Univerzita Karlova v Praze

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Genetika, molekuldrni biologie a virologie

Bc. Martin Chmel

Studium epigenetickych regulaci HLA gent Il. tfidy v ramci pfibuzenskych vztahi

The study of epigenetic regulation of gene HLA Il. Class within family relationships

Diplomova prace

Skolitel: doc. MUDr. Marie Cerna, CSc.

Praha, 2015



ProhlasSeni:
Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracoval samostatné a Ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pfedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 10.8.2015 Martin Chmel



Podékovani:

Rad bych timto pod&koval vedouci prace doc. MUDr. Marii Cerné, CSc. za
umoznéni vypracovéani diplomové prace na Ustavu obecné biologie a genetiky 3. 1ékaiské
fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Podékovani také patii vS§em kolegim v laboratofi za rady a pomoc a za vytvoreni
pratelského kolektivu.

Dé&kuji rovnéz své roding a pratelim za podporu béhem studia.



Abstrakt

Uvod: V soudasné postgenomické dobé piedstavuje studium epigenetickych regulaci jeden
Z nastroj pro porozuméni funkci gent. Epigenetické regulace mohou piimo fidit casovou
a prostorovou aktivitu geni ¢i jejich umlc¢eni. Molekularni podstata téchto regulaci spociva
v modifikaci bazi DNA, remodelaci chromatinu a RNA interferenci. Zaroven tyto
mechanismy vykazuji vlastni zpiisob pfenosu dédicné informace do dalSich generaci
nazyvany epigenetikca dédicnost. V rdmci mnoha chorob byla jako pfi¢ina prokazana
deregulace epigenetické informace urcitych genl. Z tohoto diivodu se jevi studium
epigenomu HLA genu jako zvlasté dilezité, nebot’ tyto geny hraji zasadni roli v regulaci
imunitniho systému.

Cile: Cilem této prace je vytvoftit popis epigenetickych modifikaci v rdmci rodin. Jedna se
o analyzu histonovych modifikaci a metylace DNA v promotorovém tuseku genu HLA
DQAL. Cilem bylo rovnéz srovnat rozdily v epigenetickych modifikacich mezi alelami a
také srovnani rozdill v danych modifikacich mezi generacemi. Ziskané vysledky budou
porovnany s analyzou miry exprese genu HLA DQAL.

Metody: Z odebrané periferni krve darci byly izolovany DNA, RNA a leukocyty. DNA
byla pouzita ke genotypizaci. Dalsi ¢ast vzorki DNA byla konvertovana bisulfitovou
metodou a posléze sekvenovana. Ze ziskanych dat byla provedena analyza metylace DNA.
Izolovand RNA byla podrobena reverzni transkripci a poté kvantitativni PCR pro analyzu
urovné exprese. Leukocyty byly vyuzity pro chromatinovou imunoprecipitaci a nasledné
pro kvantitativni PCR k vyhodnoceni miry trimetylace a acetylace histonu H3.

Vysledky: V ramci modifikaci byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v acetylaci mezi
alelami *01 a*05, kde acetylace *01 byla vyrazné vyssi. Analyza trimetylace neposkytla
statisticky priikazné vysledky. Statisticky nepriikazné jsou rovnéZ vysledky srovnani stavu
histonovych modifikaci mezi generacemi. Analyza metylace DNA prokazala statisticky
vyznamné rozdily mezi alelami *01 a *03 a *05, kde metylace DNA je u *01 vyssi nez u
alel *03 a *05. Srovnani rozdili metylace DNA mezi generacemi prokazalo vyznamné
rozdily mezi 1. generaci, jako mén€ metylovanou oproti 3. generaci. Srovnanim exprese a

modifikaci nebyl zjistén zadny statisticky vyznamny vztah.

Kli¢ova slova: epigenetika, metylace DNA, histonové modifikace, HLA II. tfidy, DQAI,
exprese mMRNA



Abstract

Introduction: At our post-genomic era the studies of epigenetic regulation constitutes one
of the tools for understanding the function of genes. Epigenetic regulation can directly
control the temporal and spatial gene activity or silencing. The molecular basis of these
regulations are DNA bases modifications, chromatin remodeling and RNA interference. At
the same time, these mechanisms have a special way of transferring genetic information to
subsequent generations called epigenetic inheritance. It has been proven epigenetic
deregulation of certain genes as cause for many disease. For this reason, the study of
epigenome HLA genes seems particularly important because these genes play a
fundamental role in regulating the immune system.

Aims: The aim of this work is to create a description of epigenetic modifications within
families. It is an analysis of histone modifications and DNA methylation in the promoter
region of the gene HLA DQAL. The aim was also to compare the differences in epigenetic
modifications between alleles and compared the differences in these modifications between
generations. The results will be compared with the analysis of the level of expression of the
gene HLA DQAL.

Methods: From collected peripheral blood of donors were isolated DNA, RNA, and
leukocytes. DNA was used for genotyping. Another part of the DNA samples were
converted by bisulfite method, and then sequenced. The collected data were analyzed for
DNA methylation. The isolated RNA was subjected to reverse transcription followed by
quantitative PCR for analysis of expression levels. Leukocytes were used for chromatin
immunoprecipitation and subsequently for quantitative PCR to assess the extent of
trimethylation and acetylation of histone H3.

Results: Within the modifications was a statistically significant difference in acetylation
between alleles *01 and *05 wherein acetylation of *01 was significantly higher.
Trimethylation analysis did not provide statistically significant results. Statistically
insignificant results are also in comparing of the state of histone modifications between
generations. DNA methylation analysis revealed statistically significant differences
between alleles *01 and *03 and *05, wherein the DNA methylation of *01 higher than
that of alleles *03 and *05. Comparison of DNA methylation differences between
generations showed significant differences between the first generation, less methylated as
compared to the third generation. By comparing the expression and modification there was

no statistically significant relationship.



Keywords: epigenetics, DNA methylation, histone modifications, HLA class I, DQAL,
MRNA expression
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1 UvVOD

Jednu ze zasadnich roli v imunitnim systému organismu hraji produkty genti
soznatenim HLA (human leukocyte antigen). Produktem téchto gend jsou
transmembranové glykoproteiny. Jejich zakladni funkci je vazat peptidové fragmenty a
tyto tzv. antigeny prezentovat na svém buné¢ném povrchu. Rozpoznani navazaného
peptidového fragmentu se Gcastni T lymfocyty a NK buniky. HLA glykoproteiny patii do
skupiny savéich histokompatibilitnich proteint MHC (major histocompatibility complex).
Obecné bychom mohli fici, Ze HLA molekuly zprostfedkovavaji organismu rozpoznani
mezi ,,vlastnim* a ,,cizim“. Tato teze je zcela zasadni. Z logiky véci totiz vyplyva, ze
pokud organismus ztrati schopnost rozliSovat mezi témito dvéma stavy, mize tato chyba
vést k fatdlnim disledkim pro dany organismus. Zcela nazornym piikladem jsou
autoimunitni onemocnéni, pii kterych praveé imunitni systém napada buiiky vlastniho téla.
Proto porozuméni funkci a struktufe HLA glykoproteini a regulaci jeho genového
komplexu je zcela zasadni.

Regulace exprese genli je v souCasné postgenomické éfe studovana pievazné
Z pohledu epigenetickych procest. Zakladni epigenetické mechanismy ptedstavuji
metylaci DNA, modifikaci histoni a RNA interferenci. Propletend sit’ interakci téchto
procest vytvari dimysIné regulacni mechanismy, které fidi Casovou a prostorovou aktivitu
genu. Epigenetické regulace navic v nékterych pfipadech mohou odpovidat na stimuly
vnéjSiho prostiedi, coz muize vést ke zméné exprese. Dalsi zvlaStnosti epigenetiky je
rovnéz tak zvana epigeneticka dédi¢nost, kdy dochazi k prenosu negenetické informace na
dalsi generaci. Studium vsech téchto epigenetickych jevi poskytuje hlubsi porozumeéni
genomu, ktery v tomto ohledu pfedstavuje vlastni specificky ekosystém.

Vyzkum epigenetické regulace HLA gend muze poskytnout ucelenéjsi piedstavu o
jejich regulaci. Téchto vysledkli poté mlze byt vyuzito pfi studiu pfi¢in riiznych chorob,

které jsou n&jakym zpusobem s HLA geny spojeny.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 HLA - human leukocyte antigen
Podle struktury a funkce se HLA geny déli do dvou zékladnich skupin s ozna¢enim

HLA I tfidy (HLA gpl) a HLA II. tfidy (HLA gpll), kédujicich transmembranové
molekuly (Maenaka and Jones 1999). Mimo tyto dvé skupiny je jesté rozeznavana dalsi
skupina, HLA III. t¥idy, kodujici pfevazné humoralni faktory imunitniho systému, jako
jsou molekularni chaperony (heat-shock proteiny Hsp 70, HLA-DM), cytokiny (tumour
necrosis factor o a p - TNFA a TNFB, lymfotoxin), slozky komplementu (C2, C4A, C4B,
properdin faktor B) a enzym 21-hydroxylaza (21A,21B).

2.1.1 HLAL tridy
Molekuly HLA I. tfidy jsou exprimovany téméf v§emi jadernymi buiitkami lidského

organismu a peptidové fragmenty, které prezentuji, jsou vétSinou endogenniho pitvodu.
Dané antigeny tedy predstavuji proteiny vlastniho bunééného repertoaru, ale jedna se i o
intracelularni antigeny cizi, napt. virové. HLA 1. tfidy jsou rozpoznévany cytotoxickymi T
lymfocyty (Tc). Pfesnéji fe¢eno, jsou rozpoznavany TCR receptory s koreceptory CD8 T
lymfocyti, jejichz aktivace vede k cytotoxické reakci, ¢imz abnormalni (nadorovou) nebo
virem infikovanou bunku zlikviduji.

Strukturalné je glykoprotein HLA [ tfidy heterodimer. Je tvofen
transmembranovym tézkym fetézcem se tfemi doménami (al, a2 a a3), ktery je asociovan
s lehkym fetézcem zvanym [, mikroglobulin (Maenaka and Jones 1999),(Obr. 1). Mezi
doménami al a a2 se nachdzi tzv. vazebna ryha, do které se kovalentné¢ vazou peptidové
fragmenty o velikosti 8 az 10 aminokyselin (York et al. 2002). Fragmenty uréené k vazb¢
na HLA 1. tfidy pochdzeji z proteolytického S§tépeni v proteasomu. Nékdy byvaji tyto
fragmenty oznacovany jako DRiPs (Defective ribosomal products). Vznikaji chybami
Vv transkripci ¢i translaci a takto defektni proteiny jsou oznaceny ubiquitinaci k degradaci
(L1 et al. 2011). Po rozstépeni jsou transportovany do endoplazmatického retikula pomoci
TAP proteinli a navazany na jiz CasteCn¢ sloZzeny komplex HLA. Vazba peptidového
fragmentu a konecné slozeni celého komplexu je fizeno chaperony ERp57 a PDI (Park et
al. 2006). Po dokonceni tohoto procesu je cely komplex transportovéan pies Golgiho aparat,

kde probiha glykace, na povrch bunky.
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2.1.2 HLAIL tiidy
Struktura a funkce glykoproteint HLA II. tfidy se v n€kolika ohledech 1i§i od HLA

I. tfidy (Obr. 1). Tyto molekuly jsou exprimovany za fyziologickych podminek jen na
nékolika malo typech bunék. Konkrétné¢ se jedna o dendritické bunky, monocyty,
makrofagy a B lymfocyty, které jsou celkové oznacovany jako antigen prezentujici bunky
(APC). Nadto, HLA II. tfidy vétSinou prezentuji antigeny exogenniho puvodu. Jedna se
tedy o proteiny, které bunka pohltila. Rozeznavani téchto HLA molekul se opét ucastni T
lymfocyty, ovSem typu pomocnych (Th) bunck. Zakladem rozpoznani je interakce HLA
komplexu s navazanym peptidovym fragmentem a TCR receptorem a CD4 koreceptorem.
Interakce rozdilnych koreceptori, respektive bunéénych typl, nez tomu bylo v piipade
HLA 1. tfidy, vede k rozdilné imunitni odpovédi. Paklize v prvnim ptipad¢ vedla odpoved’
Kk cytotoxickému zniceni buiky, tak zde dochazi za pomoci Th lymfocyti ke stimulaci
sekrece cytokinll. Cytokiny nasledné stimuluji dalSi typy bunék, jako jsou napiiklad
makrofagy a B lymfocyty.

Struktura HLA 1II. tfidy je opét heterodimerni, ovSem tvofena dvéma
transmembranovymi fetézci o a B (Maenaka and Jones 1999). V N-koncové ¢asti obou
fetézcl jsou domény al a B1, které k sobé tésné pftiléhaji a tvoii vazebnou ryhu pro
peptidovy fragment. Fragmenty vazajici se na tento typ molekul dosahuji velikosti 10-15
aminokyselin (Maenaka and Jones 1999).

Dalsi rozdily u HLA II. tfidy spocivaji v jejich vlastni biogenezi. Oba t&ézke fetézce
a i B jsou syntetizovany v endoplazmatickém retikulu, kde k nim zéroven asociuje dalsi
transmembranovy protein zvany invariantni fetézec (Ii), (Neefjes et al. 2011). Ii svou
asociaci ke komplexu HLA brani vazbé ptipadnych fragmenti do vazebné ryhy. Nésledné
je cely tento komplex transportovan pies Golgiho aparat, kde probihd glykace, do
sekre¢nich vacku, které fuzuji s pozdnim endosomem. V endosomu jsou pfipravené
proteolyticky nastépené pohlcené proteiny. Po fuzi dochédzi ke Stépeni invariantniho
fetézce li az na pouhy fragment, ktery zlstane vazan do molekuly HLA II. tfidy a nazyva
se peptid invariantniho fetézce asociovany s II. tfidou (class II-associated invariant chain
peptide = CLIP). Vyména CLIP za stabiln¢ vazajici antigenni peptidy je v kompartmentu
katalyzovana specializovanym lysozomdlnim chaperonem, ozna¢enym HLA-DM. Po

dokonceni tohoto procesu je cely komplex transportovan na povrch buiiky.
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Obrdazek 1. Struktura molekul HLA I. a I1. tiidy. Upraveno podle Wai and Foley, 2011.

2.2 Genovy komplex HLA
Lidsky histokompatibilni komplex je vramci genomu rozsdhla oblast na

chromozomu 6. Pfesné umisténi tohoto komplexu odpovida chromozomalni pozici 6p21 a
velikosti pfes 3.6 Mb (Shiina et al. 2009). Tato oblast byva v literatufe pojmenovan jako
HLA ¢i MHC komplex, popfipadé jako HLA super-lokus. V této rozsahlé oblasti je
kodovano Sest klasickych histokompatibilitnich antigend (HLA) a pfinejmensim dal$ich
132 rtiznorodych proteint (Shiina et al. 2009). Velka ¢ast gent pfitomnych v HLA super-
lokusu ma spojitost s imunitnim systémem. Klasifikuje se do tfi podoblasti: HLA II. tfida
(centromerickd), HLA 1. a III. tfida (telomerickd). Klasické HLA 1. tfidy se d¢€li na tfi
jednofetézcové izotypy s oznacenim HLA A, B a C. U neklasickych HLA 1. tfidy se
rozlisuji izotypy HLA E, F a G. HLA 1I. tfidy maji dvouftetézcové izotypy HLA DR, DQ a
DP. (Shiina et al. 2009). Protoze glykoproteiny HLA II. jsou heterodimery tvofené dvéma
transmembranovymi fetézci a a B, je dulezité si uvédomit dalsi déleni danych izotypu.
Konkrétni gen pro a fetézec konkrétniho izotypu pak bude mit oznaceni naptiklad HLA
DQA s ¢iselnym oznacenim konkrétni alely. Tento komplikovany systém odrazi obrovsky
polymorfismus danych genti. V ramci celého lidského genomu mizeme HLA super-lokus

oznacit za nejpolymorfnéjsi oblast. Zvlasté pak vlastni HLA geny I. a II. tfidy dosahuji
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velkych pocti riznych alelovych forem. Soucet alel vSech tii izotyptt HLA L. tfidy je 2215
a IL tfidy 986 (Shiina et al. 2009). Kombinacemi riznych alel gent pro jednotlivé fetézce
je dosazeno enormni diverzity ve struktufe transmembranového komplexu. Tato diverzita
poskytuje zna¢nou vyhodu jak pro jedince, tak pro celou populaci. Rliznorodost struktury
totiz umoznuje bunkdm vazat mnozstvi riznorodych antigenti. Pokud nastane situace, Ze
urcity jedinec neni schopen vazat dany antigen, tak v ramci populace existuje vysoka
pravdépodobnost, Ze se objevi u jiného jedince kombinace alel tvorici HLA komplex
schopny této vazby. Na druhou stranu, vysoky polymorfismus HLA geni komplikuje
transplantacni medicinu.

Z hlediska genetiky je pro HLA geny charakteristickd vazebnd nerovnovaha.
Vazebnd nerovnovaha (LD - linkage disequlibrium) zde vyjadfuje alelové interakce mezi
riznymi lokusy, jako dusledek selekce ¢i genového ,,svezeni se* (Miretti et al. 2005).
Zjednodusen¢ by se dalo fici, ze nekteré alely riznych lokusi se statisticky dédi s vétsi
pravdépodobnosti jako konzervované bloky. Sirdi vysvétleni LD v ramci HLA super-

lokusu pak dale popisuje ptimé provazani proteinovych interakci produkti téchto gent.

2.3 Regulace exprese HLA geniti
V piedchozich kapitolach bylo popsano, Ze HLA II. tfidy jsou exprimovany pouze

na APC buiikach. Rozdilné distribuce molekul HLA 1. a II. tfidy tak vyZaduje i rozdilné
regulacni mechanismy. Protoze praktickd cast této prace se zabyva HLA II. tfidy,
konkrétné genem DQAL, budou se nasledné informace vztahovat pouze k dané ttide.
Regulace exprese HLA gpll je primarné cilend na troven transkripce (Mach et al.
1996). Hlavnim kontrolnim elementem regulujicim transkripci je 150bp dlouha sekvence
Vv promotoru pfed mistem iniciace transkripce. Tato oblast obsahuje sekvencni motivy
znalené jako S, X, X2 a Y boxy. Jejich sekvence, orientace a pozice umisténi je
konzervovéana u vSech genl pro a i B fetézce (Benoist and Mathis 1990). Stejné sekvence
se vyskytuji 1 u gent, které jsou koregulovany s HLA gpll, naptiklad s HLA DM, ¢i geny
pro Ii (Brown et al. 1993). Tyto sekvence jsou cilovymi misty DNA vazebnych proteina
NF-Y, CREB a RFX, jez interaguji s dalsimi regulacnimi faktory (Wright and Ting 2006).
Jak jiz bylo zminéno vySe, geny HLA II. tfidy jsou vysoce polymorfni (s vyjimkou
HLA-DRA), s desitkami az stovkami znamych variant pro kazdy gen. V¢tSina variant je
koncentrovana do oblasti kodujici zlabek, do kterého se vaze peptid a disledkem toho je,

ze kazdy heterodimer II. tfidy prezentuje odlisné spektrum peptidii. Nicméné, sekvencni
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variabilita neni omezena pouze na kodujici oblast; je také hojna v promotoru a determinuje
variabilitu v genové expresi mezi alelami.

Obecné je u APC bun¢k exprese HLA gpll konstitutivni. Naproti tomu u jinych
bunécnych typl je mozné expresi daného komplexu indukovat. Stimula¢nim faktorem,
ktery takto expresi indukuje je Interferon gama (IFN-y), (Collins et al. 1984). Konstitutivni
exprese u APC kompletné zavisi na expresi regulatoru CIITA (class II transactivator),
ktery se vaze na regulacni faktory boxt X, X2 a Y (Reith et al. 2005). Jeden ze zakladnich
mechanismu, jak protein CIITA indukuje transkripci, patrné spociva v iniciaci vazby
histon-acetyltransferaz (Wright and Ting 2006).

Regulace CIITA je fizena pfinejmensim tfemi rliznymi promotory, znacené jako
CIITApI, CIITApIII a CIITApIV, které odpovidaji na podnéty rtiznych signaliza¢nich drah
(LeibundGut-Landmann et al. 2004). Konstitutivni exprese CIITA v dendritickych
bunikach je kontrolovana promotorem CIITApl, zatimco obdobna konstitutivni exprese
CIITA vB lymfocytech je fizena promotorem CIITApIIl. Naopak, exprese CIITA

stimulovand IFN-y je regulovana promotorem CIITApIV.

2.4 HLA geny a autoimunitni onemocnéni
Svou funkci vytvareji komplexy HLA — peptid zaklad spravného fungovani

adaptivniho imunitniho systému. OvSem genetickd a epidemiologickd data prokézaly, Ze
dané molekuly maji pfimou souvislost s celou fadou autoimunitnich onemocnéni.
Geneticka predispozice tykajici se HLA super-lokusu byla jiz prokazana u vice neZ sta
onemocnéni, zahrnujicich naptiklad diabetes mellitus 1. typu (T1DM) ¢i revmatoidni
artritidu (RA), (Shiina et al. 2009). Pro mnoho chorob asociovanych s haplotypy HLA bylo
velmi slozité urcit, ktera konkrétni alela/alely genli pfimo ovliviiji riziko choroby,
vzhledem Kk vazebné nerovnovaze v HLA super-lokusu. Prezentace antigenu pomoci HLA
glykoproteint v thymu je vyuzivana pii selekci autoreaktivnich T lymfocytti a prave jejich
nedostate¢na centralni i periferni eliminace vede k rozvoji autoimunitniho prostredi.
Soucasné genetické, epidemiologické a strukturdlni analyzy poskytuji hlubsi
porozuméni asociace nékterych alel s uréitymi autoimunitnimi chorobami. Zvlasté popis
struktury HLA znacné zlepsil pochopeni molekularnich mechanismil prezentace antigenu.
Peptidy jsou vazany do vazebné ryhy v rozvolnéné konformaci vodikovymi mustky mezi
sténami ryhy. Ze strukturalnich analyz vyplyva, ze konformace navdzaného fragmentu

nema prakticky zadny vztah k jeho sekvenci a je fizena striktné urcitymi misty v HLA
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molekule, zvané kotvy (Jones et al. 2006). Jednotlivé izotypy HLA jsou proto
charakteristické vazbou urcitych typa fragmentli na zakladé svych specifickych kotevnich
mist (Jones et al. 2006). Tato specificita je dana mnozstvim kotevnich mist, hydrofobicitou
¢i elektrostatickym nabojem jednotlivych aminokyselin vazebné ryhy HLA molekuly.
Rozeznavdme dva typy autoimunitnich onemocnéni, organové specifické a
systémové. K prvnimu typu patii napt. TIDM s autoimunitni reakci proti insulin-
sekretujicim B buiikam pankreatu. Silna geneticka predispozice pro TLDM byla prokazana
u genu HLA DQB1 alely *0302 a genu HLA DQAL1 alely *0301 (Todd and Wicker 2001).
Naproti tomu alela *0602 genu DQBL1 je dominantné protektivni viici TIDM. Vyzkumy
prokazaly, ze dilezitym zdrojem autoantigenti je insulin, dekarboxyldza kyseliny
glutamové a tyrosin-fosfataza (Kent et al. 2005). Rozdilna struktura vazebnych ryh pro
haplotypy DQB1 *0302 a DQAL *0301 poskytuje moznost vazby fragmentl inzulinu, které
jsou nasledné& rozpoznavany autoreaktivnimi T lymfocyty (Jones et al. 2006). K druhému
typu patii napt. RA s autoimunitni reakei proti obecnym strukturdm pojivové tkané. Zde

vsak geneticka predispozice byla prokazana u genu HLA DRB1 alely *04.

2.5 Molekularni mechanismy epigenetiky
Zapis epigenetické informace je zhlediska své podstaty vniman jako proces

chemické modifikace bazi DNA, chemické modifikace aminokyselin v histonovych
polypeptidech a regulaci pomoci RNA. Z uvedeného je patrné, Ze epigeneticka regulace
genové exprese probihd na vSech urovnich centralniho dogmatu molekularni biologie.
Tedy na urovni vlastni DNA (modifikace bazi), na urovni posttranskripéni (RNA
interference) a irovni posttransla¢ni (modifikace histond). Velmi dulezité je rovnéz uvést,

ze vSechny tyto epigenetické modifikace jsou reverzibilni, tedy vratné.

2.5.1 Modifikace bazi DNA
V ramci biologickych procesti je znama celd fada modifikaci bazi, které mayji

mnoho rtiznych funkci. Dosud je popséno jiz vice nez sto chemicky pozménénych bazi
(Helm 2006). Vétsina znich hraje svou roli v metabolismu RNA (Helm 2006).
Z epigenetického hlediska jsou dosud nejvyznamnéjsi tyto modifikace: 5-metylcytosin, 5-
hydroxymetylcytosin, 5-formylcytosin, 5-karboxylcytosin a 6-metyladenin, z nichz nékteré
maji pfimo prokadzanou funkci v regulaci genové exprese a jiné jsou patrné jen

meziprodukty metabolismu nukleotidd.
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2.5.1.1 5-metylcytosin (5-mC)
Metylace cytosinu je v ramci epigenetiky nejlépe prostudovana modifikace bazi, a

to jak z hlediska molekularniho mechanismu vzniku, tak i z hlediska jejiho funkéniho
vyznamu. Podstatou této modifikace je kovalentni vazba metylové (CHz3) skupiny na paty
atom uhliku (C5) cytosinu, katalyzovana enzymy, DNA metyltransferazami, kde donorem
CH3; je S-adenosylmetionin (Ooi et al. 2009), (Obr. 2). Prvnim krokem v enzymatické
konverzi cytosinu na 5-mC je vazba sulthydrylové skupiny cysteinu aktivniho mista
enzymu na Sesty atom uhliku (C6) pyrimidinového kruhu. C5 se stava nukleofilnim vuci
metylsulfoniovému centru S-adenosylmetioninu, coz vede k vazb¢ CHj skupiny (Vilkaitis
et al. 2001). Samotny enzym vytvaii na substratu DNA konformaéni zménu zvanou ,,base-
flipping®, kdy dochazi k rotaci baze z DNA helixu smérem ke katalytickému centru
enzymu (Klimasauskas et al. 1994). Zakladem funkéniho vyznamu metylace cytosinu je,
ze ptitomna CHj skupina umisténa ve velkém Zlabku DNA helixu interaguje s DNA
vazebnymi proteiny (Fillion
et al. 2006).

cytosin J-metylevtosin
H ~ H H ~ H
V ramci savéiho genomu se N N
metylace vyskytuje primarné

. , o = s

Vv sekvenci dinukleotidt N Dnmt
cytosin-guanin (CpG), a to az
v 70-ti % z celkové metylace C6

DNA (Ehrlich et al. 1982). |

Kvantitativni zastoupeni CpG vV

dinukleotidi v genomu savell  gprgzek 2. Zména cytosinu na 5-metylcytosin.Upraveno podle

neni rovnomémé a  tato Cheng and Blumenthal, 20009.

sekvence se prevazné vyskytuje ve shlucich, které jsou znamé, jako CpG ostrovy (zkratkou
CGl z anglického vyrazu CpG islands), charakterizované délkou asi 1000 pari bazi (bp),
(Bird et al. 1985). Podle soucasnych vyzkumi je uvadéno, ze okolo 72 % genti obsahuje ve
svych promotorovych oblastech CpG ostrovy (Saxonov et al. 2006). To ma dalezity
vyznam pro regulaci danych genll a zaroven ma pfitomnost metylace cytosinu dulezity
evoluéni vyznam v ustaveni struktury sav€iho genomu. V lidské DNA je relativné malo
CpG dinukleotidii, neZ by se dalo ¢ekat ve srovnani s pfitomnosti cytosinu a guaninu
celého genomu, coz patrné souvisi s rychlejsi frekvenci mutaci metylovaného cytosinu
(Bird 1980). Behem mutac¢niho procesu, konkrétné deaminaci cytosinu, vznika uracil, ktery

je jednoduSe rozezndvan reparacnimi enzymy a opraven zp€t na cytosin. V piipadé
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deaminace metylovaného cytosinu vznika thymin, ktery opraven neni a disledkem tak je
mutace tranzici béhem dalsi replikace (Singal and Ginder 1999). Celkové nizké zastoupeni
CpG dinukleotidii v genomu je tedy patrné dasledkem metylace CpG, respektive jejich
mutace Vv bunkach zarode¢né drahy a nasledné fixace v prubéhu evoluce (Saxonov et al.
2006). Pritomnost CpG, respektive CGI v urcitych oblastech genomu, neni pouze
dasledkem nemetylovaného (hypometylovaného) stavu, ale patrné také silného selekéniho
tlaku (Takai and Jones 2002). Dle obsahu CGI v promotorech geni je mozné geny
jednoduse rozlisit na tzv. HCG (high CpG content), tedy geny s vysokym obsahem CGI, a
LCG (low CpG content) geny, které maji nizky obsah CGI (Saxonov et al. 2000).
V genomickych studiich bylo odhaleno, ze geny patiici do skupiny HCG jsou mnohem
Castéji tzv. house-keeping geny (konstitutivné se exprimujici a nezbytné¢ pro zakladni
funkce buiky). Geny, které jsou exprimovany tkanové specificky, nalezeji povétsinou do
skupiny LCG a zpravidla tedy nemaji CpG ostrovy v promotorech (Robinson et al. 2004).
Pro shrnuti je dilezité si uvédomit, ze i pies 70-ti % zastoupeni z celkové metylace
genomu v CpG ostrovech v promotorech genl, je vétSina gentt obsahujicich CGI
hypometylovana (Greally 2009).

Jak bylo zminéno vySe, funkéni vyznam 5-mC Vregulaci genové exprese
z mechanického hlediska spociva v interakcich CH3 skupiny s DNA vazebnymi proteiny,
které dale interaguji s proteinovymi komplexy. Ty néasledné aktivuji transkrip¢ni represory
¢i chromatin remodelujici proteiny. Interakce je moznad diky pfitomnosti tzv. MBD
domény (methyl-CpG-binding domain), pomoci které se vazebny protein miize vazat na
jednu molekulu CHj3 skupiny i jako monomer (Ballestar and Wolffe 2001). Pocet MBD
proteind lidského organismu je v soucasnosti stanoven na 15 a d¢€li se do tii proteinovych
rodin dle mechanismu interakce s metylovanou DNA (Parry and Clarke 2011). Ptikladem
jsou proteiny s oznacenim MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 a MeCP2 (Hendrich and Bird
1988). MBD1 se vzdy vaze na mista s metylovanymi CpG, naproti tomu MBD2 a MBD4
se mohou vazat i na nemetylovana CpG mista, a protein MBD3 se vaze na sekvence
obsahujici 5-hydroxymetylcytosin (Baubec et al. 2013). Protein MeCP2 reguluje represi
genu aktivaci komplexu Sin3A, ktery obsahuje histon-deacetylazu a histon-lysin
metyltransferazu, enzymy ovliviiyjici sloZeni histonovych modifikaci (Chen et al. 2003).

Zapis metylace cytosinu lze rozdélit na tzv. de novo metylaci a udrzovaci (z angl.
maintainig) metylaci. Béhem replikace DNA se nove syntetizovany fetézec vytvari bez
epigenetického zapisu. Tento stav je nazyvan jako hemimetylovany, nebot’ metylované

cytosiny se vyskytuji pouze v ptivodnim (templatovém) fetézci DNA. Udrzovaci metylace
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tedy spocivd ve vytvofeni epigenetické informace podle matrice pivodniho vlékna.
K tomuto procesu bunka vyuziva tzv. udrzovaci DNA metyltransferazy, u savcl
s ozna¢enim DNMT1 (Law and Jacobsen 2010). V procesu de novo metylace se uplatiuji
DNA metyltransferdzy s oznacenim DNMT3a a DNMT3b, které jsou navadény na
nemetylovanou sekvenci DNA a vytvareji zde zapis bez matrice (Law and Jacobsen 2010).

Protoze metylace cytosinu je reverzibilni proces, dochazi v bunice k odstranéni CHs
skupin z CpG dinukleotidu, tedy k demetylaci. Demetylace muze byt aktivni nebo pasivni
(Kohli and Zhang 2013). Pasivni demetylace souvisi piimo s replikaci DNA, kdy
nedochdzi enzymem DNMT1 k udrzovani epigenetické informace a ta se v prib&hu
bunécnych déleni ztraci. K tomuto jevu dochazi hlavné v pribéhu embryogeneze (Smith et
al. 2012). Naproti tomu béhem aktivni demetylace dochdzi pfimo k odstranéni CHgj

skupiny, ¢i celého metylovaného cytosinu (Zhu 2009).

2.5.1.2 5-hydroxymetylcytosin (5-hm(C)
5-hmC byl poprvé objeven v DNA né&kterych bakteriofagli (Hershey 1953) a

pozdéji vsavéi DNA (Penn et al. 1972), i kdyz jeho puvodni mnozstvi nebylo
Vv nésledujicich vyzkumech prokazano (Kothari and Shauhar 1976). Jednoznacny prukaz
ptitomnosti 5-hmC v DNA savéich bunék pfisel az roku 2009 (Kriaucoinis and Heintz
2009, Tahiliani et al. 2009).

5-hmC vznikéd jako produkt oxidace metylovaného cytosinu katalyzované 5-mC
oxidazami TET1, TET2 a TET3 (Tahiliani et al. 2009). Pfesna funkce této modifikace neni
dosud zndma, ale nékteré studie napovidaji, Ze S-hmC by mohl hrat roli, jako meziprodukt
aktivni ¢i pasivni demetylace cytosinu. Protoze 5-hmC je produktem oxidace 5-mC, je
jasné, ze tvorba 5-hmC bude automaticky snizovat mnozstvi 5-mC v DNA (Wu and Zhang
2011). Béhem pasivni demetylace neni 5-hmC kopirovan enzymem DNMTI a
pii nasledujici replikaci DNA se tak epigeneticky zapis ztraci (Hashimoto et al. 2012).
Aktivni demetylace vyuziva 5-hmC jako meziprodukt v relativné slozitém metabolismu
cytosinu. Deaminaci 5-hmC vznika 5-hydroxymethyluracil (Rusmintratip and Sowers
2000), ktery je posléze odstranén reparaci bazovou excizi (Cortellino et al. 2011). Postupna
oxidace 5-hmC enzymy TET produkuje 5-formylcytosin (5-fC) a dale 5-carboxylcytosin
(5-caC), ktery je odstranén reparaci bazovou excizi nebo dekarboxylaci (He et al. 2011).

Funkce 5-hmC mozna bude spocivat i v regulaci genové exprese v opacném smyslu

tak, jak jej zname u 5-mC. Nékteré studie naznacuji, Ze pfitomnost 5-hmC v promotorech
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gent, popiipadé ptimo v kodujici sekvenci pozitivné koreluje s aktivitou genu (Nestor et
al. 2012). Teoreticky mechanismus, kterym by mohl 5-hmC pfispivat k transkripéni
aktivité genu, je pozménénim struktury DNA helixu do otevienéjsi konformace (Lopez et
al. 2012). Rovnéz se ukazalo, Ze na piitomnost 5-hmC reaguje metyl-CpG vazebny protein

MeCP2 svou vazbou na danou sekvenci (Melen et al. 2012).

2.5.1.3 6-metyladenin (6-mA)
Tato modifikace adeninu je nejlépe prozkoumana u bakteridlniho genomu, kde ma

vyznamnou roli pfi ochrané proti infekci bakteriofagy. Metylovany adenin a cytosin v
bakteridlni DNA nepodléhaji Stépeni restrikénimi endonukleazami, které jinak Stépi
nemetylovanou DNA bakteriofaga (Ratel et al. 2006). U vysSich eukaryot je funkce 6-mA
prakticky neznama. Recentné vSak bylo popsano u Drosophila melanogaster, Ze aktivni
odstranéni metylové skupiny z 6-mA patrné hraje roli v embryogenezi (Zhang et al. 2015).
Tato aktivni demetylace adenosinu je katalyzovdna enzymem DNA 6mA demetyldzou a
v embryogenezi Drosophily k ni dochazi primarné v oblastech transpozont (Zhang et al.
2015). Aktivita 6-mA byla popsana i u Caenorhabditis elegans i s enzymy jeho
metabolismu, kde DNA metyltransferazou je DAMT-1 a demetyltransferazou NMAD-1
(Greer et al. 2015). Vyskyt 6-mA u savci nebyl dosud prokazan, i kdyz neptimé dikazy ho
lokalizuji do oblasti mysiho genu MyaD1 (Kay et al. 1994).

2.5.2 Remodelace chromatinu a histonovy kod
Druhym molekularnim mechanismem, ktery vyznamné ovliviluje aktivitu gent,

jsou chemické modifikace histonovych proteinii. Souhrnné je tento mechanismus znam
jako remodelace chromatinu. Zakladnim stavebnim kamenem chromatinu je tzv.
nukleozom, coz je struktura skladajici se z oktameru histont, obtocena fetézcem DNA o
délce 147 part bazi (Cosgrove and Wolberger 2005). Oktamer histonli je tvofen
Z heterotetrameru histonit H3 a H4 a dvou heterodimert histonit H2A/H2B. Vazba mezi
DNA a histony poskytuje pfimé funkéni propojeni, které tak ddva moZnost regulace
exprese gend. Vlastni podstatou této regulace jsou biochemické modifikace aminokyselin
vV N-koncovych ¢astech histonovych proteini. N-konce vystupuji zjinak globularni
struktury zbytku histonu a jsou v literatufe oznacovany jako histonové ocasky (v angl.

histone tails), (Cosgrove and Wolberger 2005). V ramci epigenetiky jsou nejvyznamnéjsi
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modifikace metylace, acetylace, fosforylace, ubiquitinace a sumoylace, které¢ budou
podrobnéji popsany v nasledujicich kapitolach.

Interpretace chemickych modifikaci histonti nasledné ovliviiuje aktivitu danych
gentt ve specifickych bunécnych typech a v daném case. S interpretaci konkrétniho
vyznamu konkrétni modifikace souvisi pojem histonovy koéd. Podle teorie histonového
koédu je specificky vzor modifikaci v nukleozomech c¢ten jako jakysi carovy kod, ktery
slouzi k rozpoznani stavu chromatinu v dané oblasti (Jenuwein and Allis 2001). V tomto
smyslu je pot¢ mozné mnohym modifikacim pfitknout vlastni charakteristiku. Modifikace
H3K4me2 a me3 je spojena s terminaci transkripce (Santos-Rosa et al. 2003), H4K8ac
s transkripcné aktivnimi geny (Agalioti et al. 2002) a napiiklad H2AS129ph signalizuje

reparaci dvoufetézcovych zlomi DNA (Morrison et al. 2004).

2.5.2.1 Metylace histonii
Metylace histonovych proteinti je proces, pii kterém dochazi k vazbé CHs skupiny

na aminokyseliny arginin (R) a lysin (K), (Obr. 3). Vramci histonového kodu
rozeznavame 24 mist, kde dochazi k metylaci argininu ¢i lysinu v histonech H3 a H4
(Wysocka et al. 2006). Metylace R a K jsou asociovany srepresi i aktivitou genu
v zavislosti na konkrétni pozici metylace. Celkové podle poctu navazanych CHjz skupin je
mozné rozliSovat mono-, di- a trimetylace u lysinu a mono- a dimetylace u argininu.

Vazba metylové skupiny je katalyzovana enzymy s tzv. SET doménou, tvofenou

130 aminokyselinami

¢

Ké

v katalytickém centru

proteinu (Jenuwein 2006). K9

histon H3 - : _,
Donorem CH; je stejné histon H4
) . &9 metylova skupina
jako u metylace cytosinu, CHz

S-adenosylmetionin

(Dillon et al. 2005).
V soucasné  dob¢ se
popisuje  pro lidsky

. . . DNA
organismus 33 histon-lysin

nukleozom

metyltransferaz (Black et al.
5 Obrazek 3. Metylace histonii. Upraveno podle Kouzarides and
2012). Mnoho Z té€chto Berger, 2009.

histonovych metyltransferaz
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je velmi specifickych na substrat. Naptiklad KMT1A vytvafi trimetylovany lysin 9 histonu
3 (H3K9me3) z jiz monometylovaného H3K9mel (Peters et al. 2003). KMT2A katalyzuje
dimetylaci H3K4 na H3K4me2 (Nakamura et al. 2002), ale po interakci s jinymi
proteinovymi komplexy miize stejnou pozici trimetylovat na H3K4me3 (Dou et al. 2006).
Na odstranéni CHs z lysinu a argininu participuji histon demetylazy. Lysinovych histon-
demetylaz je v soucasné dobé popsano u Clovéka 21 (Black et al. 2012). Prvni histon-
demetylaza byla KDM2A, ktera obsahuje tzv. JmjC doménu (Tsukada et al. 2006). Pozd¢ji
bylo zji$téno, Ze proteiny S JmjC doménou vyuzivaji k demetylaci histont oxidaci CH3 a
jako kofaktory jim slouzi alfa-ketoglutarat, molekularni kyslik a Fe(II) (Shi and Whetstine
2007). Nutno podotknout, ze i histon-demetylazy jsou vii¢i substratu velmi selektivni.
Metylované aminokyseliny histonovych N-koncl jsou rozezndvany vazebnymi
proteiny s tzv. chromodoménou, tvofenou asi 60 aminokyselinami (Koonin et al. 1995).
Ptikladem takového vazebného proteinu je Su(var)205 (z ang. Suppressor of variegation
205), Casto znaméjsiho pod oznacenim HP1 (Heterochromatin protein 1), (Aasland and
Steward 1995). HP1 se pfimo vaze pomoci chromodomény na metylovany H3K9 a
indukuje represi genu (Jacobs et al. 2001). Recentné bylo odhaleno, ze HP1 protein mize

hrat roli i v alternativnim sestfihu mMRNA pii rozeznavani exonut (Yearim et al. 2015).

2.5.2.2 Acetylace histonti
Prvni zpravy o vlivu acetylace histonti na aktivitu genti pochazi jiz z 60. letech 20.

stoleti (Allfery et al. 1964). Pozdéji bylo prokazano, Ze tato modifikace je pievazné
spojena s transkripéné aktivnimi geny (Hebbes et al. 1988). Acetylace modifikuje vSechny
druhy histond nukleozomového jadra, ovSem pouze na aminokyselingé lysinu (K).
Dusledkem vazby acetylové (CH3CO) skupiny na lysin v N-koncové c¢asti histonu je
neutralizace pozitivniho néboje histonového océasku, coz snizi afinitu vazby k negativné
nabit¢ DNA (Hong et al. 1993). Zménou rozloZeni ndboje v histonech zaroven dochazi ke
zmén¢ konformace nukleozomu (Norton et al. 1989) a tim kusnadnéni vazby
transkrip¢nich regulatort (Lee et al. 1993).

Vazba CH3CO je enzymaticky zprostiedkovana histon-acetyltransferazami (HATS).
Obvyklym donorem acetylové skupiny je acetyl-CoA, ovSem nékteré HATs mohou
vyuzivat i alternativni donory, naptiklad propionyl-CoA (Berndsen and Denu 2008). HATS
se na zakladé své funkéni a strukturni podobnosti déli do péti skupin. Prvni skupina

s oznacenim GNATSs (Gcen5-related N-acetyltransferases) je charakteristicka ptitomnosti
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bromo- a chromo-domény, pomoci kterych se mize vazat na acetylované a metylované
lysiny (Neuwald and Landsman 1997). DalSimi skupinami jsou MYST HATs, p300/ CBP,
SRC HATs a NCoA HATs (Torchia et al. 1998). Vlastni molekularni mechanismus
acetylace se u jednotlivych skupin HATs lisi. Nejlépe je tento dé€j popsan u GNATS, kde
glutamat v aktivnim misté enzymu zpisobuje deprotonaci cilového lysinu, coz vyusti
v nukleofilni atak na karbonylovy uhlik acetyl-CoA a naslednou vazbu acetylové skupiny
na dany lysin (Tanner et al. 1999). Tak jako tomu bylo u histon-metyltransferaz, tak i zde u
HATs je dilezité si uvédomit, ze dané enzymy jsou pro substrat vysoce selektivni.

Odstranéni CH3CO z lysinu je katalyzovano histon-deacetylazami (HDAC). Toho
je dosazeno hydrolyzou acetyl-L-lysinu a naslednym odstépenim acetatu (Lombardi et al.
2011). Vsavéim genomu je kodovano 11 proteini s vysoce konzervovanou
deacetylazovou doménou, které je mozné rozdé€lit do ¢tyi skupin (Haberland et al. 2009).
HDAC 1. II. a IV. tfidy jako kofaktor pouzivaji Zn*, pricemz HDAC 1. tfidy jsou
preferen¢né lokalizovany v jadie a HDAC II. a IV. tfidy jsou schopné se po stimulaci
presouvat mezi jadrem a cytoplasmou. HDAC IIL. tfidy, sirtuiny, jako kofaktor pouzivaji
NAD+, jsou lokalizovany ve vSech kompartmentech buiky, coz reflektuje rozmanitost
jejich funkci, véetné ovlivnéni stresového metabolismu bunky (Schwer and Verdin 2008).

Acetylovany lysin je rovnéZ mistem vazby nékterych dalSich histon remodelujicich
komplexil. Proteiny, které rozeznavaji takto upraveny lysin, obsahuji ve své struktufe
vysoce konzervovanou, tzv. bromodoménu (Zeng and Zhou 2002). Na sestaveni
proteinovych komplext, které dale interpretuji tuto epigenetickou informaci, cCasto
participuji i vlastni HATs. Ptikladem takového komplexu je tzv. SAGA ( Spt-Ada-Gcn5
acetyltransferase) komplex, ktery je spjat s pozitivni regulaci transkripce (Pokholok et al.
2004). Asi nejznaméjsim piikladem chromatin remodelujiciho komplexu je tzv. SWI/SNF.
Tento proteinovy komplex je zndm napii¢ eukaryotickymi organismy od kvasinek po savce
(Khavari et al. 1993). Nachazi se v promotorové ¢asti gentl, které jsou transkripéné aktivni
(Hassan et al. 2001). Béhem vlastniho procesu transkripce zustava SWI/SNF asociovan
s RNA polymerazou Il (Schwabish and Struhl 2007).

2.5.2.3 Fosforylace histonti
Fosforylace histoni spociva v kovalentni vazbé fosfatové (PO,4) skupiny na

aminokyseliny serin (S), threonin (T) a tyrosin (Y), které se mohou uskutecnit na vSech

¢tyfech nukleozomovych histonech (Rossetto et al. 2012). Obecné na vazbé PO, skupiny ¢i
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naopak na jejim piipadném odstranéni participuji protein kindzy, respektive fosfatazy a
donorem je molekula ATP. Fosforylace histonti je znacné dynamicky proces a v pribehu
bunécného cyklu se hladina fosforylovanych histonti vyrazné¢ méni (Fischle et al. 2005).
Mimo regulaci aktivity genii méa fosforylace histonti velmi vyznamny vliv pii procesu
reparace DNA (Rosseto et al. 2012). Typickym markerem v takovém piipade je
fosforylace serinu v pozici 139 histonu H2A (Celeste et al. 2003), ktera je utvarena protein
kinazou ATM ¢i ATR (Shroff et al. 2004). V pfipad¢, ze dojde k opravé poskozené DNA
je samoziejm¢ nutné dany epigeneticky marker odstranit. Toho je dosazeno jednak
vyménou samotného histonu H2A za jinou variantu daného histonu (Papamichos-
Chronakis et al. 2006), ale rovnéz i defosforylaci dané pozice, naptiklad fosfatazou PP4
(Nakada et al. 2008).

V ramci epigenetické regulace genové exprese ma fosforylace specificky vyznam
oproti metylaci ¢i acetylaci. Funkéni vyznam patrné spociva v regulaci dalSich modifikaci,
zvlasté pak samotné acetylace lysinu (Sawicka and Seiser 2014). Nutno podotknout, Ze tato
regulacni interakce mezi jednotlivymi modifikacemi plati zejména pro histon H3. Tento
jev je vysvétlovan dvéma modely. V prvnim modelu dochazi k fosforylaci a acetylaci
nezavisle na sob¢, ovSem prostorove stejné na histonu H3 (Thomson et al. 2001). Druhé
vysvétleni spo€ivd v mozné soulinnosti kindz a histon acetyltransferaz, které jsou
aktivovany spole¢né (Cheung et al. 2000).

Jednotlivé fosforylace jsou rozpoznavany specifickymi vazebnymi proteiny.
Prikladem jsou proteiny ze skupiny s oznacenim 14-3-3 (Macdonald et al. 2005). V ramci
sav¢iho genomu bylo dosud popsano sedm proteint této skupiny, které mohou interagovat
az se 700 dalsimi faktory (Uhart and Bustos 2013), jako jsou naptiklad TATA vazebné
proteiny (Pan et al. 1999) ¢i p53 (Waterman et al. 1998).

2.5.2.4 Ubiquitinace histonii
Tato modifikace se od ptedchozich 1i§i v typu vdzané molekuly. Ubiquitin je maly

globularni polypeptid, tvofeny 76-ti aminokyselinami (Hershko and Ciechanover 1998).
K ubiquitinaci dochédzi na lysinech pfevdzné histonit H2A a H2B (Robzyk et al. 2000).
Jako epigeneticky marker je ubiquitinace H2A spojena s umlcenymi geny, zatimco u H2B
je asociovana s transkripéné aktivnimi geny (Minsky et al. 2008). V mensi mife se
ubiquitinace objevuje i na histonech H3 a H4, ovsem jeji vyznam neni dosud piesn¢ znam

(Wang et al. 2006, Jones et al. 2011). Modifikaci ubiquitinem je mozné charakterizovat
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jako monoubiquitinaci vzhledem k vazbé jedné molekuly na dany lysin. OvSem muze
dochazet i k polyubiquitinaci histont, ktera iniciuje degradaci proteasomem. Ptikladem je
polyubiquitinace histont a jejich nasledna degradace ve spermatogenezi (Chen et al. 1998).

Vazbu ubiquitinu enzymaticky katalyzuji ubiquitin ligazy obecné znacCené E3,
naptiklad protein RING1B vytvatri monoubiquitinaci v pozici H2AK119 (Cao et al. 2005).
Vazba ubiquitinu je n¢kolika stupiiovy proces aktivace enzymy E1, konjugace enzymy E2
a vlastni ligace na substrat enzymy E3. Ubiquitin se vaze svym C koncem na e-
aminoskupinu lysinu (Hershko et al. 1983). Odstépeni ubiquitinu zprostiedkovavaji histon
deubiquitina¢ni enzymy (DUBs). Piikladem je USP16, ktery katalyzuje deubiquitinaci
histonu H2A a hraje velmi dutlezitou roli v procesu X-inaktivace ¢i DNA reparace
(Shanbhag et al. 2010).

Z hlediska regulace transkripce bylo prokazano, ze H2A ubiquitin ligazy mohou byt
pfimo soucasti represorovych komplext, napt. komplexu 2A-HUB (Zhou et al. 2008).
Rovnéz se na monoubiquitinovany lysin mohou vézat proteiny ze skupiny Polycomb, které¢
indukuji represi genu (Cao et al. 2005). Ubiquitinace H2A inhibuje vytvofeni markert
H3K4me?2 a me3, které jsou charakteristické pro aktivni geny (Nakagawa et al. 2008).

2.5.2.5 SUMOylace histonti
Velmi podobnd modifikace jako ubiquitinace je tzv. sumoylace. Jedna se opét o

kovalentni vazbu malych globularnich polypeptidii ze skupiny oznacované jako SUMO
(small ubiquitin-related modifier), (Nathan et al. 2006). SUMO proteiny maji podobnou
trojrozmérnou strukturu jako ubiquitin. Velikostné jsou okolo 100 aminokyselin dlouhé a
metabolickda draha aktivace, konjugace a ligace pomoci El, E2 a E3 je piibuzna
ubiquitinaci (Johnson 2004). Sumoylace proteini je z hlediska biologie bunky velmi
vyznamny proces. Bylo jiZ popsano vice nez 1000 proteinti, které mohou interagovat se
SUMO (Hochstrasser 2009). V ramci epigenetiky je sumoylace asociovana s transkripéni
represi, deacetylaci histonu H3 a iniciaci vazby HP1 proteinu (Shiio and Eisenman 2003).
Proteiny, které rozpozndvaji sumoylaci histontli, obsahuji tzv. SIMs motivy (SUMO-

interacting motifs), (Kerscher 2007).

2.5.3 RNA interference
V ramci molekuldarnich mechanismi epigenetickych procestt hraje dilezitou roli

vliv molekul RNA. Jev zvany RNA interference (RNAi1) je proces, kdy RNA piimo
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ovlivitluje expresi genu na zékladé¢ komplementarity bazi (Wilson and Doudna 2013).
Protoze popis presnych mechanismtit RNAi by byl vysoce nad ramec této prace, budou zde
zminény jen zakladni mechanismy.

Zakladem RNAI je syntéza dvoufetézcové RNA - dsSRNA (double-strand RNA) o
velikosti 20-30 nukleotidd, které se dale asociuji s vazebnymi proteiny (Carthew and
Sontheimer 2009). Tento mechanismus je zndm u rostlin i u zivo¢ichli a vzdy jsou tyto
malé fragmenty dsRNA vazany k proteinuim z rodiny Argonaut (Ago), (Shabalina and
Koonin 2008). RNA exogenniho pivodu jsou oznacovany jako siRNA a endogenniho
puvodu jako miRNA, i kdyz u savclu existuji i endogenni siRNA, napt. ve vajicku
(Carthew and Sontheimer 2009). Molekula dané¢ dsRNA je véazdna na proteiny Ago.
V tomto komplexu jsou poté fetézce dsSRNA rozdéleny a k proteinu Ago zlstane navazan
jen jeden fetézec RNA, ktery je uréen k vazbé na cilovou mRNA (Eulalio et al. 2008).
Celkové malé RNA participuji na vzniku proteinového komplexu RISC (RNA induced
silencing comlex), ktery umoziuje umléeni exprese dané¢ho genu (Eulalio et al. 2008).
RISC navéazany na cilovou mRNA na zakladé¢ komplementarity bazi pot¢é miZze mRNA
ptimo §tépit nebo pouze zastavit jeji transkripci ¢i translaci (Eulalio et al. 2008).

Nékteré komponenty z této regulacni drahy, napi. Ago proteiny ¢i miRNA, dale
mohou participovat na regulaci epigenetickych procesi, jako jsou metylace DNA nebo

remodelace chromatinu.

2.5.4 Regulace epigenetickych procest
Modifikace bazi DNA a modifikace histoni nejsou v buiice nikterak nahodilé

procesy. V pribéhu ontogeneze zivého organismu je nutné, aby bylo dodrZzeno ptesné
prostorové a Casové zacileni epigenetického zéapisu. Tedy zacileni na konkrétni pozici
v DNA a vhistonech vramci uréittho bunécného typu. Ustaveni piesného zapisu
epigenetické informace je fizeny proces, ktery zahrnuje slozitou sit’ interakci mezi metylaci
DNA a remodelaci chromatinu a interakci s nekodujicimi RNA (ncRNA). V poslednich
letech se poznatky praveé o vlivu ncRNA stale prohlubuji. Jednou z komponent, které tvofi
chromatin, jsou 1 molekuly RNA (Mondal et al. 2010). Posléze byla prokdzéana ptitomnost
Ago proteini a miRNA v chromatinu, jejich schopnost piesného zacileni na urcity lokus
chromozomu a jejich vliv na regulaci (pozitivni i negativni) transkrip¢ni aktivity (Ren et al.
2013, Zardo et al. 2012). Ptikladem, kdy jeden z typii RNA, konkrétné¢ piRNA, miize
indukovat de novo metylaci, je imprinting genu Rasgrf 1 pii spermatogenezi (Watanebe et
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al. 2011). Ovsem piesny molekularni mechanismus, jak ncRNA indukuji metylaci DNA,
neni u savci dosud znam (Li 2014). Molekuly ncRNA maji patrn€ vliv i na stav
chromatinu a ustaveni jednotlivych modifikaci histont. Piikladem je experiment, kdy byla
vyuzita transfekce dsRNA zacilena na CpG oblasti v promotoru genu pro E-Cadherin.
Vysledkem pak bylo podstatné zvySeni hladiny metylace v pozici H3K9me2 v promotoru
daného genu (Ting et al. 2005). Podobny vysledek byl prokazan i pii transfekci dsRNA
zacilené na promotor genu UbC, kdy doslo k zvySeni hladin metylace v pozicich
H3K9me2 a H3K27me2 (Hawkins et al. 2009).

DalSim regulatorem modifikaci jsou molekuly dlouhych nekddujicich RNA
(IncRNA). Nejznaméjsi IncRNA je Xist, ktera reguluje inaktivaci jednoho X chromozomu
u samic savcu (Payer and Lee 2008). Moznym mechanismem, jaks se Xist uc¢astni uml¢eni
gentt X chromozomu, je jeji schopnost interagovat s Polycomb proteinem PRC2 a lysin
metyltransferazou KMT6 (Zhao et al. 2008). Nékteré druhy IncRNA, které interaguji
s PRC2 a KDM1A, mohou ptisobit umléeni genti i v pozici trans (Tsai et al. 2010).

Ve spletité siti interakei, které reguluji zapis epigenetické informace, se
samoziejm¢ uplatiuji vztahy mezi modifikacemi histoni a metylaci DNA. Ptipady, kdy
chromatinové modifikace ovliviiuji metylaci DNA, byly experimentalné prokézany u
histon-lysin metyltransferaz Suv39hl a Suv39h2. Mutace v téchto genech vedly k silné
redukci metylace DNA v repetitivnich pericentromerickych oblastech chromosomu
(Lehnertz et al. 2003). Na bunéénych kulturach lidskych rakovinnych bunék bylo ukazano,
ze deficience metyltransferazy DNMT1 byla asociovana s celogenomovou redukcei
metylace histonti na pozici H3K9me2, ale naopak pii transfekci daného enzymu doslo
K jejimu zvyseni (Espada et al. 2004). Podobné pii knockdownu genu pro DNMT1 pomoci
siRNA doslo k silné redukci metylace pozice H3K9mel/me2/me3 v intergenovych tsecich
ribozomalni DNA (Esteve et al. 2006). Propojeni metylace DNA a modifikace histont
patrné souvisi s propojenim aktivit enzymatickych komplext. Piima interakce, respektive
vazba, byla prokdzdna u Suv39hl a DNMTI1 ¢i DNMT3a (Fuks et al. 2003), poptipadé u
lysin metyltransferazy EZH2 vazici se k DNMTI, 3a i 3b, coz podporuje ptedpoklad, ze
metylace H3K27 je pfimo vazana na metylaci DNA dané sekvence (Vire et al. 2006).

Samoziejm¢ nemaly vyznam v regulaci remodelace chromatinu maji i vzéjemné
vztahy mezi jednotlivymi histonovymi modifikacemi. Typickymi regulatory v tomto

smyslu jsou fosforylace a ubiquitinace histont.
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2.5.5 Reprogramovani epigenomu
Obecné poznatky pravi, ze diferenciace bunék vyzaduje expresi specifickych gent,

jejichz produkty jsou charakteristické danym bunécnym typim. Toho je dosazeno regulaci,
tedy aktivaci ¢i naopak represi transkripce. Jak bylo popsano v ptedchozi kapitole, je
regulace epigenetickych procesu velmi komplikovany déj, ktery zahrnuje modifikace DNA
a histonu. V pribéhu vyvoje je tak celkovy epigenom dynamicka struktura, ktera podléha
vymazani a znovu zapsani epigenetickych informaci. Tento jev byvd nazyvan jako
epigenetické reprogramovani (Fitz et al. 2009). Pokud pomineme regulaci konkrétnich
genli, dochazi k reprogramovani i na globalni urovni genomu, a to ve dvou fazich
ontogeneze. Je to reprogramovani zarodecnych bunck a posléze reprogramovani raného
embrya (Morgan et al. 2005). Nejlépe je tento jev prozkouman na urovni metylace DNA
(Obr. 4).

Reprogramovani primordialnich zarode¢nych bunék (PGC- z ang. primordial germ
cell) nastava, kdyz se PGC diferencuji z bun€k epiblastu okolo 6 dne embryonalniho
vyvoje (znaceno E6.5). V pribéhu této zmény dochazi k 90-ti % ztraté globalni metylace
PGC, ktera byla pivodné stejnd jako u somatickych bunék (Lee et al. 2014). Ztrata
metylace, pfesn¢ji demetylace, ma v tomto ptipadé dvé faze. K prvni dochazi béhem
migrace PGC na genitalni liStu okolo E8 (Seki et al. 2005). Tato demetylace je pasivni. Je
tedy zpusobena inaktivaci udrzovacich DNA metyltransferaz (Kagiwada et al. 2013).

Zaroven jsou patrné i inaktivovany de novo metyltransferazy DNMT3a a 3b (Kurimoto et
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Obrdazek 4. Zmény v metylaci DNA béhem epigenetického reprogramovdni. Upraveno podle Ficz et
al.,20009.
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al. 2008). Zajimavosti je, ze demetylace se netykd celého genomu. Nékteré specifické
sekvence zistavaji pfed timto procesem chranény az do druhé faze reprogramovani.
Ptikladem téchto sekvenci jsou imprintované lokusy a specifické geny bunék zarodecné
drahy (Lee et al. 2014). Rovnéz se ukézalo, ze pozd€jsi demetylace téchto specifickych
sekvenci vyzaduje ptitomnost TET1 a TET2 enzymt (Okashita et al. 2014), které oxiduji
5mC na 5hmC. Druha faze demetylace PGC nastava okolo E11.5.

Reprogramovani raného embrya je opét charakterizovano globalni ztratou metylace
cytosinu. OvSem demetylace jiz neni v takové mife, jako tomu bylo u PGC a zérovei jsou
zde rozdily mezi maternalnim a paternalnim genomem (Kobayashi et al. 2012). Paternalni
genom je zde rychle a aktivné demetylovan, pravdépodobné oxidaci SmC enzymem TET3
(Wossidlo et al. 2011). Naproti tomu maternalni genom prochazi pasivni demetylaci. Ta je
zpusobena odstranénim DNMT1 ze samiciho pronukleu (Kobayashi et al. 2012). U bun¢k
vnitini bunééné masy a placenty dochazi béhem tohoto obdobi k mirnému narastu hladiny
metylace (Smith et al. 2012). Béhem reprogramovani bun¢k raného embrya jsou po celou
dobu procesu chranény nékteré specifické sekvence. Zejména se jednd o imprintované
geny a retrotranspozony IAP (Nakamura et al. 2007).

Vyznam vymazani a nového zapsani epigenetické informace souvisi s pluripotenci
bun¢k. S vymazanim epigenomu dochazi ke ztraté epigenetické paméti, coz usnadnuje
diferenciaci bunék, ktera tak neni nijak postizena diivéjSimi udalostmi (Lee et al. 2014).

Reprogramovani epigenomu u PGC z hlediska stavu chromatinu se odehrava ve
dvou fazich (Hajkova et al. 2008). V prvni fazi, tedy v obdobi ES8.5, dochazi ke ztraté
epigenetického markeru H3K9me2. Redukce tohoto markeru muize souviset s kompetici
jiného markeru ve stejné pozici H3K9ac ¢i ve zméné¢ regulace G9/GLP komplexu, ktery
danou modifikaci vytvatri (Seki et al. 2007). V pozicich H3K4me2/me3, H4R3me2 a
H2AR3me2 dochézi ke zvySeni hladin téchto markeri (Ancelin et al. 2006). Tyto zmény
chromatinu jsou zejména asociovany s expresi genu specifickych pro pluripotentni buiky -
Sox2, Oct4, Nanog (Surani et al. 2004). Druha faze reprogramovani chromatinu v obdobi
E11.5 se projevuje celkovou ztratou histonu H1 (Hajkova et al. 2008). Zaroven dochézi
K vyznamnému poklesu hladin metylace v pozicich H3K9me3 a H3K27me3 (Ancelin et al.
2006). Rychlé zmény ve stavu chromatinu béhem reprogramovani jsou vysvétlovany tfemi
modely (Bannister el al. 2002). Prvni zahrnuje ptisobeni specifickych enzymd ménicich
dané markery, druhy ptedpokldda odstfizeni N-koncii histonovych océdskl a tieti nabizi

vymeénu histonll za jiné histonové varianty. Nahradit modifikované histony mohou jejich
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varianty, napi. H2AZ ¢i H3.3 (Henikoff et al. 2004), coz za pfispéni histonovych
chaperoni HIRA a NAP1 umoznuje rychly prubéh reprogramovani (Hajkova et al. 2008).

2.6 Epigeneticka dédic¢nost
Epigenetika, jakozto podobor genetiky musi spliovat diilezitou vlastnost, kterou je

vlastni genetika determinovana. Touto vlastnosti je krom¢ promeénlivosti 1 dédi¢nost.
Dédicnost, ktera je pro epigenetiku charakteristickd, se vymykéd ustilenym definicim
dédicnosti klasické genetiky, jako prenosu genetické informace v nezménéné podobé
Z generace na generaci. Epigenetika je chapana jako studium mitoticky ¢i meioticky
dédénych zmén funkce gend, které se neprojevi ve vlastni sekvenci DNA, ale jako
modifikace histontl ¢i bazi DNA (Riggs et al. 1996). Ustiedni myslenkou epigenetické
dédi¢nosti je prenos pravé onéch modifikaci z generace na generaci. Zaroven se myslenka
epigenetické dédicnosti odrdzi v konceptu této prace.

Ptenos epigenetické informace z generace na generaci byva Casto znam jako tzv.
transgeneracni dédic¢nost, ¢i transgeneracni efekt (Daxinger and Whitelaw 2012, Lim and
Brunet 2013). Fyzicka podstata této dédi¢nosti Gzce souvisi s reprogramovanim epigenomu
a relativné snadno mize byt ovlivnéna vnéj$im prostfedim (Heard and Martienssen 2014).
Epigeneticka dédi¢nost sensu stricto je velmi dobte popsana u rostlin a u nizsich zivoc¢ichu,
jako jsou naptiklad plosténci (Nematoda). U savcu je tento ptenos do zna¢né miry omezen.
Béhem reprogramovani savciho genomu dochézi k velmi preciznimu vymazani ptivodni
epigenetické informace (Lee et al. 2014). Z tohoto diivodu je epigeneticka dédicnost savcl
popisovana jako tzv. parentalni ¢i intergeneracni efekt (Lim and Brunet 2013). Tento
termin tak presnéji vystihuje jevy, které mohou mit pfi¢inu v ovlivnéni vyvoje jedince in
utero a tady postihnou jen embryo a zarode¢nou drdhu daného embrya. Dochazi zde
k propojeni dvou respektive tii generaci, pokud je zapocitana i matka. Vlivy prostiedi,
které mohou pisobit na zmény v epigenomu, zvlaSt¢ béhem reprogramovani, jsou
napiiklad stres ¢i toxicita prostiedi, piisobeni hormoni, anebo druh vyzivy (Ferguson-
Smith and Patti 2011).

Dnes jiz klasickym modelovym piikladem je parentalni efekt na zbarveni srsti mysi
s alelou Agouti viable yellow (A%), (Obr. 5). Divoka alela genu Agouti koduje signalni
molekulu, kterd produkuje cerné barvivo eumelanin a Zluté barvivo phaeomelanin.
Pisobeni této divoké alely ma za nésledek celkoveé hnédé agouti zbarveni srsti, kdy kazdy

¢erny chlup srsti ma Zluté pruhovani (Duhl et al. 1994). Alela A" vznikla jako vysledek
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inzerce retrotranspozonu IAP pfed promotorovou oblast vlastniho genu (Duhl et al. 1994).

Tento retrotranspozon poskytl skryty promotor, ktery miize zptsobit ektopickou transkripci

genu Agouti Vv jinych tkanich. Ektopicka transkripce ma za nasledek nejen Zluté zbarveni

srsti, ale i nachylnost k obezité, diabetu ¢i rakovinnému bujeni (Morgan et al. 1999).

Epigeneticka regulace alely A" souvisi s metylaci CpG mist v retrotranspozonu IAP.

Metylaci lze relativné snadno ovlivnit in utero typem potravy piijimané matkou. Alela

tohoto typu byva n¢kdy oznaCovana jako metastabilni epialela (Rakyan et al. 2002). Mira

metylace CpG mist v IAP elementu byla napiiklad ovliviiovana pfijmem potravy bohaté ¢i

naopak chudé na kyselinu listovou, betain nebo vitamin B12, které v metabolismu funguji

jako donory metylovych skupin. Pokud bfezi samice myS$i dostavala potravu bohatou na

tyto latky, tak dochazelo u jejich mlad’at k silné metylaci IAP a tedy i k uml€eni ektopické

transkripce genu Agouti (Waterland and Jirtle 2003). Naopak mladata, jejichz matky

elctopicle exprase genu Eluté zharveni srsti
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Obrazek 5. Schéma rozdilii v metylaci 1AP elementu a
ndsledné zmény v expersi genu Agouti.
Upraveno podle Feil and Fraga, 2012.
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béhem  bfezosti krmeny

byly
stravou chudou na dané latky,
vykazovaly néchylnost k obezit¢,
rakoving a diabetu. Zarovenl byla
prokdzana nizka hladina metylace
CpG v IAP (Waterland and Jirtle
2003). Tento experimentalni model
pfinasi ptimé dikazy a zaroven i
molekularni

Z Casti odhaluje

mechanismy ptisobeni epigenetické

dédi¢nosti u savcu.



3 CILE PRACE

Tato diplomova prace je souéasti rozsahlej§iho vyzkumu probihajiciho na Ustavu
obecné biologie a genetiky 3. I¢kaiské fakulty Univerzity Karlovy, ktery se zaméfuje na
vyznam epigenetickych regulaci genit HLA II. tfidy. V Sir§im kontextu se jednd o popis
provazanosti jednotlivych epigenetickych mechanisml, konkrétné metylace DNA a
modifikace histont. Cilem této prace je popsat dané mechanismy pro gen DQAL na pozadi
pokrevnich pfibuzenskych vztahti a jejich srovnani mezi generacemi.

Metodika k dosazeni cile prace se skladala z téchto krok:

1) Genotipizace geni HLA DQA1, HLA DQB1 a HLA DRB1 pomoci sekvencné

specifickych pimerd.

2) Ur¢it rozdily v metylaci DNA promotorové oblasti genu HLA DQAL.

3) Ur¢it rozdily v metylaci a acetylaci histonu H3 v promotorové oblasti genu HLA

DQAL.

4) Pomoci kvantitativni PCR stanovit miru exprese jednotlivych alel genu HLA

DQAL.
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4 MATERIAL

4.1 Pufry, roztoky a komerc¢ni soupravy
Izolace DNA

RCLB (Red Cell Lysis Buffer):
5mM MgCl, (Serva)

320mM sachardza (Sigma Aldrich)
1% Triton X-100 (Sigma Aldrich)

WCLB (White Cell Lysisl Buffer):
120mM EDTA pH 8,0 (Sigma Aldrich)
375mM NacCl (Serva)

Proteinase K, 30 U/mg (Serva)
10% SDS (Sigma Aldrich)

6M NaCl (Serva)

99,8% etanol (Sigma Aldrich)

Genotypizace

HLA genotypizacni kity:

Oleroup SSP™ DR low resolution kit (GenoVision)
Oleroup SSP™ DQ low resolution kit (GenoVision)
Oleroup SSP™ DQB1 02 (GenoVision)

Oleroup SSP™ DQB1 "03 (GenoVision)

Oleroup SSP™ DQB1 "04 (GenoVision)

Oleroup SSP™ DQB1 05 (GenoVision)

Oleroup SSP™ DQB1 06 (GenoVision)

Oleroup SSP™ DQA1 (GenoVision)

Tag DNA polymeraza SU/ul (Fermentas)
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Agarozova gelova elektroforéza

10x TBE pufr:

890mM Tris baze (Sigma Aldrich)
890mM kyselina boritd (Amresco)
20mM EDTA pH 8.0 (Sigma Aldrich)

Agaréza (Invitrogen)

GelRed™ (Biotium)

Bromophenol Blue Loading Solution (Promega)
Marker 100bp DNA ladder (Biosystems)

Bisulfitova konverze

Epitect Bisulfite Kit (Qiagen)

Nested PCR

dNTP’s 100mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Fermentas)
PCR H,0O (Sigma Aldrich)

Platinum™ Tag DNA polymerase (Invitrogen)

Izolace a preciSténi PCR produktu
50x TAE pufr:

2M Tris baze (Sigma Aldrich)

50mM EDTA pH 8,0 (Sigma Aldrich)
1M kyselina octova (Sigma Aldrich)

Low melting temperature agardza (Sigma Aldrich)
GelRed™ (Biotium)

Agar6za (Invitrogen)

6x Loading Dye Solution (Fermentas)

99,5% 2- propanol (Sigma Aldrich)

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen)
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Klonovani

Bakterialni kmeny:

DH5a Escherichia coli (genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F'proAB laclgZAMI15 Tnl0 (Tetr)]) (Stratagene)

XL1-Blue Escherichia coli (genotyp: F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR
nupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A-) (Merck)

pGEM-T Easy Vector (Genotyp: (Apr), oriV ColE1 lacZ 3000bp) (Promega)

Priprava kultiva¢nich misek

Bacto Agar (DIFCO)

LB Broth base (Invitrogen)

LB agar (Sigma Aldrich)

Ampicilin — sodna sl (Sigma Aldrich)
X-Gal (Sigma Aldrich)

IPTG (Sigma Aldrich)

DMSO (Sigma Aldrich)

Piiprava kompetentnich bakterii
SOC médium:

2,5mM KCI (Penta)

8,5mM NaCl (Penta)

20g/L Tryptone (Sigma Aldrich)

5g/L kvasni¢ny extrakt (Sigma Aldrich)
2mM sterilni glukoza (Serva)

10mM MgCl, (Serva)

LB Broth base (Invitrogen)
0.1M CacCl; (Sigma Aldrich)
glycerol (Sigma Aldrich)
99,8% etanol (Sigma Aldrich)

Ligace produktu s vektorem a transformace kompetentnich bunék
PGEM®-T Vector system (Promega):
T4 DNA Ligase
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2x Rapid Ligation Buffer
PGEM®-T Vector (50ng/ul)
LB Broth base (Invitrogen)

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzou
Roztok 1:

50 mM glukéza (Serva)

10 mM EDTA (Sigma Aldrich)

25 mM Tris HCI (Sigma Aldrich)

Roztok 2:
200 mM NaOH (Penta)
1% SDS (Sigma Aldrich)

Roztok 3:
5 M octan draselny (Penta)

bezvoda kyselina octova (Sigma Aldrich)
dH20

chloroform (Sigma Aldrich)
isopropanol (Sigma Aldrich)
etanol (Sigma Aldrich)

Stépeni plazmidové DNA
Apal (Thermo Scientific)
10x pufor B (Thermo Scientific)

Izolace RNA
QlAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen)

70% etanol (Sigma Aldrich)

Reverzni transkripce

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
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Kvantitativni PCR
Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

Izolace leukocytii, monocytu a B lymfocyta
10x RBC Lysis Buffer:

8,02g NH4ClI (Sigma Aldrich)

0,849 NaHCO3 (Lachema)

0,379 EDTA (Sigma Aldrich)

100 ml dH,0

pufr B:
0,59 0,1% (w) BSA (Sigma Aldrich)
500 ml PBS pH 7,4 (Gibco)

pufr E:

0,5g 0,1% (w) BSA (Sigma Aldrich)
2ml 0,5M EDTA (Sigma Aldrich)
500ml PBS pH 7,4 (Gibco)

10x Tris-Glycin:

0,479 Glycin

50ul 1M Tris-Cl pH 8,0
5ml dH,0

10x Tris-Glycin s inhibitory proteaz:
930ul 10x Tris-Glycin

10ul Aprotinin

10ul Pepstatin A

50ul Phenylmethanesulfonyl fluoride

Chromatinova imunoprecipitace

Chromatin Immunoprecipitation (Chip) Assay Kit (Millipore)
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4.2 Primery, sondy a protilatky
Lyofilizované primery byly podle pokynli vyrobce nafedény na koncentraci 100 uM a

nasledné byly fedény na pracovni koncentraci SOuM.

Nested PCR

Vnéjsi primery (Metabion International AG)

Ptimy primer: 5" GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 3’
Zpétny primer: 5" CAAACCAAACCCTACCAAATCA 3’

Vnitini primery (Metabion International AG)

Ptimy primer: 5" AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 3’
Zpétny primer: 5" AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 3’

Kvantitativni PCR

Primery pro gen DQA1 a DR (IDT, USA)

DQA1*01 F: 5 GAAGGAGACTGCCTGGCG 3’

DQA1*01 R: 5" CATGATGTTCAAGTTGTGTTTTGC 3~
DQA1*02 F: 5" TTACGGTCCCTCTTGCCAGTT 3’
DQA1*02 R: 5" TTGCGGGTCAAATCTAAGTCTG 3’
DQA1*03 F: 5 GGTCCCTCTGGGCAGTACAG 3’
DQA1*03 R: 5 CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT 3’
DQA1*04 F: 5 GTACACCCATGAATTTGATGGAGAC 3-
DQA1*04 R: 5" CAGGATGTTCAAGTTGTGTTTTGTC 3’
DQA1*05 F: 5 GATGAGCAGTTCTACGTGGACCT 3’
DQA1*05 R: 5" GTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC 3’
DQAL total F: 5 TACAGCTCAGAACAGCAACTGC 37
DQAL total R: 5" CCCACAATGTCTTCACCTCCA 3’
DQALl intron F: 5" GTTGCCCGTTTCTTTCTCTCA 3’
DQAL intron R: 5" TGGACTCCTTTACCCACTCCC 3’
DRALF: 5" GGACAAAGCCAACCTGGAAA 3’

DRA1R: 5" AGGACGTTGGGCTCTCTCAG 3’

Sondy pro gen DQA1 a DR (IDT, USA)

DQA1*01: 5" CCTGCGGGTCAAAACCTCCAAATTTG 3’
DQA1*0203: 5 CCACATAGAACTCCTCGTCTCCATCAAATTCAT 3’
DQA1*0405: 5" ACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCAGACAA 3’
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DQA1l total: 5 CTTTGTTTAGGATCATCCTCTTCCCAAGGC 3’
DQALl intron: 5" ACCTGTGCCAGTTCCCATGTGGAAAT 3’
DRAL: 5" CAACTATACTCCGATCACCAATGTACCTCCAGAG 3’
Primery pro gen DQBL1 (IDT, USA)

DQB1*02 F: 5" CGTGCGTCTTGTGAGCAGAA 3’

DQB1*02 R: 5" CCCGTTTCCTCTCCAGGAT 3’

DQB1*0301 F: 5" GGGCGGTGACGCAGCT 3’

DQB1*0301 R: 5" CTGCACACCATGTCCAACTC 3’

DQB1*0302 (*04) F: 5 GCCTTCGGGTAGCAACTGTG 3’
DQB1*0302 (*04) R: 5" GCGTACTCCTCTCGGTTATAGATGTA 3’
DQB1*05 F: 5" CGTCTCAATTATGTCTTGGAAGAAGT 3
DQB1*05 R: 5" CTCTGCCCTCAGCCAGTGA 3’

DQB1*06 F: 5" CTTCGTCTCAGTTATGTCTTGGAAG 3°
DQB1*06 R: 5" GAGTCTCTGCCCTCAGCCTGTA 3’

DQB1 total F: 5" CAGGTACATCAGATCCATCAGGTC 3’

DQB1 total R: 5" GTCCCGTTGGTGAAGTAGCAC 3’

DQB1 intron F: 5" CTAGGATGATGCCCACTTTGTG 3’

DQB1 intron R: 5" ACAGAACTTCAGCTTGATGCAGAT 3’

Sondy pro gen DQBL1 (IDT, USA)

DQB1 *0301,*%02: 5 TCCTTCTGGCTGTTCCAGTACTCGGC 3’
DQB1 *0302,*04 total: 5 ATCCTCGGGAGAGTCTCTGCCCTCA 3’
DQB1 *05,*06: 5" CTTCGGGTAGCAACTGTCACCTTGATGCT 3’
DQB1 intron: 5 CCACTAGCAGCCTCTTTCAGTCACTGGAA 3’

Endogenni kontrola

Tag Man Gene Expression Assay hu PPIA: Hs04194521 s1 (Applied Biosystems)

Chromatinova imunoprecipitace

Primery pro gen DQAL (IDT, USA)

DQA1*01 F: 5 CCCATCCCTCTTGCGACTG 3’

DQA1*01 R: 5" GGACTTGAGGAATTGTTCTATGAATAA 3’
DQA1*02 F: 5" AAAAGAAAAATTCCCATCCCTT 37
DQA1*02 R: 5" GGACTTGAGGAACTGTTCTATGAAGAG 3’
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DQA1*03 F: 5" ACCCATCCCTCTTGCGAA 3’

DQA1*03 R: 5" GACTTGAGGAATTGTTCTATGAACAG 3’
DQA1*04 F: 5" CCCATCCCTCTTGCGACTA 3’

DQA1*04 R: 5" CACTCAGAGTGGACTTGAGGAAATA 3’
DQA1*05 F: 5" ATGCCCATCCCTCTTGCC 3°

DQA1*05 R: 5" AGAGTGGACTTGAGGAAATGTACTG 3’
DQAL Total F: 5" AAATGCCCATCCCTCTTGC 3’

DQAL Total R: 5 CTCTACTCAGAGTGGACTTGAGGAA 3’

Sonda pro gen DQAL (IDT, USA)
5" CAGACATGCACACACCAGAGAAGATTCCAAT 3’

Protilatky (Millipore)

Anti-trimethyl-Histone H3(Lys9), clone 6F12-H4 (mouse monoclonal)
Anti-acetyl-Histone H3 (rabbit polyclonal)

Anti-Histone H3, CT, pan, clone A3S (rabbit monoclonal)

Normal Rabbit 1IgG

4.3 Pouzité pristroje a pocitacové programy

Ptistroje:

Autoklav Systec DE-23 (Systec)

Automaticka pipeta jednokanalova Biopipette A (Labnet) (1000 — 5000 pl)
Automatické pipety jednokanalové Discovery+ (HTL) (Lab Solution)
(0,1 —2; 2—20; 20 — 200; 100 — 1000 pl)

Centrifuga Z 300 (Hermle)

Centrifuga MPW-51 (Mechanika Precyzyjna)

Elektroforetické vany (Thermo Scientific)

Gel logic 1500 - foceni agarozovych gelt (Kodak)

Hlubokomrazici box U410 (New Brunswick)

LabCycler gradient SensoQuest (Scholler)

Laminarni box Auramini (Bioair)

Laminarni box HERAsafe (Heraeus)

Laminarni box CleanAir (Scholler)
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Lednicka ARC (Whirlpool)

Mikrovinna trouba (Zanussi)

Minicentrifuga Z100 M (Hermle)

Mraznicka zasuvkova (Whirlpool)

Nanofotometr (Implen)

Plynovy kahan Schuett phoenix (Schuett — biotec.de)
Stolovy vortex (Scientific industrie)

Termocykler C1000TM (Bio-Rad)

Ttepacka a inkubator NB205-QF (N-Biotek)

UV Transluminator MUVB20 (UltraLum)

Vahy digitalni 40SM-200A (Precisa)

Zdroj napéti pro elektrof. separaci PowerPac 3000 (Bio-Rad)
Zdroj napéti pro elektrof. separaci MP-250V (Major Science)
7000 SDS ABI Prism (Applied Biosystem)

Programy:

Bioedit (volné dostupna verze 7.0.9.0)

Genesnap (Syngene)

Graphpad prism 5.04

Kodak Molecular Imaging software, verze 5.0. (Kodak)

7000 Sequence Detection Software 1.2.3. (Applied Biosystems)

5 POSTUPY A METODIKA PRACE

5.1 Analyza DNA

5.1.1 Izolace DNA z plné krve
Periferni krev byla odebrana do zkumavek s EDTA. Izolace byla provadéna

vysolovaci metodou.
1) K 0,5 ml krve byl pfidain 1 ml RCLB (red cell lysis buffer) a obsah se obracenim
zkumavky micha po dobu 30 sekund. Nasleduje centrifugace na 16 000x g/ 3 min.
2) Supernatant byl odstranén a peleta byla promyta 1 ml dH,0. Nasleduje centrifugace
16 000x g/ 3 min. Krok dvé se opakuje v pfipadé potieby 2-3 X.
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3) Peleta byla po promyti resuspendovana v 235 ul dH,0, 80 ul WCLB, 14 ul 10%
SDS a 15 ul proteazy K.

4) Vzorky byly za stalého michani inkubovany 30 minut pii 55 °C.

5) Po inkubaci a ochlazeni na pokojovou teplotu bylo pifidano 120 ul 5 M NaCl a
vzorky byly intenzivné protiepany. Nasleduje centrifugace na 16 000x g/ 6 min.

6) Po centrifugaci byl supernatant piepipetovan do nové 1,5 ml zkumavky a
centrifugovan na 16 000x g/ 3 min.

7) Po piepipetovani do nové 1,5 ml zkumavky byl pfidan 1 ml 99% etanolu a DNA
byla vysrazena lehkym obraceni zkumavky. Poté byly zkumavky umistény na dobu
20 minut do -20 °C.

8) Nasleduje centrifugace 16 000x g/ 3 min.

9) Po odstranéni supernatantu byl ptidan 1 ml 70% etanolu a nasledovala 10 minutova
inkubace za pokojové teploty.

10) Nasleduje centrifugace 16 000x g/ 3 min.

11) Po odstranéni supernatantu byla zkumavka s peletou vysusena pomoci gazy a
vysousenim v laminarnim boxu po dobu 20 minut.

12) DNA byla rozpousténa ve 100- 150 ul dH0.

5.1.2 Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA
Kvalita a koncentrace DNA byla stanovovana spektrofotometricky pomoci

nanofotometru (Implen) v kiemennych kyvetach pii vinové délce A 260 nm. Kontaminace
proteiny a RNA byla uréena porovnani podilu absorbanci A260/A280 a A260/A240

v doporuceném rozmezi pro Cistotu DNA okolo 1,8.

5.1.3 Genotypizace
Genotypizace HLA gent byla provadéna metodou PCR-SSP pomoci kitlh Olerup

SSP™ AB (GenoVision). Kity obsahovaly smés sekven&né specifickych primeri pro geny
HLA DRBI, HLA DQAT1 a HLA DQBI1. Pro gen DQBI byla nejprve urcena sérologicka
skupina pomoci kitu DR low resolution SSP typing a pozdé¢ji byly jednotlivé alely daného
genu rozliSeny sekvencné specifickymi kity. Po skon¢eni PCR byly vzorky naneseny na
1,5 % TBE agarozovy gel a po separaci v elektrickém poli byl gel vizualizovan UV

transiluminatorem. Vysledky amplifikovanych HLA alel byly vyhodnoceny pomoci

45



interpretacnich tabulek Olerup SSP kitu. Reakéni smés pro PCR je v tabulce 1 a program
pro PCR v tabulce 2.

slozky reakce objem
dH,O 5,166 ul
PCR mix 3,150 ul
DNA (c= 30ng/ ul) 2,100 pl
Taq polymeraza 0,084 ul
celkovy objem 10l

Tabulka 1. SloZeni reakcni smési pro genotypizaci pro 1 jamku kitu.

krok teplota Cas pocet cyklu
pocatecni denaturace 94 °C 120 s

denaturace 94 °C 10s 10
hybridizace a elongace 65 °C 60 s 10
denaturace 94 °C 10s 20
hybridizace 61 °C 50s 20
elongace 72°C 30s 20

Tabulka 2. Teplotni program pro genotypizaci.

5.1.4 Bisulfitova konverze DNA
V pribéhu bisulfitové konverze méni hydrogensifi¢itan sodny nemetylovany

cytosin na uracil, ktery je nasledné béhem PCR reakce nahrazen thyminem. Metylovany
cytosin zustava nezménény a pii nasledné sekvenaci je tak umoznéno rozlisit metylované a
nemetylované cytosiny. Pro bisulfitovou konverzi byl pouzit Epitect Bisulfite Kit a
vSechny kroky byly provadény dle doporuceni vyrobce.
1) Bisulfitovy mix byl rozpustén v 800 pl dH,O bez RNaz a reakce byla pfipravena
podle tabulky 3.
2) Pripravené vzorky byly poté vlozeny do termocykléru. Program pro bisulfitovou

konverzi je v tabulce 4.
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slozky reakce objem
DNA (1ng-2ug) max. 20ul
RNase-free water *
Bisulfite mix 85 ul
DNA Protect buffer 35ul
celkovy objem 140 pl

Tabulka 3. Slozeni jedné reakcni smési pro bisulfitovou konverzi.

krok teplota | Cas
denaturace 95°C 5 min.
inkubace 60 °C 25 min.
denaturace 95°C 5 min.
inkubace 60 °C 85 min.
denaturace 95°C 5 min.
inkubace 60 °C 175 min.
zaveérecna inkubace 20 °C 0

Tabulka 4. Program bisulfitové konverze

5.1.5
1)

2)
3)

4)

5)

6)
7)

8)

v o wvawv

Precisténi po bisulfitové konverzi
Po konverzi byl cely objem reakce prepipetovan do 1,5 ml mikrocentrifugacnich

zkumavek.

K vzorku bylo ptidano 560 ul BL pufru a cely roztok protiepan a kratce stocen.
Cely objem byl poté piepipetovan do Epitect spin kolonek, které byly umistény ve
sbérnych zkumavkach. Takto byl vzorek centrifugovan na 18 000x g/ 1 min.

Do kolonky bylo poté pfidano 500 pl BW pufru (s pfidanym etanolem dle pokynt
vyrobce). Kolonka byla centrifugovana na 18 000x g/ 1 min. Obsah sbérné
zkumavky byl poté vylit.

Do kolonky bylo ptiddno 500 pul BD pufru (s pfidanym etanolem dle pokynil
vyrobce) a kolonka byla inkubovéana 15 minut pfi laboratorni teploté.

Nasledovala centrifugace 18 000x g/ 1 min. Obsah sbérné kolonky byl vylit.

Bylo ptidano 500 ul BW pufru a kolonka byla opét centrifugovana 18 000x g/
1min. Obsah sbérné zkumavky byl vylit.

Opakovani kroku 7).
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9) Kolonka byla umisténa do nové sbérné zkumavky a centrifugovana na 18 000x g/ 1
min.

10) Kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml zkumavky a s otevienym vickem
inkubovéna v termobloku po dobu 5 minut pfi teploté 56 °C.

11) Na stfed kolonky bylo poté napipetovano 20 pl dH,O a centrifugovano na 18 000x
o/ 1min.

12) DNA byla zamrazena na -20 °C.

5.1.6 Amplifikace produktu pomoci nested PCR
Z divodu niz8§i komplexity bisulfitované DNA byla pouzita pro amplifikaci

cilového promotorového useku genu HLA DQAL metoda nested PCR. Podle referencni
sekvence genu HLA DQA1 (zdroj: NCBI reference sequence: NC_000006.11) byly
navrzeny primery pro amplifikaci daného useku. Nejprve byl amplifikovan delsi usek
pomoci vné&jSich primerd, které nasedaji na promotor daného genu v misté -729 az -701 a -
109 az -86 od start kodonu. Amplifikovany usek byl dale pouzit jako templat pro
amplifikaci krat§iho useku za pouziti vnitinich primert, které nasedaji v misté -670 az -644
a-154 az -126 daného genu. PCR reakce probihala ve dvou nezavislych reakcich, aby bylo
minimalizovéano riziko amplifikace daného tseku pouze u jedné alely. Sekvence primeril

jsou v tabulce 5. Reak¢éni smés je popsana v tabulce 6 a teplotni programy jsou v tabulce 7.

vnéjsi primery Tm
primy primer 5" GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 3’ 63 °C
zpétny primer | 5" CAAACCAAACCCTACCAAATCA 37 58 °C

vnitini primery
pfimy primer 5" AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 3° 59 °C
zpétny primer | 5" AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 3’ 62 °C

Tabulka 5. Sekvence a teplota tani (Tm) primert pouZitych pro nested PCR.
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slozky reakce objem 1. reakce objem 2. reakce
dH,0 13,25 pl 14,75 pl

10x PCR pufr 2,5l 2,5l

25mM MgCl, 6 ul 4 ul

dNTPs (10mM) 1,25l 1,25 ul

ptimy primer (50uM) 0,4l 0,4l

zpétny primer (50uM) 0,4l 0,4l

Platinum Tag DNA polymerase 0,2 ul 0,2 ul

DNA 1l 1,5l

celkovy objem 25l 25 ul

Tabulka 6. Slozeni jedné reakcni smési pro nested PCR.

krok 1. reakce 2. reakce

teplota | ¢as pocet teplota | cas pocet

cykla cykla

pocatecni denaturace 95°C | 5min 95°C | 5min
denaturace 95°C | 1min 39 95°C | 1min 49
hybridizace 56°C | 1,5min |39 61°C | 1,5min | 49
elongace 72°C | 1min 39 72°C | 1min 49
zavérecna inkubace 72°C | 10 min 72°C | 10 min

Tabulka 7. Teplotni program pro nested PCR

5.1.7
1)

2)

3)

4)

5)

Izolace a precisténi PCR produktu
Byl piipraven 1% TAE agarézovy gel snizkou teplotou tani s GelRed

interkala¢nim barvivem (2,5 pl na 100 ml gelu).

Dublety PCR produkti byly smichany a naneseny na gel spolu s 6x
koncentrovanym nanaSecim barvivem v poméru 5:1.

Elektroforetickd separece probihala standardné 30 minut pfi konstantnim napéti
150V.

Po elektroforéze byl gel pfenesen na UV transilumindtor a produkty o spravné
velikosti byly pomoci skalpelu vyfezany a pteneseny do pfedem zvazenych 1,5 ml
zkumavek.

Zkumavky s gelem byly opét zvazeny a rozdilem hodnot byla vypocitana vaha

samotného gelu.
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Nasledné precisténi produktu bylo provedeno pomoci QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen). Jednotlivé kroky byly provedeny dle doporuceni vyrobce.
1) Gel byl rozpustén v trojndsobném mnozstvi QG pufru k vaze gelu (100 mg gelu=
100 pl) a inkubovan 10 minut pii 50 °C.
2) Kazdé 2-3 minuty byly zkumavky protiepany.
3) Ke smési bylo pfidano jednonasobné mnozstvi 100% izopropanolu a obsah
zkumavek pak byl promisen a piepipetovan do MiniElute kolonek.
4) Nasledovala centrifugace na 17 900x g/ 1 min. Po centrifugaci byl obsah sbérné
zkumavky vylit.
5) Do kolonky bylo ptidano 750 ul PE pufru a opét centrifugovano na 17 900x g/ 1
min. Obsah sbérné zkumavky byl odstranén.
6) Prazdna kolonka byla centrifugovana na 17 900x g/ 1 min.
7) Kolonka byla poté vlozena do nové 1,5 ml zkumavky a na stied kolonky bylo
napipetovano 20 ul dH,O. Vzorek byl takto inkubovan po dobu 1 minuty pfi
laboratorni teplot¢.

8) Nasledovala centrifugace na 17 900x g/ 1 min. Poté byl vzorek zamrazen na -20 °C.

5.1.8 Klonovani
Izolovany a piecistény PCR produkt byl ligovan s pPGEM-T vekrorem, kterym byly

nasledné transformovany bakterie E. coli DH5a nebo E. coli XL-Blue. Tyto kmeny maji
deleci v genu pro o peptid B-galaktozidazu a umoziuji tak pouzit systém modro-bilé
selekce bakterialnich kolonii. Dany gen se nachazi v klonovacim misté ve vektoru a mize
byt prerusen inzerci. V pfipadé neuspé$né inzerce dojde k uzavieni vektoru a expresi -
galaktozidazy. Bakterie jsou kultivovany na médiu s X-Gal (substrat -galaktozidazy) a
IPTG (induktor B-galaktozidazy). Pokud je B-galaktoziddza exprimovana, §tépi X-Gal a
kolonie ziskaji modrou barvu. V pfipad€, Ze jsou bakterie transformovany spravné, je
sekvence B-galaktoziddzy pferuSena, ¢imz se neexprimuje a nedochazi tak ke Stépeni X-
Gal. Bakteridlni kolonie poté maji bilou barvu. Médium rovnéZ obsahuje ampicilin, ke
kterému jsou transformované bakterie s vektorem resistentni. Timto je dosaZena negativni

selekce netransformovanych bakterii.
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5.1.8.1 Priprava kompetentnich bunék

Pro piipravu kompetentnich bun¢k byly pouzité kmeny E. Coli DH5a nebo E. Coli

XL1-Blue podle upraveného protokolu Sambrooka a kol. (1989):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Do 3 ml LB/SOC média byly zaoCkovany pomoci sterilniho bakteriologického
oc¢ka bunky E. Coli DH5a nebo E. Coli XL1-Blue. Inokulum bylo poté kultivovano
v inkubatoru NB205-QF (N- Biotek, Korea) 16-18 hodin pti 250 rpm a 37° C.

Do sterilni Erlenmayerovi baniky se 100 ml LB/SOC média (ohfatého na 37° C)
bylo pfidano po 1 ml inokula a baiika byla vlozena do inkubatoru (37° C a 250
rpm).

Béhem inkubace byla po pfiblizné 80 minutidch métena optickd denzita pii 600 nm,
Dalsi méfeni probéhlo po patnécti minutach, dokud nebyla OD 0,5- 0,6.

Rist bakterii byl zastaven 10 minutovou inkubaci na ledu. Buniky v médiu byly
pteneseny do vychlazenych a sterilnich 50 ml polypropylenovych zkumavek a byly
sesbirané 10 minutovou centrifugaci pii 2000x g.

Peleta byla resuspendovana v 12,5 ml vychlazenym a sterilnim 0,IM CaCl; a
zkumavky zcentrifugovany 10 minut pii 2000x g.

Peleta resuspendovana 12,5 ml vychlazenym a sterilnim 0,1M CaCl, a zkumavky
inkubovany 30 minut na led¢.

Buiiky byly posbirany 10 minutovou centrifugaci pii 2000x g a peleta
resuspendovana v 3 ml vychlazenym a sterilnim 0,1M CaCl, s 20% obsahem
glycerolu.

Kompetentni buiiky byly rozpipetovany po 100 ul do 1,5 ml sterilnim
vychlazenych zkumavek a ihned ponofené do etanolu vychlazeného na -70° C.
Bunky byly skladované pii -80° C v hlubokomrazicim boxu E310 (New
Brunswick, UK).

5.1.8.2 Priprava kultivaénich misek

1)

2)

3)
4)

Do lahve bylo navazeno 14g LB agaru a doplnéno destilovanou vodou do objemu
400 ml. Dovnitf bylo umisténo magnetické michadlo.

Roztok byl promichan a autoklavovan 15 minut pfi 121° C. Po vychlazeni bylo
ptidano 400 ul ampicilinu (100 mg/ml), 400 pl IPTG ( 100mM) a 400 pl X-Gal
(3%).

Cely roztok byl promichan na magnetickém michadle a nalit do Petriho misek.

Po ztuhnuti agaru byly misky pfikryty vickem a uloZeny do chladnicky.
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5.1.8.3 Ligace

Pro ligaci byl pouzit vektor P GEM®-T (Promega). Pomér insertu k vektoru byl po

¢asu ligace 3:1. Mnozstvi DNA vstupujici do reakce bylo vypocitano podle vzorce:

ngVektor. kbInzert .3
kbVektor

ngDNA=

Ligace probéhla pti 4° C pies noc. Slozeni ligacni smési je popsano v tabulce 8. Do reakce

byl vloZzen PCR produkt v mnozstvi 14 ng a smés byla doplnéna dH,O do 5 pul.

slozky reakce objem
dH,0 *

2x Rapid Ligation Buffer 2,5 ul
pGEM-T vektor 0,5 ul
T4 ligaza 0,5 ul
PCR produkt *
celkovy objem 5ul

Tabulka 8. SlozZeni ligacni smési pro jednu reakci.

5.1.8.4 Transformace tepelnym sokem

1)

2)

3)

4)

5)

5.1.9

Suspenze kompetentnich bunék E. Coli DH5a nebo E. Coli XL1-Blue byla
rozmrazena na ledu a 50 ul téchto bunék bylo ptidano k celému objemu ligacni
reakce (5 pl). Tato nova reakéni smés byla promichana a inkubovdna 20 minut na
led¢.

Bakterie byly transformované tepelnym Sokem v termobloku pii 42° C a nasledné
umisténé na 2 minuty na led.

Do 1,5 ml zkumavky s transformovanymi bakteriemi bylo pfidano 950 pl sterilniho
LB média a tyto byly umistény do inkubatoru pfi 37° C na 150 rpm a 90 minut.

Na misky s LB agarem (ampicilin, X-Gal, IPTG) bylo naneseno po 50 ul, 200 ul a
750 pl suspenze a rozetfeno pomoci sterilni hokejky.

Misky s rozetfenymi bakteriemi byly inkubované ptes noc pii 37° C a vyhodnocené

nasledujici den.

Izolace plazmidové DNA alkalickou lyzou
Pro izolaci plasmidové DNA z bakterii E. Coli byla pouzita modifikovana metoda

standardni alkalické lyzy.
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1) Byly pfipraveny roztoky:
Roztok 1:
50 mM glukosa
10 MM EDTA
25 mM Tris HCI
Roztok 2:
200 mM NaOH
1% SDS
Roztok 3:
60 ml KOAc (5M octan draselny)
11,5 ml bezvodé kyseliny octové

28,5 ml dH,0

2) Pomoci sterilniho bakterialniho ocka byly vybrany bilé kolonie zaockované do 2 ml
LB/ SOC média a kultivované pti 37° C a 250 rpm pies noc.

3) Bunky byly pfeneseny do 1,5 ml zkumavek a sesbirané minutovou centrifugaci pii
12 000x g.

4) Peleta byla resuspendovana v 100ul roztoku 1.

5) Nasledné bylo pfidano 200 pl roztoku 2 a ihned pfidano 200 pl chloroformu.

6) Bunky byly lyzovany 2 min a potom bylo ptidano 200 pl roztoku 3.

7) Vzorky byly zvortexovany a centrifugovany pti 12 000x g po dobu 10 minut.

8) Horni faze byla odebrana do novych 1,5 ml zkumavek a DNA z nich vysrazena 500
ul isopropanolu.

9) Zkumavky byly stoceny 10 minut pii 12 000x g a supernatant odpipetovan.

10) Peleta byla promyta 200ul 70% etanolu a stocena po dobu 5 minut pii 12 000X g.

11) Supernatant byl opatrné vylit a DNA byla zbavena zbylého etanolu vysusenim v
laminarnim boxu.

12) Plasmidova DNA byla rozpusténa v 20 pl vody a skladovana pti -20° C.

5.1.10 Ovéreni pozitivné transformovanych kolonii - restrikéni $tépeni
Pro ovéteni spravné velikosti vektoru s insertovanym usekem bylo pouZito Stépeni

plazmidu restrik¢éni endonukledzou Pstl (Thermo Scientific). Pstl §tépi plazmidovy pGEM-
T vektor 73 bp od klonovaciho mista a linearizuje jej (Obr. 6). Reak¢éni smés byla
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pfipravena podle tabulky 9 a §tépeni probéhlo v termocykleru pti 37° C po dobu 90 minut.
Ovéiovani velikosti usekli probéhlo pomoci TBE agardzové elektroforézy, kde linearni
vektor (3000 bp) spolu s insertem DQAI tseku tvoii 3544 bp linearni DNA. Tyto velikosti
byly porovnany s velikosti prazdného vektoru (3000 bp).

¥mnl 1294
Seal Mael
1875 Y\ 2692
T7
11 o l' 1 star
Apal 14
Aatll 20
w Sphil 26
Amp' BstZ| N
pGEM®-T lar? Mol ar
Vector T Sacll 45
(2000bp)
Spel 55
Mol 62
BatZl 62
Pztl 73
Sall Th
Mdel 82
Sacl 94
o1 BstXI 103 3
Msil 112 z
126 3
Tses | & &

Obrazek 6. pPGEM-T vektor. Prevzato z Www.promega.com.

slozky reakce objem
plazmidova DNA 1 ul

H pufr 1 ul
Acetylované BSA | 0.1 pl
Pstl 0,25 pl
dH,O 7,65 ul
celkovy objem 10 ul

Tabulka 9. SloZeni reakcni smési pro jednu reakci Stépeni plazmidové DNA.

5.1.11 Sekvenace
K sekvenovani bylo odesilano 5-10 klonli zjednoho jedince. Odeslany byly

plazmidy, izolované z GispéSné transformovanych a ovéteny bakteridlnich kolonii.
1) Byla ptipravena 96-ti jamkova desticka
2) Do kazdé jamky byl napipetovan jeden vzorek plazmidové DNA o mnozstvi 300ng.
3) Kazda jamka byla poté doplnéna dH,O do koneé¢ného objemu 7 pl.

4) Desticka byla ptelepena folii a odeslana k sekvenaci.
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5.2 Analyza RNA

5.2.1

Izolace RNA
RNA byla izolovana z plné krve pomoci kitu QIAamp® RNA Blood Mini Kit

(Qiagen) vsechny kroky byly provedeny dle doporuceni vyrobce. Izolace probihala na ledu

a centrifugace pti 4° C.

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

1,5 ml pIné krve bylo smichano s 7,5 ml EL pufru a smés inkubovana 10- 15 minut
na ledu. Zkumavky byly béhem inkubace 2x zlehka zvortexovany.

Buiiky byly stoc¢eny pti 500x g 10 minut a supernatant byl poté opatrné odstranén.
Peleta byla resuspendovana 3 ml EL pufru a znovu sto¢ena 10 minut pii 500 x g.
Supernatant byl opatrné odstranén pipetou.

Peleta byla resuspendovana v 600 pl RLT pufru (nejprve smichanym s f-
merkaptoetanolem podle pokynl vyrobce).

Lyzat byl napipetovan do QIAshredder kolonky umisténé do sbérné zkumavky a
centrifugovan 2 minuty pti 17 900X g.

K filtratu ve sbérné zkumavce bylo pfidano 600 pl 70% etanolu a filtrat promichan
pipetovanim.

Cely objem sbérné zkumavky byl napipetovan do QIAamp kolonky umisténé do
sbérné zkumavky. Kolonka byla 15s centrifugovana pii 12 000x g.

QIAamp kolonka byla pienesena do nové sbérné zkumavky a promyta 700 pl pufru
RWI1 a znovu 15 s centrifugovana pti 12 000x g.

Kolonka byla opét pfenesena do nové sbérné zkumavky a bylo k ni ptidano 500 ul
RPE pufru (pfed pouzitim smichany s etanolem podle pokynti vyrobce). Kolonka
byla stoCena 15s pii 12 000X g.

10) Do kolonky bylo napipetovano 500 ul RPE pufru a byla stoena 3 minuty pfi

17 900X g.

11) Kolonka byla ptenesena do nové sbérné zkumavky a stocena 1 minutu pii 17 900x

g.

12) Kolonka byla umisténa do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky a na stfed

membrany kolonky bylo naneseno 30 pl Rnase-free vody. RNA byla eluovdna

minutovou centrifugaci pii 12 000x g.

13) Izolovana RNA byla pouzita pro reverzni transkripci nebo skladovana pii -80°.
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5.2.2 Reverzni transkripce
Izolovana RNA byla ptepséana reverzni transkripci do cDNA pomoci High Capacity

cDNA Reverse Transkription Kit (Applied Biosystems). VSechny kroky byly provedeny
dle doporuceni vyrobce. Reakéni smés pro reverzni transkripci byla pfipravena podle
tabulky. 10. Program pro reverzni transkripci je popsan v tabulce 11.
1) Cela reak¢éni smés byla zlehka promichdna a napipetovana do PCR zkumavek. Ke
smési bylo pfidano takové mnozstvi RNA, aby vysledné mnozstvi v reakci bylo
300 ng.
2) Reakéni smés byla doplnéna Rnase-free vodou do 20 pl a zkumavky byly
promichdny a stoceny.
3) Takto ptipravené zkumavky byly umisténé do termocykleru a byl spustén program

pro reverzni transkripci.

slozky reakce objem
10x RT pufr 2 ul
25X dNTP mix (100nM) 0,8 ul
10x RT nahodné primery 2 ul
Multiscribe reverzni transkriptaza | 1 pl
RNase-free water 4,2 ul
celkovy objem 10 pl

Tabulka 10. Slozeni jedné reakcni smési pro reverzni transkripci.

v

krok teplota | cas
hybridizace 20°C | 10 min

reverzni transkripce | 37 °C | 120 min

inaktivace enzymu 5°C 85 min

Tabulka 11. Teplotni program pro reverzni transkripci

5.2.3 Kvantitativni PCR
Pro urceni miry exprese jednotlivych alel HLA DQA1 a DQB1 byla pouzita kvantitativni

PCR s fluorescenéné znaéenou sondou TagMan' . Pro endogenni kontrolu byl pouZit gen
DRA a vSechny uvedené kroky probéhly na ledu. Reakéni smés byla pfipravena podle
tabulky 12. Teplotni program kvantitativni PCR je popsan v tabulce 13. Sekvence

pouzitych primert jsou v kapitole 4.2,
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1)

Pted ptipravou reakéni smési byla cDNA 10x fedéna na vysledny objem 30 ng/pl.

2) Do jamek 96-ti jamkové desticky bylo napipetovano 7,5 ul reakéni smési a Sul
nafedéné cDNA. Reakce byly ptipravované v tripletech.
3) Desticka byla kratce sto¢ena pii 2 000X g (cca minutu). Amplifikace prob&hla v
pfistroji 7000 SDS ABI Prism.
slozky reakce objem

Gene expression master mix 6,25 ul

piimy primer 0,375 pl
zpétny primer 0,375 ul
sonda (5 uM) 0,5 ul
celkovy objem 7,5 ul

Tabulka 12. Reakcni smés pro jednu reakci kvantitativni PCR.

krok teplota | ¢as pocet cyklu

aktivace UNG 50 °C 2 min

aktivace polymerazy 95°C 10 min

denaturace 95 °C 15s 50

hybridizace a elongace | 60 °C 1 min 50

Tabulka 13. Teplotni program kvantitativni PCR.

5.3 Analyza chromatinu

5.3.1
1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)

Izolace leukocytu
Byl piipraven RBC lyza¢ni pufr (10x koncentrovany): 8,02g NH4Cl + 0,849

NaHCO;3; + 0,37g EDTA a dolito dH,0 do 100ml.

Do 50 ml zkumavek bylo napipetovana 3 ml krve a pfiddn RBC pufr 15ml na 1 ml
krve.

Smés byla zlehka promichdvana po dobu 10 minut.

Poté centrifugovana na 250x g/ 13 min/ 4 °C pii pomalém brzdéni.

Byl odpipetovan supernatant a peleta byla resuspendovana v 10 ml PBS

Smés byla centrifugovana na 250x g/ 10 min/ 4 °C pii pomalém brzdéni.

Supernatant byl odlit a peleta byla resuspendovana v 4,5 ml PBS
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Dalsim krokem byl crossling. Krok je stejny pro izolaci CD14 a CD19 bun€k a bude

popséan dale.

5.3.2 Izolace CD14 a CD19 bunék (monocyti a B-lymfocytii)
1) Byl piipraven pufr E: 0,5g¢ BSA doplnéno PBS do 500 ml.

Dale byl ptipraven pufr B: 0,5g BSA + 2 ml 0,5M EDTA doplnéno PBS do 500 ml.

2) Do 50 ml zkumavek bylo napipetovano 13 ml krve a dvojnasobné mnozstvi pufru
E.

3) Poté byla smés centrifugovana na 500x g/ 10 min/ 4 °C pii pomalém brzdéni.

4) Byla odpipetovana plazma, tak aby nedoslo k poruseni vrstvy bilych krvinek.

5) Poté byl zbytek smési doplnén pufrem E na pivodni mnozstvi.

6) Byly ptidany magnetické kulicky CD14 ul na 1ml ptivodniho objemu krve.

7) Probé¢hla inkubace 30 minut pfi 4 °C za stalého michani.

8) Poté byly zkumavky vloZzeny do magnetického stojanu a inkubovana 3 minuty na
ledu.

9) Poté byla odpipetovana smés do nové 50 ml zkumavky pro izolaci CD19 bunék
(bude popsano dale)

10) Vsechny kroky probihaji neustale se zkumavkami v magnetickém stojanu.

11) Do prazdné zkumavky na izolaci CD14 byl pfidan pufr B na ptivodni mnozstvi a
zkumavka byla inkubovana 3 minuty na ledu v magnetickém stojanu.

12) Po inkubaci byl roztok odstranén a zkumavka byla opét dolita pivodnim
mnozstvim pufru B.

13) Krok 11 se opakuje 3-4x dokud neni roztok ve zkumavce Ciry.

14) Po precisténi byla vrstva bunék s kulickami resuspendovana ve 3 ml PBS.

15) Nasleduje crosslink - popsano dale.

16) Od kroku 9 za¢ina vlastni izolace CD19 bungk.

17) Do zkumavky pro izolaci CD19 byly pfidany magnetické kulicky CD19 18 pl na 1
ml ptivodniho mnozstvi krve.

18) Smés byla poté inkubovana 20 min pii 4 °C za stalého michani.

19) Po inkubaci byla zkumavka s CD19 vloZena do magnetického stojanu a inkubovana
na ledu po dobu 3 min.

20) Poté byl odstranén roztok a pfidan pufr E na pivodni mnozstvi. Nasledovala

inkubace v magnetickém stojanu na ledu po 3 min.
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21) Krok 20 je opakovan 3-4 dokud neni roztok Ciry.
22) Poté byla vrstva bunék resuspendovana ve 3 ml PBS.

23) Nasledoval crossling.

5.3.3 Crossling
Krok navazuje bezprostfedné na kroky izolace bunék.

1) Bylo pfidano 81 pl formaldehydu do resuspendovanych bunék a inkubovano 10
minut pfi laboratorni teplot¢.

2) Po inkubaci bylo piidano do kazdé zkumavky 333 ul Tris Glycinu s inhibitory
proteaz. Slozeni: 940 ul Tris Gly + 50 pul PMSF + 10 pl Pepstatin.

3) Smeési byly inkubovany 3 minuty za laboratorni teploty.

4) Poté byly centrifugovany na 250x g/ 5 min pfi pomalém brzdéni.

5) Peleta byla resuspendovana ve 3 ml PBS a znovu centrifugovana podle kroku 4.

6) Opakovani kroku 5.

7) Byl odstranén supernatant a peleta byla rozpusténa v SDS lyza¢nim pufru
v mnozstvi 48 pl na 1 000 000 bunék.

8) Smés byla inkubovana 10 min na ledu a poté zamrazena na -80 °C.

5.3.4 Sonikace
Vzorky byly sonikovany ultrazvukem za pouziti piistroje Bioruptor (Diagenode).

Cykly mély 30 sekundové pulzy ultrazvuku a 30 sekundové pauzy. Sonikace probihala pii
4 °C. Leukocyty byly sonikovany po 5 cyklech, CD14 a CD19 buiiky po 50 cyklech.

5.3.5 Chromatinova imunoprecipitace
Chromatinovd  imunopecipitace  byla  provedena  pomoci  Chromatin

Immunoprecipitation (Chip) Assay Kit (Millipore) a vSechny kroky byly provedeny dle
doporuceni vyrobce.
1) Sonikované a rozmrazené vzorky byly centrifugovany na 13 000 otacek/ 10 min pfi
4 °C.
2) Supernatant byl poté pfepipetovan do nové 1,5 ml zkumavky.
3) Ke smési bylo pfidano 10-ti nasobné mnozstvi Chip Dilution Buffer s inhibitory

proteaz.
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4) Dale bylo ptidano Salmon Sperm DNA/Protein A Agarose-50% Slury o objemu 75
ul na 2 ml vzorku.

5) Sm¢és byla inkubovana 1 hodinu pti 4 °C za stalého michani.

6) Po inkubaci byly zkumavky centrifugovany na 2000x g/ 1 min a supernatant byl
pfepipetovan do nové 1,5 ml zkumavky.

7) Supernatant byl poté rozdélen do novych 1,5 ml zkumavek pro pfidani jednotlivych
protilatek po Iml a po 100 pl pro input.

8) Byly ptidany protilatky o objemu 2 ul do kazdé urc¢ené zkumavky.

9) Zkumavky s protilatkami byly poté inkubovany pies noc pii 4 °C za stalého
michani.

10) Po inkubaci bylo piidano 60 pl Salmon Sperm DNA/Protein A Agarose-50% Slury
a inkubovano 1 hodinu pfi 4 °C za stalého michani.

11) Zkumavky byly centrifugovany na 500x g/ 1min a supernatant byl poté
prepipetovan do novych 1,5 ml zkumavek.

12) Vzorky byly promyvany s Low Salt Immune Complex Wash Buffer, High Salt
Immune Complex Wash Buffer, LiCl Immune Complex Wash Buffer, a dvakrat
s TE Buffer. Kazdy tento pufr byl aplikovan v objemu 700 pl a 5 minut inkubovan
pii 4 °C pro prvni dva pufry a pfi laboratorni teploté pro druhé dva pufry. Po kazdé
inkubaci byly zkumavky centrifugovany na 500x g/ 1min.

13) Po poslednim promyti bylo ptidano 65 pul elu¢niho pufru (sloZeni: 300 pl 0,1M
NaHCO3 + 300 pul 10% SDS + 2,4 ml dH;0.

14) Vzorky byly inkubovany na 15 minut pii laboratorni teploté a kazdé 3 minuty
protiepany.

15) Poté byly centrifugovany na 500x g/ 1 min a 50 pl suprenatantu bylo pfepipetovano
do nové 1,5 ml zkumavky.

16) Ke zbyvajicimu mnozstvi bylo pfidano 65 pl eluéniho pufru a opakovana
centrifugace z kroku 15.

17) Bylo pak odebrano 50 pl supernatantu a pfidano k prvnimu mnozstvi do nové
zkumavky z kroku 15.

18) Bylo ptidano 5 pl 5M NaCl a inkubovano pies noc pii 65 °C.
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5.3.6 Purifikace po chromatinové imunoprecipitaci
K piecisténi byl pouzit MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen) a vSechny kroky

byly provedeny dle doporuceni vyrobce.

1) Ke vzorku bylo pfidano 5-ti nasobné mnozstvi PB pufru.

2) Smés byla piepipetovana do MiniElute kolonek a centrifugovana na 17 900x g/ 1
min. Supernatant byl odstranén.

3) Bylo piidano 750 ul PE pufru (s pfidanym 96% etanolem dle navodu vyrobce) a
opét centrifugovano podle kroku 2.

4) Kolonka byla centrifugovana podle kroku 2 na prazdno.

5) Poté byla kolonka pienesena do nové 1,5 ml. zkumavky a na stied kolonky bylo
napipetovano 10 ul dH,O a inkubovano 1 minutu.

6) Poté byla zkumavka s kolonkou centrifugovana na 17 900x g/ 1 min.

7) Vzorek byl zamrazen na -20 °C

5.3.7 Kvantitativni PCR pro analyzu chromatinu
Mnozstvi slozek reakce je zcela totozné s tabulkou 12. Teplotni program je zcela

totozny s tabulkou 13. Primery a sondy jsou uvedeny v kapitole 4.2.

5.4 Statisticka analyza
Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu GraphPad Prism 6.

Porovnani trimetylace H3K9 a acetylace jednotlivych alel genu DQAL bylo vyhodnoceno
Mann-Whitneyho neparametrického testu s hladinou vyznamnosti p < 0,05. Stejny postup
byl proveden i pro analyzu metylace DNA dané¢ho genu a pro miru exprese. Vyhodnoceni
rozdili v metylaci jednotlivych CpG mist bylo zpracovano Fisherovym exaktnim testem
s hladinou vyznamnosti < 0,05. Korelace mezi jednotlivymi epigenetickymi modifikacemi

a expresi byly provedeny Spearmanovou neparametrickou korelaci.
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6 VYSLEDKY

6.1 Genotypizace
Genotypizace byla zpracovana u vSech vzorkd, tj. 22 darca krve ze tii rodin. Rodina

1 o Sesti Clenech, rodina 2 o deseti ¢lenech a rodina 3 o Sesti Clenech. Alely byly urCeny
pro geny DRB1, DQAL a DQB1. Veskeré genotypy byly zapsdny do rodokmend danych
rodin (Obr. 7, 8 a 9), ke kterym byly poté ptifazovany vysledky analyzy histonovych
modifikaci. Celkovy pocet haplotypti a jejich procentudlni zastoupeni ve zkoumaném

souboru vzorki je znazornén Vv tabulce 14.

DR DQA1l DQB1 Pocet haplotypti | Zastoupeni v %
01 0101 0501 4 9,09%
01 0105 0501 1 2,27%
03 0501 0201 1 2,27%
04 0301 0302 6 13,63%
04 0303 0302 2 4,54%
07 0201 0202 2 4,54%
07 0201 0303 1 2,27%
08 0402 0402 3 6,81%
10 0105 0501 4 9,09%
11 0505 0301 6 13,63%
15 0102 0602 9 20,45%
16 0102 0502 5 11,36%

Tabulka 14. Celkovy pocet haplotypii a jejich procentudlni zastoupeni.

Symboly v rodokmenu:

= muz

O = Zena

A-V = oznaceni konkrétniho vzorku

DR, DQA, DQB = genotyp
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®

DR: 15
DQA: 0102

DQB: 0602

08

0402

0402

: ©®
DR: 04 11 DR: 15 08
DQA: 0301 0505 DQA: 0102 0402
DQB: 0302 0301 DQB: 0602 0402
® ®
DR: 04 15 DR: 04 15
DQA: 0301 0102 DQA: 0301 0102
DQB: 0302 0602 DQB: 0302 0602

Obrdazek 7. Rodokmen rodiny 1.
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DR: 15 08
DQA: 0102 0402

DQB: 0602 0402




(© g ®
DR: 03 15 DR: 16 01 DR: 16 10
DQA: 0501 0102 DQA: 0102 0105 DQA: 0102 0105
DQB: 0201 0602 DQB: 0502 0501 DQB: 0502 0501
© ' ® '
J K L M
DR: 04 15 DR: 15 11 DR: 16 10 DR: 16 10
DQA: 0303 0102 DQA: 0102 0505 DQA: 0102 0105 DQA: 0102 0105
DQB: 0302 0602 DQB: 0602 0301 DQB: 0502 0501 DQB: 0502 0501
I I
@ O P
DR: 01 04 DR: 11 16 DR: 11 10
DQA: 0101 0303 DQA: 0505 0102 DQA: 0505 0105
DQB: 0501 0302 DQB: 0301 0502 DQB: 0301 0501

Obrazek 8. Rodokmen rodiny 2.
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Obrazek 9. Rodokmen rodiny 3.

Q ®
DR: 01 07 DR: 15 04
DQA: 0101 0201 DQA: 0102 0301
DQB: 0501 0303 DQB: 0602 0302
: ®
DR: 01 04 DR: 11 07
DQA: 0101 0301 DQA: 0505 0201
DQB: 0501 0302 DQB: 0301 0202
' ®
U
DR: 04 11 DR: 01 07
DQA: 0301 0505 DQA: 0101 0201
DQB: 0302 0301 DQB: 0501 0202
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6.2 Chromatinova imunoprecipitace
Pro analyzu histonovych modifikaci chromatinovou imunoprecipitaci byly pouzity

pouze leukocyty od darci krve s alelami genu HLA DQA1 *01, *02, *03, *04 a *05. CD14
a CD19 nebyly pouzity k analyze z divodu velmi malych koncentraci téchto bun¢k v Krvi
nékterych darct. Zpracované vzorky byly oznaceny protilatkami anti-trimethyl-histone H3
(konkrétng proti pozici H3K9me®) a anti-acetyl-histone H3 (proti celkové acetylaci histonu
H3). Dale byla pouzita na tyto vzorky protilatka anti-histone H3 (proti celkovému histonu
H3) a protilatka anti-Igg (nespecifickd protilatka slouzici jako hodnota pozadi-
background).

Vzorky byly zpracovany metodou kvantitativni PCR a kazdy vzorek byl
analyzovan v dupletu. Z kazdého vzorku byla ziskana hodnota Ct pro kazdou alelu genu
DQA1l a DQAtotal. Méfeny tak byly vSechny vzorky se vSemi protilaitkami. Exprese
jednotlivych alel byly vztazeny k celkovému mnozstvi chromatinu, tj. mnozstvi inputu.
Vypocteno dle vzorce:

nDQA1me3 (ctbQAlinput—CtDQA1me 3)/10
=(1+E QAlinpu QAlme =)/
nDQAlinput ( + beat )

Kde E znamena G&innost. Stejny vzorec byl pouzit i na analyzu acetylace. Uéinnost byla

vypoctena dle vzorce:
Epoar = 2Ct/C poai-1
V piipadé homozygotl je Vv grafech uveden jen jeden popisny Udaj. Pro kazdy
metfeny vzorek bylo uréeno relativni mnozstvi modifikace H3K9me® a relativni mnoZstvi
acetylace daného histonu (Obr. 10). Kazdy vzorek s t€émito hodnotami byl zanesen do
schématu rodokmenu (Obr. 11, 12 a 13). Hodnoty jsou vyjadieny relativnim mnozstvim v
poméru k inputu, ktery piedstavuje celkové mnozstvi chromatinu daného vzorku. Symboly

v rodokmenech s vyznacenymi histonovymi modifikacemi jsou totoZené se symboly na

Obr.7,8a09.
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Obrazek 10. Popisna charakteristika acetylace a metylace obou alel jednoho vzorku (priklad).

Pro chybovost méfeni nejsou nékteré alely vyhodnoceny. Zarovent bylo nemozné
v nékterych rodovych liniich uréit pfesny paternalni ¢i maternalni pivod alely. Z tohoto
divodu jsme se rozhodli jednotlivé modifikace statisticky nevyhodnocovat v rdmci
pokrevni piibuznosti. Schémata rodokmenti s doplnénymi udaji, tak predstavuji pouze

popisnou charakteristiku epigenetickych modifikaci pro dané rodiny.
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Obrdazek 12. Rodokmen rodiny 2 s hodnotami metylace a acetylace obou alel genu HLA DQA1.
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Obrazek 13. Rodokmen rodiny 3
s hodnotami metylace a acetylace
obou alel genu HLA DQA1



Dale jsme pro kazdou alelu urCili hodnotu jeji relativni metylace (Graf 1) a
acetylace (Graf 2) v porovnani s inputem. Alely byly mezi sebou srovnany pomoci Mann-
Whitneyho testu s hladinou vyznamnosti p < 0,05. Statisticky vyznamné rozdily byly
podrobeny Bonferroniho korekci (p hodnota byla nasobena Cislem 4). Po této korekci vysly
rozdily se statistickou signifikanci pro acetylaci a to mezi alelami *01 a *05 (pkor= 0,0012).
Rozdily mezi dalSimi alelami navzajem byly statisticky neprikazné. Stejny vysledek

nepritkaznosti plati i pro H3K9me®.
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Graf 1. Relativni mira trimetylace lysinu 9 histonu H3 pro jednotlivé alely genu HLA DQAI.
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Graf 2. Relativni mira acetylace histonu H3 pro jednotlivé alely genu HLA DQAI. Jako statisticky

vyznamné se jevi rozdily mezi alelami *01 a *05 (pyor= 0,0012).
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Pro nemoznost statisticky vyhodnotit modifikace v rdmci pokrevni piibuznosti z
rodokmentl jsme se rozhodli pro porovnani stavu metylace a acetylace mezi jednotlivymi
generacemi. Prvni generace (vék 67- 81 let), druha generace (vék 40- 52 let) a treti
generace (vek 17- 26 let) byly mezi sebou srovnany pro jednotlivé alely genu HLA DQA1
v ramci metylace (Graf 3) a acetylace (Graf 4). Z porovnavanych udaju je nejlépe patrny
trend zvySovani hladin metylace u alely *01 s rostoucim vékem a pro stejnou alelu
relativné neménna mira acetylace. Naproti tomu u alely *05 je s rostoucim vékem patrny
trend snizovani hladiny celkové acetylace histonu H3. Jednotlivé generace byly pro kazdou
alelu v ramci metylace i acetylace srovnany pomoci Mann-Whitneyho testu a dané p
hodnoty byly upraveny Bonferroniho korekci. OvSem zadné srovnani nedosahlo statistické
vyznamnosti. Rozdily v metylaci a acetylaci hitonu H3 mezi generacemi jsou tedy

statisticky nepriikazné.
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Graf 3. Porovnani trimetylace H3K9 mezi jednotlivymi generacemi pro jednotlivé alely genu HLA
DQAL.
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Graf 4. Porovnadni acetylace histonu H3 mezi jednotlivymi generacemi pro jednotlivé alely genu
HLA DQAL.

6.3 Analyza metylace DNA
K analyze bylo pouzito 104 sekvenci vSech 22 darci krve. Celkové bylo

sekvenovano 113 vzorkl, ovSem 9 sekvenci bylo vyfazeno z diivodu malé Uc¢innosti
bisulfitové konverze (pod 95 %). Analyzovana sekvence byla dlouhda 545 bp mezi
pozicemi -670 az -126 od start kodonu. Alely byly rozliSeny na zakladé sekvenacnich dat
dle polymorfizmii v pozicich -562 az -191.

Rozdily v celkové metylaci alel genu DQA1 byly urceny porovnanim poctu vSech
metylovanych mist pouzitim Mann-Whitneyho neparamatrického testu s hladinou
vyznamnosti p < 0,05. Porovnané hodnoty byly opét upraveny Bonferroniho korekci
(nasobeno poctem porovnavanych alel). Porovnany byly pouze alely *01, *03 a *05.
Z tohoto porovnani byla nejvice metylovana alela *01 vici alele *03 (pxor= 0,0003) a vuci
alele *05 (pxor= 0,0066). Rozdil v hladiné metylace mezi alelami *03 a *05 byl pyor=
0,1119. Rozdil metylace *03 a *05 tedy neni statisticky prukazny.

Metylace alel byla rovnéZ promitnuta na pozadi generacnich rozdilt. V tomto
ptipad¢€ byla vyhodnocena pouze alela *01, protoze vysledky metylace dalsich alel nebyly
zastoupeny u vSech generaci. Generacni rozdil v metylaci alely *01 byl za statistického

hlediska nejvyznamnéj$i mezi 1. a 3. generaci, kde 3. generace vykazuje vys$i stupen
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metylace. Statistickd signifikance tohoto rozdilu ¢inni pgo= 0,0030. V pribehu generaci
tedy mizeme sledovat pokles metylace alely *01 genu DQAL.

V ramci srovnavani miry metylace jednotlivych alel na pozadi generaénich rozdila
bylo zpracovano i1 hodnoceni miry metylace jednotlivych CpG mist. K porovnani byl
pouzit Fischerv exaktni test s hladinou vyznamnosti p < 0,05. Vysledky byly opét
upraveny Bonferroniho korekci. V tomto porovnani se nejvice liSily CpG dinukleotidy
V pozici -454. Nejmensi mira metylace v této pozici byla zaznamenana u 1. generace vuci
2. i 3. generaci (Graf 5). Rozdil mezi 1. a 2. generaci byl statisticky vyznamny, kde pkor=
0,0003. Rozdil mezi 2. a 3. generaci byl statisticky neprikazny, kde pko= 0,9999. Rozdil

mezi 1. a 3. generaci byl ur¢en na p= 0,035.
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Graf 5. Procentudlni vyjadreni rozdilit miry metylace v pozici -454 CpG mista mezi jednotlivymi
generacemi.

6.4 Analyza exprese geni DQA1 a DQB1
RNA izolovanéd z leukocyti periferni krve déarct byla pomoci metody reverzni

transkripce pfepsdna do cDNA a mnozstvi specifické mRNA bylo nasledné kvantifikovano
pomoci real-time PCR. VSechny reakce byly pfipravovany pro tfi nezavislé méfeni.
Z kazdého vzorku byly ziskdny hodnoty Ct (vyjadiuji cyklus PCR, kdy fluorescence
amplifikovaného templéatu ptekroci bazalni fluorescenci). Hodnoty Ct byly naméfeny pro

kazdou alelu genu DQA1, DQAL1 total, DQAL intron, dale pro kazdou alelu genu DQB1,
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DQBL1 total, DQB1 intron a pro gen DRA a PPIA. Vypocet relativni exprese se provadél

dle vzorce:

Mpoa1 _ (14 Upga)
Npra (1+ Uy) ctPRA

Pismeno n zna¢i mnozstvi genu, ktery vstupuje do real-time PCR rakce a U oznacuje
ucinnost, kterd byla pro jednotlivé alely zjiStovana pomoci hodnot ziskanych od
homozygoti. Uginnost celkové amplifikace gentt DQA1, DQB1 a genu DRA byly
povazovany za rovny 1. Soucet relativni exprese jednotlivych alel obou gend byl nasledné
porovnan s hodnotami relativni exprese celkové DQAL (total) a DQB1 (total) ve vzorku.
Pokud se tyto dvé hodnoty liSily o vice nez 15 %, byl vzorek ze statistick¢ého souboru
vyrazen. Kontrolni pomér byl vypocten pomoci vzorce:

Y npoay _ 20tbeAit 2CtDQA1LL

= +
NpQAit (1+u,) beat (1+U,) beaxt

DQAT1t zna¢i DQAL total.

Rozdily v expresi mezi jednotlivymi alelami byly vyhodnoceny Mann-Whitneyho
teste Smirou vyznamnosti p < 0,05 a statisticky vyznamné rozdily byly upraveny
Bonferroniho korekei (hodnota p byla nasobena poctem vyhodnocenych alel). V ramci
rozdili mezi alelami genu DQAL nebyl po korekci nalezen zadny statisticky vyznamny
rozdil. Rovnéz i u genu DQBI nebyl nalezen Zadny rozdil. Proto tyto vysledky hodnotime
jako statisticky neprukazné. Hodnoty miry exprese mRNA jsou vyznaceny v grafu 6 a 7.
Exprese jednotlivych alel genii DQAL a DQB1 byly vztazeny k expresi genu DRA.
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Graf 6. Porovnani urovné exprese mRNA jednotlivych alel genu DQAI.
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Graf 7. Porovnadni urovné exprese mRNA jednotlivych alel genu DQBI.

Dale byly porovnény relativni urovné exprese mRNA obou genl mezi generacemi
(Graf 8 a 9). Hodnoty byly opét porovnany Mann-Whitneyho testem a upraveny korekci.
Rozdily mezi generacemi jsou bez statistické signifikance.
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Graf 8. Priumérna relativni mira exprese mRNA alel genu DQAI1 v ramci jednotlivych generaci.
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Graf 9. Priimérna relativni mira exprese mRNA alel genu DOBI v ramci jednotlivych generaci.
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6.5 Korelace epigenetickych modifikaci a miry exprese
Jednotlivé epigenetické modifikace byly mezi sebou navzdjem korelovany. K této

upravé byla pouzita Spearmanova neparametrickd korelace s hladinou vyznamnosti p<

0,05. Vysledky byly opét upraveny Bonferroniho korekci. Statisticky nejvyznamnéjsi

korelace byla prokazana mezi trimetylaci H3K9 a acetylaci H3 u alely *01, kde hodnota p
po korekci byla pxor= 0,0388 (Tab. 15).

01Ac 02Ac 03Ac 04Ac 05AC
01me’ 0,0097

02me’

03me’ >0,9999

04me’ >0,9999

05me’ 0,3500

Tabulka 15. Korelace mezi trimetylaci a acetylaci histonu H3 pro jednotlivé alely. Hodnoty

v tabulce jsou uvedeny bez korekce.

Stejnym postupem byla rovnéz korelovana mira exprese jednotlivych alel vii€i trimetylaci

a acetylaci. Vysledky ovsem neposkytly statisticky priikazné korelace (Tab. 16 a Tab. 17).

MRNA 01 MRNA 02 MRNA 03 MRNA 04 MRNA 05
01me’ 0,2247

02me®

03me’ 0,7500

04me’ > 0,9999

05me’ 0,5167

Tabulka 16. Koralece mezi trimetylaci histonu H3 a mirou exprese pro jednotlivé alely. Hodnoty

v tabulce jsou uvedeny bez korekce.

MRNA 01 MRNA 02 MRNA 03 MRNA 04 MRNA 05
01Ac 0,1560

02Ac

03Ac 0,3333

04Ac 0,3333

05Ac 0,6583

Tabulka 17. Koralece mezi acetylaci histonu H3 a mirou exprese pro jednotlivé alely. Hodnoty

v tabulce jsou uvedeny bez korekce.
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Z celkového hlediska modifikaci byly rovnéz provedeny korelace metylace DNA vuci

trimetylaci a acetylaci histonll a viici mife exprese jednotlivych alel. Ani v tomto ptipadé

Spearmanova neparametricka korelace neposkytla statistickou prikaznost (Tab. 18).

01me® [ 01Ac | mRNA | 03me® |03Ac | mRNA | 05me’® [ 05Ac | mRNA
01 03 05
met 01 | 0,7007 |0,4803 | 0,4922
met 03 >0,999 | > 0,999 | 0,3810
met 05 >0,999 | >0,999 | > 0,999

Tabulka 18. Koralece mezi jednotlivymi epigenetickymi modifikacemi a mirou exprese pro
Jjednotlivé alely. Hodnoty v tabulce jsou uvedeny bez korekce.
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7 DISKUZE

Jak jiz bylo né€kolikrat v literarnim piehledu feceno, geny ze skupiny HLA jsou
uzce spojeny s regulaci imunitni odpovédi. Rovnéz bylo prokézéano, ze nékteré alely genti
ztéto skupiny urcuji predispozice k n€kterym autoimunitnim chorobam. Ptikladem
takovéto autoimunity je onemocnéni diabetes mellitus 1. typu (T1DM). Charakteristickym
predispozi¢nim haplotypem v ptipadé T1DM je HLA DRB1 *04 - DQA1 *0301 - DQB1
*0302, kde produkt téchto genii je patrné¢ nestabilni dimer, ktery s nizSi ucinnosti
prezentuje antigeny. Pfedpoklada se, ze tato nizka Gcinnost vede k vyraznému ovlivnéni
negativni selekce autoreaktivnich T-lymfocyti v thymu, coz mize zplsobit autoimunitni
reakci (Ettinger et al. 1998). OvSem rozvoj TIDM nema Cisté genetické pozadi. Hodnoty
diskordance vyskytu T1DM u monozygotickych dvojcat jsou v rozmezi 13-68%, coz
sveédéi o pomérn¢ silném negenetickém vlivu (Huber et al. 2008). Mnoho
epidemiologickych studii ptredpoklada, ze negeneticky faktor, ktery stoji za rozvojem
riznych autoimunitnich onemocnéni, souvisi s neptiznivymi podminkami béhem ¢asného
vyvoje embrya. Tyto teze tak cili na pfi¢inu v epigenetické deregulaci. Prace, které byly
¢aste¢nou predlohou této diplomové praci, popisovaly epigenetické profily riiznych genti u
souboru pacientt, ktefi byli v pribéhu svého prenatalniho vyvoje vystaveni hladomoru
v Holandsku v zimé roku 1944-1945. Ptikladem je studie metylace genu IGF2, kde byly
srovnany metylacni profily u pokrevné piibuznych stejného pohlavi. Jedinci, jejichz
prenatalni vyvoj zasahl hladomor, vykazovali vyrazné niz$i metylaci DNA v daném genu
nez jejich pokrevni ptibuzni, které hladomor nepostihl (Heijmans et al. 2008). U jedinct,
kteti byli takto postiZzeni hladomorem je zaznamenéana zvySend Cetnost vyskytu napiiklad
kardiovaskularnich chorob, diabetes mellitus 2 typu ¢i rakoviny prsu (Painter et al. 2006).
RovnéZz bylo prokéazano, ze tyto efekty se vyskytujyi i u jedinci nasledujici generace
(Veenendaal et al. 2013). Studie tohoto typu tak poskytly usttedni myslenku diplomové
praci k popisu epigenetickych regulaci HLA genl v ramci rodinné piibuznosti napfi¢ tiemi
generacemi. Protoze tato prace je soucasti rozsahlejSiho vyzkumu, je metodika provedeni
omezena pouze na zdravé jedince, respektive rodiny. VSech 22 dérct krve ze tfi rodin
nevykazuje zadné autoimunitni onemocnéni ani jiné zavazné choroby. Z tohoto duvodu
nesrovnavame v této praci daje mezi patologickym a normalnim stavem, ale v€nujeme se
pouze popisné charakteristice. Srovnavaci studie je soucasti dalsitho vyzkumu, kde budou
porovnavany stejné parametry pro gen DQAL ovSem u rodin s vyskytem T1DM.

Zakladnim pilifem bylo zmapovani histonovych modifikaci (metylace a acetylace)

histonu H3. Udaje ziskané z analyzy chromatinovou imunoprecipitaci jsme zanesli do
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rodokmenii a jejich vyhodnocenim jsme se pokusili zjistit, zda je mozné sledovat
specifické dédiéné vzory epigenetické informace. Protoze se jednalo o jedince relativné
zdravé, zadné vyrazné epigenetické deregulace jsme neocekavali. Tato teze byla potvrzena
analyzou rodokment. Zadny pienos epigenetické informace vgenu DQAL mezi
generacemi zdravych jedincl patrné souvisi s vysokou preciznosti vymazani epigenomu
béhem reprogramovani tak, jak jej popisuje Lee et al. (2014) a Kobayashi et al. (2012).
Statistické srovnani rozdili v modifikacich mezi pokrevné piibuznymi jedinci jsme
neprovadéli, nebot’ nebylo mozné u nékterych vzorkl urcit pivod alely. Vysledky ovSem
postacovaly jako celek, proto jsme se rozhodli provést srovnani modifikaci v ramci
generaci. Nejlépe bylo mozné sledovat zménu v mife trimetylace H3K9 u alely *01 genu
DQA1, kde se zvysujicim se vékem rostla i mira této modifikace. Toto zjisténi je ovSem
Vv piimém rozporu s vysledky, které ziskali Fraga a Esteller (2007) a Han a Brunet (2012).
Vysledky jejich vyzkumi popisuji pokles H3K9me® s rostoucim vékem. Tento rozpor
vysvétlujeme velmi malym souborem vzorkid, které jsme analyzovali. Zarovenn byla
analyza histonovych modifikaci provadéna na DNA izolované z periferni krve. Je tedy
vysoce pravdépodobné, Ze smés riznych typlt buné€k v analyzované krvi znacné zkresluje
vysledky.

Analyzou metylace DNA vztazenou na rozdily mezi generacemi se nam podatilo
prokazat, ze se zvySujicim se vé€kem, klesa mira metylace CpG mist. Tento trend klesani
metylace byl nejlépe patrny u alely *01, kde rozdily mezi prvni a tieti generaci dosahovaly
statisticky vyznamnych rozdili. Stejné vysledky hypometylace u jedincii vysokého véku
popisuji Heyn et al. (2012) na trovni celého genomu.

Vysledky analyzy miry exprese mRNA genu DQALl nam neposkytly statisticky
vyznamné rozdily. OvSem podle studie Britten et al. (2009) bylo mozné pozorovat zna¢né
rozdily v mife exprese jednotlivych alel. Britten et al. popisuji dvojnasobné az ctyinasobné
vyssi expresi alely *03 oproti alelam *05 a *01. Z tohoto hlediska jsou vysledky exprese v
naSem vyzkumu statisticky neprikazné. Exprese mRNA genu DQB1 srovnand mezi
jednotlivymi alelami poskytuje stejnou statistickou neprikaznost.

Nesrovnalosti v expresi, mife metylace a histonovych modifikaci v této studii
vysvétlujeme zejména malym poctem zkoumanych jedincti a pouzitim vzorkd, ziskanych

z periferni krve, tj. vzorktli ze smési vice bunéénych typt.
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8 ZAVER

V této praci jsme se rozhodli zmapovat epigenetickou informaci genit HLA II. tfidy
vramci piibuzenskych vztahi. Konkrétné se jednda o gen HLA DQAL. Soubor
zpracovanych vzorku ¢ita 22 jedinci ze tii rodin. Ve vSech piipadech se jednd o jedince
bez zavaznych onemocnéni s relativné dobrym zdravotnim stavem. Soubor zkoumanych
vzorkl tak predstavuje zdravé kontroly, k jejimz vysledkiim budou v dalsi fazi vyzkumu
srovnavany data ziskana na pacientech s diabetes mellitus 1. typu. Po zpracovani a analyze
vysledkt jsem dospél k témto zadveérim:

1) Porovnani miry acetylace histonu H3 v regula¢ni oblasti genu HLA DQA1
prokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi alelami *01 a *05, kde je vice
acetylovana byla alela *01.

2) Porovnani miry trimetylace H3K9 v regula¢ni oblasti genu HLA DQA1
neprokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi zkoumanymi alelami.

3) Srovnani trimetylace a acetylace histonu H3 v regulaéni oblasti genu HLA
DQA1 mezi generacemi neprokazalo statisticky vyznamné rozdily.

4) Analyza metylace DNA v regula¢ni oblasti genu HLA DQA1 prokazala
statisticky vyznamné rozdily v mife metylace mezi alelami *01, *03 a *05.
Nejvice metylovana byla alela *01.

5) Srovnani metylace DNA v regulac¢ni oblasti genu HLA DQALl mezi
generacemi u alely *01 prokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi 1. a 3.
generaci. Prvni generace byla méné metylovana v dané alele.

6) Srovnani metylace jednotlivych CpG mist potvrdilo statisticky vyznamné
rozdily v pozici -454. V této pozici byla 1. generace mén¢ metylovana nez
2. a 3. generace.

7) Srovnani miry exprese mezi alelami genu HLA DQA1 neposkytlo statisticky
vyznamné rozdily. Stejny zavér plati 1 pro alely genu HLA DQBL1.

8) Byla prokazana korelace mezi acetylaci a trimetylaci histonu H3 pro alelu
*01 genu HLA DQAL1.

9) Nebyla prokazana korelace mezi mirou exprese a histonovymi
modifikacemi a metylaci DNA pro alely genu HLA DQAL1.

Rozsiteni souboru darcii krve by mohlo zpfesnit tento vyzkum. Zptfesnéni dat by mohlo byt
dosaZeno vyzkumem danych modifikaci pouze na urcitych bunéénych typech, tj. CD14

(monocytech) a CD19 (B-lymfocytech). Srovnani vysledkt ziskanych z téchto zdravych
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kontrol s vysledky ziskanych u pacientt s diabetes mellitus 1. typu by mohlo poskytnout

lepsi predstavu o negenetickych vlivech na rozvoj této choroby.

83



9 SEZNAM LITERATURY
Aasland, R., Stewart, A. F. (1995). The chomo shadow domain, a second chromo domain

in hererochromatin- binding protein 1, HP1. Nucleic Acids Research, 23: 3168-3173

Allfrey, V., Faulkner, R. M., Mirsky, A. E. (1964). Acetylation and methylation of histones
and their possible role in the regulation of RNA synthesis. Proc. Natl. Acid. Sci, 51: 786-
794

Ancelin, K., et al. (2006). Blimpl associates with Prmt5 and directs histone arginine

methylation in mouse germ cells. Nat Cell Biol., 8:623-30.

Ballestar, E., Wolffe, A. P. (2001). Methyl-CpG-Binding proteins. European Journal of
Biochemistry, 268: 1-6

Bannister, A. J., Schneider, R., Kouzarides, T. (2002). Histone methylation: dynamic or
static. Cell, 109:801-6.

Baubec, T., Ivanek, R., Lienert, F., Schubeler, D. (2013). Methylation-dependent and
independent genomic targeting principles of the MBD protein family. Cell, 153: 480-492

Benoist., C., Mathis, D. (1990). Regulation of major histocompatibility complex class-II
genes: X, Y and other lettes of the alphabet. Annu. Rev. Immunol., 8: 681-715

Berndesn, C. E., Denu, J. M. (2008). Catalysis and substrate selection by histone/protein
lysine acetyltransferases. Curr. Opin. Struct. Biol., 18: 682-689

Bird, A. P. (1980). DNA methylation and the frequency of CpG in animal DNA. Nucleic
Acid Res, 8: 1499-1504

Bird, A., Taggart, M., Frommer, M., Miller, O. J., Macleod, D. (1985). A fraction of the
mouse genome that is derived from islands of nonmethylated, CpG -rich DNA. Cell, 40:
91-99

Black, J. C., Van Rechem, C., Whetstine, J. R. (2012). Histone Lysine Methylation
Dynamics: Establishment, Regulation, and Biological Impact. Molecular Cell, 48: 491-507

Britten, A. C., Mijovic, C. H., Barnett, A. H., Kelly, M. A. (2009). Differential expression
of HLA-DQ alleles in peripheral blood mononuclear. International Journal of
Immunogenetics, 47-57

84



Brown, A. M., Wright, K. L., Ting, J. P. Y. (1993). Human major histocompatibility
complex class ll-associated invariant chain gene promoter. Functional analysis and in vivo
protein/DNA interactions of constitutive and IFN-gamma-induced expression. J. Biol.
Chem., 268: 26328-26333

Cao, R., Tsukada, Y., Zhang, Y. (2005). Role of Bmi-1 and Ring 1A in H2A ubiquitylation
and Hox gene silencing. Mol. Cell, 20: 845-854

Celeste, A., Difilippantonio, S., Difilippantonio, M. J.,, et al. (2003). H2AX
haploinsufficiency modifies genomic stability and tumor susceptibility. Cell, 114: 371-383

Collins, T., Korman, A. J., Wake, C. T., Boss, J. M., Kappes, D. J., Fiers, W., Ault, K. A,
Gimbrone, M. A., Strominger, J. L., Pober, J. S. (1984). Immune interferon activates
multiple class Il major histocompatibility complex genes and the associated invariant
chanin gene in human endothelial cell and dermal fibroblasts. Proc. Natl. Acad. Sci., 81:
4917-4921

Cosgrove, M. S., Wolberger, C. (2005). How does the hisotne code work? Biochem. Cell
Biol., 83: 468-476

Cosgrove, M. S., Wolberger, C. (2005). How does the hisotne code work? Biochem. Cell
Biol., 83: 468-476

Daxinger, L., Whitelaw, E. (2012). Understanding transgenerational epigenetic inheritance

via the gametes in mammals. Nat. Rev. Genet., 13: 153-162.

Dillon, S. C., Zhang, X., Trievel, R. C., Cheng, X. (2005). The SET-domain protein

superfamily: protein lysine methyltransferases. Genome Biol., 6: 227

Dou, Y., Milne, T. A,, Ruthenburg, A. J., Lee, S., Lee, J. W., Verdine, G. L., Allis, C. D.,
Roeder, R. G. (2006). Regulation of MLL1 H3K4 methyltransferase activity by its core
components. Nature Structural and Molecular Biology, 13: 713-719

Duhl, D., Vrieling, H., Miller, K. A., Wolff, G. L., Barsh, G. S. (1994). Neomorphic agouti
mutations in obese yellow mice. Nat Genet., 8:59-65.

Ehrlich, M., Gama-Sosa, M. A., Huang, L. H., Midgett, R. M., Kuo, K. C., McCune, R. A,,
Gehrke, C. (1982). Amoun and distribution of 5-methylcytosine in human DNA from
different types of tissues of cells. Nucleic Acids Res, 10: 2709-2721.

85



Epada, J., Ballestar, E., Fraga, M. F., Villar-Garea, A., Juarranz, A., Stockert, J. C.,
Robertson, K. D., Fuks, F., Esteller, M. (2004). Human DNA methyltransferase 1 is
required for maintenance of the histone H3 modification pattern. J. Biol. Chem., 279:
37175-37184

Esteve, P. O., Chin, H. G., Smallwood, A., Feehery, G. R., Gangisetty, O., Karpf, A. R.,
Carey, M. F., Pradhan, S. (2006). Direct interaction between DNMT1 and G9a coordinates
DNA and histone methylation during replication. Genes. Dev., 20: 3089-3103

Ettinger, R. A., Liu, A. W., Nepom, G. T., Kwok, W. W. (1998). Exceptional Stability of
the HLA-DQA1 *0102/DQB1 *0602 alpha beta protein dimer, the class Il MHC molecule
associated with protection from insulin-dependent diabetes mellitus. J. Immunol, 161:
6439-6445.

Feil, R., Fraga, M.F. (2012). Epigenetics and the environment: emerging patterns and

implications. Nature Review Genetics 13: 97-109

Ferguson-Smith, A. C., Patti, M. E. (2011). You are what your dad ate. Cell Metab., 13:
115-117.

Fillion, G. J., et al, (2006). A family of human zinc finger proteins that bind methylated
DNA and repress transcription. Molecular Cell Biology, 26: 169-181.

Fischle, W., Tseng, B. S., et al. (2005). Regulation of HP1-chromatin binding by histone
H3 methylation and phosphorylation. Nature, 438: 1116-1122

Ficz, G., et al. (2009). The Epigenomic landscape of reprogramming in mammals.
Epigenomics, ISBN: 1007/978-1-4020-9187-2-5. str. 259-282

Fuks, F., Hurd, P. J., Deplus, R., Kouzarides, T. (2003). The DNA methyltransferases
associate with HP1 and the SUV39HL1 histone methyltransferase. Nucleic Acids Res., 31:
2305-2312

Fraga, M. F., Esteller, M. (2007). Epigenetics and aging: the targets and the marks. Trends
Genet, 23: 413-418

Greally, J. M. (2009). The expanding view of cytosine methylation. Epigenomics,
ISBN:1007/978-1-4020-9187-2-5. str:67-83

86



Haberland, M., Montgomery, R. L., Olson, E. N. (2009). The many roles of histone
deacetylases in development and physiology: implications for disease and therapy. Nat.
Rev. Genet., 10: 32-42

Hajkova, P., Ancelin, K., Waldmann, T., Lacoste, N., Lange, U. C., et al. (2008).
Chromatin dynamics during epigenetic reprogramming in the mouse germ line. Nature,
452: 877-881

Han, S., Brunet, A. (2012). Histone methylation makes its mark on longevity. Trends Cell
Biol, 22: 42-49

Hassan, A. H., Neely, K. E., Workman, J. L. (2001). Histone acetyltransferase complexes
stabilize swi/snf binding to promoter nucleosomes. Cell, 104: 817-827

Hawkins, P. G., Santoso, S., Adams, C., Anest, V., Morris, K. V. (2009). Promoter
targeted small RNAs induce long-term transcriptional gene silencing in human cells.
Nucleic Acids Res., 37: 2984-2995

Heard, E., Martienssen, R. A. (2014). Transgenerational Epigenetic Inheritance: Myths and
Mechanisms. Cell, 157: 95-109

Hebbes, T. R., Thorne, A. W., Crane-Robinson, C. (1988). A direct link between core
histone acetylation and transcriptionally active chromatin. EMBO J., 7: 1395-1402

Heijmans, T. B., Tobi, E. W., Stein, A. D., Putter, H., Blauw, G. J., Susser, E. S.,
Slagboom, P. E., Lumey, L. H. (2008). Persistent epigenetic differences associated with
prenatal exposure to famine in humans. PNAS, 105: 17046-17049

Helm, M. (2006). Post-transcriptional nucleotide modification and alternative folding of
RNA. Nucleic Acids Research, 34: 721-733

Hendrich, B., Bird, A. (1998). Identification and characterization of family of mammalian
methyl-CpG binding proteins. Mol. Cell Biol., 18:6538-6547

Henikoff, S., Furuyama, T., Ahmad, K. (2004). Histone variants, nucleosome assembly

and epigenetic inheritance. Trends Genet., 20:320-326.

Hershko, A., Ciechanover, A. (1998). The ubiquitin system. Annual Rewiew of
Biochemistry, 67: 425-479

87



Hershko, A., Heler, H., Elias, S., Ciechanover, A. (1983). Components of ubiquitin-protein
ligase system-resolution, affinity purification, and role in protein breakdown. Journal of
Biological Chemistry, 258: 8206-8214

Heyn, H., Li, N., Ferreira, H. J., Moran, S., Pisano, D. G., Gomez, A., Diez, J., Sanchez-
Mut, J. V., et al. (2012). Distinct DNA methylomes of newborns and centenarians. Proc
Natl Acad Sci USA, 109: 10522-10527

Hochstrasser, M. (2009). Origin and function of ubiquitin-like proteins. Nature, 458: 422-
429

Hong, L., Schroth, G. P., Matthews, H. R., Yau, P., Bradbury, E. M. (1993). Studies of the
DNA binding properties of histone H4 amino terminus. Thermal denaturation studies
reveal that acetylation markedly reduces the binding constant of the H4 tail to DNA. J.
Biol. Chem., 268: 305-314

Huber, A., Menconi, F., Corathers, S., Jacobson, E. M., Tomer, Y. (2008). Joint genetic
susceptibility to type 1 diabetes and autoimmune thyroiditis: from epidemiology to
mechanisms. Endocr Rev, 29: 697-725

Chen, H. Y., Sun, J. M., Zhang, Y., Davie, J. R., Meistrich, M. L. (1998). Ubiquitination of
histone H3 in elongating spermatids of rad testes. J. Biol. Chem., 273: 13165-13169

Chen, T., et al. (2003). Suv39h-mediated histone H3 lysine 9 methylation directs DNA
methylation to major satellite repeats at pericentrix heterochromatin. Current Biology, 13:
1192-1200

Cheng, X., Blumenthal R.M. (2009). Mammalian DNA methyltransferases: a structural
perspective. Structure 16: 341-350

Cheung, P., Tanner, K. G., Cheung, W. L., et al. (2000). Synergistic coupling of histone
H3 phosphorylation and acetylation in response to epidermal grawth factor stimulation.
Mol. Cell, 5: 905-915

Jenuwein, T. (2006). The epigenetic magic of histone lysine methylation. FEBS Journal,
273: 3121-3135

Johnson, E. S. (2004). Protein modification by SUMO. Annu. Rev. Biochem., 73: 355-382

88



Jones, J. M., Bhattacharyya, A., Simkus, C., Vallieres, B., Veenstra, T. D., Zhou, M.
(2011). The RAG1 V(D)J recombinase/ubiquitin ligase promotes ubiquitilation of
acetylated, phosphorylated histone 3.3. Immunol. Lett., 136: 156-162

Jones, Y. E., Fugger, L., Strominger, J. L., Siebold, C. (2006). MHC class Il proteins and

disease: a structural perspective. Nat. Rev. Immunol., 6: 271-282

Kagiwada, S., Kurimoto, K., Hirota, T., Yamaji, M., Saitou M. (2013). Replication-
coupled passive DNA demethylation for the erasure of genome imprints in mice. EMBO J.,
32: 340-353

Kay, P.H., Pereira, E., Marlow, S.A., Turbett, G., Mitchell, C.A., Jacobsen, P.F., Holliday,
R., Papadimitrou, J.M. (1994). Evidence for adenine methylation within the mouse
myogenic gene Myo-D1. Gene, 30: 89-95

Kent, S. C., et al. (2005). Expanded T cells from pancreatic lymp nodes of type 1 diabetic

subjects recognize an insulin epitope. Nature, 435: 224-228

Kerscher, O. (2007). SUMO junction-what’s your function? New insights through SUMO-
interacting motifs. EMBO Rep., 8: 550-555

Khavari, P. A., Peterson, C. L., et al. (1993). BRG1 contains a conserved domain of the
SWI2/SNF2 family necessary for normal mitotic growth and transcription. Nature, 366:
170-174

Klimasauskas, S., Kumar, S., Roberts, R. J., Cheng, X. (1994). Hhal Methyltransferase
Flips Its Target Base Out of the DNA Helix. Cell, 76: 357-369,

Kobayashi, H., Sakurai, T., Imai, M., Takahashi, N., Fukuda, A., Yayoi, O., Sato, S.,
Nakabayashi, K., Hata, K., Sotomaru, Y., et al. (2012). Contribution of intragenic DNA
methylation in mouse gametic DNA methylomes to establish oocyte-specific heritable
marks PLoS Genet., 8, p. €1002440

Kohli, R. M., Zhang, Y. (2013). TET enzymes, TDG and the dynamics of DNA
demethylation. Nature, 502: 472-479

Koonin, E. V., Zhou, S., Lucchesi, J. C. (1995). The chromo superfamily: new members,
duplication of the chromo domain and posible role in delivering transcription regulators to
chromatin. Nucleic Acids Research, 23: 4229-4233

89



Kouzarides, T. (2009). Chromatin modifications and their function. Cell 128: 693-705

Kurimoto, K., Yabuta, Y., Ohinata, Y., Shigeta, M., Yamanaka, K., Saitou, M. (2008).
Complex genome-wide transcription dynamics orchestrated by Blimpl for the

specification of the germ cell lineage in mice Genes Dev., 22: 1617-1635

Law, J. A., Jacobsen, S. E. (2010). Establishing, maintaining and modifying DNA

methylation patterns in ptants and animals. Nat. Rev. Genetics, 11: 204-220

Lee, D. Y., Hayes, J. J.,, Pruss, D., Wolffe, A. P. (1993). A positive role for histone

acetylation in transcription factor access to nucleosomal DNA. Cell, 72: 73-84

Lee, H. J., Hore, T. A., Reik, W. (2014). Reprograming the Methylome: Erasing Memory
and Creating Diversity. Cell Stem Cell, 14: 710-719

Lehnertz, B., Ueda, Y., Derijck, A. A., Braunschweig, U., Perezburgos, L., Kubicek, S.,
Chen, T., Li, E., Jenuwein, T., Peters, A. H. (2003). Suv39h-mediated histone H3 lysine 9
methylation directs DNA methylation to major satellite repeats at pericentric
heterochromatin. Curr. Biol., 13: 1192-1200

LeibundGut-Landman, S., Waldburger, J.M., Krawczyk, M., Otten, L. A., Suter, T.,
Fontana, A., Acha-Orbea, H., Reith, W. (2004). Mini-review: Specificity and expression of
CIITA, the master regulator of MHC class Il genes. Eur. J. Immunol., 34: 1513-1525

Li, L. C. (2014). Chromatin remodeling by small RNA machinery in mammalian cells.
Epigenetics, 9: 45-52

Li, M., et al. (2011). Widespread RNA and DNA sequence differences in the human

transcriptome. Science, 333: 53-58

Lieberman, G. E., et al. (2015). DNA Methylation on N6-Adenine in C. elegant. Cell, 161:
868-878,

Lim, J. P, Brunet, A. (2013). Bridging the transgenerational gap with epigenetic memory.
Trends Genet., 29: 176-186.

Lombardi, P. M., Cole, K. E., Dowling, D. P., Christianson, D. W. (2011). Structure,
mechanism, and inhibition of histone deacetylases and related metalloenzymes. Current
Opinion in Structural Biology, 21: 735-743

90



Macdonald, N., Welbrun, J. P., Noble, M. E., Nguyen, A., et al. (2005). Molecular basis
for recognition of phosphorylated and phosphoacetylated histone H3 by 14-3-3. Mol. Cell,
20: 199-211

Maenaka, K., Jones, E. Y. (1999). MHC superfamily structure and the immune system.
Current Opinion in Structural Biology, 9: 745-753

Mach, B., Steimle, V., Martinez-Soria, E., Reith, W. (1996). Regulation of MHC Class Il

genes: Lessons from a Disease. Annu. Rev. Immunol., 14: 301-331

Minsky, N., Shema, E., Field, Y., Schuster, M., Segal, E., Oren, M. (2008).
Monoubiquitinated H2B is associated with the transcribed region of higly expressed genes
in human cells. Nat. Cell Biol., 10: 483-488

Mitetti, M. M., Walsh, E. C., Ke, X., Delgado, M., Griffiths M., Hunt, S.. et al. (2005). A
high resolution linkage-disequilibrium map of the human major histocompatibility
complex and first generation of tag single-nucleotide polymorphism. Am. J. Hum. Genet.,
76: 634-646

Mondal, T., Rasmussen, M., Pandey, G. K., Isaksson, A., Kanduri, C., (2010).
Charecterization of the RNA content of chromatin. Genome Res., 20: 899-907

Morgan, D. H., Santos, F., Green, K., Dean, W., Reik, W. (2005). Epigenetic reprograming
in mammals. Human Molecular Genetics, 14: R47-R58

Morgan, H., Sutherland, H., Martin, D., Whitelaw, E. (1999). Epigenetic inheritance at the
agouti locus in the mouse. Nat Genet., 23:314-318.

Nakada, S., Chen, G. 1., Gingras, A. C., Durocher, D. (2008). PP4 is a gamma H2AX
phosphatase required for recovery from the DNA damage checkpoint. EMBO Rep., 9:
1019-1026

Nakagawa, T., Kajitani, T., Togo, S., et al. (2008). Deubiquitylation of histone H2A
activates transcriptional initiation via trans-histone cross-talk with H3K4 di- and
trimethylation. Genes Dev., 22: 37-49

Nakamura, T., Arai, Y., Umehara, H., Masuhara, M., Kimura, T., Taniguchi, H., Sekimoto,
T., Ikawa, M., Yoneda, Y., Okabe, M., et al. (2007). PGC7/Stella protects against DNA
demethylation in early embryogenesis Nat. Cell Biol., 9: 64-71

91



Nakamura, T., et al. (2002). ALL-1 is a histone methyltransferase that assembles a
supercomplex of proteins involved in transcriptional regulation. Mol. Cell, Vol. 10: 1119-
1128

Nathan, D., Ingvarsdottir, K., Starner, D. E., Bylebyl, G. R., et al. (2006). Histone
sumoylation is a negative regulator in Saccharomyces cerevisiae and shows dynamic

interplay with positive-acting histone modifications. Genes and Development, 20: 966-976

Neefjes, J., Jongsma, M. L. M., Paul, P., Bakke, O. (2011). Towards a system
understanding of MHC class | and MHC class |l antigen presentation. Nature Immunol.,
11: 823-836

Neuwald, A. F., Landsman, D. (1997). GCN5-related histone N-acetyltransferases belong
to a diverse superfamily that includes the yeast SPT10 protein. Trend in Biochemical
Sciences, 22: 154-155

Norton, V. G., Imai, B. S., Yau, P., Bradbury, E. M. (1989). Histone acetylation reduces

nucleosome core particle linking number charge. Cell, 57: 449-457

Okashita, N., Kumaki, Y., Ebi, K., Nishi, M., Okamoto, Y., Nakayama, M., Hashimoto,
S., Nakamura, T., Sugasawa, K., Kojima, N., et al. (2014). PRDM14 promotes active DNA
demethylation through the ten-eleven translocation (TET)-mediated base excision repair

pathway in embryonic stem cells Development, 141: 269-280

Ooi, S. K., O'Donnell, A. H., Bestor, T. H. (2009). Mammalian cytosine methylation at a
glance. J Cell Sci, 122:2787-2791.

Painter, R. C., de Rooij, S. R., Bossuyt, P. M., Osmond, C., Barker, D. J., Bleker, O. P., et
al. (2006). A possible link between prenatal exposure to famine and breast cancer: a
prelaminary study. Am J Hum Biol, 18: 853-856

Pan, S., Sehnke, P. C., Ferl, R. J., Gurley, W. B. (1999). Specific interactions with TBP
and TFIIB in vitro suggest that 14-3-3 proteins may participate in the regulation of
transcription when part of a DNA binding complex. Plant Cell, 11: 1591-1602

Papamichos-Chronakis, M., Krebs, J. E., Peterson, C. L. (2006). Interplay between Ino80
and Swrl chromatin remodeling enzymes regulates cell cycle checkpoint adaptation in
response to DNA damage. Genes Dev., 20: 2437-2449

92



Park, B., et al. (2006). Redox regulation facilitates optimal peptide selection by MHC class
I during antigen processing. Cell, 127: 369-382

Parry, L., Clarke, A. R. (2011). The roles of the Methyl-CpG Binding Proteins in Cancer.
Genes and Cancer, 2: 618-630

Payer, B., Lee, J. T. (2008). X chromosome dosage compensation: how mammals keep the
balance. Annu. Rev. Genet., 42: 733-772

Peters, A. H., Kubicek, S., Mechtler, K., O’Sullivan, R. J., Derijck, A. A., Perez-Burgos,
L., Kohlmaier, A., Opravil, S., Tachibana, M., Shinkai, Y., et al. (2003). Partitioning and
plasticity of repressive histone methylation states in mammalian chromatin. Mol. Cell, 12:
1577-1589

Pokholok, D. K., Robert, F., et al. (2004). Global position and recruitment of HATs and
HDAC:S in the yeast genome. Mol. Cell, 16: 199-209

Rakyan, V. K., Blewitt, M. E., Druker, R., Preis, J. I., Whitelaw, E. (2002). Metastable

epialleles in mammals. Trends Genet., 18:348-351.

Ratel, D., Ravanat, J., Berger, F., Wion, D. (2006). N6-methyladenine: the other methlated
base of DNA. BioEsseys, 28: 316-324.

Reith, W., LeibundGut-Landmann, S., Walburger, J. M. (2005). Regulation of MHC class

I gene expression by the class 1l transactivator. Narute Rev. Immunol., 5: 793-806

Ren, S., Kang, M. R., Wang, J., Huang, V., Place, R. F., Sun, Y., Li, L. C. (2013). Targeted
induction of endogenous NKX3-1 by small activating RNA inhibits prostate tumor growth.
Prostate, 73: 1591-1601

Riggs, A. D., Martienssen, R. A., Russo, V. E. A. (1996). Introducion. In epigenetic

mechanisms of gene regulation. Cold Spring Harbor Laboratory Press. New York.

Robinson, P. N., Bohme, U., Lopez, R., Mundlos, S., Nurnberg, P. (2004). Gene-Ontology
analysis reveals association of tissue-specific 5'CpG-island genes with development and

embryogenesis. Human molecular Genetics, 13: 1969-1978.

Robzyk, K., Recht, J., Osley, M. A. (2000). Rad6-dependent ubiquitination of histone H2B
in yeast. Science, 287: 501-504

93



Rossetto, D., Avvakumov, N., Coté, J. (2012). Histone phosphorylation A chromatin
modification involved in diverse nuclear events. Epigenetics, 7: 1098-1108

Sawicka, A., Seiser, Ch. (2014). Sensig core histone phosphorylation- A matter of perfect
timing. Biochimica et Biophysica Acta, 1839: 711-718

Saxonov, S., Berg, P., Brutlag, D. L. (2006). A genome-wide analysis of CpG
dinucleotides in the human genome distinguishes two distinct classes of promotores. Proc
Natl Acad Sci, 103: 1412-1417

Seki, Y., et al. (2007). Cellular dynamics associated with the genome-wide epigenetic

reprogramming in migrating primordial germ cells in mice. Development, 34:2627-38.

Seki, Y., Hayashi, K., Itoh, K., Mizugaki, M., Saitou, M., Matsui Y. (2005). Extensive and
orderly reprogramming of genome-wide chromatin modifications associated with

specification and early development of germ cells in mice. Dev. Biol., 278: 440-458

Shanbhag, N. M., Rafalska-Metcalf, I. U., Balane-Bolivar, C., Janicki, S. M., Greenberg,
R. A. (2010). ATM-dependent chromatin changes silence transcription in cis to DNA
double-strand breaks. Cell, 141: 970-981

Shi, Y., Whetstine, J. R. (2007). Dynamic regulation of histone lysine methylation by
demethylases. Mol Cell, 25: 1-14

Shiina, T., Hosomichi, K., Inoko, H., Kulski, J. K. (2009). The HLA genomic loci map:

expresion, interaction, diversity and disease. Journal of Human Genetics 54: 15-39

Shiio, Y., Eisenman, R. N. (2003). Histone sumoylation is associated with transcriptional
repression. Proc. Natl. Acad. Sci USA, 100: 13225-13230

Shroff, R., Arbel-Eden, A., Pilch, D., Ira, G., et al. (2004). Distribution and dynamics of
chromatin modification induced by a defined DNA double-strand break. Curr. Biol., 14:
1703-1711

Schwabish, M. A. Struhl, K. (2007). The Swi/Snf complex is important for histone eviction
during transcriptional activation and RNA polymerase Il elongation in vivo. Mol. Cell
Biol., 27: 6987-6995

94



Schwer, B., Verdin, E. (2008). Conserved metabolic regulatrory functions of sirtuins. Cell
Metab., 7: 104-112

Singal, R., Ginder, G. D. (1999). DNA methylation. Blood, 93: 4059-4070

Smith, Z. D., et al. (2012). A unique regulatory phase of DNA methylation in the early
mammalian embryo. Narute, 484: 339-344

Smith, Z. D., Chan, M. M., Mikkelsen, T. S., Gu, H., Gnirke, A., Regev, A., Meissner A.
(2012). A unique regulatory phase of DNA methylation in the early mammalian embryo
Nature, 484: 339-344

Surani, M. A., et al. (2004). Mechanism of mouse germ cell specification: a genetic
program regulating epigenetic reprogramming. Cold Spring Harb Symp Quant Biol., 69:1—
9.

Takai, D., Jones, P. A. (2002). Copheresive analysis of CpG islands in human
chromosomes 21 and 22. PNAS, 99: 3740-3745

Tanner, K. G., Trievel, M. H., et al. (1999). Catalytic mechanism and function of invariant
glutamic acid 173 from the histone acetyltransferase GCN5 transcriptional coactivar. J.
Biol. Chem., 274: 18157-18160

Thomson, S., Clayton, A. L., Mahadevan, L. C. (2001). Independent dynamic regulation of
histone phosphorylation and acetylation during immediate-early gene induction. Mol. Cell,
8:1231-1241

Ting, A. H., Schuebel, K. E., Herman, J. G., Baylin, S. B. (2005). Short double-stranded
RNA induces transcriptional gene silencing in human cancer cells in the absence of DNA
methylation. Nat. Genet., 37: 906-910

Todd, J. A., Wicker, L. S. (2001). Genetic protection from the inflamatory disease type 1

diabetes in humans and animal models. Immunity, 15: 387-395

Torchia, J., Glass, C., Rosenfeld, M. G. (1998). Co-activators and co-represors in the

integration of transcriptional responses. Curr. Opin. Cell Biol., 10: 373-383

95



Tsai, M. C., Manor, O., Wan, Y., Mosammaparast, N., Wang, J. K., Lan, F., Shi, Y., Segal,
E., Chang, H. Y. (2010). Long noncoding RNA as modular scaffold of histone

modification complexes. Science, 329: 689-693

Tsukada, Y., Fang, J., Erdjument-Bromage, H., Warren, M. E., Borchers, C. H., Tempst,
P., Zhang, Y. (2006). Histone-demethylation by a family of JmjC domain-containing
proteins. Nature, 439: 811-816

Uhart, M., Bustos, D. M. (2013). Human 14-3-3 paralogs differences uncovered by cross-
talk of phosphorylation and lysine acetylation. Plos ONE, 8: e55703

Veenendaal, M. V. E., Painter, R. C., de Rooij, S. R., Bossuyt, P. M., van der Post, J. A.
M., Gluckman, P. D., Hanson, M. A., Roseboom, T. J. (2013). Transgenerational effects of
prenatal exposure to the 1944-45 Dutch famine. BJOG, 120: 548-553

Vire, E., Brenner, C., Deplus, R., Blanchon, L., Frega, M., Didelot, C., Morey, L., Van
Eynde, A., Bernard, D., et al. (2006). The Polycomb group protein EZH2 direcly controls
DNA methylation. Nature, 439: 871-874

Wang, H., Zhai, L., Xu, J., et al. (2006). Histone H3 and H4 ubiquitylation by the CUL4-
DDB-ROC1 ubiquitin ligase facilitates cellular response to DNA damage. Mol. Cell, 22:
383-394

Watanabe, T., Tomizawa, S., Mitsuya, K., Totoki, Y., Yamamoto, Y., Kuramochi-
Miyagawa, S., lida, N., Hoki, Y., Murphy, P. J., Toyoda, A., et al. (2011). Role for
piRNAs and noncoding RNA in de novo DNA methylation of the imprinted mouse
Rasgrfl locus. Science, 332: 848-852

Waterland, R. A., Jirtle, R. L. (2003). Transposable elements: targets for early nutritional
effects on epigenetic gene regulation. Mol Cell Biol., 23:5293-5300.

Waterman, M. J., Stavridi, E. S., Waterman, J. L., Halazonetis, T. D. (1998). ATP-
dependent acrivation of p53 involves dephosphorylation and association with 14-3-3
proteins. Nat. Genet., 19: 175-178

Wai, P., Foley, D.P. (2011). Transplant immunology: Basic immunology and clinical
practice. Scientific American Surgery DOI 10.2310/7800.2210

96



Wilson, R. C., Doudna, J. A. (2013). Molecular Mechanisms of RNA Interference. Annu.
Rev. Biophys., 42: 217-239

Wossidlo, M., Nakamura, T., Lepikhov, K., Marques, C. J., Zakhartchenko, V., Boiani, M.,
Arand, J., Nakano, T., Reik, W., Walter, J. (2011) 5-Hydroxymethylcytosine in the

mammalian zygote is linked with epigenetic reprogramming Nat Commun, 2: 241

Wright, K. L., Ting, J. P. Y. (1992). In vivo footprint analysis of the HLA-DRA gene
promoter: cell-specific interaction at the octamer site and up-regulation of X box binding
by interferon-gamma. Proc. Natl. Acad. Sci., 89: 7601-7605

Wysocka, J., Allis, C. D., Coonrod, S. (2006). Histone arginine methylation and its
dynamic regulation. Front. Biosci., 11: 344-355

Yearim, A., Gelfman, S., Shayevitch, R., et al. (2015). HP1 Is Involved in Regulating
Global Impact of DNA Methylation on Alternative Splicing. Cell Reports, 10: 1122-1134

York, 1. A., et al. (2002). The ER aminopeptidase ERAP1 enhances or limits antigen

presentation by trimming epitopes to 8-9 residues. Nature Immunol., 3: 1177-1184

Zardo, G., Ciolfi, A., Vian, L., Starnes, L. M., Billi, M., Racanicchi, S., Maresca, C., Fazi,
F., Travaglini, L., Noguera, N., et al. (2012). Polycoms and microRNA-223 regulate
human granulopoiesis by transcriptional control of target gene expression. Blood, 119:
4034-4046

Zeng, L., Zhou, M. M. (2002). Bromodomain: an acetyl-lysine binding domain. FEBS
Letters, 513: 124-128

Zhang, G., et al. (2015). N6-Methyladenine DNA Modification in Drosophila. Cell, Vol.
161: 893-906

Zhao, J., Sun, B. K., Erwin, J. A., Song, J. J., Lee, J. T. (2008) Polycomb proteins targeted
by a short repeat RNA to the mouse X chromosome. Science, 322: 750-756

Zhou, W., Zhu, P., Wang, J., Pascual, G., Ohgi, K. A., Lozach, J., Glass, C. K., Rosengeld,
M. G. (2008). Histone H2A monoubiquitination represses transcription by inhibiting RNA

polymerase Il transcriptional elongation. Mol. Cell, 29: 69-80

97



Zhu, J. K. (2009). Active DNA demethylation mediated by DNA gylcosylases. Annual
Review of Genetics, 43: 143-166

98



