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Abstrakt

Uvod: Diabetes 1. typu (T1D) je autoimunitni onemocnéni, kdy buriky vlastniho imunitniho
systému napadaji B-bunky pankreatu. Tim Ze dojde k destrukci B-bunék, tak nedojde k
tvorbé inzulinu, ktery slouzi ke snizovani hladin cukru v krvi. Jednd se o komplexni
onemocnéni, kdy na jeho patogenezi se Ucastni jak genetické faktory tak i vnéjsi prostredi.
Navic v poslednich letech narlsta pocet jedincl s T1D na celé planeté.

Cile: Cilem této diplomové prace je zjistit zda lze vyuZit expresni profil kandidatnich gent
BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A a TXNDC5, které se urcitym zpUsobem podileji na vyvoji bunék
imunitniho systému nebo tvorbé inzulinu, za ucelem predikce onemocnéni T1D. DalSim
cilem je porovnat expresi kandidatnich genl mezi détmi (prvni zachyt onemocnéni) a
dospélymi (dlouhodobéjsi projev T1D). Poslednim cilem je porovnat expresi jednotlivych
kandidatnich genl u jedincd s rizikovymi HLA alely DR04, DR03, DQA*05:01 a DQB*0302.
Metody: Z krve pacientd s T1D a ZK byla izolovdna DNA a RNA. Ziskana DNA byla vyuZita
k HLA genotypizaci. RNA byla po izolaci prepsana do cDNA pomoci reverzni transkripce a
poté pouZita na real-time PCR pro zjisténi relativni Urovné exprese mRNA kandidatnich genu.
Zavér: Byly pozorované signifikantni rozdily v expresi genii BACH2, CDC20 a TXNDC5 mezi
nemocnymi détmi a nemocnymi dospélymi. Je to zfejmé dano odliSnou expresi pred a po
|é¢bé inzulinem. Ddle byly zjistény signifikantni rozdily v expresi genu BACH2 u jedincu
nesoucich rizikové alely HLA DR0O3 a DQA1*05:01, (druhy nejfrekventovanéjsi haplotyp ve
studii ) a vyznamné rozdily v expresi genu IGLL3P u osob s haplotypem DR04-DQB1*03:02

(nejfrekventovanéjsi haplotyp ve studii).

Klicova slova: Diabetes 1. typu, predikce, BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A, TXNDC5, HLA

haplotypy



Abstract

Background: Type of 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease in which the cells of
immune system attack the B-cells of pancreas. Consequently, destroyed [B-cells do not
produce insulin to reduce blood sugar levels. This disease is very complex, the pathogenesis
is contributed by both genetic factors and environmental factors. In recent years, the
number of individuals with T1D is increasing worldwide.

Aims: The aim of this thesis was to investigate whether it is possible to predict T1D based on
the expression profile of BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A and TXNDC5 genes , which are
involved in the development of immune system cells and insulin production. Another aim
was to compare the expression of selected genes in children, in which the first detection of
the disease may be done, and adults who suffer from prolonged T1D. The final goal was to
compare the expression of individual selected genes in the HLA risk alleles DRO4, DRO3,
DQA*05:01 a DQB*03:02.

Methods: The DNA and RNA of patients with T1D and healthy individuals was isolated from
blood. DNA was used to HLA genotyped. Isolated RNA was reverse transcribed into cDNA
and then used in real-time PCR to determine the relative levels of gene expression.
Conclusion: Significant results were obtained when the expression of BACH2, CDC20 and
TXNDC5 genes was compared between T1D children and T1D adults. It is probably because
of different expression before and after treatment with insulin. Significant differences were
further recorded with BACH2 expression in the individuals harboring risk HLA alleles DR0O3
and DQA1*05:01 (the second most frequent haplotype in the study) and IGLL3P expression
in the DRO4 and DQB1*03:02 individuals (the most frequently haplotype in the study).

Key words: Type of 1 diabetes, prediction, BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A, TXNDC5, HLA

haplotype
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Literarni uvod

Diabetes mellitus je klasifikovan do 4 zakladnich typU: diabetes mellitus 1. typu (T1D),
diabetes mellitus 2. typu (T2D), ostatni specifické typy diabetu a gestacni diabetes mellitus.

Podle statistik organizace WHO (World Heald Organization, Svétova zdravotnicka
organizace) v roce 2014 bylo zjisténo, Ze 9 % dospélych starsich 18 let trpi diabetem, v roce
2012 bylo odhadnuto, Ze 1,5 miliénu umrti zpUsobil diabetes a Ze zdrava strava, pravidelna
fyzicka aktivita, udrzovani normalni télesné hmotnosti a omezeni uzivani tabaku mze
zabranit nebo oddalit nastup diabetu 2. typu (WHO, [online]).

Diabetes 1. typu (T1D) je chronické multifaktoridlni autoimunitni onemocnéni, kdy
dochazi k destrukci endokrinnich B-bunék Langerhansovych ostrivk( pankreatu, které
produkuji inzulin. Imunitni systém, bunécného i protilatkového typu, zane reagovat a nicit
vlastni bunky téla. Absolutni nedostatek inzulinu vede k tomu, Ze se zvysi hladina glukdzy
v krvi (hyperglykémie) a posléze dojde k prekroceni prahu v ledvinach a glukdéza se dostane
do moce (glykosurie). Idedlni hladina glukdzy v krvi na lacno je 4 az 5 mmol/I, lehce zvysena
hladina je 5,6 az 7 mmol/l a pfi hladiné glukézy nad 7 mmol/I je diagnostikovan T1D.

Patogeneze T1D zahrnuje komplexni souhru genetickych a environmentalnich
faktord. Manifestace onemocnéni je provazena nizkou hladinou cirkulujiciho inzulinu v krvi,
vysokymi hyperglykémiemi a subjektivnimi potizemi jako je polydipsie (nadmérna zizen),
polyurie (vyluovani vice nez 150 % obvyklého objemu moci za ¢asovou jednotku v zavislosti
na pfijmu potravin), Unava a hubnuti. Prvnim pfiznakem onemocnéni mlze byt ketoaciddza
(vysoka koncentrace ketoldtek v téle), kterd nastava pri nedostatku glukdézy ve tkanich.
Markery imunitni destrukce B-bunék zahrnuji sérové autoprotilatky proti inzulinu, GAD65
(glutamic acid decarboxylase, dekarboxylaze kyseliny glutamové) a tyrozin-fosfataze (/A-2).

T1D se objevuje v détstvi, kdy je jednim z nejc¢astéjSich onemocnéni, ale i v obdobi
dospivani. Pokud se T1D projevi v pozdéjsim véku, je nazyvan LADA (latent autoimmune
diabetes in adults). Jednd se o pomalu progresujici autoimunitni diabetes s postupnym
zanikem sekrece inzulinu. PostiZzeni pacienti byvaji ¢asto diagnostikovany jako T2D, kvl
manifestaci az v dospélém véku a lécby bez inzulinu. LADA je charakterizovan nastupem po
30. roce, absenci ketoaciddzy, inzulinovou nezavislosti po dobu alesporn 6 mésich a

pritomnosti cirkulujicich protilatek GADA (glutamic acid decarboxylase



antibody), (Fourlanos et al., 2005). Odliseni pacientl s LADA od pacient s T1D je na zakladé
doby nasazeni lécby inzulinem, kdy pacienti s T1D vyZzaduji inzulin hned od doby stanoveni
diagnozy.

Bylo zjisténo, Ze podskupiny autoimunitniho diabetu maji c¢astecné odlisné
imunogenetické predispozice. U pacientll s LADA byla zjiSténa jako predispozi¢ni HLA alela
DRB1*03, u jedinct s T1D je rizikova alela DRB1*04, ktera je ve vazebné nerovnovaze s
DQB1*03:02 (Cerné et al., 2007).

Ani u diabetes 2. typu (T2D) nejsou jednoznacné vysvétleny vSechny etiopatologické
aspekty. Jde o chronické komplexni onemocnéni, kdy hlavnimi rizikovymi faktory jsou
pohybova neaktivita, vysokotucna strava, vék nad 45, alkoholismus, BMI (body mass index,
index télesné hmotnosti) nad 27, centrdlni typ obezity a vyskyt T2D v rodinné anamnéze.
Pricinou onemocnéni je rezistence vuci pUsobeni inzulinu a nedostatecnd odpovéd
inzulinové sekrece. Jde o formu diabetu, ktera se vyskytuje u 90 - 95 % pacient( s diabetem.
Vétsina pacientl je obéznich a obezita zplsobuje urcity stupen inzulinové rezistence.
Hyperglykémie se u téchto pacientl vyviji postupné a na nizsim stupni, proto muize byt delsi
dobu u pacientl nediagnostikovdna. Pacienti s T2D maji vysoké riziko rozvoje vaskuldrnich
komplikaci (Chen et al., 2015; Rigato et al., 2015). Inzulinova rezistence se muze zlepsit
snizenim télesné hmotnosti.

Byl prokazan mirné pfriznivy vliv pfijmu ovsa, ktery ma vysoky obsah rozpustné
vlakniny, beta-glukanu a nékterych stopovych prvkl jako je hofcik, na kontrolu glykémie a
lipidového profilu u pacientli s T2D. S pfijmem ovsa je spojeno i mirné snizeni télesné

hmotnosti a BMI, ale je nutné presné vazeni spotreby ovsa u jednotlivcl (Hou et al., 2015).

V poslednich letech bylo zjisténo, Ze v pramyslové vyspélych zemich se zvySuje vyskyt
autoimunitnich onemocnénich jako je T1D. To naznacuje, Ze jen genetickd predispozice
nestaci, ale ma zde také duleZitou roli environmentalni prostfedi. Vnéjsi prostiedi muze
pusobit jako spousté¢ onemocnéni. Prikladem muze byt zneciSténé ovzdusi, stres, virové a
bakteridlni onemocnéni a Spatny Zivotni styl. Vyskyt T1D u déti se neustale zvysuje.

V minulych letech byla zhotovena studie, kterd zjistovala narlst T1D u evropskych

déti v obdobi 1989 - 2003. Bylo zjisténo, Ze narUst byl o0 3,9 % a na zakladé téchto udajl byla
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pfedlozena hypotéza, Ze mezi roky 2005 a 2020 se vyskyt u déti v Evropé
zdvojnasobi (Patterson et al., 2009). V roce 2015 byl proveden odhad jedincll s diabetickym
onemocnénim pro evropskou populaci. Nejnizsi prevalence, pod 5 %, je ve Velké Britanii,

Irsku a Svédsku, viz obrazek €. 1.

Odhad komparativni prevalence diabetu v % (vék 20 - 79), rok 2015

Odhad prevalence
diabetu v % v zavislosti na
véku (20 - 79) a pohlavi

B Mufi

. = Zeny
» .
. 20
15
: z 10
- .

20-29 30-39 40-49 50-59 40-49 70-79

Obrazek ¢. 1: Odhad vyskytu diabetu v % v evropské populaci a odhad prevalence diabetu v

vy

az fialovy odstin, tim vyssi prevalence diabetu v Evropé. Ve sloupcovém grafu je vidét se zvySujicim vékem
zvysujici se riziko onemocnéni diabetu. Muzi maji ¢astéjsi vyskyt neZ Zeny i se zvysujicim se vékem.

(Upraveno podle International Diabetes Federation [online]).

V rdmci statistického zjistovani v roce 2013 bylo zjisténo, 7e v Ceské republice nardsta pocet
lidi s diagnostikovanym diabetem, jak je vidét v tabulce ¢. 1. Celkovy pocet pacientl s

diabetem v Ceské republice bylo 861 647, T1D mélo 58 901 pacientl a T2D mélo 789 900

pacientQ.

Diabetes Primérni diabetes mellitus Sekundarni Porucha

mellitus - diabetes mellitus glukdzove

celkem l. typu 1. typu tolerance

potet poiet pocet potet pocet

Pohlavi  pacienti  pacienti Y pacientt Y pacientt % pacient
MuZi 411 968 20798 7.2 3751563 911 7017 1.7 294991
Zeny 440 679 29103 6.5 414 747 g22 5829 13 35 278
Celkem 861 647 58 901 6,8 789 900 91,7 12 846 1,5 65 269
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Tabulka &. 1 — Poéet diabetik(i v €eské republice (upraveno podle Ustavu zdravotnickych informaci a statistik

CR [online]).

V posledni dobé je mnoho vyzkum( ohledné IéCby autoimunitnich chorob véetné
T1D. Jelikoz B-bunky pankreatu, zniCené imunitnim systémem, neprodukuji inzulin, zakladni
|éCba T1D je injekéni podani inzulinu. Obvykle se aplikuje podkozné, do svalu.

Pokud pacient nedokdaze zlepsit svou glykémii, doporucuje se aplikovat inzulinovou
pumpu. Inzulinovd pumpa je malé elektronické zarizeni, které muiZe pomoci vérnéji
napodobit sekreci inzulinu z pankreatu. Kontinudlni podkozni inzulinova infuze nahrazuje
potfebu castého podani injekci. Pumpa neustale dodava do téla presné mnoizstvi inzulinu
odpovidajici potfebam organizmu. V 70. letech 20. stoleti byly prvni experimenty s
inzulinovou pumpu. Cilem bylo dosdhnout dlouhodobégjsi obdobi, kdy by se udrzela glykémie
priblizné v normé (Pickup et al., 1978). V Ceské republice probéhlo v roce 2014 monitorovani
diabetickych pacient(l 1é¢enych inzulinovou pumpu. Bylo zjisténo, Ze pacienti s pumpou si
pomérné cCasto kontroluji glykovany hemoglobin a primérné si méri glykémii 2 az 3 krat
denné (Rusavy et al., 2015). Inzulinové pumpy jsou pouzivany jak u déti, tak u dospivajicich s
T1D (Sherr et al., 2016).

Jednou z |é¢ebnych moZnosti u pacientl s tézkym prabéhem choroby a komplikacemi
je transplantace celého pankreatu nebo jen samostatnych Langerhansovych ostravkd.
Transplantace celého pankreatu je sice narocnéjsi kvuli operaci, moznym komplikacim a
sloZzitému uchyceni nového pankreatu, za to Uspésnéjsi neZ transplantace samostatnych
Langerhansovych ostravk(, kdy pacient se nemusi definitivné zbavit injekéniho podavani
inzulinu. V Ceské republice probiha intenzivni vyzkum v Institutu klinické a experimentalni
mediciny, IKEM, (Girman and Saudek, 2011). U pacientd s dlouhodobé zvysenou glykémii
muze dojit k rozvoji chronického onemocnéni ledvin, diabetické nefropatie, a ke konecnému
selhani ledvin. U téchto pacientl se transplantuji kromé pankreatu i ledviny. Je to technicky
narocny postup, ktery je spojen s komplikacemi, ale je povaZovan za lepsi variantu nez
celozivotni dialyza (Chan et al., 2016).

Soucasnym standardem je transplantace Langerhansovych ostrivk( (obrazek €. 2,
krok 1). Langerhansovy ostrivky s B-bunikami (Cervené buriky) jsou cistény a izolovany z

mrtvého pankreatu (Shapiro et al., 2000) a dany do jater pacienta prostfednictvim infuze
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pres portalni Zilu. Strategie, kdy dojde k dediferenciaci bunék ostrivk( do progenitor
podobnych bunék s naslednou proliferaci a rediferenciaci, stejné jako replikace B-bunék
(obrazek €. 2, krok 2), jsou v soucasné dobé studovany pred transplantaci. Neostrivkova
frakce obsahuje vice subpopulaci, které podléhaji konverzi na B-bunky. Prikladem jsou
acinarni (tmavé zelené bunky) nebo duktualni buriky (tmavé modré buriky), (obrazek €. 2,
krok 3). Progenitor podobné bunky pfitomné v exokrinnim prostoru (Zluté bunky) by mohly
byt in vitro namnoZeny k transplantaci (obrazek €. 2, krok 4). NejrozvinutéjSim alternativnim
zdrojem novych B-bunék pankreatu jsou lidské embryonalni kmenové bunky (svétle zelené
burniky), hEScs (human embryonic stem cells). Existuji slibné klinické studie zkoumajici
kmenové bunky, které se méni v bunky produkujici inzulin (Kroon et al.,, 2008;

Pagliuca et al., 2014; Rezania et al., 2014), coz by mohla byt revolu¢ni zména v lé¢bé T1D.

Legenda:

® B-buiky

© Duktualni bunky

@ Acinarni bufky

* Progenitor podobné bunky

- hESc {lidské embryonalni kmenové bunky) r\\‘*—\-‘m
- derinované pankreatickymi progenitorovymi \\\q‘”:‘i&‘:jt‘:d\,‘
buiikami ﬁ-"_\ slinivka
@® hESc - derivované B podobnymi bufikami / {91/ \
Langerhhansovy ostrivky Neostrivkova frakce

hESc

Trends in Endocrinology & Metabolism

Obrazek ¢. 2 : Grafické znazornéni potencidlni bunécné terapie vymény B-bunék (Upraveno podle

Dominguez-Bendala et al., 2016).

Védci se rovnéZ snaZi vynalézt nové zplsoby aplikace inzulinu do téla. Mezi nové
trendy pro systém aplikatoru inzulinu bez jehly patfi inzulinovy inhalatory

(Kugler et al., 2015), ustni sprej (Modi et al., 2002), transdermalni inzulin (Park et al., 2008) a
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oralni aplikace inzulinu, kdy je nutno prekonat jeho destrukci kyselym prostfedim Zaludku.

Zatim je nejCastéjsi metodou podani inzulinu injekéni aplikator.

T1D je dédicné onemocnéni, na kterém se podili vice gend, je to tedy polygenni
charakter dédi¢nosti. Dany jedinec mUze mit genetickou predispozici k rozvoji T1D, ale pouze
genetika nemusi mit za ndasledek manifestaci onemocnéni. Genetické faktory mohou za
rozvoj T1D priblizné z 50 %, zbytek se podili zevni faktory prostredi. Patfi tedy mezi choroby
s multifaktorialni dédi¢nosti. Manifestace T1D je v nasledujici posloupnosti déja:

1. plsobeni neznamého faktoru vnéjsiho prostredi u geneticky rizikového jedince,

2. chybna odpovéd imunitniho systému na faktor vnéjsiho prostredi,

3. postupna destrukce vlastnich pankreatickych bunék burikami imunitniho systému,

4. pokles tvorby inzulinu aZ Uplna ztrata.

Vyznamny je familiarni vyskyt T1D s primérnym rizikem prevalence u sourozencu
7 %, dité diabetika ma 6% Sanci na projev T1D ve srovnani s béZnou populaci, kdy je riziko
0,4 %. Pokud jsou sourozenci a jeden z nich ma T1D, tak je u druhého asi 15 krat vétsi
pravdépodobnost vzniku T1D neZ u jednotlivell z obecné populace. Geneticka citlivost u
rodinnych ¢len(i je zavisld na stupni genetické podobnosti s probandem. Riziko T1D
v rodinach ma nelinearni korelaci s poctem alel sdilenych s probandem. Nejvyssi riziko maji
monozygotni dvojcata (sdileji 100 % alel), poté jsou jedinci prvniho (sdileni 50 % alel) a

druhého (sdileni 25 % alel) stupné p¥ibuznosti (Cernd, 2008; Tandon, 2015).

1.4.1 Genetické faktory
Genetické faktory jsou studovdny v celosvétovych studiich v riznych etnikach, kdy

jsou porovnavani diabeticti pacienti se zdravymi kontrolami. Riziko dédi¢nosti T1D mezi
pfibuznymi jedinci stoupa oproti dédi¢nosti jednotlivct v populaci. Nejvyznamnéjsi asociaci
s TID maji geny hlavniho histokompatibilniho komplexu, MHC (Major histocompatibility
complex) molekuly II. tfidy. U ¢lovéka se tento systém nazyvd HLA (Human leukocyte
antigens, lidské leukocytarni antigeny) a je lokalizovany na chromozému 6, v oblasti 6p21

(obrazek ¢. 3).
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Chromozom 6 6p21.3

HLA region (-4 Mb)

Trida Il Trida Il Trida | |

DOQB1 DRE1 DRA |
TAP2Z DoA1 DRB3/4/S |

—H

MICB MICA B C E A G F

KLIC: o HLA geny tFidy |
O HLA geny tFidy Il
8 MNon-HLA geny

Obrazek €. 3: Oblast HLA gent na chromozédmu 6. HLA oblast je rozdélena do tfi tFid: I. tfida, Il. tfida a
lll. tfida. Geny |. tridy a Il. tfidy kéduji transmembranové molekuly, které se Gcastni imunitniho rozpoznavani.
Geny HLA . tfidy kéduji tézky alfa fetézec gent HLA-A, HLA-B, HLA-C. Geny HLA II. tfidy kdduji heterodimerické
proteiny skladajici se z alfa a beta fetézcli. Molekuly HLA II. tfidy jsou exprimovany na antigen prezentujicich
bunkach (dendritické buriky, makrofagy, B lymfocyty) a na burikach aktivovanych interferonem gama. Mezi
molekuly HLA II. tfidy patti HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP a jejich hlavni funkci je prezentovat antigenni peptidy
CD4+ T-lymfocytdm. (Upraveno podle Cernd, 2008).

Hlavni genetické markery T1D jsou HLA alely geni DQB1 a DQA1 s pfispénim alel
genu DRB1. Bylo ovéreno studiemi, Ze DQB1*03:02 je nejsilnéji asociovana alela s T1D.
Heterozygotni kombinace haplotypu DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 a
DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 vysoce zvy$uji riziko T1D (Cernd, 2008). Naopak
vyznamné protektivni je HLA alela DQB1*06:02, kterd je dominantni v0i¢i vSem

predispozi¢nim aleldm (Pugliese et al., 1995).
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1.4.2 Vnéjsi faktory prostredi
Podrobna etiopatogeneze T1D je zatim stdle nejasna. Moiné potencialni faktory

vnéjsiho prostfedi mohou byt kojenecka a détska strava, hygienicka hypotéza a infekce.
Relativni prinos vnéjsich faktord zatim neni stoprocentné presvédcivy.

Pomoci hygienické hypotézy byl nejprve vysvétlen vznik alergicky nemoci a astmatu
(Strachan, 1989). Pozdéji byla rozsitena na vznik autoimunitnich chorob v primyslové
vyspélych zemich. Klicem je zlepseni hygieny a lékarského vzdélani, kdy ¢lovék se snazi zZit v
co nejcistéjsim prostredi a malo pfijde do styku s rdznymi virovymi i bakterialnimi infekcemi.
To ma za nasledek, Ze bunky imunitniho systému nemohou reagovat proti urcéitym
mikroorganizm(m, jelikoZ nebyly jimi dostate¢né vystaveny.

Mezi dalsi potencialni spousté¢ autoimunitnich chorob patfi viry, které obsahuji
molekuldrni mimikry s rGznymi lidskymi antigeny a tim umoZznuji zkfizenou reakci imunitniho
systému. Zatim ale vztah mezi virovym onemocnéni a zahdjenim T1D je nepfimy. Prikladem
muze byt cytomegalovirova infekce (Pak et al., 1988), retroviry (Conrad et al., 1997), virus
encefalomyokarditidy (Craighead and Mclane, 1968) a rotaviry, které u déti nejcastéji
zpUsobuji gastroenteritidu (Honeyman et al., 2000). VSechny byly detekovany u pacientt
s T1D a maji afinitu k B-bufikam pankreatu.

Doba kojeni se také ukazala jako jeden z moinych faktord zpUsobujici rozvoj T1D.
Zfejmé to je proto, Ze matefské mléko stimuluje funkci B-bunék a poskytuje imunitni
podporu prostrednictvim protilatek a imunokompetentnich bunék (Juto, 1985). U vysoce

rizikovych déti, rostouci doba kojeni mGze snizit riziko rozvoje T1D (Hall et al., 2015).

Vznik T1D je velice komplexni. Podle ¢lanku Risk of type 1 diabetes progression in islet
autoantibody-positive children can be futher stratified using expression patterns of multiple
genes implicated in peripheral blood lymphocyte activation and function (Riziko progrese
diabetu 1. typu u autoprotilatek-pozitivnich déti mohou byt ddle pouzity pomoci expresnich
vzorl mnoha genl podilejicich se na aktivaci a funkci lymfocytl v periferni krvi) od Y. Jin a
kolektivu z roku 2014 vsak mliZeme povaZovat expresi nékterych gend za korelujici s T1D.
Jsou to geny TXNDC5, CDC20, IGLL3, EIF3A, BACH2, LHPP, ETS2, TMEM91, RNF167, ATP6V1F,
ANKRDY, CHCHD5, DOCKS, ESAM, F5, HP, ITGB5, KHDRBS1, LY6G6F, MAP2K1, NFE2, PLD3,
PRDX5, TRAPPC5, TSC1, TSPAN33, UBP1. Ztoho 3 geny, BACH2, TXNDC5 a CDC20, maji
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vysoké HR (hazard ration = pomér rizika), 3,9, 3,3 a 2,8, a signifikantni P hodnotu (P < 0,05).
Dalsi 2 geny, IGLL3 a EIF3A, maiji stredni HR, 2,6 a 2,3, a marginalni P hodnotu (P = 0,06 a
P =0,07). U ostatnich 22 kandidatnich gen( nebyly nalezeny signifikantni P hodnoty (P > 0,1)

a byl detekovan nekonzistentni HR, viz tabulka €. 2 (Jin et al., 2014).

RT-PCR
Gen HR (95% CI} P hodnota
TXNDCS 330 (1.17-8.32) 1.BOE-02
cocao 2.82 [1.04-7 67) 3 46E-02
IGLL3 264 (0.84-7.42) 5.54E-02
EIF34 2.37 (0.90-6.28) 7.37E-02
BACH2 3.4 (1.98-11.21) 5.71E-03
LHEP 0.84 (0.33-2.15) 7.17E-01
ETsZ 0.54 (021-1.41) 2.02E-01
TMENMST 0.63 (0.24=1.63) 3.34E-01
RNE167 0.83 (0.33-2.10) B.95E-01
ATPEVIE 0.65 (0.25-1.69) 3.77E-01
ANKRDS 2.56 (0.90-731) 6.81E-02
CHCHDS 1.55 (0.59-4.07) 3.72E-01
poCKs 061 (0.24-1.59) 3.10E-01
ESAM 0.85 (0.33-2_14) 7 24E-01
F5 0.49 (0.18-1.30) 1.43E-01
HP 1.20 {0.40-3.51) 7.36E-01
ITGES 0.64 (0.25-1.65) 3.51E-01
KHDRBST 1.61 (0.62—4.15) 3 21E-01
LYSGEF 1.23 (0.46-3.23) B.81E-01
MAPZKT 1.99 ([0.54-3.51) 4 91E-01
NEEZ 0.58 (0.23-1.49) 2 53E-01
PLOZ 1.56 (0.60-4.03) 3,60E-01
PROXS 1.62 (0.62=4.20) 3.17E-01
TRAFFCS 1.64 (0.62-4.33) 3.13E-01
TSCY 1.49 (0.58-3.81) 3. 98E-01
TSPAN33 1.10 {0.43-2.79) B.44E-01
uBet 1.04 (0.41-2.62) 8.33E-01

Tabulka €. 2: Vysledné hodnoty HR a P hodnota z RT-PCR pro kandidatni geny (Upraveno podle Jin et al.,
2014)

Je znamo, Ze u komplexnich onemocnéni prediktivni sila pomoci vice genl je
vyznamnéjsi nez pouze prediktivni sila jednoho genu. V poslednich letech se objevuji
celogenomové asociacni studie, které identifikovaly mnoho lokusl lidského genomu
spojenych s rizikem T1D (Barrett et al., 2009; Bergholdt et al., 2012).

V této diplomové praci se zamérime na expresi genli TXNDC5, CDC20, IGLL3, EIF3A a
BACH2 u pacientl sT1D jiz dlouhodobé diagnostikovanym a u détskych pacient s nové

diagnostikovanym T1D.
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1.5.1 Gen TXNCD5
Jednim z kandidatnich gen( hrajici roli v progresi T1D je TXNCD5, také znamy jako

ERp46. Tento gen je umistén na chromozému 6, 6p24.3. Gen kéduje disulfid izomerazy, které
se nachazeji vendoplazmatickém retikulu (Knoblach et al.,, 2003) a jeho exprese je
indukovdna hypoxii, takze jeho role mlize byt v ochrané hypoxickych bunék pred apoptdzou
(Sullivan et al., 2003).

Ukazalo se, Ze ERp46 je vysoce exprimovan v pankreatickych bunkach. Jeho exprese
je korelovana s pankreatickou glukézovou toxicitou B-bunék a muize byt zapojen do tvorby
inzulinu na posttranslacni urovni (Alberti et al., 2009). Tato zjiSténi ukazuji na moznou roli
v metabolickych onemocnéni a u diabetu (Chen et al., 2012).

Gen TXNCD5 se uplatiuje i u dalSich chorob. Prikladem jsou studie exprese TXNCD5
v raznych typech nadorl. Zvysend exprese tohoto genu, kterd nemusi byt zavisla na hypoxii,
byla zjiSténa u nadorovych bunék plic a tlustého stfeva (Vincent et al., 2011). Ddle se
ukazalo, Ze je zvySend exprese u nadorovych bunék délozniho ¢ipku, délohy, Zaludku a plic
(Sullivan et al., 2003). V dalsich experimentech bylo prokazano, Ze TXNCD5 podporuje rlst a
proliferaci bunék Zaludku a navic muiZe zvySit invazi nadorovych bunék Zaludku
(Zhang et al., 2010). Nedavno vysla studie, kde byla poprvé prokazana zvySena exprese
TXNCD5 u karcinomu ledvin (Duivenvoorden et al., 2014). Nemalou roli ma tento gen i u
revmatoidni artritidy, kdy jeho zvySenou expresi se zvySuje i riziko vzniku revmatoidni

artritidy (Chang et al., 2011; Wang et al., 2013).

1.5.2 Gen CDC20
Gen CDC20 (cell division cycle 20), také znam jako p55CDC, je lokalizovdn na

chromozomu 1, 1p34.1. Zda se, Ze pUlsobi jako regulacni protein interagujici s nékolika
dalsimi proteiny v rGznych bodech bunééného cyklu. Je dlleZity v procesech zavislych na
mikrotubulech, pfi pohybu jadra pred anafazi (Fang et al., 1998) a pfi separaci chromozomd.

Tento gen muze souviset nejen s T1D (Jin et al.,, 2014), ale i s chromozomalni
nestabilitou u pacientd s myelodysplastickym syndromem (Genga et al., 2015), s aneuploidii
u nadorovych bunék délozniho Cipku (Kim et al., 2014), pii progresi u hepatocelularniho

karcinomu (Li et al., 2014) a v dalSich typech rakovin.
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1.5.3 Gen IGLL3
IGLL3 (immunoglobulin lambda-like polypeptide 3) je pseudogen umistény na

chromozomu 22, 22q11.23, ktery je exprimovan v pre-B-burikach a podili se na jejich vyvoji

(Bauer et al., 1993).

1.5.4 Gen EIF3A
EIF3A (eukaryoticky translacni iniciacni faktor 3 podjednotka A) je gen lokalizovany na

chromozdomu 10, 10g26.11. Co se tyCe funkce jeho proteinu pfi T1D, tak zatim neni tolik
studii, kolik by bylo tfeba. Bylo zjisténo, Ze gen kddujici jinou podjednotku, a to EIF3E, mlze
hrat roli u napétové fizenych Ca’" kanald B-bunék. Tim, Ze dojde k umliceni EIF3E, je naruSena
vapnikovd vyména v bufice a dochdzi k zvydeni intraceluldrniho Ca*. To naruduje
homeostazu vapniku B-bunék a mdze mit vliv na jejich funkci a produkci inzulinu u T2D
(Buda et al., 2013).

Vzhledem k jinym chorobdm je Iépe ovéren, prevazné u rliznych typl rakovin. Zjistilo
se, Ze koreluje s nasofaryngedlnim karcinomem, kde ma duleZitou roli pfi nukleotidové

excizni opravé pfi potlaceni proteinl potfebnych k excizni opravé (Liu et al., 2011).

1.5.5 Gen BACH2
Gen BACH2 (basic leucine zipper transcription factor 2) je umistén na

chromozému 6, 6915, a je vysoce exprimovan v lidskych B-lymfocytarnich liniich
(Sasaki et al., 2000). BACH2 pusobi jako transkripéni faktor, ktery vykondva svou funkci
v imunitnim systému. Pfikladem muZe byt represe tohoto faktoru, kterd se podili na
predispozici IgG1 pamétovych bunék se diferencovat v plazmatické buriky (Kometani et al.,
2013) nebo se podili negativni selekci klonl pre-B lymfocytl (Swaminathan et al., 2013).
V posledni dobé probéhlo nékolik asocia¢nich studii, ve kterych je gen BACH2 popsan ve
vztahu k T1D (Cooper et al., 2008; Grant et al., 2009). Bylo pozorovano, ze BACHZ2 je
regulovany prozanétlivymi cytokiny a jeho inhibici specifickymi siRNA se zvySuje vnimavost
pankreatickych B-bunék na apoptdzu indukovanou cytokiny. To naznacuje, Ze BACH2 muze
podporovat nebo inhibovat apoptdzu specifickym zplsobem (Marroqui et al., 2014).

| tento gen souvisi s vice nemocemi, nez jenom s T1D. V neddvné studii byla zjisténa
redukce transkriptl genu BACH2 v krevnich bunkach u pacientl s roztrousenou sklerézou,

coz omezuje diferenciaci T lymfocytl (Perga et al., 2015). Jina studie prokazala, Ze exprese

19



genu BACH2 muze byt predikénim markrem pro pacienty s difuznim velkym B bunécnym

lymfomem (Ichikawa et al., 2014).
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2 Cile a hypotézy

JelikoZz T1D je komplexni autoimunitni onemocnéni a do dnesniho dne neni zcela
znamo co vsechno z vnéjsich a genetickych faktorli muze prispét k rozvoji onemocnéni, je
dilezité postupovat kricek po kricku. Tato diplomova prace se zabyva predikci T1D na
zakladé genové exprese péti kandidatnich genl. Mezi vybrané kandidatni geny patii BACH2,
CDC20, IGLL3, EIF3A a TXNDCS5, které se urcitym zplsobem podileji na rozvoji imunitniho
systému a nebo na tvorbé inzulinu. Tato studie byla kromé déti rozSifena i na dospélé
jedince, kde manifestace T1D je dlouhodob3d v porovnani studie, kterou vytvofil Y. Jin a spol.

(Jin etal., 2014).

Nase cile jsou:

1. Zjistit, zda genova exprese kandidatni geny BACH2, CDC20, IGLL3, EIF3A a TXNDC5 se
da povazZovat za vztahnout k predikci T1D,

2. porovnat exprese kandidatnich genl mezi détmi, kde je prvni zachyt onemocnéni, a
dospélymi, kde je jiz dlouhodobéjsi prdbéh onemocnéni,

3. zjistit, zda exprese kandidatnich gen( zavisi na jednotlivych haplotypech.
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3 Material a metody

Vysetfovany soubor pacient( s T1D tvofil 39 jedincd (probandd). Z toho bylo 15 Zen a
24 muzu. Nasledné byli rozdéleni dle véku, déti bylo 8 ve véku 2 - 15,9 let a dospélych 31 ve
véku 16 a vice. Krev pacientlim byla odebrana v nemocnici Kralovské Vinohrady.

PFfi zohlednovani kritéria zdravého jedince jsme vychazeli z vyplnéného dotazniku
osobni anamnézy. K porovnavani nam slouzili zdravi jedinci, kterych bylo 38. Z toho bylo 25
Zen a 13 muzd. Byli rozdéleni dle véku, déti bylo 8 ve véku 2 - 15,9 let, dospélych 30 ve véku
16 a vice.

Pocet jedinct a jsou zahrnuty v tabulce €. 3. Ucastnikm studie bylo odebrano
4 - 6 ml krve.VSichni pacienti nebo jejich zakonni zastupci a zdravi jedinci byli podrobné
seznameni s vyzkumem a podepsali informovany souhlas k pouziti DNA. Experimenty byly

schvaleny etickou komisi 3. LF UK (3. Iékarska fakulta Univerzity Karlovy).

Vékova kategorie Pocet jedinctis T1D Pocet zdravych kontrol
Déti (2 - 15,9 let) 8 8
Dospéli (16 - vice let) 31 30

Tabulka €. 3: Pocet tc€astnik( studie rozdélen na 2 vékové kategorie, déti a dospéli.

Autoklav Systec DE-23 (Systec)

Automatické pipety jednokanalové (0.1 -2, 2 - 20, 20 — 200, 100 — 1000) (Nichiryo)
Shaker&Incubator NB-205 QF (N-BIOTEK)

Centrifuga chlazenda Z 300 (Hermle)

Centrifuga MPW-51 (Mechanika Precyzyjna)

Elektroforetické vany (Sigma Aldrich)

Hlubokomrazici box U410 (New Brunswick)

Chladnicka ARC (Whirlpool)

Kamera Gel logic 1500 (Kodak)

Laminarni box Auramini (Bioair) a HERAsafe (Heraeus)
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Mikrovinna trouba (Zanussi)

Minicentrifuga Z 100 (Hermle)

Mraznicka (Whirlpool)

Plynovy kahan Schuett phoenix (Schuett-biotec)

PowerPac zdroj napéti pro elektroforézu (Bio-Rad)

Stolovy vortex (Scientific industries)

7000 Sequence Detection Software 1.2.3 (Applied Biosystems)
Termocycler CLI000TM (Bio-Rad) a LabCycler gradient (SensoQuest)
UV Transluminator MUVB20 (UltraLum)

Vahy digitalni 40SM-200A (Precisa)

NanoPhotometr TM PVC software 5.2.2.2 (Implen, Némecko)
Kodak Molecular Imaging software 5.0. (Kodak, Némecko)

GraphPad Prism 3.00 (GraphPad Software, USA)

Zde je uveden seznam pouZitych chemikalii, enzym0 a komercénich souprav a jejich
plavod. Veskeré pouzivané chemikalie dosahovaly analytického stupné Cistoty a dle potieby
byly certifikovany pro elektroforézu nebo molekularni biologii. Pro pripravu vsech roztokd
byla pouZita deionizovana voda. Pokud neni uvedeno jinak, byly komercni soupravy pouzité

v souladu s doporucenim vyrobce.

Izolace DNA vysolovaci metodou
RCLB (roztok pro lyzu erytrocyt() 5 mM MgCl, x 6 H,0 (Serva, Némecko)

320 mM sacharéza (Sigma Aldrich, USA)

1% Triton X-100 (Sigma Aldrich, USA)

12 mM Tris-HCI pH = 7,5 (Sigma Aldrich, USA)
WCLB (roztok pro lyzu leukocyt() 120 mM EDTA pH = 8 (Sigma Aldrich, USA)
Proteinasa K 30 U/mg (QIAGEN)

23



Izolace DNA kolonkovou metodou (QlAamp DNA Blood Mini Kit, QIAGEN, Némecko)
Buffer AL

Buffer AW1 (koncentrat, nafedén etanolem dle instrukci vyrobce)

Buffer AW2 (koncentrat, nafedén etanolem dle instrukci vyrobce)

Buffer AE

QIAGEN Protease

Protease Solvent (roztok na fedéni protedazy QIAGEN Protease)

PCR (Polymerazova fetézova reakce)
Taq Polymerasa 500 U, 5 U/ul (Fermentas, Kanada)

Master Mix bez Taq Polymerdzy (Genovision, USA)

HLA genotypizaéni kity (Olerup SSP™, USA)
Olerup SSP™ DR low resolution kit

Olerup SSP™ DQ low resolution kit

Olerup SSP™ DQB1*02

Olerup SSP™ DQB1*03

Olerup SSP™ DQB1*04

Olerup SSP™ DQB1*05

Olerup SSP™ DQB1*06

Olerup SSP™ DQA1

Elektroforeticka separace DNA

TBE pufr 890 mM Tris baze (Sigma Aldrich, USA)
890 mM kyselina borita (Amresco, USA)
20mM EDTA pH = 8,0 (Sigma Aldrich, USA)
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Izolace RNA (QlAamp RNA Blood Mini Kit, QIAGEN, USA)
Pufr EL

Pufr RLT (smichan s B-merkaptoetanolem dle pokyn( vyrobce)
Pufr RW1

Pufr RPE (smichan s 96% etanolem dle pokynU vyrobce)

Reverzni transkripce (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Biosystems, USA)

10x RT pufr

25x dNTP mix (100 mM)

10x RT ndahodné primery

MultiScribe reverzni transkriptdza

Real-time PCR (LifeTechnologies, USA)
Tagman Gene Expression Master Mix
Assay ID: Hs00426680_mH CDC20
Assay ID: Hs00222364 m1 BACH2
Assay ID: Hs01046710_m1 TXNDC5
Assay ID: Hs01025769 _m1 EIF3A
Assay ID: Hs03025896_sH IGLL3P

3.4.1 Obecné chemikalie
Agardza (Serva, Némecko)

CH3COOH (kyselina octova) (Lach-Ner, CR)

EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova), (Sigma Aldrich USA)
Etanol (96%, 70%) (FNKV, CR)

Etanol absolutni (100%) (Sigma Aldrich, USA)

GelRed (interkalacni Cinidlo) (Biotium, USA)

HCI (kyselina chlorovodikova) (Sigma Aldrich, USA)

NaCl (chlorid sodny) (Serva, Némecko)

NaOH (hydroxid sodny) (Penta, CR)

SDS (dodecylsulfat sodny) (Sigma Aldrich, USA)

Applied
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Tris baze (Carl Roth, Némecko)

Voda bez RNase, DNase (Sigma Aldrich, USA)

Od 39 pacientli s T1D byla odebrdna periferni krev do zkumavky s antikoagulacnim
¢inidlem EDTA. Z 1,5 ml krve byla izolovdana RNA za Ucelem stanoveni expresniho profilu
kandidatnich genu. Po ziskani RNA byla prepsana reverzni transkripci do cDNA. Zbytek krve
byl pouzit k izolaci DNA za ucelem HLA genotypizace. DNA byla izolovana kolonkovou i

vysolovaci metodou.

3.5.1 Izolace DNA vysolovaci metodou
Periferni krev byla odebrana do zkumavky s antikoagulacnim cinidlem EDTA. K izolaci

DNA byla pouzita modifikovana vysolovaci metoda dle Millera (Miller et al., 1988). Veskeré

centrifugacni kroky probéhly pfi teploté 20° C.

1. K0,5 ml nesrazlivé krve v ependorfce byl pfiddn 1 ml roztoku RCLB (dezintegrace
membrany erytrocyt(). Vzorky byly lehce protfepany obracenim po dobu 30 sekund,
nasledné inkubovany 5 minut pfi laboratorni teploté. Vzorky byly nasledné stoéeny
pfi 16 000 g po dobu 5 minut. Poté byl odstranén supernatant.

2. Ksedimentu bylo pfidano 1 ml dH,0. Poté byly vzorky centrifugovany pfi 18 000 g po
dobu 2 minut a ziskany supernatant odstranén. Promyti sedimentu bylo opakovano
jesté jednou pridanim 1 ml dH,0.

3. Ksedimentu bylo pfiddno 235 pl dH,O, 80 pl WCLB, 40 ul 10% SDS a
15 ul Proteinasy K.

4. Vzorky byly umistény do otaceciho rotatoru a inkubovany pfi teploté 55° C po dobu
30 minut. Poté ziskana smés byla zchlazena na laboratorni teplotu.

5. Ke vzorklm byl ptidan 120 pl roztoku 5M NaCl. Nasledné byly vzorky silné ru¢né
protfepany po dobu 15 sekund a centrifugovany pfi 16 000 g po dobu 6 minut.
Ziskany supernatant byl pfenesen do nové ependorfky.

6. Vzorky byly centrifugovany pfi 16 000 g po dobu 3 minut. Supernatant byl pfenesen

do nové ependorfky.
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7.

9.

10.

V ependorfce byl k supernatantu ptridan 1 ml vychlazeného absolutniho etanolu.
Vzorky byly nasledné inkubovany pfi teploté 4° C po dobu 20 minut pro vétsi
vytéZznost. Poté byly vzorky stoeny pfi 16 000 g po dobu 3 minut. Supernatant byl
odstranén.

K peleté byl pfidan 1 ml 70% etanolu a vzorky byly promichavdny na otacecim
rotatoru po dobu 3 minut. Poté byly vzorky centrifugovany pfi 16 000 g po dobu
3 minut. Supernatant byl odstranén. DNA byla vysuSovana v laminarnim boxu.

Po vysuseni byla DNA rozpusténa v 50 ul dH,0 a uschovana pfi teploté 4° C.

Koncentrace a Cistota byla méfena na spektrofotometru.

3.5.2 Izolace DNA kolonkovou metodou

1.
2.

© N o B~ W

10.

11.

12.

Na dno mikrocentrifugac¢ni zkumavky bylo napipetovano 20 ul QIAGEN Protedzu.

K proteaze bylo pridano 200 pl periferni krve.

Nasledné ke smési byl pfidan 200 pl Buffer AL a 15 sekund byla smés michana v ruce.
Smés byla inkubovana 20 - 30 minut pfi teploté 56° C.

Poté smés byla 30 sekund centrifugovana, aby byly odstranény kapicky z vicka.

Ke smési byl pfidan 200 pl 96% etanolu a poté 15 sekund byla smés michana v ruce.
Celd smés byla opatrné prenesena na kolonku bez potfisnéni okraju zkumavky.

Smés byla 1 minutu centrifugovana pfi 6000 g. Poté byl filtrat odstranén a kolonka
vloZzena do nové Cisté shérné zkumavky.

Do kolonky byl pfidan 500 ul Buffer AW1 a 1 minutu smés byla centrifugovana pfi
6000 g. Opét byl filtrat vyhozen a kolonka pfemisténa do nové sbérné zkumavky.

Do kolonky byl pfiddan 500 pl Buffer AW2 a smés byla centrifugovdna 3 minuty pfi
18000 g.

Filtrat byl vyhozen a kolonka premisténa do nové sbérné zkumavky. Do kolonky byla
pridana 200 pl PCR H,0.

Vzorek byl 1 minutu inkubovan pfi pokojové teploté a poté centrifugovan 1 minutu

pfi 6000 g.
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3.5.3 Stanoveni koncentrace a cistoty DNA
Kvalita a kvantita DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci nanofotometru

pfi vinové délce A 260 a 280 nm. Kontaminace DNA proteiny a RNA byla uréena porovnanim
absorbanci A260/A280 a A260/240 . Za Cistotu byla DNA povaZovana, pokud podil

absorbanci byl v doporuc¢eném rozmezi 1,8 — 2.

3.5.4 Genotypizace HLA
HLA genotypizace byla provadéna pomoci HLA Olerup SSP™ kitd (Genovision, USA),

které obsahuji sekvencné specifické primery pro amplifikaci alel HLA II. tfidy. Byla provadéna
HLA genotypizace u alel HLA DQA1, HLA DQB1, HLA DRB1 genu. V prvnim kroku s vyuZitim
HLA DQ low resolution kitu byly urceny sérologické skupiny HLA DQB1. Konkrétni podtypy
jednotlivych alel HLA DQB1 byly uréeny za poutZiti kit high resolution HLA DQB*02, 03, 04,
05, 06. Genotypizace HLA DRB1 byla urena pouze na urovni sérologické podskupiny a

nebyla jiz dale rozliSena.

1. Na ledé byly rozmrazeny komponenty PCR reakce a reakéni smés byla rozpipetovana
do mikrozkumavek po 10 pl. Reakéni smés pro jednu PCR reakci byla pfipravena
podle tabulky ¢. 4. Pocet reakci se liSil podle genotypizaéniho kitu
(min. 8 - max. 32 PCR reakci). Objem DNA vloZzeny do PCR reakce byl prepocitan na
koncentraci 30 ng/ul.

Slozka reakce Objem (pl)
Voda 5,166

PCR Master mix 3,15

DNA (c =30 ng/ul) 2,1

Taq Polymerdaza 0,084
Celkovy objem 10,5

Tabulka €. 4: Reakéni smés pro provedeni genotypizace HLA Il. tridy.

2. Po amplifikac¢ni reakci, podle tabulky €. 5, byly PCR produkty ovéreny elektroforézou

v 1,7% TBE agarézovém gelu.
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Reak¢ni krok Teplota (°C) Cas (s) Pocet opakovani

1. Pocatecni denaturace 94 120

2. Denaturace 94 10

3. Hybridizace a elongace 65 60

4. Opakovani kroku 2 a 3 9x
5. Denaturace 94 10

6. Hybridizace 61 50

7. Elongace 72 30

8. Opakovani kroku 5 az 7 19x

Tabulka €. 5: Teplotni program pro HLA genotypizaci.

3. Na agardzovy gel byl nanesen cely reakéni objem 10 pl.
4. Amplifikované HLA alely byly urceny dle interpretacnich tabulek daného HLA kitu od
Olerup SSP™.

3.5.5 Elektroforeticka separace DNA
Pro identifikaci a separaci jednotlivych fragmentl DNA byla pouZita horizontalni

elektroforéza (Thermo Scientific) v 1,7% TBE agardzovém gelu.

1. 1,7% agardzovy gel byl pfipraven z prislusného mnoZstvi agardzy a rozpustén v 1x
koncentrovaném TBE pufru (5,1 g agardzy smichano s 300 ml TBE pufru).

2. Heterogenni smés byla rozpusténa v mikrovinné troubé.

3. Po ochlazeni gelu na cca 60°C, bylo ke smési bylo pridano interkalacni barvivo GelRed
(2,5 ul na 100 ml TBE).

4. Nasledné byla smés nalita do elektroforetické vany a na gel byly umistény hiebeny.

5. Po ztuhnuti gelu byly hfebeny vynddany, vana byla naplnéna TBE pufrem a do jamek
byly naneseny vzorky.

6. Elektroforetickd separace DNA probihala za konstantniho napéti 170 V po dobu
45 - 50 minut.

7. Po elektroforetické separaci byly DNA fragmenty vizualizovany pomoci UV a gel byl

vyhozen.
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3.5.6 Izolace RNA z leukocyti z periferni krve

Celkova RNA byla izolovana z periferni krve ihned po obdrzeni krve. Veskeré

centrifugacni kroky probihaly pfi teploté 4°C. Izolace RNA byla provadéna pomoci QlAamp

RNA Blood Mini Kitu (QIAGEN, USA) podle postupu, ktery doporucuje vyrobce.

1.
2.

N oo v &

10.

11.

12.

13.

1 objem periferni krve byl smichan s 5 objemy EL pufru.

Vzorky byly inkubovany 10 az 15 minut na ledé. Béhem lyze erytrocytd byly vzorky
lehce michany v ruce, dokud zakalena suspenze nebyla prlsvitna.

Vzorky byly centrifugovany pfi 500 g po dobu 10 minut. ziskany supernatant byl
odstranén.

K peleté byly pridany 2 objemy EL pufru. Vzorky byly jemné resuspendovany pipetou.
Vzorky byly centrifugovany pfi 500 g po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén.

K peleté leukocytd bylo pridan 600 pl RLT pufr.

Lyzaty byly prepipetovany do QlAshredder kolonky umisténé ve 2ml sbérné
zkumavce a centrifugovany pfii 16 000 g po dobu 2 minut. QlAshredder kolonky byly
odstranény a lyzat byl ponechan.

K lyzatu bylo pfidano 600 ul 70% etanolu a vzorky byly promichany.

700 pl vzorku bylo prepipetovano do QlAamp kolonky umisténé ve 2ml sbérnych
zkumavkach a centrifugovany pfi 8 000 g po dobu 15 sekund. Vzhledem k tomu, Ze
objem lyzatu s etanolem byl vétsi nez 700 ul, zbyly aliquot byl naplfiovan na tu samou
kolonku a centrifugovdan jesté jednou pfi 8 000 g po dobu 15 sekund.

QlAamp kolonka byla umisténa v nové 2ml sbérné zkumavce. Na kolonku bylo
naneseno 700 ul RW1 pufru a vzorky byly centrifugovany pfi 8 000 g po dobu 15
sekund.

QlAamp kolonka byla prenesena do nové 2ml sbérné zkumavky. Na kolonku bylo
naneseno 500 ul RPE pufru a vzorky byly centrifugovédny pfi 8 000 g po dobu 15
sekund.

Na kolonky bylo napipetovano 500 ul RPE pufru a ndsledné byla stocena pfi 18 000 g
po dobu 3 minut.

Kolonka byla umisténa do nové 2ml sbérné zkumavky a stocena pfi 17 000 g po dobu

1 minuty. Kolonka byla prenesena do nové sbérné zkumavky a na stfed membrany
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kolonky bylo naneseno 33 ul Rnase-free vody. RNA byla eluovéna v centrifugaci pfi
12 000 g po dobu 1 minuty.
14. Koncentrace vyizolované RNA byla méfena nanofotometrem a ndsledné pouZita pro

reverzni transkripci a nebo skladovana pfi teploté -80° C.

3.5.7 Reverzni transkripce
Vyizolovana RNA byla prepisovana do cDNA pomoci High Capacity cDNA Reverse

Transcription Kitu (Applied Biosystems, USA). Jednotlivé reakéni kroky reverzni transkripce a

priprava RT reakéni smési byla provadéna na ledé.

1. RTreakéni smés byl namichan dle tabulky €. 6, viz niZe.

Slozka Objem (ul)
dH,0 4,2
10x RT pufr 2,0
25x dNTP mix 0,8
10x RT primery 2,0
MultiScribe reverzni transkriptaza 1,0

Tabulka €. 6: Reakéni smés pro reverzni transkripci.

2. Pripravena reakcéni smés byla promichana a bylo pridano tolik pul RNA, aby jeji celkové
mnozstvi v reakci odpovidalo 250 ng nebo 200 ng. Reakéni smés byla doplnéna dH,0
do celkového objemu 20 ul. Zkumavky byly kratce stoceny.

3. Vzorky byly poté vloZzeny do termocykleru a byl spustén teplotni program pro

reverzni transkripci dle tabulky €. 7.

Krok Teplota (°C) Cas (min)
Hybridizace 25 10
Reverzni transkripce 37 120
Inaktivace enzymu 85 5

Tabulka ¢. 7: Teplotni program pro reverzni transkripci.

4. Ziskana cDNA byla skladovana v mrazaku pfi teploté -20°C.
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3.5.8 Real-time PCR (polymerazova retézova reakce v realném case)
K zjisténi Uurovné exprese jednotlivych gentt BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A a TXNDC5

byly pouZity fluorescenéni TagMan™ Gene Expression assaey (LifeTechnologies, USA).
Nejprve byla vybrana jedna ze tfi endogennich kontrol huTBP, B-aktin a HPRT1.
cDNA ziskand z reverzni transkripce byla nafedéna 10x (20 ul + 180 ul dH,0). Pfiprava

reakci probihala na ledé.

1. cDNA byla rozmrazena a po 5 pul rozpipetovdna do 96 jamkové desticky.

Dle tabulky €. 8 byl pripraven amplifikacni mix pro kvantitativni PCR.

Slozka reakce Objem (ul)
Gene expression master mix 6,25

20* assay 0,625
dH,0 0,625
cDNA 5

Tabulka €. 8: Reakéni smés pro jednu reakci kvantitativni PCR.

2. K5 pl cDNA bylo ptidano 7,5 ul reakéni smési. reakce byly pfipravované v tripletech.
3. Desticka byla pfelepena félii a stocena pfi 2 000 g na 1 minutu.
4. Amplifikace probéhla v pfistroji 7000 SDS ABI Prism 1.2.3 dle teplotniho programu

uvedeného v tabulce ¢. 9.

Reakéni krok Teplota (°c)  Cas Pocet opakovani
Krok 1 50 2 min

Krok 2 95 10 min

Krok 3 95 15s

Krok 4 60 1 min

Opakovani kroku 3 az 4 55x

Tabulka €. 9: Teplotni program pro amplifikaci kvantitativni PCR genli BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A,

TXNDC a endogennich kontrol.
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Statistické zpracovani vysledkl bylo provedeno v program GraphPad Prism 3.0. P¥i
porovnavani dvou skupin pti nenormalnim rozlozeni dat byl pouzit neparametricky neparovy
Mann-Whitneyuv test na hladiné vyznamnosti 0,05. Pfi porovndavani vice skupin byla pouzita
neparametricka one-way ANOVA test Kruskal-Wallis.

Mira signifikance (P) je v grafech zndzornéna symbolem hvézdicky: * P < 0,05,

** P <0,005, *** P <0,0005.
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4 Vysledky

Alely gentd HLA Il. tfidy (HLA-DQA1, HLA-DQBI1, HLA-DRA) byly urceny pomoci
sekvencéné specifickych primerd a zpracované u 39 darcl krve s T1D a vSechny jsou uvedeny
v priloze ¢. 1. Na obrazku ¢. 4 je priklad HLA genotypizace alely DRA od pacienta PRED4 s
T1D, ktera byla vyhodnocena presné podle pracovniho listu na komercni soupravu kitu
DR 09Y od spole¢nosti Olerup SSP™ viz pfiloha 2. Zkoumany soubor obsahuje 8 déti ve véku
3 - 11 let a 30 dospélych ve véku 22 - 72 let. U jednoho pacienta nemohl byt vyhodnocen
cely HLA genotyp z ddvodu nekvalitni DNA. Cetnosti jednotlivych haplotyp@ jsou zobrazeny
v tabulce €. 10. Nejfrekventovanéjsim haplotypem je DQA1*03:01-DQB1*0302 s DR04, ktera
je rizikova pro T1D (Cerna, 2008).

V tabulce ¢. 11 jsou zobrazeny frekvence a Cetnost rizikovych alel HLA Il. tfidy u

zdravych kontrol. Nejfrekventované;jSim haplotypem je DQA1*05:05-DQB1*03:01 s DR11.

Hs

Obrazek €. 4: HLA genotypizace alely DRA u pacienta 6 s T1D vyhodnocené piesné podle pracovniho
listu (viz pfiloha ¢. 2) na komercni soupravu kitu DR 09Y od spolecnosti Olerup SSP™. Jde o horizontalni
elektroforetickou separaci DNA provedené na 1,7% TBE agarézovém gelu. PCR produkty se nachdazeji v horni
fadé a predstavuji pozitivni kontroly (gen pro rlstovy hormon). Pod nimi se nachazi specifické PCR produkty
rézné velikosti. Kit DR 09Y ma 32 jamek, specifické bandy vysly na pozici 1, 10, 16, 21 a 32.jamka je negativni

kontrola. Jedna se o heterozygota jehoz alely jsou DR 01 a DR 08.
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Genotyp
Pocet haplotypu Frekvence (%)
DRA DQA1 DQB1
04 03:01 03:02 24 31,58
03 05:01 02:01 18 23,68
01 01:01 05:01 6 7,89
04 03:03 03:01 5 6,58
13 01:02 06 4 5,26
07 02:01 02:02 4 5,26
16 01:02 05:02 3 3,95
08 04:01 04:02 2 2,63
11 05:05 03:01 2 2,63
07 02:01 03:03 2 2,63
01 03:01 03:02 1 1,32
13 05:05 03:01 1 1,32
14 03:01 03:02 1 1,32
15 01:01 05 1 1,32
04 03:03 03:02 1 1,32
13 01:03 06 1 1,32

Tabulka ¢. 10: Vysledky genotypizace HLA geni. Tabulka znazorifiuje frekvence v % a Cetnost
haplotypt u jedinci s T1D. Celkové bylo detekovano 76 haplotyp, které jsou sefazeny sestupné od nejvyssiho

poctu zastoupeni.
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Genotyp Pocet
Frekvence (%)

DRA DQA1 DQB1 haplotypu
11 05:05 03:01 17 22,37
07 02:01 02:02 12 15,38
03 05:01 02:01 8 10,26
15 01:02 06:02 7 8,97
13 01:03 06:03 7 8,97
01 01:01 05:01 5 6,41
04 03:01 03:02 4 5,26
16 01:02 05:02 3 3,85
12 05:05 03:01 3 3,85
08 04:01 04:02 2 2,56
15 03:02 06:02 1 1,28
15 01:03 06:01 1 1,28
13 01:02 06:09 1 1,28
13 01:02 06:04 1 1,28
04 03:01 01:02 1 1,28
04 03:03 03:01 1 1,28
10 01:05 06:02 1 1,28
14 01:04 05:03 1 1,28

Tabulka ¢. 11: Vysledky genotypizace HLA geni. Tabulka znazorifiuje frekvence v % a Cetnost
haplotypti u zdravych kontrol. Celkové bylo detekovano 78 haplotypd, které jsou sefazeny sestupné podle

nejvyssiho zastoupeni.

RNA izolovana z leukocytl pacientd s T1D byla prepsana do cDNA pomoci reverzni
transkripce. Nasledné byla cDNA pouzita spoleéné s TagMan™ assay ke zjisténi exprese
jednotlivych kandidatnich gend. VSechny reakce byly pfipravené v tripletech. Odlehlé
hodnoty byly vyfazeny a ze zbylych hodnot Ct byla vypocitana primérnd hodnota Ct pro

dany vzorek. Hladina exprese jednotlivych kandidatnich gen( byla pocitana vzhledem
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k expresi endogenni kontroly HPRT1. Relativni exprese jednotlivych kandidatnich gent byla

vypocitana podle vzorce:

ct
Ngkandidatni gen (1 + UHPRTl)
(1 + Ut)Ct kandidatni gen

NypRrT1

Pismeno n oznacuje mnoiZstvi genu, které vstupuje do real-time PCR reakce a U
oznacuje ucinnost assaye. Dle vyjadreni vyrobce ucinnost jednotlivych assay je rovna 1

(U=1).

4.2.1 Vybér endogenni kontroly
Jednim z hlavnich predpokladl je spravné vybrani endogenni kontroly. Kandidaty na

endogenni kontrolu byly HPRT1 (hypoxantin fosforibosyltransferaza 1), huTBP (lidsky TATA
box vazajici protein) a B-aktin. Témito geny jsme otestovaly 2 vzorky a sledovaly pozitivitu
signalu, efektivitu reakce a smérodatnou odchylku.

NejstabilnéjSim genem byl vyhodnocen HPRT1. Geny huTBP a B-aktin vykazovaly

slabou efektivitu reakce.

4.2.2 Analyza Grovné exprese mRNA genu BACH2
Exprese genu BACHZ2 byla vztazena k expresi endogenni kontroly HPRT1. NejdFive byly

porovnané rozdily v expresi mezi skupinami zdravych a nemocnych jedincl, nasledné byly
obé skupiny rozdéleny na dvé vékové kategorie:
o déti3-16 let,
e dospéli17-72 let.
Skupiny byly porovndvany pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu s

hladinou vyznamnosti a = 0,05.
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Vysledky exprese genu BACH2 u vSech nemocnych porovnanych se zdravymi jsou

zobrazeny v grafu €. 1. Nebyly nalezeny statistické rozdily (P > 0,05).
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Graf €. 1: Porovnani relativni exprese genu BACH2 u pacientti s T1D (¢ervené) se zdravymi

kontrolami (modfie); vodorovné ¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu BACH2 u nemocnych a zdravych déti jsou uvedeny

v grafu €. 2. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,05).

Exprese genu BACH2 u déti
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Graf €. 2: Porovnani relativni exprese genu BACH2 u déti s T1D (fialové) ke zdravym détem (Sediva);

vodorovné c¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu BACH2 mezi dospélymi s T1D ke zdravym dospélym

jsou uvedeny v grafu €. 3. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P =0,1121).
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Graf ¢. 3: Porovnani

kontrolam (zelené).

P=0,1121

relativni exprese genu BACH2 u dospélych s T1D (oranzové) ke zdravym
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Déale byla porovnavana exprese genu BACH2 v ramci skupiny pacientl s T1D, ale
rozdéleni bylo na déti a dospélé. Cilem bylo zjistit, zda se lisi expresni profil na pocatku
onemocnéni a v pribéhu onemocnéni. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 4.

Vysledky jsou statisticky vyznamné, jelikoz je hladina vyznamnosti pod 5 %,

P =0,0055.
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Graf ¢. 4: Porovnani relativni exprese genu BACH2 u déti (Cerna) a dospélych s T1D (zlutd);

vodorovné c¢ary znaci median; hvézdicka znaci miru signifikance.
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Nakonec bylo zjistovano, zda se lisi exprese genu BACHZ2 u rizikovych HLA alel DR0O4,
DR0O3, DQA1*0501 a DQB1*0302. Rizikové HLA alely byly porovnavany se zdravymi
kontrolami. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 5. Na zpracovani vysledkd byl pouzit
neparametricky one-way ANOVA test Kruskal-Wallis. Hladina vyznamnosti byla stanovena
na5 %.

Statisticky vyznamné vysledky byly u rizikovych alel DR 03 (P = 0,0139) a DQA1*05:01
(P = 0,0298). Nebyly zjistény statisticky vyznamné vysledky u alel DR 04 (P = 0,8481) a
DQB1*0302 (P >0,999).

Exprese genu BACH2 u rizikovych alel T1D

20+
<
E

15+
[ o
Q
[7;]
Q
("
Q.
x
[¢}]
[ 10"
Q
>
[]
L.
3
‘s
=
% 51
§ P *P=0,0139 % P =0,0298

]
‘s' il
ZK DR 04 DR 03 DQA1*05 01 DQB1*03 02

gen BACH2

Graf €. 5: Porovnani relativni exprese genu BACH2 u rizikovych HLA alel. ZK jsou zdravé kontroly;

vodorovné ¢ary znaci median; hvézdickou je znacena mira signifikance s vyuzitim Mann-Whitneyho testu.
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4.2.3 Analyza urovné exprese mRNA genu CDC20
Exprese genu CDC20 byla vztazena k expresi endogenni kontroly HPRT1. Nejdtive byly

porovnané rozdily v expresi mezi skupinami zdravych a nemocnych jedincli, nasledné byly
obé skupiny rozdéleny na dvé vékové kategorie:
o déti3-16 let,
o dospéli1l7-72 let.
Skupiny byly porovnavany pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu s
hladinou vyznamnosti a = 0,05.
Vysledky exprese genu CDC20 u vSech nemocnych porovnanych se zdravymi jsou

zobrazeny v grafu €. 6. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,9067).
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Graf . 6: Relativni exprese genu CDC20 u nemocnych s T1D (Cervend) a zdravych kontrol (modra);

vodorovné ¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu CDC20 u nemocnych a zdravych déti jsou uvedeny

v grafu €. 7. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,7984).
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Graf €. 7: Porovnani relativni exprese genu CDC20 u déti (fialova) s T1D ke zdravym détem (Sedivd);

vodorovné cary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu CDC20 mezi dospélymi s T1D ke zdravym dospélym

jsou uvedeny v grafu €. 8. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,8188).
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Graf ¢. 8: Porovnani relativni exprese genu CDC20 u dospélych s T1D (oranZovd) ke zdravym

kontrolam (zelend); vodorovné ¢ary znaci median.
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Déale byla porovnavana exprese genu CDC20 v ramci skupiny pacientd s T1D, ale
rozdéleni bylo na déti a dospélé. Cilem bylo zjistit, zda se lisi expresni profil na pocatku
onemocnéni a v pribéhu onemocnéni. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 9.

Vysledky jsou statisticky vyznamné, jelikoz je hladina vyznamnosti pod 5 %,

P =0,0005.
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Graf €. 9: Porovnani relativni exprese genu CDC20 u déti (Cerna) a dospélych s T1D (Zlutd); vodorovné

cary znaci median; hvézdicky znaci miru signifikance.
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Déle bylo zjistovano, zda se lisi exprese genu CDC20 u rizikovych HLA alel DRO4,
DR0O3, DQA1*0501 a DQB1*0302. Rizikové HLA alely byly porovnavany se zdravymi
kontrolami. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 10. Na zpracovani vysledkd byl pouzit
neparametricky one-way ANOVA test Kruskal-Wallis. Hladina vyznamnosti byla stanovena

na 5 %.

U vSech rizikovych HLA alel nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,05).
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Graf €. 10: Porovnani relativni exprese genu CDC20 u rizikovych HLA alel. ZK jsou zdravé kontroly.
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4.2.4 Analyza urovné exprese mRNA genu IGLL3P
Exprese genu IGLL3P byla vztazena k expresi endogenni kontroly HPRT1. Nejdrive byly

porovnané rozdily v expresi mezi skupinami zdravych a nemocnych jedinc(i, nasledné byly
obé skupiny rozdéleny na dvé vékové kategorie:
o déti3-16 let,
o dospéli1l7-72 let.
Skupiny byly porovnavany pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu s
hladinou vyznamnosti a = 0,05.
Vysledky exprese genu IGLL3P u vSech nemocnych porovnanych se zdravymi jsou
zobrazeny v grafu €. 11. Hladina vyznamnosti byla pod 5 %, P = 0,0205, tudiz jsou vysledky

statisticky vyznamné.
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Graf €. 11: Relativni exprese genu IGLL3P u nemocnych s T1D (cervend) a zdravych kontrol (modrd)

vodorovné ¢ary znaci median; hvézdicka znaci miru signifikance.
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Vysledky porovnani exprese genu IGLL3P u nemocnych a zdravych déti jsou uvedeny

v grafu €. 12. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,1949).
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Graf €. 12: Porovnani relativni exprese genu IGLL3P u déti (fialovd) s T1D ke zdravym détem (Sediva);

vodorovné ¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu IGLL3P mezi dospélymi s T1D ke zdravym dospélym

jsou uvedeny v grafu €. 13. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,0851).
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Graf €. 13: Porovnani relativni exprese genu IGLL3P u dospélych s T1D (oraniovd) ke zdravym

dospélym kontrolam (zelena); vodorovné ¢ary znac¢i median.
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Dale byla porovnavana exprese genu IGLL3P v ramci skupiny pacientd s T1D, ale
rozdéleni bylo na déti a dospélé. Cilem bylo zjistit, zda se lisi expresni profil na pocatku
onemocnéni a v pridbéhu onemocnéni. Vysledky jsou zobrazeny v grafu ¢. 14. Nebyly

nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,6037).

Exprese genu IGLL3P u pacienti s
T1D

22.5

. P =0,6037
20.0 1 -

17.5 4 B

15.0 4 -

12.91 -

10.0 4 -

7.51 -

relativni droven exprese mRNA

5.0+ B

2.9 -

&

DU Lx
Dospéli IGLL3P Déti IGLL3P

gen IGLL3P

Graf ¢. 14: Porovnani relativni exprese genu IGLL3P u déti (Cerna) a dospélych s T1D (Zluta);

vodorovné c¢ary znaci median.
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Déle bylo zjistovano, zda se lisi exprese genu IGLL3P u rizikovych HLA alel DR0O4,
DR0O3, DQA1*0501 a DQB1*0302. Rizikové HLA alely byly porovnavany se zdravymi
kontrolami. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 15. Na zpracovani vysledkd byl pouzit
neparametricky one-way ANOVA test Kruskal-Wallis. Hladina vyznamnosti byla stanovena
na5 %.

Statisticky vyznamné jsou rizikové HLA alely DR0O4 (0,0012) a DQB1*03:02
(P = 0,0109). U alel DRO3 a DQA1*05:01 nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky
(P>0,05).
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Graf €. 15: Porovnani relativni exprese genu IGLL3P u rizikovych HLA alel. ZK jsou zdravé kontroly;

vodorovné ¢ary znaci median; hvézdicky znaci miru signifikance.
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4.2.5 Analyza urovné exprese mRNA genu EIF3A
Exprese genu EIF3A byla vztazena k expresi endogenni kontroly HPRT1. Nejdfive byly

porovnané rozdily v expresi mezi skupinami zdravych a nemocnych jedincli, nasledné byly
obé skupiny rozdéleny na dvé vékové kategorie:
o déti3-16 let,
o dospéli1l7-72 let.
Skupiny byly porovnavany pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu
s hladinou vyznamnosti a = 0,05.
Vysledky exprese genu EIF3A u vSech nemocnych porovnanych se zdravymi jsou

zobrazeny v grafu €. 16. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,4726).
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Graf ¢. 16: Relativni exprese genu EIF3A u nemocnych s T1D (Cervend) a zdravych kontrol (modra);

vodorovné ¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu E/F3A u nemocnych a zdravych déti jsou uvedeny

v grafu €. 17. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,7984).
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Graf ¢. 17: Porovnani relativni exprese genu EIF3A u déti s T1D (fialova) ke zdravym détem (Sediva);

vodorovné ¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu EIF3A mezi dospélymi s T1D ke zdravym dospélym

jsou uvedeny v grafu €. 18. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,5692).
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Graf ¢. 18: Porovnani relativni exprese genu EIF3A u dospélych s T1D (oranZova) ke zdravym

dospélym kontroldam (zelend); vodorovné ¢ary znac¢i median.
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Dale byla porovnavana exprese genu EIF3A v ramci skupiny pacientl s T1D, ale
rozdéleni bylo na déti a dospélé. Cilem bylo zjistit, zda se lisi expresni profil na pocatku
onemocnéni a v pribéhu onemocnéni. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 19.

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,8439).
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Graf ¢. 19: Porovnani relativni exprese genu EIF3A u déti (Cernd) a dospélych s T1D (zlutd);

vodorovné c¢ary znaci median.
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Poté bylo zjistovano, zda se lisi exprese genu EIF3A u rizikovych HLA alel DRO4,
DR0O3, DQA1*0501 a DQB1*0302. Rizikové HLA alely byly porovnavany se zdravymi
kontrolami. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 20. Na zpracovani vysledkd byl pouzit
neparametricky one-way ANOVA test Kruskal-Wallis. Hladina vyznamnosti byla stanovena

na 5 %.

U rizikovych alel nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P > 0,05).
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Graf ¢. 20: Porovnani relativni exprese genu EIF3A u rizikovych HLA alel. ZK jsou zdravé kontroly;

vodorovné c¢ary znaci median.
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4.2.6 Analyza urovné exprese mRNA genu TXNDC5
Exprese genu TXNDC5 byla vztazena k expresi endogenni kontroly HPRT1. Nejdfive

byly porovnané rozdily v expresi mezi skupinami zdravych a nemocnych jedinc(i, nasledné
byly obé skupiny rozdéleny na dvé vékové kategorie:
o déti3-16 let,
o dospéli1l7-72 let.
Skupiny byly porovnavany pomoci neparametrického Mann-Whitneyho testu s
hladinou vyznamnosti a = 0,05.
Vysledky exprese genu TXNDC5 u vSech nemocnych porovnanych se zdravymi jsou

zobrazeny v grafu €. 21. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,3059).
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Graf €. 21: Relativni exprese genu TXNDC5 u nemocnych s T1D (C¢ervena) a zdravych kontrol (modrd);

vodorovné c¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu TXNDC5 u nemocnych a zdravych déti jsou uvedeny

v grafu €. 22. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky (P = 0,1304).
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Graf €. 22: Porovnani relativni exprese genu TXNDC5 u déti s T1D (fialovd) ke zdravym détem

(Sediva); vodorovné ¢ary znaci median.
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Vysledky porovnani exprese genu TXNDC5 mezi dospélymi s T1D ke zdravym

dospélym jsou uvedeny v grafu ¢. 23. Nebyly nalezeny statisticky vyznamné vysledky

(P =0,1189).
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Graf ¢. 23. Porovnani relativni exprese genu TXNDC5 u dospélych s T1D (oranZovd) ke zdravym

dospélym kontrolam (zelend); vodorovné ¢ary znaci median.
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Dale byla porovnavana exprese genu TXNDC5 v ramci skupiny pacientll s T1D, ale
rozdéleni bylo na déti a dospélé. Cilem bylo zjistit, zda se lisi expresni profil na pocatku
onemocnéni a v pribéhu onemocnéni. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 24.

Vysledky jsou statisticky vyznamné, jelikoz je hladina vyznamnosti pod 5 %,

P =0,0012.
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Graf €. 24: Porovnani relativni exprese genu TXNDC5 u déti (Cerna) a dospélych s T1D (Zlutd);

vodorovné ¢ary znaci median; hvézdicka znaci miru signifikance.
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Nakonec bylo zjistovano, zda se lisi exprese genu TXNDC5 u rizikovych HLA alel DR0O4,
DR0O3, DQA1*0501 a DQB1*0302. Rizikové HLA alely byly porovnavany se zdravymi
kontrolami. Vysledky jsou zobrazeny v grafu €. 25. Na zpracovani vysledkd byl pouzit
neparametricky one-way ANOVA test Kruskal-Wallis. Hladina vyznamnosti byla stanovena
na5 %.

U rizikovych alel nebyly zjistény statisticky vyznamné vysledky (P > 0,05).
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Graf €. 25: Porovnani relativni exprese genu TXNDCS5 u rizikovych HLA alel. ZK jsou zdravé kontroly;

vodorovné ¢ary znaci median.
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5 Diskuze

Predikce komplexniho onemocnéni T1D, ve kterém hraji roli nejen genetické faktory,
ale jako spoustéc zde plisobi vnéjsi prostredi, je slozitd. V této studii se hlavné zamérilo na
genetickou predikci. Bylo vybrano pét kandidatnich gen(l, u kterych se zkoumala jejich
exprese. Byly to BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A a TXNDC5 na zdkladé védecké prace od Y. Jin a
spol. ve které zkoumaly tyto geny vzhledem k mozné predikci T1D (Jin et al.,, 2014). Gen
BACH?2 pusobi jako transkripéni faktor (Kometani et al., 2013), podili se na negativni selekci
pre-B bunék (Swaminathan et al., 2013) a pfi apoptoze (Marroqui et al., 2014). Gen CDC20
interaguje spolu s jinymi proteiny a ucastni se pfi buné¢ném cyklu. Gen IGLL3P se podili na
vyvoji B-bunék imunitniho systému (Bauer et al., 1993). Gen EIF3 iniciuje translaci a ziejmé
jeho rtizné podjednotky se podileji u napétové fizenych Ca®" kanald u B-bunék. Gen TXNDC5
muze hrat roli v ochrané hypoxickych bunék pred apoptézou (Sullivan et al., 2003). Tato
diplomova prace porovnava exprese kandidatnich gen( u déti ve véku 3 - 11 let, u dospélych
ve véku 22 - 72 let a dale porovndvd zménu exprese u jednotlivych rizikovych HLA alel DR0O4,

DR03, DQA1*0501 a DQB1*0302.

Vysledky genotypizace ukazuji, které haplotypy byly v této studii nejcastéji obsazeny.
Nejfrekventovanéjsim haplotypem u pacientl s T1D byl DQA1*03:01-DQB1*03:02 s DR04,
druhy nejcastéjsi haplotyp byl DQA1*05:01-DQB1*02:01 s DR0O3, coz jsou rizikové haplotypy
spojené s progresi T1D (Cerna, 2008). U zdravych jedincti byl nejfrekventovanéjsim
haplotypem DQA1*05:05-DQB1*03:01 s DR11 stejné jako ve studii M. Zajacové a spol., kde
testovaly nejcastéjsi haplotyp HLA genl u Ceské populace (Zajacova et al., 2016) a druhym

nejast&jgim haplotypem byl DQA1*02:01-DQB1*02:02 s DRO7.

V této studii u kvantitativni PCR byla pouZita endogenni kontrola genu HPRT1 (tento
gen se exprimuje u vSech bunék ve stejném mnoistvi), kterd byla vztazena k jednotlivym
kandidatnim gentm pro predikci T1D.

V dnesni dobé jsou autoprotilatky na inzulin, GAD65, IA-2 a IA2p standardnimi
biomarkery k odhadu rizika pro rozvoj T1D. Tyto auto protilatky jsou ctyfi hlavni molekularni
markery, které se alespon u 94 % pacientll s T1D exprimuji a na jejich zakladé se
diagnostikuje T1D (Wenzlau and Hutton, 2013). Nicméné, testovani téchto autoprotilatek

neni uplné konkrétni i kdyzZ je detekovano vice autoprotilatek. Cilem nasi studie bylo zjistit,
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zda se spolec¢né se standardnimi biomarkery da vyuzit exprese kandidatnich genl k vylepseni
odhadu rizika nastupu a rozvoji T1D jako ve studii, kterou proved| védecky tym Y. Jin a spol.
V jejich praci bylo zjisténo, Ze geny BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A a TXNDC5 maiji signifikanci
a daji se spolecné s klasickymi biomarkery pouzit k lepsi progndze T1D (Jin et al., 2014). Nase
studie byla rozsifena na dospélé jedince s dlouhodobéjsim projevem T1D a zjistovani exprese
u rizikovych HLA alel spojené s T1D.

Pti porovndvani exprese genu BACH2 byly vysledky mezi celkovym poétem pacientt
s T1D a zdravymi kontrolami a mezi dospélymi s T1D a zdravymi dospélymi statisticky
nevyznamné. Dale jsme porovnavaly expresi nemocnych déti se zdravymi détmi a vysledky
také nebyly statisticky vyznamné jako to bylo ve studii Y. Jin a spol., ve které vysla
signifikance P = 0,00571 (Jin et al., 2014). Je to zfejmé zpUsobené tim, Ze v nasi studii byl
maly vzorek détskych pacienti. Co se tyfe porovnavani nemocnych déti s nemocnymi
dospélymi vysla nam P-hodnota 0,0055, tedy vysledek je statisticky vyznamny. Mlze to byt
tim, Ze u déti je prvni zachyt onemocnéni T1D a proto mohou mit vy$si expresi genu BACH2,
kdezto u dospélych uzZ je dlouhodoby priibéh a navic je onemocnéni lIé¢eno podani inzulinu.
Je zndmo, Ze expresni profily se béhem véku méni, coz mlze byt i tento pfipad. U porovnani
exprese genu BACH2 mezi jednotlivymi rizikovymi HLA alelami vysly statisticky vyznamné
vysledky u alely DRO3 (P = 0,0139) a u alely DQA1*05:01 (0,0298). Obé tyto alely se casto
vyskytuji spolecné v haplotypu.

Dale se porovnavala exprese kandidatniho genu CDC20. Statisticky nevyznamné
vysledky byly mezi celkovym poctem vybranych jedincd s T1D a zdravymi kontrolami a mezi
nemocnymi dospélymi a zdravymi dospélymi. Ani u tohoto genu v nasSi praci nevysla
statisticky vyznamna hodnota pfi porovnavani nemocnych déti se zdravymi détmi jako to
bylo ve studii Y. Jin a spol. (P = 0,0346) (Jin et al., 2014). U tohoto genu vysly statisticky
vyznamné vysledky (P = 0,0005) pti porovnani nemocnych déti a nemocnych dospélych. | zde
to mUZe mit za nasledek odlisny expresni profil mezi prvopocatkem a dlouhodobégjsim
prabéhem onemocnéni, béhem néhoz jsou jedinci delsi dobu léceni inzulinem. U porovnani
exprese genu CDC20 mezi jednotlivymi rizikovymi alelami, byly vysledky vysoko nad hladinou
vyznamnosti a proto jsou statisticky nevyznamné.

Nasledné se porovnavala exprese genu IGLL3P. Ke statisticky vyznamnym vysledkiim
doslo pfi porovnavani mezi celkovym poctem jedincl s T1D a zdravymi kontrolami

(P = 0,0205) oproti porovnani skupin dle jednotlivych vékovych kategoriich (déti, dospéli).
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MuzZe to byt velkym rozptylem v celkové skupiné, kdy u par jedincl doslo k vyznamné expresi
genu IGLL3P a vysSim medidanem oproti zdravym kontroldam. U porovnani mezi nemocnymi
détmi a nemocnymi dospélymi bylo zjisténo, Zze P-hodnota (0,6037) je nad 5 %, tudiz jsou
statisticky nevyznamné. Pfi porovnavani exprese genu IGLL3P u jednotlivych rizikovych HLA
alel vysly statisticky vyznamné vysledky u DRO4 (P = 0,0012) a u DQB1*03:02 (P = 0,0109).
Tyto rizikové alely spolu ¢asto tvori haplotyp a jsou nejfrekventovanéjsim haplotypem v této
studii.

U genu EIF3A nebyly statisticky vyznamné vysledky u Zzadného typu porovnavani,
proto se na zakladé vysledk( v této praci nedd gen EIF3A pouzit jako kandidatni gen u
predikce T1D. Ve studii Y. Jin a spol. vSak gen EIF3A vysel jako statisticky vyznamny a jeho
P hodnota byla tésné nad hranici hladiny vyznamnosti 0,0737 (Jin et al., 2014).

Nakonec se porovnavala exprese genu TXNDC5. Opét byly statisticky nevyznamné
vysledky mezi celkovym poctem jedinc s T1D a zdravymi kontrolami a mezi nemocnymi
dospélymi a zdravymi dospélymi. Ani u tohoto genu ndm nevysla signifikance u déti s TID v
porovnani se zdravymi détmi jako v praci Y. Jin a spol. (P = 0,0180) (Jin et al.,, 2014). U
porovnani exprese genu TXNDC5 vysly statisticky vyznamné hodnoty mezi nemocnymi détmi
a nemocnymi dospélymi (P = 0,0012). | tento vysledek mGze byt ovlivnén rliznym expresnim
profilem mezi doposud neléenym prvnim zachytem u déti, kdy je exprese vyssi, a u
dospélych dlouhodobé lé¢enych inzulinem. U porovnani, zda exprese genu TXNDC5 je vysSi u
nékteré z rizikovych HLA alel, vysly vysledky vysoko nad hladinou vyznamnosti 5%, proto jsou

statisticky nevyznamné.

Na zavér celé této studie je dllezité fici, Ze ndmi vybrané kandidatni geny BACH2,
CDC20, IGLL3P, EIF3A a TXNDC5 se na zakladé nasich vysledkl nedaji pouZit jako genetické
markery pro predikci T1D. MUZe to byt zplisobeno tim, Ze jsme mély maly pocet détskych
pacientl a proto doporucujeme, aby tato védecka studie pokracovala a rozsifila ji o vétsi
pocet mladych jedinct s prvopocatkem rozvoje T1D. Dalsim faktorem muze byt dlouhodoba
|écba u dospélych jedincl, kdy se exprese kandidatnich gent na zakladé 1écby snizila.

Je ale zajimavy fakt, Ze se lisi exprese genlt BACH2, CDC20 a TXNDC5 mezi nemocnymi
détmi a nemocnymi dospélymi. MlZe to byt pravé vyse zminénym odliSnym expresnim
profilem v rGzném véku a tim, Ze u zatim nelécenych déti byl prvni zachyt onemocnéni T1D a

u dospélych se exprese muze snizit diky |écbé inzulinem.
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Pokud jde o porovnani exprese kandidatnich gent u rizikovych HLA alel u T1D, bylo
zjiSténo, Ze je vysSSi exprese genu BACH2 u DRO3 a DQA1*05:01 (tyto alely tvofi druhy
nejfrekventovanéjsi haplotyp v této studii) a u genu IGLL3P u DRO4 a DQB1*03:02 (tyto alely

tvofi nejfrekventovanéjsi haplotyp v této studii).
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6 Souhrn

Tato studie navazuje na védeckou praci Y. Jin a spol., ktefi si zvolili kandidatni geny k
uréeni predikce T1D (Jin et al., 2014) a rozsifila ji o dospélé pacienty s T1D, u kterych je
dlouhodobd manifestace T1D.

V rdmci diplomové prace jsem stanovila relativni Uroven exprese kandidatnich gen
BACH2, CDC20, IGLL3P, EIF3A a TXNDC5. Exprese kandidatnich genl jsem rozdélila na dvé
vekové kategorie, déti ve véku 2 - 15,9 let a dospélé ve véku 16 a vice let. Ddle jsem
analyzovala relativni Uroven exprese kandidatnich gent ve vztahu k rizikovym HLA alelam
DR04, DR03, DQA1*0501 a DQB1*03:02. Vyslednd data byla porovndvana mezi jedinci s T1D
a zdravymi kontrolami a byly vyvozeny tyto zaveéry:

o Nejcastéjsi rizikovy HLA haplotyp naSeho souboru odpovida haplotypu
potvrzenému studiemi.

e Exprese kandidatnich gen( u déti nekoreluje s publikovanymi vysledky Y. Jin a
spol. (Jin et al., 2014), ale zfejmé je to zplsobené malym pocet vzorkd.

e Vyznamné rozdily Urovné exprese kandidatnich gend byly zjistény mezi détmi
s T1D a dospélymi s T1D.

e Statisticky vyznamné vysly vysledky u genu BACH2 a rizikovych HLA alel DRO3
a DQA1*05:01 a dale u genu IGLL3P u rizikovych HLA alel DR04 a DQB1*03:02.
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Prilohy

Tabulka HLA haplotypt u jedinci s T1ID

Vzorek |DQB1 DQA1 Vzorek DQB1 DQA1 -
PRED1 03:02 03:01 04 PRED20 03:01 03:03 04
04:02 04:01 08 02:02 02:01 07
PRED2 03:01 05:05 11 PRED21 03:01 03:03 04
03:02 03:01 04 05:02 01:02 16
PRED3 06 01:02 13 PRED22 05:01 01:01 01
02:01 05:01 03 03:01 03:03 04
PREDA 05:01 01:01 01 PRED23 02:01 05:01 03
04:02 04:01 08 03:02 03:01 04
PREDS 05:01 01:01 01 PRED24 03:01 03:03 04
03:02 03:01 04 06 01:02 13
PRED6 02:02 02:01 07 PRED25S 02:01 05:01 03
03:02 03:01 04 02:02 02:01 07
PRED7 02:01 05:01 03 PRED26 03:01 05:05 11
03:02 03:01 04 06 01:03 13
PREDS 03:02 03:01 04 PRED27 02:01 05:01 03
03:02 03:01 04 03:02 03:01 04
PRED9 03:02 03:01 04 PRED28 02:02 02:01 07
03:02 03:01 04 03:02 03:01 01
PRED10 05:01 01:01 01 PRED29 02:01 05:01 03
03:02 03:01 04 06 01:02 13
PRED11 03:01 05:05 13 PRED30 06 01:02 13
03:02 03:01 04 02:01 05:01 03
PRED12 05:01 01:01 01 PRED31 02:01 05:01 03
05:01 01:01 01 05:02 01:02 16
PRED13 02:01 05:01 03 PRED32 03:02 03:01 04
03:02 03:01 04 03:02 03:01 04
PRED14 02:01 05:01 03 PRED33 0201 0501 03
05:02 01:02 16 0303 0201 07
PRED1S 02:01 05:01 03 PRED34 0301 0303 04
02:01 05:01 03 01: 0301 14
PRED16 02:01 05:01 03 PRED35 0201 05:01 03
03:02 03:01 04 0302 03:01 04
PRED17 03:02 03:01 04 PRED36 03:02 03:01 04
03:02 03:01 04 02:01 05:01 03
PRED18 03:02 03:01 04 PRED37 0302 0301 04
05 01:01 15 0201 0501 03
02:01 05:01 03 0302 0301 04
PRED19 PRED38
03:02 03:03 04 0303 0201 07
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Tabulka HLA haplotypu u zdravych kontrol

Vzorek |DQB1 DQA1 Vzorek |DQB1 DQA1 -
7K1 05:02 01:02 16 T 0501 0101 01
03:02 03:01 04 0202 0201 07
— 03:02 03:01 04 — 0301 0505 11
06:02 01:02 15 0602 0105 10
e 06:02 01:02 15 — 0501 0101 01
03:02 03:01 04 0301 0505 11
T 02:01 0501 03 er 0301 0303 04
0603 0103 13 0603 0103 13
T 0102 0301 04 e 0202 0201 07
0602 0302 15 0301 0505 11
T 0201 0501 03 e 0301 0505 12
0609 0102 13 0602 0102 15
K7 0301 0505 11 TR 0202 0201 07
0603 0103 13 0301 0505 11
e 0202 0201 07 B~ 0202 0201 07
0202 0201 07 0402 0401 08
TC 0501 0101 01 Ten 0301 0505 11
0503 0104 14 0602 0102 15
e 0402 0401 08 Tor 0301 0505 11
0301 0505 11 0603 0103 13
S 0202 0201 07 Ten 0603 0103 13
0202 0201 07 0502 0102 16
D 0501 0101 01 | 0302 0301 04
0301 0505 11 0301 0505 12
R 0202 0201 07 R 0301 0505 11
0301 0505 11 0502 0102 16
K14 0201 0501 03 ER 0201 0501 03
0202 0201 07 0201 0501 03
—_ 0202 0201 07 e 0201 0501 03
0602 0102 15 0301 0505 11
e 0301 0505 11 e 0301 0505 11
0601 0103 15 0604 0102 13
TeE 0603 0103 13 Ter 0301 0505 11
02:01 0501 03 0603 0103 13
e 0301 0505 11 Ter 0603 0102 15
0602 0102 15 0301 0505 12
0202 0201 07 0301 0505 11
ZK19 ZK38
0501 0101 01 0201 0501 03
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Pracovni list DR 09Y pro vyhodnoceni HLA alely DRA (Olerup™, USA), viz nasledujici strana
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