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ABSTRAKT

Predkladand diplomova prace prezentuje problematiku miry regulace genové
exprese tii HSP70 genli v mononukledrnich buiikéach periferni krve. Sledovali jsme
zavislosti regulace (inducibility) genové exprese na vybranych bodovych mutaci — SNP
(single nucleotide polymorphisms) v téchto genech. Mononukledrni buiikky jsme ziskali
z periferni Zilni krve zdravych jedinct. Pro analyzu exprese jsme selektovali jedince, ktefi
byli homozygotni alesponn v jedné ze sledovanych bodovych mutaci. Pti zohlednovani
kritéria zdravého jedince jsme vychazeli z dotazovani se na Urovni osobni anamnézy.
Zavislost miry regulace genové exprese studovanych genil na genotypech - sledovanych
polymorfismech jsme stanovovali u dvou bunécnym stresem indukovatelnych geni
HSP70-1 (HSPA1A) a HSP70-2 (HSPA1B) a u jednoho konstitutivné exprimovaného
genu HSP70-Hom (HSPAIL). Geny HSP70 jsou lokalizovany v oblasti hlavniho
histokompatibilniho syst¢ému MHC (major histocomatibility complex) na chromozému
6p21. Miru regulace genové exprese studovanych genli jsme stanovovali v zavislosti na
SNPs lokalizovanych v genu HSP70-1 (-110A/C ~ rs1008438 a +190G/C ~ rs1043618), v
genu HSP70-2 (+1267A/G ~ 151061581 a +2074G/C ~ rs539689) a v genu HSP70-Hom
(+2437T/C ~ 1s2227956). Miru regulace genové exprese studovanych genl jsme dale
stanovovali v zavislosti na pétinukleotidové mutaci (rs9281590) genu HSP70-2. Podafilo
se nam uspéSn¢ indukovat zvySeni genové exprese HSP70-1 a HSP70-2 gent
v experimentalnich podminkéch. Zjistili jsme, ze v omezené mife lze indukovat i gen
HSP70-Hom. Statisticky vyznamné rozdily v mife genové exprese v zavislosti na
genotypech lokalizovanych v jednotlivych genech jsme nepotvrdili. Zjistili jsme statisticky
vyznamny vliv polymorfismii na genovou expresi gend, vnichZz se polymorfismy

nenalézaji.

Klic¢ova slova: hlavni histokompatibilni komplex (MHC), heat-shock protein o velikosti 70
kDa (HSP70), bodova mutace (SNP), regulace exprese, teplotni indukce genové exprese.



ABSTRACT

The topic of the presented thesis is the regulation of gene expression level of the
three HSP70 genes in mononuclear cells. We investigated the dependence of expression
regulation (induction) abiliy on selected point mutations, so-called SNPs (single nucleotide
polymorphism) in the observed genes. The mononuclear cells were obtained from
peripheral blood samples of healthy individuals. In order to analyze their gene expression,
we selected individuals who were homozygous for at least one of the monitored point
mutations. Taking into account the chosen criteria for healthy individuals we based on
interviews with these individuals and their personal history. We determined the
polymorphisms observed in two cell stress-inducible HSP70-1 (HSPA1A) and HSP70-2
(HSPA1B) genes and in one constitutively expressed gene HSP70-Hom (HSPAIL).
Further, we have analyzed HSP70s gene expression regulation and the relation between the
expression regulation and studied polymorphisms. We determined the degree of regulation
of a gene expression in the studied genes in relation to two SNPs -110A/C (rs1008438),
+190G /C (rs1043618) gene HSP70-1, and two SNPs +1267A/G (rs1061581), +2074G /C
(rs539689 ) of the HSP70-2 gene, and the mutation of one five-nucleotide (rs9281590)
HSP70-2 gene, and one SNP +2437T/C (1s2227956) of the gene HSP70-Hom. We have
finally reached the induction with a higher gene expression of HSP70-1 and HSP70-2
genes in experimental conditions. Moreover, we have found that also the HSP70-Hom
expression can be induced in restricted range. We have not confirmed statistically
significant differences in a gene expression in relation to their genotypes located in studied
gene. However, we have found a statistically significant association between gene
polymorphisms and regulation of the expression of genes they are locked of these gene

polymorphisms.

Keywords: major histocompatibility complex (MHC), heat-shock protein of 70kDa in size
(HSP70), single nucleotide polymorphisms (SNP), gene expression, induction of gene

expression
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1 LITERARNI PREHLED

1.1 MHC
Hlavni histokompatibilni syst¢tm MHC (Major Histocomatibility Complex) je

oznaceni pro multigenni systém a jim kodované proteiny, které se podileji na udrzovani
imunologické homeostazy organismu a které jsou odpovédné za tkanovou slucitelnost pii
transplantacich (histokompatibilitu). MHC se vyskytuje az u obratlovcl. U clovéka je
oznacovan jako HLA (Human Leukocytes Antigen) a je lokalizovany na chromozému
6p21.31 (Goate et al., 1987). Definice rozsahu MHC neni dodnes ujednocena. MHC
zaujima usek, ktery ma rozsah v intervalu 3000- 4000 kb (Sargent et al., 1989), coZ je néco
pres 1 % lidského genomu. K védeckym pocatklim se fadi objev britského imunogenetika
Petera Alfreda Gorera, ktery v roce 1936 identifikoval histokompatibilni H-2 lokus u mysi.
Vyznam lokusu H-2 pro transplantace byl ocenén aZz mnohem pozd€ji po objasnéni
mechanisml odvrhnuti transplantované tkané (Klein, 1986). Lidsky syst¢ém HLA byl
poprvé popsan v roce 1956 a Jean Dausset za tento objev, stejné tak jako Peter Alfred
Gorer za vySe zminovany piedchozi objev, obdrzel Nobelovu cenu. V roce 1974 Rolf M.
Zinkernagel a Peter C. Doherty zjistili, ze MHC je zodpovédny nejen za tkanovou
slucitelnost pfi transplantacich, ale i za prezentaci cizorodych antigeni T-lymfocytiim
(Nikolich-Zugich et al., 2004). Genova oblast lidského MHC byla kompletné¢ zmapovana
Geraghtym a spol. v roce 1999.

1.1.1 Genovy komplex MHC

Geny MHC jsou rozdélovany do tii tfid oznacovanych fimskymi ¢islicemi 1., II.,
[I. MHC geny III. tfidy jsou v odborné literatute Castéji oznaovany jako ,,non Class I/II
MHC geny*“, tedy geny nepatiici do I. ani do II. tfidy. Rozdéleni gent do tfid je zaloZeno
na odlisné struktuie a funkci proteinti, které jsou témito geny kdédovany. Na telomerickém
konci 6. chromozému v oblasti p21 lezi skupina gent kodujicich MHC molekuly 1. tfidy
(HLA-F, HLA-G, HLA-A, HLA-E, HLA-C, HLA-B). Centromericky lokalizované oblast
chromozému 6p21, v niz se nalézaji MHC geny II. tfidy, byvd n¢kdy téZ oznaCovana
pismenem D. D-oblast je roz¢lenéna na tii podoblasti (HLA-DR, HLA-DQ a HLA-DP),
z nichz jsou kodovany piislusné MHC molekuly II. tfidy (Hansen et al., 1993). MHC geny
I. a II. tfidy jsou dale déleny na klasické a neklasické. Klasické vysoce polymorfni MHC
geny . tfidy, mezi néZ patii geny HLA-A, HLA-B, HLA-C, kéduji klasické transplantacni

MHC molekuly I. tiidy, které se vyznamné uplatiiuji ptfi obran¢ proti intracelularnim



patogeniim (Otting et al., 2004) a jsou piitomné¢ v membranach vSech bunc¢k vyjma
membran erytrocytll. Neklasické geny HLA-E, HLA-F, HLA-G maji nizkou uroven
polymorfismu a koduji neklasické MHC molekuly I. tfidy, které maji omezenou tkanovou
distribuci (Shankarkumar, 2004). Klasick¢é MHC geny II. tfidy (HLA-DR, HLA-DQ,
HLA-DP) koéduji piislusné MHC molekuly II. tfidy, které jsou exprimovany
v imunokompetentnich buiikach, hlavné na membranach B-lymfocyti a aktivovanych T-
lymfocytii a na membranach antigen prezentujicich buné€k Antigen Presenting Cells (APC),
mezi které patii makrofagy, monocyty a dendritické bunky.

MHC molekuly 1. a II. tfidy jsou transmembranové glykoproteiny. MHC molekuly
L. tfidy se skladaji z polymorfniho transmembranového fetézce alfa, ktery je kddovan geny
HLA-A, -B, -C, a snim nekovalentné spojeného nepolymorfniho B2-mikroglobulinu
(B2m). Nepolymorfni fetézec B2-mikroglobulinu je kodovan genem na chromozému 15,
ktery neni lokalizovan v oblasti MHC. MHC molekuly II. tfidy se skladaji ze dvou
nekovalentné vazanych glykoproteinovych fetézcl, a a B, a jsou kodovany geny z oblasti
MHC. Primérni funkci MHC molekul obou tfid je navazat peptidové fragmenty proteinti a
prezentovat je na bunééném povrchu T — lymfocytim. MHC molekuly 1. tfidy tvofi vazbu
s peptidovymi fragmenty, které vznikly v proteaozému proteolytickym Stépenim protein
intracelularniho piivodu (napt. virové kapsidy nebo proteiny produkované nadorovymi
bunikami nebo vlastni antigeny). Takové peptidové fragmenty jsou na povrchu bunky
rozpoznavany pomoci CD8+ T-lymfocytli. Klasické MHC molekuly 1. tiidy
s prezentovanymi peptidovymi fragmenty jsou exprimovany na povrchu téméi vSech
bun¢k (Campbell et al, 2008). MHC molekuly II. tfidy tvofi vazbu s peptidovymi
fragmenty vzniklymi v endolysozomu $tépenim proteinti vétSinou extracelularniho piivodu,
které se do buiiky dostaly fagocytézou nebo endocytdézou. Takové peptidové fragmenty
jsou na bunéc¢ném povrchu rozpoznavany prosttednictvim CD4+ pomocnych T-lymfocyta.
MHC molekuly II. tfidy jsou exprimovany vétSinou na APC (Campbell et al., 2008).
Tfetim zndmym zplisobem prezentace antigenu je tzv. zkiizend prezentace - cross
prezentace, kterd spociva v tom, ze MHC molekuly I. tfidy mohou prezentovat i peptidové
fragmenty vzniklé rozs§tépenim proteind extracelularniho ptvodu (Rock, 2006). Takovy
komplex MHC molekuly I. tfidy a peptidového fragmentu je vystaven na povrchu bunky
CD8+ T-lymfocytim.

Néami studované geny proteinl teplotniho Soku HSP70-1 (HSPA1A), HSP70-2
(HSPA1B) a HSP70-Hom (HSPAIL) jsou spolu s dal$imi geny soucasti riznorodé



skupiny geni III. tfidy, Castéji oznacované jako non Class I/Il MHC geny. Tato skupina o
poctu cca 150 genl je lokalizovdna v genové oblasti nalézajici se mezi oblasti genil
koédujicich MHC molekuly I. tfidy a oblasti genii kodujicich MHC molekuly II. tfidy
(Geraghty et al., 1999). Do této skupiny genti krom¢ vySe zminovanych HSP70 gent patii i
dalsi imunologicky relevantni geny (Lie et al., 2005) napi. geny, jimiz jsou kdédovany
slozky komplementu (C2, C4A, C4B, faktor B), podjednotky proteazomu — Low
Molecular Mass Polypeptide (LMP2, LMP7), podjednotky peptidové pumpy — Transporter
Associated with Processing (TAP1, TAP2), enzymy 21-hydroxyldzy (21A, 21B)
uplatnujici se pfi metabolismu steroidnich hormonti a tumor nekrotizujici faktory (TNFa,

TNFP) uplatiiujici se jako cytokiny (Abbas et al., 1997).

1.1.2 Dédi¢nost MHC

Silna vazba mezi genovymi lokusy MHC je pfi¢inou toho, ze konkrétni usporadani
alel skupiny genit MHC lokusi je dédéno kodominantné jako haplotyp. Haplotyp je urcen
konkrétnim uspotfddanim alel dvou nebo vice lokusii v homolognim useku DNA.
Vzhledem k silné¢ vazbé alel v rdmci MHC lokustt v konkrétnim haplotypu dochazi pfi
meiotickém déleni k minimalni rekombinaci (crossing-overu). Kazdy rodi¢ ma dva
haplotypy tvofici konkrétni genotyp a ptredava jeden nebo druhy z haplotypt kazdému ze
svych potomki. Sourozenci pak mohou byt bud’ HLA identicti nebo haploidenticti tzn., Ze
maji totozny pouze jeden haplotyp a v druhém se odlisuji, anebo jsou rozdilni a odliSuji se
v obou haplotypech. Rodice jsou viuci svym potomkim vzdy haploidentiéti (Buc, 2001).
Jev, kdy se urcita usporadani alel vyskytuji v populaci Castéji nez by odpovidalo Hardy-
Weinbergové rovnovaze, se oznacuje jako vazebnd nerovnovaha (linkage disequilibrium),

kterd je charakteristicka pro MHC geny (Nussbaum et al., 2001).

1.1.3 Polymorfismy MHC a jejich vyznam

MHC je nejpolymorfnéjsi zndmou genovou oblasti lidského genomu. Tzn., Ze
v populaci existuje velké mnozstvi odliSnych alelickych variant typickych pro jednotlivé
genové lokusy MHC. Ze skutecnosti, ze kazdy jedinec v populaci ma v podstaté jiné
alelické varianty v jednotlivych genovych lokusech MHC, vyplyvéa i rGzna variabilita
produktt téchto genti. Napriklad kazda z variant MHC molekul at’ jiz I. nebo II. tiidy vaze
odlisny typ peptidovych fragment vznikajicich $t€épenim proteinii intracelularniho resp.
extracelularniho plivodu a prezentuje jej na buné¢ném povrchu. Tim urcuje, podle kterych

usekli aminokyselinového fetézce bude imunitni systém daného jedince rozpoznavat



konkrétni prezentovany protein. Tento mechanismus umoziuje riznym jedincim v ramci
jedné populace rozpozndvat cizorodost stejnych proteini na zdklad€ jinych sekvencnich
motivl. Virus nebo parazit se tak nemuize evolucné ptizptsobit populaci hostitele, ktera je
dostate¢né polymorfni v MHC-proteinech (Flégr, 2009).

Nejcastéjsi pricinou existence nékolika alelickych variant genovych lokust jsou
bodové mutace - single nucleotide polymorphisms (SNPs). Bodové mutace nejcastéji
vznikaji zaménou jednoho nukleotidu za druhy v homolognim misté alel téhoz genu.
V takovém piipadé se jedna o zaménové mutace tzv. substituce. Je-li nukleotid s
pyrimidinem zaménén za nukleotid s purinem anebo naopak, pak hovotfime o transverzi.
Je-1i nukleotid s pyrimidenem resp. purinem zaménén za nukleotid s bazi stejného typu,
pak hovofime o tranzici. Mezi bodové mutace patii také jednonukleotidovéd inserce a
delece. Inserce a delece mohou byt i vicenukleotidové. Veskeré inserce a delece jsou tzv.
posunové mutace (frameshift), protoZze vlozenim nebo odstranénim jednoho ¢i vice
nukleotidii dochazi, v ptfipadé¢ kodujici sekvence, k posunu cteciho ramce. K posunu
¢teciho ramce dochdzi ve sméru od mista inserce nebo delece. V piipadé, Ze je insertovany
¢i deletovany usek nasobkem tii nukleotidl a je v souladu s poc¢atkem transkriptu, dojde k
inserci nebo deleci pfislusné aminokyseliny ¢i aminokyselin ve vysledném proteinu.

V lidském genomu se vyskytuji 1-3 SNPs na 1000 bp. Jsou lokalizovany jak
v kédujicich, tak i v nekddujicich oblastech. Pokud se SNPs nalézaji v oblastech tzv. junk
DNA, tedy v oblastech nekoédujicich, budou pravdépodobné bez fenotypového projevu.
SNPs nalézajici se v iseku DNA kddujicim protein lze rozdé€lit podle jejich vlivu na
proteinovou strukturu na synonymni (,silent“ mutace) a nesynonymni (,,missense*
mutace). Vzhledem ktomu, Ze geneticky koéd je degenerovany tzn., Zze stejna
aminokyselina mize byt kddovana nékolika riznymi kodony (nukleotidovymi triplety), se
zaména nukleotidu v kodénu nemusi nikterak projevit na Grovni aminokyselin a tudiz ani
zménou struktury proteinu. V takovém ptipad¢ se jedna o ,silent” mutaci. Tento typ
mutaci je zhlediska pfirozeného vybéru ,neviditelny*, neutrdlni. Je vSak zndmo, Ze
»silent mutace ve skuteCnosti Casto neutralni nejsou, nebot mohou vyznamné ovlivnit
regulaci exprese dané¢ho genu (Flégr, 2009). K ,,missense mutaci* neboli mutaci se zménou
smyslu dochézi v disledku zdmény nukleotidu v kodéonu nahrazenim jedné aminokyseliny
za jinou, coz zpusobi zménu struktury a funkce proteinu. Je-li plivodni aminokyselina
zaménéna za aminokyselinu s obdobnymi chemicko-fyzikalnimi vlastnostmi (hydrofobie,

naboj, aj.) jedna se o zaménu konzervativni, pfi které nemusi dojit k vyrazné zméné



terciarni struktury a funkce proteinu. Naopak, ma-li nova aminokyselina vyrazn¢ odlisné
chemicko-fyzikalni vlastnosti, miize dojit k vyznamné zmén¢ struktury a funkce proteinu
(napt. vazebné domény aj.). Mezi zdménové mutace patii rovnéz ,,nonsense” mutace
neboli mutace nesmyslné, pii kterych dochazi k zméné¢ kodénu pro aminokyselinu na
nektery z terminacnich kodont a v disledku toho je pfedcasné ukoncena proteosyntéza.

Témet vS§echny nesmysIné mutace vedou k nefunkénim proteintim.

1.1.4 Asociace mezi polymorfismy geni MHC a autoimunitnimi chorobami

Autoimunitni choroby jsou charakterizovany patologickym projevem v imunitni
odpovédi organismu, kdy dochazi k poruseni autotolerance a k neadekvatni imunitni
reakci. Typické je napadani bunck, tkdni a organli nesoucich autoantigeny. Na vzniku
autoimunitnich chorob se podileji faktory zevniho prostiedi, hormonalni a genetické.

Z faktord zevniho prostiedi se pii vzniku autoimunitnich chorob uplatiuji
predevsim infekce, 1éky a dalsi chemikalie, UV zéfeni, vyziva napft. u coeliakie.

U hormonalnich faktori je nejcastéji zminovano uplatnéni pohlavnich hormont
v etiologii autoimunitnich chorob. Autoimunitni choroby vznikaji ¢astéji u Zen nez u muzd,
ale po menopauze se frekvence autoimunitnich chorob u zen a muzi vyrovnava. Pti¢inou
tohoto jevu je rozdilnd citlivost regula¢nich T-bunék k estrogentim u Zen a muzi (Hotejsi
et al., 2009).

Geneticka predispozice je vétSinou polygenni tzn. Ze, pfi rozvoji autoimunitnich
chorob se uplatiuje zpravidla soubor nékolika genli. Mnohé studie poukazali na tzkou
spojitost mezi polymorfismy geni MHC systému a vznikem autoimunitnich chorob. Vznik
nékterych autoimunitnich chorob je pfimo asociovan s pouhou pfitomnosti jednoho ¢i vice
polymorfismi v MHC genech 1., II. a III. tfidy. Piikladem autoimunitni choroby
asociované pfitomnosti jednoho polymorfismu v MHC genu 1. tfidy je ankylozujici
spondylitida, jejiz vyskyt je vyznamné vazan na alelu HLA-B27 (Khan et al., 1992). Mezi
autoimunitni choroby asociované ptitomnosti jednoho polymorfismu v MHC genu II. tfidy
patif mimo jiné Sclerosis multiplex, ktera je v silné vazb€ na alelu DQ6 (Marachandran at
al., 1995). Onemocnéni Diabetes melitus I. typu je autoimunitni choroba asociovana
s pritomnosti 2 polymorfismi v MHC genech, jedna se o alely DQ8 a DQ2 (Pociot et al.,
1993). Avsak u vétSiny autoimunitnich chorob neni kviili silné vazebné nerovnovaze alel
v MHC systému zcela ziejmé, zda je za jejich vznik odpovédnd pouhd piitomnost
polymorfismi v MHC genech 1., II., III. tfidy nebo zda je pfitomnost urcitého

polymorfismu v daném MHC genu spjata s funkci jiného MHC genu, ktery mtize piimo



ovlivitovat etiologii dan¢ho autoimunitniho onemocnéni (Sargent et al., 1989). Pfitomnost
polymorfismi v genech MHC systému miiZze tedy pusobit jak rizikové€, tak protektivné
z pohledu vzniku autoimunitnich chorob. Napft. prostfednictvim in vivo a in vitro studii
bylo prokazano, ze zvySena exprese HSP70 genu vede ke kardioprotekci (Currie et al.,
1993) a je asociovana s inhibici apoptézy v myokardu u ischemickych onemocnéni (Suzuki

et al., 2000).

1.2 Proteiny teplotniho Soku (Heat Sock Proteins- HSP)

Proteiny teplotniho Soku byly objeveny v dusledku jejich indukovatelné exprese
v reakci na endogenni a exogenni podnéty jakymi jsou napt. teplotni, osmoticky Sok anebo
pritomnost cizorodych ¢&astic (Hartl, 1996). HSP rozdélujeme do nékolika rodin podle
jejich molekulové hmotnosti: malé HSP (12 - 43 kDa), HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 a
velké HSP (100 - 100 kDa; Weiegl et al., 1999). Za fyziologickych podminek jsou
pfitomny v nizkych koncentracich v cytoplazmé¢ a ve vSech dllezitych bunéénych
organelach (Benjamin et al., 1998). Jedna se o evolu¢né staré proteiny, které se vyskytuji u
prokaryot, eukaryot véetn¢ rostlin, a napfi¢ riznymi druhy jsou strukturné konzervativni
(Lamb et al., 2002). Tzn., ze v prubéhu evoluce jejich struktura prodélala minimum zmeén a
u fady organismii lze vysledovat shodu v primarni struktufe DNA. RozliSujeme
konstitutivni a stresem indukovatelné HSP. Konstitutivni HSP jsou syntetizovany stale, bez
ohledu na bunéény stres. Exprese gent kodujicich stresem indukovatelné HSP se aktivuje
jako odpovéd na bunécny stres a piredstavuje tim ucinnou ochranu pied poskozenim
bunécénych struktur. Bunéény stres mize byt vyvoldn nejen teplotnim Sokem, ale i napf.
zanétem, viry nebo fyzikdlnimi, chemickymi a mechanickymi faktory. K aktivaci
transkripce genti kodujicich HSP dochézi vazbou specifickych transkripénich faktort HSFs
(heat shock transcription factors) na vysoce konzervativni sekvence v oblasti promotoru
HSP gent, ktera je oznacovéana jako HSE - heat shock element (Benjamin et al., 1998;
McGrath et al., 1995). Mechanismus autoregulace stresové odpovédi, ktery vysvétluje
pusobeni HSFs, byl popsan na zac¢atku 90. let. HSF je v klidové buiice vazan na HSP70.
Pisobenim bunécéného stresu se v bunice zvysi pocet denaturovanych proteinid. Jejich
vazbou na HSP70, které je svou ¢innosti skladaji do pivodni konformace, dojde k uvolnéni
HSF z HSP70. HSFs nasledné¢ vstupuji do jadra, kde aktivuji transkripci genu HSP70
navazanim se na HSE. Exprese genu HSP70 ustava v okamziku kdy se nadbytecné HSP70
vazi na HSFs vazanych na promotoru a zpisobuji jejich uvolnéni z HSE (Abravaya et al.,

1991).



HSP se uplatiuji pfi udrzovani bunéné homeostdzy. Nejcastéji je zminovana
jejich funkce chaperond, tedy proteinti, které stabilizuji sekundéarni, terciarni a kvartérni
struktury nové syntetizovanych proteinti. Stabilizuji i1 struktury stavajicich proteint, jejichz
struktura byla poskozena pti bunécném stresu (Helmbrecht et al., 2000). Z této funkce
regulaci bunééného cyklu, pfi inhibici apoptozy (Beere et al., 2000), ochrané cytoskeletu —
obnov¢ mikrofilament, mikrotubult atd. (Latchman, 2001).

HSP jsou soucasti mechanismu prezentace peptidi prostiednictvim MHC molekul
(Pierce et al., 1991). Dobfe prostudované je predevSim jejich uplatnéni pii prezentaci
peptidd vzniklych rozstépenim proteind intracelularniho plvodu a prezentovanych
prostiednictvim MHC molekul 1. tiidy. Uloha HSP pfi prezentaci tohoto typu spodiva
jednak v selekci a stabilizaci intracelularnich proteinti a dale pak v transportu peptidi od
proteaozoému az k MHC molekulam 1. tfidy. Intracelularni proteiny jsou nejprve
v proteazdmu proteolyticky rozstépeny na peptidy (Udono et al., 2009). Peptidy se pak
vazi na HSP70 a posléze jsou z HSP70 ptfeneseny na HSP90 a jsou tak transportovany
smérem k endoplazmatickému retikulu (ER). Pfechod peptidi z cytoplazmy do ER je
zprostiedkovan pomoci peptidovych pump slozenych z podjednotek TAP. V lumen ER se
peptidy vazi na HSP96, G€inkem aminopeptiddizy ERAAP jsou upraveny a nasledné
predany MHC molekulam 1. tfidy (Hickman et al., 2004). Komplex tvofeny peptidem a
MHC molekulou I. tfidy je poté transportovan pies Golgiho aparat na povrch bunky, kde je
schopen vyvolat svou vazbou s CD8+ T-lymfocytem cytotoxickou odpovéd namitfenou

proti buitkdm produkujicich tyto proteiny. Mechanismus je vyobrazen na obrdzku 1 - 1.
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Obrazek 1 - 1 Prezentace peptidit na MHC molekulach I. tfidy



Uloha HSP pii prezentaci peptidovych fragmenti extracelularniho ptivodu
prostiednictvim MHC molekul II. tfidy neni zcela objasnéna. Predpoklada se ale, ze HSP
se uplatituji pfi stabilizaci (folding) proteinli extraceluldrniho ptivodu v endozému resp.
fagozému, dale pak v endolysozomu resp. fagolysozomu pii jejich Stépeni a pfi transportu
peptidi smérem k bunééné membrané. Proteiny extracelularniho plivodu se do bunky
mohou dostavat prostiednictvim membranovych vezikul tzv. fagozomu resp. endozémd,
které vznikaji pfi procesu fagocytdzy resp. endocytdzy. Fagozodmy resp. endozoémy posléze
splyvaji s lysozomy za vzniku fagolysozéml resp. endolysozémi v nichz, dochazi
ucinkem proteaz k rozsté€peni proteini na peptidy, které posléze tvoii komplex s MHC
molekuly II. tfidy. A tento komplex je transportovdn na povrch bunky, kde vyvolava
odpovéd’ zprostiedkovanou CD4+ pomocnymi T-lymfocyty (Schmid et al., 2005).

Mechanismus prezentace peptidu je nazorné Vyobrazen na obrazku 1 - 2.

', 4 Exogénny
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Obrazek 1 - 2 Prezentace peptidi na MHC molekulach II. t¥idy

Stejné tak u zkiizené prezentace se predpokladd uplatnéni HSP pii stabilizaci
(folding) extraceluldrnich peptidi v membranovém vezikulu a pfi transportu peptidovych
fragmenti z ER - vezikulu do proteaozému. Zkiizend prezentace peptidovych fragmentt
tzv. cross prezentace spociva v tom, ze MHC molekuly I. tfidy za jistych okolnosti
prezentuji nejen peptidy intracelularniho pivodu, ale 1 peptidy vzniklé rozStépenim
proteinii extracelularniho ptvodu (Rock, 2006). Extraceluldrni proteiny se do buiky
dostavaji procesem fagocytozy, pricemz vznika fagozom. Fagozéom pravdépodobné
nasledn¢ splyva s vezikulou z ER za vzniku ER-fagozému. Z ER-fagozému jsou proteiny
doposud pro nas neznamym zpiisobem transportovany do proteazoému, kde jsou

proteolyticky rozstépeny na peptidy. Peptidy jsou transportovany smérem k ER a do lumen



ER se dostdvaji prostiednictvim ptfenasect tvoienych molekulami TAP. V ER jsou
peptidy vystaveny upravam plsobenim aminopeptiddzy ERRAP a nasledné vytvareji
komplexy s MHC molekulami I. tfidy (Creswell et al., 2005). Komplex tvoieny peptidem a
MHC molekulou I. tfidy je poté transportovan pies Golgiho aparat na povrch bunky, kde je
vystaven CD8+ T-lymfocytim. Mechanismus zkiizené prezentace - cross prezentace je

vyobrazen na obrazku 1 - 3.
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Obrazek 1 - 3 Mechanismus cross prezentace

1.2.1 HSP70

Jednou z nejvyznamnéjSich HSP rodin je HSP70 rodina (Gunther et al., 1994).
Jedna se o rodinu proteinil teplotniho Soku s molekulovou hmotnosti kolem 70 kDa. Bunky
obratlovcll obsahuji nejméné 12 riznych gent koédujicich HSP70 (Lindquist et al., 1988;
Tavaria et al., 1996). Tti z téchto gent jsou lokalizovany v MHC a patii do skupiny genil
oznacovanych jako non Class I/Il MHC geny a jsou uspofddany tandemové na
chromozomu 6p21.3. Jedna se o gen HSP70-1 (n¢kdy téz oznaCovany jako HSPA1A), o
gen HSP70-2 (HSPA1B) a HSP70-Hom (HSPAIL). VSechny tfi geny jsou bez intront.
Geny HSP70-1 a HSP70-2 jsou bunéénym stresem indukovatelné a koéduji 2 izoformy
téhoz proteinu (Milner and Campbell, 1990). Gen HSP70-Hom kéduje protein, ktery ma
z 90 % stejnou aminokyselinovou sekvenci jako pfedchozi HSP70, ale neni indukovatelny.
Patii mezi konstitutivni geny (Milner and Campbell, 1990) a je tkanové specificky a jeho
exprese miZe byt detekovéana v testes (Ito et al., 1998).

Geny rodiny HSP70 jsou evoluéné nejkonzervovanéjsi a jsou lokalizovany
v riznych intracelularnich kompartmentech. Do této rodiny, kromé jiz zminovanych

HSP70 proteint kodovanych geny lokalizovanymi v MHC systému, patii napf. 1



cytoplazmaticky Hsc70- cytosolic heat shock cognate 70, dale pak GRP78 — glukose
regulated protein 78 lokalizovany v ER anebo mitochondridlni HSP75. Zminované
proteiny jsou exprimovany konstitutivng. Proteiny HSP70 rodiny vykazuji vysoky stupeii
strukturdlni homologie. Ve struktufe HSP70 jsou popisovany 2 domény. Na N-
terminalnim konci struktury HSP70 se naléza nukleotidova vazebna doména - nukleotide
binding domain (NBD) o velikosti 44 kDa, pro kterou je charakteristickd ATPasova
aktivita. C-terminalni konec struktury HSP70 o velikosti 27 kDa je tvofen centralni
substrat vazajici doménou - substrate binding domain (SBD) a charakteristickym
terminalnim usekem velikym 10 kDa a bohatym na alfa-Sroubovicovité struktury, ktery
funguje jako kryt vazebné domény SBD (Bertelsen et al., 1999). SBD doména je vysoce
(az z 60 %) konzervovana u rtiznych proteinii patiicich do HSP70 rodiny (Wang et al.,
1993). Funkce této domény neni zcela objasnéna, ale predpoklada se, Ze je zapojena do
interakce s Dnal — ,,co-chaperonem‘ HSP70 (Freeman et al., 1995; Demand et al., 1998).
Dalsi studie ukazaly, ze C-termindlni doména HSP70-1, HSP70-2 a HSP70-Hom, nikoliv u
Hsc70, stimuluje proliferaci a cytolickou aktivitu NK bun¢k (Multhoff et al., 1999). Na
rozhrani mezi N-terminalni a C-termindlni oblasti je lokalizovan charakteristicky usek,
ktery zprostfedkovava propojeni mezi doménami (Jiang et al., 2005). HSP70 se po
navazdni ATP dostavd do oteviené konformace, v niz je schopen vézat hydrofobni Casti
Spatné sloZenych proteinti. Nasledné dochézi k hydrolyze ATP a uzavieni chaperonového
komplexu, ¢imz protein dostane moznost sbalit se do spravného prostorového uspotadani.
V nasledujici fazi dojde k vyméné ADP za ATP a HSP70 se dostava opét do oteviené
konformace a je ptfipraven stabilizovat dalsi proteiny (Bukau et al., 1998)

Na vyznam HSP70 je mozno pohlizet z n€kolika thld. VSechny HSP a tedy i
HSP70 plni jiz zminénou funkci molekularnich chaperont. HSP70 se dale uplatiuji pfi
transportu proteinti mezi intracelularnimi kompartmenty. Bylo prokazano, ze extracelularni
HSP70 je povazovan za urcity signal nebezpeci, ktery vede k aktivaci imunitniho systému
a Ze ma vyznamny imunoregulacni potencial (Radons et al., 2005). Z imunologického
hlediska jsou HSP70 schopné aktivovat jednak nespecifickou (vrozenou) imunitni
odpovéd. Piikladem vrozené imunitni odpovédi je uvoliiovani cytokinti dendritickymi
buiikami a makrofagy v disledku zvySené syntézy HSP70 v pribéhu bunécného stresu
(Srivastava, 2002; Flohe et al., 2003). HSP70 jsou témito APC butikami rozpoznavany
prostednictvim jejich povrchovych receptorti (napt. CD40, CD91, LOX1, TLRs). HSP70

plni tedy funkci jakéhosi ukazatele, ktery poukazuje na poskozeni tkané tim, ze se zvysi
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koncentrace HSP70 v ob&hu, do kterého jsou uvoliiovany z nekrotickych ¢i poSkozenych
buné¢k (Basu et al., 2000). HSP70 jsou schopné aktivovat i specifickou (adaptivni) imunitni
odpovéd’. Napi. byla zjisténa nddorové specificka exprese indukovatelné formy HSP70
v membrané nékterych nadord, ktera je nadorové specifickou rozpoznévaci strukturou pro
NK buriky (Gastpar et al., 2004). I vySe zminovana prezentace antigenuli, pfi niZ se rovnéz
uplatiuji HSP70, je poc¢atkem specifické imunitni odpoveédi.

Strukturalni podobnost lidskych a prokaryotickych proteint HSP70 rodiny ¢ini cca
50 %. V dusledku toho jsou v téchto proteinech nékteré sekvence aminokyselin shodné a v
lidském organismu tak mohou vznikat klony lymfocyti, které rozeznavaji a reaguji na
vlastni HSP70 stejné tak jako na mikrobidlni HSP70. Takova imunitni odpovéd’ na vlastni
HSP70 je zpravidla potlacena, ale za jistych okolnosti se mize autotolerance prolomit a
HSP se tak mohou stat chybnym cilem imunitni odpovédi. Ta v kone¢ném disledku muize

vést ke vzniku autoimunitniho onemocnéni (Granja et al., 2004).

1.2.2 Vybrané mutace HSP70 genii
Presto Ze jsou HSP70 geny vysoce konzervativni, je u nich znama fada mutaci.

V této praci jsme se zabyvali pouze n€kolika z mnoha znamych mutaci HSP70 geni.
Studované mutace jsme vybrali na zakladé n¢kolika studii (v riznych populacich) v nichz
byly studovany vztahy mutaci v genech HSP70 a pfitomnosti konkrétniho onemocnéni
jakym je napf. Alzheimerova choroba (Clarimén at al., 2003), Diabetes melitus 1. typu
(Pociot at al., 1993), Systémovy lupus erythematosus (Jarjour at al., 1996) a Revmatoidni
artritida (Statsny, 1978).

U HSP70-1 genu jsme se konkrétné zabyvali bodovou mutaci -110A/C
(rs1008438), ktera je pfitomna v promotorové oblasti, a bodovou mutaci +190G/C
(rs10436198), ktera se nachazi v neptekladané oblasti 5"UTR genu HSP70-1.

V ramci genu HSP70-2 genu jsme se zaobirali dvéma bodovymi mutacemi a jednou
pétinukleotidovou inserci/deleci. Obé bodové mutace +12676A/G (rs1061581) a
+2074G/C (rs539689) jsou synonymni a jsou piitomny v kédujici oblasti genu. Inserce/
delece nukleotidového tseku AAGTT (rs9281590) je lokalizovana na pozici +2046 v 3'-
UTR neptekladané oblasti genu (Dressel et al., 1994).

U genu HSP70-Hom jsme se zabyvali nesynonymni bodovou mutaci +2437T/C
(rs2227956), ktera je pritomna v kodujici oblasti.

11



2 CILE PRACE

Tato diplomova prace je pilotni studii odvozené z probihajici studie realizované
v Revmatologickém ustavu, kterda se zabyva rozdily v mife exprese tii HSP70 genii
(HSP70-1, HSP70-2 a HSP70-Hom) u pacientli se systémovymi autoimunitnimi chorobami
(Idiopatické zanétlivé myopatie, Sclerodermie, Revmatoidni artritida a Systémovy lupus
erythematosus) a zdravych kontrol. Cilem této diplomové prace je ziskat prvni data o
zavislosti miry genové exprese HSP70 genl na vybranych polymorfismech. Vzhledem

k tomu, Ze se jedna o dil¢i pilotni studii, zabyvali jsme se pouze zdravymi kontrolami.
Cile prace:

1. Genotypizace tii HSP70 genti (HSP70-1, HSP70-2 a HSP70-Hom) v souboru 59
zdravych jedincti se zaméfenim na 5 vybranych SNPs a jednu pétinukleotidovou

deleci/inserci .

2. Zjistit miru regulace exprese HSP70 gentl v zavislosti na vySe uvedenych mutacich

v HSP70 genech.
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3 MATERIAL A METODIKA
Odbéry periferni krve probéhly u 59 jedincti Ceské a Slovenské narodnosti

v obdobi od ledna 2010 do dubna 2011 v Revmatologickém tustavu v Praze. Pro analyzu
DNA jsme odebirali 10 ml srazlivé krve. V pifipadé, ze byl jedinec homozygotni
v minimalné jedné ze sledovanych mutaci, byl vybran pro dal$i Cast studie zabyvajici se
mirou genové exprese HSP70 genl v zavislosti na indukci teplotnim Sokem. Pro tuto
druhou ¢ast studie jsme jedincim odebraly dalSich 20 ml srazlivé krve. Do souboru
vySetfovanych jedinct jsme zahrnuli pouze zdravé osoby ve véku od 19 do 73 v priméru
34 let, zadna dalsi kritéria jsme nezohlednili. Pii zohlediiovani kritéria zdravého jedince
jsme vychazeli z dotazovéani se na urovni osobni anamnézy. VSichni castnici studie byli
pfedem seznameni o jejich cilech a pted vlastnim odbérem podepsali informovany souhlas.
Vlastni studie byla schvalena etickou komisi Revmatologického ustavu. Vzorky jsme po
odbéru zaevidovali a bezprostfedné jsme je zpracovali (izolace DNA). Po izolaci jsme
vzorky uchovavali pfi teploté +4 °C pii kratkodobém skladovani (do 4 tydni) a pii -20 °C
pti dlouhodobém skladovani (nad 4 tydny).

3.1 DNA metodika
3.1.1 Izolace a Fedéni DNA

DNA jsme izolovali pomoci kitu QIAmp DNA blood mini kitu (Qiagen GmBHh,
Hilden, Némecko). Po zméteni koncentrace DNA pomoci spektrofotometru BioPhotometer
plus (Eppendorf, Hamburk, Némecko) jsme DNA natedili na koncentraci v rozmezi 10

ng/ul — 40 ng/pl.

3.1.2 PCR
Amplifikovali jsme Ctyfi useky tii genti: 488 bp dlouhy usek s bodovymi mutacemi

rs1008438 a rs10436198 v HSP70-1 genu, 1117 bp dlouhy usek s bodovymi mutacemi
rs1061581 a rs539689 v HSP70-2 genu, 203 bp dlouhy usek s mutaci rs9281590 v
HSP70-2 genu a 627 bp dlouhy tsek s bodovou mutaci rs2227956 v HSP70-Hom genu.
Pro usek dlouhy 488 bp v HSP70-1 genu jsme pouzili primery:

forward 5'-CGCCATGGAGACCAACACCC-3" a

reverse 5'- GCGGTTCCCTGCTCTCTGTC-3".
Pro tsek dlouhy 1117 bp v HSP70-2 genu jsme pouZili primery:

forward 5'-CATCGACTTCTACACGTCCA-3" a

reverse 5'- CAAAGTCCTTGAGTCCCAAC-3".
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Pro usek dlouhy 203 bp v HSP70-2 genu jsme pouzili primery:

forward 5'-AGGTGGATTAGGGGCCTTTG-3" a

reverse 5'-AAAGGGAACGAAACACCCTTACA-3".
Pro usek dlouhy 627 bp v HSP70-Hom genu jsme pouzili primery:

forward 5'-GTCCCTGGGGCTGGAGACGG-3" a

reverse 5'-GTGATGATAGGGTTACACATTCTGCT-3.
Primery jsme pievzali ze studie od Wu et al. (2004) vyjma primert, jimiz byl amplifikovan
203 bp dlouhy usek HSP70-2 genu. PCR jsme pfipravovali v objemu 20 ul do sterilnich
mikrozkumavek. Reakéni smés jsme piipravovali v lamindrnim boxu a pro amplifikaci
vSech Ctyt sekvenci DNA jsme vétSinou pouzili shodné koncentrace, které jsou uvedené
v ptiloze, viz tabulka A - 1. Jednotlivé reagencie podle poctu analyzovanych DNA jsme
napipetovali do jedné zkumavky v pofadi: voda, primery, PPP mix (Top-Bio, Praha, Ceska
republika). Nasledn¢ jsme je promichali na vortexu GVLab (Gilson, Middleton, USA) a
kratce stocili na centrifuze (Labnet, Edison, USA). Odpovidajici objem PCR smési (19 pl)
jsme rozpipetovali do jednotlivych pfedem oznafenych mikrozkumavek na 200 pl. Do
kazdé z nich jsme piidali 1 pl ptislusného vzorku DNA a smés jsme promichali. Poté jsme
vzorky ptemistili do thermocykleru Multi Gene TC9600 (Labnet, Edison, USA), kde jsme
je inkubovaly pfi teplotdch uvedenych v pfiloze, viz tabulka A - 2. Specifita reakce PCR
byla optimalizovdna a maximalizovéana pouzitim enhaceru TMA oxaléatu (Top-Bio, Praha,
Ceska republika) pfipadné zvysenim koncentrace MgCl,. Pfidani téchto reagencii vedlo ve
vSech piipadech k odstranéni piipadnych nespecifickych PCR produkti a ke zvySeni
mnozstvi PCR produktu.

3.1.3 Elektroforéza
Kvalitu a specifitu PCR produktu jsme kontrolovali prostiednictvim elektroforézy

v 1,5 % agarézovém gelu. Agardézovy gel jsme pfipravili podle Sambrook at al. (1989).
Pouzili jsme 0,75 g agardzy (Serva, Heidelberg, Némecko) a 50 ml smési tris-boratu,
kyseliny borité a chelatacniho Cinidla EDTA (TBE pufr). Vysledny gel jsme obarvili 3 pl
barviva Gel Red (Biotium, Hayward, USA). Z vysledného objemu (20 pl) PCR produktu
jsme do gelu nanesli 5 ul PCR produktu obarvené¢ho 1 pl barviva Gel loading solution
(Sigma - Aldrich, St. Louis, USA) a elektroforéza probihala v 1 x TBE pufru pfi napéti
120 V po dobu 35 minut. Pro urceni velikosti separovanych usekti DNA jsme pouzili DNA
hmotnostni marker Hyperladder IV (Bioline, London, UK). Ke kontrole specificity
produkti jsme PCR produkty snavdazanym Gel Red zviditelnili pomoci UV
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transiluminatoru (Cleaver Scientific Ltd, Rugby, Velkd Britanie). Nakonec jsme provedli
fotodokumentaci prostiednictvim pfistroje Uvitec (Uvitec, Cambridge, Velkéd Britanie) a

video copy procesoru od firmy Mitsubishi.

3.1.4 Cisténi PCR produktu pied sekvenaéni reakei
K ptecisténi PCR produktu pted vlastni sekvenacni reakci jsme pouzili

enzymatickou smés se SAP — shrim alkaline phosphatase (Fermentas, St. Leon-Rot,
Némecko) a EXO — exonuclease I (Fermentas, St. Leon-Rot, Némecko), ktera se pouziva
pro specifické a vysoce koncentrované produkty). Pfi purifikaci jsme méli reagencie
umisténé v chladicim kovovém stojanku a k 15 pl PCR produktu jsme ptidali 5,1 pl
piredem piipravené smési SAP : EXO v poméru 5 : 0,1 pl. Vzniklou smés o objemu 20,1 pl
jsme kratce stoCili na centrifuze GmCLab (Gilson, Middleton, USA) a hned poté
inkubovali po dobu 60 minut pii teplot¢ 37 °C v thermocykleru Multi Gene TC9600
(Labnet, Edison, USA). Po skonceni inkubace prob¢hla deaktivace EXO zahiatim na
teplotu 65 °C po dobu 15 minut.

3.1.5 Sekvenacni reakce
Na ledu jsme pfedem piipravili smés z RR mixu (Applied Biosystems, Foster City,

USA) a odpovidajiciho sekvena¢niho primeru v poméru 2 : 1 pl pro pfisluSny pocet vzorkl
(vzdy zvlaste pro forward a reverse reakci). Smés jsme promichali na laboratornim vortexu
TK3S (Kartell, Noviglio, Italie), kratce stocili na stolni centrifuze GmCLab (Gilson,
Middleton, USA), rozpipetovali do ozna¢enych mikrozkumavek, pfidali do ni 4 pul—0 pl
ddH,O (dle objemu PCR produktu) a nasledné 1 pl — 5 pl precisténého PCR produktu (cca
100 ng do 20 ul PCR reakce), tak aby celkovy objem reakéni smési byl 8 pl. Smés jsme
kratce stocili na stolni centrifuze a nasledn¢ vlozili do thermocykleru Multi Gene TC9600

(Labnet, Edison, USA) s teplotnim programem uvedenym v ptiloze viz tabulka A - 3.

3.1.6 Cisténi PCR sekvenaéniho produktu po sekvenaé¢ni reakci
Pted analyzou v automatickém sekvenatoru bylo nutné produkty sekvenacni reakce

znovu precistit prostiednictvim kyselého EtOH (smés 96 % EtOH + 3M NaOAc + H,0) a
70 % EtOH. Do 1,5 pl zkumavky jsme napipetovali 50 ul kyselého EtOH a 8 pul
sekvenacniho produktu. Smés jsme poté nechali 10 minut stit a nasledné stoCili na
centrifuze (Eppendorf, Hamburk, Némecko) pti 13000 ot/min po dobu 15 - 20 minut. Po
sto¢eni jsme opatrné odpipetovali EtOH. Pak jsme pfidali 150 pul 70 % EtOH. Smés jsme
sto¢ili pfi 13000 ot/min po dobu 15-20 minut. Po sto¢eni jsme opét odsali EtOH
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s ohledem na ptfedpoklddanou piitomnost pelet a zkumavky poté nechali vyschnout do
druhého dne, piipadné jsme je dali do thermobloku BioTDB-100 (Biosan, Riga, LotySsko)
o teploté 40 °C po dobu 10 minut. Po uplném vysuSeni jsme pfidali 25 pl formamidu a
nechali pelet rozpustit. Takto pfipravené vzorky jsme nasledné piepipetovali do
sekvenacniho plata a nasledné¢ vlozili do sekvenatoru 3130 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems, Foster City, USA).

3.1.7 Sekvencni elektroforéza
Precisténé produkty sekvenacni reakce byly v sekvendtoru déleny gelovou

elektroforézou. Vysledkem procesu bylo zjisténi poradi jednotlivych bazi pomoci softwaru
Chromas 2 (Technelysium, Helensvale, Australic). DNA fragmenty byly sekvenovany
z obou stran a oba fetézce jsme sjednotily v programu Bioedit (Ibis Biosciencis, Carlsbad,

USA).

3.2 RNA metodika
3.2.1 Priprava mononuklearnich bunék (PBMCs) z periferni krve

Cerstvou nesrazlivou krev (2 x 10 ml; K**EDTA) jsme nechali 30 minut odstat. Po
30 minutach jsme zkumavky s krvi stoc€ili na centrifuze Jouan CR 3i (Jouan, St. Herblain,
Francie) pfi nastaveni 10min/35000t/RT. Po centrifugaci jsme k nasledné analyze pouzili
pouze tenkou vrstvu oddé€lujici krevni elementy od plazmy tzv. buffy-coat. Buffy-coat
v mnozstvi cca 1,5 ml — 2 ml jsme ptenesli do pomocnych zkumavek Falcon obsahujicich
stejny objem pufru DPBS pomoci sterilni pasteurovy pipety. Pomocné zkumavky jsme
uzavieli, promichali Setrnym otadCenim a obsah nasledné ptelili do zkumavek Leucosep
(Greiner, Frinckenhausen, Némecko) obsahujicich 3 ml Ficollu (GE Healthcare, Uppsala,
Svédsko). Zkumavky jsme néaslednd nechali sto¢it na centrifuze pii nastaveni
10min/24000t/RT. Po stoCeni jsme ¢ast objemu obsahujiciho PBMCs odebrali pasteurovou
pietou do sterilnich zkumavek typu simport (Simport, Beloeil, Kanada) a nasledné doplnili
pufrem DPBS do objemu 10 ml. Zkumavky simport jsme uzavieli a promichali.
Nasledovalo jejich sto¢eni na centrifuze pii nastaveni 10min/10000t/10°C. Ziskany
supernatant jsme odlili, zbyly sediment fadn¢ a Setrn¢ roztfepali, objem zkumavek simport
doplnili pufrem DPBS do 10 ml, zkumavky uzavieli, promichali a opét sto€ili na centrifuze
pii nastaveni 10min/10000t/10°C. Tento krok jsme zopakovali jesté jednou. Vysledkem

byly dvé zkumavky simport obsahujici mononukledrni buiky jednoho jedince. Jedna
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zkumavka s mononuklearnimi bunkami byla uréena pro analyzu ,,Heat Shock* a druhé pro

,»hon Heat Shock* analyzu.

3.2.2 Heat Shock
Mononuklearni buiiky promyté pufrem jsme stocili na centrifuze ve zkumavkach

simport (Simport, Beloeil, Kanada). Po odliti supernatantu jsme sediment protiepali,
doplnili do objemu 8 ml kultivaénim médiem DMEM suplementovanym HEPES (Lonza
Biotec, Basilej, Svycarsko), uzavieli je a Setrné promichali otodenim 10x. Zkumavku
simport uréenou pro analyzu ,,Heat Shock® (HS) jsme poté dali inkubovat do vodni l4zné
o teploté 42 °C po dobu jedné hodiny. Druhou zkumavku simport ur¢enou pro analyzu
,hon-Heat Shock® (nHS) jsme inkubovali ve sterilnim stojanu vlozeném do CO,
inkubatoru (Sanyo, Sakata, Japonsko) pfi teplot€¢ 37 °C po dobu tfi hodin. Zkumavku
simport urcenou pro ,,HS*“ jsme po hodinové inkubaci ve vodni ldzni ptenesli do
termostatu s CO; o teploté 37 °C na dalsi dvé hodiny. Po skoncéeni inkubace jsme obé
zkumavky stoc€ili na centrifuze Jouan M3 23i (Jouan, St. Herblain, Francie) pii nastaveni
10min/10000t/4°C. Po odliti supernatantu jsme kazdy z obou sedimentli rozpustili v 1 ml
DMEM a prenesli do oznacenych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Nasledné jsme je
stocili na centrifuze Eppendorf model 5418 (Eppendorf, Hamburk, Némecko) pfi nastaveni

1min/80000t/RT.

3.2.3 Izolace RNA
Totalni RNA jsme z monoklondlnich perifernich bunék izolovali pomoci izola¢niho

kitu Qiagen RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Némecko). Supernatant vznikly pti ptipraveé
PBMCs jsme odsali a k sedimentu jsme pfidali 600 ul pufru RLT zizola¢ni soupravy
Qigen RNeasy. Nasledné jsme smeés dukladné promichali na Vortexu Classic (VELP
Scientifica, Usmate, Italie). K promichanému lysatu jsme piidali 600 ul 70 % EtOH a
dobtfe promichali pipetou. Poté jsme 700 pl vzorku vcetné srazenin piepipetovali do
kolonky ve sbérné¢ zkumavce o objemu 2 ml, kolonku uzavfeli, stocili na centrifuze
Eppendorf model 5418 (Eppendorf, Némecko, Hamburk) po dobu 15 sekund pfi nastaveni
>8000 x g (>10000 rpm) a po stoCeni ze sbérné¢ zkumavky odstranili supernatant. Tento
krok jsme opakovali do vycerpani vzorku. Ze sbérné zkumavky jsme odstranili
supernatant, pfidali 350 pl RW1 pufru z izola¢ni soupravy Qiagen do kolonky umisténé
stale ve stejné sbérné zkumavce o objemu 2 ml, kolonku uzavieli, nechali stocit na

centrifuze po dobu 15 sekund pii nastaveni >8000 x g (>10000 rpm) a nakonec jsme opét
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ze sbérné zkumavky odstranili supernatant. V nésledujici fazi izolace RNA jsme si na ledu
ptipravili 160 pl DNase I inkubac¢ni smési smichanim 20 pl DNase I a 140 pl RDD pufru
z izola¢ni soupravy Qiagen RNase-Free DNase set (80 ul pro ,,HS* analyzu a 80 pl pro
,»NHS* analyzu). 80 pl DNase I inkuba¢ni smési jsme ptidali do sttedu membrany kolonky
umisténé ve sbérné zkumavce a DNasu I jsme nechali ptsobit po dobu 15 minut pii
laboratorni teploté. Po 15 minutdch jsme ptidali 350 pl RW1 pufru z izolacni soupravy
Qiagen do kolonky umisténé stale ve stejné sbérné zkumavce o objemu 2 ml, kolonku
uzavieli a nechali sto¢it na centrifuze po dobu 15 sekund pfi nastaveni >8000 x g (>10000
rpm). V dalSim kroku jsme odstranili sbérné zkumavky se supernatantem a nahradili je
novymi. Do kolonky umisténé v nové sbérné zkumavce o objemu 2 ml jsme ptidali 500 pl
RPE pufru z dodavaného izola¢niho kitu, kolonku uzavieli a stocili na centrifuze po dobu
15 sekund pfi nastaveni >8000 x g (>10000 rpm). Nasledn¢ jsme odstranili supernatant a
sbérnou zkumavku opétovné pouzili v nasledujicim kroku, ve kterém jsme ptidali 500 pl
RPE pufru z izolaéni soupravy Qiagen do kolonky, kolonku uzavfeli a stocili na centrifuze
po dobu 2 minut pfi nastaveni >8000 x g (=10000 rpm). Po stoceni jsme kolonku umistili
do nové 2 ml sbérné zkumavky, opét ji stocili na centrifuze tentokrate vSak po dobu jedné
minuty pfi nastaveni >8000 x g (>10000 rpm), nasledn¢ odstranili i tuto sbérnou zkumavku
se supernatantem a kolonku umistili do nové pfedem oznacené uzaviratelné zkumavky o
objemu 1,5 ml. Do stfedu membrany v kolonce jsme pak ptidali 50 pul RNeasy free vody,
kolonku uzavieli, nechali stat po dobu 1 minuty pfi teploté 4 °C a stocili na centrifuze po
dobu 1 minuty pfi nastaveni >8000 x g (>10000 rpm). Ze spodku sbérné¢ zkumavky o
objemu 1,5 ml jsme posléze odebrali vodu, umistili ji opét na membranu kolonky a
kolonku stocili opét na centrifuze po dobu 1 minuty pfi nastaveni >8000 x g (>10000 rpm).
Vyizolované vzorky RNA jsme umistili do chladiciho stojanku. Z celkového objemu 50 pl
jsme odebrali 2 pl do sterilni mikrozkumavky a zbytek jsme umistili do lednicky. Poté, co
jsme zjistili koncentrace vzorkli RNA na pfistroji Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, USA), jsme na ledu pfipravili aliquoty o objemu 3 pl a koncentraci (100 -
200) ng/ul, které byly urCeny pro analyzu integrity RNA. Dale pak jsme si na ledu jesté
pripravili aliquoty o objemu 10 pl obsahujici 1 pg RNA, které byly urCeny pro reverzni
transkripci. Vzorky jsme poté uchovavali v —20 °C, abychom zabranili jejich degradaci.
Aliquoty jsme bud’ hned zpracovali, nebo rovnéz ulozili do —20 °C a pro dalsi praci pouzili

pozdéji.
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3.2.4 Méreni kvality a kvantity RNA
Koncentraci izolované RNA jsme stanovovali pomoci Nanodropu 2000 (Thermo

Fisher Scientific, Wilmington, USA) a kvalitu RNA jsme méfili piistrojem Agilent 2100
Bioanalyseru (Agilent, Santa Clara, USA). Nanesli jsme 2 pl referen¢niho roztoku ddH,O
do mista urCeni a zkalibrovali spektrofotometr Nanodrop. Néasledné jsme postupné nanéseli
po 2 ul vzorku RNA. Mezi méfenimi jednotlivych vzorkli jsme vzdy misto uréené pro
vzorek vy¢istili pomoci ddH,0O. Nakonec jsme vyhodnocovali kvalitu a koncentraci RNA.
Podle koncentrace kazdého vzorku RNA jsme je pro zjisténi jejich kvality natedili na
koncentraci 100 ng/ul - 200 ng/ul. Analyzu integrity celkové RNA jsme provadéli
prostiednictvim Agilent RNA 6000 Nano Kitu (Aligent, Santa Clara, USA) za vyuziti
pfistroje Bioanalyser 2100 (Aligent, Santa Clara, USA). Postupovali jsme podle
standardizované pracovni instrukce uvedené v piiloze, viz tabulka A - 5. Vysledkem
meéteni kvality RNA je elektroforetogram a ¢islo RIN (RNA Integrity Number), které

referuje o stupni degradované testované RNA.

3.2.5 Reverzni transkripce
Je proces, pifi kterém je mRNA enzymem reverzni transkriptdzou pfepsana do

cDNA. Reagencie pro reverzni transkripci jsme méli umisténé v chladicim stojanku. Podle
koncentrace kazdého izolovaného vzorku RNA jsme si po jeho rozmrazeni pripravili do
mikrozkumavky 1 pg RNA a doplnili RNase free H;O do objemu 10 pl. Ke kazdému k
takto nafedénému vzorku jsme posléze pfidali 1 pl random primeru (5nmol; Roche, USA).
Nasledné jsme na termocykleru iCycler (Bio-Rad, Berkley, USA) spustili pfednastaveny
program o 4 krocich uvedeny v piiloze, viz tabulka A - 4. V prvnim kroku jsme nechali
piipravené vzorky denaturovat pii teplot¢ 70 °C po dobu 5 minut. Po 5 minutdch jsme
program pozastavili a vzorky umistili do chladiciho stojanku do lednicky. Mezitim jsme si,
podle poctu vzorkl, pfipravili reakéni smeés, kterd obsahovala: pufr 5x RT Buffer
(Promega, Madison, USA), smés deoxyribonukleosidtrifosfati (AINTP = smés dATP,
dCTP, dGTP, dTTP; Promega, Madison, USA), dithiotreitol (DTT; Promega, Madison,
USA), RNasin Plus (Promega, Madison, USA), reverzni transkriptizu M-MLV RT
(Promega, Madison, USA), ddH,O. Mnozstvi a koncentrace jednotlivych reagencii na
vzorek RNA jsou zaznamenany v pfiloze viz tabulka A - 6. RNasin Plus a reverzni
transkriptizu M-MLV RT jsme vyndali z lednicky a napipetovali az kdyz jsme méli
napipetovany ostatni reagencie (5x RT Buffer, INTP, DTT, ddH,0O). Ke kazdému vzorku

RNA jsme pak ptidali 14 pl této reakéni smési a celkovy objem na jednu reakei €inil 25 pl.
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Vzorky jsme vratili zpét do termocykleru a spustili druhy krok. V druhém kroku probihala
reverzni transkripce pii teploté¢ 37 °C po dobu 75 minut. Ve tfetim kroku probihala

inaktivace transkriptazy jeji denaturaci pfi teploté 85 °C po dobu 5 minut.

3.2.6 Real-Time PCR
Vzniklou cDNA jsme nafedili tak, abychom do PCR reakce vlozili 10 ng. Do

prislusné jamky v 96 - jamkové desticce jsme napipetovali 1 pl vzorku cDNA, k nimz jsme
pridali 24 pl smési ,,Master Mix“, ktery obsahoval interkalacni barvivo SYBR Green
(Applied Biosystems, Foster City, USA), sadu primerd (forward a reverse)
syntetizované¢ho nebo referen¢niho genu (ptiloha viz tabulka A - 9) a ddH,O. Master mix
jsme pfipravili smichanim ddH,O se sadou primerd a tésné¢ pred napipetovanim do
desticky jsme ke smési ,,Master Mix*“ pfidali SYBR Green (Applied Biosystems, Foster
City, USA). Pii Real Time PCR jsme pouzili 3 sady primert pro syntézu nami sledovanych
gent: HSP70-1 (HSPA1A), HSP70-2 (HSPA1B), HSP70-Hom (HSPAIL) a tfi sady
primert pro syntézu referenc¢nich tzv. ,housekeeping® genl (f2-m - P2-microglobulin,
UBC - ubiquitin, TBP - tata box binding protein), které jsme pouzili k normalizaci dat.
,Housekeeping® geny jsou vzdy exprimovany pod konstitutivnimi promotory tzn., Ze jejich
exprese je za vSech podminek stejna a nebyva ni¢im ovlivitovana. Celkovy objem reak¢ni
smesi a objemové zastoupeni jednotlivych reagencii je uvedeny v ptiloze viz tabulka A- 7.
Pro kontrolu kvality pipetovani jsme kazdy vzorek analyzovali paralelné (dvakrat). Pro
kontrolu Cistoty prace jsme do n¢kolika jamek napipetovali misto vzorku pouze vodu a tak
ziskali negativni kontrolu, kterd nam umoznila ovéfit si kvalitu a Cistotu namichanych
smesi. Nakonec jsme desticku prekryli adhezivni prithlednou folii, kratce ji zcentrifugovali
a umistili do cykleru 7900HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City,
USA), ktery byl napojen na pocita¢ a ovladan pfislusnym softwarem SDS 2.3 (Applied
Biosystems, Foster City, USA). Real Time PCR reakce prob¢hla v rezimu uvedeném

v ptiloze, viz tabulka A - 8.

3.2.7 Statisticka analyza
Ke statistickému hodnoceni dat jsme pouzili programy MS Excel (Windows)

a GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, inc., La Jolla, USA)

3.2.7.1 Statisticka analyza DNA
Cetnost jednotlivych genotypi pro viechny nami sledované mutace jsme porovnali

s teoreticky ocekavanymi Cetnostmi genotypd pro idedlni (tj. panmiktickou) populaci.
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Shodu ziskanych genotypovych cetnosti jsme porovnavali s teoretickymi cetnostmi

genotypl prostfednictvim chi-kvadrat testu. Za signifikantni jsme povazovali hladinu

vyznamnosti 5 % (p < 0,05).

3.2.7.2 Statisticka analyza RNA
K ovéfeni normality rozlozeni testovanych dat jsme pouzili tii testy: KS-normality

test, D"Agostino a Pearsontiv test a Shapiro-Wilktv test. K potvrzeni vyznamnych rozdili
sttednich hodnot delta Ct teplotou indukovanych a neindukovanych stanoveni, tj. ovéieni
indukovatelnosti studovanych gent, jsme pouzili parovy t-test. Testovali jsme nejen gen a
jeho SNPs ¢i ins/del (z-test) ale 1 vztah SNPs a ins/del a dvou dalSich studovanych gent,
v nichZ se konkrétni SNPs a studovana inserce/delece nenachdzi (t-test). Srovnavani miry
genové exprese genu v zavislosti na genotypech (v ramci kazdého SNPs a studované
inserce/delece) jsme testovali Wilcoxonovym medianovym testem pro hodnoceni miry
polohy tzv. z-testem porovnanim stfednich hodnot delta Ct HS - delta nHS na 5 % hladiné
vyznamnosti (p<0,05). Timto testem jsme testovali, zda ma konkrétni genotyp v rdmci
jedné SNPs odlisny vliv na expresi daného genu ve srovnani se dvéma zbyvajicimi
genotypy. Jednou zpodminek z-testu je na zacatku zjistit rozptyly hodnot nami
porovnavanych souborii, ¢imZz se soucasné posouzuje statisticka variabilita
(rozptylenost) sledovanych hodnot (Havranek, 1993) v nasem ptipadé hodnot delta Ct po
indukci teplotnim Sokem pro kazdou sledovanou skupinu (tj. genotyp v ramci kazdého
SNPs ¢i inserce/delece pro skupinu ,heat shockem* ovlivnénych 1 neovlivnénych

stanoveni). K tomuto stanoveni jsme pouzili dvou-vybérovy F-test v programu MS-Excel.
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4 VYSLEDKY

4.1 DNA analyza
Vypoctené hodnoty chi-kvadrat testu pti hodnoceni genotypii byly nizsi nez kriticka

hodnota na hladiné 5% (def=1, a=00s = 3,84), viz ptiloha tabulka A - 18, coz znamena, ze
zjisténé Cetnosti genotypll ve studovaném souboru se neliSi od teoreticky ocekavanych
cetnosti v idealni populaci nachdzejici se v Hardy-Weinbergoveé rovnovaze. Nezjistili jsme
tedy statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci alel studovanych polymorfismi. Toto

zjisténi plati pro vSechny studované polymorfismy.

4.2 RNA analyza
4.2.1 Zavislost regulace genové exprese HSP70 genu na jeho polymorfismech

4.2.1.1 Vliv polymorfismii leZicich v HSP70-1 genu na expresi genu HSP70-1

Miru regulace genové exprese HSP70-1 genu v zéavislosti na polymorfismech
bodové mutace -110A/C (rs1008438) jsme testovali na genotypech AA, CC, AC, které v
testovaném souboru nebyly zastoupeny stejnou mérou (AA devétkrat, CC pétkrat, AC
Ctytikrat). Z grafu 4 - 1 je patrné, ze u vSech tfi genotypl je vyznamny rozdil v expresi

genu pred a po vystaveni bunék teplotnimu Soku.
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Graf 4 — 1 Zavislost miry genové exprese HSP70-1 (HSPA1A) genu na genotypech
bodové mutace rs1008438 vyjadiené hodnotami delta Ct pro indukovana (plné symboly) a
neindukovand stanoveni. Hodnota delta Ct je hodnota exprese studované¢ho genu

(HSPA70-1) a je normalizovana dle hodnoty exprese housekeeping genu.
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SvédCi o tom 1 parovy t-test, ktery potvrdil statisticky vyznamny rozdil mezi expresi bunék
vystavenych a nevystavenych teplotnimu Soku. Pro vSechna tfi srovnani byly p-value
hodnoty mensi nez 0,05 (p = 0,0001 pro AA; p = 0,0001 pro CC; p = 0,0009 pro AC).
Tabulka A - 10 v pftiloze obsahuje hodnoty delta Ct, z nichz vychdzeji dalsi statistické
analyzy. Po vystaveni bun¢k teplotnimu Soku mohou byt jednotlivé polymorfismy pfi¢inou
vyznamné variability exprese genu. Srovnavani miry genové exprese genu v zavislosti na
genotypech jsme testovali z-testem. Jednou z podminek z-testu je na zacatku zjistit
rozptyly hodnot nami porovnavanych souborii. Rozptylenost (variabilitu) vySe zminénych
hodnot delta Ct po indukci teplotnim Sokem v zdvislosti na jednotlivych genotypech
bodovych mutaci jsme zjistili F-testem. F-testem jsme nepotvrdili rozdilnou variabilitu
srovnavanych hodnot a p-value hodnoty po fad¢ ¢inily: p = 0,35 pro HS AA vs. HS AC; p
= 0,17 pro HS_AA vs. HS CC; p = 0,33 pro HS AC vs. HS CC. Ziskané hodnoty
rozptylii jsme pouzili ve vySe zminéném z-testu, kterym jsme nepotvrdili statisticky
vyznamné rozdily ve vlivu jednotlivych genotypl bodové mutace rs1008438 na regulaci
genové exprese HSP70-1 genu, viz priloha tabulka A — 16 a tabulka A - 17.

Miru regulace genové exprese HSP70-1 genu jsme dale testovali ve vztahu k
bodové mutaci +190GC (rs1043618). Genotypy GG, CC, GC nebyly v testovaném
souboru zastoupeny stejnomérné (GG devétkrat, CC Sestkrat, GC tiikrat). Z grafu 4 — 2 je
zietelné, ze u vSech tii genotypl sledované bodové mutace existuje vyznamny rozdil v

expresi genu pred a po indukci teplotnim Sokem.
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Graf 4 — 2 Zavislost miry genové exprese HSP70-1 (HSPA1A) genu na genotypech
bodové mutace rs1043618 vyjadiené hodnotami delta Ct pro indukovana (plné symboly) a
neindukovana stanoveni. Hodnota delta Ct je hodnota exprese studovaného genu

(HSPA70-1) a je normalizovéana dle hodnoty exprese housekeeping genu.
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Vypovidaji o tom 1 p-value hodnoty parového t-testu, které¢ byly pro vSechna tfi porovnani
mensi nez 0,05 (p = 0,0001 u GG; p = 0,0001 u CC; p = 0,0092 u GC). Tabulka A - 11 v
priloze obsahuje vysledky méteni, z nichz vychdzeji dalsi statistické vypocty. F-testem
jsme nepotvrdili rozdilnou variabilitu (rozptylenost) srovnavanych hodnot delta Ct (p-
value hodnoty ¢inily: p=0,51 pro HS GG vs. HS GC; p=10,11 pro HS GG vs. HS CC;p
= 0,18 pro HS GC vs. HS CC). Z-testem jsme, stejné¢ tak jako u ptedchoziho
polymorfismu v ramci téhoz genu, nepotvrdili statisticky vyznamné rozdily ve vlivu
jednotlivych genotypiit bodové mutace rs1043618 na regulaci genové exprese HSP70-1
genu (viz piiloha tabulka A — 16 a tabulka A - 17).

4.2.1.2 Vliv polymorfismi lezicich v HSP70-2 genu na expresi genu HSP70-2

U genu HSP70-2 jsme ovétovali miru regulace genové exprese v zavislosti na tfech
mutacich. U bodové mutace +1267A/G (rs1061581) nebyly v testovaném souboru
jednotlivé genotypy zastoupeny stejnomérné (AA sedmkrat, GG pétkrat, AG Sestkrat).
Z grafu 4 - 3 vyplyva, Ze u vsSech tii genotypli bodové mutace existuje statisticky

vyznamny rozdil v expresi genu pied a po vystaveni bun¢k teplotnimu Soku.
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Graf 4 - 3 Zavislost miry genové exprese HSP70-2 (HSPA1B) genu na genotypech
bodové mutace rs1061581 vyjadiené hodnotami delta Ct pro indukovana (plné symboly) a
neindukovana stanoveni. Hodnota delta Ct je hodnota exprese studovaného genu

(HSPA70-2) a je normalizovana dle hodnoty exprese housekeeping genu.

Také p-value hodnoty parového t-testu byly pro vSechny tii polymorfismy mensi nez 0,05

(p =0,0003 pro AA; p=0,0003 pro GG; p =0,0013 pro AG). V ptiloze, viz tabulka A- 12,
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jsou shrnuty vysledky méteni, z nichz vychazeji dalsi statistické vypocty. Pouzitim F-testu
jsme nepotvrdili rozdilnou variabilitu (rozptylenost) srovnadvanych hodnot delta Ct a p-
value hodnoty Cinily: p = 0,34 pro HS _AA vs. HS_AG; p = 0,09 pro HS_AA vs. HS GG;
p = 0,51 pro HS GG vs. HS AG. Z-testem jsme neprokdzali vyznamné rozdily v mife
genové exprese HSP70-2 genu v zavislosti na genotypech bodové mutace rs1061581, viz
ptiloha tabulka A — 16 a tabulka A - 17.

U druhé bodové mutace genu HSP70-2 +2074G/C (rs539689) byl v testovaném
souboru genotyp GG zastoupen Sestkrat, genotyp CC osmkrat a genotyp GC cCtytikrat.
Z grafu 4 - 4 je patrné, ze u genotypu sledované bodové mutace existuje vyznamny rozdil

v expresi genu pied a po indukei genu teplotnim Sokem.
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Graf 4 - 4 Zavislost miry genové exprese HSP70-2 (HSPA1B) genu na genotypech
bodové mutace rs539689 vyjadiené hodnotami delta Ct pro indukovana (plné symboly) a
neindukovana stanoveni. Hodnota delta Ct je hodnota exprese studovaného genu

(HSPA70-2) a je normalizovana dle hodnoty exprese housekeeping genu.

Statisticky vyznamny rozdil pfed a po indukci genu teplotnim Sokem ve vztahu ke v§em
genotypum potvrdil jasné parovy t-test s p-value hodnotami mensimi nez 0,05 (p = 0,0006
pro GG; p = 0,0002 pro CC; p = 0,0017 pro GC). Tabulka A - 13 v piiloze obsahuje
vysledky méfeni, z nichz vychazeji dalsi statistické vypocty. F-testem jsme nepotvrdili
vyznamné rozdily v rozptylenosti (variabilit€) srovnavanych hodnot delta Ct po indukci
teplotnim Sokem v zavislosti na jednotlivych genotypech bodovych mutaci. P-value
hodnoty ¢inily: p = 0,14 pro HS GG vs. HS GC; p = 0,36 pro HS GG vs. HS CC; p =
0,09 pro HS CC vs. HS GC. Také pro bodovou mutaci 1s539689 jsme z-testem
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nepotvrdili statisticky vyznamné rozdily v mife genové exprese v zavislosti na genotypech,
viz ptiloha tabulka A — 16 a tabulka A - 17.

U genu HSP70-2 jsme se kromé pfedchozich dvou bodovych mutaci jesté zabyvali
deleci/inserci nukleotidového tuseku AAGTT (rs9281590) a vlivem jejich genotypil
(del/del, del/ins, ins/ins) na regulaci exprese genu. V testovaném souboru nebyly jednotlivé
genotypy zastoupeny stejnomérné (del/del osmkrat, ins/ins Ctyfikrat, del/ins Sestkrat).
Z grafu 4 — 5 je ziejmé, ze u vSech tfi genotypl této mutace existuje vyznamny rozdil

v expresi genu pred a po indukei genu teplotnim Sokem.
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Graf 4 - 5 Zavislost miry genové exprese HSP70-2 (HSPA1B) genu na genotypech
mutace rs9281590 vyjadiené hodnotami delta Ct pro indukovand (plné symboly) a
neindukovana stanoveni. Hodnota delta Ct je hodnota exprese studovaného genu

(HSPA70-2) a je normalizovéana dle hodnoty exprese housekeeping genu.

Vypovidaji o tom p-value hodnoty parového t-testu, které byly mensi nez 0,05 (p = 0,0001
u del/del; p = 0,0002 u ins/ins; p = 0,0006 u del/ins). Tabulka A - 14 v pfiloze obsahuje
vysledky méfeni, z nichZ vychdzeji dalsi statistické vypocty. Aplikovanim F-testu jsme pro
dvé srovnani potvrdili vyznamné rozdily v rozptylenosti (variabilit¢) srovnavanych hodnot
delta Ct po indukci teplotnim Sokem v zavislosti na jednotlivych genotypech bodovych
mutaci. P-value hodnoty Cinily: p = 0,37 pro HS del/del vs. HS del/ins; p = 0,013 pro
HS del/del vs. HS ins/ins; p = 0,009 pro HS ins/ins vs. HS del/ins. Z-testem jsme
potvrdili statisticky vyznamné rozdily v expresi genu s genotypy ins/ins a del/ins (p =

0,013), viz priloha tabulka A — 16 a tabulka A - 17.
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4.2.1.3 Vliv polymorfismu leZiciho v HSP70-Hom genu na expresi genu HSP70-Hom

Miru regulace genové exprese HSP70-Hom genu v zavislosti na polymorfismech
bodové mutace +2437T/C (rs2227956) jsme testovali na souboru 18ti kontrol, ve kterém
nebyly jednotlivé genotypy zastoupeny stejnou merou (TT desetkrat, CC dvakrat, TC
Sestkrat). Z grafu 4 - 6 a ze zjiSténych p-value hodnot pro genotypy TT (p = 0,0043) a CC
(p = 0,0227) vyplyva statisticky vyznamny rozdil v expresi genu pied a po jeho indukci
teplotnim Sokem. U genotypu CC jsme pro jeho nizké zastoupeni v souboru nemohli p-

value hodnotu stanovit.
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Graf 4 - 6 Zavislost miry genové exprese HSP70-Hom (HSPAI1L) genu na genotypech
bodové mutace rs2227956 vyjadiené hodnotami delta Ct pro indukovana (plné symboly) a
neindukovana stanoveni. Hodnota delta Ct je hodnota exprese studovaného genu

(HSPA70-Hom) a je normalizovana dle hodnoty exprese housekeeping genu.

Tabulka A - 15 v ptiloze obsahuje vysledky méteni, z nichz vychdzeji dalsi statistické
vypocty pro bodovou mutaci 1s2227956. Prostiednictvim F-testu jsme nepotvrdili
rozdilnou variabilitu (rozptylenost) srovnavanych hodnot delta Ct po indukci teplotnim
Sokem pro kazdou sledovanou skupinu (tj. genotyp v ramci SNP). P-value hodnoty Cinily:
p = 0,06 pro HS TT vs. HS TC; p = 0,096 pro HS TT vs. HS CC; p = 0,35 pro HS CC
vs. HS TC. Z-test nepotvrdil Zadné vyznamné rozdily v mife genové exprese v zavislosti

na genotypech, viz ptiloha tabulka A — 16 a tabulka A - 17.
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4.2.2 Zavislost regulace genové exprese HSP70 genu na polymorfismech okolnich
genu

4.2.2.1 Vliv polymorfismii leZicich mimo gen HSP70-1 na expresi genu HSP70-1
Statisticky vyznamnou souvislost jsme zjistili mezi vSemi nami studovanymi
genotypy bodovych mutaci dvou zbyvajicich gent a expresi HSP70-1 genu. Jednalo se o
genotypy AA, AG, GG bodové mutace rs1061581 genu HSP70-2, genotypy GG, GC, CC
bodové mutace rs539689 genu HSP70-2, genotypy del/del, del/ins, ins/ins delece/inserce
nukleotidového useku AAGTT (rs9281590) genu HSP70-2, a genotypy TT, CC bodové
mutace 152227956 genu HSP-Hom. P value hodnoty vyjadfujici vyznamnou ¢i
nevyznamnou asociaci mezi témito polymorfismy a mirou exprese genu jsme zjistili
parovym t-testem a zaznamenali je do tabulky 4 - 1 a spojitost je zobrazena v grafech, viz

priloha graf B - 1, graf B - 2, graf B - 3.

Mutace genu genotyp p-value hodnota

AA 0,0001

+1267A/G (rs1061581) AG 0,0001
GG 0,0001

GG 0,0001

+2074G/C (1s539689) GC 0,0002
CC 0,0001

del/del 0,0001

delece/inserce (rs9281590) del/ins 0,0001

ns/ins 0,0007

TT 0,0001

+2437T/C (rs2227956) TC 0,0001
cC NA

Tabulka 4 - 1 Asociace mezi polymorfismy a zvySenou regulaci exprese HSP70-1 genu

pozn. * pro maly pocet genotypu v souboru bylo nemozné urcit p-value hodnotu

4.2.2.2 Vliv polymorfismii leZicich mimo genHSP70-2 na expresi genu HSP70-2
Statisticky vyznamnou souvislost jsme zjistili mezi zvySenou regulaci genové

exprese HSP70-2 genu a genotypy AA, AC, CC bodové mutace rs1008438 genu HSP70-1,
genotypy GG, CC bodové mutace rs1043618 genu HSP70-1, a genotypy TT, TC bodové
mutace 152227956 genu HSP70-Hom. P value hodnoty vyjadiujici vyznamnou c¢i
nevyznamnou asociaci mezi témito polymorfismy a mirou exprese genu jsme zjistili
parovym t-testem a zaznamenali je do tabulky 4 - 2 a spojitost je zobrazena v grafech, viz

priloha graf B - 4, graf B - 5.

28



mutace genotyp p-value hodnota

AA 0,0001
110A/C (rs1008438) AC 0,0155

CcC 0,0001

GG 0,0001
+190G/C (rs1043618) GC 0,0592

CcC 0,0001

TT 0,0001
+2437T/C (rs2227956) TC 0,0009

CcC NA "

Tabulka 4 - 2 Asociace mezi polymorfismy a zvySenou regulaci exprese HSP70-2 genu

pozn. * pro maly pocet genotypu v souboru bylo nemozné urcit p-value hodnotu

4.2.2.3 Vliv polymorfismii leZicich mimo gen HSP70-Hom na expresi genu HSP70-
Hom

Statisticky vyznamnou souvislost jsme zjistili mezi zvySenou regulaci genové
exprese HSP70-Hom genu a genotypy AA, CC bodové mutace rs1008438 genu HSP70-1,
genotypu GG bodové mutace rs1043618 genu HSP70-1, genotypy AA, GG bodové mutace
rs1061581 genu HSP70-2, genotypu CC bodové mutace rs539689 genu HSP70-2,
genotypy del/del, ins/ins pétinukleotidové mutace genu HSP70-2. P value hodnoty
vyjadiujici vyznamnou ¢i nevyznamnou asociaci mezi témito polymorfismy a mirou
exprese genu jsme zjistili parovym t-testem a zaznamenali je do tabulky 4 - 3 a spojitost je

zobrazena v grafech, viz ptiloha graf B - 6, graf B - 7, graf B - 8.

mutace genotyp p-value hodnota
AA 0,0004
-110A/C (rs1008438) AC 0,3561
CC 0,0122
GG 0,004
+190G/C (rs1043618) GC 0,2746
CC 0,0667
AA 0,0064
+1267A/G (rs1061581) AG 0,1358
GG 0,0122
GG 0,0540
+2074G/C (rs539689) GC 0,0653
CC 0,0229
del/del 0,0059
delece/inserce (rs9281590) del/ins 0,1025
ins/ins 0,0402

Tabulka 4 - 3 Asociace mezi polymorfismy a zvySenou regulaci exprese HSP70-Hom

genu

29



5 DISKUZE

PrestoZe jsou geny rodiny HSP70 evolu¢né nejkonzervovanéjsi, byla u nich
nalezena a popsana fada mutaci. Z mnoha znamych mutaci HSP70 genl jsme se zabyvali
mutacemi: -110A/C (rs1008438), +190G/C (rs10436198), +12676A/G (rs1061581),
+2074G/C (rs539689), delece/inserce nukleotidového useku AAGTT (rs9281590) a
+2437T/C (rs2227956). Mutace jsme vybrali na zdkladé nékolika studii v riznych
populacich v nichz byly studovany vztahy mutaci a pfitomnosti konkrétniho onemocnéni.
Tyto studie naznacuji, ze polymorfismy mohou ovliviiovat miru exprese HSP70 gent.
Kwvtli vazebné nerovnovaze vSak nelze s jistotou fici, zda za timto ovlivnénim regulace
genové exprese stoji pfimo pouze samotné polymorfismy v jednotlivych genech. Otazka
uplatnéni vybranych mutaci pfi regulaci exprese HSP70 genl zlstava tedy doposud
neobjasnéna. My jsme se snazili prispét k objasnéni této otazky.

Ackoliv jsme pracovali s malym souborem, tak genotypové Cetnosti vSech Sesti
vybranych polymorfismi se neliSili od teoreticky ocekavanych cetnosti v idealni
(panmiktické) populaci nachazejici se v Hardy-Weinbergové rovnovaze. To obvykle
svédei o spravném vybéru souboru. Cetnosti pozorovanych a teoreticky o&ekavanych
genotypll jsme porovnavali prostiednictvim chi-kvadrat testu neboli testu dobré shody.
Test dobré shody testuje shodu ocekavanych a skuteCnych Cetnosti v ¢astech oboru
moznych hodnot. Castmi oboru moznych hodnot se v tomto konkrétnim piipadé maji na
mysli jednotlivé pozorované genotypy. Jeho sila tedy zavisi na vhodném rozd¢leni tohoto
oboru na ¢asti. Cim vice &sti, tim je test piesn&jsi, ale na druhou stranu je nutné zachovat
pro vSechny €asti alespont minimalni poZadovanou ocekdvanou cetnost 5 %. Nami zjisténé
hodnoty chi-kvadrat testu byly nizsi nez tabulkovd hodnota (xzdle, a=005 = 3,84) tzn., Ze
zjisténé Cetnosti genotypl ve studovaném souboru se neli$i od teoreticky ocekavanych
cetnosti v idedlni populaci nachazejici se v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Musime ale
dodat, ze chi-kvadrat test je “nespolehlivy* v ptipadé, kdy pracujeme s nedostate¢né nebo
extrémné velikym souborem. Za takové okolnosti mizeme dojit k mylnému zavéru, ze
cetnost pozorovanych genotypt, se vyznamné nelisi od ¢etnosti o¢ekavanych genotypt.

Geny proteinti teplotniho Soku HSP70-1 (HSPA1A) a HSP70-2 (HSPAI1B) jsou
bunéénym stresem indukovatelné a po indukci se 1iSi v mife genové exprese (Wu et al.,
1985). Nékter¢ literarni zdroje uvadi, ze gen HSP70-Hom nepatii mezi geny indukovatelné
(Milner and Campbell, 1990; Ito et al., 1998). V této diplomové praci jsme ovétovali

indukovatelnost téchto genti v kontrolovanych laboratornich podminkach, ptesnéji feceno
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jsme zjiStovali, jak se zméni mira exprese po indukci téchto gend teplotnim Sokem.
V experimentalnich podminkach jsme uspé$n¢ indukovali zvySeni genové exprese
HSP70-1 (HSPA1A) a HSP70-2 (HSPA1B) gent. Zjistili jsme, Ze podminky teplotniho
Soku indukuji 1 expresi genu HSP70-Hom (HSPAI1L). Ackoliv je exprese genu HSP70-
Hom po indukci teplotnim Sokem statisticky vyznamné zvySena, tak je v absolutni hodnot¢
(Groven exprese odrazi uroven delta Ct) natolik nizkd, Ze z biologického hlediska neni
relevantni.

Ov¢étovali jsme, zda i mutace lokalizované v jednom genu ovliviiuji miru exprese
druhého genu, v némz se dané mutace nenalézaji. V tomto ptipad¢ jsme zjistili statisticky
vyznamné souvislosti mezi zvySenou regulaci exprese danych genli a téméef vSemi nami
studovanymi genotypy mutaci, jenZ se v danych genech nenachéazi (viz vysledky nebo
zaveér). Vysledky této studie jsou podpofeny i jinymi studiemi (napf. Li et al., 2009), v
nichZz byly popsdny a potvrzeny silné interakce napt. mezi polymorfismy -110A/C genu
HSP70-1 a +1267A/G genu HSP70-2 nebo polymorfismy +2074G/C genu HSP70-2 a
+2437T/C genu HSP70-Hom. Lze to vysvétlit tim, ze strukturné vysoce homolgni geny
HSP70-1 (HSPA1A) a HSP70-2 (HSPA1B) jsou tandemové uporadany v 14kb oblasti na
chromozému 6p21.3. K nim rovnéz homologni gen HSP70-Hom je situovan opanym
smérem cca 4kb ,,upstream® od HSP70-1 genu. Geny jsou lokalizovany blizko vedle sebe a
je mezi nimi silna vazba.

Zjistovali jsme, zda konkrétni genotyp v ramci jedné mutace ma ¢i nema odliSny
vliv na miru exprese dan¢ho genu ve srovnani se dvéma zbyvajicimi genotypy. Statisticky
vyznamné rozdily v mife genové exprese HSP70-1 genu v zévislosti na polymorfismech
rs1008438 a rs1043618 jsme neprokazali. Z nekterych jinych studii vSak vyplyva, Ze na
miru regulace genové exprese HSP70-1 genu maji vliv prave tyto bodové mutace: -110A/C
(rs1008438) lezici v promotorové oblasti a +190G/C (rs1043618), ktera je lokalizovana
v nekodujici oblasti genu. Ob¢ oblasti genu jsou jak Kkonstitutivni, tak stresem
indukovatelné. Bodova mutace -110A/C konkrétné leZi 3bp ,,upstream* od HSE, ktery je
nezbytny pro indukci HSP70-1 genu (Milner and Campbell, 1992). Bylo rovnéz
prokazano, ze bodova mutace -110A/C lezi v oblasti péti po sobé jdoucich regula¢nich
elementt, na které se vazi regulacni proteiny — transkripcni faktory (Abravaya et al., 1991).
Zaména A za C dle literatury ovliviiuje vznik superhelikalni konformace v amplifikované
dvousroubovici DNA (Cascino et al., 1993) a bylo zjisténo, Ze frekvence alely C je vyssi u

pacientd s coeliakii (Ramos-Arroyo et al., 1993). Tato skute¢nost naznacuje, ze bodova
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mutace -110A/C mozna ovliviuje regulaci exprese HSP70-1 genu. Jista studie (Wu et al.,
2004) to 1 potvrzuje a poukazuje na to, ze alela -110A mlze byt asociovana s vySsi
transkripéni aktivitou genu nez ktera by nastala za pfitomnosti alely -110C alely jak pted
tak po teplotnim Soku. To je v rozporu s jinou studii (Favatier et al., 1999), ktera prokazala,
ze bodova mutace -110A/C nema vliv na vazbu transkripénich faktort na HSE a tim 1 na
syntézu HSP70. JiZ zminovana studie (Wu et al., 2004) dale neprokazala Zadny vyznamny
rozdil v transkripéni aktivité v okamziku, kdy je pfitomna +190G alela resp. +190C alela
v bodové mutaci +190A/C. To je opét v rozporu s jinou studii (He et al., 2009), ktera
prokézala, ze ptitomnost alely +190C v 5S'UTR oblasti genu HSP70-1 vede ke snizeni
aktivity promotoru a pravdépodobné sniZeni syntézy HSP70. Za rozdilnymi vysledky
studii stoji silnd vazebnd nerovnovédha alel v této oblasti a neni teda zcela jasné, zda za
rozdilnou transkripéni aktivitu jsou zodpovédné piimo jednotlivé bodové mutace daného
genu nebo je to zpisobeno vztahem mezi bodovymi mutacemi v rdmci genu anebo zda za
rozdilnou transkrip¢ni aktivitu jsou odpoveédné interakce s jinym genem MHC systému.

V ramci stresem indukovatelného HSP70-2 genu jsme se zabyvali mutacemi:
+1267A/G  (rs1061581), +2074G/C (rs539689) a pétinukleotidovou deleci/inserci
(rs9281590). Prvné dvé jmenované jsou mutace se synonymnim efektem (,,silent* mutace)
nalézajici se v kodujici oblasti genu. V tvodu jsme se zminili, Ze ,,silent” mutace nebyvaji
Casto neutralni, nebot’ mohou vyznamné¢ ovlivnit regulaci exprese dané¢ho genu (Flégr,
2009). V nasem piipad¢ se ale tyto bodové mutace zdaji byt skute¢né¢ neutralni, protoze
jsme v zavislosti na jejich genotypech nezjistili zddny vliv na miru exprese genu HSP70-2.
Dva z genotyptl (ins/ins, del/ins) pétinukleotidové delece/inserce (rs9281590), jejiz vyskyt
je spjat s pozici +2046 v 3’-UTR neptekladané oblasti genu HSP70-2, statisticky
vyznamn¢ ovlivnily miru regulace genové exprese HSP70-2.

U genu HSP70-Hom jsme se zabyvali bodovou mutaci +2437T/C, ktera je
pritomna v kodujici oblasti. Tato bodova mutace vede k zaméné aminokyselin na pozici
493, kdy je nepolérni, hydrofobni, kysely methionin nahrazen poldrnim, neutralnim
threoninem (Milner and Campbell, 1992) a to by mohlo mit vliv miru regulace tohoto
genu. Pozice aminokyseliny 493 je lokalizovana v peptidové vazebné doméné [-
skladaného listu (Pociot et al., 1993). A to by mohlo mit vliv na chaperonovou aktivitu a
funkéni G€innost HSP70-Hom, konkrétné na snizeni hydrofobni interakce mezi

chaperonem a cilovym proteinem (Ross et al., 2003). Dalo by se tedy ocekavat, ze tento
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fakt bude mit vliv na miru regulace exprese genu HSP70-Hom v zavislosti na genotypech
bodové mutace. Tuto skute¢nost jsme ale nepotvrdili.

Vzhledem k tomu, ze v nasi studii provedené na zdravych jedincich jsme vliv
genotypl v ramci genu na inducibilitu exprese ve vét§ing pripadl nepotvrdili, vyvozujeme
z toho domnénku, Zze inducibilita exprese HSP70 geni bude zavisld nejenom na
polymorfismech soustfedénych v HSP70 genech, nybrZ na polymorfismech soustfedénych
také v okoli téchto genli. Tyto polymorfismy vytvareji haplotyp MHC a tento mize mit
schopnost ovlivnit inducibilitu HSP70 genti. Jako dtlezity regula¢ni mechanismus exprese
zde muze sehravat roli také mechanismus epigenetické regulace exprese. V této souvislosti
existuje stale vristajici mnozstvi diikazii, ze pfi regulaci genové transkripce se vyznamné
uplatiiuje methylace DNA a histonové modifikace. Sekvence gentt HSP70 i celého MHC
jsou vysoce polymorfni a mimo jiné se v nich nalézaji dinukleotidové pary CpG, jejichz
mnozstvi se od ¢lovéka k ¢loveku lisi. Dinukleotidové pary CpG jsou seskupeny do shlukt
oznacovanych jako CpG ostrivky, které se napt. nalézaji v blizkosti promotoru. Vé&tsi
mnozstvi CpG ostravkll pfedznamenava zvySenou methylaci, pii které je paty uhlik
pyrimidinového kruhu cytosinu  enzymaticky methylovan na 5-methylcytosin. 5-
methylcytosin ovlivituje strukturu molekuly DNA (Tahiliani, 2009), zejména navazanim
specifickych proteini v oblasti promotoru, coz je obvykle spojeno s inaktivaci cilové
sekvence. Pod pojmem histonova modifikace se skryva napft. acetylace/deacetylace lysinu
(Roth et al., 2001), fosforylace/defosforylace serinu (Clayton and Mahadevan, 2003),
methylace lysinu a argininu (Zhang and Reinberg, 2001), a ubiquitinace lysinu (Berger,
2002). Acetylace znamena pfipojeni acetylové skupiny kuréitym aminokyselindm
histonovych proteini. Deacetylace je odstranéni acetylové skupiny. Acetylaci lysinil
v histonech dochdzi k eliminaci jejich pozitivniho naboje a v disledku toho dochazi
k rozvolnéni tésné interakce DNA-histon. Diky tomuto rozvolnéni maji transkripcni
faktory snadnéjsi pristup ke gentim v acetylované oblasti a tudiz tak mize byt zahajena
transkripce téchto genl. Deacetylace vede k utlumeni transkripéni aktivity. Vede
k vytvareni transkripéné neaktivniho heterochromatinu. NH2-skupina lysinu ma basicky
charakter, a proto se lysiny mohou vézat s negativné nabitymi fosfaity DNA. Iontovou
vazbou se DNA v oblasti lysint té€sné€ vaze k histonim a tim dojde k zamezeni transkripce.
K zesileni Utlumu transkripéni aktivity dale dochazi i za pfitomnosti proteinti, které se
mohou vézat k methylovanym CpG. Tyto proteiny stimuluji enzymy pro histonovou

deacetylaci a poskytuji tak mechanismus pfi kterém muze spolupracovat DNA methylace a
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histonova deacetylace na potlaceni transkripce. Té€mito epigenetickymi mechanismy jsme
se v této studii nezabyvali a jejich vliv na miru regulace genové exprese HSP70 gent je

pfedmétem dal3ich studii probihajicich na RU.
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6 ZAVER

Proteiny teplotniho Soku se vyznamné uplatnuji pii fyziologickych procesech,
v imunitni odpovédi, ale i pii etiopatogenezi autoimunitnich chorob. Uloha vybranych
polymorfismi jedné posunové a péti bodovych mutaci pii genové expresi HSP70 genl
neni stidle zcela objasnéna. A touto praci jsme se snazili pfispét k objasnéni této
problematiky.

V predlozené diplomové praci, kterd je pilotni studii, jsme zjiStovali, zda jsme
v experimentalnich podminkédch schopni teplotnim Sokem indukovat zvySenou genovou
expresi HSP70 gent (HSP70-1/HSPA1A, HSP70-2/HSPA1B a HSP70-Hom/HSPAI1L)
v mononuklearnich bunkach periferni zilni krve. Nasledné jsme zjistovali, zda mira
genové exprese HSP70 gent je ovlivnéna Sesti vybranymi genetickymi polymorfismy
(rs1008438, rs1043618, rs1061581, 1rs539689, rs9281590 a rs2227956) lokalizovanymi
v téchto genech. Abychom jsme se mohli zabyvat témito tkoly, provedli jsme nejprve
genotypizaci tif HSP70 genl v souboru 59 zdravych jedinch se zaméfenim na téchto Sest
vyse zminovanych genetickych polymorfismi, coz bylo také jednim z cild.

Cilem genotypizace bylo vyselektovat z vySe uvedené¢ho souboru jedince, kteti byli
homozygotni alesponi v jedné ze sledovanych bodovych mutaci. Piivodné jsme inducibiltu
genové exprese HSP70 genti chtéli porovnavat pouze mezi jedinci s homozygotnimi
variacemi polymorfismu, ale nakonec jsme inducibilitu exprese porovnavali i mezi jedinci
s homozygotnimi a heterozygotnimi variacemi polymorfismti.

Zjistili jsme, ze v laboratornich podminkach jsme schopni uspésné teplotnim Sokem
indukovat zvySeni genové exprese HSP70 gent a potvrdili jsme, ze geny HSP70-1
(HSPA1A) a HSP70-2 (HSPA1B) pafi mezi indukovatlné geny. Teplotnim Sokem jsme
indukovali 1 expresi genu HSP70-Hom (HSPAIL), ktery je podle literatury genem
s konstitutivni expresi, tedy teplotnim Sokem neindukovatelnym. ZvySeni regulace genové
exprese u tohoto genu bylo sice statisticky vyznamné, ale pfi porovnéni s urovnémi genové
exprese predchozich dvou genti bylo jen nepatrné a z biologického hlediska bezvyznamné.

Ptedpokladali jsme, Ze polymorfismy v ramci svych HSP70 geni mohou mit vliv
na inducibilitu genové exprese daného genu. Piedpoklad, Ze genotyp v rdmci jedné mutace
by mohl mit odli$ny vliv na inducibilitu exprese genu v porovnadni se dvéma zbyvajicimi
genotypy, jsme neprokazali s vyjimkou polymorfismu rs9281590 (tj. delece/inserce

nukleotidového useku AAGTT) leziciho v HSP70-2 genu.
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Predpokladali jsme, Ze genotypy mutace lokalizované v jednom studovaném
HSP70 genu mohou mit vliv na inducibilitu exprese zbyvajicich dvou ndmi studovanych
HSP70 genti. Prokazali jsme, Ze inducibilita exprese HSP70-1 genu je ovliviiovana jednak
dvéma ze tii genotypti (TT a TC) bodové mutace rs2227956 lokalizované v kodujici
oblasti genu HSP70-Hom a déle pak, Ze je rovnéz ovlivilovana kazdym ze tfech genotypt
bodovych mutaci rs1061581, rs539689, rs9281590 lezicich v HSP70-2 genu. Prokazali
jsme, ze inducibilita exprese HSP70-2 genu je také ovliviiovana dvéma ze tfi genotypt (TT
a TC) bodové mutace rs2227956 lokalizované v genu HSP70-Hom a dale pak, ze je
ovlivitovana kazdym ze tfi genotypt (AA, AC, CC) bodové mutace rs1008438 a dvéma ze
tii genotypl (GG, GC) bodové mutace rs1043618. Bodové mutace rs1008438 a rs1043618
jsou lokalizovany v HSP70-1 genu, prvni z nich lezi v promotorové oblasti genu a druha
znich v 5'UTR neptekladané oblasti genu. Prokdzali jsme, Ze za nepatrné zvySenou
inducibilitou exprese genu HSP70-Hom stoji nékteré polymorfismy v genech HSP70-1 a
HSP70-2. U HSP70-1 genu se konkrétné jedna o genotypy AA, CC bodové mutace
rs1008438 a o genotyp GG bodové mutace rs1043618. U HSP70-2 genu se konkrétné
jednd o genotypy AA, GG bodové mutace 1061581, o genotyp CC bodové mutace
rs539689 a genotypy del/del, ins/ins mutace rs9281590.

Ze zjisténych skutecnosti vyplyva, Ze inducibilta exprese HSP70-1 genu, HSP70-2
genu a HSP70-Hom genu je zavisla na polymorfismech soustfedénych v okoli téchto genti.
Proto by se mohlo zdat, ze polymorfismy v rdmci vySe zminovanych genti nemaji vliv na
inducibilitu vlastni genové exprese. Nemusi tomu ale tak byt. Silnd vazba mezi genovymi
lokusy MHC je pfi¢inou toho, Ze tyto polymorfismy jsou soucasti haplotypu MHC a
konkrétni spoluptisobeni polymorfismu lokalizovaného v genu s polymorfismem
sousttedénym v okoli genu muze ovlivnit inducibilitu genové exprese. Vzhledem
k vysokému stupni polymorfismu MHC mutze byt inducibilta exprese HSP70 gent
ovlivilovéana i epigenetickymi mechanismy. Témito epigenetickymi mechanismy jsme se v
diplomové praci nezabyvali. Navic je tieba pfipomenout, Ze jsme se zabyvali pouze
inducibilitou exprese HSP70 genti zdravych kontrol. Proto je opodstatnéné, aby navazujici
studie na tuto diplomovou praci byly provedeny i u pacientl se systémovymi
autoimunitnimi chorobami a zabyvala se i1 vlivem epigenetickych mechanismii na

inducibilitu genové exprese HSP70 gend.
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8 PRILOHA A - TABULKY

Tabulka A - 1 Prehled reagencii a jejich koncentraci na ptipravu reakéni smési PCR

reagencie objem (ul) koncentrace
ddH,O Nx7
PPP mix Nx 10
S primer Nx1 10 uM
3 primer Nxl1 10 uM
N pocet PCR reakcei

Tabulka A - 2 Teplotni program PCR63 resp. PCR65

1 cyklus predenaturace 95 °C 5 min
denaturace 95°C 30s
35 cykla annealing 63 °Cresp.65°C | 30s
extenze 72 °C 30s
1 cyklus terminalni extenze 72 °C 5 min
konec programu 4°C 00

Tabulka A - 3 Teplotni program sekvencni reakce

denaturace — 95 °C 10s
annealing — 50 °C 5s 25x
extenze — 60 °C 4 min
konec programu — 10 °C 00

Tabulka A - 4 Teplotni program Reverse Transcriptase PCR

1. krok | denaturace 70 °C 5 min
2. krok | reverzni transkripce 37°C 75 min
3. krok | inaktivace transkriptazy 85°C 5 min
4. krok | konec programu 14 °C 0
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Tabulka A - 5 Postup pii analyze integrity celkové RNA

1) Vybereme vSechny reagencie pro piipravu separacniho gelu, nechame stat 30 minut.
V priibéhu tohoto ¢asu vycistime elektrody ptistroje Agilent 2100 Bioanalyzer.

A/ Do Ccistictho c¢ipu napipetujeme 350ul RNase free vody, do druhého chipu
napipetujeme 350ul RNase Zap.

B/ Otevieme viko pfistroje, vlozime Cistici chip s RNase Zap, zavieme viko a nechame
stat 4 minuty.

C/ Otevieme viko pristroje, vyjmeme Cistici chip s RNase Zap, vlozime Ccistici chip
s vodou, zavieme viko a nechame stat 4 minuty.

D/ Otevieme viko pfistroje, vyjmeme Cistici chip s vodou a nechame oschnout 5 minut

2) Vzorky uréené pro analyzu integrity nafedime na koncentraci 100-200 ng/ul a 3ul této
RNA a ladder denaturujeme v termobloku pii 70°C po dobu 2 minut. Po denaturaci
uchovadvame na ledu aZz do pouZiti.

3) Piiprava separa¢niho gelu

A/ Napipetujeme 550ul RNA Nano gel (Cervené vicko) do epp.zkumavky s filtrem

B/ Sto¢ime pii 1500g/10min/RT (piefiltrovany gel se nesmi pouzivat déle nez 4 tydny)

C/ 65l prefiltrovaného gelu napipetujeme do eppendorfky o 0,5ml

4) Ptiprava barvicky do gelu (pozor barvicka je citlivéd na svétlo)

A) Zvortexujeme barvicku RNA Nano dye(modré vicko) a kratce sto¢ime ,,Pulse Spin“

B/ K 65ul gelu ptidame 1pl barvi¢ky a zvortexujeme

C/ Sto¢ime na centrifuze 13000g/10min/RT

D/ Ptipraveny gel neskladujeme a jesté tyz den ho spotiebujeme.

5) Ptiprava Priming station (PS), test tésnosti

A/ Zakladnu PS nastavime do polohy C a aretac¢ni packa pro stiikacku je v nejvyssi poloze

B/ Nepouzity RNA 6000 Nano Chip vlozime do PS

C/ Pist davkovaci stiikacky na PS natdhneme na objem 1ml a uzavieme PS.

D/ ZatlaCime pist az do zacvaknuti za aretacni packu, pockame 10s a pist uvolnime.

E/ Pockdme 5s a pist by se mél vysunout na objem 0,7-0,8 ml. Pokud se tak nestane, je
nutné pouzit novou ddvkovaci

F/ Pist opatrné pomalu vytdhneme zpatky na objem 1ml.

6) Nanéseni do gelu

A/ Do jamky oznacené ,,G* v cerném krouzku napipetujeme 9ul gelu smichaného
s barvickou

B/ Pist davkovaci stiikacky na PS natdhneme na objem 1ml a uzavieme PS

C/ Pist zatlac¢ime az do zacvaknuti za aretacni packu, pockame 30s a pist uvolnime.

D/ Pockame 5s.

E/ Pist pomalu opatrné vytdhneme zpatky na objem 1ml.

F/ Otevieme PS a napipetujeme 9ul gelu do ostatnich dvou jamek ozacenych ,,G*. Zbytek
gelu vyhodime.

7) Piiprava a pipetovani RNA 6000 Nano marker(zelené vicko)

A/ 5ul markeru napipetujeme do vSech 12 jamek urcenych pro vzorky a také do jamky
oznacené zebrickem.

8) Ptiprava a pipetovani vzorka a markeru molekularni hmotnosti(ladder)

A/ 1pl ladderu napipetujeme do jamky oznacené zebtickem

B/ Napipetujeme 1pl vzorku do kazdé z 12 jamek pro n€ uréené. Musime mit 12 vz.

9) Ptiprava chipu

A/ Chip zvortexujeme po dobu 1 minuty a vloZime do Agilent 2100 Bioanalyzeru
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Tabulka A - 6 Piehled reagencii a jejich koncentraci pouzivanych na pfipravu reakcni

smési Reverse Transcriptase PCR

reagencie objem(ul) koncentrace
5 x RT Buffer Nx35
dNTP Nx?2 10 mM
DTT Nxl1 0,1M
RNasin Plus Nx1 40 u/pl
M - MLV RT Nx1 200 u/pl
H,O Nx4
,»N“ pocet PCR reakei

Tabulka A - 7 Ptehled reagencii pouzivanych na pfipravu reakéni smési do
PCR
reagencie objem na reakci(ul) koncentrace
Syber GREEN 12,5 x 2N
Primer mix 2x 2N Spmol (kazdy primer)
H,O 9,5x 2N
cDNA 1 x 2N 10 ng/ pul
2N pocet reakci
Tabulka A - 8 Teplotni program Real-Time PCR
1 cyklus | ivodni zahtati reakéni smési 50°C | 2min
1 cyklus | ivodni denaturace 95°C | 10 min
denaturace 95°C | 15s
45 cyklu _ _ _
annealing primert + syntéza PCR 60 °C | 1 min
postupna denaturace produktu PCR za
. 95°C | 15s
1 cyklus | tcelem zjisténi teploty tdni Tm PCR
_ o 60°C | 15s
produktl — tvorba ,,dissociation curve
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Tabulka A - 9 Sekvence primerti pro qRT PCR

Gen Primer sequence 5°- 3°
F: GCTGTTTTTGTTTTGGAGCTTCA
HSPA1A
R: TTCAACATTGCAAACACAGGAAA
F: GGCCTTTGTTCTTTAGTATGTTTGTCT
HSPA1B
R: AGCTGAAGCAGAAATGACATAGGA
F: GAATCTAAGTTACCATCCGGAAA
HSPAIL
R: AACAGGATGTGAGGGAGTGTGA
F: GAGCAGGTTGCTCCACAGGT
B2-M
R: CAAGCTTTGAGTGCAAGAGATTGA
F: TTGGTCCTGCGCTTGAGG
UBC
R: GGAATGCAACAACTTTATTGAAAGGA
F: TGTTTTTCCCCATGAACCACA
TBP
R: CCTGCAATACTGGAGAGGTGGA
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Tabulka A - 10 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-1

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs1008438.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku bodova mutace | ACt po ,,HS* ACt , ,nHS*
2419 rs1008438 AA 3,536 -3,0447
3226 rs1008438 AA 4,9295 -2,5124
3236 rs1008438 AA 7,7361 -1,9361
3574 rs1008438 AA 6,4992 -2,4695
4093 rs1008438 AA 4,4102 -2,9633
4160 rs1008438 AA 6,3070 -2,9043
4204 rs1008438 AA 6,7468 -2,5401
4205 rs1008438 AA 7,0998 -2,2969
4418 rs1008438 AA 2,7678 -2,5622
4151 rs1008438 AC 4,8434 -2,0637
4170 rs1008438 AC 5,8562 -2,0211
4196 rs1008438 AC 6,9362 -2,6578
4225 rs1008438 AC 4,0118 -3,3754
4227 rs1008438 CC 5,9333 -2,1105
4174 rs1008438 CC 4,2864 -2,1694
3230 rs1008438 CC 6,2050 -2,0644
4422 rs1008438 CC 5,8370 -3,1909
4425 rs1008438 CC 5,2035 -2,6645
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Tabulka A - 11 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-1

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs1043618.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,HS* ACt ,,nHS*“
4227 rs1043618 CC 5,9333 -2,1105
4225 rs1043618 CC 4,0118 -3,3754
4174 rs1043618 CC 4,2864 -2,1694
3230 rs1043618 CC 6,2050 -2,0644
4422 rs1043618 CC 5,8370 -3,1909
4425 rs1043618 CC 5,2035 -2,6645
4151 rs1043618 CG 4,8434 -2,0637
4170 rs1043618 CG 5,8562 -2,0211
4196 rs1043618 CG 6,9362 -2,6578
4205 rs1043618 GG 7,0998 -2,2969
4204 rs1043618 GG 6,7468 -2,5401
4160 rs1043618 GG 6,3070 -2,9043
4093 rs1043618 GG 4,4102 -2,9633
3574 rs1043618 GG 6,4992 -2,4695
3236 rs1043618 GG 7,7361 -1,9361
3226 rs1043618 GG 4,9295 -2,5124
2419 rs1043618 GG 3,3536 -3,0447
4418 rs1043618 GG 2,7678 -2,5622
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Tabulka A - 12 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-2

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs1061581.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,,HS* ACt , nHS*
4205 rs1061581 AA 4,1231 -2,9359
4204 rs1061581 AA 4,3410 -3,6174
4160 rs1061581 AA 4,0196 -2,8932
3236 rs1061581 AA 5,3911 -3,1206
3226 rs1061581 AA 2,3619 -3,8873
2419 rs1061581 AA 0,3456 -3,1968
4418 rs1061581 AA -0,7051 -35042
3574 rs1061581 AG 6,5074 -2,8870
4093 rs1061581 AG 1,0745 -3,5429
4151 rs1061581 AG 2,4217 -3,4270
4170 rs1061581 AG 1,7016 -3,2082
4196 rs1061581 AG 6,8255 -3,9865
4225 rs1061581 AG 2,1195 -3,4187
4227 rs1061581 GG 2,4637 -3,0804
4174 rs1061581 GG 0,8067 -3,7761
3230 rs1061581 GG 3,0248 -4,2357
4422 rs1061581 GG 1,5505 -3,8056
4425 rs1061581 GG 1,3673 -3,5222
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Tabulka A - 13 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-2

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs539689.

genu pred a po indukci

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,HS* ACt , ,nHS*
4196 1$539689 CC 6,8255 -3,9865
4174 1s539689 CC 0,8067 -3,7761
4170 rs539689 CC 1,7016 -3,2082
4151 1$539689 CC 2,4217 -3,4270
3236 1s539689 CC 5,3911 -3,1206
3230 rs539689 CC 3,0248 -4,2357
3226 1$539689 CC 2,3619 -3,8873
4418 rs539689 CC -0,7051 -3,5042
4093 1s539689 GC 1,0745 -3,5429
4160 1$539689 GC 4,0196 -2,8932
4227 1s539689 GC 2,4637 -3,0804
4425 1s539689 GC 1,3673 -3,5222
4225 1s539689 GG 2,1195 -3,4187
4205 rs539689 GG 4,1231 -2,9359
4204 rs539689 GG 4,3410 -3,6174
3574 1s539689 GG 6,5074 -2,8870
2419 rs539689 GG 0,3456 -3,1968
4422 rs539689 GG 1,5505 -3,8056
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Tabulka A - 14 delta Ct hodnoty exprese HSP70-2 genu pied a po indukci teplotnim

Sokem v zavislosti na genotypech pétinukleotidové mutace (rs9281590)

¢islo vzorku mutace ACt po ,,HS* ACt ,,nHS*“
4205 del/del 4,1231 -2,9359
4204 del/del 4,3410 -3,6174
4160 del/del 4,0196 -2,8932
4093 del/del 1,0745 -3,5429
3236 del/del 5,3911 -3,1206
3226 del/del 2,3619 -3,8873
2419 del/del 0,3456 -3,1968
4418 del/del -0,7051 -3,5042
4225 del/ins 2,1195 -3,4187
4196 del/ins 6,8255 -3,9865
4170 del/ins 1,7016 -3,2082
4151 del/ins 2,4217 -3,4270
3574 del/ins 6,5074 -2,8870
3230 del/ins 3,0248 -4,2357
4227 ins/ins 2,4637 -3,0804
4174 ns/ins 0,8067 -3,7761
4422 ns/ins 1,5505 -3,8056
4425 ins/ins 1,3673 -3,5222
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Tabulka A - 15 delta Ct hodnoty genové exprese HSP70-Hom genu pted a po indukci

teplotnim Sokem v zavislosti na bodové mutaci rs2227956

¢islo vzorku | bodova mutace | ACtpo ,HS* ACt ,,nHS*“

3236 1s2227956 _CC -2,3384 -4,5480
4418 1s2227956 CC -4,9722 -4,9620
4093 1s2227956 CT -4,7206 -5,0770
4170 1s2227956 CT -5,1265 -5,4879
4160 1s2227956 CT -3,5320 -6,1180
4196 1s2227956 CT -1,4420 -5,0547
3574 1s2227956 CT -1,0507 -4,789

3226 1s2227956 CT -4,434 -5,9087
4227 rs2227956 TT -4,4676 -5,8715
4225 1s2227956 TT -4,8793 -4,2295
4205 1s2227956 TT -3,5429 -5,5940
4204 rs2227956 TT -2,6801 -4,3246
4174 1s2227956 TT -4,1852 -4,6053
4151 1s2227956 TT -5,0834 -5,7466
3230 rs2227956 TT -3,4923 -4,5744
2419 1s2227956 TT -4,2360 -4,6418
4422 1s2227956 TT -3,4442 -5,5508
4425 rs2227956 TT -4,8558 -5,8523
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Tabulka A - 16 Stfedni hodnoty delta Ct HS — delta Ct nHS miry genové exprese

v zavislosti na konkrétni bodové mutaci

mutace genotyp median A Ct HS - A Ct nHS
AA 8,1199
-110A/C
AC 7,9414
(rs1008438)
CcC 7,9330
GG 8,1199
+190G/C
GC 8,1261
(rs1043618)
CcC 7,8420
AA 6,1475
1267A/G
AG 6,8534
(rs1061581)
GG 5,5266
GG 6,4748
2074G/C
GC 5,4909
(rs539689)
CcC 6,3717
del/del 5,9563
delece/inserce
del/ins 7,2939
(rs928190)
ns/ins 5,0931
TT 1,0124
2437T/C
TC 2,0150
(rs2227956)
CcC 1,0997
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Tabulka A - 17 P-value hodnoty z-testu charakterizujici rozdily genové exprese

v zavislosti na genotypech

gen mutace porovnavané genotypy p-value
AA vs. AC 0,41
rs1008438 AA vs. CC 0,40
CCvs. AC 0,50
HSP70-1
CCvs. GC 0,37
1s1043618 CCvs. GG 0,33
GG vs. GC 0,50
AA vs. AG 0,30
rs1061581 AA vs. GG 0,26
GG vs. AG 0,13
CCvs. GC 0,19
HSP70-2 1s539689 CCvs. GG 0,47
GG vs. GC 0,16
del/ del vs. del/ins 0,13
rs928190 del/del vs. ins/ins 0,13
ins/ins vs. del/ins 0,013
CCvs. CT 0,24
HSP70-Hom | 152227956 CCvs. TT 0,47
TT vs. CT 0,07
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Tabulka A - 18 y test

mutace genotyp n % x2
AA 23 38,98
-110A/C
AC 30 50,85 0,701
(rs1008438)
CC 6 10,17
GG 22 37,29
+190G/C
GC 29 49,15 0,103
(rs1043618)
CcC 8 13,56
AA 20 33,90
1267A/G
AG 32 54,24 1,158
(rs1061581)
GG 7 11,86
GG 18 30,51
2074G/C
GC 28 47,46 0,114
(rs539689)
CcC 13 22,03
del/del 25 42,37
delece/inserce
del/ins 30 50,85 1,596
(rs928190)
ns/ins 4 6,78
TT 40 67,80
2437T/C
TC 17 28,81 0,014
(rs2227956)
CC 2 3,39




9 PRILOHA B - GRAFY

Graf B - 1, Graf B - 2, Graf B - 3 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese
HSP70-1 genu a polymorfismy rs1061581, 1s539689, pétinukleotidovou mutaci
(rs9281590) a rs2227956.
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Graf B - 4, Graf B - 5 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese HSP70-2
genu a polymorfismy rs1008438, rs1043618 a rs2227956.
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Graf B - 6, Graf B - 7 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese HSP70-

Hom genu a polymorfismy rs1061581, rs539689, pétinukleotidovou mutaci (rs9281590),

rs1008438 ars1043618
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Graf B — 8 zobrazuje spojitost mezi mirou regulace genové exprese HSP70-Hom genu a

polymorfismy rs1061581, rs539689, pétinukleotidovou mutaci (rs9281590), rs1008438 a
rs1043618
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