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Abstrakt

UVOD: Molekuly HLA hraji centralnu tlohu v imunitnej odpovedi. HLA II. triedy sa za¢astiuji
selekcie T bunecného repertoaru v tymuse a prezentacie antigénnych peptidov CD4-pozitivnym T
lymfocytom. HLA II. triedy fungujt ako restrikéné prvky v prezentacii antigénov T lymfocytom a ich
expresia na povrchu buniek je nutna pre spustenie imunitnych odpovedi. Regulacia transkripcie génov
HLA II. triedy predstavuje komplexny systém zahfnajtci "cis-acting” DNA sekvenciu a "trans-acting”
proteinové faktory. Bol publikovany alelovy polymorfizmus regulacnych oblasti génov HLA II. triedy,
DQAI1, DQBI1 a DRBI1. Vicsina polymorfizmov je uchovavana sthlasne s haplotypom. Hierarchia
sekven¢nej homoldgie, ktora existuje medzi Strukturdlnymi génmi, nie je vSak obdobna medzi ich
promotorovymi sekvenciami. Zaujalo nas, Ze najviac prekvapujuci rozpor bol nalezeny pre alely
viazané k DR4, DQB1*0301 a DQB1*0302, ktoré boli popisané ako cCasté rizikové faktory pre
niektoré autoimunitné choroby. Strukturdlne gény tychto dvoch aliel st najviac pribuzné, ale ich
regulacné sekvencie s najviac odliSné v porovnani s ostatnymi DQB1 alelami. Tieto sekvencné
rozdiely zodpovedaji funkénej variabilite: promoétorova sila DQB1*0301 alely je trikrat az Styrikrat
vécsia nez promotorova sila DQB1*0302 alely. Funkénd rozdielnost’ medzi alelami HLA II. triedy
moze byt’ spdsobend aj rozdielnym stupiom metylacie tejto oblasti.

CIELE: NaSim cielom bolo zistit’ korelaciu medzi metylaciou CpG dinukleotidov v prométore génu
HLA-DQAL1 a genotypom jednotlivych aliel.

METODY:: Do pilotnej $tadie bolo zaradenych 89 zdravych darcov vo veku 25-45 rokov. U nich bola
vykonana genotypizacia aliel HLA II. triedy, DRB1, HLA-DQB1 a HLA-DQA1, pomocou metody
PCR so sekvencne Specifickymi primermi. Genomickd DNA darcov bola konvertovana bisulfitom
a cielovy usek v prométore génu HLA-DQAT1 bol nasledne amplifikovany pomocou metddy nested
PCR. Produkt bol rozklonovany do baktérii Escherichia coli, kment XL-1 Blue. Selekcia tispes$nych
transformantov prebiehala na médiu s ampicilinom, IPTG a X-Gal. Vysledky selekcie boli overené
metddou colony PCR. Jednotlivé klony baktérii boli nasledne osekvenované.

VYSLEDKY: Bola zistena rozdielna metylacia niektorych CpG miest v skimanej oblasti: v mieste
-639 bola alela QAP 4.1 metylovana viac nez alely QAP 1.1 a 1.3; v mieste -540 bola alela QAP 3.1
metylovana menej nez alely QAP 1.1 a 1.3; v mieste -374 bola alela QAP 1.3 metylovana menej nez
ostatné alely; v mieste -139 bola alela QAP 1.2 metylovana menej nez alela QAP 1.4. Rozdiel
v celkovom mnozstve metylovanych CpG miest bol pozorovany medzi alelou QAP 1.1, v porovnani s
alelami QAP 1.4 a4.1.

ZHRNUTIE: Bola najdena korelacia medzi genotypom a epigenotypom promotorovych aliel génu
HLA-DQAI1. Zistené boli rozdiely v celkovej metylacii aliel, iV metylacii jednotlivych CpG
dinukleotidov. Dalej boli popisané nové polymorfné miesta v tejto oblasti.

Kruacové slova: DNA metylacia, polymorfizmus, protomor, HLA-DQA1



Abstract
BACKGROUND: HLA molecules play a central role in the immune response. HLA class Il are

involved in the selection of the T-cell repertoire in the thymus, and in presentation of antigenic
peptides to antigen reactive CD4-positive T cells. The HLA class Il act as restriction determinants in
the presentation of antigens to T lymphocytes and their expression on the cell surface is necessary for
triggering the immune responses. Regulated transcription of HLA class 11 genes is a complex system
involving cis-acting sequence elements and trans-acting protein factors. It has been reported that
allelic polymorphism exists in the regulatory regions of HLA class 1l DQAL, DQB1 and DRB1 genes.
Most of the polymorphisms appear to be conserved within a haplotype. The hierarchy of sequence
homology which exists among the structural genes is not paralleled among their promoter sequences.
It is of interest that the most striking discrepancy was found for the DR4 linked alleles, DQB1*0301
and DQB1*0302, which were described as frequent risk factors for a variety of autoimmune diseases.
The structural genes of these two alleles are the most closely related, but their regulatory sequences
are the most heterogeneous among DQB1 variants. These sequence differences correspond to
functional variation: The promoter strength of the DQB1*0301 allele is three- to four- fold greater
than the comparable one of DQB1*0302. Another cause of the functional differences between HLA
class Il alleles might be a different level of methylation of this region.

AIMS: We aimed to determine the correlation between methylation of CpG dinucleotides in HLA-
DQAL gene promoter and their genotype.

METHODS: 89 healthy donors, age 25-45 years, were included to the pilot study. The genotyping of
HLA-DRB1, HLA-DQB1 and HLA-DQA1 was performed using PCR with sequence specific primers.
The genomic DNA was converted by bisulfite treatment and the target segment in the promoter of
HLA-DQA1 gene was amplified using nested PCR. The PCR product was cloned into Escherichia
coli (XL-1 Blue). Successful transformants were selected on medium with ampicillin, IPTG and X-
Gal. Succesful transformation was confirmed by colony PCR. Then sequencing of individual clones
was performed.

RESULTS: We found differential methylation of some CpG sites in the region studied: at site -639,
QAP 4.1 allele was methylated to greater extent than QAP 1.1 and 1.3 alleles; at site -540 QAP 3.1
allele was methylated less than QAP 1.1 a 1.3 alleles; at site -374 QAP 1.3 allele was methylated less
than any other allele; at site -139 allele QAP 1.2 was methylated less than QAP 1.4 allele. We
observed difference in total count of methylated CpG sites in QAP 1.1 allele compared to QAP 1.4
and 4.1 alleles.

CONSLUSION: We found correlation between genotype and epigenotype of promoter alleles of
HLA-DQAZ1 gene. Differences in average methylation of alleles, and also differences in methylation
state of individual CpG sites were observed. We also described new polymorphic sites in this region.

Keywords: DNA methylation, polymorphism, promoter, HLA-DQA1
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Zoznam skratiek

APC Antigén prezentujuca bunka (antigen-presenting cell)

Ap Ampicilin

bp Par baz (base pair)

CIITA Class Il transactivator

CLIP class ll-associated invariant chain peptide

Cm Chloramfenikol

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DNMT DNA-metyltransferaza (DNA nucleotid methyltransferase)

dNTPs Ekvimolarna zmes Styroch (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 2’-deoxynukleotidov
EDTA Etyléndiaminotetraoctova kyselina

HLA Hlavny l'udsky histokompatibilny antigén (human leukocyte antigen)
HDAC Histon-deacetylaza

HAT Histon-acetyltransferaza

IPTG Izopropyl B-D-1-tiogalaktopyranozid

MBD Methyl-CpG viazuca doména (methyl-CpG binding domain)

MBP Metyl-CpG viaZzuca proteina (methyl-CpG binding protein)

MHC Hlavny histokompatibilny komplex (major histocompatibility complex)
NK Prirodzeny zabija¢ (natural Killer)

ODsgo Opticka denzita merana pri vinovej dizke A = 590

PCR Polymerazova retazova reakcia (polymerase chain reaction)
PCR-SSP Polymerazova retazova reakcia so sekvenéne Specifickymi primermi
RCLB Pufer lyzujuci ¢ervené krvinky (red cell lysis buffer)

RNA Ribunukleova kyselina

SDS Sodium dodecyl sulfat

5'URR 5" upstream regulacna oblast’ (5 upstream regulatory region)

WCLB Pufer lyzujuci biele krvinky (white cell lysis buffer)

X-Gal Bromo-chloro-indolyl-galaktopyranozid



1. Literarny uvod
1.1 DCudské leukocytarne antigény (HLA)
1.1.1 Historia

V roku 1956 Jean Dausset po prvykrat popisal na l'udskych leukocytoch
histokompatibilné antigény, ktoré boli preto nazvané l'udské leukocytarne antigény (human
leukocyte antigens, HLA). Za tento objav ziskal neskor Nobelovu cenu. V 60. a 70. rokoch
nastava mohutny rozvoj typizacie HLA systému, a to najmd pre potreby organovych
transplantacii. Zhoda HLA antigénov medzi darcom a prijemcom je nevyhnutnou
podmienkou uspesného prijatia organového Stepu hostitelom. V 80. a 90. rokoch je postupne
sérologicka a bunkova typizacia nahradzovana DNA typizaciou (Cerna et al., 2002).

Okrem problematiky zhody HLA antigénov pri transplantaciach sa ukazalo, ze
polymorfizmus tychto molekul suvisi aj s rdznymi ochoreniami. Prvé spravy o asociacii HLA
antigénov s chorobami sa objavujui uz v 70. rokoch. Spociatku s popisované asociacie HLA
antigénov . triedy, neskor, s rozvojom metodolégie, asociacie HLA antigénov II. triedy.
Ukazuje sa, Ze antigény II. triedy predstavuji vyznamne vacsi rizikovy faktor choroby nez
antigény [. triedy. Vynimkou je HLA-B27, ktory ma v reumatologii aj diagnosticky vyznam.
Mechanizmus, ktorym molekuly HLA II. triedy prispievaju k predispozicii k ochoreniu, ma
pravdepodobne vztah k funkcii HLA v imunitnej odpovedi. Molekuly II. triedy sa zaéastiujt
selekcie repertoaru T lymfocytov v tymuse a prezentacie antigénnych (patogénnych) peptidov
CD4" T lymfocytom. Molekuly HLA 1II. triedy fungujii ako restrikény prvok prezenticie
antigénov T lymfocytom a ich expresia na povrchu buniek je nevyhnutna pre spustenie

imunitnych odpovedi (Cerna et al., 2002; Babbitt et al. 1985; Kappler et al. 1987).

1.1.2 Génovy komplex HLA

Cely génovy komplex HLA sa nachddza na kratkom ramienku chromozoému 6 a patri
k najpolymorfnej$im oblastiam T'udského genomu (obr. 1-1). Tento segment DNA je dlhy
priblizne 3,6 Mb a predpokladd sa tu pritomnost 224 génov. HLA antigény patria do
imunoglobulinove] super-rodiny a priblizne 39,8% génov exprimovanych v rdmci tohoto
lokusu je nepostradatel'nych pre funkciu imunitného systému. Z historického hl'adiska bola
oblast HLA rozdelend do troch oblasti: HLA II. triedy (centroméricka oblast’), HLA I
a HLA IIL triedy (teloméricka oblast’). HLA gény koduju niekol’ko izotypov, najdolezitejSimi
st HLA molekuly I. triedy (HLA-A, HLA-B, HLA-C) a HLA molekuly II. triedy (HLA-DR,
HLA-DQ, HLA-DP). Ide o transmembranové molekuly, ktoré viazu a prezentuju antigénne
peptidové fragmenty, ktoré st rozpoznavané imunitnym systémom. HLA antigény su samy

osebe antigénne len v pripade, ked su vystavené cudziemu imunitnému systému, k Comu
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dochadza u nehistokompatibilnych transplantacii, alebo ked” dochadza k autolognym
reakciam T lymfocytov, ako sa deje u autoimunitnych porach. Okrem génov HLA 1. a 1L
triedy sa tu nachddzaju gény oznaCované ako HLA molekuly III. triedy, kodujtce
molekularne chaperony (heat-shock proteiny, Hsp 70, HLA-DM), cytokiny (tumor necrosis
factor a a p — TNFA a TNFB), zlozky komplementu (C2, C4A, C4B, properdin, faktor B) a
enzym 21-hydroxylaza (21A, 21B) (Cerné et al., 2000; Kolostova et al., 2002; Cerna et al.,
2008).

6. chromozém

<

6p21.3

HLA oblast’ (~4 Mb)

l. trieda

Il. trieda

DOA DMA DMB

TAP1 DQB1 DRB1 DRA
TAP2 DQA1  DRB3/4/5

11

MICB MICAB C E A G F

Krag:

Q gény HLA I. triedy
O gény HLA II. triedy
Q non-HLA gény

Obr. 1-1 — Génovy komplex HLA. Komplex HLA sa nachadza na kratkom ramienku 6. chromozému. Poradie
jednotlivych tried HLA je farebne znazornené a popisané v kl'i¢i pod obrazkom.

Oblast’ HLA 1. triedy zahfiia klasické lokusy A, B, C a neklasické lokusy E, F, G.
Kazdy lokus kéduje jeden polypeptid (o retazec) a obsahuje sériu intréonov a exdénov, ktoré

zodpovedaji doménam transmembranovej molekuly (obr. 1-2a). Lokus je z 25% tvoreny
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variabilnou ¢ast'ou (domény ol a a2 = exony 2 a 3) a zo 75% konStantnou ¢ast'ou (doména a3
= exon 4, v transmembranovom a cytoplazmatickom exone). Klasické lokusy st podstatne
polymorfnejsie nez lokusy neklasické: gén B - 1800 aliel, gén A - 1193 aliel, gén C - 829
aliel, gén E - 9 aliel, gén F - 21 aliel, gén G - 46 aliel. V tejto oblasti sa nachadzju aj d’alSie
monomorfné gény nazyvané H, J, K, L, ale ich proteinovy produkt nebol doposial’ detegovany
(pseudogény) (Cerna et al., 2002).

Oblast HLA II. triedy zahffia lokusy DR, DQ a DP. Kazdy lokus koduje dva
samostatné peptidy (jeden o a jeden P retazec) a kazdy gén pre polypeptid obsahuje sériu
ex6nov a intronov, ktoré zodpovedaju doménam transmembranovej molekuly (obr. 1-2b).
Najvicsi lokus DR je tvoreny komplexom 10 génov (obr. 1-3). Hlavny gén DRBI1 je
najpolymorfnejsi, nachddza sa na nom 809 aliel a je pritomny vo vSetkych haplotypoch.
Naproti tomu d’alSie gény ako je DRB3 s 52, DRB4 s 14 a DRB5 s 19 alelami su pritomné len
Vv niektorych haplotypoch. Beta-retazcovy polypeptid tychto génov DRB sa kombinuje s
a-retazcovym polypeptidom génu DRA (3 alely) a vytvara komplexni molekulu na povrchu
bunky. Ostatné gény (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 a DRB9) su pseudogény. Polymorfny
exon 2 (doména ol) génu DRBI1 zahffia tri hypervariabilné oblasti, ktoré koduji
aminokyseliny vytvarajice védzbové miesto pre peptid (1. hypervariabilnd oblast)
a T bunkovy receptor (2. a 3. hypervariabilna oblast’). Alely génov DQA1 (35 aliel) a DQBI
(112 aliel) su v silnej vdzbovej nerovnovahe s alelami DRB1. Gén DPB1, napriek tomu, Ze sa
na fom nachadza 141 aliel, je najmenej polymorfny, pretoze tieto alely sa liSia len
niekol’kymi aminokyselinami. Na jeho partnerskom géne DPA1 sa nachadza 28 aliel. Gény,
DQB2, DQB3, podobne ako gény DPA2 a DPB2 su pseudogény pribuzné svojim expresnym
partnerom (Cerna et al., 2002). Gén HLA-DQA2, na rozdiel od génu HLA-DQB2,
exprimovany je (Rudy a Lew, 1997).
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Obr. 1-2 - Vseobecna Struktira HLA glykoproteinov. A: HLA molekula
. triedy; B: HLA molekula Il. triedy.

DRB1 DRB6 DRBY DRA
skupina DR1 *—1 | — S
DRB1 DRB6 DRBS DRBY DRA
supinapRs1 - ———_ Il |
DRB1 DRB2 DRB3 DRB9 DRA
sopinaDRs2 | ——{ -
DRB1 DRB7 DRBS DRB4 DRB9 DRA
supinaDRs3 -
DRBI DRB9 DRA

skupina DRS *—___| -

Obr 1.3 — Lokus DR.

Medzi lokusmi DQ a DP sa nachddzaju dva gény kodujuce transmembranové

peptidové transportéry TAP1 (7 aliel) a TAP2 (4 alely) a dva proteazomové gény LMP2 a
LMP7. Vsetky Styri gény sa podiel’aji na spracovani peptidu, ktory sa viaze na molekulu
HLA 1. triedy. Enzgmové produkty génov LMP2 a LMP7 rozdel'uju antigén na malé peptidy.
Produkty génov TAP1 a TAP2 transportuju tieto peptidy do endoplazmatického retikula, kde
sa viazu na molekuly HLA 1. triedy a spolo¢ne st potom dopravené cez Golgiho aparat na

povrch bunky. Oblast HLA II. triedy tieZ zahfiia d’alSie gény nazyvané DOA (12 aliel), DOB
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(9 aliel) a DMA (4 alely), DMB (7 aliel), ktoré koduju a a B retazcové polypeptidy. Molekuly
HLA-DM a HLA-DO sa zcastnuji v endozomalne-lyzozomalnych kompartmentoch vézby

peptidov na molekuly HLA II. triedy (Cerna et al., 2002).

1.1.3 Nomenklatura HLA

Nomenklatira HLA je pomerne zloZita. To je spdsobené tym, Ze k detekcii antigénov
boli pocas poslednych pitdesiatich rokov pouzivané roézne techniky a podla nich dostavali
antigény rozne nazvy (tab. 1-1).

V 60. rokoch sa zacala pouZivat’ sérologia. Pomocou nej boli identifikované antigény
HLA I. i II. triedy. Antigény sa znacili ¢islom, ktoré bolo dané poradim, v ktorom boli
detegované. Mnoho v tej dobe pouzivanych protildtok bolo nespecifickych, a tak rozpoznéavali
antigénne determinanty (epitopy) niekol’kych réznych druhov molekul. Nasledne sa ukazalo,
7ze je mozné sérologicky lepSie rozliSit jednotlivé epitopy a to viedlo k prvej korekcii
nomenklatury. Molekuly, ktoré boli predtym rozpoznavané ako zhodné, sa zacali rozdel'ovat
do dvoch a viacerych skupin (napr. DR5 sa rozdelila na DR11 a DR12). Antigény HLA 1I.
triedy boli objavené pomocou zmieSanych lymfocytarnych kultar (MLR) a spociatku boli
povazované za produkt jedného génu ,,D*. S prichodom novych, modernejSich technik, ako je
1D izolektricka fokusacia proteinov a DNA analyza dizkového polymorfizmu restrikénych
fragmentov (restriction fragment lenght polymorphism) ¢i pomocou polymerazovej retazove;j
reakcie (polymerase chain reaction — PCR), sa vyrazne zlepSila schopnost’ rozliSovania
epitopov, ale opit’ sa zvysila celkova komplexnost’ nazvoslovia. V poslednych rokoch bola
tradicna HLA typizacia nahradena DNA sekvenaciou prislusnych génov (Novota et al., 2002).

Nazvy najmodernejSej nomenklatiry obsahuji meno génu a Styri az osem ¢islic dlhy
kod (v dvoch az Styroch sadach). Kazda alela ziska Stvormiestny kod, d’alSie ¢islice su pridané
len ak je to potrebné. Prvé dvojcislie urcuje typ alely, ktory koreSponduje so sérologickou
$pecifitou antigénu. Dalsie dvojéislice uréujii podtyp alely. Alely, ktoré sa lisia v prvych
Styroch c¢islach, obsahuju jednu ¢i viac nukleotidovych substitiicii meniacich sekvenciu
aminokyselin v kddovanom proteine. Ak ide o synonymni nukleotidovi substituciu bez
zmeny sekvencie aminokyselin, doplni sa tretia sada dvojéislic. Stvrtd a posledna sada
dvojcisiel dopliuje ciselny kod v pripade, ze st alely polymorfné len v nekddujucich

oblastiach (Robinson et al., 2009, http://hla.alleles.org/nomenclature/naming.html).
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Tab. 1-1 — Nomenklatira HLA-DR. Vytvorena na zaklade typizaénych technik.

HLA-DR alely | HLA-DR antigény HLA-D Specifity

definované DNA | definované protilatkou definované

analyzou pévodné  nové T lymfocytmi
DRB1*0101 DR1 DR1 Dwl
DRB1*0102 DR1 DR1 Dw20
DRB1*0103 DR1 DR‘BR® Dw‘BON*
DRB1*1501 DR2 DR15 Dw2
DRB1*1502 DR2 DR15 Dw12
DRB1*1601 DR2 DR16 Dw21
DRB1*1602 DR2 DR16 Dw22
DRB1*0301 DR3 DR17 Dw3
DRB1*0302 DR3 DR18 Dw‘RSH*
DRB1*0401 DR4 DR4 Dw4
DRB1*0402 DR4 DR4 Dw10
DRB1*0403 DR4 DR4 Dw13
DRB1*0404 DR4 DR4 Dw14
DRB1*0405 DR4 DR4 Dw15
DRB1*0406 DR4 DR4 Dw‘KT2¢
DRB1*0407 DR4 DR4 Dw13
DRB1*0408 DR4 DR4 Dw14
DRB1*1101 DR5 DR11 Dw5
DRB1*1102 DR5 DR11 Dw‘JVM*
DRB1*1103 DR5 DR11 -
DRB1*1104 DR5 DR11 Dw‘FS®
DRB1*1201 DR5 DR12 Dw‘DB6°
DRB1*1301 DRw6é DR13 Dw18
DRB1*1302 DRw6  DR13 Dw19
DRB1*1303 DRw6  DR13 Dw‘HAG®
DRB1*1401 DRw6 DR14 Dw9
DRB1*1402 DRw6  DR14 Dwl6
DRB1*0701 DR7 DR7 Dw17
DRB1*0702 DR7 DR7 Dw‘DBI‘
DRB1*0801 DRw8 DR8 Dw8.1
DRB1*0802 DRw8 DRS8 Dw8.2
DRB1*0803 DRw8 DR8 Dw8.3
DRB1*0901 DR9 DR9 Dw23
DRB1*1001 DRw10 DR10 -

1.1.4 Struktiira a funkcia HLA molekiil

Molekula HLA 1. a II. triedy je po chemickej strdnke charakterizovana ako
transmembranovy glykoprotein (obr. 1-2), pricom Struktira antigénu I. triedy sa lisi od
Struktiry antigénu II. triedy.

Molekula HLA 1. triedy je heterodimér, ktory sa sklada z glykozylovaného t'azkého
peptidového a retazca (45 kDa) nekovalentne asociovaného s f-mikroglobulinom (12 kDa).
Na a retazci sa rozliSuju tri globularne domény: al, a2, a3. Distdlne domény al a a2 tvoria
platformu 8 antiparalelnych B-listov a 2 a-helixov (vzdialenych priblizne 10-18 A), ktoré
ohrani¢uju Zliabok — vdzbové miesto pre peptid. Pretoze ma viazbové miesto pevné hranice,
mdézu nan nasadat’ len peptidy, ktoré zodpovedaju jeho velkosti, to znamena peptidy
obsahujtce 8 — 10 aminokyselin (Cerna, 2002; Kolostova et al., 2002; Hofejsi a Bartiiikova,
2009;).
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Molekula HLA II. triedy je heterodimér, ktory sa sklada z tazkého (o) a l'ahkého (B)
glykoproteinového retazca, spojenych navzajom nekovalentnou védzbou. Molekulova
hmotnost’ a-retazca je 30-34 kDa, B-retazca 26-29 kDa, ¢o zavisi od konkrétneho lokusu.

Pocetné dokazy sved¢ia o podobnosti, respektive zhode o a B retazcov po stranke
Strukturdlnej, rozdiel v molekulovej hmotnosti medzi a a B-retazcami je dosledkom rozdielne;j
glykozylacie. Na oboch retazcoch sa rozliSujii dve globularne domény: al, a2 a B1, 2.
Distalne domény al a Bl tvoria opdt’ platformu 8 antiparalelnych B-istov a 2 a-helixov
ohrani¢ujiicich Zliabok — vizbové miesto pre peptid. Zliabok je blokovany invariantnym
retazcom, ktory pomaha smerovat’ molekulu HLA II. triedy najskér do Golgiho aparatu a
nasledne na endozomalnu/lyzozomalnu cestu. Tam je proteolyticky Stiepeny, kym z neho
nezostane len CLIP — class ll-associated invariant chain peptide. Specialny lyzozomalny
chaperon HLA-DM potom katalyzuje vymenu CLIPu za stabilne sa viazuci antigénny peptid.
Vizbové miesto nie je ohranicené ako u HLA 1. triedy, preto sa doit mézu viazat’ peptidy
roznych dizok, najéastejsie viak ide o peptidy dlhé 15-35 aminokyselin. Ak je peptid dlhsi
nez vazbové miesto, jeho konce precnievaji, alebo sa do vizbového miesta prilozia konce
peptidu a stred je vypukly (Hofejsi a Barttiikova, 2009; Cerna, 2002).

Krystalicka Struktra antigénu potvrdila pritomnost’ difiznej hustoty prave v mieste
zliabku, na ¢om sa zaklada tvrdenie o pritomnosti vizbového miesta pre spracované antigény
a antigénovy receptor T lymfocytu (TCR). Toto tvrdenie je zalozené aj na zisteni najvacsieho
poctu polymorfnych miest prave v oblasti Zliabku. Zamena aminokyselin prave v tychto
polymorfnych miestach vedie k dramatickej zmene tvaru celého zliabku a viazuceho sa
peptidu. Zliabok nie je hladkou $truktirou, pretoZe postranné ret'azce aminokyselin navzajom
interaguju a mézu vytvarat’ vrecka (pockets). Zameny aminokyselin na tychto poziciach tiez
zna¢ne ovplyvnia afinitu k spracovavanému peptidu. Antigénovy receptor T lymfocytu
rozpoznava ako peptid, tak aj molekulu HLA (Cerna, 2002; Kolostova et al., 2002; Hofejsi a
Bartunkova, 2009;).

Molekuly HLA sa zacastiiuji prezentacie peptidovych antigénov na bunkovom
povrchu. Tato vdzba umoziuje T lymfocytom, aby peptid rozpoznali pomocou svojich
receptorov (TCR) a pripadne zah4jili imunitni reakciu proti bunke. CD4" T lymfocyty
reaguji s HLA II. triedy, ktoré na svojom povrchu prezentuji extraceluldirne peptidy
(bakteridlne peptidy ¢i autoantigény). Peptidy asociuju s HLA az v endozémoch tym, ze
nahradia invariantny retazec. CD8" T lymfocyty reaguju s HLA 1. triedy. Tie na svojom
povrchu viazu intracelularne peptidy (virusové ¢i nadorové). K asociacii HLA 1. triedy

s peptidmi dochadza uz v endoplazmatickom retikule (Hotej$i a Bartankova, 2009).
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Molekuly HLA 1. triedy su exprimované na vsetkych jadrovych bunkéch s vynimkou
neuronov. Molekuly HLA II. triedy st exprimované len na antigén prezentujucich bunkach
(APC) — ako su dendritické bunky, makrofagy, monocyty, B lymfocyty a aktivované T
lymfocyty. Dalej sa mozu objavit na vsetkych ostatnych bunkach organizmu, okrem
trofoblastu, po stimulacii cytokinmi, hlavne interferonom-y. Zvlastny vyskyt, ktory je dany
ich $pecialnou funkciou — navodenim imunitnej tolerancie, maji neklasické molekuly HLA 1.
triedy. HLA-G antigény boli detegované na extraviloznom cytotrofoblaste, kde chrania bunky
plodu pred NK-bunkami (natural killer cells) matky (Kolostova et al., 2002; Ting
a Trowsdale, 2002; Hofejsi a Barttiikova, 2009).

1.1.5 Regulacia expresie HLA molekul

Regulacia expresie molekul, teda kedy a na akej bunke sa objavia molekuly HLA, je
riadend na niekolkych urovniach: na trovni transkripénej, translacnej a posttranslacne;j.
Regulacia transkripcie génov HLA predstavuje komplexny systém, v ktorom sa na
cis-posobiacej DNA promoétorovej regulacnej oblasti, nachadzajicej sa na zaciatku kazdého
génu, viazu trans-pdsobiace regula¢né proteiny (Sullivan a Peterlin, 1987; Benoist a Mathis,
1990; Glimcher a Kara, 1992). Cis-posobiace DNA promoétorové regulacné oblasti v sebe
zahinaj nasledujuce boxy: vSeobecné TATA, CCAAT a $pecifické Y, X, W, Z (obr. 1-4).

Zaujimavé je, ze alelicky polymorfizmus existuje nielen u génov HLA II. triedy, ale aj
u ich promotorovych oblasti. Bol zisteny polymorfizmus u URR génov DRA (Sherman et al,.
1987), DRBL1 (Singal et al., 1993; Perfetto et al., 1993), DQAL (Del Pozzo et al., 1992;
Morzycka et al., 1993; Haas et al., 1994) a DQB1 (Andersen et al., 1991; Reichstetter et al.,
1994). Vicsina polymorfizmov je uchovavana suhlasne s haplotypom.
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Obr. 1-4 — Regula¢né sekvencie v promotore génu HLA-DQAI1. Porovnanie regula¢nych sekvencii u vybranych
typov promoétorov tohto génu. Oblasti W, X1, X2 a Y st zvyraznené pomocou raméeka.
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Hierarchia sekven¢nej homolégie, ktord existuje medzi DQBI1 Struktirnymi génmi,
nema obdobu medzi ich promoétorovymi sekvenciami. Najviac prekvapujici rozpor bol
najdeny pre alely viazané k DR4, DQB1*0301 a DQB1*0302. Sekvencie tychto dvoch aliel
st najviac pribuzné, ale ich regulacné sekvencie st najviac odliSné v porovnani s ostatnymi
DQBI1 variantami. Tieto sekvenéné rozdiely zodpovedaju funkénej variabilite: promotorova
sila DQB1*0301 alely je trikrat az Styrikrat vacsia nez DQB1*0302 alely (Andersen et al.,
1991; Shewey et al., 1992).

Polymorfizmus v oblasti promoétorovej sekvencie (nazyvanej QAP) bol popisany aj
u aliel DQAL. Je zaujimavé, ze istd skupina promotorov tychto aliel je voéi urcitym alelam
génu DQA1 “promiskuitnd®, to znamena, ze jedna alela génu moze byt vo vizbe s réznymi
promotormi a naopak rozne alely génu moézu byt vo vizbe srovnakym promotorom.
(Briinnler et al., 1997). V suvislosti s polymorfizmom v promoétorovej oblasti bola popisana
asociacia S ochoreniami autoimunitného charakteru (Haas et al., 1995). Je pravdepodobné, ze
tieto polymorfizmy sa mézu podielat’ na miere expresic HLA molekal (Morzycka et al.,
1997).

Funk¢na rozdielnost’ medzi URR roznych aliel jednotlivych HLA molekal moze byt
spOsobend aj rozdielnym stupiiom metyldcie DNA v tejto oblasti. Bolo preukazané, ze
metylacia sposobuje nizsiu expresiu génov (Razin a Riggs, 1980; Holliday, 1987; Scholl et
al., 1992). Nizsi stupenn metylacie promoétorovej DNA bol popisany u aliel DQB1*0201 (v
haplotype salelou DRB1*0301), DQB1*0301 (v haplotype sDR5), DQB1*0301 (v
haplotype s niektorymi DR4) au DQB1*0302 a DQB1*0303 (vo vsetkych haplotypoch)
oproti ostatnym alelam (Toyoda et al., 1992).

Alelova variabilita regula¢nych oblasti pravdepodobne ovplyviluje formovanie off
heterodimérov a ich urove expresie na povrchu bunky. Je mozné, ze rozdielna expresia HLA
molekul nasledne vedie ku kvalitativnym rozdielom v ich schopnosti viazat' a prezentovat
peptidy. Konecnym ddsledkom regulaéného alelového polymorfizmu teda méze byt
predispozicia k autoimunitnému ochoreniu dand expresiou ur€itych HLA off retazcov

V uréitom mnozstve.
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1.2 Epigeneticka regulacia

Epigenetika zahfiia dedicné zmeny v génovej expresii a chromatine bez zmien
v sekvencii DNA. Hlavnymi epigenetickymi mechanizmami st metyldcia DNA, kovalentné
posttranslaéné modifikécie histonov a umlcanie génov sprostredkované pomocou RNA.
Roézne modifikacie chromatinu st navzajom spété a ovplyviiuju sa. Délezity je najmi vztah

medzi DNA metylaciou a acetylaciou a metylaciou histonov (Vaissiére et al., 2008).

1.2.1 Metylacia DNA

Jednou z epigenetickych modifikacii u eukaryot je metylacia DNA. Ide o kovalentné
pripojenie metylovej skupiny na piaty uhlik cytozinu v sekvencii CpG (obr. 1-5). Tato
sekvencia je palindromaticka — tj. na oboch parujicich retazcoch je sekvencia CpG

a metylované byvaju oba parujuce CpG dinukleotidy (Klose a Bird, 2006).
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Obr. 1-5 — Reak¢na schéma metylacie DNA. DNA-metylaéna reakcia je katalyzovana DNA-metyltransferazou.
Metylova skupina S-adenozyl-L-metioninu je prenesend na piaty uhlik cytozinu.

1.2.1.1 DNA-metyltransferazy

Prenos metylovej skupiny z donoru S-adenozyl metioninu (SAM) na DNA vykonavaju
enzymy DNA-metyltransferazy (DNA nucleotid methyltransferase, DNMT).
DNMTT1 je “udrziavacia“ metyltransferaza, pridava metyl na cytozin v hemimetylovanych
CpG dinukleotidoch pri replikéacii, kedy je asociovand s replika¢nou vidli¢kou, a pri opravach

DNA. DNMT3a a DNMT3b st de novo metyltransferazy, rozpoznavaji a metyluju sekvencie,
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v ktorych Ziadny z parujicich CpG dinukleotidov metylovany nie je. Struktirne podobny im
je protein DNMT3L, ktorému ale chybaji konzervované zvySky potrebné pre katalyticku
aktivitu aj DNA-vizbova doména. Namiesto toho funguje ako regulacny protein —
prostrednictvom svojej C-terminalnej domény asociuje s C-terminalnou (katalytickou)
doménou DNMT3a a DNMT3b a zvysuje ich metylacnu aktivitu. U DNMT3a to dosahuje
stabilizaciou konformacie aktivneho miesta. Rozdelenie DNMTs na de novo a “udrziavacie®
metyltransferazy vSak zrejme nie je uplne striktné — preferencia hemimetylovanych miest voci
miestam nemetylovanym DNA-metyltransferazou-1 nie je vyrazna (preto spolupracuje
S pomocnymi proteinmi ktoré ju smeruji na miesto urcenia) a je mozné, ze DNMT3a a 3b sa
podielaju aj na “udrZiavacej* metylacii DNA (Cheng a Blumenthal, 2008; Vaissiere et al.,
2008; Cheng a Blumenthal, 2010).

DNMT3a a 3b st do istej miery redundantné, nie vSak uplne — kazda z nich ma aj
svoje jedinecné metylacné ciele. To moze mat’ povod aj v preferencii rézneho substratu —
DNMT3a preferuje sekvenciu RCGY (kde R = A alebo GaY = C alebo T) a metyluje CpG
miesta v DNA spéjajucej nukleozomy v nepritomnosti histonu H1, kym DNMT3b
uprednostiiuje sekvenciu YCGR a metyluje DNA navinuta na histony (Lan et al., 2010).

DNMT3a tvori diméry s DNMT3L a tie mézu d’alej dimerizovat’ a vytvorit’ tetraméry
DNMT3L-3a-3a-3L, ¢im sa dve aktivne miesta DNMT3a dostant do pozicie, v ktorej sa obe
modzu viazat' do vel'kého Zliabku DNA vo vzajomnej vzdialenosti 8-10 parov baz (bp). Podl’a
tohto modelu by takéto komplexy preferenéne metylovali CpG miesta vzdialené 8-10 parov

baz a tato periodicita v metylacii bola skutocne pozorovana. (Cheng a Blumenthal, 2010)

1.2.1.2 Vyznam metylicie DNA

Metylacia DNA spolu s modifikdciami histonov hra dolezita tlohu v modulacii
Struktiry chromatinu, kontrole génovej expresie a mnohych d’alsich procesoch zavislych na
chromatine. Vac¢sina CpG dinukleotidov v gendme cicavcov je metylovana. Pre reguldciu
expresie génu ma vyznam metylacia v regulaénych oblastiach 1 v tele génu.

Metylécia v tele génu zniZuje schopnost’ RNA polymerazy Il prepisovat’ dany gén na
urovni nasadania RNA polymerdzy, iniciacie transkripcie, ktorda vyzaduje lokalnu
deacetylaciu histonov, ako aj elongacie.

Pre regulaciu iniciacie transkripcie je vSak dolezity najmé metylacny stav regulaénych
oblasti (v promoétore ¢i l.intréne) daného génu, priCom metylacia promoétora je asociovana
s uml¢anim génu. Existuju 2 zédkladné modely, popisujuce mechanizmus tejto asociacie: DNA

metylacia moze priamo fyzicky blokovat pristup transkripénych koaktivatorov na nimi
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rozpoznavané sekvencie, alebo je tato modifikacia rozpoznavana metyl-CpG-viazucimi
proteinmi, ktoré navodia represivny stav chromatinu.

K umlc¢aniu expresie prispievaju aj samotné DNA-metyltransferazy, ktoré¢ interaguju s
histon-acetyltransferazami a histon-metyltransferazami. DNA metylacia je d’alej zodpovedna
za genomicky imprinting, potlacenie transponovatelnych a retrovirusovych elementov
V gendéme cicavcov auplatiuje sa pri inaktivacii X chromozomu. Umoziuje taktiez
vytvorenie audrzanie rozdielnych vzorov génovej expresie v roznych bunkovych typoch
(Klose a Bird, 2006; Cheng a Blumenthal, 2008; Vaissiére et al., 2008).

1.2.1.3 Metyl-CpG viazuce proteiny

Na interpretacii DNA metylacie sa podielaji metyl-CpG viazuce proteiny (methyl-
CpG binding proteins, MBP) identifikované na prelome 80. a 90. rokov, ktoré Specificky
rozpoznavaju metylované CpG dinukleotidy pomocou methyl-CpG binding domény (MBD).
Vynimkami st protein Kaiso, ktory rozpoznava metylovani DNA pomocou domén
s motivom zinkového prsta (zinc finger) a proteiny, ktoré na rozpoznanie vyuzivaji SRA
doménu (SET- and RING-associated, SRA).

Vsetky MBP asociuju s korepresorovymi komplexami, ktoré modifikuji chromatin a tym
sprostredkuji uml¢anie génovej expresie.

Strata metylacie DNA vedie k smrti v embryonalnom obdobi, kym knock-out génov
pre MBP ma ovela miernejSie fenotypické prejavy, MBP st teda do velkej miery
redundantné.

Medzi proteiny s MBD doménou patria MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 a MeCP2.

MBD?2 je spolu s chromatin-remodelujicim komplexom NuRD/Mi2 (nucleosome remodelling
and histone deacetylation — obsahuje napriklad histondeacetylazy 1 a 2) stcastou komplexu
MeCP1 (methyl-CpG binding protein 1), ktory sa uéinne viaze na husto metylované CpG
miesta a transkripciu potlaca v zavislosti na hustote DNA metylacie. Podiel’a sa napriklad na
umlcani génu pre IL-4 v neindukovanom stave.
MeCP2 sa sklada z MBD a z domény potlacujiicej transkripciu. Jeho aktivita je zavisla na
asociacii s histondeacetyldzami. Rozpoznava metylované CpG miesta lemované sekvenciou
styroch nukleotidov A alebo T. Tvori komplex s DNMT1 a zucastnuje sa tak aj “udrziavacej*
metylacie DNA, a je mozné, ze funguje aj ako regulator alternativneho zostrihu pre-mRNA.
Jeho mutécie su pri¢inou Rettovho syndromu.

MBD3 obsahuje aminokyselinové zdmeny, vd’aka ktorym sa nedokaze viazat’ na
MCpG, napriek tomu je zlozkou korepresorového komplexu NuRD. Tento komplex moze byt’

privolany k DNA rdznymi represorovymi proteinmi, a iloha MBD3 v fiom je nejasna.
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MBD4 je jediny zrodiny MBD proteinov, ktory zrejme nema funkciu v represii
transkripcie, ale miesto toho sa zucastiiuje opravy chyb sekvencie DNA, spdsobenych
spontannou deaminaciou 5-metylcytozinu na tymin. MBD4 sa sice viaze na symetricky
metylované CpG miesta, ale vacsiu afinitu ma pre nespravne parujuci par baz SmCpG/TpG,
Z ktorého pomocou glykozylazove] domény odstraniuje tymin. T/G pary su teda preferencne
opravovan¢ na pary C/G, ale tento proces je nedokonaly a tranzicie C—T ¢i G—A tvoria viac
nez 20% vSetkych substitucii, ktoré s pri¢inou genetickych chorob u ¢loveka.

Kaiso sa preferenéne viaze na metylovani sekvenciu CGCG, ale rozpoznava
i $pecificktt sekvenciu , ktora neobsahuje CpG. Asociuje s N-CoR korepresorovym
komplexom, ktorého sti¢ast’'ou su i histondeacetylazy.

UHRF1 sa viaZze na hemimetylovani DNA prostrednictvom SRA domény a privadza
k nej DNMT1. (Hendrich a Tweedie, 2003; Klose a Bird, 2006; Cheng a Blumenthal, 2008;
Lan et al., 2010).

1.2.1.4 Metylacia DNA a modifikacie histonov

Histony su posttranslaéne modifikované na Specifickych aminokyselinovych zvyskoch
Vv N-koncovej Casti histonov.

Acetylacia histonov je reverzibilna modifikacia lyzinov kontrolovand histon-
acetyltransferdzami (HAT) a histon-deacetylazami (HDAC), ktoré typicky funguju ako
transkripéné koaktivatory (HAT) a korepresory (HDAC). Deregulacia acetylacie histonov,
podobne ako deregulacia metylacie DNA, moéze viest k aberantnej génovej expresii
a tumorigenéze.

Acetylaciu histonov ndjdeme v nizkej miere vo vicSine gendému, ako vysledok
rovnovahy medzi ¢innostou HAT a HDAC. Pri kontrole aktivity génu sa uplatiiuje acetylacia
histonov Vv jeho promoétore. S aktivnou transkripciou génu je spojena zvySena acetylacia
histonov H3 a H4. Odstranenie acetylovej skupiny sposobi stlacenie chromatinu a represiu
transkripcie génu. Nizka Uroven acetylacie moze indukovat’ d’alSie epigenetické modifikacie,
vratane metylacie DNA. Zaroven acetylacia histonov chrani DNA pre metylaciou, a naopak,
metylacia DNA brani acetylacii histonov. Ktord z tychto modifikacii nastava ako prva, je
nezname, a existuju dokazy podporujice obe tvrdenia.

Dalsim druhom modifikicie je metylacia histonov. Lyziny a argininy mézu byt
upravené pridanim jednej az troch metylovych skupin. Metylacia DNA je silne asociovana
s metylatnym stavom lyzinu 4 alyzinu 9 na histone H3 (H3K4 a H3K9) — konkrétne,

pritomnost’ metylacie DNA je spojend s nepritomnostou metylacie H3K4 a pritomnostou
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metyldcie H3K9. Aj spustenie expresie génu je spojené so zvySenim mnozstva
trimetylovaného H3K4 (H3K4me3) a znizenim H3K9me3 v promdtorovej oblasti.

Hlavnym spojenim metylacie histonov s metyldciou DNA st DNMT proteiny.
DNMTL prostrednictvom svojej ADD domény Specificky interaguje s aminokoncom H3, ale
len v pripade, Ze je tento nemetylovany. Funguje teda ako senzor metylacie H3K4 —
a v pripade nepritomnosti metylacie tohto histonu indukuje de novo metylaciu DNA. Otazkou
vSak je, do akej miery sa tento mechanizmus uplatituje v somatickych bunkach, pretoze
DNMT3L je vnich exprimovana velmi slabo, ak vobec. V tomto pripade by sa mohla
uplatnitt DNMT3a, ktord dokéze rozpoznavat nemetylovany H3K4 (opidt’ prostrednictvom
ADD domény) aj nezavisle na DNMTL.

Spojenie metylacie H3K9 s metylaciou DNA sprostredkuje vysSie zmieneny protein
UHRE, ktory okrem DNMT1 (a dokonca aj DNMT3a a 3b) a hemimetylovanych miest viaze
aj metylovany H3KO9.

Zaujimavé je, ze distribicia niektorych modifikacii na géne nie je rovnomerna,
napriklad vysoké hladiny H3K36me3 spojené sexpresiou génu sa nachadzaju len
Vv niektorych jeho ex6noch (Chou a Tomasi, 1998; Cheng a Blumenthal, 2010).

Ako spojka medzi modifikaciami histonov a expresiou HLA Il. triedy funguje
transkripcny koaktivator CIITA. Ten nielenZe asociuje s histon-acetyltransferazami, ale aj
sdm ako HAT funguje. Dolezitost’ tejto funkcie podciarkuje skutocnost, ze MHC II gény
mozu byt indukované inhibitorom HDAC Trichostatinom A (TSA) aj v nepritomnosti CIITA
(Chou a Tomasi, 1998; Reith et al., 2005; Vaissicre et al., 2008).

1.2.1.5 Vplyv prostredia na metylaciu DNA

Vzor metylacie DNA sa ustanovuje vranom S$tadiu ontogenézy. V ryhujlicom sa
vajicku je metylaény vzor z velkej Casti vymazany a opédtovne sa ustanovuje po implantécii.
Rozsah de novo metylacie postupne pocas diferenciacie klesa, a v postgastrulacnom obdobi je
zriedkava, nie vsak nepritomna. Uz samotné starnutie organizmu je spojené s hypometylaciou
repetitivnych sekvencii a hypermetylaciou CpG ostrovov asociovanych s niektorymi génmi.

Dalej sa uplatiiuje expozicia roznym faktorom prostredia. Zmeny v metylacii DNA
spdsobuju napriklad kovy ako nikel, arzén alebo kadmium — kadmium je inhibitor r6znych
enzymov, vratane DNA-metyltransferaz, arzén zase spdsobuje nedostatok SAM, ktory je
potrebny pre jeho metabolizmus. Globalnu hypometylaciu DNA sposobuje aj dlhodobé
vystavenie UV ziareniu, ako bolo pozorované na mysiach. Je mozné, ze metylaciu DNA
ovplyvituji aj zlozky stravy, ktoré¢ mozu posluzit ako donor metylovej skupiny, napriklad

folat. Tomu nasvedCuje aj zistenie, ze v potomstve mySich samiciek kimenych v tehotenstve
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stravou bohatou na donory metylu, je vyssie zastipenie jedincov, schopnych metylovat’ IAP
retrovirusovy element, nez v potomstve samiCiek kifmenych Stadardnou stravou. ZvySena

metylacia tohto elementu bola dokonca pozorovana aj u vnucat pévodnych samiciek (WOolIff et

al., 1998; Jaenisch a Bird, 2003; Vaissiére et al., 2008).

1.2.1.6 Specificka metylacia réznych aliel génu

Rozdielna expresia dvoch aliel jedného génu, pohybujuca sa v rozmedzi miernej
nadexpresie az vyhradnej expresie jednej alely, bola popisana viacerymi autormi aj
u neimprintovanych génov (Lo et al.,, 2003; Britten et al., 2009; Ghotbi et al., 2009;
Zhang et al., 2009). Ked'Ze bola skumana relativna expresia dvoch aliel vo vzorkach od
jedného jedinca, vplyv trans posobiacich faktorov je minimalizovany a zistené rozdiely su
zrejme dosledkom faktorov pdsobiacich v cis, ako su napriklad polymorfizmy v promotorovej
oblasti. Dalou redlnou moZnostou je, e sa tieto polymorfizmy premietnu do rozdielnej
metylacie jednotlivych aliel. Bola pozorovana rozdielna metylacia dvoch aliel jedného génu
korelujtica so sekvenciou danej alely, aj asociacia tejto rozdielnej metylacie s expresiou danej
alely (Kerkel et al., 2008; Zhang et al., 2009; Ghotbi et al., 2009). Tento jav sa moze tykat az
10% génov genému ¢loveka (Zhang et al., 2009). Rozdielna metylacia aj relativna expresia
jednotlivych aliel bola pozorovana aj pre gény HLA II. triedy (Toyoda et al., 1992; Britten et
al., 2009).
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2. Hypotézy a ciele diplomovej prace
Cielom diplomovej prace, ktory vychadza z hypotézy, Zze medzi alelami HLA II. triedy
existuje epigeneticka variabilita, je stanovit charakter metylacie DNA jednotlivych aliel

génov HLA-DQAL1 v leukocytoch periférnej krvi u skupiny zdravych darcov.

Tento ciel’ som dosiahla pomocou dvoch zakladnych metodologickych postupov:
1) Genotypizacia aliel HLA 1l. triedy pomocou PCR so sekven¢ne Specifickymi
primermi.

2) Analyza metylacie promotorov aliel DQA1 génu bisulfitovou metoédou s naslednou

sekvenaciou.
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3. Pouzity material, bakterialny kmern, pristroje a pocitacové programy

3.1 Chemikalie pouZivané pre jednotlivé metody

3.1.1 Izolacia DNA

QIAmp DNA Blood mini kit (QIAGEN):

Qiagen Protease a Protease solvent zmiesané podl'a navodu vyrobcu
Pufer AL

Pufry AW1 a AW2 zmieSané s predpisanym mnozstvom etanolu (96%)
Pufer AE (10 mM Tris-Cl; 0,5 mM EDTA; pH 9,0)

Izolacia DNA vysol'ovacou metodou:
RCLB (Red Cell Lysis Buffer):

320 mM sachardza (Sigma Aldrich)

1% (v/v) Triton X-100 (Sigma Aldrich)
12 mM Tris-HCI pH=7,5 (Sigma Aldrich)
5 mM MgCl, (SERVA)

skladovat pri 4°C

WCLB (White Cell Lysis Buffer):

120 mM EDTA pH=8 (lekaren FNKV)
375 mM NaCl (SERVA)

skladovat’ pri 4°C

Proteinase K from Tritirachium album 30 units/mg (Sigma Aldrich)
10% SDS alebo 20% SDS (Sigma Aldrich)

6M NaCl (SERVA)

100% etanol

70% etanol

dH,0

3.1.2 Genotypizacia HLA

Olerup SSP™ DR low resolution (GenoVision)
Olerup SSP™ DQ low resolution (GenoVision)
Olerup SSP™ DQB1*02 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQB1*03 (GenoVision)
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Olerup SSP™ DQB1*04 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQB1*05 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQB1*06 (GenoVision)

Olerup SSP® DQA1 (GenoVision)

100 ul Taq DNA polymerase (rekombinantnd) 500U, 5U/ul (Fermentas)

3.1.3 Elektroforéza

TBE pufer:

890 mM Tris base (Roth)

890 mM kyselina boritd (Amresco)
20 mM EDTA pH=8 (lekareii FNKV)

Destilovana voda (Ardeapharma)

Agar6za (Invitrogen)

PCR Etidium bromidTB (Top-Bio)
Bromophenol Blue Loading Solution (Promega)
Marker pUC19 DNA/Mspl (Fermentas)

3.1.4 Konverzia DNA bisulfitom

Epitect® Bisulfite kit (QIAGEN):

RNA-se free voda

Bisulfite Mix — alikvoty riedené RNA-se free vodou podl'a navodu vyrobcu
DNA protect buffer

Pufry BW a BD zmiesané s etanolom (96-100%) podl'a navodu vyrobcu
Pufer BL

3.1.5 Amplifikacia cielového useku v bisulfitom oSetrenej DNA
primery (Metabion International AG):

Forward1l 5 GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 3
Reverse 1 5 CAAACCAAACCCTACCAAATCA 3

Forward2 5" AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 3
Reverse 2 5 AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 3

Koncentracia primerov podla podl'a ndvodu vyrobcu riedend najskor na 100mM a potom na

pracovnu koncentraciu 50 mM.
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dNTPs — dATP, dCTP, dTTP, dGTP (100 mM) (Fermentas) — riedené vodou na pracovni
koncentraciu 10 mM
PCR ultra H,O (Top-Bio)

PCR reakény kit (Fermentas):

Taq DNA polymerase (rekombinantnd) 500U, 5U/ul
10x Taq Buffer s KCI

25 mM MgCl,

3.1.6 Izolacia z agarozy a precistenie produktu
TAE pufer:

Koncentrovany zasobny roztok (50x) — 1000 ml:
242 g Tris base (Sigma Aldrich)

100 ml 0,5 M EDTA pH=8,0 (lekaren FNKV)

57,1 ml ¢istej kyseliny octovej (Lach-Ner)
Pracovny roztok (1x):

0,04 M Tris-acetat

0,001 M EDTA

Low gelling temperature agarose (Sigma Aldrich)
PCR Etidium bromidTB (Top-Bio)

6x Loading Dye Solution (Fermentas)

QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN):

Pufer QG

Pufer PE zmieSany s etanolom (96-100%) podl’a navodu vyrobcu

izopropanol (Sigma Aldrich)
PCR ultra H20 (Top-Bio)

3.2 Pouzity bakterialny kmen, vektor a médium

XL1-Blue E.coli (genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB
laclqgZAM15 Tn10 (Tetr)]) (Stratagene)

pGEM-T Easy Vector (Genotyp: (Apr),oriVColE1 lacZ, 3015pb) (Promega)
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3.2.1 Priprava kompetentnych baktérii
LB Broth base (Invitrogen)

0,1 M CaCl; (Sigma Aldrich)

glycerol (Sigma Aldrich)

etanol

3.2.2 Priprava kultiva¢nych misiek
Bacto Agar (DIFCO)

LB Broth base (Invitrogen)

Ampicillin sodium salt (Sigma Aldrich)
X-Gal (Sigma Aldrich)

IPTG (Sigma Aldrich)

DMSO (Sigma Aldrich)

3.2.3 Ligacia produktu s vektorom a transformacia kompetentnych buniek
pPGEM®-T Easy Vector system (Promega):

T4 DNA Ligase (3 Weiss units/pl)

2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase

pGEM®-T Easy Vector (50ng/ul)

LB Broth base (Invitrogen)

3.3 VSeobecne vyuzivané chemikalie
destilovana voda

etanol 96% (lekaren FNKV)

3.4 Pouzité pristroje

Autoklav Systec DE-23 (Systec)

Automatické pipety jednokanalové (0,1 —2, 2 — 20, 20 — 200, 100 — 1000) Discovery+ (HTL)
Biologicky termostat BT 120M (LABO-MS)

Centrifuga chladena Z 300 (Hermle)

Centrifuga MPW-51 (Mechanika Precyzyjna)

Elektroforetické vane (Sigma Aldrich)

Hlbokomraziaci box U410 (New Brunswick)

Chladnicka ARC (Whirpool)

Laminarny box Auramini (Bioair) a HERAsafe (Heraeus)
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Mikrovlnna rira (Zanussi)

Minicentrifiga Z 100 M (Hermle)

Mraznicka zasuvkova (Whirpool)

Plynovy kahan Schuett phoenix (Schuett-biotec.de)

Stolovy vortex (Scientific industries)

Termocyklery C1000™ (Bio-Rad) a LabCycler gradient (SensoQuest)
Trepacka T-40-1 (Lovéna)

UV Transiluminator MUVB20 (UltraLum)

Vahy digitalne 40SM-200A (Precisa)

Zdroj napétia pre elektroforézu PowerPac (Bio-Rad)

3.5 Pouzité pocitacové programy
BioEdit

GeneSnap

GraphPad Prism 5

Vector NTI Advance™ 11
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4. Metédy

Alely génov hlavného histokompatibilného komplexu II. triedy boli genotypizované
pomocou metddy PCR-SSP. Genomickd DNA darcov bola konvertovana bisulfitom a cielovy
usek v promotore génu HLA-DQAT1 bol nasledne amplifikovany pomocou nested PCR.
Produkt bol vlozeny do pGEM®-T Easy vektora, anim boli transformované baktérie
Escherichia coli, kmen XL-1 Blue. Selekcia uspesnych transformantov bola vykonana na
zaklade farby kolonii — modra/biela — na médiu s Amp/IPTG/X-Gal. Sekvenované boli
jednotliveé klony baktérii.

4.1 Subjekt

Subjektom Stadie bolo 89 zdravych dobrovolnikov zradov Studentov a zamestnancov 3.
lékaiské fakulty UK. Ich priemerny vek bol 34 rokov (rozpétie 21 — 61). Zastpenie pohlavi
bolo 16 muzov a 73 zien (18% a 82%).

4.2 1zolacia DNA
DNA bola izolovana z krvi odobratej do EDTA skimaviek. Izoldcia najskor
prebiehala pomocou QIAamp DNA blood mini kitu (QIAGEN) podl'a navodu dodaného

vyrobcom:

1. K 200ul plnej krvi pridame 20 pl QIAGEN Protease a 200 ul pufru AL.
2. Obsah skumavky zvortexujeme, inkubujeme 10 minut pri 56°C a potom kratko
centrifugujeme, aby sme odstranili kvapky z viecka skimavky.
3. Pridame 200 pl etanolu (96-100%), zvortexujeme a opét’ kratko centrifugujeme.
4. Zmes preniesieme do QIAamp kolonky a centrifugujeme 1 minttu pri 6000g.
5. Kolonku umiestnime do Cistej zbernej skimavky, pridame 500 upl pufru AWI1 a opat
centrifugujeme 1 minatu pri 6000g.
6. Kolonku opit umiestnime do Cistej zbernej skimavky, pridame 500 ul pufru AW2 a
centrifugujeme 3 min pri 20000g.
7. Kolonku prenesieme do 1,5 ml mikrocentrifuga¢nej skamavky, pridame 200 ul pufru AE
alebo destilovanej vody* a inkubujeme 1 minatu pri izbovej teplote.
8. Centrifugujeme 1 minuatu pri 6000g, kolonku odstranime a skimavku s 200 pl izolovanej
DNA uskladnime pri -20°C.
1 Pri izolacii DNA bola pouzita voda.

Neskor bola na zvysenie Cistoty a koncentracie DNA izolovana pomocou vysol'ovacej

metody, podl'a protokolu Millera et al. (1988).
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1. K 0,5 ml plnej krvi priddme 1 ml RCLB (red cell lysis buffer, 320 mM sacharo6za, 1% (v/v)
Triton X-100, 12 mM Tris-HCI pH=7,5, 5 mM MgCl;) a30 sekind premieSavame
prevracanim.

2. Obsah skumavky sto¢ime centrifugaciou po dobu 3 minut pri 16000g a zlejeme
supernatant. Do skimavky pridame 1 ml destilovanej vody a opit’ 30 sekund premieSavame
a nasledne centrifugujeme. Supernatant zlejeme a premytie vodou zopakujeme.

3. K sedimentu priddme 235 pl destilovanej vody, 80 ul WCLB (white cell lysis buffer, 120
mM EDTA pH=8, 375 mM NaCl) a sediment resuspendujeme. Potom pridame 40 pl 10%
SDS a 15 pl proteinazy K (Sigma Aldrich) a inkubujeme Koloto&i? 30 minut pri 55°C.

4. Po vychladnuti zmesi na izbovu teplotu k nej pridame 100 pl 6 M NaCl a silne trepeme 15
sekund. Sto¢ime na centrifige po dobu 6 minut pri 160009 a supernatant pipetou prenesieme
do novej skumavky.

5. Opét’ centrifugujeme pri 16000g, tentokrat po dobu 3 minuat. Supernatant potom pomocou
pipety prenesieme do novej skimavky a pridame k nemu 1 ml 96% etanolu vychladeného na
-20 °C. Prevracanim skumavky vyzrazame DNA a skumavku ulozime na 20 minat do
mraznicky pri teplote -20°C.

6. Obsah skiimavky sto¢ime 3 mintity na centrifige a zlejeme etanol. K vyzrazanej DNA
pridame 1 ml 70% etanolu aby sa DNA hydratovala a premyvame 3 miniity na kolotog&i?.

7. Obsah skumavky stoc¢ime 3 minuty na centrifige, zlejeme etanol a gazou odsajeme kvapky.
DNA su$ime 5 mintt vo vakuovej suiarni®, sucha DNA je priesvitna.

8. Pridame 200 ul destilovanej vody. Vyizolovana DNA sa vo vode rozpusti pri 4°C za
priblizne 1 den.

2 Pouzitie koloto¢a bolo nahradené pravidelnym premiesavanim obsahu skiimavky.

3 DNA bola susena 20 mintt v biologickom termostate pri 55°C

4.3 Genotypizacia HLA molekul

Genotypizacia HLA molekul bola vykonana metdédou PCR-SSP so setmi od firmy
GenoVision (Olerup SSP™ AB). Alely HLA-DRBI boli testované na typ sérologickej
skupiny pomocou setu DR low resolution SSP typing. Alely HLA-DQBI1 boli najskor
testované na typ sérologickej skupiny pomocou setu DQ low resolution SSP typing, potom
bol pomocou setov Olerup SSP™ DQB1 high resolution ureny S3pecificky podtyp
jednotlivych aliel DQB1*02, DQB1*03, DQB1*04, DQB1*05 a DQB1*06. Podtyp aliel
HLA-DQAL1 bol uréeny pomocou setu Olerup SSP® DQAL. Praca bola vykonana podla

protokolu dodaného vyrobcom.
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Najprv bola pripravend PCR reakéna zmes podla ndvodu Vv tabulke 4-1. Skutocny
objem zmesi zavisi od po¢tu skimaviek s primermi v konkrétnom pouzitom sete. Zmes bola
rozpipetovand po 10 pl do jednotlivych skimaviek setu so sekvencne Specifickymi primermi
a potom amplifikovana v cycleri podl'a protokolu v tabul’ke 4-2.

Tab. 4-1 — Zlozenie PCR reak¢nej zmesi na genotypizaciu
HLA pre jednu skiimavku setu.

zlozka objem (ul)
voda 4,92

PCR Master Mix 3

DNA (konc. okolo 30 ng/ul) 2

Taq 0,08

spolu 10

Tab. 4-2 — Teplotny program v cycleri na PCR reakciu na genotypizaciu HLA.

krok teplota | cas opakovanie
1. vodna denaturacia 94°C 2 min

2. denaturacia 94°C 10s

3. hybridizacia a elongacia 65°C 60 s

4 (2—-3)9x
5. denaturacia 94°C 10s

6. hybridizacia 61°C 50s

7. elongacia 72°C 30s

8 (5—7) 19x

Produkty boli rozdelené elektroforézou na 2% agar6ézovom gele s etidium bromidom
a zviditel'nené pod UV kamerou (Sambrook et al., 1989). Na zaklade pritomnosti ¢i
nepritomnosti produktov bolo podla interpretacnej tabulky dodanej vyrobcom ku kazdému
setu urcené o aku alelu ide.

Sthrnna tabulka 4-3 znazorfiuje kombindcie PCR produktov, sliziace na urcenie
sérologickych typov aliel HLA-DRB1, HLA-DQB1 a $pecifickych podtypov aliel HLA-
DQAI1. Na obrazku 4-1 su na ilustraciu zndzornené konkrétne vysledky genotypizacie tychto

molekul.
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Tab. 4-3 — Kombinacie PCR produktov uréujuce sérologicky typ aliel HLA-DQB1 (A), HLA-DRB1 (B)
a Specificky podtyp aliel HLA-DQAL (C). V tabulkach B a C su pre prehladnost’ ukazané len tie skupiny aliel,
ktorych pritomnost’ bola preukazana v nasej skupine darcov. Sety na typizaciu HLA-DRBI1 obsahuju v jamkach
21, 22 a 23 dvojice primerov na amplifikaciu génov DRB3, DRB4 a DRB5 (v tomto poradi). Tieto gény sa
vyskytuja len na niektorych haplotypoch, a ich ur€enie slizi ako kontrola spravnosti od¢itania vysledku.

A:

sérol. | jamka

typ 1/2|(3|4|5|6|7|8
5 +

6 +

6 + +

2 + + +

2 + +

3,78 + +
3]8 + + +
3,9 + |+
3'8 + +
4 +
4 + +

B:
sérol. typ | jamka
1|12 (3|4|5|6|7|8|9|10|11|12|13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 | 23 |24
DRB1*01 | +
DRB1*03 + | + +
+ + +
+ +
+ |+ + + +
+ | + + +
DRB1*04 +
+ +
DRB1*07 +
DRB1*08 +
DRB1*10 +
DRB1*11 ¥ |+
+ + + |+
+ + + +
+ +
+ +
+ +
DRB1*12 +
+ +
DRB1*13 ¥ PR N I
+ + +
+ + +
+ +
+ +
+ |+ + |+ |+
DRB1*14 |+ |+
+ +
+ + +
DRB1*15 +
+ +
DRB1*16 +
DRB3 +
DRB4 -
DRB5 "
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Tab. 4-3 pokraovanie

C:

sérologicky | jamka

typ 1 2 3| 4 5) 6 7 8 9 |10 (11|12 |13 |14 (15|16 |17 |18 (19|20 (21 |22 (23 |24 | 25|26 |27 |28 | 29|30 | 31|32
*0101 + |+ + +
*0102 + + +
*0102 + + +
*0103 + |+ + + +
*0104 + |+ + |+ + +
*0105 + +
*0201 + |+ + +
*0301 + + +
*0302 + + ;
*0303 + +
*0401 + + |+ + |+
*0401 + + + |+
*0501 + + + + +
*0505 + + + + +

A:

B:

1 2 3 456 78 9101112 13141516 17 1819 202122 2324

o

1 2 3 45 6 7 8 910111213 141516 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

Obr. 4-1 — Genotypizacia génov HLA II. triedy. A: Zaznam elektroforegramu produktu po PCR s primermi na
uréenie sérotypu HLA-DQBI1 v 2% agar6zovom gele. V hornom rade gelu st produkty PCR s primermi na
amplifikaciu Casti génu pre rastovy hormon, ktoré sluzia ako pozitivna kontrola. Pod nimi su Specifické
produkty. Podl'a kombinacie amplifikovanych Specifickych produktov je ur¢ené, o ktort alelu ide. Znazorneny je
vysledok pre heterozygota DQB1*03/04 (drahy 5, 7, 8). B: urcenie sérotypu HLA-DRBI1. Znazorneny je
vyledok pre heterozygota HLA-DRB1*01/04 (drahy 1 a 8. V drahe 22 je amplifikovany Gsek génu DRB4, tento
gén sa nachadza v haplotype s alelou DRB1*04 génu DRBI1). V drahe 24 je produkt po PCR reakcii s primermi
na amplifikaciu vacSiny génov HLA 1. all. triedy, ne/pritomnost produktu slizi ako negativna kontrola.
Moznost’ negativnej kontroly nebola vyuzivana. C: urcenie $pecifického podtypu HLA-DQAI1. Znazorneny je
vysledok pre genotyp HLA-DQA1*0505/0505 (drahy 8, 13, 14, 15,17, 19, 21).



4.4 Analyza metylacie promotorovej oblasti génu DQA1

Analyza promotorovej oblasti génu HLA-DQAI1 bola vykonand pomocou
bisulfitového sekvenovania. Bisulfit sodny deaminuje nemetylované cytoziny v DNA na
uracil. Metylované cytoziny zanechava nezmenené. To umoziuje zistit' metylacny stav CpG
miest v skimanom useku, ktorého sekvenciu pozndme — Usek je amplifikovany pomocou
PCR (uracil je nahradeny tyminom) a sekvenovany — pdvodne metylované CpG miesta
Vv sekvencii zostani nezmenené, nemetylované miesta sa ukazu ako dinukleotid CpA alebo
TpG. Pretoze DNA bola izolovana z plnej krvi a metylacia sa moze v jednotlivych bunkovych
typoch lisit, pred sekvendciou boli produktom transformované baktérie a sekvenované boli

jednotlivé klony.

4.4.1 Konverzia DNA bisulfitom
Konverzia DNA bisulfitom aj nasledné precistenie konvertovanej DNA boli vykonané

pomocou Epitect”® Bisulfite kitu (QIAGEN). Postupovali sme podl'a ndvodu vyrobcu:

1. Do 200ul PCR skumaviek pripravime reakénii zmes na bisulfitovii konverziu podla
tabul’ky 4-4. Zmes premieSame a V cycleri nechame prebehnit’ program pre konverziu DNA
bisulfitom uvedeny v tabul’ke 4-5.

Precistenie konvertovanej DNA

2. Celu bisulfitovl reakciu prenesieme do 1,5 ml mikrocentrifugacnej skiimavky a pridame
560 ul pufru BL. Zmes potom prenesieme do Epitect spin koloniek a centrifugujeme 1 minttu
pri maximalnej rychosti.

3. Vylejeme obsah zbernej skimavky, pridame 500 ul pufru BW a centrifugujeme pri
maximalnej rychlosti 1 minuatu.

4. Obsah zbernej skimavky opit’ vylejeme, pridame 500ul pufru BD a inkubujeme 15 minut
pri izbovej teplote. Potom centrifugujeme 1 minttu pri maximalnej rychlosti.

5. Vylejeme obsah zbernej skimavky, pridame 500 ul pufru BD a centrifugujeme pri
maximalnej rychlosti 1 minutu. Obsah zbernej skiimavky vylejeme a tento krok eSte raz
zopakujeme.

6. Kolonku vlozime do novej zbernej skimavky a 1-mindtovou centrifugaciou pri maximalnej
rychlosti odstranime zvysky kvapaliny. Potom kolonku s otvorenym vieckom vlozime do

¢istej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky a inkubujeme 5 minut pri 56°C.
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7. Nakoniec na stred kolonky nakvapkame 20 pl pufru EB alebo vody* a DNA vymyjeme
1-minatovou centrifugaciou pri priblizne 15000g. Konvertovani DNA na dobu dlhSiu nez
24 h skladujeme pri -20°C.

4 Na vymytie DNA bola pouzitd voda.

Tab. 4-4 — Zlozenie reakénej zmesi na bisulfitova konverziu. Objem
reakcie pre jednu vzorku.

zlozka objem (ul)
roztok DNA max. 20 pl*
RNase-free voda *

Bisulfite Mix 85

DNA Protect buffer 35

Spolu 140

*celkovy objem roztoku DNA a vody je 20ul. Do reakcie ide 1

ng — 2ug DNA. My sme do reakcie ddvali minimalne 300 ng
DNA

Tab. 4-5 — Teplotny program v cycleri na bisulfitovi konverziu

DNA.

teplota cas
1. denaturacia 95°C 5 min
2. inkubacia 60°C 25 min
3. denaturacia 95°C 5 min
4. inkubacia 60°C 85 min
5. denaturécia 95°C 5 min
6. inkubacia 60°C 175 min

4.4.2 Amplifikacia ciel’ového useku Vv bisulfitom oSetrenej DNA
PretoZe sekvencie génov HLA-DQAL a HLA-DQAZ2 st si vel'mi podobné a konverzia
bisulfitom zniZzuje komplexitu sekvencie DNA, na zvySenie Specifity bol cielovy usek

amplifikovany pomocou nested PCR.

Najprv bola z www.pubmed.org ziskana referenéna sekvencia promotorovej oblasti génu
HLA-DQA1 (NCBI reference sequence: NC_000006.11, d’alej referen¢na sekvencia). Potom
boli navrhnuté primery (tab. 4-6; Priloha) Kk cielovému useku v promotore génu. Vonkajsie
primery nasadaju na promoétor v oblasti -729 az -701 a -109 az  -86 od Start kodonu, vnttorné

primery nasadaji v prométorovej oblasti -670 az -644 a -154 az -126 .
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Tab. 4-6 sekvencia primerov na metylaénu analyzu

primery sekvencia Tm (°C)  produkt (bp)
metF1-DQAL 5 GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 3' 63,0 643
metR1-DQAL1 5 ' CAAACCAAACCCTACCAAATCA3' 58,0

metF2-DQA1 5 AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 3' 59,0 545
metR2-DQA1 5'AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 3' 62,0

Potom bola pre kazdi vzorku pripravend reakénd zmes na PCR podla tabulky 4-7
a skamavky so zmesou boli vlozené do cycleru na ktorom prebehol program uvedeny
Vv tabul’ke 4-8.

Tab. 4-7 — Reakéna zmes na PCR na amplifikaciu cielového useku v prométore
génu HLA-DQAL. Objem zmesi pre jednu vzorku.

PCR1 PCR2
zlozka objem (ul) objem (pl)
voda 13,25 14,75
10x Taq Buffer s KCI 2,5 2,5
Mg?* (25mM MgCl,) 6 4
dNTPs (10mM) 1,25 1,25
forward primer (0,1mM) 0,4 0,4
reverse primer (0,1mM) 0,4 0,4
Taq 0,2 0,2
DNA 1 15
spolu 25 25

Tab. 4-8 — Teplotny program v cycleri na amplifikiciu cielového useku v promotore génu

HLA-DQAL.
PCR1 PCR2
teplota | ¢as opakovanie | teplota | ¢as opakovanie
1. Gvodna denaturacia | 95°C 5 min 95°C 5 min
2. denaturacia 95°C 1 min 95°C 1 min
3. hybridizacia 56°C 1,5 min 65°C 1,5 min
4. elongacia 72°C 1 min 72°C 1 min
5, (2—4) 39x (2—4) 49x
6. zavereéna inkubacia | 72°C 10 min 72°C

Pritomnost’ produktu bola overend elektroforézou na 2% agardézovom gele s etidium

bromidom. Do gelu bolo nanesenych 5 pl vzorky zmieSanej s 2,5 pul Bromophenol Blue
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Loading Solution (Promega). Velkost' fragmentu bola ur¢ena pomocou markeru pUC19

DNA/Mspl (Fermentas), ktory bol naneseny do gelu vedl'a sledovanych vzoriek.

4.4.3 1zolacia z agardzy a precistenie produktu

Na extrakciu produktu z gelu bol pouzity QIAquick Gel Extraction kit (QIAGEN).
Produkty z2 — 3 nezavislych PCR reakcii pre kazdu vzorku boli zmiesané, rozdelené
elektroforézou na 1% gele z low-melting agarézy v TAE pufri (Sambrook et al., 1989) a
zviditelnené pod UV transluminatorom. Dalsi postup sa riadil nAvodom vyrobcu:
1. Pasik zodpovedajici produktu skalpelom vyrezeme z gelu avlozime do zvazenej
skimavky. Skimavku s gelom opét’ zvazime.
2. Priddme 3 objemové jednotky pufru QG na 1 objemovu jednotku gelu (100 mg gelu ma
objem priblizne 100 pl) a inkubujeme pri 50°C 10 minut, pripadne dlhSie az do Uplného
rozpustenia gelu. Aby sa gel lepsie rozpustal, kazdé 2-3 mintty vortexujeme.
3. Pridame 1 objemovu jednotku izopropanolu na 1 objemovu jednotku gelu a premieSame.
Vzorku nanesieme do QIAquick kolonky a 1 minatu cetrifugujeme pri 17900g. Vylejeme
obsah zbernej skiimavky.
4. Pre odstranenie stop agar6zy mozeme pridat’ 0,5 ml pufru QG a 1 minuatu centrifugovat’ pri
17900g, po centrifugacii vylejeme obsah zbernej skimavky.
5. DNA premyjeme pridanim 0,75 ml pufru PE a mintitovou centrifugaciou pri 17900g.
Potom vylejeme obsah zbernej skimavky a centrifugujeme d’al$iu minttu, aby sme odstranili
zvysky kvapaliny.
6. Nakoniec kolonku vlozime do cistej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skiimavky. Na stred
kolénky pridame 50 pl pufru EB alebo destilovanej vody® a inkubujeme minutu pri izbovej

teplote. DNA vymyjeme minutovou centrifugaciou pri 17900g.
5 Na vymytie DNA bola pouzita voda.

4.4.4 Klonovanie

Vyizolovany PCR produkt bol zligovany s pGEM®-T Easy vektorom, ktorym boli
nasledne transformované baktérie E. coli, kmen XL-1 Blue. Tento kmen ma deléciu v géne
pre a-peptid B-galaktozidazy. Gén kodujuci tento peptid sa nachddza na pouzZitom vektore,
ale je preruseny klonovacim miestom. To umoznuje selekciu na médiu s IPTG (induktor B-
galaktozidazy) a X-Gal (substrat B-galaktozidazy, po jeho rozstiepeni enzymom vznikd modry
produkt) — kolonie, ktoré obsahuju vektor s insertom, su biele, kolonie, ktoré obsahujt vektor

bez insertu si modré. Médium na selekciu musi obsahovat’ aj ampicilin — vektor obsahuje
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enzym zodpovedny za rezistenciu voci tomuto antibiotiku, takze netransformovené baktérie

vobec nevytvoria kolonie.

4.4.4.1 Kultivacia baktérii
E. coli boli kultivované v kvapalnom alebo na tuhom LB médiu pri 37°C. Rast kultar
v kvapalnom médiu za aerobnych podmienok v orbitalnej trepacke pri 220-280 r.p.m. bol

monitorovany sledovanim optickej hustoty kulttr pri 590 nm (OD sg).

4.4.4.2 Priprava kultivaénych misiek

Na kultivaciu E.coli bolo rutinne pouzivané komplexné Lauria-Bertrani (LB) médium
(pH=7,0-7,2). Kultivaéné misky boli pripravené podla upraveného protokolu od
Sambrooka et al. (1989):

1. Do flasky navdzime agar a LB médium podla tabulky 4-9. Dnu vlozime magnetické

mieSadlo a zautoklavujeme 15 mintt pri 121°C.

Tab. 4-9 — Zlozenie média na kultivaciu transformovanych baktérii. Davkovanie zasobnych roztokov je
1 ml zasobného roztoku na 1 liter média.

zlozka hmotnost’ (na 1 liter média) zasobny roztok

agar 15-18 g

LB médium 204g

ampicilin 0,1¢g 0,59 v 5ml vody

X-Gal 30 mg 0,159 v 5 ml DMSO (3% X-Gal)
IPTG 24 mg 0,12g v 5ml vody (100mM)

2. Medzitym si pripravime zasobné roztoky podla tabulky 3-7.

3. Médium vyberieme zautoklavu a pri chladnuti priebezne mieSame na magnetickej
mieSacke. Po vychladnuti média na priblizne 65°C (tesne pred stuhnutim) priddme ampicilin,
alebo ampicilin, X-Gal a IPTG.

4. Roztok nalejeme na Petriho misky (na misky o priemere 9 cm nalejeme asi 25 ml média).

Nechame tuhnut’ asi 20 minut a prikryjeme vieCkom.

40



4.4.4.3 Priprava kompetentnych baktérii

Na pripravu  kompetentnych  baktérii bol pouzity upraveny protokol podla
Sambrooka et al. (1989):

1. Mnozstvo baktérii, ktoré zaplni priblizne pol ocka ockovacej kl'u¢ky, prenesieme z Petriho
misky s LB médiom do skumavky s 3 ml LB média. Inkubujeme na trepacke asi 18 — 20
hodin pri izbovej teplote, alebo 16 — 18 h pri 37°C.

2. Do sterilnej 500 ml banky nalejeme 100 ml LB média zohriateho na 37°C, pridame 1 ml
kultury z bodu 1 a inkubujeme na trepacke pri 37°C, az kym OD merana pri 590 alebo 600
nm nedosiahne 0,5 — 0,6. OD zaciname merat asi po 80 minutach a pokracujeme
v intervaloch priblizne 15 minut.

3. Banku s bakterialnou kultirou polozime na I'ad, aby sme zastavili rast baktérii.

4. Potom kultaru asepticky prenesieme do sterilnych, na lade vychladenych 50 ml
polypropylénovych skiimaviek a zozbierame bunky 5-minttovou centrifugaciou pri 3500g.

5. Médium zlejeme ausadené baktéric premyjeme tym, ze ich resuspendujeme v 25 ml
l'adového sterilného 0,1 M CaCl, . Opét’ centrifugujeme 5 minut pri 3500g.

6. Tekutinu zlejeme, baktérie resuspendujeme v 25 ml ladového sterilného 0,1 M CaCl; a
suspenziu inkubujeme 30 minat na l'ade.

7. Bunky zozbierame 5-minttovou centrifugaciou pri 35009 a resuspendujeme ich v 3 ml
sterilného 0,1 M CaCl; s 20%-nym obsahom glycerolu.

8. Suspenziu za pouzitia sterilnych $piciek prenesieme po 100 pl do 1,5 ml sterilnych na l'ade
vychladenych skimaviek. Bunky zamrazime vlozenim skimaviek do etanolu schladeného na

-70°C a d’alej skladujeme v mraznicke pri tejto teplote.

4.4.4.4 Ligacia produktu s vektorom a transformacia kompetentnych buniek

Na ligaciu produktu s vektorom bol pouzity pGEM®-T Easy Vector system (Promega).
Kompetentné baktérie E. coli XL-1 Blue boli transformované pomocou teplotného Soku.
Kolonie tspesne transformovanych baktérii sme selektovali podla farby — modré/biela na

médiu s IPTG a X-Gal. Postupovali sme podl'a ndvodu vyrobcu (Promega):

1. Vypogitame mnozstvo PCR produktu, ktoré vstupuje do reakcie® a pripravime ligadnu
reakciu podla tabulky 4-10’. Reakciu premie$ame pipetovanim a inkubujeme 1 hodinu na
T'ade alebo, pre G&innejsiu ligaciu, pri 4°C cez noc®.

2. Na l'ade rozmrazime kompetentné bunky E. coli. Zmiesame 50 pl kompetentnych buniek

s 1,5 ul ligacnej zmesi® v 1,5 ml skimavke a inkubujeme 20 mintt na l'ade.
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Tab. 4-10 — Zlozenie ligaénej reakcie. Objem poloviénej reakcie pre jednu vzorku

zlozka objem (ul)
2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 2,5

vektor (50ng/ul) 0,5

PCR produkt *

T4 DNA ligaza 0,5
deionizovana voda *

spolu 5

#mnozstvo PCR produktu zavisi od jeho koncentracie. Doplnime vodou na
konec¢ny objem.

3. Baktérie transformujeme pomocou teplotného Soku — skimavku s baktériami vlozime na 45
sekund do vody o teplote 42°C. Hned’ po vybrati baktérie umiestnime na I'ad a inkubujeme po
dobu minimalne 2 min.

4. Do skimavky s baktériami pridame 950 pl LB média izbovej teploty a inkubujeme na
trepacke po dobu 1,5 h pri teplote 37°C, 150 rpm.

5. Na kultivacné misky s LB/Amp/IPTG/X-Gal nanesieme 100 pl a 200 pl suspenznej
kultiry transformovanych bakteridlnych buniek. ZvySok kultiry skoncentrujeme
centrifugaciou po dobu 2 min pri 5000g. Odpipetujeme vacsinu supernatantu (asi 650 ul),
sediment resuspendujeme v zvySku média pipetovanim a rozotrieme na tretiu misku.

6. Baktérie inkubujeme pri 37°C cez noc v inkubatore, pricom st misky obratené dnom hore.

Nasledujuci dent vyhodnotime kolonie.

6 Velkost’ vektora je 3015 bp a pomer vektora k insertu ma byt’ 3:1. Produkt, ktory bol vlozeny do reakcie ma
545 bp, jeho hmotnost’ teda tvori 54% hmotnosti vektora v reakcii, ¢o je 14 ng pre poloviénu reakciu.

7 Pouzity bol poloviény objem reakcie z objemu odportiéaného vyrobcom.

8 Inkubovali sme pri 4°C cez noc.

9 Pouzili sme cely objem ligacnej zmesi.

4.4.4.5 Vyhodnotenie kolonii

Baktérie z bielych kolonii boli pomocou sterilného Sparadla presadené na nové misky
s ampicilinom, a to tak, Ze Sparadlom, ktorym sa dotkneme koldnie parkrat prejdeme po nove;j
miske. To, Ze su baktérie skuto¢ne transformované, bolo overené pomocou colony PCR.

Praca bola vykonana podl'a upraveného protokolu od Sambrooka et al. (1989):
1. Naberieme baktérie Sparadlom a vlozime ich do PCR skiimavky.
2. Pripravime reak¢nu zmes podl'a tabulky 4-6 (Cast’ PCR2 — s vnitornymi primermi), s tou

obmenou, Ze nepriddime DNA, pretoze substratova DNA je v baktéridch. Zmes priddme
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k baktériam v skumavke, vlozime do cycleru anechame prebehnut program uvedeny

Vv tabul’ke 4-7 (Cast PCR2).

PCR produkt bol rozdeleny elektroforézou na 2% agar6zovom gele. Pritomnost’
produktu ocakavanej vel'kosti (545 bp) znamena, ze baktérie boli tispeSne transformované.

Pre istotu boli este baktérie presadené na Amp/IPTG/X-Gal misky (tento krok bol
vykonany zaroven s pripravou colony PCR, S$paradlom, ktorym sme odoberali baktérie

v kroku 1 sme parkrat presli po novej miske).

4.4.4.6 Sekvenacia

Na sekvenovanie bolo zaslanych 3 az 5 klonov od jedného ¢loveka (spolu 96 vzoriek),
vybrané boli klony, pre ktoré bola uspesna colony PCR. V pripade, ze sa colony PCR
nepodarila, boli pouzité kolonie, ktoré boli na Amp/IPTG/X-Gal médiu biele.
Produkt bol na sekvenaciu zasielany v transformovanych baktériach. Baktérie sme pripravili
pomocou protokolu podl'a Sambrooka et al. (1989):
1. Pripravime roztok 1% agaru s LB médiom a ampicilinom podl'a postupu uvedeného v Casti
2.2.5. Roztok tesne pred stuhnutim rozpipetujeme po 100 pl do jednotlivych jamiek 96-
jamkovej dosti¢ky na real-time PCR.
2. Baktérie z vybranej kolonie naberieme na pipetovu Spicku, a tu potom zapichneme do
jamky s agarom.

Baktérie potom boli inkubované cez noc pri izbovej teplote. Nasledne boli vlozené do

chladnicky, kde boli skladované az do odoslania.

Vzorky boli sekvenované vo firme Macrogen v Korei prostrednictvom Laboratoie
sekvenace DNA Prirodovédecké fakulty UK. Sekvendcia prebiehala s vyuzitim univerzalnych
primerov SP6 a T7, ktorych sekvencie zo vzdialenosti niekol’ko desiatok bp lemuju inseréné

miesto pGEM®-T Easy vektora.
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5. Vysledky
5.1 Genotypizacia HLA molekul

U 89 zdravych darcov boli urCené alely génov HLA-DRB1, HLA-DQA1 a HLA-

DQBI. Zastapenie jednotlivych haplotypov v skupine darcov zndzornuje tabulka 5-1.

Boli pozorované bezné haplotypy (Klitz et al., 2003). Na rozdiel od Klitza et al. boli
namiesto haplotypov DRB1*10-DQA1*0104-DQB1*0501, 11-0501-0301, 12-0501-0301 a
13-0501-0301 najdené haplotypy 10-0105-0501 (pocet najdenych ocakavanych/novych
haplotypov — 0/2), 11-0505-0301 (0/29), 12-0505-0301 (0/5) a 13-0505-0301 (1/3). Zmena
alely DQA1*0501 na alelu *0505 je l'ahko vysvetliteI'na tym, ze alela HLA-DQA1*0505 bola

Tab. 5-1 - Zastipenie jednotlivych haplotypov
v nasej skupine darcov. Haplotypy oznacené 100 —
neklasické haplotypy; haplotypy oznacené 0303 nesu
alelu DQA1*0303 salelou DRB1*04 ar6znymi
alelami DOB1*03, *02

genotyp haplotyp
DRB1* | DQAL* | DQB1*| & I;‘l’;lelt frekvencia

11 | 0505 | 0301 | 1 | 29 16,3
15 | 0102 | 0602 | 2 | 21 11,8
01 | 0101 | 0501 | 3 | 23 12,9
03 | 0501 | 0201 | 4 | 17 9,6
07 | 0201 | 0202 | 5 | 16 9,0
04 | 0301 | 0302 | 6 | 11 6,2
13 | 0103 | 0603 | 7 | 13 73
13 | 0505 | 0301 | 8 | 3 17
16 | 0102 | 0502 | 9 | 6 3,4
07 | 0201 | 0303 | 10 | 4 2,2
12 | 0505 | 0301 | 11 | 5 2,8
14 | 0104 | 0503 | 12 | 5 2,8
04 | 0301 | 0301 | 13 | 1 0,6
13 | 0102 | 0604 | 14 | 4 2,2
08 | 0401 | 0402 | 15 | 4 2,2
10 | 0105 | 0501 | 16 | 2 11
13 | 0102 | 0609 | 17 | 2 11
13 | 0501 | 0301 | 18 | 1 0,6
03 | 0505 | 0201 | 19 | 1 0,6
11 | 0103 | 0603 | 20 | 1 0,6
04 | 0303 | rozne |0303| 6 3,4

100 | 3 17

povodne  identifikovana  ako  HLA-
DQA1*050103. Alela HLA-DQA1*0303 sa
nevyskytovala v konkrétnom haplotype, ale
vzdy bola s DRB1*04
a DQBI1*03 a *02 (konkrétne DQB1*0202 —

1x, *0301 — 2x, *0302 — 2x a 0304 — 1x).

v asociacii

Pretoze sme sa zaujimali o promoétor
génu HLA-DQAI1, ktory je vo vizbovej
nerovnovdhe so svojim génom, darcovia na
metylaéni analyzu boli vybrani na zéklade
genotypu v tomto géne. Neklasické haplotypy
boli vyradené, pretoze nemozeme vylucit
rekombinaciu V promotorovej oblasti.
Vyberali sme tak, aby bola kazda alela
zastipena pokial mozno aspon patkrat, a aby
boli

zastipeni heterozygoti pre nasledné

expresné Studie.

niekol’ko [T'udi

Z tejto  skupiny neskor

vypadlo, pretoze nevysiel
niektory z d’alSich krokov prace. Haplotypy
darcov, ktorych sekvencie boli ziskané, su

uvedené v tabul’ke 5-2A.
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Tab 5-2 — Genotypy osekvenovanych darcov. A: zoznam haplotypov DRB1-DQA1-DQB1. B: zoznam
haplotypov QAP-DQAI. Cisla oddelené bodko¢iarkou (;) znadia, ze dané alely promoétora nemozno k
alelam DQAI1 jednoznac¢ne priradit. Spojovnik (-) znamena, Ze sa nam alelu promoétora asociovanu
s danym DQA1 génom nepodarilo zachytit’.

* - nedokazeme uréit, ¢i ide o alelu OAP 1.1 alebo 1.5, predpokladame vsak, ze ide o alelu 1.1.

genotyp enotyp
darca haplotyp darca

¢. | DRB1* DQA1* DQB1* (3 (3 QAP DQA1*

4 03/14 | 0501/0104 | 0201/0503 | 4/12 4 41/- 0501/0104
9 01/04 | 0101/0301 | 0501/0302 3/6 9 1.1*/3.1] 0101/0301
12 | 04/16 | 0301/0102 | 0302 /0502 6/9 12 -/11.2 0301 /0102
20 | 15/15 | 0102/0102 | 0602 /0602 2/2 20 1.2;1.2 0102 /0102
25 | 01/04 | 0101/0303 | 0501/0202 | 3/0303 25 1.1%/- 0101 /0303
27 | 13/16 | 0102/0102 | 0604 /0502 1479 27 1.4/- 0102 /0102
31 | 12/13 | 0505/0505 | 0301/0301 11/8 31 4.1/41 | 0505/0505
32 | 04/13 | 0303/0103 | 0301/0603 | 0303/7 32 3.1/1.3 | 0303/0103
37 | 03/03 | 0501/0501 | 0201/0201 4/4 37 41/41 | 0501/0501
45 | 08/11 | 0401/0505 | 0402 /0301 15/1 45 4.1/41 | 0401/0505
46 | 14/15 | 0104/0102 | 0503 /0602 12/2 46 1.2;1.2 0104 /0102
49 | 08/13 | 0401/0103 | 0402 /0603 15/7 49 -/11.3 0401/0103
52 | 11/11 | 0505/0505 | 0301/0301 1/1 52 41/41 | 0505/0505
65 | 01/04 | 0101/0303 | 0501/0302 | 3/0303 65 |1.1*/3.1| 0101/0303
73 | 07/13 | 0201/0103 | 0202 /0603 5/7 73 21/13 | 0201/0103
79 | 14/01 | 0104/0101 | 0503/0501 3/12 79 |1,1% 13| 0104/0101
80 | 11/11 | 0505/0505 | 0301/0301 1/1 80 41/41 | 0505/0505
81 | 08/11 | 0401/0505 | 0402 /0301 15/1 81 1.2 0401 / 0505
82 | 08/11 | 0401/0505 | 0402 /0301 15/1 82 -14.1 0401 / 0505
86 | 13/15 | 0102/0102 | 0609 /0602 17/2 86 1.2;1.2 0102 / 0102
89 | 10/16 | 0105/0102 | 0501 /0502 16/9 89 1.2 0105/ 0102

5.2 Analyza metyla¢ného stavu prométora génu HLA-DQA1

Genomickd DNA darcov bola konvertovana bisulfitom. Potom bola amplifikovana
a osekvenovana 545 bp dlha oblast’ promotora génu HLA-DQA1L vo vzdialenosti -670 az -126
nukleotidov od Start kodonu. Na polohy -670 az -644 a -154 az -126 nasadaju primery, preto
je, ¢o sa metylacie a polymorfizmu tyka, informativna az 489 bp dlha oblast’ v polohe -643 az

-155. Spolu bolo ziskanych 80 sekvencii od 21 darcov.

5.2.1 Urcenie alely prométora

O ktort alelu promotora (QAP) ide bolo uréené na zéklade znamych polymorfizmov
V promotorovej oblasti -299 az -1 (tabulka 5-3). Pretoze oSetrenie bisulfitom zmazalo
rozdiely medzi miestami, ktoré sa lisili zdamenou C za T alebo naopak, nebolo mozné rozlisit’
alely QAP 1.1 a QAP 1.5. Frekvencia alely QAP 1.1 je (v zmesi vzoriek z r6znych populacii)

niekol'’konasobne vyssia nez frekvencia alely 1.5 (Briinnler et al.) a medzi 9 sekvenciami od 4
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darcov, ktori spadajii do tejto skupiny, neboli v celej sekvenovanej oblasti ziadne rozdiely.
Preto vel'mi pravdepodobne ide o alelu QAP 1.1 a takto bude d’alej znacena.

Ziskané genotypy QAP st spolu s DQA1 genotypmi uvedené v tabulke 5-2B. U
darcov, ktori maji v QAP lokuse len alelu/y 1.x a zaroven v DQA1 lokuse 2 alely *01,
nemozno alelam DQA1 promoétorové alely jednoznacne priradit’, pretoZze rozdelenie aliel
QAP 1.x medzi alely DQA1*01 je promiskuitné. U darcu ¢. 81 vidiet necakany haplotyp
QAP 1.2-DQA1*0401/0505, v tomto pripade zrejme ide o zamenu vzorky.

Tab 5-3 — Polymorfné miesta v prométore génu HLA-DQAI1 na zdklade ktorych sme uréovali, o ktora alelu
promotora ide. Znazornené st polymorfizmy zachované v bisulfitom oSetrenej DNA; cytoziny, ktoré su sucastou
CpG miest aspori jednej alely st zndzornené ako nezmenené. Tabul’ka znazoriiuje prekryv znamej oblasti (-299
az -1) anami sekvenovanej oblasti . Referen¢na sekvencia predstavuje alelu QAP 1.2. Tabul'ka podla Briinnler
et al. (1997).

=277 =276 -272 -271 -270 -263 -257 -245 -223 -215 -214 -207 -206 -205 -197 -193 -192 -169 -158

konsenzus| C A T A G T A A A C A - - - G C G T A
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QAP 1.4 C
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QAP 2.1

QAP 3.1

ORI NES

QAP 3.2 G

QAP 4.1 G C T G

== |||
=H|> (> > |>
> (> >\ > >
== |||

QAP 4.2 T G G

Dalej boli analyzované len sekvencie, U ktorych bola konverzia bisulfitom uspesna
aspon z 95%. Z tohto dovodu bola vylucend sekvencia 81-1. Vylucené boli aj sekvencie 32-5,

73-7 a 81-8, ktoré nebolo mozné zaradit’ (pozri pozndmku na konci ¢asti 5).

5.2.2 Urcenie metylaéného stavu jednotlivych aliel

V oblasti promoétora -600 az -270 bolo u niektorych sekvencii pozorovanych niekol’ko
novych metylaénych miest. Naopak, niektoré¢ ocakavané metylacné miesta najdené neboli.
Pretoze nie st zname sekvencie jednotlivych aliel, nebolo v niektorych pripadoch mozné
ur¢it’, ¢i ide v danom mieste 0 CpG miesto nemetylované (sekvencia TG), alebo o zadmenu
CG—TG. Vpripade, Ze sa v danom mieste vo vSetkych sekvencidch konkrétnej alely
nachéadzalo vzdy TG, bolo u tejto alely povazované za pévodné TG miesto. Zoznam vSetkych
metylaénych miest a ich stavu v jednotlivych sekvenciach je uvedeny v tabulke 5-5. Pozicie

CpG dinukleotidov v sekvenciach jednotlivych aliel v skratke udava tabul’ka 5-6.
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Tab 5-5 — Zoznam vsetkych metylaénych miest a ich stavu u jednotlivych sekvencii. Pozicie novych metylaénych miest sti vyznacené
tmavym pozadim. Potenciadlne nemetylované miesta si oznacené TG.
X — nebolo mozné urcit’. Sekvencie vyznacené kurzivou sme d’alej neanalyzovali.

refseq | CG|CG |CG|TG | TA|CG|CG | TG |CG|TG|CA|TG|CG|CG|CG|CG CG | TA | AA | CG
pozicia | -641 | -639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
QAP 1.1
9-1 |TA| e o |TG|TA| e o |[TG| o |TG | TG | TG | o ° ° ° e [ TA|AG| o
25-2 | TA| e o [ TG|TA| e o |[TG| o |[TG|TG | TG | e ° ° ° o | TA|AG| o
25-3 | TA| o o [ TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° ° o | TA|AG| o
25-4 | TA | e o (TG |TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° o | TA|AG| o
25-7 | TA| o o [ TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° o) o | TA|AG| o
25-8 | TA| e o (TG |TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° o |CA|AG| o
65-2 | TA| e o [ TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e o ° ° o | TA|AG| o
656 | TA| e e [TG|TA | o o |TG| o |TG | TG | TG | o o o o o | TA|AG| o
79-3 | TA| o o [ TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° ° o TA|AG| e
QAP 1.2

-641 | -639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
12-5 ° ° o ([TG|TA| o | TT | TG | @ |TG | TG | TG | e ° ° o o | TA|AA| o
12-6 ° ° o [ TG|TA| o |[TT|TG| @ |TG|TG | TG | e ° ° ° o | TA|AA| o
20-2 ° ° o [ TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° ° o [ TA|AA| o
20-3 ° ° e [ TG|TA| o o |TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° o | TA|AA| o
20-4 ° ° o [ TG|TA| e o |[TG| o |[TG|TG | TG | e ° ° ° e [ TA|AA| ©
20-5 . . o | TG |TA | e o TG | o |[TG|TG | TG | e ° ° ° e TA|AA| ©
20-7 ° ° o [ TG|TA| e o |[TG| o |[TG|TG | TG | e ° ° ° e [ TA|AA| ©
46-1 . . o | TG |TA | e o TG | o |[TG|TG | TG | e ° ° ° o | TA|AA| o
46-2 ° ° o [ TG|TA| e o |[TG| o |[TG|TG | TG | e o ° ° o | TA|AA| o
46-3 ° ° o | TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e . . . o | TA|AA| o
81-1 ° ° o | TG | TA | o o |[TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° CC|TA | AA| X
81-5 ° ° o | TG |TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e . . . e TA|AA| ©
81-7 o o o | TG|TA| o o | TG| @ |TG|TG | TG | e ° ° ° o | TA|AA | o
86-2 ° o o | TG |TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | o |TA| e . e TA|TT | o
86-4 ° o o |[TG|TA | e o |TG| e |TG | TG | TG | e ° . o e |[TA|TT | o
86-5 ° ' o [TG|TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° ° o [TA | o o
86-8 ° . o ([ TG|TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° o [ TA|AA| o
89-2 ° ° o ([TG|TA| @ |TT | TG | @ |TG | TG | TG | e ° ° ° e |[TA|AA| ©
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QAP 1.3

-641 | -639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
32-1 ° ° o [ TG|TA| e o |[TG| @ |TG | TG | TG | e ° ° o o [ TA|AG| o
49-2 ° ° o [TG|TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° o o | TA|AG| o
49-3 . ] o | TG |TA | e o (TG | o |[TG|TG | TG | e ° ° o o | TA|AG| o
49-4 ° . o [ TG|TA| e o |[TG| @ |[TG|TG | TG | e ° ° o e [ TA|AG| o
49-5 . ] o | TG |TA | e o [ TG| o |TG|TG | TG | o ° ° o o | TA|AG| o
49-6 ° . o [ TG|TA| e o |[TG| @ |[TG|TG | TG | e ° ° o o [ TA|AG| o
73-3 ° ° e |[TG|TA| o o |[TG| o |TG | TG | TG | o o ° o o | TA|AG| o
73-6 ° . o [ TG|TA| e o |[TG| @ |[TG|TG | TG | e ° ° o o | TA|AG| o
73-8 ' ' o | TG | TA | e o |TG| o |TG | TG | TG | o o o o o | TA|AG| o
79-2 | TA| e o | TG | TA | e o | TG| o |[TG|TG | TG | e ° ° ° e | TA|IAG| o
79-4 | TA| o o [TG|TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° o o | TA|AG| o
QAP 1.4
-641 | 639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
27-2 ' ' e [TG|TA | e o |[TG| o |TG|TG | TG | e ° ° ° o | TA|TG | o
27-5 . ] o | TG |TA | e o TG | o |[TG|TG | TG | e ° ° ° o TA| TG | e
27-6 ° ' o | TG | TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° o | TA|TG | o
27-7 . ] o ([ TG|TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e ° ° ° o [ TA|TG | e
86-7 ° o o [ TG |TA | e o |[TG| o |TG | TG | TG | e o ° ° o | TA|TG | e
QAP 2.1
641 | -639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
73-5 ° o [ TA| o |[TA | e o o TA|TA|TG | TG | e ° ° ° ° o | TA|AG | TG
QAP 3.1
-641 | -639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
9-3 | TA| ¢ |[TA|TG | TA | e o o [TA | o o |[TG| o | TG | e ° ° o | TA|AG | TG
32-2 . e [ TA|TG|TA | o o o [ TA | o o | TG| o |[TG| e ° ° o | TA|AG | TG
323 | TA| o |TA|TG|TA | e o o [CA| o o |[TG| o | TG | e ° ° o | TA|AG | TG
32-4 ° ° e [TG|TA | e ° e [TA | o o |[TG| X | TG | e o o o | TA|AG | TG
65-4 | TA| o o [ TG|TA| e o |[AG| o o o | TG| @ |TG|CA| e ° o | TA|AG | TG
QAP 4.1
-641 | -639 | -596 | -5685 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
4-2 -G e | TG | o o [ TC|TG | e ° o |[TG| TG | TA| e |CA|TA TT | e o | TG
4-7 -G o TG | o o [ TT|TG | e ° o |TG| TG | TA | e o | TA TT | e o | TG
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31-2 | -G o TG | e o |TT | TG | e ° o (TG | TG | TA | e o [ TA TT | e e | TG
31-3 | -G o | TG | o o (AT | TG | e ° o | TG | TG | TA | e o | TA TT | e o | TG
31-4 | -G o TG | e o |TT | TG | e ° o (TG | TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
31-5 | -G o | TG | o o |TT | TG | e ° o | TG | TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
31-8 | -G o TG | e o |TT | TG | e ° o [TG|TG | TA | e o |[TA TT | e o | TG
37-1 | -G o | TG | o o |[TT | TG | e ° o |TG| TG | TA | e o [ TA TG | e o | TG
37-2 | -G o | TG | o o [ TT|TG | e ' o |TG| e |TA | e e | TA TC | e e | TG
37-5 | -G o | TG | o o |[TT | TG | e ° o | TG | TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
376 | -G | o |[TG| e o |[TT | TG | e ° o |TG| TG |TA | e e | TA TT | e e | TG
45-1 | -G o | TG | o o |[TT | TG | e ° o |[TG| TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
45-2 | -G | o | TG | e o |[TT | TG | e ° o |[TG| TG |TA | e e | TA TT | e o | TG
45-3 | -G o | TG | o o |[TT | TG | e . o |[TG|TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
45-4 | -G o TG | o o [ TT|TG | e ° o [ TG | TG | TA| e e | TA TT | e e | TG
45-5 | -G o | TG | o o |[TT | TG | e . o |[TG|TG | TA | e o [ TA TC | e o | TG
52-1 | -G o |[TG|CA| o |TT|TG| e ° o [ TG | TG | TA| e e | TA TT | e e | TG
52-3 | -G o | TG | o o |[TT | TG | e ° o |[TG|TG | TA | e o | TA TT | e o | TG
52-5 | -G e [ TG | o o [ TT|TG | e ° o TG | TG | e ° ° X TC | e o | TG
52-6 | -G o |[TA| o o |TT | TG | e ° o |[TG|TG | TA | e o | TA TT | e o | TG
52-8 | -G o TG | o o [ TT|TG | e ° e |[TG| TG | TA| o o | TA TT | o o | TG
80-1 | -G o TG | e o |TT | TG | e ° o (TG | TG | TA | e o [ TA TT | o o | TG
80-2 | -G o TG | o o [ TT|TG | e ° o |TG| TG | TA | e e | TA TT | e e | TG
80-3 | -G o TG | e o |TT | TG | e ° o | TG | TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
80-4 | -G o TG | o o [ TT|TG | e ° o [ TG | TG | TA | e e | TA TT | e e | TG
80-8 | -G o | TG | o o | TT| TG | o o o |[TG| TG | TA | o o | TA TT | e o | TG
82-4 | -G o [ TG | e o |TT | TG | e ° o [ TG|TG|TA | e o | TA TT | e o | TG
82-6 | -G o TG | e o |TT | TG | e ° o (TG | TG | TA | e o [ TA TT | e o | TG
nezaradené

-641 | -639 | -596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -468 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -193
325 | TA| o | TA|TG | TA | e o o [ TA | o o [TG | o o ° ° ° o | TA|AG | o
73-7 ° ° o (TG |TA | e o |TG| o |[TG|TG | @ |[TG | e o | TG o | TA|AG | TG
81-8 | TA | TT | e ° o |TT | o |TG| @ |TG | TG | TG | o o o o o [ TA|AA | o
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Tab 5-6 — Pozicie CpG dinukleotidov v sekvenciach jednotlivych aliel (*).

-641 | -63 596 | -585 | -571 | -562 | -540 | -512 | -508 | -496 | -476 | -454 | -444 | -420 | -374 | -371 | -311 | -277 | -271 | -19
QAP 1.1 * * * * * * * * * * *
QAP12| * * * * * * * * * * *
QAP13| * * * * * * * * * * *
QAP 1.4 * * * * * * * * * *
QAP 3.1 * * * * * * * * * *
QAP 4.1 * * * * * * * *
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Vysledky pre jednotlivé metylatné miesta boli Statisticky spracované pomocou
kontingen¢nych tabuliek s dvojstrannym Fisherovym exaktnym testom s hladinou
vyznamnosti 0,05. Od alely QAP 2.1 bola ziskana jedina sekvencia, preto bola z analyzy
vyradena. Spracované boli miesta, ktoré sa nachadzaju v sekvencii aspon 2 aliel (tabul’ka 5-6).

Statisticky vyznamné rozdiely v metylacii boli najdené v mieste -639 medzi alelou
QAP 4.1 a alelami QAP 1.1 a 3.1 (graf 5-1A).

V mieste -540 sa metylacia alely QAP 3.1 lisi od metylacie aliel QAP 1.1 a 1.3. Blizko
Statistickej vyznamnosti je aj rozdiel medzi alelou QAP 3.1 a QAP 1.2 (p=0,0555, Cl=1,147
— 73,28). Testovenie rozdielu medzi alelami QAP 3.1 a 1.4 sice poskytlo p-hodnotu rovna
0,0278, ale konfiden¢ny interval (CI=0,9298 — 629,8) zahfiial Cislo 1, takze na hladine
vyznamnosti 0,05 nemozno zamietnut’ hypotézu, Ze nalez asociacie je nahodny (graf 5-1B).

V mieste -374 sa od vSetkych ostatnych aliel 1i§i metylacia alely QAP 1.3 (graf 5-1C),
v mieste -193 boli pozorované rozdiely medzi alelami QAP 1.2 a 1.4 (graf 5-1D). Statisticky
vyznamné vysledky udava tabul’ka 5-7.

Dalej boli vyhodnotené rozdiely v celkovej metylacii jednotlivych aliel. Pomocou
neparametrického Mann-Whitneyho testu s hladinou vyznamnosti 0,05 bol porovnany
absolutny pocet metylovanych CpG miest v skiimanej oblasti. Statisticky vyznamné rozdiely
boli najdené len pre alelu QAP 1.1, ktora bola metylovana do mensej miery nez alely QAP 1.4
a4.1. Vyznamnosti sa blizil aj rozdiel v metylacii aliel QAP 1.1 a QAP 1.2 (p=0,0673).
Statisticky vyznamné vysledky udava tabul’ka 5-8. Priemerny pocet metylovanych CpG miest
u jednotlivych aliel udéva tabul’ka 5-9.

Tab 5-7 — Statisticky vyznamné rozdiely v metylacii jednotlivych
CpG miest jednotlivych aliel promotora génu DQAIL. Alely,
Vv ktorych je dané miesto metylované viac, st zvyraznené tuénym

pismom.
miesto | porovnavané alely p 95%ClI
-639 1.1;4.1 0,0375 | 0,0065 - 0,8418
3.1;4.1 0,007 | 0,0017 - 0,3605
-540 1.1;3.1 0,035 1,415 -282,6
1.3;3.1 0,0128 | 1,802 -346,9
3.1; ostatné alely | 0,0035 | 0,0091 - 0,4015
-374 1.1;1.3 0,0045 | 2,631 -465,7
1.2;1.3 <0,0001 | 5,969-9424
1.3;14 0,0014 | 0,0004 —-0,3752
1.3;3.1 0,0128 | 0,0012 -0,5048
1.3; ostatné alely | <0,0001 | 0,0017 —0,1550
-193 1.2;1.4 0,0239 | 0,0028-0,6196
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Tab. 5-8 — Rozdiely v celkovej metylacii CpG Tab. 5-9 — Celkova metylacia CpG miest jednotlivych
miest jednotlivych aliel. Do vdc¢Sej miery aliel.
metylované alely st zvyraznené tuénym pismom.

. . priemerny pocet metylovanych CpG
porovnavané alely QAP p alela dinukleotidov danej alely
1.1;1.4 0,0452 QAP 1.1 7,7
1.1;4.1 0,0044 QAP 1.2 9,3
QAP 1.3 8,4
QAP 14 10,2
QAP 3.1 9,0
QAP 4.1 9,0
A -639 B -540
F 100 100
o 80 80
2 60 60
,—:,: 40 40
= 20 20
i 0
QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP
11 12 13 14 31 41 11 12 13 14 31 41
C -374 D -193
100 1 100 1
£ 80 80
© 60 60
L4 ’ e
£ a0 7 M 40
£ 2017 20
E ] <= T T T = 0 -+ T T T T T |
QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP QAP
11 12 13 14 31 41 11 12 13 14 31 41

Bezmetylacie

m Metylované

Graf 5-1 — Porovnanie miery metylacie DNA jednotlivych aliel QAP vo vybranych metylaénych miestach.
Jednotlivé stipce predstavujii percentudlne zastipenie metylovanych miest vo vybranych poziciach v sekvencii
jednotlivych promdtorovych aliel. Pozicie st vyznacené vzdy nad prislusnym grafom. Pokial’ je uvedena ,,**,
znamena to, ze konkrétna alela vd’aka polymorfizmu v danom mieste neobsahovala metylacné miesto CpG.
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Polymorfizmus v ramci prométora QAP 4.1

Sekvencie darcov €. 4 a 37 sa od sekvencii ostatnych darcov s alelou QAP 4.1 liSia na
2 miestach (obr. 5-1A). Ked’ze ide o 2 zameny, pritomné vo vSetkych sekvenciach od 2
darcov, nepodjde zrejme o chybu sekvenovania ani o ndhodni chybu polymerazy, ale
0 doposial’ neznamy polymorfizmus v tejto oblasti. S touto moznost'ou stthlasi skutocnost’, ze
u darcov 4 a 37 je alela prométora QAP 4.1 asociovana s alelou DQA1*0501 (v haplotype
DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201), zatial ¢o wu ostatnych salelou DQAL1*0505 (v
haplotypoch DRB1*11/12/13-DQA1*0505-DQB1*0301). Preto boli sekvencie alely QAP 4.1
rozdelené na dve skupiny — QAP 4.1a (darcovia 4 a 37) a QAP 4.1b (ostatni) a porovnané
navzajom. Jediny Statisticky vyznamny rozdiel medzi nimi bol zisteny v mieste -496, ale
ked’ze sekvencie alely QAP 4.1a v tomto mieste maju len nemetylované cytoziny, moze

U nich ist’ aj o povodnu sekvenciu TpG namiesto CpG.

5.3 Polymorfizmus promoétorovej oblasti

V promoétorovej oblasti -643 az -300 boli pozorované doteraz nepopisané polymorfné
miesta. Sekvenciu jednotlivych promdtorovych aliel udava tabul'ka 5-10.

Podobne ako sekvencie zaradené podla blizkej promotorovej oblasti medzi alely
QAP 4.1, bolo mozné aj skupinu sekvencii QAP 1.2 na zaklade rozdielov v 2 miestach (obr.
5-1B) rozdelit’ na 2 casti — QAP 1.2a (sekvencie darcov 12 a 89) a QAP 1.2b (ostatni).
Niektoré sekvencie skupiny QAP 1.2 sa nedaji jednoznacne zaradit’ do haplotypov, pretoZe
darcovia st heterozygoti pre alely QAP 1.x. Obaja darcovia zo skupiny QAP 1.2a vSak nest
haplotyp DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*0502 a vsetci traja darcovia zo skupiny QAP 1.2b
nest haplotyp DRB1*15-DQA1*0102-DQB1*0602, ¢o su zarovenn najCastejSie haplotypy
asociované s touto promotorovou alelou. U darcu €. 80 je, zrejme zamenou vzorky spdsobena,
vel'mi neStandardna kombinacia haplotypu DR-DQA1-DQB1 s genotypom QAP, preto
zaradenie jeho QAP 1.2 alely do niektorého haplotypu nemozno uvazovat. Podl'a sekvencie

promotora patri do skupiny QAP 1.2b.
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Tab. 5-10 — Sekvencie jednotlivych aliel prométora génu HLA-DQAL. Polymorfizmy st uvedené pre
sekvenovant oblast’ -643 — -300. Sekvenacia prebehla po bisulfitovej konverzii, preto v niektorych miestach
nemozno rozlisit’, ¢i ide o zdmenu za T alebo C — tieto miesta su v sekvencii znaCené ako T. T=T alebo C;
A=delécia. V mieste medzi nukleotidom -369 a -368 referencnej sekvencie bola u alely QAP 3.1 pozorovana
inzercia jedného nukleotidu, toto miesto nie je do Cislovania sekvencie zahrnuté. Nukleotidové zameny, ktoré
rozlisuja sekvencie QAP 4.1a a QAP 4.1b, nebolo mozné zaradit’ na konkrétne miesto, preto v tabulke nie st
uvedené (pozri obr. 5-1). Rovnako nebolo u tychto aliel mozné uréit’ presna polohu polymorfnych miest
v oblasti -330 — -368, preto v tabul'ke uvedené nie st (obr. 5-1).

- 650 - 640 -630 - G20 - 610 - 590 -580 - 670

ref. sekv. CTGGC CAGGC GCGGTGGCTC ATGCC TGTAA TCTGA GTACT TTGGG AGGCT GATCATGAGG TCAGG AGT TC AAGACCAGCG
Lo B = e e e e e e e e

-56() 550 540 530 - 520 - 510 -500 - 450

ref, sehy,  TGGCC AACAT AGTGA AACCC CGTCT CTACT AAAAL TACAA APATTAGCTG GGLGTGGTGE CAGGTGCCTG CAGTCCCAGC

- 450 - 470 - 450 - 450 -440 -430 -420 - 40

-3 - 320 Bl
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-320 -330 -340 -350 -360 =370

refseq ATRARTRTTT ARMCGTRATC

4-2 ATRBARCATTT ARRATATRATC
4-7 ATRRRCATTT RLLTATRLTC
37-1 ATARACATTT AAATATRATC
37-2 ATRRARCATTT ARATATRATC
37-5 ATRLRCATTT ARRATATRATC
37-6 ATALRCATTT AAATATRATC
31-2 ATARACATTT ARATATARATC
31-3 ATRBARCATTT ARATATRATC

31-4 ATRLRCATTT
31-5 ATARACATTT
31-8 ATRRARCATTT
45-1 ATRLRCATTT
45-2 ATRRRCATTT
45-3 ATARACATTT
45-4 ATRBARCATTT
45-5 ATRLRCATTT
52-1 ATARACATTT
52-3 ATRRARCATTT
52-5 ATRLRCATTT
52-6 ATRRGCATTT
52-8 ATARACATTT
80-1 ATRBARCATTT
80-2 ATRLRCATTT
80-3 ATALRCATTT
80-4 ATRRARCATTT ARATATRATC
80-8 ATRLRCATTT T ARRATATRATC
82-4 ATRRRCATTT CT TTTT TTTC TT TT TT T ALATRTRLTC

ALATRTRATC
AAATATRATC
ARATATRATC
ARRATATRATC
ALATRTRLTC
ARATATARATC
ARATATRATC
ALATRTRATC
AAATATRATC
ARATATRATC
GRATGTRATC
ALATRTRLTC
ARATATARATC
ARATATRATC
ALATRTRATC
AAATATRATC

82-6f  ATABACATTT CTTTTCTTTT TTTTCTTCCT TTATTTTTTT } BRAATATAATC
B:

-520 -530 -540
refseq TTTATATTTT TAATAAARAC GRRATTTCAC
12-5 < ! LARRLTTCCAC
12-6 ARBATTTCAC
89-2 AARRTTTCAC
20-2 GARRTTTCAC
20-3 . RRRATTTCAC
20-4 * GRARATTTCAC
20-5 * GRBATTTCAC
20-7 > GRARRTTTCAC
46-1 * GRARATTTCAC
46-2 * GATATTTCAC
46-3 * GRABATTTCAC
81-5 > GRRRTTTCAC
81-7 » ARRACTTCAC
86-2 * GRE~TTTCAC
86-4 > RLRRTTTCAC
86-5 T * GRARATTTCAC
86-8  TTTATATTTT TABATAARAAC GAAGTTTCAC

Obr. 5-1 — Polymorfné miesta, na zaklade ktorych boli sekvencie naleziace do skupiny aliel QAP 1.4 (A)
a QAP 1.2 (B) rozdelené do dvoch podskupin. Uvedené su sekvencie negativneho retazca po konverzii
bisulfitom. A: celou ¢iarou st vyznafené miesta, ktorymi sa sekvencie od darcov 4 a 37 liSia od ostatnych
sekvencii. Je mozné, Ze alela QAP 4.1 sa od ostatnych aliel lisi aj deléciou/deléciami umiestnenou v oblasti
-330 — -368, preto presnu polohu d’al§ich polymorfnych miest (vyznacené len na referenénej sekvencii tmavym
pozadim) nebolo mozné uréit. B: sekvencie od darcov 12 a 89 (QAPI1.2A) sa od ostatnych (QAP 1.2B)
sekvencii QAP 1.2 lisia jednonukleotidovou zamenou v pozicii -526 a -539.

Poznamka k nezaradenym sekvenciam

Podl'a uréenia ostatnych sekvencii darcu 32 vieme, ze ma v promoétore alely QAP 1.3
a 3.1. Sekvencia 32-5 je v oblasti priblizne -277 az -155 zhodna so sekvenciou alely QAP 1.3,
v oblasti do -277 sa zase zhoduje so sekvenciou alely QAP 3.1. Darca 73 ma v prométore
alely QAP 1.3 a2.1. Sekvencia 73-7 vyzera v oblasti -245 az -155 ako alela QAP 2.1, vo
vzdialenejSej oblasti sa ale nepodoba ziadnej nami zistenej alele. Podobne je na tom sekvencia

81-8, ktord bola na zdklade polymorfizmu v znamej oblasti (tab. 5-3) zaradend medzi alely
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QAP 1.2, vo vzdialenejSej oblasti sa vSak lisi od vSetkych ostatnych aliel. Jej zvlastnostou je
aj pritomnost’ 1-2 metyla¢nych miest, ktoré sa nenachadzaji na ostatnych alelach (v 1 pripade
ide 0 zamenu TA—CG, v druhom pripade CA—CG, ¢o mdze byt aj chyba v bisulfitovej
konverzii alebo sekvenacii).

Pritomnost’ tychto sekvencii nebolo mozné vysvetlit’ chybou v niektorom kroku préce.
Sekvencie 73-7 a 81-8 by mohli byt patrit’ novému typu alely. Darcom 73 je Zena, ktora bola
Vv Case odberu krvi tehotn4, takZe je mozné, ze bola zachytend DNA jej dietat’a
(Hromadnikova et al., 2005). Sekvencia 32-5 by mohla byt’ produktom crossing-overu medzi
alelami QAP 1.3 a 3.1. Darcom 32 je Zena, ktora mala deti, ale v ¢ase odberu mala okolo 50

rokov, ¢o moznost’ pritomnosti buniek diet'at’a znizuje, ale nevylucuje (Evans et al., 1999).
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6. Diskusia

Gény HLA II. triedy obsahuju v blizkej promotorovej oblasti regulaéné sekvencie,
ktoré s zasadné pre expresiu tychto molekul. Viazu sa na ne Specifické transkripéné faktory,
ktoré vytvoria platformu pre naviazanie koaktivatoru CIITA, a spolo¢ne s nim kooperuju pri
aktivacii transkripcie (Reith et al., 2005).

Pritomnost’ CpG miesta v tychto regulaénych oblastiach (ako je X, Y, alebo S box),
ktorého metylacia by branila védzbe transkripéného faktora a zaroven by toto miesto bolo
subjektom alelicky Specifickej metylacie by bola kontraproduktivna. Vyhradnd expresia
jednej alely génu HLA namiesto dvoch by jedinca znevyhodnila a tym by sa znizila Sanca na
udrzanie metylovanej alely v populacii. Tato situacia v promotore génu HLA-DQA1 nemdze
nastat, pretoZze jeho promotorové alely QAP v neobsahuju klG€ovych regula¢nych
sekvenciach, s vynimkou alely QAP 4.2 (ktori sa nam nepodarilo zachytit)), ziadne CpG
dinukleotidy.

Ovplyvnenie expresie jednotlivych aliel tohto génu bude teda prebichat skor na
jemnejsej urovni. Prvou moznostou je ovplyvnenie Struktiry chromatinu, kedy by rdzna
hustota metylacie CpG miest nastavovala rézne vysoky prah, ktory musia transkripéné
aktivatory prekonat. Vylu¢it sa nedd ani blokéacia vézby transkripénych faktorov na
vzdialenejSie regula¢né sekvencie.

V tejto praci bol stanoveny metylacny stav promotorovych aliel génu HLA-DQAL
QAP1.1,1.2,13,14,31a4.1.

Pozorovali sme rozdiel v metylacii CpG miesta -639 medzi alelou QAP 4.1 (viac
metylovana) a alelami QAP 1.1 a 3.1. Alela QAP 4.1 je asociovana s génom DQA1*0501 a
alela QAP 3.1 je asociovana s génom DQAI1*0301. Britten et al. (2009) pozorovali, Ze
MRNA alely DQA1*0501 je exprimovana v mensej miere, nez mRNA aliel DQA1*0301 a
*0103 (pricom alela *0301 bola voci ostatnym alelam systematicky nadexprimovand). Donner
et al. (2002) zase zistili hierarchiu expresie mMRNA DQA1*03>*01>*0201>*05. Tieto
zistenia stuhlasia so silou promotorov génu DQA1 - DQA1*0301>*0101>*0501
(tj. QAP 3.1>1.x>4.1) (Morzycka et al., 1997) a DQA1*0301>*0102, *0501 (QAP 3.1>1.x,
4.1) (Britten et al., 2009), ktora bola ur¢ena Vv transfekénych pokusoch s reportérovym génom.
Medzi celkovou metylaciou aliel QAP 4.1 a 3.1 neboli pozorované Ziadne rozdiely. Moznost’,
7e by kich odlisnej expresii prispievalo jediné rozdielne metylované CpG miesto v mieste
promotora -639 je otazna, najmd ked’ uvazime velky vplyv nukleotidovych zadmen
v regula¢nych sekvenciach v blizkej promotorovej oblasti (Indovina et al., 1998; Morzycka et

al., 1997). V pripade, ze by sa pri regulacii tychto QAP aliel uplatiovala metylacia DNA,
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nemusi jej ucinok spocivat’ v mnozstve, ale v rozmiestneni jednotlivych metylovanych CpG
dinukleotidov (tab. 5-6).

Zistena bola nizsia celkova metylacia alely QAP 1.1 v porovnani s alelami QAP 1.4 a
4.1, blizko vyznamnosti bol rozdiel medzi alelou QAP 1.1 a QAP 1.2. Dalej bol pozorovany
rozdiel v metylacii v CpG mieste -193 medzi alelami QAP 1.2 a QAP 1.4, kde viac
metylovana je alela QAP 1.4. V mieste -374 je alela QAP 1.3 metylovana menej neZ vsetky
ostatné alely. O rozdieloch v sile tychto promotorov vSak nie je zname ni¢. Britten et al.
(2009) sice pozorovali ur€ité rozdiely (u 4 os6b) v mnozstve mRNA aj v skupine aliel
DQA1*01, ale ked'’Zze promotory QAP 1.x st voci alelam DQA1*01 promiskuitné, neda sa
S istotou urcit’, o ktoré promotory presne islo.

Promiskuita aliel skupiny QAP 1.x vSak otvara zaujimavi moznost zvySenia
roznorodosti prezentacie antigénu kombinaciou kvality (DQAT1), aj kvantity (QAP), o pevna
asociacia ostatnych promotorovych aliel so svojimi génmi neumoziuje.

Pozorovali sme niz§iu metylaciu najsilnejsej z promotorovych aliel, QAP 3.1, v mieste
-540 promotorovej oblasti v porovnani s alelami QAP 1.1 al1l.3. Rozdiel bol blizko
vyznamnosti aj pre zvy$né 2 alely s CpG dinukleotidom v tejto pozicii, QAP 1.2 a 1.4,
Celkova metylacia alely QAP 3.1 je priemerna (9 metylovanych CpG miest/alela, ostatné
alely 7,7-10,2). V pripade, Ze by miesto -540 bolo podstatné pre rozdiely v sile promotorov,
robilo by to zrejme blokéciou vizby nejakého faktora regulujiiceho transkripciu. Na aktivite
tohto promotora sa podielaji aj polymorfné miesta v regulacnych oblastiach v blizkom
promotore (Morzycka et al., 1997).

Je nutné dodat’, ze v jednej $tadii bola pozorovana relativne vysSia expresia alely
DQA1*04, kym rozdiel v relativnej expresii ostatnych aliel génu DQA1 pozorovany nebol
(Fernandez et al., 2003). Hierarchia sily medzi jednotlivymi promotormi teda zatial’ nie je
jasne ur¢ena.

Nie je mozné porovnanie vysledkov s d’alSimi pracami, pretoze metylaciou génov
HLA 1I. triedy sa doteraz zaoberala jedine praca Toyody et al. (1992), ktori zistili pomocou
restrikénych enzymov rozdielnu metylaciu v jednom mieste 5'URR génov HLA-DQBL1.

Obmedzenim nasich vysledkov je, ze boli ziskané na malom pocte vzoriek. Vysledky
mohla skreslit' aj skutoCnost, Ze nie su zname vSetky polymorfné miesta v promotorovej
oblasti, takze u niektorych aliel nebolo mozné urcit, ¢i ide o nemetylované¢ CpG miesto,

alebo o povodnu sekvenciu TpG.
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Zaver

Epigenetické javy su dedicné zmeny v jadrovom chromatine, ktoré sa tykaju najma
modifikacii v promoétorovych a regulaénych sekvenciach DNA a mozu sa v priebehu Zivota
menit. Tato stadia sa zaobera epigenetickou regulaciou molekal HLA a jej ulohou v
imunitnom systéme. Ur¢ité alely HLA predstavuju vyznamné rizikové faktory mnohych
autoimunitnych choréb. Vzhladom ktomu, Ze st zname variability v regula¢nych
sekvenciach medzi alelami HLA II. triedy, predpokladali sme, ze existuju aj variability na
urovni metylacie DNA medzi nimi. Tuto hypotézu sa mi podarilo vo svojej diplomovej praci
potvrdit’ pre gén DQAI.

Bola zistena korelacia medzi genotypom a metylaciou DNA u aliel QAP 1.1, 1.2, 1.3,
1.4, 3.1 a4.1 promotora génu DQA1. Celkova metylacia alely QAP 1.1 bola nizSia nez
metylacia aliel QAP 1.4 a4.1. Pozorované boli aj rozdiely v metylacii jednotlivych CpG
dinukleotidov: v mieste -639 je alela QAP 4.1 metylovana viac nez alely QAP 1.1 a 3.1;
v mieste -540 je alela QAP 3.1 metylovana menej nez alely QAP 1.1 a 1.3; v mieste -374 je
alela QAP 1.3 metylovana menej nez vsetky ostatné alely s CpG dinukleotidom na danom
mieste; a na pozicii -193 je alela QAP 1.4 metylovand viac nez alela QAP 1.2. CpG
dinukleotidy na konkrétnej pozicii nie su pritomné u vsetkych sekvencii.

Spojenie medzi zistenym vzorom metylacie danej alely asilou promotora sa
nepodarilo odhalit’. Dalej boli zistené doteraz nezname polymorfizmy v oblasti -643 — -300
promotora génu DQAL.

V ramci mojej PhD prace budu osekvenované alely promotora génu DQAI1, aby boli
zachytené vsetky pozicie, na ktorych sa nachddzaji CpG dinukleotidy. Praca bude rozsirena
0 d’alsich nosiCov jednotlivych aliel. Néasledne bude stanovend expresia mRNA
a proteinového produktu jednotlivych aliel, ako aj acetylacia histonov. Rovnakej analyze ako
gén DQAI1 bude podrobeny aj gén DQBI, ktorého produkt dimerizuje s produktom génu
DQAL1 a spolu vytvaraji molekulu HLA-DQ na povrchu bunky.

Alely HLA II. triedy predstavuji najdolezitejsi a najsilnejsi predispozi¢ny geneticky
faktor chorob spojenych simunitnou dysregulaciou, ako st nielen autoimunitné, ale
aj alergické ochorenia. Objasnenie ich epigenetickej regulacie je dolezitym predpokladom k
porozumeni etiopatogenézy tychto chorob. Lepsie znalosti o mechanizmoch, ktoré aktivuju
imunitny systém cez komplex HLA, by mohli prispiet’ ku zvyseniu G¢innosti prevencie a

liecby autoimunitnych, ako aj alergickych ochoreni.
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Priloha

Skumana oblast’ promotora génu HLA-DQAIL. Vonkajsie primery s vyznacené modrou

farbou, vnutorné primery ¢ervenou farbou.

CpG dinukleotidy su vyzna¢ené modrym pozadim. Zname polymorfné miesta v tejto oblasti

(Briinnler et al., 1997; Cordovado et al., 2005) st vyznac¢ené sivym pozadim.
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