniku nemoci u T1D vnimavych jedinct. Ukazuje se, Ze stale
vice lidi s mens§imi genetickymi ptedpoklady pro vznik TI1D, je vnimavych k rozvoji

tohoto autoimunitniho onemocnéni (FOURLANOS et al. 2008).

1.2. HLA genovy komplex

HLA genovy komplex je hlavni histokompatibilni komplex (MHC) clovéka.
Sekvence kompletniho genového komplexu byla stanovena teprve vroce 1999
(GERAGHTY et al. 1999). HLA genovy komplex se nachazi na kratkém raménku
6. chromozomu a patii knejvice polymorfni oblasti celého lidského genomu.
Polymorfismus ma funkéni vyznam, jelikoZ umoziiuje imunitnimu systému uchovavat si
dostatecnou imunogenetickou variabilitu, kterd je tfeba k obrané¢ pfed patogennimi
organismy. Krom¢ velkého polymorfismu je pro genovy komplex HLA typicka tzv.
vazebna nerovnovaha. Tento termin vyjadiuje, Zze geny (alely) jsou preferenéné dédény
jako konzervované bloky. Z tohoto diivodu je obtizné urcit, které alely piimo ovliviuji
predispozice ke vzniku nemoci, a které alely jsou s nimi asociovany pouze sekundarné
(KIM a POLYCHRONAKOS 2005).

Genovy komplex HLA je dlouhy pfiblizné 4 megabaze, coz predstavuje 0,1 %
lidského genomu, a je s nim asociovano velké mnoZzstvi autoimunitnich onemocnéni jako
je napft. celiakie, T1D, revmatoidni artritida a dalsi. Cely genovy komplex je rozdélen do
tii tiid: tfidu I HLA, tfidu I HLA a tfidu III HLA. Tyto tfidy jsou dale rozdéleny do
hlavnich lokust. HLA 1. tfidy se skladaji z klasickych lokust (HLA A, HLA B, HLA C),
neklasickych lokustt (HLA E, HLA F, HLA G). HLA 1I. tfidy pak z lokusit HLA DR, HLA
DQ, HLA DP (obrazek €. 2). Ob& uvedené oblasti HLA koduji molekuly HLA, které se
vyznamnou meérou podili na regulaci adaptivni imunity lidské imunitniho systému. Jde
o transmembranové glykoproteiny, které¢ vazi a prezentuji imunitnimu systému endogenni

a exogenni peptidové fragmenty. Oblast HLA III. tfidy pak koduje imunologicky diilezité
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molekuly jako napf. proteiny komplementu (C2, C4A, C4B), protein teplotniho Soku (HSP
70) a cytokiny (TNFa, TNFp). Je zde lokalisovano také velké mnozstvi pseudogent a gent
o jejichz funkci neni nic znamo (CERNA et al. 2000; CERNA 2008; KOLOSTOVA et al.
2002).

BA BA BA
DP DQ DR B C

Class Il

Class |

az

b1 al

a2 a3 b2
Microglobulin

M TR I TTTI TR ITITINY
| N

RRANANRY ANERY]
o i il

Obrazek cislo 2. ZjednoduSené schéma genového komplexu HLA (KIM a POLYCHRONAKOS
2005). Leva strana obrazku: kazdy jednotlivy lokus DP, DQ a DR koéduje jeden o a jeden B fetézec
molekuly HLA II. tfidy. Prava strana obrazku: kazdy jednotlivy lokus B, C, E, A, G, F kdéduje jeden
a fetézec molekuly HLA 1. tfidy. Gen kodujici 2 mikroglobulin je lokalisovan mimo HLA lokus na
15. chromosomu. Peptidovy fragment je vazan fetézci al a f1 HLA II. tfidy a fetézci al a a2 HLA
L. tidy.

1.2.1. Struktura a funkce HLA I. tridy

HLA 1. tfidy jsou glykoproteiny slozeny z transmembranového fetézce o a s nim
nekovaletnd asociovaného fetézce P (B2 mikroglobulin). Retézec o je slozen z tif
globularnich podjednotek al, a2 a a3. Zatimco gen pro o fetézec je umistén
v polymorfnim genovém komplexu HLA, gen pro B2 mikroglobulin se nachazi na
15. chromosomu mimo lokus HLA. HLA 1. tfidy jsou produkovéany na témét vSech typech

jadernych bunék a jejich primarni funkci je prezentace peptidovych fragmenti
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cytotoxickym CD 8+ T lymfocytim. Tyto peptidové fragmenty maji pfedev§im endogenni
ptvod, tedy jsou to peptidové fragmenty proteinti, které sama buiika produkuje (nasledkem
infekce bunky to mohou byt i virové proteiny). Samotné prezentaci peptidovych
fragmentii na povrchu buiiky pfedchédzi nékolik kroki. Nejprve musi dojit k rozstépeni
proteinu v proteasomu na peptidové fragmenty. Ty jsou poté transportovany do
endoplasmatického retikula (ER), kde jsou podle afinity navazany do vazebného zlabku
HLA L. tfidy a dale transportovany na povrch buiiky. Transport peptidovych fragmentt do
ER zajistuji peptidové transportéry TAP 1 a TAP 2 (z angl. transporter associated with
antigen processing), které jsou soucasti lokusu s geny pro HLA II. tfidy.

Vazebny zlabek je u HLA 1. tfidy ohrani¢en a tudiz se do né& vazi peptidové
fragmenty o délce 8 — 10 aminokyselin. O vazbé peptidu na HLA 1. tfidy rozhoduji
strukturni rysy peptidu (tzv. vazebny motiv). Vazebny motiv peptidu obvykle urcuji 1 — 2
aminokyseliny pobliz koncti peptidu (HOREJSI a BARTUNKOVA 2009; NEEFJES et al.
2011).

1.2.2. Struktura a funkce HLA II. tfidy

HLA 1I. tfidy se skladaji ze dvou glykosylovanych transmembranovych fetézct
a (tézky fetézec) a B (lehky fetézec), které jsou navzajem spojeny nekovalentni interakei.
Oba transmembranové fetézce a, f obsahuji 2 globularni domény al, a2 a B1, 2. Vazebny
zlabek je tvofen al a 1 doménou heterodimeru, narozdil od HLA I. tfidy neni ohranicen,
a umoziuje vazbu peptidovych fragmentd o délce 15 — 35 aminokyselin. Produkce HLA I1.
tfidy je za fyziologickych podminek omezena pouze na bunky prezentujici antigen (bunky
dendritické, B lymfocyty, monocyty) (HOREJSI a BARTUNKOVA 2009). Po stimulaci
nékterymi cytokiny (zejména IFN y) mlze byt indukovéna i v ostatnich bunéénych typech
organismu kromé trofoblastti (TING a TROWSDALE 2002).

Primérni funkci HLA II. tfidy je prezentace exogennich antigent pomocnym CD 4" T
lymfocytim. Casto to byvaji proteiny bakteridlniho piivodu nebo autoantigeny. Zpracovani
antigenu je trochu odliSné nez u HLA 1. tfidy, jelikoz k vazbé peptidovych fragmentl na
HLA II. tfidy dochazi az ve specializovaném kompartmentu (obrazek €. 3) (ROCHA,
NEEJFES 2008).
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Obrazek ¢islo 3. Mechanismus prezentace antigeni pomoci HLA II. tfidy (ROCHA, NEEFJES
2008). Do vazebného zlabku heterodimeru aff je pfipojen invariantni fetézec, ktery brani vazbé
peptidovych fragmentd lokalisovanych v ER. Ii (invariantni fetézec) obsahuje dileucinovy motiv, ktery
sméruje HLA komplex do endocytotické drahy, bud’ pfimo pies trans Golgiho aparat a nebo nepiimo
pies internalizaci (ROCHE et al. 1993). Vazba peptidovych fragmenti probiha v kompartmentu
nazyvaném MIIC (kompartment obsahujici HLA II. tfidy). Nejdfive je pomoci proteas odstépena cast i,
zbyvajici ¢ast zvand CLIP (z angl. class II associated invariant chain peptide) zlistava nadale vdzana na
HLA 1I tfidy. CLIP je poté v prostiedi kyselého pH odstépen proteolytickymi enzymy odstepen
a pomoci chaperonového proteinu HLA DM je zprostfedkovana vymeéna CLIPu za peptidovy fragment
(MOSYAK et al. 1998). HLA DM tak v podstaté¢ funguje jako rezervoar peptidovych fragmentt,
ajelikoz je strukturné podobny HLA II. tfidy, zajiStuje dostatecnou vazebnou afinitu peptidového
fragmentu (KROPSHOFER et al. 1996). Po integraci celého komplexu HLA do plasmatické membrany
muze byt B fetézec HLA 1. tfidy oznacen ubikvitinem. Ubikvitinace pak vede ke zvySené internalizaci

HLA I1. tiidy (SHIN et al. 2006).

1.2.3. Regulace exprese HLA genii

Exprese HLA gentl je regulovéna zejména na transkrip&ni Grovni pomoci regula¢nich
sekvenci. Kromé¢ klasickych regulacnich sekvenci TATA, CCAAT obsahuji HLA II. tfidy
specifické regulacni sekvence, které jsou situovany 150 — 300 part bazi pted mistem
iniciace transkripce (TING a TROWSDALE 2002). Podle pocatecnich pismen Ctyt
regulacnich sekvenci (S, X, X2, Y) se cela regulacni oblast nazyva modul SXY. Moduly
SXY lze nalézt v promotorovych sekvencich vSech gentit HLA II. tfidy v¢éetné¢ HLA DQ,
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DR, DP a dale pak v promotorech genti kodujicich Ii a chaperonovy protein HLA DM
(BOSS a JENSEN 2003). Ackoliv sekvence regulacnich oblasti je vysoce konzervovana,
u genlt DQA1, DQB1 a DRB1 byly nalezena polymorfni mista (PERFETTO et al. 1992,
DEL POZZO et al. 1993, ANDERSEN et al. 1991). Polymorfismy regulacnich sekvencich
mohou ovlivnit expresi gentt HLA a podilet se na autoimunitnich procesech (MORZYCKA
et al. 1997, HAAS et al. 1995).

Promotor genu HLA DQA1 obsahuje hypervariabilni oblast 200 — 240 part bazi pred
exonem 1. Na ziklad¢ zjiSténych polymorfnich mist v hypervariabilni oblasti bylo
definovano 10 raznych alelickych variant promotoru (QAP 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 2.1, 3.1,
3.2, 4.1, 4.2), které jsou oznacovany jako alely QAP (promotory DQAT). Alely QAP se
chovaji vi¢i genu DQAL ,,promiskuitné®, to znamena, ze 1 alela genu DQA1 muze byt ve
vazbé s riznymi QAP alelami (HAAS et al. 1994).

Alelicka variabilita regulacnich sekvenci mize mit na vliv na expresi genit HLA DQ
a na produkci heterodimerd HLA DQ. Uroveii exprese HLA mize byt také ovlivnéna
vyS$Sim stupném methylace regulacnich oblasti (MAJUMDER a BOSS 2011). Rozdily
v methylaci byly pozorovany napiiklad v promotorech alel DQB1*0301, DQB1*0302
a DQB1*0303 (TOYODA et al. 1992).

1.2.4. Asociace T1D s HLA molekulami

Prvni poznatky o asociaci HLA s T1D byly publikovany v 70. letech 20. stoleti.
Tehdy bylo prokazano, ze T1D je asociovan s alelami lokalisovanymi v lokusu B HLA 1.
téidy (alely B8 a B15) (NERUP et al. 1974). Postupem ¢asu byly sérologicky ur¢eny HLA
II. tfidy a odhalena jejich silné asociace s T1D. O nékolik let pozdé&ji byla pomoci RFLP (z
angl. restriction fragment length polymorphism) analyzy uréena asociace TID
s heterodimerem HLA DQ (SCHREUDER et al. 1986). Asociace mezi HLA DQ a T1D
byla potvrzena u zvifectho modelu autoimunitniho diabetu NOD (z angl. nonobese
diabetes) mysi. U my$i byly nalazeny homology molekul DR a DQ, které se nazyvaji I-A
al-E. NOD mysi, u kterych se spontanné rozviji T1D postradaji I-E (homolog DR)
a naopak produkuji jediny HLA II. tfidy, kterym je molekula I-A (homolog HLA DQ).
Vroce 1987 byly sekvenovany geny pro a a [ fetézec molekuly I-A diabetickych
a nediabetickych mysi a jejich sekvence porovnany. B feté¢zec molekuly I-A diabetickych
a nediabetickych mysi se liSil v kodonu 56 a 57. Molekula I-A NOD mysi obsahuje na
aminokyselinové pozici 57 serin a molekula I-A nediabetickych mysi obsahuje misto
serinu aspartat (ACHA — ORBEA et al. 1987). Tato studie pfispéla k zavéru, ze zaporné

v

nabity aspartat umoznuje vazebnému zlabku HLA DQ silngjsi interakci s peptidovym
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fragmentem a ma protektivni efekt na vznik TID. Podobné vazebné studie byly
pozorovany i u dalsich molekul HLA DQ 3.2, DQ 2.1 aDQ 6.2 (CERNA 2007).

Ackoliv mnoho studii potvrdilo asociaci TID s molekulami HLA DR a DQ, stale
neni dostatecné¢ zndma jejich uloha v etiopatogenezi T1D. Jednou zhypotéz je, ze
rizikovost alel je zptisobena mensi afinitou DR a DQ molekul k nékterému ostrivkovému
autoantigenu. Nasledkem toho pravdépodobné dochazi k poruseni centralni a periferni
tolerance vuci autoantigenu a vede k selekci odlisného bunééného repertoaru T lymfocytii
(OUNISSI — BENKALHA, POLYCHRONAKOS 2008).

Dnes je obecné pfijimany fakt, ze hlavni genetické markery T1D tvori HLA II. tiidy
(konkrétné genotyp HLA DQAL, DQB1 s pfispénim subtypu HLA DRB1*04. Nejvice
predispozi¢ni haplotyp tvoifi DQB1*0302 — DQA1*0301 — DRB1*0401 a dale pak
DQB1*0201 — DQA1*0501 — DRB1*0301. Kombinace alel DQB1*0302 — DQA1*0301
patii vibec k nejrizikovéjsimu haplotypu kavkazské populace. Naopak protektivni efekt
ma alela DQB1*0602. Ptitomnost alely DQB1*0602 je dominantni vacéi rizikové
kombinaci DQB1*0302 — DQA1*0301: jedina kopie této alely staci pro negativni asociaci
s TID (CERNA 2008, MOUSTAKAS a PAPADOPOULOS 2002). Protektivni a rizikové
alely jsou shrnuty v tabulce €. 1. Hodnoty relativniho rizika vétsi nez 1 poukazuji na
stupen rizikovosti jednotlivych alel. Hodnoty relativniho rizika mensi nez 1 poukazuji na

stupen protektivity jednotlivych alel.

Tabulka ¢islo 1: Kombinace DQAL a DQB1 genu asociovanych s diabetem 1. typu u kavkazské
populace (MOUSTAKAS a PAPADOPOULOS 2002).

DQA1, DQB1 pozice® Asociovany Relativni
DR riziko
Rizikovost
0301, 0302 c DR4 8—-12
0501, 0201 c DR3 3-5
0301, 0201 c/t 5-20
0501, 0302 c 8-35
0301, 0303 c DR9 2
0301, 0401 c DR4 4
0301, 0402 t 5-15
Protektivita
0102, 0602 c DR2 0.2
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DQA1, DQB1 pozice® Asociovany Relativni
DR riziko
0103, 0603" ¢ DR6 0.2
0103, 0601 c DR2, DR8 0.2
0501, 0301 c DR5 02-04

* t = trans nebo ¢ = cis pozice DQA1 a DQB1 genii

b . Y
asociace nebyla nalezena u fecké populace

1.2.5. Asociace T1D s tzv. non HLA geny
1.2.5.1 Insulin

Gen pro insulin (INS) je lokalizovan na 11. chromosomu lidského genomu a patii
mezi druhy geneticky nejvyznamnéjsi lokus T1D (piiblizné 10% rizika). Ve vzdalenosti
596 parit bazi ptred genem pro insulin se nachazi variabilni pocet tandemovych repetic
(VNTR), ktery vyrazné¢ ovliviluje transkripci insulinového genu. Mira transkripce
insulinového genu méni pravdépodobnost ustaveni centralni tolerance vaci insulinu
a zvySuje nebo snizuje riziko diabetu. Homozygot, ktery obsahuje kratkou formu VNTR
(26 — 63 tandemovych repetic) mé ptiblizné 3x vétsi riziko vzniku T1D nez jedinec, ktery
ma alesponi jednu dlouhou formu VNTR (140 — 210 tandemovych repetic). Dlouha forma
VNTR se tedy projevuje dominantn¢ vici kratké form¢ VNTR (BENNET et al. 1995,
UNDLIEN et al. 1995).

1.2.5.2 CTLA 4 (z angl. cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4)

Dalsi genem, ktery je asociovan s T1D je CTLA 4. Gen CTLA 4 kéduje povrchovou
molekulu T lymfocyta, kterd reguluje imunitni odpovéd T buné¢k. Molekula CTLA 4 je
koreceptorem T lymfocytt, ktery je vysoce homologni s dal§im koreceptorem CD28. Oba
koreceptory se dokonce vazi na stejny receptor CD80/86. Zatimco interakce mezi CD 28 a
CD80/CD86 ma pozitivni regulacni efekt a vede k aktivaci T lymfocytd, interakce mezi
CTLA 4 a CD80/86 ma negativni regulacni ti¢inek a brani aktivaci a proliferaci T bun¢k.
Za negativni regulac¢ni ucinek je odpovédna intracelularni ¢ast CTLA 4, ktera obsahuje
fosfatasovou aktivitu.

Zvysené riziko T1D souvisi s mutacemi a polymorfismy v genu CTLA 4. Asociace
T1D s genem CTLA 4 byla nalezena u polymorfismu +49A/G a dale pak u mikrosatelitu
(AT)n, ktery se nachazi v 3’ netranslatované oblasti genu (UEDA et al. 2003,
KAVVOURA a IOANNIDIS 2005).
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1.3. Epigenetika

Epigenetika se zabyva studiem vratnych zmén funkce genu, aniz by doslo ke
zméndm v sekvenci jaderné DNA. Epigenetické mechanismy umoziuji builkdm
s identickym genotypem vznik odliSnych fenotypi a pfenos informace do dcefinych bungk.

Tyto d¢je se podileji na bunééné diferenciaci, morfogenezi a adaptabilité jedince.

1.3.1. Chromatinova struktura

Jadernd DNA se vyskytuje u vysSich eukaryot ve dvou zékladnich morfologickych
stavech chromatinu — euchromatinu a heterochromatinu. Heterochromatin je kompaktnéjsi
a obecné transkriptné neaktivni, zatimco euchromatin je méné¢ kompaktni a vice
transkripcné aktivni. Zakladni podjednotku chromatinu tvoii nukleosom, ktery je slozen
z histonového oktameru, (tetramer H3 a H4 a dva dimery H2A a H2B) kolem kterého je
ovinuto 147 paru bazi DNA. Nukleosomy jsou déle spojeny spojnikem o 20 — 80 parech
bazi a vytvari spolu strukturu 30 nm vlédkna, kter¢ je stabilizovano dal§im typem histonu,
histonem H1 (LUGER et al. 1997).

Histony jsou bazické proteiny, které obsahuji vy$8i podil kladn€ nabitych
aminokyselin jako lysin a arginin. Elektrostaticka interakce mezi kladn¢ nabitymi
aminokyselinami a zaporné nabitou cukr-fosfatovou kostrou DNA umoziiuje (zesiluje)
vzajemnou vazbu mezi DNA a histony. VSechny ¢tyfi jaderné histony (H2A, H2B, H3
a H4) obsahuji N a C koncovou doménu, kterd vystupuje znukleosomu a poskytuje
platformu pro posttranslaéni modifikace histond (mono, di-, tri- methylace, acetylace,
fosforylace, SUMOylace, ADP ribosylace, ubikvitinace, prolinova izomerace, deiminace).
Tyto posttranslacni modifikace histoni ovliviiuji  kondenzaci chromatinu, genovou
transkripci a dale se podili na bunéénych procesech spojenych s opravou a replikaci DNA
(KOUZARIDES 2007, NELSON et al. 2006, CUTHBERT et al. 2004). Mezi epigenetické
modifikace patii také DNA methylace a RNA interference. Zatimco posttranslacni
modifikace histoni a DNA methylace reguluji pfepis gent na tranksripcni trovni, RNA

interference reguluje expresi posttranskripcné.

1.3.2. Methylace DNA

Methylace DNA patii mezi intenzivné studované epigenetické modifikace a je
jedinou dosud zndmou epigenetickou modifikaci DNA. V savéim genomu dochazi
k methylaci na patém uhliku cytosinu a to vétSinou v dinukleotidech CpG (cytosin-fosfat-
guanin). V lidskych somatickych buiikdch je takto methylovdno 70 — 80 % vSech
dinukleotidd CpG (EHRLICH et al. 1982). Dinukleotidy CpG nejsou v genomu rozdéleny
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rovnomérng, ale jsou casto koncentrovany vtzv. CpG ostrivcich. Vétsinou se CpG
ostrivky nachazi v promotorovych Castech genii a jejich hypermethylace je spojovana
s represi transkripce (SIGFRIED et al. 1999).

Pienos methylové skupiny na paty uhlik cytosinu katalyzuji enzymy nazyvané DNA

methyltransferasy (DNMT). Donorem methylové skupiny je S-adenozyl methionin.

1.3.2.1 Rozdéleni a funkce DNMT

DNMT se rozdé¢luji do dvou tfid podle funkce a preference k substratu. Prvni tfidu
DNMT tvoii methyltransferasy DNMT3a a DNMT3b, které preferuji nemethylované
fetézce DNA. Kratce po fertilizaci totiz dochazi ke globalni demethylaci genomu (kromé
genomicky imprintovanych gend) a nasledné béhem ranného embryondlniho vyvoje
dochdzi k opétovné DNA methylaci a k ustaveni novych methylacnich vzorid. Za ustaveni
novych methylac¢nich vzori jsou odpovédné pravé DNMT3a a DNMT3b (oznacovany jako
de novo methyltransferasy). Jakmile je methylacni vzor ustaven, je s vysokou piesnosti
dale pfedavan z jedné bunééné generace na druhou. Piedani methylacnich vzort zajistuje
druhé tfida DNMT, kterd je oznaCovana jako ,,udrzovaci. Jedinym zastupcem této tiidy je
DNMT1 (KLOSE a BIRD 2006). V c¢asné S fazi bunééného cyklu je DNMTI
transportovana do jadra a navazana na hemimethylovany DNA fetézec. Po vazbé na DNA
(béhem replikace DNA) kopiruje jiz ustavené methyla¢ni vzory na nové syntetizovany
fetézec DNA (FATEMI et al. 2001).

Cilené¢ inaktivace DNMT ukazaly, Ze jsou pro vyvoj organismu nepostradatelné
ajejich absence vede k riznym vyvojovym defektim. Pokusy na mysSich ukazaly, ze
inaktivace DNMT3b neni slucitelnd s vyvojem plodu. Inaktivace DNMT3a vedla
k brzkému umrti jedince hned po narozeni (OKANO et al. 1999). V pribéhu vyvoje
embrya dochazi pravdépodobné k prepnuti mezi DNMT3a a DNMT3b. Dtlezitou ulohu
pii regulaci aktivit obou enzymi md DNMT3L. DNTM3L je protein piibuzny DNMT,
ktery postrddd methylacni aktivitu, ale reguluje methylaéni aktivitu de novo
methyltransferas DNMT3a a DNMT3b (SUETAKE et al. 2006, CHENG
a BLUMENTHAL 2008).

Mimo zminéné dvé tfidy byl vyclenén enzym DNMT2. Nedavno bylo zjisténo, Ze
lidskda DNMT?2 by mohla katalyzovat methylaci RNA (JURKOWSKI et al. 2008).

Dosud neni znamo, jak dochazi k demethylaci fetézci DNA a zda existuji enzymy,
které demethylacni aktivitu maji. K demethylaci DNA miiZze dochazet bud’ inhibici nebo
represi transkripce DNMT]1, ¢imz by nedochazelo ke kopirovani methylacnich vzorti na

nove¢ syntetizované DNA fetézce. Druhou moznosti je, ze demethylace DNA se tcastni
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DNA deaminasy, které katalyzuji odstranéni aminoskupiny =z cytosinu. Odstranéni
aminoskupiny z cytosinu vede ke zméné parovani bazi z C:G na T:G. Nespravné parovani
T:G je rozpoznano reparaénimi enzymy DNA a muize vést k opravé (MORGAN et al.
2004).

Nedavna studie ukéazala, ze DNMT mohou mit dvoji roli v methylaci CpG ostravkd.
U DNMT3a/DNMT3b byla pozorovana deaminacni aktivita, in vitro mohou deaminovat

jak cytosin, tak i 5 methylcytosin (METIVIER et al. 2008).

1.3.2.2 Vyznam DNA methylace

Ptidani methylové skupiny na cytosin ma dualezitou roli v regulaci genové exprese
a kondenzaci chromatinové struktury. Pro regulaci genové exprese je dilezitd methylace
promotorového useku a prvniho intronu dané¢ho genu. Methylace zminénych usekt bud’
blokuje ptistup transkripcnich faktor nebo snizuje afinitu RNA polymerasy II vici cilové
sekvenci DNA. V kone¢ném dutsledku dochazi krepresi transkripce daného genu
(SIGFRIED et al. 1999). Zakladni modely transkripéni represe zprostfedkované DNA
methylaci jsou shrnuty na obrazku €. 4 (KLOSE a BIRD 2006).

(a) (b}

(d)

—,
ﬁ. her
co000

TiBS

Obrazek cislo 4. Modely genové represe zpusobené methylaci DNA (KLOSE a BIRD 2006).

a) DNA methylace brani vazbé transkripcni faktoru k cilové sekvenci a vede k transkripéni represi.
b) Methylova skupina cytosinu vaze komplex methyl — vazebného proteinu (MBP) a korepresord, které
navozuji transkripéni represi. ¢) DNMT se na DNA vaze v komplexu s ostatnimi chromatin
modifikujicimi enzymy jako napiiklad histondeacetylasami (HDAC). HDAC deacetyluji chromatin
a vyvolavaji kondenzaci chromatinu a represi transkripce. d) DNA methylace v téle genu mtze také vést

k transkripéni represi. V tomto piipadé brani methylova skupina elongaci RNA polymerasy II.
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1.3.3. Vliv prostiedi na epigenetické modifikace

Jednim z faktor vnéjSiho prostiedi muze byt strava jedince. Nékolik studii ukézalo,
ze slozeni stravy miize ovlivnit biochemické drahy methylaéniho procesu, dostupnost
donorovych skupin methylu (methionin a folat) a regulovat methyltransferasovou aktivitu
(JAENISCH a BIRD 2003). Prvni dikaz podala studie na mySim modelu (mys$i Agouti),
u kterého bylo zjisténo, Ze strava matky béhem téhotenstvi ma zasadni vliv na epigenom
potomka. Genom agoutli obsahuje genomicky imprintovany gen, jehoz produkt ovliviiuje
tvorbu Zlutého pigmentu. Béhem téhotenstvi samicky zplsobuje strava bohatd na methyl
hypermethylaci zminéného genu, vede ke zméne barvy srsti a k prodlouzeni Zzivota
potomka. Diilezité je, Ze zména v methylaci je trvala a je déle predavéana na dal$i generace
(WOLFF et al. 1998, COONEY et al. 2002). Dalsi studie dokumentuje, ze krmeni
téhotnych potkant stravou omezenou na proteiny, vede ke zvySené hypomethylaci CpG
dinukleotid (LILLYCROP et al. 2008).

Nedavno byla publikovana studie, ktera naznacuje, ze u lidi dochazi k podobnym
regulaénim mechanismiim jako u zvifecich modelt. Bylo ukdzano, Ze prenatalni hladovéni
vede ke zméné epigenetické informace Cloveka, kterd pretrvava po cely Zivot jedince.
Jedinci, které byly prenatdlné vystaveny hladovéni méli o 6 desetileti pozdéji méné
methylovany imprintovany gen IGF2 ve srovnani sneexponovanymi sourozenci
(HEIJMANS et al. 2008). Velice zajimava je také epigeneticka studie, ktera srovnava
epigenom monozygotnich dvojcat. Fraga a kol. ukazaly, ze geneticky shodnd monozygotni
dvojcata se lisSi v DNA methylaci a histonovych modifikacich. Zatimco 65 %
monozygotnich dvojc¢at mélo téméi shodny profil v methylaci genomové DNA a acetylaci
histoni H3 a H4, u 35 % monozygotnich dvojcat se profil v téchto ukazatelich liSil.
Odlisnosti zavisely jednak na véku dvojcat a dale pak na dob¢, po kterou spolu dvojcata
vyristala (FRAGA et al. 2005). Je pravdépodobné, ze faktort, které se podileji na regulaci

epigenomu jedince je daleko vice a je potieba jim dale vénovat pozornost.
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2. Cile diplomové prace

Tato diplomové préace je pilotni studii odvozené z probihajici studie realizované na
Ustavu obecné biologie a genetiky 3. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy, ktera se zabyva
vyznamem epigenetické regulace geni HLA II. tfidy u pacientli s autoimunitnim diabetem
a zdravych kontrol. Cilem této diplomové prace je ziskat prvni data o urovni methylace
promotorid genu HLA DQALl a stanovit expresi jednotlivych alel genu HLA DQAL.

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o dil¢i studii, zabyvali jsme se pouze pacienty T1D.

Cile prace

1) Genotypizace geni HLA DQA1, HLA DQB1 a HLA DRB1 pomoci sekvencné
specifickych primert.

2) Urc¢it rozdily v methylaci mezi promotory genu HLA DQAL.

3) Pomoci kvantitativniho PCR stanovit expresi jednotlivych alel genu HLA DQA1

u pacientt s T1D.
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3. Pouzity material, chemikalie a pFistroje

3.1.

Pufry a roztoky
Izolace DNA
RCLB (roztok pro lyzu erytrocyti):

WCLB (roztok pro lyzu leukocyt):

5 mM MgCl,

320 mM sacharosa

1% Triton X — 100

12 mM Tris-HCI1 pH 7.5
120 mM EDTA pH 8.0
375 mM NacCl

Magneticka separace monocytl a B lymfocytt

Pufr 1

Pufr 2

Elektroforetickd separace DNA
TBE pufr

TAE puft (50x konc. zdsobni roztok):

PBS pH 7.4

0,1% (w) BSA

PBS (bez Mg2+ nebo Ca")
0,1% (w) BSA

2 mM EDTA

890 mM Tris baze

890 mM kyselina borita

20 mM EDTA pH 8.0

242 g Tris baze

100 ml 0,5 M EDTA pH 8.0
57, 1 ml kyseliny octové
doplnéno dH,O do 1 litru

Ovéteni pozitivng transformovanych kolonii (PCR colony)

Roztok 1

Roztok 2

50 mM glukosa
10 mM EDTA
25 mM Tris HCI1
200 mM NaOH
1% SDS
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3.2.

3.3.

Roztok 3 60 ml KOAc

11,5 ml ledové kyseliny octové

28.5 ml dH,O
Enzymy
Proteinasa K 30 U/mg (Sigma Aldrich, USA)
Taq DNA polymerasa 500U, 5U/ul (Fermentas, Kanada)
Komer¢ni soupravy a Kity

Magneticka separace monocytl a B lymfocytt (Invitrogen, USA)
Dynabeads CD14"
Dynabeads CD19" Pan B

HLA genotypizacni kity (Genovision, USA)
Olerup SSP™ DR low resolution kit
Olerup SSP™ DQ low resolution kit
Olerup SSP™ DQBI1 * 02

Olerup SSP™ DQBI1 * 03

Olerup SSP™ DQBI * 04

Olerup SSP™ DQBI * 05

Olerup SSP™ DQBI1 * 06

Olerup SSP™ DQAL1

Bisulfitova konverze

Epitect” Bisulfite Kit (QIAGEN, USA)

Ochranny pufr DNA

Pufr BW a BD (dle pokynti vyrobce smichané s 96-100 % ethanolem)
Pufr BL

Precisténi PCR produktu
GenElute™ Gel Extraction Kit (Sigma Aldrich, USA)
Solubiliza¢ni roztok

Roztok pro piipravu kolonky

Promyvaci roztok (dle pokynli vyrobce smichané s 96-100 % ethanolem)



34.

PCR reak¢ni kit (Fermentas, Kanada)
dNTPs - dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM)
Taq DNA polymerasa 500 U, 5U/pul,

10x Taq pufr s KCl1

25 mM MgCl,

Izolace RNA

GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma Aldrich, USA)
Lyzacni roztok (dle pokynt vyrobce smichan s 2-merkaptoethanol)
Promyvaci roztok 1

Promyvaci roztok 2 (dle pokynii vyrobce smichano s ethanolem)

2-merkaptoethanol

QIAamp” RNA Blood Mini Kit ( QIAGEN, USA)

Pufr EL

Pufr RLT (pfedem smichan s f-merkaptoethanolem dle pokyni vyrobce)
Pufr RW1

Pufr RPE (pfedem smichéan s 96-100% ethanolem dle pokynil vyrobce)

Reverzni transkripce

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, USA)
10 x RT pufr

25 x ANTP mix (100 mM )

10 x RT ndhodné primery

Multiscribe reverzni transkriptasa

Primery a sondy

Syntetické jednotetézcové oligonukleotidy slouzici jako primery pro PCR , RT-PCR

nebo sondy pro RT-PCR byly syntetizovany na zakazku a jako pfeciStené gelovou

permeacni chromatografii dodany firmou KRD.
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Primery pro amplifikaci promotorového useku HLA DQAL (Metabion International
AG, Némecko)

Vnéjsi primery

Piimy primer 1 5" GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 3’

Zpétny primer 1 5" CAAACCAAACCCTACCAAATCA 3’

Vnitini primery

Piimy primer 2 5" AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 3’

Zpétny primer 2 5" AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 3’

Ovéfteni pozitivné transformovanych bakterii

primery SP6 a T7 (Metabion International AG, Némecko)
SP6 primer 1 5’"GATTTAGGTGACACTATAGA 3’

T7 primer 1 5" TAATACGACTCACTATAGGG 3’

Obdrzené primery byly fedény na koncentraci 100 uM. Takto natedéné primery byly

dale 2x (1:1) fedény na pracovni koncentraci 50 pM.

Kvantitativni PCR

Amplifikace jednotlivych alel HLA DQA1

Dodavatel primert a sond (IDT, USA)

Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, USA)
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Seznam primerut pouzitych pri kvantitativnim PCR

Primer Sekvence (5'—3°) délka Tm [°C]
primeru
DQA1*01 F GAAGGAGACTGCCTGGCG 18 53
DQA1*01 R CATGATGTTCAAGTTGTGTTTTGC 23 54
DQA1*02 F TTACGGTCCCTCTTGCCAGTT 21 55
DQA1*02 R TTGCGGGTCAAATCTAAGTCTGT 23 55
DQA1*03 F GGTCCCTCTGGGCAGTACAG 20 53
DQA1*03 R CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT 22 55
DQA1%04 F GTACACCCATGAATTTGATGGAGAC 25 55
DQA1*04 R CAGGATGTTCAAGTTGTGTTTTGTC 25 55
DQAT1*05 F GATGAGCAGTTCTACGTGGACCT 23 54
DQA1*05 R GTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC 25 54
DQALI1 total F TACAGCTCAGAACAGCAACTGC 22 53
DQALI total R CCCACAATGTCTTCACCTCCA 21 55
DQA1 intron F GTTGCCCGTTTCTTTCTCTCA 21 54
DQA1 intron R TGGACTCCTTTACCCACTCCC 21 55
DRAI1F GGACAAAGCCAACCTGGAAA 20 55
DRA1R AGGACGTTGGGCTCTCTCAG 20 54

Sekvence primerti a sond byla pfevzata z literatury (FERNANDEZ 2003 et al.), nékteré sekvence

primeri a sond byly ¢astecné upraveny. Sekvence tucné oznacenych primerti byla noveé navrzena.

Seznam sond pouzitych pri kvantitativnim PCR

Sonda Sekvence (5°—3°) délka Tm [°C]
sondy
DQA1*01 CCTGCGGGTCAAAACCTCCAAATTTG 26 66
DQA1%¥0203  CCACATAGAACTCCTCGTCTCCATCAAATTCAT 33 66
DQA1*0405  ACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCAGACAA 31 65
DQAL1 total CTTTGTTTAGGATCATCCTCTTCCCAAGGC 30 65
DQA1 intron ~ ACCTGTGCCAGTTCCCATGTGGAAAT 26 64
DRA1 CAACTATACTCCGATCACCAATGTACCTCCAGAG 34 65

Vybér endogenni kontroly

Taq Man Gene Expression Assay:

hu TBP: Hs 00427620 m1, Applied Biosystems, USA
hu B-actin, Hs 99999903 ml, Applied Biosystems, USA
PPIA: Hs 99999904 m1, Applied Biosystems, USA

hu RPS13: Hs 01011488-g1, Applied Biosystems, USA
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3.5.

3.6.

Bakteriani kmeny, plasmidy a media

Bakterialni kmeny

E. coli DH5a, genotyp: F- 80dlacZ MI15 (lacZYA-argF) U169 recAl
endA1hsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl

Plasmidy
pGEM-T® Easy Apr, oriV ColEl lacZ, 3015 pb Promega

Kultiva¢ni média

Pokud to bylo mozné byla kultivacni média a roztoky sterilizovany autoklavovanim
pfi pretlaku 0,1 MPa a teploté 121 °C po dobu 25 minut. Roztoky IPTG a antibiotika
byly sterilizovany filtraci pres 0,22 pum Millipore filtr a pied jejich pfidanim do media

byla ochlazena na teplotu minimaln¢ 55 °C. Pro ptipravu pevnych medii byl do medii

pted autoklavovanim ptidan agar do vysledné koncentrace 1,8 % (w/v).

Lauria-Bertrani (LB) medium (pH 7,0-7,2)

Ostatni roztoky a chemikalie

10 g tryptonu

5 g kvasnicového autolyzatu
5 g NaCl

doplnéno H20 do objemu 1 1

Vétsina pouzitych chemikalii a rozpoustédel certifikovanych pro elektroforézu nebo

molekulérni biologii bylo Cistoty p.a.
Agaro6za

Agar6za s nizkou teplotou tani

BSA (hovézi sérovy albumin)

CaCl; (chlorid vapenaty)
CH3;COOH (kyselina octova)

dH,O (destilovana voda)

DNA Zebticek 100 bp

DMSO (dimethylsulfoxid)

EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova)
Ethanol (96%, 70%)

Ethanol absolutni (100%)

Etidium bromidTB

GelRed (interakalacni ¢inidlo)

(Serva, Némecko)

(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Lach-Ner, Ceska republika)
(Ardeapharma,Ceska republika)
(Norgen Biotek, Kanada)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(FNKYV, Ceska republika)
(Sigma Aldrich, USA)
(Top-bio, Ceska republika)
(Biotium, USA)
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3.7.

Glukosa

HCI (kyselina chlorovodikové)
H3BO; (kyselina boritd)
Chloroform

IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranosid)
[zopropanol

LB (Luria Bertrani) agar

LB ( Luria Bertrani) médium
Marker pUC19 DNA/Msp |
MgCl; (chlorid hotfecnaty)
NacCl (chlorid sodny)

NaOH (hydroxid sodny)
KOACc (octan draselny)
Kyselina octové (bezvoda)
PBS (fosfatovy pufr se soli)
Nanaseci pufr (6x konc.)
Sacharosa

SDS (dodecylsulfat sodny)
Sodna stil ampicilinu

Triton X — 100

Tris baze

Voda bez RNase, DNase
X-Gal

Pristroje a programy
Pouzité pristroje

Autoklav Systec DE-23

Automaticka pipeta jednokanalova Biopipette A

(1000 — 5000)

(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Amresco, USA)
(Penta, Ceska republika)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Fermentas, Kanada)
(Serva, Némecko)
(Serva, Némecko)
(Penta, Ceska republika)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Gibco, USA)
(Takara, Japonsko)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Carl Roth, Némecko)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)

(Systec, Némecko)
(Labnet, Polsko)

Automatickeé pipety jednokanalové Discovery+ (HTL) (Lab Solution, Polsko)

(0,1 —2;2-20;20—200; 100 — 1000)
Centrifuga Z 300

Centrifuga MPW-51

Polsko)

Elektroforetické vany

(Hermle, Némecko)

(Mechanika Precyzyjna,

(Thermo Scientific, USA)
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3.8.

Gel logic 1500 - foceni agar6zovych gelt
Hlubokomrazici box U410
LabCycler gradient SensoQuest
Laminarni box Auramini
Laminarni box HER Asafe
Laminarni box CleanAir
Lednicka ARC

Mikrovinna trouba
Minicentrifuga Z100 M
Mraznicka zasuvkova
Nanofotometr

Plynovy kahan Schuett phoenix
Stolovy vortex

Termocykler C1000TM
Ttepacka a inkubator NB205-QF
UV Transluminator MUVB20
Vahy digitalni 40SM-200A

Zdroj napéti pro elektrof. separaci PowerPac 3000
Zdroj napéti pro elektrof. separaci MP-250V

7000 SDS ABI Prism

Pocitacové programy
Bioedit (volné dostupna verze 7.0.9.0)
Genesnap

Graphpad prism 5.04

Kodak Molecular Imaging software, verze 5.0.

7000 Sequence Detection Software 1.2.3.

Soubor pacienti

(Kodak, USA)

(New Brunswick, UK)
(Scholler, Némecko)
(Bioair, Italie)

(Heraeus, Némecko)
(Scholler, Némecko)
(Whirlpool, USA)
(Zanussi, Itélie)

(Hermle, Némecko)
(Whirlpool, USA)
(Implen, Némecko)
(Schuett — biotec.de, Némecko)
(Scientific industrie, USA)
(Bio-Rad, USA)
(N-Biotek, Korea)
(UltraLum, USA)

(Precisa, Svycarsko)
(Bio-Rad, USA)

(Major Science, USA)
(Applied Biosystem, USA)

(Syngene, UK)

(Kodak, USA)
(Applied Biosystems, USA)

Soubor 30 pacientit T1D je evidovan ve Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady.

Zkoumany soubor pacienti ma vékovy rozptyl 21 — 76 let (praimérny vék ¢ini 40,8 let;

median 38 let). Z 30 pacientd T1D bylo 10 zenského a 20 muzského pohlavi.
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4. Metodika prace a postupy

Od 30 pacienti T1D byla v rannich hodinach odebrana plna periferni krev (pfiblizné

10 ml). Z plné periferni krve byla izolovana DNA, RNA a separovany monocyty a B

lymfocyty, ze kterych byla provedena izolace jak DNA tak i RNA. U T1D pacientt byl
nejprve ur¢en HLA genotyp, (HLA DQAL, HLA DQB1 a HLA DRB1). DNA z plné krve,

monocytll a B lymfocytl byla oSetfena bisulfitem, osekvenovand a detekovana methylace

promotorového tseku alel HLA DQAL. Nasledné byla provedena kvantifikace exprese

jednotlivych alel HLA DQAL.

4.1. Izolace chromosomalni DNA z pIné krve

Plnéa periferni krev byla odebrana do zkumavky s antikoagula¢ni latkou — EDTA.

DNA byla izolovana z 0,5 ml plné krve pomoci vysolovaci metody (Miller et al. 1998). Pii

izolaci DNA byla veskera centrifugace provadéna pii 18, 000 x g.

1.

Erytrocyty byly lyzovany 1ml RCLB (roztok pro lyzu erytrocytll) a vznikla
suspenze centrifugovana 5 minut. Supernatant byl odpipetovan a peleta
promyta 1ml dH,O. Peleta byla poté znova promyta 1 ml dH20.

K peleté bylo ptidano 235 ul dH,O, 80 ul WCLB (roztok pro 1yzu leukocytit)
a peleta dikladné resuspendovana.

Bylo ptidano 40 pl 10 % SDS (dodecylsulfat sodny) a 15 pl proteinasy K (20
mg/ml v dH,0).

Vzorky byly umistény do inkubatoru a inkubovany pii 57 °C na otacecim
rotatoru po dobu minimalné 30 minut.

Po ukonceni inkubace byly vzorky ochlazeny na pokojovou teplotu a pfidano
100 ul 6 M NaCl. Vzorky byly ru¢né dikladné protfepany a centrifugovany
po dobu 6 minut.

Do nové zkumavky byl pomoci pipety odebran supernatant a stocen po dobu
3 minut. Tento krok byl jesté jednou zopakovan.

K supernatantu byl ptidan vychlazeny (-18 °C) absolutni 100 % ethanol
a DNA vysrazena lehkym obracenim zkumavky. Pro vyssi vytézek DNA byly
vzorky umistény do -18 °C na dobu pfiblizné¢ 15 minut.

Vzorky byly stoeny (3 minuty) a peleta promyta 1 ml 70 % ethanolu.

Nasledovala opétovna centrifugace (3 minuty). Supernatant byl odstranén.
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9.

DNA byla zbavena zbytkového ethanolu vysuSenim v laminarnim boxu. Poté
byla DNA rozpusténa ve 100 — 200 pl dH,O a jeji koncentrace zméfena na

nanofotometru.

4.2. Magneticka separace monocyti (CD14) a B lymfocyti (CD19)

K magnetické separaci byly pouZity magnetické partikule Dynabeads® CD14

a Dynabeads” CD 19 pan B (Invitrogen, USA), které na svém povrchu nesou protilatky

proti povrchovym antigeniim monocytl a B lymfocytl. K izolaci monocytti a B lymfocyti

bylo pouzito minimalné 5 ml plné periferni krve s antikoagulaéni latkou (EDTA).

4.2.1. Priprava magnetickych partikuli Dynabeads CD 14 a CD19

Pied pouzitim byly magnetické partikule CD14 a CD19 promyty dle pokynt

vyrobce.

1.

Magnetické partikule byly v zasobni lahvicce resuspendovany a pozadovany
objem partikuli odebran do nové zkumavky. K partikulim byl pfidan Iml

pufru 1 a cely roztok dén na vortex.

. Zkumavka s magnetickymi partikulemi byla umisténa k magnetu na dobu 1

minuty. Poté co byly vychytany magnetické partikule, byl opatrné odstranén
supernatant.
Zkumavka byla odejmuta z magnetu a byl pfidan stejny objem pufru 1 jako

byl pocatecni objem magnetickych partikuli.

4.2.2. lIzolace monocyti (CD14) a B lymfocyta (CD19)

Izolace monocyti

1.

Plna periferni krev byla roziedéna v dvojnasobném objemu pufru 2 a stocena
pii 600 x g (pomalé brzdéni centrifugy) po dobu 10 minut.

Horni frakce byla odpipetovana a zbylé buiiky resuspendovany v pufru 2 na
puvodni objem krve. Od této chvile byly buiiky neustale inkubovany na ledu.
Ke vzorku byl ptfidan doporuceny objem magnetickych partikuli Dynabeads
CD14 (max. 25 ul na 1ml krve)*.

Magnetické partikule s monocyty byly inkubovdny na otdCecim rotoru po
dobu 30 minut 4 °C.

Monocyty byly vychytany pfilozenim zkumavky k magnetu na dobu 2 minut.
Do nové zkumavky byl pfenesen supernatant, ze kterého byly pozdéji

izolovany B lymfocyty.
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6. Vychytané monocyty byly v pufru 2 resuspendovany do ptivodniho objemu
krve a znovu umistény k magnetu na 2 minuty. Promyti monocyti v pufru 2
bylo opakovano, dokud nebyl roztok ¢iry (standartné 3x).

7. Monocyty byly resuspendovany ve 3 ml PBS.

*Vyrobce na izolaci doporucuje 25 pl magnetickych partikuli na 1ml krve. K izolaci bylo pouzito min.

%, doporuceného objemu.

Izolace B lymfocyti

Postup pro izolaci B lymfocyth byl shodny s postupem pro izolaci monocytl
se dvéma rozdily. 1) Na separaci B lymfocyti byly pouzity magnetické partikule
Dynabeads CD19. 2) Na promyti B lymfocyti byl pouzit pufr 1. V poslednim kroku byly
B lymfocyty resuspendovany ve 3 ml PBS.

Z vyizolovanych monocytti a B lymfocytti bylo odebrano na izolaci DNA 0,5 ml a na
izolaci RNA taktéz 0,5 ml. K pfibliznému uréeni poctu bunék bylo odebrdno 20 pl od
kazdého bunécného typu a buiiky spocitiny v Biirgerové komirce. Zbylé buiky (~2ml)

byly déle pfipraveny na chromatinovou imunoprecipitaci.

4.2.3. Izolace DNA monocyti a B lymfocyta

Izolace DNA monocytti a B lymfocytt probéhla za pouziti modifikované vysolovaci
metody dle postupu 4.1. Z postupu vysolovaci metody byla vynechana lyze erytrocyt
aizolace byla zahdjena 2. krokem - pfidanim WCLB. Izolovand DNA byla rozpusténa
ve 25 — 30 pl dH,0.

4.3. Izolace RNA

Izolace RNA byla provedena z monocytl,, B lymfocytii a z plné krve. Izolace byla
provedena okamzit¢ po obdrzeni krve T1D pacientli. Pro izolaci RNA monocyti
a B lymfocytd byl pouzit GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma
Aldrich, USA). Izolace RNA z plné krve byla provedena pomoci QIAamp” RNA Blood
Mini Kit ( QIAGEN, USA).

4.3.1. Izolace RNA z monocyti a B lymfocyti
Piiprava bunék pro izolaci RNA
1. Buiky byly sto¢eny pii 300 x g (5 min) a poté odstranén supernatant.
2. K buiikdm bylo pfidano 250 pl lyza¢niho roztoku (pfed pouzitim ptidan 2-
merkaptoethanol dle pokyni vyrobce) a bunky dikladné lyzovany na

vortexu.
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3.

Lyzaty bunc¢k byly naneseny na GenElute filtracni kolonku, ktera byla

umisténa do sbérné zkumavky. Kolonka byla stocena pfi 15, 000 x g po dobu

2 minut.
4. K ziskanému filtratu bylo pfidano 500 pl 70% ethanolu. Filtrat byl promichan
vortexovanim a nanesen na GenFElute vazebnou kolonku.
Izolace RNA

Veskera centrifugace byla provedena pii 18, 000 x g.

1.

Filtrat byl nanesen na GenElute vazebnou kolonku a centrifugovan 1 minutu.
Obsah sbérné zkumavky byl vylit.

Ke kolonce bylo ptidano 500 pl promyvaciho roztoku 1 a kolonka stocena po
dobu 1 minuty.

Kolonka byla pfenesena do nové sbérné zkumavky, priddno 500 pl
promyvaciho roztoku 2 (pfed pouzitim nafedén ethanolem dle pokynt
vyrobce) a kolonka centrifugovana po dobu 1 minuty. Obsah sbérné
zkumavky byl vylit.

Znovu bylo pfidano 500 pl promyvaciho roztoku 2 a kolonka centrifugovana
po dobu 2 min. Po odstranéni filtratu byl z kolonky odstranén zbytkovy
ethanol opétovnou centrifugaci po dobu 1 minuty.

Kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky a doprostied kolonky
naneseno 50 pl vody bez RNase. RNA byla ziskdna 1 minutovou
centrifugaci.

RNA byla umisténa do -80 °C a pozd¢ji vyuzita pro reverzni transkripci do

cDNA.

4.3.2. Izolace RNA z plné krve

1.

Nejprve byly lyzovany erytrocyty smichanim jednoho objemového dilu (1ml)
krve s péti objemovymi dily (5ml) pufru EL.

Lyze probihala 10-15 minut na ledu. Béhem inkubace byly bunky 2x lehce
zvortexovany.

Buiiky byly stoceny (400 x g, 4 °C) po dobu 10 minut a poté opatrné
odstranén veskery supernatant.

K peleté byly pfidany 2 objemové dily pufru EL (2ml EL pufru na 1ml krve)

a peleta resuspendovéna.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Bunky byly opét stoceny pii 400 x g (4 °C) po dobu 10 minut a pomoci
pipety odstranén supernatant.

Peleta byla dikladné resuspendovéana ve 600 ul RLT pufru (pfedem smichan
s B-merkaptoethanolem dle pokynii vyrobce).

Do sbérné zkumavky byla umisténa QIAshredder kolonka a na ni nanesen
homogenizovany lyzat bun¢k. Kolonka byla sto¢ena 2 minuty (18, 000 x g, 4
°C).

Kolonka byla vyhozena a ponechén filtrat.

Bylo ptidano 600 pl 70% ethanolu a filtrat promichan pipetovanim.

Cely objem vzorku byl poté nanesen na QIAamp kolonku, ktera byla predem
umisténa do sbérné zkumavky. Vzorek byl centrifugovéan pii 12, 000 x g po
dobu 15 sekund.

QIAamp kolonka byla pienesena do nové sbérné zkumavky, promyta 700 ul

pufru RW1 a znovu stocena (12, 000 x g, 15 sekund).

Kolonka byla opét ptenesena do nové sbérné zkumavky a ptiddno 500 pl

pufru BPE (pfedem ptidan 96 - 100% ethanol dle pokynli vyrobce). Kolonka

byla stocena pti 12, 000 x g po dobu 15 sekund.

Ke kolonce bylo znovu ptidano 500 ul pufru BPE a kolonka stoCena pii
18,000 x g po dobu 3 minut.

Kolonka byla pfenesena do nové sbérné zkumavky a centrifugovana pfi
18,000 x g po dobu 1 minuty.

Kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky a do
sttedu membrany naneseno 30 pl vody bez RNase. RNA byla ziskana 1

minutovou centrifugaci pti 12, 000 x g.

Vyizolovand RNA byla skladovdna pii -80 °C a pouzita pro reverzni

transkripci.

4.4. Genotypizace HLA

Genotypizace HLA byla provedena pomoci HLA Olerup SSP® kitti (Genovision,
USA), které obsahuji sekvencné specifické primery pro amplifikaci alel HLA II. tfidy.
Genotypizace HLA byla provedena u alel HLA DQA1l, HLA DQBl1 a HLA DRBI.
Na zédkladé kitu HLA DQ low resolution byly nejprve uréeny sérologické skupiny HLA
DQB1. Konkrétni podtypy jednotlivych alel HLA DQB1 a HLA DQAl byly urceny
za vyuziti kitd high resolution HLA DQB1*02, 03, 04, 05, 06 a HLA DQA1. Genotypizace

HLA DRB1 byla ur¢ena pouze na urovni sérologické skupiny a nebyla jiz déle rozlisena.
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1. Na led¢ byly rozmrazeny komponenty PCR reakce a cela reakéni smés byla

napipetovana do mikrozkumavek po 10 pl. Reakéni smés pro jednu PCR

reakci byla pfipravena dle tabulky €. 2. Pofet PCR reakci se liSil podle

genotypizacniho kitu (min. 6 — max. 32 PCR reakci).

Tabulka ¢islo 2: Reakéni smés pro provedeni genotypizace HLA II. tfidy. Objemy reak¢nich

komponent jsou uvedeny pro jednu reakci genotypizacniho setu.

SloZzka reakce Objem [pl]
Voda 4,92

PCR master mix 3,0

DNA (c=30ng/ul) 2,0

Taq polymerasa 0,08
Celkovy objem 10

Objem DNA vlozeny do PCR reakce byl pocitan na koncentraci DNA 30 ng/ul.
2. Po probéhnuti PCR reakce dle teplotniho programu (tabulka €. 3) byly PCR

produkt(y) ovéfeny na 2% TBE agar6zovém gelu. Na agardzovy gel byl

nanesen cely reakéni objem 10 pl. Po elektroforetické separaci byly DNA

fragmenty vizualizovany pomoci UV a gel vyfocen.

3. Amplifikované HLA alely byly urceny dle interpretacni tabulky daného HLA
Olerup SSP® kitu.
Tabulka ¢islo 3: Teplotni program pro HLA genotypizaci.

Reakéni krok

Teplota [°C]

Cas|[s] Pocet

1 Pocatecni denaturace

2 Denaturace

3 Hybridizace a elongace
4 Opakovani kroku 2—3
5 Denaturace

6 Hybridizace

7 Elongace

8 Opakovani kroku 5—7

94

94

65

94

61

72

opakovani
120
10
60
9x
10
50
30
19x
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4.5. TBE agarodzova elektroforéza

Elektroforetickd separace DNA byla provedena na 2% TBE agar6zovém gelu

v elektroforetickych vanach od firmy Thermo Scientific v horizontdlnim uspotadani.

1.

Byl pfipraven 2% agardzovy gel (3,6 g agardzy smichano s 180 ml TBE
pufru).

Cela heterogenni smés byla umisténa do mikrovinné trouby a uvedena do
bodu varu.

Poté co smés prosla varem, bylo ke kapaling pfidano 5 pl GelRed (2,5 pl
na 100 ml TBE).

Po ochlazeni roztoku na ~60 °C byl gel nalit do elektroforetické vany a na gel
umistény hiebeny.

Po ztuhnuti gelu byly hiebeny vyjmuty, vana naplnéna TBE pufrem a do
vzniklych jamek naneseny vzorky. Vzorky byly pfed nanesenim na agarézovy
gel (krom¢ vzork pro HLA genotypizaci) smichany s 6 x koncentrovanym
nanasecim pufrem v poméru 5:1.

Elektroforetickd separace probihala pii konstantnim napéti pii 175

V piiblizné 45 minut.

4.6. Bisulfitové sekvenovani

Bisulfitova konverze DNA je metoda, kterd umoziiuje detekovat methylaci DNA. Jeji

princip spoc¢iva v odlisné reakci bisulfitu sodného (NaHSO3) s nemethylovanym

a methylovanym cytosinem. Zatimco nemethylované cytosiny jsou pfi bisulfitové konverzi

pfevedeny na uracily, methylované cytosiny jsou vii¢i bisulfitové konverzi rezistentni. Po

bisulfitové konverzi tedy zlistanou pouze metylované cytosiny, které 1ze detekovat pomoci

sekvenovani.

4.6.1. Bisulfitova konverze DNA a jeji precisténi

Bisulfitova konverze DNA a nésledné ptecisténi bisulfitované DNA bylo provedeno

pomoci Epitect” Bisulfite Kit (QIAGEN, USA).

1.

Bisulfitovy mix byl rozpustén v 800 ul vody bez RNase a dle tabulky ¢&. 4
byla pfipravena reakéni smes.

Cela reakce byla umisténa do thermocykleru a spustén teplotni program dle
tabulky ¢. 5.

Bisulfitovand DNA byla ptecisténa dle pokynl vyrobce.
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Tabulka ¢islo 4: Reak¢éni komponenty bisulfitové konverze. Objemy reak¢nich komponent jsou

uvedeny pro jednu bisulfitovou reakci.

SloZzka reakce Objem [pl]

DNA (Ing - 2pg) raznorody*
voda bez RNase raznorody*
Bisulfitovy mix 85
Ochranny pufr DNA 35

Celkovy objem 140

*celkovy objem DNA a vody bez RNase byl 20 pl. Maximalni mnozstvi DNA vloZené do reakce bylo

2 pg.
Tabulka ¢islo 5: Reakéni podminky pro bisulfitovou konverzi DNA.
Reak¢éni krok Cas Teplota
[min] [°C]
Denaturace 5 95
Inkubace 25 60
Denaturace 5 95
Inkubace 85 60
Denaturace 5 95
Inkubace 175 60
Zavérecna inkubace el 20

Precisténi bisulfitované DNA
Veskera centrifugace byla provedena pti 18,000 x g.

1. Po ukonceni bisulfitové konverze byly zkumavky obsahujici bisulfitovou
reakci lehce stoCeny a celd reakce byla pfenesena do 1,5 ml
mikrocentrifugacnich zkumavek.

2. Ke vzorku (celé reakcei) bylo ptidano 560 ul pufru BL a cely roztok byl lehce
zvortexovan a kratce stocen.

3. VSechen objem byl poté ptenesen do Epitect kolonek, které byly umistény do
sbérnych zkumavek. Epitect kolonky byly sto¢eny po dobu 1 min a poté vylit

obsah sbérné zkumavky.
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4. Ke kolonce bylo ptfiddino 500 pl BW pufru (pfed pouzitim smichan
s ethanolem dle pokynii vyrobce) a kolonka centrifugovana po dobu
1 minuty. Obsah sbérné zkumavky byl vylit.

5. Ke kolonce bylo ptiddino 500 pl BD pufru ( pfed pouzitim smichén
s ethanolem dle pokynii vyrobce) a kolonka byla se zavienym vickem
inkubovéna 15 minut za pokojové teploty (18 °C — 25 °C).

6. Kolonka byla sto¢ena po dobu 1 minuty a znovu odstranén obsah sbérné
zkumavky.

7. Bylo pfidano 500 pl BW pufru a kolonka byla centrifugovana po dobu
I minuty. obsah sbérné zkumavky byl vylit a cely krok 7 jesté¢ jednou
zopakovan.

8. Kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky a centrifugovana po dobu
1 minuty.

9. Kolonka byla pienesena do nové 1,5 ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky
a s otevienymi vicky inkubovéana na termobloku po dobu 5 minut pti 56 °C.

10. Nakonec byla kolonka umisténa do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni
zkumavky a do jejiho stiedu naneseno 20 ul dH,O.

11. Z kolonky byla bisulfitovana DNA vymyta 1 minutovou centrifugaci a poté

ulozena do -20 °C.

4.6.2. Amplifikace promotorového iseku genu HLA DQA1

Z dtvodu snizené komplexity bisulfitované DNA byla pouzita k amplifikaci cilového
promotorového useku genu HLA DQA1 metoda Nested PCR. Dle referen¢ni sekvence HLA
DQA1 (zdroj: NCBI reference sequence: NC 000006.11, viz pfiloha) byly navrzeny
primery pro amplifikaci promotorového useku HLA DQAL (tabulka €. 6). Nejprve byl
amplifikovan delsi amplikon pomoci vnéjSich primert, které nasedaji na promotor HLA
DQAL v misté -729 az -701 a -109 az -86 od start kodonu. Amplifikovany tsek byl dale
pouzit jako templat pro amplifikaci kratSiho amplikonu za vyuZiti vnitinich primerd.
Vnitini primery nasedaji v promotorové oblasti HLA DQA1 -670 az -644 a -154 az -126.
PCR reakce probihala ve tfech nezavislych reakcich (tripletech), aby bylo minimalizovéano

riziko amplifikace promotorového useku pouze jedné alely.
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Tabulka ¢islo 6: Nukleotidova sekvence a teplota tani (Tm) primeri pouZitych pro amplifikaci

promotorového tiseku HLA DQAL.

Vnéjsi primery Tm [°C]
Pfimy primer 1 5" GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 3’ 63
Zpétny primer 1 5" CAAACCAAACCCTACCAAATCA 3’ 58

Vnitini primery
Piimy primer 2 5" AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 3’ 59
Zpétny primer 2 5" AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 37 62

1. Byly pfipraveny reakéni smési (tabulka €. 7) pro amplifikaci cilového tseku
genu HLA DQAL1.

2. Amplifikace probihala dle teplotniho programu uvedeného v tabulce €. 8.

3. PCR produkt byl ovéfen na 2% TBE agar6ézovém gelu. Pro urceni velikosti
PCR produktu byl spolu se vzorky nanesen na gel i PCR Zebti¢ek 100 bp.
Velikost PCR produktu byla ~ 545 pari bazi.

4. Po ovéteni ptitomnosti PCR produktu byla provedena jeho izolace z 1% TAE

agarozového gelu.

Tabulka ¢islo 7: Reakcéni smés pro amplifikaci cilového tiseku promotorové oblasti genu HLA
DQAL.

Slozka reakce PCR reakce1 PCR reakce 2
(1] (1]
Voda bez DNase 13,25 14,75
10x Taq pufr s KC1 2,5 2.5
Mg®" (25 mM MgCl,) 6 4
dNTPs (10mM) 1,25 1,25
ptimy primer (50 uM) 0,4 0,4
zpétny primer (50 pM ) 0,4 0,4
Taq DNA polymerasa 0,2 0,2
DNA 1 1,5
Celkovy objem 25 ul 25 ul
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Tabulka Cislo 8: Teplotni program pro amplifikaci cilového useku v promotoru genu HLA DQAL.

PCR reakce 1 PCR reakce 2

Reakéni krok PCR reakce  Cas Teplota Pocet Cas Teplota Pocet
[min] [°C] opakovani [min] [°C] opakovani

1. Poc¢atecni denaturace 5 95 5 95

2. Denaturace 1 95 1 95

3. Hybridizace 1,5 56 1,5 65

4. Elongace 1 72 1 72

5. Opakovani kroku 2—4 39x 49x

6. Zaverecna inkubace 10 72 10 72

4.6.3. Precisténi a izolace PCR produktu

1.

Nejprve byl ptipraven 1% TAE agar6zovy gel (s nizkou tepotou tani)
s etidium bromidem (2,0 pl EtBr na 200 ml gelu).

Triplety PCR produkti byly smichdny a naneseny na gel spolu s6
x koncentrovanym nandsecim pufrem (v poméru 5:1).

Elektroforetickd separace probihala na zdroji Powerpac 3000 po dobu
pfiblizn€ 40 minut pfi konstantnim napéti 120 V.

Po elektroforetické separaci byl umistén 1 % TAE agarézovy gel na UV
transluminator a DNA ,,bendy* byly vyfezany z gelu pomoci skalpelu do
pfedem zvazenych zkumavek. Mezi jednotlivym fezanim vzorkl byl skalpel
osetfen ethanolem, aby nedochazelo ke kontaminaci jednotlivych vzorkd.
Zkumavky s gelem byly poté znovu zvaZeny a vypocitana samotna hmotnost

gelu. Dle pokynt vyrobce byla provedena izolace PCR produktu z gelu.

Izolace PCR produktu z 1% TAE gelu

Veskera centrifugace byla provedena pii 16,000 x g.

1.

Gel byl rozpustén ptidanim tii objemovych dilti solubiliza¢niho roztoku. Pro
kompletni rozpusténi gelu byly zkumavky inkubovany na thermobloku pfi
50 °C po dobu 10 minut.

Mezitim byla ptipravena kolonka pro vazbu DNA. Kolonka byla umisténa do

sbérné zkumavky a do stfedu kolonky bylo naneseno 500 ul roztoku pro
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ptipravu kolonky. Nasledné byla kolonka sto¢ena po dobu 1 minuty a vylit
obsah sbérné¢ zkumavky .

3. Krozpusténému gelu byl pfidan 1 objemovy dil izopropanolu (100 %) a cela
heterogenni smés dikladné promichéna.

4. Na ptipravenou kolonku byl nanesen cely objem rozpusténého gelu a kolonka
stoCena po dobu 1 minuty. Obsah sbérné zkumavky byl vylit.

5. Bylo pfidano 700 pl promyvaciho roztoku a znovu byla provedena
centrifugace po dobu 1 minuty. Obsah sbérné zkumavky byl vylit. Zbyly
promyvaci roztok, ktery obsahuje ethanol, byl odstranén opétovnou
centrifugaci (1 min).

6. Kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky a doprostied kolonky
naneseno 25 — 35 ul dH,0.

7. DNA byla vymyta kratkou centrifugaci (1 min) a jeji koncentrace zméfena na

nanofotometru. DNA byla ulozena do -20 °C.

4.6.4. Priprava a prace s rekombinantni DNA

Vyizolovany PCR produkt byl nasledné klonovan. PCR produkt byl ligovan s pPGEM
- T Easy vektorem, kterym byly transformovany bakterie E.coli DH5a. Ke klonovani bylo
vyuzito bakteridlniho kmene, ktery ma deleci v genu pro a peptid betagalaktosidasu
a umoziiuje pouzit systém modro/bilé selekce bakterii. Deletovany gen pro a peptid
betagalaktosidasu 1ze do bakterii vnést pomoci vektoru, ktery obsahuje klonovaci misto.
Pokud dojde k uspéSnému vlozeni DNA do vektoru je pierusen Cteci rdmec genu pro
enzym betagalaktosidasu a kolonie tento enzym neprodukuji (jsou bil¢). Naopak v ptipadé
neuspésného vlozeni DNA do vektoru miize dojit k uzavieni vektoru a k obnové exprese
betagalaktosidasy (kolonie jsou modré). Dusledkem exprese betagalaktosidasy je
schopnost bakterii $tépit X-Gal za vzniku zfetelné modré barvy. Spolu s X-Gal se do
agarového média piidava 1 IPTG, ktery slouzi jako induktor exprese betagalaktosidasy.
Vektor, kterym byly bakterie transformovany, dale koduje enzym Stépici ampicilinové

antibiotikum a umoznuje tak selekci transformované x netransformované bakterie.
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4.6.4.1 Priprava kompetentnich bakterii

Kompetentni bakterie byly pfipraveny dle modifikovaného protokolu Sambrooka

(SAMBROOK et. al 1989).

1.

Mnozstvi bakterii, které¢ zaplni ptiblizn¢ pll ockovaci klicky, bylo pieneseno
do zkumavky obsahujici 3 ml LB média. Bakterie byly inkubovany ptes noc
(16 — 18 hodin) pii 37 °C.

Do sterilni 500 ml baniky bylo nalito 100 ml LB média (37 °C) a pfidan 1ml
kultury zbodu 1. Bakteridlni kultura byla inkubovéna pii 37 °C, dokud
hodnota ODsy (opticka denzita pii vinové délce 590 nm) nedoséhla hodnoty
0,5 — 0,6. Hodnota ODs9y byla zméfena asi po 80 minutich a pak
v 15 minutovych intervalech.

Banka s bakteridlni kulturou byla poloZena na led, aby se zastavil rlst
bakterii.

Kultura byla asepticky pfenesena do sterilnich, na led¢ vychlazenych 50 ml
zkumavek a sto€ena pii 3,500 x g po dobu 5 minut.

Médium bylo odstranéno a usazené bakterie resuspendovany v 25 ml
ledového sterilniho 0,1M CaCl,. Bakterie byly opét stoceny pii 3,500 x g po
dobu 5 minut.

Médium bylo vylito a bakterie resuspendovany v 25 ml 0,1 M CaCl,
a inkubovany 30 minut na ledé.

Bunikky byly sklizeny 5 minutovou centrifugaci pii 3,500 x g
a resuspendovany v 3 ml sterilntho 0,1 M CaCl, s20 %- nim obsahem
glycerolu.

Pomoci sterilnich pipetovych Spicek byla bunecnd suspenze pienesena do 1,5
ml vychlazenych zkumavek.

Buiiky byly zmrazeny vlozenim zkumavek do predem vychlazeného ethanolu

(- 70 °C) a dale skladovany pfi této teploté.

4.6.4.2 Priprava kultiva¢nich misek

1.

Bylo navazeno 14 g LB agaru a objem doplnén do 400 ml destilovanou
vodou.

Cely roztok byl zautoklavovan a po vychladnuti (~ 45 °C) k nému bylo
asepticky ptidano 400 ul ampicilinu (100 mg/ml), 400 ul IPTG (100 mM),
400 pl X-Gal (3%).
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Cely roztok byl promichan na magnetické michacce a nasledné nalit na
Petriho misky (okolo 20 ml agaru na 1 Petriho misku).
Po ztuhnuti agaru byly misky ihned pouzity a nebo umistény do lednicky pro

pozd¢jsi pouziti.

4.6.4.3 Ligacni reakce a transformace kompetentnich bunék

1.

Dle tabulky €. 9 byla pfipravena ligacni reakce. Ligace probihala 1 hodinu
pfi pokojové teploté nebo pies noc pii 4 °C.

Suspenze kompetentnich bunék E. coli DH5a byla rozmrazena a k 50 pl
téchto bunék byl ptidan cely objem ligacni reakce (5 ul)*. Cela reakéni smés
byla lehce promichéana a inkubovana na ledu po dobu 20 minut.

Bakterie byly transformovany teplotnim Sokem ve vodni ldzni pifi 42 °C
a nasledn¢ umistény na led po dobu nejméné¢ 2 minut.

Do 1,5 ml zkumavky s transformovanymi bakteriemi bylo ptidano 950 ul LB
média a bakterie umistény do inkubatoru (37 °C) na dobu 90 minut a tfepany
pfi 150 rpm.

Na LB agarové misky (ampicilin, X-Gal, IPTG) bylo naneseno
a rozhokejkovano 50 a 200 pl bunécné suspenze.

LB agarové misky s bakteriemi byly inkubovany ptes noc pii 37°C
a nasledujici den vyhodnoceny narostl¢ kolonie.

Zbyla bunééna suspenze (700 pl) byla uschovana do lednicky a v ptipadé

potieby rozhokejkovana nasledujici den.

* Ligacni reakce byla pfipravena v polovicnim objemu neZ je doporuceno vyrobcem. K bakteriim byl

pridan cely objem ligacni reakce (vyrobce doporucuje 1,5 pl). Pomér vektoru k insertu byl 1:3.

Tabulka ¢islo 9: Reakéni smés ligaéni reakce.

Komponenta liga¢ni reakce Objem [pl]

2x ligacni pufr

2,5

pGEM"-T Easy vector (50 ng/ul) 0,5

PCR produkt (14 ng/pl) ruznorody*
T4 DNA ligasa 0,5

Voda bez DNase riznorody*
Celkovy objem 5

*Celkovy objem PCR produktu a vody byl 1,5 ul.

Do reakce byl standartné vlozen 1ul DNA o koncentraci 14 ng/ul.
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4.6.5. Ovéreni pozitivné transformovanych kolonii (PCR colony)

Pro ovéfeni pozitivné transformovanych bakterii byla z bun¢k E. coli izolovana

plasmidovd DNA pomoci modifikované metody standardni alkalické lyze. Vyizolovany

plasmid slouzil jako templat (vyuzity SP6 a T7 primery) pro ovéfeni vlozeného insertu

HLA DQAL.

Izolace plazmidové DNA E. coli DH5a

1.

Bil¢ kolonie byly odebrany a pomoci pipetové $picky pieneseny do LB média
obsahujici ampicilinové antibiotikum. Inkubace bakteridlnich kolonii

probihala ptes noc (37 °C, 250 rpm).

2. Bunky byly sklizeny 1 minutovou centrifugaci (12, 000 x g) v 1,5 ml
zkumavkach.

3. Vznikla peleta byla resuspendovdna ve 100 pl roztoku 1 (200 mM NaOH,
1% SDS)

4. Bylo ptidano 200 pl roztoku 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) a poté ihned 200
ul chloroformu.

5. Buiky byly lyzovany 2 minuty a poté bylo ptidano 200 pl roztoku 3 (60 ml
KOAc, 11,5 ml bezvodé kyseliny octové, 28.5 ml dH,0).

6. Vzorky byly zvortexovany a stoCeny pii 12, 000 x g po dobu 10 minut.

7. Horni vodni faze byla odebrana do novych 1,5 ml zkumavek a DNA
vysrazena 0,5 ml izopropanolu.

8. DNA byla sto¢ena pii 12, 000 x g po dobu 10 minut a superanatant
odpipetovan.

9. Vznikla peleta byla promyta 200 pl 70% ethanolu a stocena po dobu 5 minut
(12,000 x g)

10. Supernatant byl opatrné odstranén a DNA byla zbavena zbytkového ethanolu
vysusenim v laminarnim boxu.

11. Plazmidova DNA byla rozpusténa ve 20 ul vody a skladovana pii -20 °C.

PCR z plazmidové DNA
1. Byla ptipravena PCR reak¢éni smés dle tabulky €. 10.
2. Nasledné byl v thermocykleru spustén teplotni program (tabulka ¢. 11). PCR

produkt o velikosti ptiblizné¢ ~ 700 bp byl ovéten na 2 % TBE agardézovém
gelu.
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Tabulka ¢islo 10: Reak¢ni smés pro jednu PCR reakci.

Slozka reakce Objem [pl]
Voda bez DNase 15,25
10x Tag pufr s KCl 2,5

Mg”" (25 mM MgCl,) 4

dNTPs (10mM) 1,25
SP6 primer (50 uM) 0,4
T7 primer (50 uM ) 0,4

Taq DNA polymerasa 0,2
Plazmidova DNA 1,0

Celkovy objem 25 ul

Tabulka ¢islo 11: Teplotni program pro ovéi‘eni vloZeného insertu.

Reakéni krok Teplota [°C] Cas Pocet
opakovani

1. Poc¢atecni denaturace 94 5 min

2. Denaturace 94 Smin

3. Hybridizace 51 30s

4. Elongace 72 45s

5. Opakovani kroku 2—4 40x

6. Zaverecna inkubace 72 10 min

4.6.6. Sekvenace
Za ucelem stanoveni sekvence byla firmou Macrogen (Korea) provedena sekvenace

jednotlivych plasmidi. Na sekvenovani bylo od jednoho pacienta odeslano 4 az 8 kloni
z monocyti, B lymfocytti a 4 az 11 klont z plné krve. Na sekvenaci byly odeslany pouze ty
kolonie, u kterych byla ovétena uspésna transformace. Odeslani bakterii na sekvenaci bylo
provedeno dle nasledujiciho protokolu.

1. Byl ptipraven 1 % LB agar a roztok zautoklavovan.

2. Po vychladnuti (~45 °C) byl pfidan ampicilin a 1 % LB Agar rozpipetovan po

100 pl do 96 jamkové desticky.
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3.

Pomoci pipetovacich $pi¢ek byly odebrany pozitivné transformované bakterie
a zapichnuty do jednotlivych jamek desticky.

Desticka s jednotlivymi bakteridlnimi koloniemi byla inkubovéna ptes noc pfi
pokojové teploté a nasledné ulozena do lednicky, kde byla skladovéna az do

doby odeslani.

DNA sekvence byly nasledné analyzovany pomoci programu Bioedit

4.7. Reverzni transkripce

Izolovand RNA byla piepsana do cDNA pomoci High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kit (Applied Biosystems, USA).

1.

Na ledé byla rozmrazena RNA a dle tabulky €. 12 pfipraven 2x RT (reverzni
transkripce) master mix. Celd reakce pro reverzni transkripci byla pfipravena

na ledu.

Tabulka ¢islo 12: Priprava 2x RT master mixu.

Reak¢ni komponenta Objem [pl]
10 x RT pufr 2
25 x ANTP mix (100 mM) 0,8
10 x RT nahodné primery 2
Multiscribe reverzni transkriptasa 1
Voda bez DNase 42
Celkovy objem 10 pl
2. Piipraveny 2x RT master mix byl lehce promichdan a podle poctu reakci

rozpipetovan po 10 pl do PCR zkumavek.

K 2x RT master mixu bylo pfidano tolik ul RNA, aby jeji celkové mnozstvi
v reakci bylo 50 ng.

Reakéni smés byla doplnéna vodou do 20 pl a zkumavky lehce stoceny, aby
byly eliminovany vzduchové bubliny, které se mohly vytvofit v pribéhu
pipetovani.

Zkumavky byly umistény do thermocykleru a spustén program pro reverzni

transkripci (tabulka €. 13).
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Tabulka ¢islo 13: Teplotni program pro reverzni transkripci.

Reakéni krok  Teplota [°C]  Cas [min]

Krok 1 25 10 min
Krok 2 37 120 min
Krok 3 85 5 min
Krok 4 4 0

4.8. Kbvantitativni PCR
4.8.1. Kvantifikace exprese jednotlivych alel HLA DQA1

K expresi jednotlivych alel HLA DQA1 bylo pouzito fluoresenénich sond TagMan™.
Nejprve byla vybrana endogenni kontrola ze 4 kandidatnich gent hu RPS13, huTBP, PPIA
a B-aktin. Ktomu byla pouzita souprava TagMan Gene Expression Assay (Applied
Biosystems, USA). Poté byly optimalizovany podminky pro hybridizaci primert
s jednotlivymi alelami HLA.

Aby byla vyloucena amplifikace genomické DNA byla spolu s alelami HLA DQA1
amplifikovan intron HLA DQA1 (FERNANDES et al. 2003). Alely HLA DQA1*01, 02,
03, 04 a dale pak HLA DQAL intron, HLA DQAL total, HLA DRA1 byly amplifikovany pfi
60 °C. Alela HLA DQA1*05 byla amplifikovana pii 62 °C. Kazda PCR amplifikace byla
provedena v tripletech.

1. cDNA byla romrazena, 25x nafedéna vodou a rozpipetovana po 5 pl do 96
jamkové desticky.

2. Dle tabulky €. 14 byl pfipraven amplifikacni mix pro kvantitativni PCR.
K 5 ul cDNA byl ptidano 7,5 pl reakéni smési.

3. Desticka byla ptelepena folii a stoCena pii 2, 000 x g (2 minuty). Amplifikace
probéhla v pfistroji 7000 SDS ABI Prism dle teplotniho programu uvedeného

v tabulce €. 15.
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Tabulka cislo 14: Reak¢ni smés pro jednu reakci kvantitativniho PCR.

Reak¢ni komponenta Objem [pl]
Gene expression master mix 6,25

Piimy primer (10 uM) 0,375
Zpétny primer (10 uM) 0,375
Sonda (5 pM) 0,5
Celkovy objem 7,5

Tabulka ¢islo 15: Teplotni program pro amplifikaci alel genu HLA DQAL.

Reakéni krok  Teplota[°C] Cas Pocet opakovani

Krok 1 50 2 min

Krok 2 95 10 min

Krok 3 95 15s

Krok 4 60* 1 min
Opakovani 3—4 50x

*Alela HLA DQA1*05 byla amplifikovana pii 62 °C.

4.9. Zpracovani a statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky sekvenace byly zpracovany v programu Bioedit. Nejdiive byly sekvence
zarovnany dle referen¢ni sekvence HLA DQALl a urceny jednotlivé QAP alely (viz
vysledky). Poté byly odecteny methylacni stavy promotor a vysledky statisticky
zpracovany pomoci programu Graphpad prism verze 5.0.4. Rozdily v celkové methylaci
QAP alel byly vyhodnoceny pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu na 5%
hladiné vyznamnosti (p < 0,05). Rozdily u jednotlivych methylacnich mist QAP alel byly
vyhodnoceny pomoci Fisherovo exaktniho testu na 5 % hladin¢ vyznamnosti. K potvrzeni
vyznamnych rozdili stfednich hodnot delta Ct (analyza RNA) studovanych genti, jsme

pouzili parovy t-test.
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5. Vysledky
5.1. HLA genotypizace

U 30 pacienti s T1D byly urc¢ené alely gentt HLA DRB1, HLA DQA1 a HLA DQB1.
HLA DRB1 byla uréena pouze na urovni sérologické skupiny a nebyla jiz dale rozliSena.
Vysledky genotypizace a zastoupeni jednotlivych alel u pacienti s T1D jsou uvedeny
v tabulce €.16. Dle ocekavani jsou nejvice zastoupeny rizikové haplotypy DRB1*04 —
DQA1*0301 — DQB1*0302 (25 %) a DRB1*03 — DQA1*0501 — DQB1*0201 (20 %).
Tteti nejvice zastoupeny haplotyp je DRB1* 01 — DQA1*0101 — DQB1*0505 (16,7%).
Protektivni kombinace alel DQA1*0103 — DQB1*0603 byla nalezena u 5 % pacientil
s T1D. Genotypizace HLA II. tfidy je ilustrovana na obrazku €. 5.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Obrazek ¢islo 5. Genotypizace alely HLA DQA1*0301. Elektroforeticka separace byla provedena
na 2% TBE agarézovém gelu. Jednd se o elektroforeticky zaznam, ktery ukazuje homozygota pro
alelu HLA DQB1*0301. Amplifikované PCR produkty nachazejici se v horni fad¢ ptredstavuji pozitivni
kontroly (gen pro ristovy hormon). Gen pro rastovy hormon je amplifikovan pomoci 2 typl primerd
a dava vznik produktim o délce 430 a 515 bp. Pod nimi se nachazi specifické PCR produkty rtizné
velikosti (v tomto pfipad€ v jamkach 1, 2, 12, 14, 15, 16, a 19). Jamka ¢. 17 nebyla do vyhodnoceni
zafazena, protoze specificky PCR produkt v jamce ¢. 17 ma byt na tirovni PCR produktu v jamce €. 2

(ma mit velikost 220 pb).

Tabulka Cislo 16: Zastoupeni jednotlivych haplotypi u pacienti s T1D. Celkové bylo detekovano
13 odlisnych haplotypii. Mezi najcastéjsi haplotypy patii DRB1*04 — DQA1 *0301 — DQB1 0302
a DRB1*03 — DQAL *0501 — DQB1 0201. Posledni sloupec tabulky uvadi, jak casto se dany haplotyp
vyskytuje ve studované skupin€ diabetikd. Frekvence haplotypu byla pocitana jako podil celkového

poctu alel (60)/ pocet lidi s danym haplotypem.

Genotyp Haplotyp

DRBI1 DQA1 DQB1 Pocet C. Frekvence (%)
lidi
04 0301 0302 15 1 25
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03 0501 0201 12 2 20
01 0101 0501 10 3 16,7
07 0201 0202 5 4 8,3
1 0505 0301 4 5 6,7
13 0103 0603 3 6 5
04 0303 0302 2 7 33
16 0102 0502 2 8 33
13 0505 0301 2 9 33
13 0102 0604 2 10 33
04 0303 0301 1 11 1,7
08 0401 0402 1 12 1,7
04 0301 0202 1 13 1,7

5.2. Analyza promotorového useku genu HLA DQAL

Za ucelem identifikace promotoru a methyla¢ni analyzy genu HLA DQA1l byl
sekvenovan 545 part bazi dlouhy tsek genu HLA DQA1 v pozici ve vzdalenosti -670 az -
126 od start kodonu. Celkové bylo sekvenovano 192 vzorkl. 20 sekvenci bylo vyfazeno
z diivodu rekombinace pii PCR reakci (Meyerhans et al. 1990). Dalsich 15 sekvenci bylo
vyfazeno z davodu uspéSnosti bisulfitové konverze niz§i nez 95 %. Celkové bylo

podrobeno analyze 91 vzorkti DNA z monocytt, 7 z B lymfocytt a 40 z plné krve.

5.2.1. Urceni alel QAP

Nejdiive bylo nezbytné urcit jednotlivé alely QAP (promotory genu HLA DQAL).
Alely QAP byly urceny srovnanim sekvena¢nich dat s publikovanymi polymorfismy
v promotorové oblasti genu HLA DQAL.. Kromé doposud znamych alel QAP (Briinnler et
al. 1997) byly identifikovany nové QAP alely (nepublikovany laboratorni vyzkum). Nové
identifikovany byly QAP alely 1.2K, 1.2L a déle pak 4.1A a 4.1B. Sekvence vSech dosud
znamych QAP alel je ukézédna v tabulce Cislo tabulce €. 17. Asociace mezi jednotlivymi

QAP alelami a alelami genu HLA DQAL pacientii s T1D jsou uvedeny v tabulce ¢. 18.
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Tabulka ¢islo 17. Polymorfismy v oblasti genu HLA DQAL, pomoci kterych byly urceny alely

QAP. Mod

Zlutou

yraznéna

7

.

dentifikovatelnych QAP alel. Cisla zv

¢ i

kvence nov

v

fe jsou zvyraznény se

¥

vyplni znazormuji nukleotidovou pozici.

-526

-443

-351

-270

-539

-444

-357

-271

-540

-453

-361

=272

-561

-454

-362

-276

-562

-463

-363

=277

-570

-464

-364

-308

=571

-475

-365

-310

-581

-476

-366

=311

-582

-488

-367

-323

-584

-495

-368

-328

-158

-585

-496

-373

-330

-169

-595

-497

-374

-333

-205

-596

-507

-381

-339

-206

-597

-508

-400

-340

=207

-617

-511

-413

-341

-223

-640

G

-512

C

-431

G

T

-342

A

G

-245

A

-641

=521

-437

-349

=257

1.1

12K | C
1.2L

1.3

14

2.1

31

4.1B
4.1A

1.1

12K |A

1.2L |A
1.3
14
2.1

31

4.1B

41A | A

1.1

12K |G
1.2L

1.3

14

2.1

31

4.1B

41A | T

1.1

12K |A
1.2L

1.3

14

2.1

3.1

4.1B

41A |A

1.1

12K |A
1.2L

1.3

14

2.1

3.1

41B |A

41A A
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Tabulka cislo 18: Asociace alel QAP s alelami genu HLA DQAL pacienti s T1D. Nestandardni
haplotyp byl nalezen u pacienta ¢. 12, kde je alela 03 asociovana s QAP 1.1. U alel oznacenych --
nebyla zachycena druha QAP alela.

Pacient ¢. QAP DQA1

5 4.1A/-- 0501/0505
6 -/1.1 0301/0101
8 1.4/1.4 0102/0102
10 1.1/1.1 0301/0303
11 4.1B/3.1 0501/0303
12 3.1/1.1 0301/0303
13 1.1/1.1 0101/0101
20 -/1.3 0301/0103
21 1.3/-- 0103/0505
22 1.1/-- 0101/0301
23 --/2.1 0505/0201
25 4.1A/3.1 0505/0301
27 --/1.2K 0501/0102
28 --/1.2K 0303/0102
29 3.1/3.1 0301/0301
30 3.1/3.1 0301/0301

5.2.2. Urceni methylac¢niho stavu alel QAP

Methylacni analyze byl podroben 489 bp dlouhy CpG bohaty usek, ktery se nachazi
v poloze -643 az -155 od start kodonu. Odectena byla jak celkova methylace QAP alel, tak
1 methylace jednotlivych methylacnich mist. Sekvence ze vSech 3 bunéénych populaci byla

ziskana pouze u pacienta ¢islo 11.

5.2.2.1 Rozdily v methylaci alel QAP B lymfocyti a monocytu

Sekvenacni data z monocytlh a B lymfocytd ukazuji na variaci v methylaci alel
QAP. Jelikoz bylo zpracovano piiliS§ malo sekvenci z B lymfocytl nelze tyto rozdily
povazovat za statisticky vyznamné a je potieba ziskat vétsi mnozstvi sekvenci. Sekvence
jsou ilustrovany v tabulce €. 19. Aby nedoslo k ovlivnéni celkové methylacni analyzy alel
QAP, sekvence B lymfocytl byly vyfazeny z dalsi analyzy.
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Tabulka ¢islo 19: Rozdily v methylaci B lymfocyti a monocyti.

Jednotlivé sekvence jsou oznaceny dle ptivodu bunécéného typu podle : M (sekvence pochazeji z monocyti) a B ( sekvence z B lymfocytit).

Cerna te¢ka oznaGuje methylované misto. Prazdna te¢ka bez vyplné znaéi nemethylované misto. Jednotliva &isla ve sloupcich ozna¢uji nukleotidovou pozici.
U buiiky oznacené X nebylo mozné urcit nukleotidovou sekvenci.

1) Srovnani methylace alel QAP 4.1B monocyti a B lymfocytt. 2) Srovnani methylace alel QAP 3.1 monocytii a B lymfocytu.

QAP 41B -641 -639 596 -585 =571 -562 -540 =512 -508 -496 -476 -454 -444 -420 -374 =371 =311 =277 =271 -193
Monocyty Celkova methylace
11-1M G| o |TG| @ | @ |[TT|TG| @ | @« |[TG|TG|TA| © | © |TA|TA|TT| ® | o |TG 8
11-2M G| ® |[TG| © | ® |[TT|TG| © | @ |TG|TG|TA| o | @ |TA|TA|TT| @ | o |TG 8
11-TM G| @ |[TG| ® | ® |[TT|TG| ® | © |TG|TG|TA| @ | @ |TA|TA|TT| o | ® |TG 8
QAP 4.1B
B lymfocyty
11-1B G| ® |[TG| © | ® |[TT|TG| © | @ |TG|TG|TA| o | @ |TA|TA|TT| o | ® |TG 7
11-7B G| @ |[TG| ® | ® |[TT|TG| ® | © |TG|TG|TA| ® | @ |TA|TA|TT| o | o |TG 7
11-8B G| @ |[TG| © | ® |[TT|TG| © | @ |TG|TG|TA| @ | @ |TA|TA|TT| o | o |TG 7
11-9B -G| ® |TA| o |TA| @ |TG| @ |TA|TG|TG|CT| © o | X |TA|TT| e o | TG 4
QAP 31 -641 -639 596 -585 =571 -562 -540 =512 -508 -496 -476 -454 -444 -420 -374 =371 =311 =277 =271 -193
Monocyty Celkova methylace
11-5M TA| o |[TA|TG|TA| @ |TG| @ |[CA| @ | @« | @« [TG| ¢ | ¢ | @ | ® |[TA|AA|AG 9
11-6M TA| @ |TA|TG|TA| © |[TG| @ |[TA| ¢ | ¢ | ¢ |[TG| o | @ | @ | 0 |TA|AA|TG 9
QAP 3.1
B lymfocyty
11-3B -G| o |TA|TG|TA| @ |TG| o |[TA| o | o | o |TG| o | @ | @ | @ |TA|AG|TG 5
11-4B TA| © |[TA|TG|TA| @ |TG| @ |[TA| @ | @ | @« [TG| ¢ | ¢ | @ | @ |TA|AG|TG 10
11-5B TA| ¢ |TA|TG|TA| o |[TG| @ |[TA| o | @ | ¢ |[TG| @ | o | @ | o |TA|AG|TG 6




5.2.2.2 Srovnani celkové methylace alel QAP

Srovnani celkové methylace mezi jednotlivymi alelami QAP bylo provedeno pomoci
neparametrického Mann-Whitneyho testu na hladiné vyznamnosti 0,05. Statisticky
vyznamné rozdily byly poté korigovany celkovym poctem alel QAP (8x vyndsobeny).
Data pro jednotlivé QAP alely jsou uvedeny v tabulce €. 20. Statisticky vyznamné rozdily
(hodnota P mensi nez 0,05) byly nalezeny mezi nejvice methylovanou alelou 2.1 a alelami
1.3 (hodnota P = 0,0280), 4.1B (P = 0,0344). Na hran¢ statistické vyznamnosti je pak
methyla¢ni rozdil mezi alelou 2.1 a 3.1 (P =0,0504).
Tabulka ¢islo 20: Analyza celkové methylace QAP alel.
A) Graf dokumuntuje rozdily v celkové methylaci QAP alel. Nejvice metylované jsou alely QAP 2.1
a 1.4. Naopak mezi nejméné methylované alely QAP patii 1.1 a 4.1B. Velmi maly rozdil v methylaci
byl nalezenu alel 1.1, 1.2K, 1.3, 3.1 a 4.1B.
B) Statisticky vyznamné rozdily v celkové methylaci alel QAP. Statisticky vyznamné rozdily (hodnota
P mensi nez 0,05) byly nalezeny mezi alelou 2.1 a alelami 1.3, 3.1 a 4.1B. Methylace mezi 2.1 a 3.1 je
na hrang¢ statistické vyznamného rozdilu. Tu¢né je zvyraznéna vice metylovana alela QAP.

C) Primérny pocet methylovanych CpG dinukleotidi.

A B

Celkova methylace alel QAP

14

=

% 124 Porovnavané Hodnota P
2 Y _ alely QAP

> —

£g & — N 2.1;13 0,0280
E% —

- 64 —

@ — 2.1;3.1 0,0504
] 4- —

& 2. — 2.1;4.1B 0,0344

11 12K 13 14 21 31 41A 4.1B
QAP alely

I.1]1.2K (1.3 |14 (2.1 [3.1 [4.1A]4.1B

% methylovanych 8,6 89 [88]198]10,2(8,7] 9,5 85
CpG dinukleotida
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5.2.2.3 Srovnani jednotlivych methyla¢nich pozic QAP

Na jednotlivych 20 CpG pozicich byla odectena a statisticky vyhodnocena methylace
alel QAP. Statistické zpracovani bylo provedeno pomoci kontingencnich tabulek
dvojstrannym Fisherovym exaktnim testem na hladiné vyznamnosti 0,05. Statisticky
vyznamné rozdily byly nalezeny u jediného methyla¢niho mista na nukleotidové pozici -
311. Tabulka ¢. 21 znazoriiuje rozdily v methylaci jednotlivych alel QAP na pozici -631.
Statisticky vyznamné rozdily byly korigovany celkovym poctem alel (8x vynasobeny).
Tabulka ¢islo 21: Analyza methylace QAP alel na pozici -311.
A) Odlisnosti v methylaci QAP alel na nukleotidové pozici -311. Zatimco alela 2.1 je kompletné
methylovana, alela 1.3 neni methylovana viibec. Velice mdlo methylovana je také alela 3.1.
B) Statisticky vyznamné rozdily (hodnota P mensi nez 0,05) na methylac¢ni pozici -311. Statisticky
vyznamné rozdily byly nalezeny mezi alelami 1.1, 1.3 a 1.4. Tucné jsou zvyraznény vice methylované

alely. Hodnota CI (interval spolehlivosti) nesmi v daném intervalu obsahovat hodnotu 1.

A

Methylace na pozici -311

O bez methylace

methylace (%)

B methylovano

1.1 12K 1.3 1.4 21 3.1

Porovnavané alely QAP | Hodnota P CI (95%)

1.1;1.4 0,0448 1.096 - 393.9
2.1;1.3 0,0128 0.001023 - 0.4781
2.1;1.4 0,0064 0.00009178 - 0.3116
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5.3. Kbvantitativni PCR
5.3.1. Vybér endogenni kontroly

Byly testovany 4 kandidatni geny (RPS13, PPIA, B aktin a TBP). Graf ¢. 1
dokumentuje, ze nejstabilnéji byl exprimovan gen PPIA (cyklofilin). Doklad4ji to
1 hodnoty smérodatné odchylky (sy) jednotlivych genti:

RPS13 (sx =0, 203), PPIA (sx = 0,0751), B aktin (sx = 0, 280), TBP (sx = 0,230).

Vybér endogenni kontroly

32.5+

30.04 =
27.54

25.04

cyklus amplifikace

2259 _—_ —

20.0

RPS13  PPIA B AKT TBP
kandidatni geny

Graf &islo 1. Vybér endogenni kontroly. Na ose x jsou vyznafeny kandidatni geny pro endogenni
kontrolu. Na ose y je uveden cyklus, ve kterém byl amplifikovan dany gen. Vhodna endogenni kontrola

byla vybrana na zakladé nejmensi smerodatné odchylky (PPIA s, = 0,0751).

5.3.2. Optimalizace podminek pro hybridizaci primera s alelami HLA DQAL.

Jelikoz byla sekvence primerti pro amplifikaci alel HLA DQAL ¢éaste¢né pozménéna
nebo Uplné nove navrzena, bylo potieba optimalizovat jejich hybridizacni teplotu. Piiklad
optimalizace u alel HLA DQA1*03 a HLA DQA1*05 je zobrazen na obrazku ¢. 7. Nejlepsi
teplotni podminky pro amplifikaci byly nalezeny pti 60 °C (pro alely 01, 02, 03, 04) a 62
°C (pro alelu 05).
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54 54 54 54 57 57 57 57 60 60 60 60 63 63 63 63

A
200 bp
100 bp
54 54 54 54 57 57 57 57 60 60 60 60 62 62 62 62
B
200 bp
100 bp

Obrazek c¢islo 7: Optimalizace teplotnich podminek primeri pro hybridizaci s alelami HLA
DQA1*03 a HLA DQA1*05.

A) Optimalni teplota pro hybridizaci primerd s alelou HLA DQ1*03. U jednotlivych jamek
elektroforetického gelu jsou uvedeny teploty (°C), pfi kterych byla provedena hybridizace s primery.
Jamka €. 1 a 4 (pfi dané teploté) obsahuje DNA pacientt, u kterych se alely 03 nevyskytuji. Jamka ¢. 2
a3 (pii dané teplote) obsahuje DNA pacientt, u kterych se alely 03 vyskytuji. Velikost amplikonu je
127 bp. Pro porovnani je vpravo vedle gelu uveden 100 bp PCR zebticek.

B) Optimalni teplota pro hybridizaci primerd salelou HLA DQ1*05. U jednotlivych jamek
elektroforetického gelu jsou uvedeny teploty (°C), pfi kterych byla provedena hybridizace s primery.
Jamka €. 3 a 4 (pti dané teploté) obsahuje DNA pacientt, u kterych se alely 05 nevyskytuji. Jamka ¢. 1
a2 obsahuje DNA pacientl, u kterych se alely 05 vyskytuji. Velikost amplikonu je 153 bp. Pro

porovnani je vpravo vedle gelu uveden 100 bp PCR zebfticek.

5.3.3. U&innost amplifikace jednotlivych gentt HLA II. t¥idy
Oveéreni ucinnosti amplifikace geni HLA II. tfidy byla provedena v desitkovém
fedéni v tripletovém uspofadani. U&innost primeri byla ziskdna ze smérnice pimky

zavisloti hodnoty X Ct na logaritmu fedéné¢ho vzorku DNA (tabulka &. 22).
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Tabulka ¢islo 22: Stanoveni u¢innosti primeri.

A) Uginnost primert pro amplifikaci genu pro celkové HLA DQAL. Zavislost hodnoty Ct (osa y) na
logaritmu desitkového fedéni vzorku DNA (osa x). Ué¢innost primert byla spo¢itana ze smérnice ptimky
daného grafu.

B) Uginnost primerti pro amplifikaci endogenni kontroly PPIA. Zavislost hodnoty Ct (osa y) na
logaritmu desitkového fedéni vzorku DNA (osa x). Uéinnost primert byla spo¢itana ze smérnice ptimky
daného grafu.

C) Hodnoty ucinnosti primerl u jednotlivych genl. V prvni sloupci jsou uvedené jednotlivé geny,
u kterych byla u¢innost primerti zmétena. Druhy sloupec ukazuje hodnoty smérnice piimky, ze kterych
byla pogitdna u¢innost primerd. V poslednim sloupci jsou uvedeny hodnoty R? (koeficient determinace),

které m&ii silu linearni zavislosti. R* by mé&lo nabyvat hodnot v intervalu 0,99 — 1,00.

A

Ucinnost primerd celkové HLA DQA1

40 -
y =-3,4395x +39,604
35 B
R =1
30
E 25
S 20
°
2 15
10 1 C
5 4
0 . . . . .
° ! : } N ° e gen smérnice primky | Uginnost (%) R?
desitkové fedéni vzorku DNA
PPIA -3,5302 92 1,00
Celkova DQAL -3,4395 95 1,00
B Intron DQAL -3,5527 91 1,00
DQA1*01 -3,4983 93 1,00
Utinnost primert PPIA DQA1*02 -3,4069 97 0,99
40 7 y=-3,5302x +38,859 DQA1*03 -3,5265 92 1,00
35 7 R? =0,9996 DQA].*OS -3,4839 94 1,00

hodnota Ct

30 -

25 7

20 -

15 -

10 -

1 2 3 4

desitkové fedéni vzorku DNA

5.3.4. Rozdily v expresi alel HLA DQA1
Rozdily v expresi HLA DQA1 byly vztazeny vuci expresi HLA DR, HLA DQA1

avuci endogenni kontrole PPIA. Vsechna méfeni byla provedena v tripletech. Ziskané
hodnoty pro relativni exprese jsou ukazana v tabulce Cislo 23. Jednotlivé grafy pro relativni
expresi mezi HLA DQAL total, HLA DRA1, PPIA a alelami HLA DQAL jsou zaznamenany
v tabulce €. 24. Nejvyssi troven exprese dosahovala alela HLA DQA1*03.
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Tabulka ¢islo 23. Hodnoty pouZité pro vyhodnoceni relativni exprese alely HLA DQA1*01.

V poslednim sloupci je uveden vzorec, dle kterého byla relativni exprese pocitana.

alela 01| PPIA DRA DQAI total | DQA1*01 DQA1 total /DQA1*01
vzorek (1+E DQA1 totah) x Ct DQA1 total
¢. x Ct x Ct x Ct x Ct (1+E DQA1*01)" x Ct DQA1*01
8 32,03 32,49 32,93 33,65 0,44
10 29,78 28,89 30,46 32,61 0,33
13 27,02 27,31 29,61 30,08 0,50
20 27,32 27,28 28,61 30,15 0,49
21 28,72 28,63 30,28 31,12 0,78
22 29,58 30,79 31,24 33,60 0,29
27 27,53 27,86 29,92 30,73 0,80
28 26,97 29,00 29,72 28-1 0,86

64



Tabulka Cislo 24. Relativni exprese alel genu HLA DQAL.
A) Relativni exprese alel HLA DQA1/DRAL.

B) Relativni exprese alel HLA DQA1/endogenni kontrola PPIA.

C) Relativni exprese alel HLA DQAL/ DQAL total.

A

mnozstvi RNA
alely/mnozstvi RNA DRA

mnozstvi RNA
alely/mnozstvi RNA
PPIA

mnozstvi RNA
DQA1 total

alely/mnozstvi RNA

DQA1/DRA1

- vYv
v
] e v
—a— ' bl
m
[ L]

.

0.5+

0.4+

0.34

0.2+

0.14

DQA1*01 DQA1*02 DQA1*03 DQA1*05
skupina alel DQA1

DQA1/PPIA

*

|

RS

0.0

DQA1*01 DQA1*02 DQA1*03 DQA1*05
skupina alel DQA1

DQA1/DQA1 total

3
l.l
L

I3

DQA1*01 DQA1*02 DQA1*03 DQA1*05
skupina alel DQA1
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6. Diskuze

Diabetes mellitus 1. typu pfedstavuje multifaktoridlni autoimunitni onemocnéni na
jehoz rozvoji se podili genetické i negenetické faktory. Variabilita v epigenomu c¢lovéka
muize hrat vyznamnou roli v etiopatogenezi tohoto autoimunitniho onemocnéni. Ackoliv
mnoho studii potvrdilo asociaci T1D s molekulami HLA DR a DQ, stale neni dostate¢né
znama jejich tloha v etiopatogenezi T1D. Jednou zhypotéz je, Ze rizikovost alel je
zpisobena mensi afinitou DR a DQ molekul k nékterému ostriivkovému autoantigenu.
Rizikovost alel mize byt také modulovana rozdily v expresi jednotlivych alel genu HLA
DQALl. Nasledkem toho pravdépodobné dochéazi k poruseni centralni a periferni tolerance
vuci autoantigenu a vede k selekci odlisSného bunééného repertodru T lymfocyti.

Tato prace navazuje na studie tykajici epigenetické regulace gentt HLA II. tfidy. Ve
studované skupiné pacientli byly dle ocekavani zastoupeny nejvice rizikové haplotypy
T1D: DRB1*04 - DQA1*0301 - DQB1*0302 (25 %) a DRB1*03 — DQA1*0501 —
DQB1*0201 (20 %). Vzhledem k protektivni kombinaci alel DQA1*0103 — DQB1*0603 je
piekvapiva jejich relativné vysoka frekvence u pacient s T1D (5 %). Relativni riziko T1D
pfi kombinaci téchto alel je uvadéno jako 0,2 — 0,6 (MOUSTAKAS a PAPADOPOULOS
2002). Nejvice protektivni alela DQB1*0602 nebyla zachycena ani jednou.

Ve studovaném souboru T1D pacientii bylo detekovdno 8 rhznych alel QAP
(promotory genu HLA DQAL). Oproti publikovanym polymorfismim (Briinnler et al.
1997) byla definovana nova QAP alela 1.2K. Alela QAP 4.1 byla rozdélena na dvé alely
QAP 4.1A a 4.1B. U pacienta ¢islo 12 byla nalezen nestandardni haplotyp, alela QAP 1.1
byla asociovana s alelou HLA DQA1*03. Jelikoz tato asociace nebyla doposud popsana
a byla u pacienta ¢islo 12 zachycena pouze jedna kopie této alely, mliZze se jednat o Upln¢
novou asociaci a nebo s vétsi pravdépodobnosti doslo k chybé pii manipulaci se vzorkem.
Vzhledem k tomu bude methyla¢ni analyza u pacienta ¢islo 12 opakovéna.

Uroveii exprese genit HLA II. tfidy mlZe byt ovlivnéna stupném methylace
regulacnich oblasti (MAJUMDER a BOSS 2011). Methylac¢ni variabilita v promotorech
genu byla doposud nalezena u geni DQB1*0301, DQB1*0302 a DQB1*0303 (TOYODA
et al. 1992). Methyla¢ni variabilita se netyka pouze genu HLA DQBL, ale jak je v této praci
ukazano, 1 genu HLA DQAL. Statisticky vyznamné rozdily v celkové methylaci alel QAP
genu HLA DQAL byly nalezeny mezi nejvice methylovanou QAP alelou 2.1 a alelami 1.3,
3.1 a 4.1B. Zvysena methylace QAP 2.1 koreluje s vysledkami Britten a kol. Alela HLA
DQA1*0201 je na tirovni mRNA obecné méné exprimovana nez ostatni alely HLA DQA1
(BRITTEN et al. 2009, DONNER et al. 2002). V nasi studii byla prokazana snizena

66



uroven exprese HLA DQA1*02. Vzhledem k tomu, ze alela HLA DQA1*02 byla zachycena
pouze jednou, vysledek neni statisticky vyznamny. Uroveii hladiny mRNA HLA
DQA1*03 byla ve srovnani s ostatnimi alelami nejvyssi. Pomér mezi expresi HLA
DQA1*03 a expresi celkové HLA DQAL byl vyssi nez 1. Pomér vyssi nez 1 odporuje
matemickému modelu podle kterého byl pocitan. V soucasné dob¢ se snazime najit chybu
v metodice a vysvétlit tuto anomalii. Pravdépodobné pljde o chybu v metodice
kvantifikace exprese celkové HLA DQAL. Exprese bude dale opakovana s vyuzitim pouze
mononukledrnich bunék a amplifikace celkové HLA DQA1l bude nahrazena CD14
expresnim kitem. Nicméné nami pozorovanad zvysend exprese HLA DQA1*03 muze byt,
jak bylo pozorovano ve studii Britten a kol., ddna zvySenou promotorovou aktivitou HLA
DQA1*03. Oproti HLA DQA1*0501 a 0102 byla unékterych alel dvojnasobna
a v n¢kterych piipadech dokonce ¢tyinasobna (BRITTEN et al. 2009). Jelikoz jsou alely
QAP uchovavany souhlasné s haplotypem, vypovidd to pravdépodobné i o jednotlivé
promotorové sile alel QAP. ZvysSena exprese alely HLA DQA1*03 také koreluje s nami
zjisténym niz§im stupném methylace alely QAP 3.1.

V piipadé, ze by se pfi regulaci uplatiiovala methylace DNA, nemusi jeji G¢inek
spocivat v mnozstvi, ale v rozmisténi jednotlivych CpG dinukleotidd. Vyznamné rozdily
v methylaci byly nalezeny na nukleotidové pozici -311. Nejvice zde byla opét methylovana
alela QAP 2.1 spolu s alelou 1.1. Je otazkou, zda jediné methyla¢ni misto miize mit vliv na
expresi dané alely. V pfipadé, Ze by toto jediné misto ovliviiovalo silu promotoru, branilo
by pravdépodobné vazbé transkripcniho faktoru na dany regulacni isek genu. Domnivame
se, ze by se mohlo jednat o vazbu transkrpi¢nich faktori CIITA nebo XL9. Tento
mechanismus in vivo byl napfiklad pozorovan pti studiu leukemickych bunéénych linii.
Pomoci ChIP analyzy bylo zjisténo, Ze methylace v proximalni oblasti promotoru miize
ovlivitovat vazbu hlavnich transkrip¢nich faktort regulujicich transkripci genit HLA DQAL
(MAJUMDER a BOSS et al. 2011).

Nesrovnalosti v expresi, které se vyskytuji v této studii mohou byt vysvétlené
riznymi faktory. Nejvyznamnéj$i miize byt maly pocet pacienti zpusobeny velkou

variabilitou genotypu DQAI.
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7. Zavér

Vramci své diplomové prace jsem stanovil methylaéni profil 20 pacientl pro
promotorovou oblast genu HLA DQAL. Déle jsem stanovil relativni hladiny mRNA
jednotlivych alel HLA DQA1L. Vysledné data jsem porovnal mezi sebou a dospé€l jsem
k témto zaveéram:

* Byla zjisténa korelace mezi genotypem a celkovou methylaci alely QAP promotoru

genu HLA DQAL.

* Pozorovany byly rozdily v methylaci jednotlivych CpG dinukleotidi. Jako

vyznamna se jevi methylace nukleotidové pozice -311, kterd je signifikantné zvySena

u alely QAP 2.1 oproti 1.4 a 1.3

 Zvysena methylace alely QAP 2.1 koreluje s publikovanymi vysledky zabyvajici se

silou promotoru jednotlivych alel HLA DQA1*02.

* Byla ziskany data o novych a doposud neidentifikovanych polymorfismech

v oblasti -648 az -158 promotoru genu HLA DQAL.

* Byla prok4zéna nejvyssi arovein exprese alely HLA DQA1*03.

V ramci moji PhD préace bude studie rozsifena o dalsi nosice jednotlivych alel. Bude
stanovena exprese proteinové produktu jednotlivych alel a studovana methylace, acetylace
histonti. Stejné analyze bude podroben i gen HLA DQB1, jehoZz produkt dimerizuje
s produktem genu HLA DQAL1 a spolu vytvari molekulu HLA DQ na povrchu buiiky.

Lepsi znalosti o mechanismech, které aktivuji imunitni systém pires HLA komplex,

by mohly pfispét ke zvySenni ucinnosti a prevalence 1é¢by autoimunitnich onemocnéni.
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