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ABSTRAKT

Uvod: Diabetes mellitus 1. typu je multifaktoridlne autoimunitné ochorenie spdsobené postupnou
destrukciou beta buniek Langerhansovych ostrovéekov pankreasu. Z genetického hl'adiska tvoria
podstatnu Cast’ predispozicie (40 — 50%) gény HLA II. triedy, ktorych molekuly prezentuju
exogénne peptidy CD4+ T lymfocytom. Faktory prostredia hraji taktiez doleziti wlohu
Vv etiopatogenéze TIDM. Jednym zo spOsobov komunikacie prostredia s genotypom je
epigenetickd regulacia vo forme metylacie DNA. Stupenn metylacie v regulatnych oblastiach
tychto génov moze vyrazne ovplyviovat’ uroven expresie.

Ciel': Cielom diplomovej prace bolo urcit metylacny stav jednotlivych alel HLA-DQB1
u pacientov s diabetes mellitus 1. typu a stanovit’ ich expresiu.

Metody: Pacientom bol uréeny genotyp HLA II. triedy (HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1)
pomocou sekvencne Specifickych primerov. DNA bola oSetrena bisulfitom a amplifikovana
regulacna oblast’ génu HLA-DQB1 a zaklonovana do baktérii E.coli DH5a/XL1-Blue. Po overeni
boli pozitivne klony zaslané na sekvenéciu a vysledky podrobené analyze. RNA bola prepisana
do cDNA pomocou reverznej transkripcie a uroven expresie bola ur¢ena pomocou kvantitativne;j
PCR.

VysledKy: Statisticky vyznamné rozdiely boli najdené v celkovej metylacii alel DQB1*0201 a
*0302 v tseku B. V jednotlivych metylaénych miestach bol preukazany rozdiel medzi alelami
DQB1*0201 a *0302 v pozicii 1894, 2179, 2200, 2302 a 2304 v useku ex6nu 2 — intrénu 2 (Gsek
B). V pozicii 2179, 2200, 2302 a 2304 bola viac metylovana alela DQB1*0302, zatial' o
v pozicii 1894 bola kompletne metylovana alela DQB1*0201. Statisticky vyznamny rozdiel
Vv irovni expresie bol najdeny medzi alelami DQB1 *0202 a *0501(*0501 exprimovana Viac),
*0301 a *0302 (*0301 exprimovana viac), DQB1*0302 a *0501(*0501 exprimovana viac).

KPacové slova: diabetes mellitus 1. typu, epigeneticky, HLA II. triedy, HLA DQB1



ABSTRACT

Background: Type 1 diabetes mellitus is a multifactorial disease caused by beta cell destruction
of Langerhans pancreatic islets. From the genetic aspect the main predisposition lays on HLA
class Il genes (40 — 50%), molecules of which present exogenous peptides to CD4+ T
lymphocytes. Enviromental factors play a crucial role in the etiopathogenesis of TLDM. Through
epigenetic regulation (e.g. DNA methylation) the genetic and enviromental factors communicate.
The level of methylation in the regulatory regions can significantly affect expression of these
genes.

Aims: The aim of the master thesis was to define methylation profile of HLA DQB1 alleles in
type 1 diabetes mellitus patients and determine their expression.

Methods: The genotyping of HLA class Il genes (HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1) was
performed using sequence specific primers. DNA was treated with sodium bisulfite, regulatory
region of HLA DQB1 was amplified and cloned into E.coli, strain DHSo/XL1-Blue. Positive
clones were sent for sequencing and results analyzed. RNA was transcribed to cDNA by reverse
transcription and the level of expression was analyzed by quantitative PCR.

Results: Statistically significant differences were found in total methylation of DQB1*0201 and
*0302 alleles in the B section of DQB1 gene. Difference in methylation at single methylation
sites was found in DQB1*0201 and *0302 alleles at position 1894, 2179, 2200, 2302 and 2304 in
the exon 2 — intron 2 (B section). Allele DQB1*0302 was methylated more at position 2179,
2200, 2302 and 2304, however allele DQB1*0201 was completely methylated at position 1894.
Statistically significant differences in expression levels were found between alleles DQB1 *0202
and *0501(higher *0501 expression), *0301 and *0302 (higher *0301 expression), DQB1*0302
and *0501 (higher *0501 expression).

Keywords: type 1 diabetes mellitus, epigenetic, HLA class Il, HLA DQB1
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ZOZNAM SKRATIEK

21A, 21B 21-hydroxylaza

smC 5-metylcytozin

A adenin

APC antigén prezentujuce bunky

BB Biobreeding

Bt properdin faktor B

C cytozin

CIITA transaktivator génov HLA II. triedy

C2, C4A, C4B komplementové proteiny C2,C4A, C4B

CD cluster of differentiation

CLIP invariantny peptidovy retazec asociovany s HLA II. triedy
CpA dinukleotid cytozin-fosfat-adenin

CpG dinukleotid cytozin-fosfat-guanin

CpT dinukleotid cytozin-fosfat-tymin

Csk C-Src kinaza

CTLA-4 antigén asociovany s cytotoxickymi T lymfocytami
DNA deoxyribonukleova kyselina

DNMT DNA metyltransferaza

dsDNA dvojvlaknova DNA

ER receptor pre estrogén

EST expressed sequence tag

FoxP3 Forkhead box P3

G guanin

GAD glutamat dekarboxyldza

GADA protilatka glutamat dekarboxylazy

GITR glukokortikoidmi indukovany TNF receptor
HADC histon deacetylaza

HLA I'udské leukocytarne antigény



HMT histon metyltransferaza

Hsp277 protein teplotného Soku 277

1A-2 antigén ostrovceku-2

IAA inzulinové autoprotilatky

IAP intracisternalna A-partikula

ICA protilatky ostrovcekov

ICF syndrém zahfiajaci Imunodeficiencie, Centromericku instabilitu

a Facialne anomalie
IDDM inzulin-dependentny diabetes mellitus
IFIH1 interferonom indukovana helikaza

li invariantny retazec

IL interleukiny

IL2RA receptor pre interleukin-2

INS gén kodujuci inzulin

LADA latentny autoimunitny diabetes dospelych
MBP metyl-CpG-viazuce proteiny

MHC hlavny histokompatibilny komplex
MIC retazec MHC 1. triedy

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
NKT prirodzené zabijac¢ské T lymfocyty
NOD neobézne diabetické

Obr. obrazok

p69 protein Langerhansovych ostrovéekov
PCNA proliferating cell nuclear antigen

PCR polymerazova retazova reakcia

PML promyelocytarny leukemicky gén
PTPN22 lymfatick4 tyrozin fosfataza

RAR receptor kyseliny retinovej

RER drsné endoplazmatické retikulum
RNA ribonukleova kyselina

SNP jednonukleotidovy polymorfizmus
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1. UVOD

Diabetes mellitus 1. typu (T1DM) je organovo-$pecifické autoimunitné ochorenie
charakterizované destrukciou beta buniek pankreatickych ostrovéekov mediovanou Trhl bunkami.
NajcéastejSie je zachytenené udeti adospievajucich kaukazského povodu. V patogenéze
autoimunitného ochorenia su zahrnuté ako genetické tak aj environmentalne faktory, ktorych
proces vedie k vzniku ochorenia. TIDM je multifaktorialne ochorenie, v ktorom 40 — 50%
dedi¢nej predispozicie tvoria gény HLA II. triedy — HLA-DR-DQ (Harrison et al., 2008).
Asociacia jednotlivych protektivnych/ predispozicnych alel génu HLA-DQB1 zavisi aj od
etnického pozadia jednotlivych populdcii. U kaukazskej populdcie si s TIDM pozitivne
asociované¢ alely DQB1*0201 a DQB1*0302, zatial ¢o v japonskej populacii su to alely
DQB1*0401 a DQB1*0303 (Mosaad et al., 2012). Avsak ani u jednotlivcov s predispozi¢nymi
alelami sa TIDM vyvinut' nemusi. Spusta¢ autoimunity najCastejSie prichadza ako externy
podnet z prostredia — virusova infekcia, toxiny alebo antigény kravského mlieka.

Interakcia prostredia tvori taktiez podstatnu cast’ podiel’ajiicu sa na etiopatogenéze T1DM.
Dokazom, Ze enviromentdlne faktory st dolezitymi modifikdtormi v patogenéze TIDM je
v diskonkordancii vyskytu ochorenia medzi monozygotnymi dvojcatami. Prave prostrednictvom
epigenetickych modifikécii mdme moznost’ Studovat’ interakcie medzi prostredim a genotypom,
ktorych vysledkom je variabilita fenotypu. Epigenetickymi mechanizmami nazyvame zmeny,
ktoré nemenia nukleotidovil sekvenciu DNA, ale menia uroven ich expresie do RNA a proteinov.
Najviac popisovanymi epigenetickymi modifikdciami su metylacia cytozinov v CpG
dinukleotidoch, post-translaéné kovalentné modifikacie histonovych proteinov zahfnajice
acetylacie, metylacie, fosforylacie, ubikvitindcie, sumoyldcie a mnohé dalSie. Tretim
mechanizmom je expresia kratkych nekddujiucich RNA, ktoré po vdzbe na transkribovani RNA
spoOsobia jej represiu alebo degradaciu. V pripade epigenetickej dysregulacie, moze dochadzat
K roznym ochoreniam — najviac preskimané si nadorové ochorenia. Zmeny v expresii génov
HLA II. triedy sposobené epigenetickymi modifikdciami sa méZu vo vyraznej miere podiel’at’ na
etiopatogenéze tohto autoimunitného ochorenia. Preto medzi hlavnymi ciel'mi tejto diplomovej

prace je skimat’ metyla¢ny stav roznych alel HLA-DQB1 a suvislost’ s ich expresiou.
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2. PREHLCAD LITERATURY

2.1 Diabetes mellitus 1. typu

Primérnou ulohou imunitného systému je rozpoznanie a elimindcia infekénych
a cudzorodych agensov S naslednou reparaciou spdsobenych poskodeni. V uréitych situdciach
vSak moéze imunitny systém zlyhat' anavodit’ v hostitel'skom organizme imunopatologické
reakcie, ktoré poskodzuju telo hostitel'a. V pripade, Ze imunitny systém reaguje na telu vlastné
antigény (autoantigény), vyvija sa autoimunitné ochorenie. Castym markerom autoimunitnych
reakcii st autoprotilatky asociované s danym ochorenim (Cerna, 2008).

Medzi autoimunitné ochorenia patri aj diabetes mellitus 1. typu (T1DM, z angl. type 1
diabetes mellitus), ktory je vo viaésine pripadov sposobeny autoimunitnou destrukciou inzulin
produkujicich beta buniek pankreasu. Chronicka destrukcia beta buniek Langerhansovych
ostrovéekov pankreasu ma za dosledok dysregulaciu anabolismu a katabolismu (Cerna, 2008).
Ochorenie mé nastup u deti v relativne rannom veku a charakteristickymi priznakmi byvaja
polyuria, polydipsia a strata hmotnosti. Avsak existuje podskupina ochorenia, ktora nesie skratku
LADA (zangl. latent autoimmune diabetes of adults). Z imunologického hladiska sa jedna
0 rovnaké ochorenie ako T1DM, no postihuje vo vicsine pripadov dospelych I'udi a progresia
ochorenia je pomala. Pravdepodobne 10% pacientov diagnostikovanych s diabetes mellitus
2.typu (T2DM, z angl. type 2 diabetes mellitus) st v skuto¢nosti pacienti s ochorenim LADA
(Fourlanos et al., 2005).

Diabetes mellitus 1. typu nesie charakteristické znaky autoimunitného ochorenia:
1. Ochorenie je asociované so Specifickymi haplotypmi l'udského leukocytarneho antigénu
Il. triedy (HLA, z angl. human leukocyte antigen). 2. St detekovate'né autoprotilatky voci
autoantigénom beta bunieck (GADG65, 1A-2, ICA, IAA). 3. Histologicky je mozné detekovat
mononuklearnu infiltraciu na pankreatickom ostrovéeku (Cerna, 2008).

Diabetes mellitus 1. typu moézeme definovat ako multifaktorialne ochorenie. Ku
komplexnej charakteristike T1DM prispieva z genetického hladiska viacero lokusov, ale aj
environmentalne faktory, ktoré¢ hraji doleziti wlohu pri urcovani rizika ochorenia. Velké
mnozstvo dokazov naznacuje, Ze dedicné genetické faktory ovplyviiuju citlivost’, ale aj odolnost’

k ochoreniu (Pociot a McDermott, 2002).
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2.1.1 Epidemiologicka distribucia

Specificky znak TIDM je roznorodd geografickd ako aj etnicka distribticia. Diabetes
mellitus 1. typu je ochorenie najviac rozsirené v populacii deti a dospievajucich kaukazského
povodu, kde sa vyskytuje priblizne u0,4% populacie. NajvyS$ia miera prevalencie je
u obyvatel'ov Japonska, Ciny a Venezuely (0,1/100 000/za rok) (Renningen et al., 2001). Taktiez
frekvencia T1DM variruje u roznych etnickych skupin ¢i ras Zijucich na urcitom geografickom
uzemi. U belochov je vysSia prevalencia ochorenia ako u ¢ernochov ¢i mieSancov (Mestici,
Mulati, Zambovia) (Karvonen et al., 1996).

Na zéklade vyskumu EURODIAB ACE Study Group (2000) boli identifikované dva hlavné
znaky, ktoré maju vplyv na frekvenciu a distribiciu TIDM u deti. Prvym znakom je stabilny
ro¢ny ndrast incidencie ochorenia o 3% V severskych eurdpskych krajinach, ktory bol pozorovany
pocas jednej dekady. Druhym znakom je fakt, ze v globdlnom meradle ma Eurdpa najvyssie
zastapenie a pravdepodobnost TIDM u pacientov, avsak s regionalnymi rozdielmi. Diabetes
mellitus 1. typu je multifaktoridlne ochorenie, t.j. je ovplyviiované interakciou genetickych
a environmentalnych faktorov. Zvyseny vyskyt TIDM nemozno vysvetlit iba na zaklade
genetickych mechanizmov. Geografické rozdiely vo vyskyte TIDM pravdepodobne plynu
z roznej distribucie environmentalnych faktorov alebo génov, alebo ich kombinaciou (Renningen
et al., 2001). Vyskyt ochorenia celosvetovo narasta a pri pokra¢ovani tohto trendu sa odhaduje,
ze nove pripady TIDM u eurdpskych deti mladSich ako 5 rokov sa zdvojnasobia medzi rokmi

2005 a 2020 a pripady deti mladSich ako 15 rokov vzrasta o 70% (Patterson et al., 2009).
2.1.2 Klinické a imunologické znaky

Diabetes mellitus 1. typu (T1DM) je chronické ochorenie spdsobené tiplnou absenciou
sekretovaného inzulinu. Toto ochorenie je asociované s poskodenim a dlhodobou dysfunkciou
niekol’kych orgdnov a tkaniv. Chronickd hyperglykémia pri TIDM poSkodzuje najméi nervovi
ststavu, o¢i, oblicky, srdce acievy (Report of the expert committee on the diagnosis and
classification of diabetes mellitus, 2003). Primarne poSkodenie vznika bunkovo
sprostredkovanou imunitnou odpoved’'ou, kde Thl bunky (CD4+) aktivuju Specifické cytotoxickeé
T bunky (CD8+) amakrofagy namierené proti beta bunkam pankreasu. Zanik inzulin-

produkujucich buniek Langerhansovych ostrovéekov je spdsobené cytokinom, tumor necrosis
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factor alpha (TNF-a), ktory na povrchu buniek vytvori pory. Tomuto javu sa hovori aj ,,bozk
smrti* (z angl. kiss of death). Strata f-buniek vedie k prevahe a-buniek sekretujucich glukagon,
ktora ma za pri¢inu uplnti absenciu inzulinu a sekundarnu hyperglukagonémiu (Gianani et al.,
2010).

Kriticky dolezitymi faktormi pri poruchach imunitnej odpovedi st regulacné
T lymfocyty. Regula¢né T lymfocyty exprimuji vo vel’kom mnozstve a-retazec receptoru pre IL-
2 (CD25), molekularne markery ako napriklad FoxP3 (Forkhead box P3), CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated antigen 4), GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor) (Bluestone et
al., 2008). Regulacné T lymfocyty maji za ulohu chranit’ organizmus pred autoimunitnymi
reakciami a navodzuju toleranciu vocéi telu vlastnym tkanivam (tzv. self-tolerance). Regulac¢nu
funkciu maju najmd CD4+, ale aj iné bunky ako napriklad prirodzené zabijacské bunky (NKT)
a CD8+ (Raz et al., 2005). U pacientov s TIDM bola preukazana znizena expresia CD4+ T
buniek, ktora ma vplyv na klaicové imunitné funkcie, bunkovy cyklus, signalnu transdukciu
viazanu na povrchovy receptor a elektrénovy transport. Taktiez je redukovana génova expresia
histon deacetylazy, ktord je dolezitym regulatorom epigenetickych modifikacii. CD4+ T bunky
maju preukdzatelne zhorSenti funkciu, vratane abnormalnej imunitnej odpovede, ktora by mohla
byt kI'icovym faktorom pri strate tolerancie telu vlastnych antigénov (Orban et al., 2007).

Doélezitymi markermi autoimunitnej deStrukcie beta buniek pankreasu st ICA (islet cell
antibodies), IAA (insulin autoantibodies), GADA (glutamic acid decarboxylase antibody)
a protilatky IA-2, IA-2p (insulinoma-associated protein tyrosine phosphatase antibody) (Report
of the expert committee on the diagnosis and classification of diabetes mellitus, 2003). Tieto
protilatky pravdepodobne nie si spojené priamo s patogenézou ochorenia, ale st nevyhnutné
z klinického hladiska. Na ich zdklade m6Zeme rozliSovat medzi TIDM a T2DM, sledovat’ vyvoj
ochorenia od predklinického $tadia u zdravych prislusnikov v rodinach, kde sa pacient s diabetes

mellitus 1.typu vyskytuje (Schatz a Bingley, 2001).
2.1.3 Etiopatogenéza diabetes mellitus 1. typu

Imunologicka kaskada v etiopatogenéze TIDM pozostava zo 4 krokov (Obr.l) —
kontrolnych bodov: 1. VCasna maturacia T buniek v tymuse vytvara potencial pre autoreaktivne T
bunky. V tomto zmysle $pecifické HLA molekuly, ktoré viazu peptidy poc¢as maturacie T buniek

prispievaji k autoimunitnym sklonom. Struktirne vlastnosti HLA DQ molekul asociovanych
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s TIDM (DQB1*0302) prispievaju k slabej komunikacii behom rozpoznavania T bunkami
a podporuji hypotézu, v ktorej HLA DQ asociacie s TLDM su vysvetlené nevhodnou a skorou T
bunkovou selekciou a maturaciou. 2. V druhom kroku, sa takto vnimava osoba k autoimunite
meni v osobu nachylnu na zaklade periférnej amplifikacie potencialne autoreaktivnych T buniek.
Proces je pravdepodobne ovplyvneny prostredim a infekciami, ktorym musi imunitny systém
celit. Mnozstvo T buniek rozoznavajice konkrétne HLA-peptidové komplexy je znasobené.
V pripade, Zze poCet T buniek presiahne urcity prah, spustaju sa d’alSie patologické kroky. 3.
V tretom kroku dochadza k rozpoznaniu antigénu na Langerhansovom ostrovéeku a K aktivdcii
autoreaktivnych T buniek. Kazdda HLA molekula viaze konkrétny antigénny peptid. Sila tejto
vizby ako aj stabilita HLA-peptidového komplexu neskér urcuje silu interakcie tohto komplexu
s receptorom T bunky. Osud takto aktivovanych T buniek je z Casti urceny prostredim. Zapalové
procesy a poskodenie tkaniva zvySuju expresiu antigénov v cielovom tkanive a uvolfiovanie
lokalnych prozapalovych cytokinov vysledkom ¢oho je chemoatrakcia a migracia T buniek. 4.
Stvrty krok je oznadovany ako zlyhanie regulacnych mechanizmov. Vysledkom je nastup
klinického ochorenia, v ktorom hraji rolu aj gény mimo HLA lokus asociované s diabetes
mellitus 1. typu. Je preto potrebné spomentit, Ze pribuzni osob s TLDM, u ktorych boli potvrdené
autoprotilatky, nemusia nevyhnutne k diabetes mellitus 1. typu progredovat (Nepom a Kwok,
1998).
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Obr.1: Etiopatogenéza diabetes mellitus 1. typu (upr. podla: Cerna, 2008).

2.1.4 Externé spust'ace

Beta bunky pankreatického ostrovéeka maju preukazatelne vysSiu expresiu MHC
molekul 1. all. triedy na zaklade biopsie vzoriek od pacientov s TIDM. Genetickad asociacia
s HLA molekulami je vel'mi dobre zndma, avSak ani u jednotlivcov s genetickou predispoziciou,
u ktorych boli potvrdené protilatky ICA (islet cell antibodies) sa nemusi T1DM vyvinut’. Napriek
tomu, Ze sa prejavuje uz existujica autoimunita voci pankreasu, je potrebny spustac, tzv.
Htrigger, ktory vyvola deStrukciu beta buniek (Sanjeevi et al., 2002). K externym spustacom

moze patrit’ napriklad virusova infekcia, toxiny alebo kravské mlieko. Existuje niekolko
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kandidatnych antigénov ako GADA, IA-2, Hsp277 (heat shock protein), GAD65, inzulin alebo/a
proinzulin a neddvno popisany zinkovy transportér (Znt8), ktoré mdzu iniciovat autoimunitni
reakciu (Gorodezky et al., 2006).

Niektoré virusy mozu vyvolavat TIDM indukciou autoimunity alebo je tento proces
ulahéeny vd’aka javu, ktory sa nazyva ,,molekularne mimikry*“. Coxsackie virus B4, ktory patri
do rodu Enterovirusov, vyuziva ¢iasto¢ne homologické sekvencie medzi 2C virusovou protedzou
a autoantigénom pankreatického ostrovéeka GAD65. Molekuldrne mimikry medzi infekénym
agensom (virus) a autoantigénom su jednym zo sposobov ako moéze virus indukovat alebo
urychlit’ napadnutie hostitel'skych tkaniv autoreaktivnymi T bunkami (Harkonen et al., 2003).
Dalsie homologické sekvencie boli odhalené medzi kapsidovymi proteinmi (VP1, VPO)
entorovirusu a autoantigémni ostrovéeka — tyrozinfosfatdzou IA2 a heat shock proteinom 60/65
(Héarkonen et al., 2002). Okrem toho sa Enterovirusy vyznacuji tropizmom k pankreatickym beta
bunkdm. Coxsackie virus B ako aj iné sérotypy enterovirusov mozu infikovat ludské
pankreatické ostrovéeky, replikovat’ sa v beta bunkach in vitro a nasledne stimulovat’ produkciu
cytokinov (Hober, 2010).

V pripade vyzivy deti sa ndzory na potencidlny efekt kravského mlieka na vyskyt T1IDM
znacne lisia. Podla s$tidie vo Finsku vroku 1992, mali deti srecentne diagnostikovanym
ochorenim TIDM zvySené hladiny imunoglobulinu G proti bovinnému sérum albuminu
(srvatkovy protein) a B kazeinu. V&cSina protilatok bola namierend proti peptidu ABBOS,
zloZeného z0 17 aminokyselin. Spominany ABBOS peptid mé pribuznt sekvenciu proteinu p69,
ktory je na povrchu buniek Langerhansovych ostrovéekov. Autori predpokladali, Ze skora
expozicia kravskému mlieku moze spustat’ imunitni odpoved’ a viest’ k autoimunitnej reakcii na
beta bunkach mechanizmom molekularnej mimikry (Karjalainen et al., 1992). Avsak v neskorsej
Stadii bola zistena negativna T bunkova proliferacia v odpovedi na antigény kravského mlieka,
ktora viedla k spochybneniu hypotézy molekularnej mimikry. Vysledky podporovali fakt, Ze
imunitna reakcia v pripade bovinného sérum albuminu nie je obmedzena len na T1DM pacientov
(Atkinson et al., 1993). Jednym z vysvetleni opisuje Pateraki et al., ktori merali protilatkova
odpoved k niekol'kym autoantigénom alebo telu vlastnym proteinom (napriklad dsDNA, aktin,
tubulin, thyroglobulin, myozin, myoglobulin, transferin, interferon a bovinny sérum albumin)
U pacientov so systémovym lupus erythematodes a zdravych kontrol. Vo vicsine pripadov

pacienti s autoimunitnym ochorenim vytvarali protilatky s vySSou afinitou ku vSetkym
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antigénom. Protilatky voci bovinnému sérum albuminu u pacientov s TIDM mézu byt taktiez
vysvetlené ako porucha imunologickej tolerancie (vSeobecne vyssia afinita vlastnych reaktivnych
protilatok), ktora suvisi s autoimunitou a nie selektivnou imunitou S$pecifickou pre beta bunky
(Pateraki et al., 1986).

U niektorych jedincov mdze autoimunitnu reakciu proti beta bunkdm vyvolat' jediny
spusta¢. Napriek tomu je vel'mi nepravdepodobné, Zze existuje iba jeden exogénny determinant
pre TIDM. Jedna sa o zlozité interakcie medzi réznymi environmentalnymi faktormi a medzi
environmentalnymi faktormi a genetickou predispoziciou, ktoré veda k progresii tohto ochorenia
(Knip a Akerblom, 1999). Medzi d’alSie potencialne exogénne spustace boli zaradené aj toxiny,

glutén, deficiencia vitaminu D, stres a mnohé iné (Akerblom et al., 2002).

2.2 Genetické pozadie diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu je multifaktoridlne ochorenie s prevalenciou vyskytu 0,4%
V beznej populécii. V ramci rodin s vyskytom tohto ochorenia je mozné pozorovat’ klastrovanie
genetickych faktorov s prevalenciou vyskytu 6% u strodencov (Karvonen et al., 2000).
Populacna zataz (As), ktord moézeme vyratat’ ako podiel rizika u strodencov ku vseobecnému
riziku v populacii (6,0/0,4), je u TIDM 2As hodnota 15. Geneticka predispozicia u rodinnych
Clenov zavisi na stupni genetickej totoznosti s probandom, v ktorych pocet alel zhodnych
s probandom koreluje nelinearne srizikom TIDM. Najvyssie riziko bolo pozorované
umonozygotnych  dvojciat  (zdielaja 100%  alel), nasledované¢  prvostupiiovymi
a druhostupnovymi pribuznymi (50% a 25%) (Risch, 1987).

Genetika TIDM ma za sebou dlhu historiu $tudii hodnotiacich kandidatne gény, ktoré by
mohli byt” asociované s ochorenim. Naprie¢ $tudiami, dve chromozomalne oblasti boli objavené
aasociované s TIDM. Konzistentné a signifikantné vysledky priniesla oblast pre ludské
leukocytarne antigény (HLA, z angl. human leukocyte antigens) na chromozdéme 6p21.3 a oblast’
génu pre inzulin na chromozoéme 11p15 (Pociot a McDermott, 2002).

V 70.tych rokoch minulého storo¢ia boli stanovené hlavné ulohy HLA génov
v T1DM predispozicii (podiel lokusu HLA na ochoreni sa oznacuje ako IDDMI). Variabilita
V manifestacii ochorenia u stirodencov, ktori zdiel'aja dva, jeden alebo nula rodicovskych HLA

haplotypov, ako aj u monozygotnych verzus dizygotnych dvojciat, v riziku u pribuznych
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a vSeobecné rozsirenie v populdcii naznacuje existenciu genetickych faktorov mimo HLA lokus
(Pociot a McDermott, 2002).

Diabetes mellitus 1. typu je polygénne ochorenie a na jeho prejave sa podiel'a takmer 40
doposial’ zndmych lokusov. Data zo stadie Type 1 Diabetes Genetics Consortium ukazuja, ze
gény HLA Il.triedy ako aj d’alSie gény vramci HLA lokusu su zodpovedné za najvyssie riziko
vzniku TIDM. Gény mimo HLA lokusu takisto prispievaju k v§eobecnému riziku, avSak ich
samotny prispevok je ovela mensi nez u HLA (Concannon et al., 2005). K studiu etiologie
ochorenia prispievaji okrem pacientov aj zvieracie modely. Vo vyskume T1DM st najviac
vyuzivané hlodavce, medzi nimi najmd tzv. NOD myS$i (z angl. nonobese diabetic) a BB
(Biobreeding) potkany (Biobreeding Laboratories, Ontario, Kanada). Tieto modely vykazuju
vyznamné podobnosti v genetickych a environmentalnych vplyvoch, ako aj v patogenéze

ochorenia s TLDM u 'udi (Acharjee et al., 2013).

2.2.1 HLA molekuly a diabetes mellitus 1. typu

Najlepsie prestudovanym a dokazanym komponentom genetickej zlozky T1IDM su HLA
gény, ktoré boli a st Studované v populaciach, rodinach ako aj na zvieracich modeloch. Odhaduje
sa, ze HLA (IDDM 1) sa v 40-50% podiel’aji na predispozicii tohto ochorenia v rodine (Risch,
1987). Oblast’ hlavného histokompatibilného komplexu (MHC, z angl. major histocompatibility
complex), u l'udi oznacovaného ako HLA, je lokalizovand na kratkom ramene chromozému 6
(6p21.3). Tato oblast’ zahfna priblizne 3500 kb DNA a obsahuje najmenej 150 génov (Dorman
a Bunker, 2000). Na zéklade funkcie je HLA komplex rozdeleny na tri hlavné oblasti: HLA 1.
triedy, Il. triedy alll. triedy (Obr.2). Oblast HLA 1. all. triedy koduje molekuly, ktoré su
dolezité v imunitnom rozpoznavani (Cerna, 2008). Statisticky najsilnej$ia geneticka asociacia

s TIDM je u HLA génov II. triedy.
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Chromozom 6

HLA oblast’
Bp21.1-21.3

II. trieda IT1. trieda I. trieda

| Il B Il |

DP oM DQ DR C4 C2HspTOTNF B C E AGF

Obr.2: Génova mapa HLA oblasti na chromozéme 6 (upr. podl'a: Mehra a Kaur, 2003).

2.2.1.1HLA L. triedy

Proteinovy komplex HLA 1. triedy je transmembranovy dimér zostaveny z dvoch
odlisnych polypeptidov: tazSiecho o retazca anekovalentne viazaného TahSieho retazca
nazvan¢ho B2-mikroglobulin (B2m). V a retazci mozno rozlisit’ tri domény; dve N-terminélne, o1
aop, ktoré vytvaraju vizbové miesto pre peptidy. Tretia doména (a3) afam st Struktirne
podobné imunoglobulinovym doménam (Hofejsi a Bartankova, 2009) (Obr.3). HLA 1. triedy su
exprimované na povrchu takmer vsetkych jadrovych somatickych buniek aich funkciou je
prezentacia antigénnych peptidov CD8+ cytotoxickym T bunkam. Obsahuju ,,klasické lokusy* A,
B, C a ,neklasické” lokusy E, F, G a pseudogény H, J, K, L. V tejto oblasti su pritomné aj tzv.
MIC gény (z angl. MHC class I chain-related genes). Rodina génov MIC zahrtia tri pseudogény:
MIC-C, MIC-D, MIC-E adva funkéné gény: MIC-A aMIC-B. MIC-A molekuly su
transmembranové glykoproteiny indukované stresom. (Hardy et al., 1986).

HLA molekuly I. triedy prezentuji endogénne antigény, derivované z virusov
a intracelularnych baktérii, ktoré rozpozndva imunitny systém. Tento proces zahfiia ubikvitinaciu
endogénnych cytosolickych proteinov anaslednii degradaciu na peptidy velkosti 8§ — 16
aminokyselin, ktoré optimalne viaZzu glykoproteinové molekuly HLA I. triedy. Peptidy su
transportované do drsného endoplazmatického retikula, kde sa viazu na molekuly HLA 1. triedy
a su transportované na povrch buniek. Prezentovany antigén na povrchu buniek je rozoznavany
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CD8+ T bunkami a NK bunkami. Tieto aktivované bunky posobia v prvej linii vrodenej

imunitnej odpovedi (Gough a Simmonds, 2007).
2.2.1.2 HLA II. triedy

Molekuly HLA II. triedy su heterodiméry zloZené z dvoch transmembranovych proteinov
- tazky o retazec a l'ahky P retazec. Oba polypeptidové retazce su glykozylované a vzajomne
spojené nekovalentnou vizbou. Extracelularna ¢ast’ molekuly je tvorend dvoma doménami (a1, a2
aP1, B2), ktoré st pripojené kratkou sekvenciou K transmembranovej Casti zloZenej z asi 39
aminokyselin (Obr.3). Funkcia molekal HLA II. triedy spociva v prezentacii peptidov
derivovanych z extracelularnych antigénov pomocnym CD4+ T bunkdm. Vézbové miesto pre
peptid (tzv. peptidovy Zliabok) je vytvorené z dvoch domén — oy a B1. Na rozdiel od uzavretého
zliabku I. triedy, maju molekuly HLA II. triedy peptidovy zliabok na oboch koncoch otvoreny
(Kontsek a Kontsekova, 2004). Oblast HLA II. triedy zahfia tri lokusy DR, DQ a DP. Kazdy
lokus obsahuje gény a, B a pseudogény.

Molekuly su exprimované na povrchu antigén prezentujucich buniek (monocyty,
makrofagy, B lymfocyty, dendritické bunky a aktivované T lymfocyty) a st syntetizované na
drsnom endoplazmatickom retikule (RER) spolu s invariantnym retazcom (Ii), ktory predchadza
vizbe molekul HLA II. triedy sendogénnym peptidom. Invariantny retazec je neskor
degradovany a je ponechany iba kratky fragment - CLIP (z angl. class Il-associated invariant
chain peptide), ktory sa zameni za peptid (Villadangos, 2001). HLA-peptidovy komplex je potom

transportovany na povrch bunky a rozoznavany CD4+ Th bunkami.
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HLA I triedy HLA IL triedy

peptidovy Zliabok peptidovy Zliabok

Obr.3: Stavba molekil HLA 1. a Il. triedy (upr. podl'a: Wai a Foley - Transplant Immunology: Basic Immunology
and Clinical Practice).

2.2.1.3HLA I11. triedy

Gény HLA III. triedy koduji ostatné molekuly, ktoré sa podielaji na imunitnych
reakciach: 21-hydroxylaza (21A, 21B), zlozky komplementu (C2, C4A, C4B), properdin faktor B
(Bs), heat shock protein 70 (Hsp70) a tumor nekrotizujici faktor (TNFA, TNFB) (Cerna, 2008).

HLA gény st vyznamné vdaka ich obrovskej polymorfii v 'udskom genome: A lokus —
489 alel, B lokus — 830 alel, C lokus — 266 alel, E lokus — 9 alel, F lokus — 21 alel, G lokus — 23
alel, DRB1 lokus — 463 alel, DQB1 lokus — 78 alel, DPB1 lokus — 125 alel, DRA1 lokus — 3
alely, DQA1 lokus — 34 alel, DPA1 lokus — 23 alel (Cerné, 2008).
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2.2.1.4 Asociacia TIDM s génmi HLA 1. triedy

Asociacia medzi TIDM a HLA molekulami bola identifikovana pred viac ako 20 rokmi.
Prvé asociacie sérologicky definovanych alel B8 a B15 boli najdené medzi HLA 1. triedy.
Postupom casu bol definovany lokus HLA DR, kde boli sérotypy DR4 a DR3 spdjané s TIDM
v ovela viacSej miere nez B8 a B15. Spominany DR4 je haplotyp obsahujici rodinu odlisnych
HLA DR a DQ molekal. To vedcov viedlo k zaveru, ze gén DQB1 zlokusu HLA DQ je
vyznamne asociovany s TLDM (Todd a Bain, 1992). Statisticky najsilnejsia geneticka asociacia
s TIDM je medzi konkrétnymi alelami HLA-DQAL, DQB1 a DRB1 (Tab. 1). Avsak vd’aka
silnej vizbe génov medzi tymito lokusmi, je vel'mi tazké Studovat’ individudlny efekt HLA DQ a
DR génov (Pociot a McDermott, 2002).

Mnohé¢ stadie dokazuji predispozicny efekt alely DQB1*0302 azvySenu
pravdepodobnost’ TIDM pri heterozygotickej kombinacii alel DQA1*0301-DQB1*0302 v DR4
haplotype aDQA1*0501-DQB1*0201 v DR3 haplotype. DQA1*0301-DQB1*0302 je
najcastejSie sa vyskytujici predispozicny haplotyp v kaukazskej populécii s vyskytom 74%
u pacientov s TIDM, nasledovany haplotypom DQA1*0501-DQB1*0201 u52% pacientov
kaukazského povodu (Sanjeevi et al., 2002). Naproti tomu, haplotyp DQA1*0102-DQB1*0602 je
asociovany ako protektivny voci diabetes mellitus 1. typu aj v pripade pritomnosti TIDM
Specifickych autoprotilatok a predispozicnych alel. Jedina kopia alely DQB1*0602 postacuje pre
negativnu asociaciu s TIDM. Vyskyt tejto alely u pacientov je menej ako 1% vo vacSine
Studovanych populacii (Pugliese et al., 1995).

Asociacia jednotlivych DQB1 alel s TIDM predispoziciou respektive protektivitou zavisi
aj na etnickej a rasovej pribuznosti danej populacie. Zatial' ¢o kaukazska populacia je pozitivne
asociovana s DQB1*0201 a DQB1*0302, v japonskej populacii st to prevazne alely DQB1*0401
a DQB1*0303. V nedavnej stadii Mosaad et al. prvykrat identifikovali pozitivnu asociaciu alely
DQB1*0202 s diabetes mellitus 1. typu v egyptskej populacii. Je zname, ze Egyptania st
zmieSaného etnického pdvodu (Stredny vychod, afrického a eurdpskeho), €o prinasa cenné data

pre stadium d’alsich etnickych skupin (Mosaad et al., 2012).
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Tab. 1: Alely a haplotypy HLA II. triedy asociované s diabetes mellitus 1. typu. Tabulka zobrazuje predispozi¢né
a protektivne haplotypy ako aj relativne riziko vyskytu T1DM u l'udi s tymto haplotypom. (upravené podla: Pociot
a McDermott, 2002).

HLA-DQ alely HLA-DR alely RR*

Pozitivna asociacia s TIDM

(predispozicné haplotypy)

A1*0301-B1*0302 DRB1*04 25-95
A1*0501-B1*0201 DRB1*301 25-5.0
A1*0501-B1*0302 DRB1*301/DRB1*04 | 12.0 - 32.0
A1*0301-B1*0201 DRB1*301/DRB1*04
A1*0301-B1*0402 DRB1*04/DRB1*801 | 4.0 - 15.0
A1*0301-B1*0201 DRB1*701 8.0-13.0
A1*0301-B1*0201 DRB1*901 55
A1*0301-B1*0401 DRB1*04 3.5-45
A1*0301-B1*0303 DRB1*901 20-45

Negativna asocidcia

(protektivne haplotypy)

A1*0102-B1*0602 DRB1*1501 0.03-0.2
A1*0103-B1*0603 DRB1*1301 0.05-0.25
A1*0301-B1*0301 DRB1*04 0.2-05
A1*0501-B1*0301 DRB1*1101 0.05- 0.5

*Relativne riziko (RR) plati pre kombinaciu DQ-DR haplotypu vo vysoko rizikovych populaciach. Existuji
signifikantné rozdiely medzi r6znymi etnickymi populaciami.

2.2.2 Molekularne mechanizmy T1DM predispozicie

Tak ako vSetky molekuly HLA II. triedy aj DQ je aff heterodimér tvoreny génmi DQA1L
aDQB1. Najvicsiu genetickil predispoziciu maju alely lokusu DQB1, konkrétne alela
DQB1*0302 je najviac asociovana s TLDM v mnohych etnickych populdcidch. Molekularna
Struktara HLA 1I. triedy (napriklad molekula DQ) obsahuje na svojom povrchu zliabok, do
ktorého sa viazu antigénne peptidy.

Molekula DQ3.2, ktora je kddovana génmi DQB1*0302 a DQA1*0301 v DR4 haplotype,
ma charakteristicky Struktirny motiv pre vdzbu peptidov, v ktorom sa nachadzaju Styri kontaktné
body rozliSujuce aminokyseliny bo¢nych retazcov na antigénnych peptidoch. Tieto Styri
aminokyseliny na peptide sa nazyvaju ,kotviace zvysky*“ asi dolezité z hladiska urCovania
afinity medzi HLA molekulou a peptidom. Nachadzaju sa v pozicii 1, 4, 6 a9 a st priestorovo

separované ostatnymi aminokyselinami. Prislusné miesta na molekule HLA, ktoré interaguju
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S kotviacimi zvySkami peptidov sa nazyvaju ,,vrecka“ asu taktiez ocislované 1, 4, 6 a0.
Polymorfizmy vo vreckdch 4 a9 boli identifikované ako rozhodujuce vzhladom k T1DM
predispozicii (Kwok et al., 1996). Peptidy obsahujuce vel’ku alifaticki aminokyselinu vo $tvrtom
zvySku a negativny naboj na deviatom zvySku tvoria stabilné komplexy s molekulami DQ3.2. Ak
ma ten isty peptid substitiiciu na deviatom zvySku za alanin, vytvaraja sa s molekulami DQ3.2
nestabilné komplexy, ktoré sa rychlo rozpadaju (Nepom et al., 1996).

Tym padom HLA-DQpB koddén 57, tvoriaci deviate vrecko, je dolezity pre naviazanie
peptidu a jeho rozpoznavanie. Substiticia kyseliny aspartamovej za alanin v tejto pozicii (ako je
to u DQ3.2) sposobi nedostatoény naboj a tym nizsiu vdzbovu stabilitu s peptidmi, ktoré maju
neutralny alebo pozitivny naboj v deviatom aminokyselinovom zvySku. V pripade negativne
nabitého peptidu (napriklad kyselina glutamova na deviatom aminokyselinovom zvysku) do6jde
K interakcii kodoénu 57 na molekule DQJ a vytvoreniu stabilnej ibnovej vézby (tzv. sol'ny mostik)
S pozitivne nabitym argininom na pozicii 79 v prilahlom ret'azci DQa (Nepom a Kwok, 1998).

Autoantigénne peptidy s negativnym nabojom na deviatom zvySku sa viazu s vysokou
afinitou. Peptidy s podobnymi motivmi, av§ak so zmenou naboja na deviatom zvysku (alaninova
substitlicia) sa viazu s nizkou afinitou. Paradoxne, autoreaktivne peptidy, ktoré st zodpovedné za
pozitivnu selekciu potencialne autoimunitnych T buniek, neobsahuju motiv pre vdazbu s vysokou
afinitou. Samotna molekula DQ3.2 je nestabilny dimér, ktory méze prispievat’ k autoimunite
neefektivnou negativnou selekciou autoantigénov. Negativna selekcia funguje ako bariéra pred
maturiciou autoreaktivnych T buniek. T bunky, ktoré s vysokou afinitou interaguju s HLA-
peptidovymi komplexami v tymuse st za normalnych podmienok deletované. Nestabilné HLA-
peptidové komplexy (ako napriklad DQ3.2 komplex), ktoré viazu peptidy s nizkou afinitou sa
rychlejSie rozpadaji a pravdepodobne nemaju dostatok ¢asu k udrZaniu interakcie potrebnej pre
negativnu selekciu (Nepom a Kwok, 1998).

V zmysle tejto hypotézy, niektoré HLA molekuly, konkrétne DQ6.2 dand HLA-DR2
haplotypom DQB1*0602-DQA1*0102, viazu rovnaké peptidy (kompeticia s molekulou DQ3.2) s
ovela vysSou afinitou a poskytujii tym ochranu pred TIDM. Molekula DQ6.2 ma najvyssiu
stabilitu spomedzi vSetkych HLA DQ molekul.
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2.2.3 Non-HLA gény v predispozicii TL.DM

HLA gény v TIDM predispozicii predstavuji menej ako 50% rizika v dedi¢nosti tohto
ochorenia, a preto podstatnu rolu zohravaji aj gény mimo HLA lokus, tzv. non-HLA gény. Pri
hl'adani kandidatnych génov bola pouzitd celogendémova vizbova analyza. Napriek tomu, ze tato
vidzbova analyza ma limitovant uspesnost’ (je mozné detekovat’ len lokusy s vyraznym efektom
na predispoziciu ochorenia u sirodencov), podarilo sa identifikovat’ niekol’ko lokusov spojenych
s TIDM, ¢o poskytlo dokaz, ze diabetes mellitus 1. typu ma polygénny charakter (Altmiller et
al., 2001).

2.2.3.1 IDDM2 - oblast’ génu pre inzulin (INS)

Imunologicky sprostredkovany proces, ktory vedie k vzniku TIDM je Specificky
vzhladom k beta bunkdm na Langerhansovych ostrovéekoch pankreasu. Gén pre inzulin je
moznym kandidatnym lokusom, pretoze samotny inzulin ako aj jeho prekurzory mézu zohravat
ulohu autoantigénov. Popripade mdze hladina inzulinu menit interakcie medzi imunitnym
systémom a beta bunkami (Pociot a McDermott, 2002).

V regulacnej oblasti na 5° konci v géne pre inzulin (INS) na chromozéme 11pl15.5 sa
nachadza unikatny minisatelit (VNTR) zloZzeny ztandemovej repeticie 14 - 15bp (5'-
ACAGGGGTGTGGGG-3"). Pocet tandemovych repeticii sa lisi (od 26 po 200) a VNTR alely su
rozdelené do troch tried: 1. trieda (26 — 63 opakovani), II. trieda (okolo 80 opakovani) a Ill. trieda
(141 — 209 opakovani) (Rotwein et al., 1986). Alely II. triedy sa u kaukazskej populacie takmer
nenachadzaji, pricom alelové frekvencie 1. aIll. triedy su 70% a 30% (Bell et al., 1984).
Homozygoti pre alely I. triedy st vSeobecne asociovani S vy$s$im rizikom pre diabetes mellitus 1.
typu, a naopak alely III. triedy st povazované za protektivne. Alely INS Ill. triedy v porovnani
s alelami I. triedy vykazuji nizke hladiny INS mRNA v pankrease a vys$sie hladiny v tymuse.
Tieto zistenia podporuju hypotézu, v ktorej geneticky urcené rozdiely v expresii autoantigénov
V tymuse mozu ovplyviovat’ vznik autoimunity. Vysoké koncentracie inzulinu v tymuse mozu
viest' k negativnej selekcii (delécii) autoreaktivnych T buniek namierenych proti vlastnym

autoantigénom a k navodeniu tolerancie (Pugliese et al., 1997).
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2.2.3.2 Lymfaticka tyrozin fostataza (PTPN22)

PTPN22 je jednym z d’alSich génov mimo HLA lokus asociovanych s TIDM a podiel’a sa
priamo na aktivacii T buniek. Nachadza sa na chromozome 1p13 a koduje lymfatickil tyrozin
fosfatazu oznacovanu aj ako “Lyp”. Lyp inhibuje signdlnu transdukciu T bunkového receptoru
(TCR) defosforylaciou troch kinaz, ktoré su dolezité pre TCR signalizaciu (Hill et al., 2002). Lyp
taktiez negativne reguluje aktivaciu T buniek interakciou so supresorom kinaz, nazyvaného C-
terminalna Src tyrozin kindza (Csk). Jednonukleotidovy polymorfizmus (SNP) asociovany
s TIDM je zmena z C na T, ktora sa prejavi substituciou z argininu na tryptofan v pozicii 620
Lyp proteinu (R620W). V studii, kde boli pouzité lymfocyty od homozygotov pre 620W, bola
preukazana inhibicia TCR signalizacie proteinom Lyp. To vedie k znizenej aktivacii T buniek,
pravdepodobne k poklesu deletovanych autoreaktivnych T buniek v tymuse a k autoimunite
(Rieck et al., 2007).

Kedze varianta PTPN22 v predispozicii TIDM reprezentuje zvysenu inhibiciu TCR
signalizacie, moznost navrhnutia S$pecifického inhibitora vo forme malej molekuly alebo
interferujiicej RNA, by mohla prispiet k moznym preventivnym zasahom (Ounissi-Benkalha
a Polychronakos, 2008).

2.2.3.31DDM12 - Antigén asociovany s cytotoxickym T lymfocytom 4 (CTLA4)

Dalsim z kandidatnych génov asociovanych s TIDM bol identifikovany CTLA4 (z angl.
cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) na chromozéme 2q33. CTLA-4 protein negativne
reguluje aktivaciu T buniek. Gén pre CTLA4 kdduje koreceptor na povrchu T lymfocytov.
Intracelularna Cast CTLA-4 funguje ako fosfatdza, ktora utlmuje imunitni odpoved’ tym, Ze
interaguje s intracelularnou doménou CD3, ktora prenasa signal fosforylaciou d’al$ich substratov
v kaskade. Tato fosforyldcia je nevyhnutna pre aktivdciu T buniek po vézbe antigén-HLA
komplexu a preto fosfatazova aktivita CTLA-4 tlmi imunitni odpoved’ (Nistico et al., 1996).
CTLA-4 ma doélezita ulohu v periférnej tolerancii a zabezpecuje vyvoj a homeostazu regula¢nych
T buniek. CTLA-4 deficientné mysi zomieraju na masivnu lymfoproliferaciu, pripominajucu

autoimunitné ochorenie (Salomon et al., 2000).
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2.2.3.4 Receptor pre interleukin-2 o (IL2RA)

Gén IL2RA je zloZzeny z 6smych exonov, ktoré koduji o retazec IL-2 receptoru (tiez
znamy ako CD25+) anachadza sa na chromozéme 10pl5. IL2RA je ddlezitym modulatorom
imunity — jeho expresia na regulaénych T bunkach je nevyhnutna pre supresiu imunitnej
odpovede a autoimunitnych ochoreni. Priamym dokazom je prenos CD25+ T bunick do
recipientnych NOD mysi, kde dokazali oddialit’ nastup T1DM po dobu 10 tyzdnov, popripade sa
priznaky neobjavili vobec (Salomon et al., 2000). V géne IL2RA boli objavené dva
jednonukleotidové polymorfizmy (rs706778 a rs3118470), ktoré st asociované s TIDM a maja v

patogenéze potencialne dolezitt ulohu zahfiajacu T regulacné bunky (Qu et al., 2007).
2.2.3.5 Interferonom indukovana helikaza (IFIH1)

Interferonom indukovana helikédza (IFIH1) koduje RNA helikdzu zapojent do vrodene;j
inumitnej odpovede proti virusovej infekcii a je mapovana na chromozém 2q24 (Kato et
al.,2006). IFIH1 gén ma dodlezith ulohu chranit’ hostitel'sky organizmus pred virusovou infekciou
tym, ze rozpoznava virusovl nukleovi kyselinu v cytoplazme a spista bunkovl imunitnii
odpoved’. Mnohé¢ §tidie popisuju ako mozny spisSta¢ T1DM virusova infekciu, ¢o robi z IFIH1
vhodny kandidatny gén. NajcastejSie asociovanym markerom je SNP rs1990760, ktory koéduje
substitliciu z alaninu na threonin v kodone 946. Z epidemiologického hl'adiska sl najdolezitejSie

dsRNA virusy - enterovirusy (Smyth et al., 2006).
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2.3 Epigenetika

Epigenetika v SirSom zmysle slova tvori ,,premostenie” medzi genotypom a fenotypom,
ktoré vSak nezahffia zmeny v DNA sekvencii. Napriek tomu, zZe prevazna vacSina buniek
v mnohobunkovom organizme zdiel'a rovnaky genotyp, diferencuju sa rozmanité typy buniek
s odliSnymi funkciami a réznymi profilmi génovej expresie (Goldberg et al., 2007). Mnohé
rozdiely v génovej expresii vznikaja pri vyvoji organizmu a proliferacii buniek. Stabilné zmeny
V génovej expresii nazyvame terminom ,.epigenetické” (doslova znamend ,,mimo konvencnu
genetiku®) a si prenasané do d’alSich generacii v mitdéze a meidze, priCom nezahfhiaji zmeny
sekvencie samotnej DNA (Jaenish a Bird, 2003). Epigenetické procesy st dolezité pre vyvoj
a diferencidciu, ale Casto sa vyskytuji u dospelych I'udi a mysi (Issa, 2000). Hraju ddlezitu lohu
V ochrane pred virusovymi genémami, V kompenzacii génovej davky pohlavnych chromozémov
u cicavcov (X inaktivécia), paterndlnom a maternalnom imprintingu, etiopatogenéze nadorovych
ochoreni, v starnuti, ale aj v odpovedi na vonkajSie podnety, ako je napriklad zlozenie stravy
(Jaenish a Bird, 2003).

Mnohé epigenetické Studie sa zaoberaju kovalentnymi a nekovalentnymi modifikaciami
DNA ahisténovych proteinov, a mechanizmami, ktorymi tieto modifikacie ovplyviuji
chromatinovtl §truktaru (Goldberg et al., 2007). Zakladnymi epigenetickymi mechanizmami,
ktoré kontroluji fenotyp bunky pomocou reguldcie génovej expresie su: 1. DNA metylacie
(najcastejsie v CpG ostrovoch promotorov génov pocas embryonalneho vyvoja, kde je potrebné
umlcat’ gény Specificky potrebné len pre ranny vyvoj organizmu) (Hanna et al., 2008); 2.
histonové modifikacie (modifikdcie koncov histonov urcuji funkény status DNA regulacnych
oblasti, t.j. promotorov, v génoch) (Jenuwein a Allis, 2001); 3. RNA interferencia (vedie
Kk represii translacie). VSeobecne prijimany nazor je, ze hypermetylacia DNA a hypoacetylacia
histénov smeruje k uml€aniu génov, t.j. represii génovej expresie, na druhej strane hypometylacia

DNA a hyperacetylacia histonov umoznuje aktivnu transkripciu.
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2.3.1 DNA metylacia a DNA metyltransferazy

DNA metylacia je najlepSie charakterizovanou chemickou modifikaciou chromatinu.
U cicavcov sa DNA metylacia najéastejie vyskytuje v CpG dinukleotidoch. Oblasti v genome,
ktoré st bohaté na CpG dinukleotidy st oznacované ako CpG ostrovy a metyldcia v tychto
oblastiach koreluje s represiou transkripcie (Goll a Bestor, 2005). Metylacia zahifia kovalentné
pripojenie metylovej skupiny na 5. uhlik cytozinu (5mC), pricom donorom metylovej skupiny je
S-adenozylmetionin (Obr.4). DNA metylacia sa moze vyskytovat' aj mimo CpG ostrovov —
napriklad v dinukleotidoch CpA a CpT boli objavené v embryonalnych kmenovych bunkach
(Ramsahoye et al., 2000). Metylové skupiny st prenasané prostrednictvom DNA metyltransferaz
(DNMTs). Specificky metylaény vzor u cicavcov, dany & uz de novo metyltransferazami alebo
udrziavacimi metyltrasferdzami, ma dolezitt Ulohu v reguldcii génovej expresie pocas
embryogenézy a gametogenézy (Goll a Bestor, 2005).

Existuji r6zne mechanizmy, ktorymi méze DNA metyldcia reprimovat’ transkripciu: 1.
metylova skupina sa mdze viazat v sekvenciach ur€enych pre transkripcné faktory a blokovat’
viazbu dalSich aktivatorov transkripcie. Tymto sposobom blokuje DNA metyldcia priamo
transkripénu aktivaciu. 2. Metyl-viazuce proteiny (MBPs, z angl. methyl-CpG-binding proteins)
rozoznavaju metylovant DNA apomocou dalSich ko-represorov umlcuju transripciu
aremodeluju okolity chromatin. 3. DNA metyltranferazy v spolupréci s histon deacetyldzami
(HADC) ahiston metyltransferazami (HMT) umoznuji remodelaciu chromatinu a represiu
transkripcie. 4. DNA metylacia sa moze vyskytovat’ za Startom transkripcie, pricom v spolupraci

s MBP funguje ako represor elongacie transkripcie (Klose a Bird, 2006).
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Obr.4: Metylacia 5. uhliku cytozinu DNA metyltranferazou. Otaznik indikuje pravdepodobni aktivitu DNA
demetylaz (upr. podl'a: Cheng et al., 2011).
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Mechanizmus vzniku metyla¢nych vzorov ako aj uloha DNA metylacie vo vyvoji jedinca
bola porovana na zéklade fenotypovych analyz ro6znych mutécii v génoch DNA metyltransferaz
(Bestor, 2000). DNA metyltransferazy mézeme rozdelit' do dvoch rodin, ktoré su Struktarne aj
funk¢éne odlisné. Prvou DNA metyltranferazou objavenou u cicavcov bola Dnmtl (skratka
odvodena z DNA methyltransferase), ktora patri do rodiny tzv. ,,udrziavacich® metyltranferaz,
aje vysoko konzervovana medzi eukaryotmi. Postupne boli objavené d’alSie Dnmt (Dnmt3a,
Dnmt3b), ktoré iniciuji CpG metylacny vzor ,,de novo*“ (Cheng et al., 2011). VSetky zname
DNA metyltransferazy u cicavcov maju rovnaku Struktiru katalytickej domény, ktorej motiv

pozostava z 10 konzervovanych aminokyselin.

2.3.1.1 DNA metyltransferazy 1 (Dnmtl)

Dnmt1 obsahuje dlhti N-terminalnu doménu s regula¢nou funkciou a kratSiu C-terminalnu
doménu. N-termindlna doména zahfila rézne motivy, ktorymi interaguje s transkripénymi
represormi, taktiez zahfna signal pre transport enzymu do jadra, PCNA (z angl. proliferating cell
nuclear antigen) interagujicu doménu pre koordinaciu metylacie pocas replikacie v S-faze a iné.
Funkcia Dnmtl je v udrziavani metylaéného vzoru podl'a hemimetylovanych substratov.
Interakcia medzi Dnmtl a PCNA aich lokalizacia behom replikacie naznacuje, Ze Dnmtl je
pravdepodobne sucast'ou replikacnej vidlice. Okrem toho sa vSak podiel'a aj na metylacii DNA
de novo. V jednom z modelov popisujucich de novo DNA metylaciu je potrebné, aby Dnmt3

oznacili DNA v mieste, kde bude metylacie pomocou Dnmtl prebiehat’ (Hermann et al., 2004).

2.3.1.2 DNA metyltranferazy 3 (Dnmt3)

Dnmt3 rodina zahfiia dva pribuzné enzymy: Dnmt3a a Dnmt3b, ktoré su kodované
réznymi génmi. Maji podobnt Struktiru ako Dnmtl, avSak vSetky metyltranferazové motivy sa
nachadzaju na C-terminalnej doméne. De novo metyltransferdzy funguji v urcitom obdobi
gametogenézy a vo v€asnom embryonalnom vyvoji tak, aby metylacny vzor mohol byt pocas
bunkového delenia udrziavany Dnmtl metyltransferazami (Bestor, 2000). Dolezitost’ de novo
metyltransferdz dokazuje mutacia v C-termindlnej doméne Dnmt3b, ktora je pricinou ICF

syndromu. Pacienti s ICF syndrémom trpia kombinovanou imunodeficienciou, anomaliami tvare
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a cytogenetickymi abnormalitami chromozémov 1, 9 a 16 V pericentrickych oblastiach. Tieto
oblasti st bezne hypermetylované, avSak u pacientov sICF syndromom st bez metylacii
(Jeanpierre et al., 1993). Tretim ¢lenom Dnmt3 rodiny je Dnmt3L metyltransferaza, ktora
samotna nema katalyticka aktivitu. Spolu s ostatnymi Dnmt3 enzymami funguje ako stimulator

DNA metylacie (Chedin et al., 2002).

2.3.1.3 Vyznam DNA metylacii

Rozsah DNA metylacie ucicavcov sa poc€as vyvoja organizovane meni. Zacinajuc
demetylaciou pocas delenia buniek vo v€asnom §tadiu embrya a nasleduje celogenémovou de
novo metylaciou pocas gastrulacie (Jaenish, 1997). V obdobi po gastrulécii je de novo metylacia
velmi zriedkava, avSak vel'mi Casta v in vitro kulturach a v nadorovych bunkach (Jones et al.,
1990). Je zrejmé, ze mnohé zmeny v nadorovych bunkach vratane chromozomovej nestability,
aktivacie onkogénov, umlcanie tumor supresorovych génov a inaktivicia DNA reparacnych
systémov st sposobené nielen genetickymi, ale aj epigenetickymi abnormalitami. NajdolezitejSou
epigenetickou zmenou, ktora vedie k zvyhodnenému rastu nadorovych buniek, je uml¢anie tumor
supresorovych génov pomocou hypermetylacie (Jones a Baylin, 2002). V nadorovych bunkach
napomaha umlcovaniu génov metylacia CpG ostrovou. Prikladom je de novo metylacia CpG v B-
receptore pre kyselinu retinovii (RAR?) a sposobuje promyelocytarnu leukémiu u Pudi. Fazny
protein PML-RAR sa viaze na RAR? prométor, potlada transkripciu tym, Ze aktivuje DNA
metyltransferazy (Croce et al., 2002). DNA metylacia hra Glohu v gendémovom imprintingu a v X
inaktivacii, ktorych charakteristickou ¢rtou je monoalelickd génova expresia. V tlohe udrzovania
imprintingu a X inaktivacie je dolezita aktivita DNA metyltransferazy 1 (Dnmtl) a Specificke;j
izoformy Dnmtl v oocytoch, ktoré udrzuju metylaény vzor pocas delenia buniek vo véasnom
stadiu embryu (Howell et al., 2001).

Uz vroku 1983 Wilson aJones experimentalne potvrdili, ze hypometylacia ako aj
hypermetylacia suvisia so starnutim, ked’ pozorovali progresivnu stratu SmC v in vitro kultarach
mysich fibroblastov. Postupnu stratu 5-metylcytozinu zaznamenali aj v repetitivnych sekveciach
DNA (transponovatelné elementy) (Wilson aJones, 1985). Barbot et al. preukazali v
hepatocytoch postupni demetylaciu transponovatel'ného elementu IAP (z angl. intracisternal A-

particle) u mysi, ktoré mali od 1 do 24 mesiacov (Barbot et al., 2002). Opa¢nym prikladom
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k hypometylacii repetitivnych sekvencii je metylacia CpG ostrovov asociovanych s réznymi
génmi, ako napriklad receptor pre estrogén (ER) v subpopulacii buniek, ktorych pocet sa priamo
umerne zvysuje s vekom. Vyskum na l'udske;j sliznici hrubého ¢reva preukazal znizenie expresiu
estrogénového receptoru pripadne jej vymiznutie. Existuje predpoklad, ze prave hypermetylacia
CpG ostrovov v tomto géne moze byt jednym z prvych znakov smerujicich k predispozicii na
sporadicky kolorektalny karcinom (Issa et al., 1994). Zlozenie stravy je taktiez dolezitym
determinantom Vv manifestacii ochoreni, ktoré maju neskor$i nastup. Doplnky stravy, ako
napriklad kyselina listova a niektoré vitaminy, ktoré ovplyviiuju aktivitu enzymov zasobujucich
metylovymi skupinami rézne metylaéné procesy v bunke moézu ovplyvnit' prejav ochorenia

(Giovannucci et al., 1993).

2.3.1.4 DNA metylacia a diabetes mellitus 1. typu

Autoimunitné ochorenia sa vyvyjaju interakciou genetickych a environmentalnych
faktorov. Vyskyt TIDM u jednovajenych dvojciat rozne variruje od 35 do 75% pripadov. To je
zapric¢inené jednak variabilitou HLA alel asociovanych s TIDM ako aj rdznym metylacnym
vzorom. Bolo dokazané, Ze geneticky identické dvojc¢atd moéZu mat’ rozdielny metylacny vzor
a mozu sa lisit’ v histonovych modifikaciach. Rozdiely korelovali s vekom a ¢asom, ktory stravili
dvojc¢ata spolu; mladSie dvojcata mali metylaény vzor viac podobny ako dvojéata starSie a tie,
ktoré spolu stravili viac Casu boli podobnejsie ako dvojcata, ktoré spolu nevyrastali. Mnohé
miesta v genome (EST, single-copy gény) boli rézne metylované a zmeny Vv expresii tychto
génov zodpovedali miere CpG metylacii. Tato S$tadia sa sice nezaoberala rozdielmi
v predispozicii TIDM u monozygotnych dvoj€at, avSak demonStruje, Ze epigendm geneticky
identickych jedincov sa moze 1isit’ a je modifikovany environmentalnymi faktormi (Fraga et al.,
2005).

Vzt'ah monozygotnych dvojciat a metylacny profil génov asociovanych s TLDM sledovali
Rakyan et al. na monocytoch (CD14+). Identifikovali 132 réznych CpG oblasti, ktoré st spojené
s TIDM. Niektoré gény uzko asociované s TIDM (GAD2, HLA DQB1) boli popisané ako
hypermetylované alebo hypometylované (Rakyan et al., 2011). Vysledkom inej Studie boli
rozdiely v metylacii medzi T1DM pacientami a zdravymi kontrolami. U T1DM pacientov bol

identifikovany CpG hypometylacny vzor. Tieto tri CpG oblasti sa nachadzaji proximalne od
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Startu trakstripcie v promoétore génu pre inzulin (Fradin et al., 2012). Hypometylaciu génu pre
inzulin ako metddu detekcie deStrukcie beta buniek Langerhansovych ostrovéekov popisal
Akirav et al. Detekcia hypometylacie neinvazivnou metédou z cirkulujucej DNA bola testovana
na prediabetickych NOD mysSiach in vivo a na tkanivach a sére u l'udi. Tato metoda je vyhodna
pre monitorovanie zaciatku deStrukcie beta buniek u pacientov s T1DM predispoziciou
a monitorovanie progresie destrukcie beta buniek u pacientov s TLDM (Akirav et al., 2011).
Epigeném je prostriedok, ktorym mozu faktory prostredia ovplyviiovat’ expresiu
a nasledne fenotyp. Epigeneticka regulacia méze ovplyvnit rozvoj TIDM réznymi spdsobmi -
regulacia vyvoja, udrzby, metabolizmu a regeneracie beta buniek, aktivacia a indukcia Treg
buniek, metabolizmus inzulinu a predovsetkym regulacia expresie alel HLA Il. triedy, Ktoré su

dolezité v predispozicii diabetes mellitus 1. typu (MacFarlane et al., 2009).
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3. CIELE PRACE

Tato diplomova praca je stcastou rozsiahlejsej $tudie prebiehajiicej na Ustave obecné
biologie a genetiky na 3. lekarskej fakulte Univerzity Karlovy, ktora sa venuje epigeneticke;j
regulacii génov HLA II. triedy. Uréenie metylacného stavu roéznych alel HLA DQBL1 aich

stvislost’ s hladinou expresie u pacientov s TIDM tvori len ¢ast’ tejto Studie.

1. Genotypizacia génov HLA DQA1l, HLA DQB1 aHLA DRB1 pomocou sekvencne
Specifickych primerov.

2. Ur¢it rozdiely v metylacii medzi alelami génu HLA DQB1.

3. Pomocou kvantitativnej PCR stanovit' expresiu jednotlivych alel génov HLA DQB1

u pacientov s diabetes mellitus 1. typu.
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4. MATERIAL

4.1 Pufry, roztoky a komercné sapravy

V tejto kapitole je uvedeny povod chemikalii, enzymov a d’alSieho Specifického materialu
(s vynimkou bezného spotrebného materialu) pouzitého pri experimentoch popisovanych v tejto
diplomovej praci. Pristroje a zariadenia boli pouzivané podla inStrukcii vyrobcu a Specifické
nastavenia su popisané vtedy, ak su nevyhnutné pre reprodukovatelnost’ experimentu. Pokial’ nie

je uvedené inak, boli komer¢né supravy pouzivané v sulade s inStrukciami vyrobcu.

Izolacia DNA

RCLB (Red Cell Lysis Buffer)

5mM MgCl; (Serva)

320 mM sachardza (Sigma Aldrich)

1% Triton X — 100 (Sigma Aldrich)

12 mM Tris-HCI pH 7.5 (Sigma Aldrich)

WCLB (White Cell Lysis Buffer)
120 mM EDTA pH 8.0 (Sigma Aldrich)
375 mM NacCl (Serva)

Proteinase K, 30 U/mg (Qiagen)

10% SDS alebo 20% SDS (Sigma Aldrich)
6M NaCl (SERVA)

99,8% etanol (Sigma Aldrich)
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HLA genotypizacné kity

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

Olerup SSP™ DQB1 *03 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQB1*04 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQB1*05 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQB1*06 (GenoVision)

Olerup SSP™ DQA1 (GenoVision)

Taq DNA polymeraza (5U/ul) (Fermentas)

Elektroforeticka separacia DNA
TBE pufor

890 mM Tris baza (Sigma Aldrich)
890 mM kyselina borita (Amresco)

20 mM EDTA pH 8.0 (Sigma Aldrich)

Agardza (Invitrogen)

GelRed™ (Biotium)

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

Bisulfitova konverzia

Epitect® Bisulfite Kit (Qiagen)

Amplifikdcia regula¢nej oblasti DQB1

Syntetické jednoretazcové oligonukleotidy sluziace ako primery pre PCR alebo
sekvenacné reakcie boli syntetizované, preCistené metodou HPLC a dodané firmou Metabion
International. Lyofilizované primery boli podla pokynov vyrobcu nariedené na koncentraciu

100 uM a neskodr nariedené na pracovnu koncentraciu 50 uM.
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F1-DQBL:
R1-DQBL:

F2A-DQBL1:
R2A-DQBL1:
F2B-DQBL:
R2B-DQBL:

5
5
5
5
5
5

"TAAATTGGTGATGTTATAGTTTAATTGGAATTTAGT 3’
"CTCAAAAATCTCCGCCATTAATAATAACCATT 37
"AGGGTAAATTTAGGTATGGGAAGGTAGGTAT 3’
"CTCCAAAACTTCCTTCTAACTATTCCAATACT 3’
"AGTATTGGAATAGTTAGAAGGAAGTTTTGGAG 3’
"AATATCTTATTTCGCAACTATAATTAACTAAATACCCTA 37

dNTPs — dATP, dCTP, dTTP, dGTP (100 mM) (Fermentas) — nariedené na koncentraciu 10 mM
PCR H20 (Sigma Aldrich)

PCR reak¢ny kit (Kapa Biosystems)
KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix (2x)

Izolacia a precistenie PCR produktu

TAE pufor (50x konc, zasobny roztok)

2M Tris baza (Sigma Aldrich)
0,05M EDTA pH 8.0 (Sigma Aldrich)
IM kyselina octova (Sigma Aldrich)

Low melting temperature agar6za (Sigma Aldrich)
GelRed™ (Biotium)

6x Loading Dye Solution (Fermentas)

QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen)

99,5 % 2-propanol (Sigma Aldrich)

Pridavanie polyA koncov
dATP (100 mM) (Fermentas)
Tag DNA polymeraza (5U/ul) (Fermentas)

10x Taq pufor s KCI (Fermentas)
25 mM MgCl; (Fermentas)
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Precistenie PCR produktu

QIAquick® PCR purification kit (Qiagen)

Klonovanie

Pouzity bakterialne kmene, vektor a média

DH5a Escherichia coli (genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F'proAB

laclgZAM15 Tnl0 (Tetr)]) (Stratagene)

XL1-Blue Escherichia coli (genotyp: F- endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG

®d80dlacZAM 15 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A-) (Merck)
pGEM-T Easy Vector (Genotyp: (Apr), oriV ColE1 lacZ 3000bp) (Promega)

Kultiva¢né média

Kultiva¢né média a roztoky boli sterilizované v autoklave pri pretlaku 0,1 MPa a teplote

121°C po dobu 15 az 25 minut. Roztoky IPTG, X-gal a antibiotika boli sterilizované filtraciou

cez 0,22 um Millipore filter a pred pridanim bolo médium schladené na teplotu minimalne 55°C.

Priprava kultiva¢nych misiek

Bacto Agar (DIFCO)

LB Broth base (Invitrogen)

LB agar (Sigma Aldrich)

Ampicilin — sodné sol’ (Sigma Aldrich)
X-Gal (Sigma Aldrich)

IPTG (Sigma Aldrich)

DMSO (Sigma Aldrich)

Priprava kompetentnych baktérii
SOC médium :

2,5mM KCI (Penta)

8,5mM NaCl (Penta)

20 g/L Tryptone (Sigma Aldrich)

5 g/L kvasni¢ny extrakt (Sigma Aldrich)
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2mM sterilna gluko6za (Serva)

10mM MgCl; (Serva)

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

Ligacia produktu s vektorom a transformacia kompetentnych buniek

PGEM®-T Vector system (Promega):
T4 DNA Ligase

2x Rapid Ligation Buffer

PGEM®-T Vector (50ng/ul)

LB Broth base (Invitrogen)

Izolacia plazmidovej DNA
QlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen)
QIAGEN Plasmid Mini Kit (Qiagen)

Izolacia plazmidovej DNA alkalickou lyzou
Roztok 1

50 mM glukdéza (Serva)

10 mM EDTA (Sigma Aldrich)

25 mM Tris HCI (Sigma Aldrich)

Roztok 2
200 mM NaOH (Penta)
1% SDS (Sigma Aldrich)
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Roztok 3

60 ml 5 M octan draselny (Penta)

11,5 ml bezvodnej kyseliny octovej (Sigma Aldrich)
28,5 ml dH20

chloroform (Sigma Aldrich)
izopropanol (Sigma Aldrich)
etanol (Sigma Aldrich)

Stiepenie plazmidovej DNA
Apal (Thermo Scientific)

10x pufor B (Thermo Scientific)

Izolacia RNA

QlAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen)

70% etanol (Sigma Aldrich)

Reverzna transkripcia

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)

Kvantitativna PCR

Lyofilizované primery a sondy pre kvantitativnu PCR boli dodané firmou Integrated DNA

Technologies a podl'a pokynov vyrobcu nariedené na koncetraciu 100 uM, a neskor nariedené na

pracovnu koncetraciu 10 uM (primery) a 5 uM (sondy).

DQB1*02 F: "CGTGCGTCTTGTGAGCAGAA 3’
DQB1*02 R: "CCCGTTTCCTCTCCAGGAT 3’
DQB1*0301 F: " GGGCGGTGACGCAGCT 37

DQB1*0301 R:

DQB1*0302 (*04) F:
DQB1*0302 (*04) R:

WhN W L W D WD

"CTGCACACCATGTCCAACTC 3’
"GCCTTCGGGTAGCAACTGTG 3°
"GCGTACTCCTCTCGGTTATAGATGTA 3’
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DQB1*05 F:
DQB1*05 R:
DQB1*06 F:
DQB1*06 R:
DQBL total F:
DQBL1 total R:
DQB1 intron F:
DQB1 intron R:
DRALF:
DRALR:

sondy:

DQB1 *0301,*02
DQB1 *0302,*04, total
DQBL1 *05,*06

DQB1 intron

DRA1

.
.
.
.

CGTCTCAATTATGTCTTGGAAGAAGT 3’
CTCTGCCCTCAGCCAGTGA 3’
CTTCGTCTCAGTTATGTCTTGGAAG 3’
GAGTCTCTGCCCTCAGCCTGTA 3°

5" CAGGTACATCAGATCCATCAGGTC 3’
5" GTCCCGTTGGTGAAGTAGCAC 3’

5
"ACAGAACTTCAGCTTGATGCAGAT 3’
" GGACAAAGCCAACCTGGAAA 3’

" AGGACGTTGGGCTCTCTCAG 3’

Whn D WD

DN L D D D

CTAGGATGATGCCCACTTTGTG 37

"TCCTTCTGGCTGTTCCAGTACTCGGC 3’
"ATCCTCGGGAGAGTCTCTGCCCTCA 3’
"CTTCGGGTAGCAACTGTCACCTTGATGCT 3’
"CCACTAGCAGCCTCTTTCAGTCACTGGAA 3’
"CAACTATACTCCGATCACCAATGTACCTCCAGAG 3’

Tagman® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

4.2 Pouzité pristroje a zariadenia

Autoklav Systec DE-23 (Systec)

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

Centrifuga chladena Z 300 (Hermle)

Centrifaga MPW-51 (Mechanika Precyzyjna)

Elektroforetické vane (Sigma Aldrich)

HIbokomraziaci box U410 (New Brunswick)
Chladni¢ka ARC (Whirlpool)
Kamera Gel logic 1500 (Kodak)



Laminarny box Auramini (Bioair) a HERAsafe (Heraeus)
MikrovInna rara (Zanussi)

Minicentrifaga Z 100 (Hermle)

Mrazni¢ka (Whirlpool)

Plynovy kahan Schuett phoenix (Schuett-biotec)

PowerPac zdroj napitia pre elektroforézu (Bio-Rad)

Stolovy vortex (Scientific industries)

Termocycler C1000™ (Bio-Rad) a LabCycler gradient (SensoQuest)
UV Transluminator MUVB20 (UltraLum)

Vahy digitalne 40SM-200A (Precisa)

4.3 Zoznam pocitac¢ovych programov
BioEdit
GraphPad Prism 3.0

Kodak Molecular Imaging software verzia 5.0 (Kodak)
7000 Sequence Detection Software 1.2.3 (Applied Biosystems)
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5. METODY A POSTUP PRACE

Skimany subor tvori 33 dospelych T1DM pacientov z Il. internej kliniky FNKV. Od
vSetkych pacientov bolo odobranych priblizne 10 ml plnej periférnej krvi a nasledne izolovana
DNA a RNA. Vyizolovand DNA bola najskor pouzita na stanovenie HLA genotypu (HLA DRB1,
HLA DQB1 a HLA DQAl). DNA bola nasledne bisulfitovana a cielovy usek DQB1 bol
amplifikovany pomocou nested PCR. Usek bol zaklonovany do baktérii a uspesne
transformované klony boli odoslané na sekvenaciu. Vysledky metylacného stavu boli Statisticky

spracované. Kvantifikacia jednotlivych alel bola detegovana pomocou real-time PCR.

5.1 DNA analyza

5.1.1 Izolacia DNA z plnej krvi

PIna periférna krv bola odobrata do skimaviek s EDTA. Na izolaciu DNA bola pouzita
vysolovacia metdda. Jednotlivé centrifugacné kroky prebiehali pri 18 000 x g pri laboratornej

teplote.

1. K 0,5 ml krvi bol pridany 1 ml RCLB (red cell lysis buffer) a obsah premieSavany obracanim
skimavky po dobu 30s. Obsah skimavky bol centrifugovany po dobu 5 minut.

2. Supernatant bol opatrne vyliaty a peleta bola premyta 1 ml dH20 a obsah zcetrifugovany po
dobu 5 minuat. Premyvanie bolo opakované podl'a potreby, pokym nebola suspenzia ¢ira.

3. Kpelete bolo pridanych 235 ul dH20 a 80 pl roztoku WCLB (white cell lysis buffer) obsah
skimavky dokladne premieSany.

4. Nasledne bolo pridanych 40 pl 10% SDS (dodecylsulfat sodny) a 15 pl proteindzy K (Sigma
Aldrich).

5. Vzorky boli inkubované v inkubatore na otaacom rotatore pri 55°C po dobu 30 mint.

6. Po inkubacii boli vzorky zchladené na laboratornu teplotu a bolo pridanych 120 ul 5M NacCl.
Skumavky boli silno trepané 15s a stocené po dobu 6 minut.

7. Supernatant bol odpipetovany do novej 1,5 ml skimavky a opét’ stoceny po dobu 3 mintt.
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8. K supernatantu bol pridany vychladeny 99,9% etanol (-20°C) a DNA bola vyzrazana l'ahkym
obracanim skumavky. Skimavky boli ulozené po dobu 20 minut na -20°C, aby sa zvysil
vytazok DNA.

9. Vzorky boli stoené po dobu 3 mint, supernatant opatrne vyliaty a peleta premytd 1 ml 70%
etanolu. Nasledovala opét’ centrifugicia po dobu 3 minit a supernatant bol opatrne vyliaty.
Okraje skumavky boli vysusené pomocou gazy a prebytocny etanol bol odstraneny
vysusenim DNA v lamindrnom boxe.

10. DNA bola rozpustena v 100 — 200 ul dH20 do druhého dna pri 4°C. Koncentracia bola

zmerana na nanofotometri pri 260nm.
5.1.2 HLA genotypizacia

Genotypizacia HLA molekal bola robena metédou PCR-SSP pomocou kitov Olerup
SSP™ AB od firmy GenoVision. Sekvenéne $pecifické primery amplifikuju alely HLA 1. triedy
—HLA DRB1, HLA DQA1 a HLA DQBL1. Najprv bola urcena sérologické skupina pre HLA DRB1
pomocou kitu DR low resolution SSP typing. Sérologicka skupina bola ur¢ena aj pri HLA DQB1
kitom DQ low resolution SSP typing a neskor boli odliSené jednotlivé podtypy alel pomocou
kitov DQB1 high resolution DQB1*02, DQB1*03, DQB1*03, DQB1*04, DQB1*05 a DQB1*06.
Podtypy HLA DQAL1 boli uréené kitom Olerup SSP™ HLA DQAL. Postupovalo sa podl'a navodu

vyrobcu.

1. PCR reakénd zmes bola pripravend podla tabul’ky 2. Jednotlivé zloZky boli rozmrazené na
lade a napipetované po 10 pl do mikroskimaviek. Celkovy objem reakcnej zmesi zavisi na
pocte mikroskimaviek s primermi pre jednotlivé alely.

2. PCR reakcia prebehla podl'a nasledovného programu (Tab. 3)
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Tab. 2: ZloZenie reakénej zmesi pre HLA genotypizaciu

Zlozky reakcie Objem [ul]
Voda 4,92

PCR master mix 3,0

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

Taq polymeraza 0,08
Celkovy objem* 10

*QObjem pre 1 reakciu

Tab. 3: Teplotny program pre HLA genotypizaciu

Reakény krok teplota cas pocet opakovani
94°C 2 min.
1. ivodna denaturacia
94°C 10s
2. denaturacia
65°C 60s
3. hybridizacia a elongacia
4. (2—3) 9x
5. denaturacia 94°C 10s
6. hybridizacia 61°C 50s
7.elongacia 72°C 30s
8. (5—7) 19x

3. Po ukonceni PCR reakcie, boli vzorky nanesené na 2% TBE agar6zovy gél. Na gél bol
naneseny cely objem reakcie (10 pl). Po elektroforetickej separacii bol gél vizualizovany
pomocou UV (transiluminator MUVB 20, UltraLum USA) a vyfoteny kamerou Gel logic
1500 (Kodak).

4. Vysledky naamplifikovanych HLA alel boli vyhodnotené pomocou interpretacnej tabulky
Olerup SSP® kitu.
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5.1.3 TBE agarézova eletroforéza

Elektroforeticka separacia DNA bola uskuto¢nena na 2% agar6zovom géli v horizontalnych

elektroforetickych vaniach (Therno Scientific).

1. 2% agar6zovy gél bol pripraveny v pomere 2g agardzy na 100 ml TBE pufru.

2. Cela zmes v Erlenmayerovej banke prikrytd ochrannym vieckom bola umiestnend do
mikrovinky a uvedena do varu.

3. Do gélu bola primiesan4 interkala¢na farbi¢ka GelRed® (2,5 ul na 100 ml gélu).

4. Po ochladeni na teplotu ~60°C bol gél naliaty do elektroforetickej vane a boli do neho
umiestnené hrebene. Po stuhnuti gélu boli hrebene vytiahnuté a gél s vaiiou zaliate TBE
pufrom.

5. Vzorky boli nandSané¢ do jamiek spolu s 6x koncetrovanym nanasacim pufrom (okrem
vzoriek na genotypizaciu, ktoré nanasaci pufor obsahuju) v pomere 5:1.

6. Elektroforéza prebiehala pri konStantnom napéti 280V priblizne 30 minut.

5.1.4 Bisulfitové sekvenovanie

Analyza metylacie casti génu HLA DQB1 bola robenda pomocou metddy bisulfitovej
konverzie. Pricipom bisulfitovej konverzie je deaminacia nemetylovaného cytozinu v DNA na
uracil. Metylovany cytozin je voci bisulfitu sodnému (NaHSO3) rezistentny. Pévodné metylované

CpG miesta zostanu nezmenené a mozeme ich detekovat’ pomocou sekvenovania.

5.1.5 Bisulfitova konverzia DNA a jej precistenie

Bisulfitova konverzia DNA a nasledné precistenie bisulfitovanej DNA bolo uskuto¢nené

pomocou Epitect® Bisulfite Kit (Qiagen). Postupovalo sa podl'a navodu vyrobcu:

1. Bisulfitovy mix bol rozpusteny v 800 ul vody bez RN4z a podla tabul’ky 4 bola pripravena
reakénd zmes.

2. Reakcia bola vlozena do termocykleru a spusteny program podla tabulky 5.

5.1.6 Precistenie bisulfitovanej DNA

Jednotlivé centrifugacné kroky prebiehali pri 18 000 x g.
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1. Po bisulfitovej konverzii bol cely objem reakcie zl'ahka stoeny a preneseny do 1,5 ml
mikrocentrifuga¢nych skiimaviek.

2. Ku vzorke bolo pridanych 560 ul BL pufru a cely roztok zvortexovany a kratko stoceny.

3. Cely objem bol preneseny do Epitect spin koldniek, ktoré boli umiestnené do zbernych
skamaviek. Nasledne prebehla centrifugacia po dobu 1 minuty a obsah zbernej skimavky bol
vyliaty.

4. Do kolonky bolo pridanych 500 ul BW pufru (zmiesany pred pouzitim s etanolom podla
pokynov vyrobcu). Kolonka bola centrifugovana po dobu 1 minuty. Obsah zbernej skimavky
bol nasledne vyliaty.

5. Do kolonky bolo pridanych 500 ul BD pufru (zmieSany pred pouzitim s etanolom podla
pokynov vyrobcu) a kolonka bola inkubovana 15 mintt pri laboratornej teplote.

6. Kolonka bola stoena a obsah zbernej skimavky vyliaty.

7. Bolo pridanych 500 pl BW pufru a kolonka opét’ centrifugovana 1 minatu. Krok 7 bol este
raz zopakovany.

8. Kolonka bola umiestnend do novej skiimavky a 1-mintitovou centrifugdciou zbavena
rezidudlnej kvapaliny.

9. Opiét bola kolonka prenesena do novej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky a s otvorenym
vieCkom bola inkubovana v termobloku po dobu 5 minut pri 56°C.

10. Na stred kolonky bolo napipetovanych 20 pl dH20. DNA bola vymytd 1-minttovou

centrifugdciou a ulozena do -20°C.

Tab. 4: Reak¢né komponenty bisulfitovej konverzie. Objemy jednotlivych zlozZiek reakcie su uvedené pre jednu
bisulfitovl reakciu.

Z1oZKky reakcie Objem [ul]
DNA (1ng —2ug) max. 20*
RNase-free voda *

Bisulfite mix 85

DNA Protect buffer 35
Celkovy objem 140

*celkovy objem DNA a vody je 20ul. Do reakcie bolo pouzitych maximalne 2ug DNA.
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Tab. 5: Teplotny program pre bisulfitova konverziu

Reakény krok Cas [min] Teplota [°C]
1. denaturacia 5 95
2. inkubécia 25 60
3. dentaturacia 5 95
4. inkubécia 85 60
5. denaturacia 5 95
6. inkubdcia 175 60
7. Zaverecnd inkubacia 0 20

5.1.7 Amplifikacia produktu pomocou nested PCR

Z dovodu znizenej komplexity DNA po bisulfitovej konverzii bola pouzitd nested PCR

pre amplifikaciu jednotlivych alel HLA. V géne HLA DQBL1 je vysoky vyskyt CpG ostrovov v

intréne 1, exéne 2 a Casti intronu 2 (Obr.5). Preto bol tento usek zvoleny pre amplifikaciu, a z

dovodu jeho dizky rozdeleny na dve &asti (usek A a B). Vonkajsie primery su spoloné a

nasadaju v pozicii 911 a 2428, vnutorné primery prvého useku (tsek A) nasadaju v pozicii 1057 a

1761, druhého useku (Gsek B) v pozicii 1730 a 2343. PCR reakcie pre vSetky produkty boli

pripravené podla tabul’ky 6 a skimavky boli vloZené do termocykleru, na ktorom bol nastaveny

program podla tabulky 7. Reakcie prebiehali v dupletoch, aby sa zvySila pravdepodobnost’

zachytenia oboch alel a bolo zahrnutych ¢o najviac bunkovych linii. Vysledky PCR reakcie boli

overené na 2% TBE agar6zovom géli.

Chr & | HLA-DOET | GenelD:3119 | 631 0-bp | 4503%

24 3??42444
[

32?355%5 L5
|

MC_000006.10
MM _002123.3

Obr.5: Schématické znazornenie génu HLA-DQB1. Zelena farba znazoriuje neprekladané oblasti (UTR, z angl.
untranslated regions), ¢ervenou farbou st oznacené exény a modré usecky predstavuju jednotlivé introny. Nami
$tudovana regulaéna oblast’ génu DQB1 sa nachadza v &iernom obdizniku a zahfiia East’ intronu 1, exén 2 a za¢iatok
intronu 2 (prevzaté z: www.refgene.com).
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Tab. 6: ZloZenie reakénej zmesi pre amplifikaciu ciel’ového tseku DQB1

reakcial | reakcia?2

Zlozky reakcie objem [pl] | objem [pl]
2x KAPA HiFi HotStart Uracil+ ReadyMix | 7,5 7,5
Forward primer 0,25 0,25
Reverse primer 0,25 0,25

DNA 1,5 1,5

dHx0 55 55
Celkovy objem 15 15

Tab. 7: Teplotny program pre amplifikaciu cielového iseku DQB1

Reakény krok reakcia 1 reakcia 2A/2B
teplota | ¢as pocet opakovani | teplota | ¢as pocet opakovani
pociato¢na denaturacia | 95°C 5 min 95°C 5 min
denaturacia 98°C 20s 40 98°C 20s 40
hybridizacia 60°C 30s 40 61°C 30s 40
elongacia 72°C 1min | 40 72°C 1min | 40
zaverecna inkubacia 72°C 5 min 72°C 5 min
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5.1.8 Izolacia a precistenie PCR produktu

Izolacia PCR produktu

1.

Bol pripraveny 1% TAE agar6zovy gél (s nizkou teplotou topenia) s GelRed® (2,5 ul na 100
ml gélu).

Dublety PCR produktov boli zmieSané a nanesené na gél spolu s 6x koncetrovanym
nanaSacim pufrom (v pomere 5:1).

Eletroforeticka separacia prebichala nazdroji Powerpac 3000 po dobu 30 minat pri
konStantnom napiti 150V.

Po elektroforéze bol gél preneseny na UV transiluminator a produkty spravnej vel'kosti boli
vyrezané skalpelom a prenesené do predom zvazenych skumaviek. Medzi jednotlivymi
vzorkami bol skalpel oCisteny etanolom, aby nedoslo ku kontaminacii jednotlivych vzoriek.

Skumavky s gélom boli opat’ zvazené a vypocitand samotna hmotnost’ gélu.

Precistenie PCR produktu

Vzorky boli nasledne precistené pomocou QIAquick® Gel Extracion Kit (Qiagen).

Jednotlivé centrifugacné kroky prebiehali pri 17 900 x g.

1.

G¢él bol rozpusteny pridanim troch objemovych jednotiek QG pufru (100 mg gélu ~ 100 ul) a
inkubovany 10 minat pri 50°C. Skimavky boli pocas inkubacie kazdé 2-3 minuty
vortexovang, aby sa gél lepSie rozpustil.

K vzorkdm bola pridané jedna objemova jednotka 100% izopropanolu a obsah skimaviek bol
premieSany, napipetovany na MinElute kolonku a zcetifugovany. Obsah zbernej skiimavky
bol vyliaty.

Do kolénky bolo napipetovych 750 pl PE pufru a nasledne bola zcentrifugovana.

Obsah zbernej skimavky bol vyliaty a skimavka znovu zcentrifugovana po dobu 1 minuty,
aby sa odstranili zvySky kvapaliny.

MinFElute kolénka bola vlozena do ¢istej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky. Do stredu
kolénky bolo napipetovanych 20 — 30 ul dH2O a bola inkubovand pri laboratérnej teplote po
dobu 1 mintty. DNA bola eluovana 1-minttovou centrifugaciou, zmerana koncentracia na

nanofotometri a ulozené na -20°C.
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5.1.9 Klonovanie

Kvoli pouzitiu hot start polymerazy s 3°—5° exonukledzovou aktivitou boli
k vyizolovanému a precistenému PCR produktu nasledne pridané 3’ polyA konce. PCR produkt
s polyA koncami bol nasledne opit preéisteny pomocou QIAgiuck® PCR purification kitu
(Qiagen) aligovany s pPGEM — T vektorom, ktorym boli transformované chemikompetentné
baktérie E.coli DH5a alebo E.coli XL1-Blue. Pouzity kmen, ma deléciu v géne pre a-peptid B-
galaktozidazy. Tento gén sa v pouzitom vektore nachadza v klonovacom mieste a moéze byt
preruSeny inzertom. To umoznuje selekciu na médiu s IPTG (induktor 3-galaktozidazy) a X-Gal
(substrat pre B-galaktozidazu). V pripade tspesného vlozenia inzertu do vektoru je preruSeny
Citaci ramec pre B-galaktozidazu (nestiepi sa X-Gal) a kolonie su biele. V pripade expresie p-
galaktozidazy vznikaji modré kolonie. Selekéné médium obsahuje ampicilin, voc¢i ktorému st

transformované baktérie s vektorom rezistentné a netransformované na médiu nenarastu.

5.1.10 Pridanie polyA koncov a precdistenie

Reak¢na zmes na pridavanie polyA koncov bola pripravena podl'a tabulky 8. Cela zmes
bola napipetovana do PCR sktimaviek, ktoré¢ boli vloZzené do termocykleru na 15 minuat pri 72°C.
Na precistenie PCR produktov bol pouzity QIAquick® PCR purification kit (Qiagen). Jednotlivé
kroky centrifugacie prebiehali pri 17 900 x g.

1. Kjednej objemovej jednotke PCR produktu bolo pridanych pét’ objemovych jednotiek PB
pufru a premiesané.

2. Cely objem zmesi bol prepipetovany do QIAquick kolonky umiestnenej v 2 ml zbernej
skiimavke a zcentrifugované po dobu 60s. Obsah zbernej skimavky bol vyliaty.

3. Zachytena DNA na kolonke bola premyta 750 pl PE pufru (vopred pridany 96 — 100% etanol
podl'a pokynov vyrobcu) a zcentrifugovana po dobu 60s.

4. Obsah zbernej skimavky bol vyliaty a kolénka vlozend naspit’. Pre odstranenie rezidualnej
tekutiny bola kolonka so skimavkou zcentrifugovana po dobu 1 mindty.

5. QIAquick kolénka bola vlozena do novej 1,5 ml mikrocentrifugacnej skimavky.

6. Na stred kolonky bolo napipetovanych 30 pul EB pufru. Pre zvySenie vytazku sa kolonka
nehala postdt 1 minatu a DNA bola vyeluovana 1-minutovou centrifugaciou. DNA bola
pouzitd na ligaciu alebo zamrazend na -20°C pre neskorSie pouZitie.
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Tab. 8: ZloZenie reakénej zmesi pre pridanie polyA koncov

ZlozKy reakcie Objem [p]
PCR produkt 20

10x Taq pufor s KCI 3

Mg?* (25 mM MgCly,) 4,3

dATPs (10 mM) 1,5

Taq DNA polymeraza 1,2

5.1.11 Priprava kompetentnych buniek

Pre pripravu kompetentnych buniek boli pouzité kmene E.coli DH5a alebo E.coli XL1-

Blue podl'a upraveného protokolu Sambrooka et al. (1989):

1.

Do 3 ml LB/SOC média boli zaockované pomocou sterilného bakteriologického ocka bunky
E.coli DH50/XL1-Blue. Inokulum bolo kultivované v inkubatore NB205-QF (N-Biotek,
Korea) 16 — 18 hodin pri 37°C a 250 rpm.

Do sterilnej Erlenmayerovej banky so 100 ml LB/SOC média zohriateho na 37°C bol pridany
1 ml inokula a banka vloZena do inkubatora (37°C a 250 rpm).

Behom inkubécie bolo po priblizne 80 minutich zmerand opticka denzita pri 600 nm.
Nasledné merania prebiehali po 15 minutach, az pokym nebola vysledna OD 0,5 - 0,6.

Rast bakterii bol zastaveny inkubaciou na l'ade po dobu 10 minat. Médium s bunkami bolo
prenesené do vychladenych sterilnych 50 ml polypropylénovych skumaviek a bunky boli
zozbierané 10-minatovou centrifugaciou pri 2000 x g.

Peleta bola rosuspendovana v 12,5 ml vychladeného, sterilného 0,1 M CaCl, a skimavky
zcentrifugované 10 minut pri 2000 x g.

Peleta bola opidt’ resuspendovand v 12,5 ml vychladeného, sterilného 0,1 M CaClz
a inkubovana 30 minut na lade.

Bunky boli zozbierané 10-minutovou centrifugaciou pri 2000 x g a peleta resuspendovana v 3

ml vychladeného, sterilného 0,1 M CaCl, s 20%-nym obsahom glycerolu.
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8. Kompetentné bunky boli rozpipetované po 100 pl do 1,5 ml sterilnych vychladenych
skamaviek a thned’ ponorené do etanolu vychladeného na -70°C. Bunky boli skladované pri -

80°C.
5.1.11.1 Priprava kultivaénych misiek

1. Do flase bolo navazenych 14g LB agaru a doplnenych do objemu 400 ml destilovanou vodou.
Do vnutra bolo vloZzené magnetické miesadlo.

2. Roztok bol premiesany a autoklavovany 15 minut pri 121°C. Po vychladnuti bolo asepticky
pridanych 400 ul ampicilinu (100 mg/ml), 400 ul IPTG (100 mM) a 400 ul X-Gal (3%).

3. Cely roztok bol premieSany na magnetickom mieSadle a nasledne naliaty na Petriho misky.

4. Po ztuhnuti agaru boli misky prikryté vieckom, popisané auloZzené do chladni¢ky na

neskorsie pouzitie.
5.1.11.2 Liga¢na reakcia
Pre ligaciu bol pouzity pGEM®-T Vector (Promega). Pomer inzertu k vektoru pocas

ligacie bol 3:1. MnoZstvo DNA vstupujicej do reakcie bolo vypocitané podla vzorca:

ng VEKTOR x kb INZERT x 3
kb VEKTOR

ngDNA=

Ligacnd reakcia bola pripravend podl'a tabul’ky 9. Ligacia prebiehala cez noc pri 4°C.

Tab. 9: ZloZenie reakénej zmesi pre liga¢ni reakciu

Zlozka reakcie Objem [ul]
2x Rapid Ligation Buffer 2,5
PGEM-T vector (50ng/ul) 0,5

PCR produkt *

T4 DNA ligaza 0,5

dHx0 *

celkovy objem 5

*do reakcie bolo pouzitych mnozstvo PCR produktu, ktory zodpoveda 17 ng (DQBL - A tsek) a 15 ng (DQB1 -B
usek) DNA na 1 pl. Reakéna zmes bola doplnena dH>O do objemu 5pl. Ligacna reakcia bola pripravena
V polovi¢nom objeme nez doporucuje vyrobca.
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5.1.12 Transformacia kompetentnych buniek

1. Suspenzia kompetentnych buniek E. coli DH5a/XL1-Blue bola rozrazena na I'ade a k 50 ul
tychto buniek bol pridany cely objem ligacnej reakcie (5 ul). Reakéné zmes bola premieSana
a inkubovana na 'ade po dobu 20 minut.

2. Baktérie boli transformované teplotnym Sokom v termobloku pri 42°C a nasledne umiestnené
naspat’ na I'ad po dobu 2 minut.

3. Do 1,5 ml skimavky s transformovanymi baktériami bolo pridanych 950 ul sterilného LB
média a boli umiestnené do inkubatoru na 37°C po dobu 90 mintit 150 rpm.

4. Na misky s LB agarom (ampicilin, X-Gal, IPTG) bolo nanesenych po 50 pl, 200 ul a 750 ul
suspenzie a rozotreté pomocou sterilnej hokejky.

5. Misky s rozotretymi baktériami boli inkubované cez noc pri 37°C a nasledujuci den

vyhodnotené.

5.1.13 Overenie pozitivne transformovanych kolonii

Pre overenie pritomnosi vektoru s inzertom v kolonii bol plazmid izolovany z baktérii E.
coli a nasledne Stiepeny restrikénymi endonukleazami. Postiepeny plazmid bol naneseny na TBE
elektroforézu a velkost porovnana s kontrolnym prazdnym plazmidom vyizolovanym
Z netransformovanej (modrej) kolonie. Baktérie vybrané na izolaciu boli pomocou sterilného

Sparadla preoc¢kované na nové misky s ampicilinom.

5.1.14 Izolacia plazmidovej DNA

Izol4cia plazmidovej DNA bola vykonana pomocou QIAprep® Spin Miniprep Kit
(Qiagen). Jednotlivé centrifugaéné kroky, pokial’ nebolo uvedené inak, prebiehali pri 17 900 x g.

1. Pomocou sterilnej bakterialnej kl'ucky boli vybrané biele kolonie zaoCkované do 2 ml
LB/SOC média a kultivované cez noc v inkubatore pri 37°C a 250 rpm.

2. Médium s bunkami bolo prenesené¢ do 1,5 ml centrifugaénych skimaviek a zozbierané 3-
minatovou centrifugéciou pri 6 800 x g.

3. Peleta bola resuspendovana v 250 ul pufru P1.
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10.

11.

K resuspendovanej pelete bolo pridanych 250 pl lyzaéného pufru P2 azmes premiesana
pretocenim skiimavky 4-6 krat. Inkubdacia v lyzacnom pufry by nemala priebehat’ dlhsie ako 5
minat.

Pre zastavenie lyzacnej reakcie bolo pridanych 350 upl pufru N3, zmes premieSana
a zcentrifugovana po dobu 10 minut.

Supernatant bol preneseny do QIAprep kolonky umiestnenej do zbernej skumavky
a zcentrifugovany po dobu 60s. Obsah zbernej skimavky bol vyliaty.

Do kolonky bolo pridanych 500 ul pufru PB, kolonka bola zcentrifugovand po dobu 60s
a obsah zbernej skimavky bol vyliaty.

Do kolénky bolo pridanych 750 ul pufru PE a zcentrifugovana po dobu 60s.

Obsah zbernej skiimavky bol vyliaty, kolonka prenesend do novej zbernej skimavky a
zcentrifugovana d’alSiu mindtu, aby sa odstranil zvySok kvapaliny.

Kolénka bola vlozend do 1,5 ml mikrocentrifugaénej skimavky a pre eliciu plazmidovej
DNA bolo na stred membrany napipetovanych 50 pl EB pufru.

Kolénka bola zcentrifugovana po dobu 1 minuty. DNA bola v pripade neskorSieho pouzitia

ulozena a skladovana na -20°C.

5.1.15 Izolacia plazmidovej DNA alkalickou lyzou

Pre izolaciu plazmidovej DNA z baktérii E.coli bola pouzita aj modifikovana metoda

Standardnej alkalickej 1yzy.

Pomocou sterilnej bakteridlnej kl'u€ky boli vybrané biele kolonie zaockované do 2 ml
LB/SOC média a kultivované cez noc v inkubatore pri 37°C a 250 rpm.

Bunky boli prenesené do 1,5 ml skiimaviek a zotbierané 1-minutovou centrifugéaciou pri 12
000 x g.

Peleta buniek bola resuspendovana v 100 pl roztoku 1 (50 mM glukéza, 10mM EDTA,
25mM TrisHCI).

Nasledne bolo pridanych 200 pl roztoku 2 (200 mM NaOH, 1% SDS) a ihned’ pridanych 200

ul chloroformu.
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10.

11.

Bunky boli lyzované 2 mintty a potom bolo pridanych 200 pl roztoku 3 (5M octanu
draselného, 11,5 ml bezvodnej kyseliny octovej, 28,5 mldH20).

Vzorky boli vortexované a zcentrifugované pri 12 000 x g po dobu 10 minnt.

Horné faza bola odobratd do novych 1,5 ml skumaviek a DNA vyzrazana s 500 ul
izopropanolu.

Skumavky boli stocené pri 12 000 x g po dobu 10 minut a supernatant odpipetovany.

Peleta bola premytd 200 pl 70% etanolu a sto¢end po dobu 5 minut pri 12 000 X g.
Supernatant bol opatrne vyliaty a DNA bola zbavena zvy$ného etanolu vysuSenim
V laminarnom boxe.

Plazmidova DNA bola rozpustena v 20 pl vody a skladovana pri -20°C.

5.1.16 Izolacia plazmidu — QIAGEN Plasmid Mini Kit

1.

Pomocou sterilnej bakteridlnej kl'u¢ky boli vybrané biele kolonie zaockované do 3 ml
LB/SOC média a kultivované cez noc v inkubatore pri 37°C a 250 rpm.

Bunky boli prepipetované do 2 ml mikrocentrifugaénych skumaviek a zozbierané 15-
mintutovou centrifugugéciou pri 6000 x g a 4°C. Peleta bola resuspendovand v 300 pl P1
pufru.

Nasledne bolo pridanych 300 pl P2 pufru, zmes premieSana otdanim skumavky 4 — 6 krat
a inkubovana pri laboratornej teplote po dobu 5 mintt.

Bolo pridanych 300 ul predchladeného P3 pufru, opét’ premiesané ota¢anim skimavky 4 — 6
krat a inkubované na I'ade po dobu 5 minut.

Skiimavku so zmesou centrifugujeme pri 17 900 x g po dobu 10 mintt.

Vyvazenie QIAGEN-tip 20 kolonky prebehlo pridanim 1 ml QBT pufru, ktory sa nechal
vol'ne pretiect’ kolonkou.

Do kolonky bol pridany supernatant z kroku 7 a nechal sa vol'ne pretiect’.

Kolonka bola nasledne dva krat premytd 2 ml QC pufru. Pufor sa nechal volne pretiect
kolonkou.

DNA bola eluovana do mikrocentrifugacnej skimavky pridanim 800 pl QF pufru. K eluatu
bolo pridanych 560 pl izopropanolu laboratornej teploty, premieSané a zcentrifugované po

dobu 30 minut pri 15 000 x g.

56



10. Supernatant bol opatrne vyliaty. K pelete bol pridany 1 ml 70% etanolu a zcentrifugované 10
minut pri 15 000 x g.

11. Supernatant bol opatrne vyliaty a DNA zbavena zvysného etanolu vysusenim v laminarnom
boxe.

12. Plazmidova DNA bola rozpustena v 20 pl vody a skladovana pri -20°C.

5.1.17 Stiepenie plazmidovej DNA restrikénymi endonukleazami

Pre overenie vektoru s inzertovanym usekom spravnej velkosti bolo pouzité Stiepenie
plazmidu restrikénou endonukledzou Apal (Thermo Scientific). Apal Stiepi plazmidovy pGEM-T
vektor 14 bp od klonovacieho miesta a linearizuje ho (Obr.6). Reakéna zmes bola pripravena
podl'a tabulky 10 a Stiepenie prebiehalo v termocykleri pri 37°C po dobu 90 mint. Linearny
vektor (3000bp) spolu s inzertom DQB1-A usek tvoria 3704 bp velku linearnu DNA, v pripade
DQB1-B useku je to 3613 bp. Overovanie velkosti usekov bolo robené pomocou TBE agar6zove;j

elektroforézy, kde boli porovnavané s velkost'ou prazdneho vektora (3000 bp).

Amnl 1894
Seal Mael
1875 \ 2692
T7
1 o l' 1 stan
Apal 14
Aatll 20
W Sphil 26
Amp! BstZl n
IIIGEM"‘-T lac? Meol a7
Vector T Sacll 45
(3000bp)
Spel 55
Mexl 62
BstZI 62
Pstl 73
Sall 75
Mdel 82
Sacl 4
o Bstxl 103 1
Msil 112 z
126 =
Tses | 2

Obr. 6: pGEM®-T vektor (prevzaté z: www.promega.com)
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Tab. 10: ZloZenie reakénej zmesi

re Stiepenie plazmidovej DNA

Zlozka reakcie Objem [ul]
plazmidova DNA 2

10 x pufor B 1

Apal 0,5

dH.0 6,5
celkovy objem 10

5.1.18 Sekvenacia

Na sekvendaciu bolo odoslanych 6 az 8 klonov z jedného useku (A aj B) (t.j. od jedného

Cloveka 12 az 18 klonov). Odoslané boli iba tie koldnie, pri ktorych bola overena uspes$na

transforméacia pomocou Stiepenia restrikénymi endonukledzami. Bakteridlne koldnie sme

pripravili pomocou protokolu podl'a Sambrooka et al. (1989):

1.
2.

Bol pripraveny 1% LB agar a zautoklavovany.

Po vychladnuti bol sterilne pridany ampicilin a agar bol rozpipetovany po 150 ul do 96-
jamkovej dosticky.

Pomocou sterilnych $péradiel boli pozitivne transformované baktérie odobrané a zapichnuté
do jednotlivych jamiek dosticky.

Dosticka s bakterialnymi koldéniami bola inkubovana cez noc pri izbovej teplote, nasledne
uloZzena do chladnicky az do doby odoslania. Vzorky boli sekvenované firmou Macrogen

v Koreli.

5.2 RNA analyza

5.2.1 Izolacia RNA

RNA bola izolovana z plnej krvi pomocou kitu QlAamp® RNA Blood Mini Kit (Qiagen)

podl’a postupu doporu¢enym vyrobcom. Vsetky centrifugacné kroky prebiehali pri 4°C.

1.

1,5 ml plnej krvi bolo zmieSanych s 7,5 ml EL pufru a zmes inkubovana 10-15 mintit na l'ade.

Behom inkubécie boli skimavky 2x zl'ahka zvortexované.

. Bunky boli sto¢ené po dobu 10 minut pri 500 x g anasledne pipetou opatrne odstraneny

supernatant.
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10.

11.

12.

13.

K pelete boli pridané 3 ml pufru EL, peleta bola resuspendovana a znova sto¢ena po dobu 10
minut pri 500 x g. Supernatant bol opatrne odstraneny pipetou.

Peleta bola dokladne resuspendovand v 600 pl RLT pufru (vopred zmieSanym s [B-
merkaptoetanolom podl'a pokynov vyrobcu).

Lyzat bol napipetovany do QIAshredder kolonky so zbernou skiimavkou a zcentrifugovana 2
minuty pri 17 900 x g.

K filtratu v zbernej skimavke bolo pridanych 600 pl 70% etanolu a filtrat premieSany
pipetovanim.

Cely objem bol naneseny do QIAamp kolonky so zbernou skimavkou a zcentrifugovana 15s
pri 12 000 x g.

QIAamp kolonka bola prenesena do novej zbernej skimavky a premyta 700 pl pufru RW1
a znovu zcentrifugovand 15s pri 12 000 x g.

Kolénka bola opit’ prenesend do novej zbernej skimavky a bolo pridanych 500 ul RPE pufru
(vopred pridany 96 — 100% etanol podl'a pokynov vyrobcu). Kolonka bola zcentrifugovana
15s pri 12 000 x g.

Do kolénky bolo znova nanesenych 500 ul RPE pufru a zcentrifugovand 3 minuty pri 17 900
X g.

Kolonka bola prenesena do novej zbernej skimavky a zcentrifugovana pri 17 900 x g po
dobu 1 mindty.

Kolonka bola umiestnena do novej 1,5 ml mikrocentrifugaénej skiimavky ana stred
membrany bolo nanesenych 30 ul RNase-free vody. RNA bola eluovana 1-minatovou
centrifugaciou pri 12 000 x g.

Vyizolovand RNA bola vzapiti pouZitd na reverznu transkripciu alebo skladovana pri -80°C.

5.2.2 Reverzna transkripcia

Vyizolovand RNA bola prepisand do cDNA reverznou transkripciou pomocou High

Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Postupovalo sa podla

doporucenia vyrobcu.

1.

Reak¢nd zmes pre reverznt transkripciu bola pripravend na 'ade podl'a tabul’ky 11.
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Tab. 11: ZloZenie reakénej zmesi pre reverzni transkripciu

Zloika reakcie Objem [ul]
10 x RT pufor 2

25 X ANTP mix (100 nM) 0,8

10 x RT ndhodné primery 2
Multiscribe reverzna transkriptaza 1
RNase-free voda 4,2
celkovy objem 10

2. Reak¢na zmes bola zlahka premieSana a napipetovana do PCR skumaviek. K zmesi bolo
pridanych tol’ko RNA, aby jej vysledné mnozstvo v reakcii bolo 300 ng.

3. Reak¢na zmes bola doplnend RNase-free vodou do 20 pl a skimavky boli premiesané
a stocené.

4. Skumavky boli vlozené do termocykleru, na ktorom bol nastaveny program pre reverznu

transkripciu podl'a tabul’ky 12.

Tab. 12: Teplotny program pre reverzniu transkripciu

Reakény krok Teplota [°C] | Cas [min]
hybridizacia 25 10
reverzna transkripcia 37 120
inaktivacia enzymu 85 5
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5.2.3 Kvantitativnha PCR

Pre urcenie miery expresie jednotlivych alel HLA DQB1 bola pouzita kvantitativna PCR
s fluorescen¢nou sondou TagMan™. Ako endogénna kontrola bol pouzity gén DRA. Vsetky
uvedené kroky prebiehali na I'ade.
1. Pred pipetovanim reak¢nej zmesi bola cDNA 10x riedend na vysledny objem 30 ng/ul.
Reak¢éna zmes bola pripravena podl'a tabulky 13.
2. Do kazdej jamky 96-jamkovej dosticky bolo napipetovanych 7,5 ul reakénej zmesi a5 pl
nariedenej cODNA. Reakcie boli pripravené v tripletoch.
3. Dosticka bola nésledne kratko sto¢ena pri 2000 x g (cca 1 minutu). Amplifikacia prebehla
Vv pristroji 7000 SDS ABI Prism podl'a programu uvedeného v tabul’ke tabulke 14.

Tab. 13: ZloZenie reakénej zmesi pre kvantitativanu PCR
Zlozka reakcie Objem [ul]

Gene expression master mix | 6,25

Forward primer (10 pM) 0,375

Reverse primer (10 uM) 0,375
Sonda (5 uM) 0,5
Celkovy objem 7,5

Tab. 14: Teplotny program pre kvantitativnu PCR

Reakény krok Teplota [°C] Cas [min] Pocet opakovani
aktivacia UNG 50 2

aktivacia polymerazy 95 10

denaturacia 95 00:15 50

hybridizacia a elongacia | 60 1 50
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5.3 Statisticka analyza

Statistické spracovanie vysledkov prebiehalo pomocou programu GraphPad Prism 5.04.
Pre porovnanie celkovej metylacie jednotlivych alel génu DQB1 bol pouzity neparametricky
Mann-Whitneyho test na hladine vyznamnosti 0,05. Analyza metylacného stavu jednotlivych
CpG miest bola vypracovana pouzitim Fisherovho dvojstranného exaktného testu na hladine
vyznamnosti o = 0,05. Asocidcia celkovej metylacie a relativnej expresie jednotlivych alel génu

DQB1 bola spracovana pomocou korelacného testu s Pearsonovym koeficientom.
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6. VYSLEDKY

6.1 Genotypizacia HLA II. triedy

Alely génov HLA DRB1, DQA1 a DQB1 boli ur¢ené pomocou sekvencne Specifickych
primerov a spracované u 33 pacientov s TIDM. Na zaklade o¢akavani, si najviac zastipené
prave rizikové haplotypy HLA DRB1*04 — DQA1*0301 — DQB1*0302. Celkové zastipenie
jednotlivych haplotypov je uvedené v tabul’ke 15.

Tab. 15: Frekvencia haplotypov u 33 pacientov s diabetes mellitus 1. typu. Najviac zastapeny je s 39,4%
predispozi¢ny haplotyp DRB1*04 — DQA1*0301 — DQB1*0302.

Genotyp Haplotyp
pocet
DR DQA1 DQB1 haplotypov | zastipenie (%)
01 0101 0501 7 10,6
03 0501 0201 12 18,2
04 0301 0302 26 39,4
04 0301 0305 1 1,5
04 0303 0301 1 1,5
04 0303 0302 1 1,5
07 0201 0202 8 12,1
08 0401 0402 1 1,5
10 0105 0501 1 15
11 0505 0301 2 3,1
13 0102 0604 3 4,6
13 0103 0603 1 1,5
15 0102 0602 1 1,5
16 0102 0502 1 1,5

6.2 Analyza metylacie DNA v regula¢nej oblasti génu HLA DQB1

Analyza metylacného stavu regulacnej oblasti génu HLA DQB1 bola vypracovand na
zéklade sekvenacii Giseku dlhého 1286 bp (Priloha 1). Z dévodu dizky bol usek rozdeleny na dve
Casti — usek A dlhy 704 bp a usek B dlhy 613 bp. V prvej oblasti (A) bol zistovany pocet
metylovanych CpG dinukleotidov odnukleotidu 1237 ponukleotid 1728 od zaciatku Startu
transkripcie. V druhej oblasti (B) boli analyzované pozicie od 1768 po 2304 nukleotid vzhl'adom

k Startu transkripcie. Celkovo bolo na sekvenéciu zaslanych 192 sekvencii. Po vyradeni sekvencii
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rekombinovanych pri PCR reakcii a sekvencii s GspeSnostou konverzie nizSou ako 95% zostalo
65 sekvencii (pre usek A) a 33 sekvencii (pre usek B). Na zéklade polymorfizmov, dostupnych
v online databazach, bolo urcené, ktorej alele HLA DQB1 dana sekvencia prislucha (Priloha 2).
Vo vyhodnoteni su zastipené len alely DQB1*0201 a *0302, pretoZze pomocou navrhnutych
primerov sa podarilo amplifikovat’ iba tieto dve alely. Celkovy pocet CpG miest a priemerny

pocet metylovanych miest na 100 nukleotidov sekvencie génu DQBL1 je uvedeny v tabul’ke 16.

Tab. 16: Celkovy pocet CpG miest a priemerny pocet metylacii ha 100 nukleotidov.

pozicia v géne [bp]

1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100 2200 2300

3 3 5 12 8 11 7 6 6 4 3 3

2 2 1 3 0 1 1 2 0 0 0 1

4 3 6 14 10 13 7 6 7 4 6 6

2 1 1 2 1 1 1 1 1 2 4 4
usek A usek B

6.2.1 Porovnanie celkovej metylacie alel v regula¢nej oblasti génu DQB1

Na porovnanie celkovej metylacie alel DQB1*0201 a DQB1*0302 bol pouzity
neparametricky Mann-Whitneyho test na hladine vyznamnosti 0,05. Statisticky signifikantné
hodnoty boli korigované Bonferroniho korekciou (p hodnoty boli vynasobené poctom
porovnavanych alel, tj. 2). Jednotlivé data si uvedené v tabulke 17. Statisticky vyznamny
rozdiel bol najdeny medzi alelami DQB1*0201 a DQB1*0302 v pripade useku B, v ktorom je
alela DQB1*0302 viac metylovana. V pripade useku A nebol rozdiel v celkovej metylacii
preukazany (p = 0,252). Rozdiel medzi celkovou metylaciou DQB1*0201 a DQB1*0302 je

znazorneny na obrazku 7 (tsek A) a 8 (isek B).

Tab. 17: Porovnanie celkovej metylacie alel DQB1. Statisticky vyznamna hodnota p je zvyraznena tuéne.

porovnavané DQB1 tisek DQB1 p hodnota_t_

alely po korekecii
0201x0302 A 0,252
0201x0302 B 0,022

64



A Usek

S B 0201
o 0302

pocet metylovanych miest
N

0201 0302
DQB1 alela

Obr. 7: Porovnanie priemerného po¢tu metylovanych CpG miest alel DQB1*0201 a DQB1*0302 v tiiseku A.
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Obr. 8. Porovnanie priemerného po¢tu metylovanych CpG miest alel DQB1*0201 a DQB1*0302 v useku B.
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6.2.2 Porovnanie jednotlivych metylaénych pozicii v regula¢nej oblasti génu DQB1

V sekvenovanej oblasti génu DQB1 bolo analyzovanych celkom 63 CpG pozicii, z toho
40 CpG miest sa nachadzalo v A useku a 23 CpG miest v B useku. Porovnanie jednotlivych
metylacnych pozicii ualel DQB1*0201 aDQB1*0302 bolo spracované pomocou
kontingen¢nych tabuliek dvojstrannym Fisherovym exaktnym testom na hladine vyznamnosti
0,05. Statisticky signifikantné rozdiely boli najdené v oboch tsekoch, avsak po Bonferroniho
korekcii (p hodnoty boli vynasobené ¢islom 4) sa ako Statisticky vyznamné preukazali iba CpG
pozicie v useku B. Signifikantné p hodnoty po korekcii v iseku B st uvedené v tabulke 18.
Grafy s percentudlnym zastipenim jednotlivych metylovanych a nemetylovanych CpG miest

v useku B st uvedené v obrazku 9.

Tab. 18: Statisticky vyznamné rozdiely v metylaénych poziciach u alel DQB1*0201 a DQB1*0302. Statisticky
vyznamna hodnota p je zvyraznena tuéne.

DQBL1 alely . .
tisek B CpG miesto | p po korekcii 95% ClI

1894 0,001 6,779-23480
2179 0,048 0,002-0,908

0201x0302
2200 0,048 0,002-0,908
2302 0,046 0,001-0,459
2304 0,046 0,001-0,459
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Obr. 9: Analyza metylacie alel DQB1*0201 a DQB1*0302 v useku B. V grafe st uvedené miesta, v ktorych boli
rozdiely medzi alelami Statisticky vyznamné. V poziciach 2179, 2200, 2302 a 2304 je viac metylovana alela
DQB1*0302. Zatial’ ¢o alela DQB1*0201 je v pozicii 1894 kompletne metylovana, alela DQB1*0302 nie je v tejto
pozicii metylovana vobec.
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6.3 Kbvantitativna PCR
6.3.1 Analyza urovne expresie mRNA u alel HLA DQB1

RNA vyizolovana z leukocytov pacientov bola pomocou reverznej transkripcie prepisana
do cDNA a mnozstvo Specifickej mRNA bolo zmerané metodou real-time PCR. VSetky reakcie,
tj. reakcie kvantifikujuce jednotlivé alely DQB1, gén pre DRA, DQB1 total aj intron boli
pripravené v tripletoch. Odl'ahlé hodnoty boli vyradené azo zvySnych troch hodnét C: bola
vypocitand priemernd hodnota Ctpre dant vzorku. Hladina expresie jednotlivych alel génu DQB1
bola pocitand vzhl'adom k expresii génu DRA, ktory bol vybrany ako endogénna kontrola. Kedze
niektoré z pouzitych assayi amplifikujia aj DNA, ziskané hodnoty boli upravené tak, aby sa
odstranil vplyv pripadnej kontaminacie vzorieck DNA. Jej obsah bol ur¢eny pomocou assaye
umiestnenej do intronu génu DQB1 (DQB1 intron). Relativna expresia jednotlivych alel bola

vypocitana podla vzorca:

Mpgs1 _ (1+ Upra ]Er
Npra (1+ U, )cerest

Pismeno n oznacuje mnozstvo génu ¢i alely, ktoré vstupuje do real-time PCR reakcie
a U oznaGuje G&innost assaye. U¢innost assayi pre jednotlivé DQB1 alely bola odvodena
porovnanim hodnét C: ziskanych z assaye pre danu alelu a z assaye, ktord amplifikuje vsetky
alely génu DQB1 (DQB1 total). U homozygotov je mnozstvo alely vstupujuce do reakcie rovné
celkovému mnozstvu génu DQBI1, ateda aj hodnoty C: pre obe assaye by mali byt rovnaké.
V pripade, ze sa hodnoty CtliSia, vypocita sa z rozdielu medzi nimi rozdiel v G¢innostiach oboch
assayi. U¢innost amplifikicie pre DRA, DQB1 total aintrén bola ziskania pomocou série
dvojkovych riedeni (8 koncetracii) templatu od 2° do 277 (Obr. 10). Vzhladom k stanovene;
ucinnosti assaye pre DRA z predchadzajucich pokusov (ktoré boli sucast'ou iného projektu nasho
laboratoria) bola vypocitana uc¢innost pre DQB1 total a intron podla vzorca:

[1f'r’< mmi} ( 1 ) [1*"ka3.4}
2

1
Eiotar = Epgra T (E)
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Obr. 10: Vypocet u¢innosti pre DQBL total a intron. Namerané hodnoty Cidilu¢ného radu boli vynesené do grafu.
Na osi x je koncetracia templatu v logaritmickom meritku. Na osi y je zodpovedajuca hodnota C:. Bodmi v grafe
bola prelozena krivka a ur€ena jej smernica K. Vypoctom zo smernice priamky zavislosti priemernej hodnoty C: ha
dvojkovom logaritme koncetracie riedenej vzorky cDNA bola stanovena G¢innost’ pre DQB1 total a intron.

Sucet hodnot relativnej expresie oboch alel DQB1 u daného ¢loveka bol porovnavany
s hodnotami relativnej expresie pre DQB1 total (vysledny pomer by mal byt rovny 1). Pokial’ sa
hodnoty nachédzali mimo intervalu (0,70;1,30), boli z dalSieho Statistického spracovania

vyradené.

6.3.2 Overenie Specifity primerov pre kvantitativnu PCR

Pre kvantitativou PCR génu DQB1 bolo potrebné overit’ t€innost’ a Specifitu navrhnutych

primerov/assayi. Priklad overenia primerov pre alelu DQB1* sa nachadza na obrazku 11.
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Obr. 11: Overenie ucinnosti a Specifity assayi na kvantifikaciu génu DQB1. Assay DQB1*0302+04 amplifikuje
alely DQB1*0302, *0303 a *04 (velkost’ produktu 175 bp). Assay DQBL total amplifikuje vsetky alely DQB1
(velkost produktu 221 bp).Do amplifikacnej reakcie bez pritomnosti sondy bola ako templat pridana cDNA jedincov
s roznymi DQB1 genotypmi. PCR produkty boli rozdelené elektroforézou na gele z 1,5% agar6zy. V spodnej Casti
gelu je pre kazdu reakciu vyznaceny genotyp jedinca, ktorého cDNA vstupovala do reakcie. Znamienka “+” a “-*
znacia, ¢i sme v danej reakcii oCakavali Specificky produkt.

NK — negativna kontrola, M — 100 bp DNA ladder.

2do reakcie bola cDNA omylom napipetovana dvakrat

6.3.3 Porovnanie expresie jednotlivych alel génu DQB1

Hladina expresie mMRNA u jednotlivych alel bola vztiahnuta k expresii génu HLA DRA.
Priklad spracovania nameranych hodnét je uvedeny pre alelu DQB1*05 v tabul’ke 19. Miera
expresie jednotlivych alel DQB1 je znazornena na obrazku 12. Rozdiely v expresii medzi
alelalmi boli vyhodnotené neparametrickym Mann-Whitneyho testom na hladine vyznamnosti
0,05 a korigované na mnohopoéetné porovnavania pomocou Bonferroniho korekcie. Statisticky
vyznamny rozdiel bol najdeny medzi expresiou DQB1 *0202 a *0501 (p = 0,048), *0301 a *0302
(p = 0,049), DQB1*0302 a *0501 (p = 0,028). Relativna expresia alel génu DQB1

u heterozygotov je uvedena v tabul’ke 20.
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Tab. 19: Hodnoty pouZité pri merani relativnej expresie alely DQB1*0501.

€. pacienta DRA DQBitotal | DQBlintrén | DQBI*0501 | 4jela*05/DRA?

DQB1*0501 XCt XCt XCt XCt
7 28,48 34,44 31,33 29,26 0,49
13 26,57 32,73 34,37 28,74 0,28
27 25,43 31,10 31,05 27,23 0,19
37 24,80 30,43 31,77 27,46 0,19
43 20,91 26,72 29,60 23,16 0,27
65 21,90 26,51 29,10 23,82 0,34
68 20,89 26,94 30,09 22,88 0,34
69 22,26 28,13 30,62 25,43 0,15
76 22,95 27,68 28,81 23,69 0,77
77 21,99 27,60 29,85 25,41 0,12
79 21,69 27,25 30,15 25,11 0,12

205/DRA = [(3/2)*DRA/“05%]- 1/2*(T/I)

LDRA“ = (1+UDRA)CtDRA
T= (1+Ut0tal)Ct total
| :(1+Uimmn)0timron

Tab. 20: Relativna expresia alel génu DQB1 u heterozygotov.

Sombidci p(;rlzier rozsah SD
alel DQB1 (priemer)
0201, 0302 0,91 0,83-1,08 | 0,12
0202, 0302 0,99 0,78-1,28 | 0,21
0302, 0501 0,56 0,56 -0,57 | 0.01
Genotypy pritomné len u jedného pacienta
0202, 0301 0,52 - -
0302, 0604 0,13 - -
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Obr. 12: Porovnanie tirovne expresic mRNA jednotlivych alel DQB1. Statisticki vyznamnost’ dosiahol rozdiel
medzi expresiou alel DQB1*0202 a* 0501 (p = 0,048), DQB1*0301 a *0302 (p = 0,049), DQB1*0501 a *0302

(p = 0,028).
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7. DISKUSIA

Diabetes mellitus 1. typu je autoimunitné, multifaktorialne ochorenie, ktorého vyskyt vo
svete neustdle narastd. Geneticka predispozicia hrd v etiopatogenéze tohto ochorenia ddlezitt
ulohu; najmi lokus hlavného histokompatibilného komplexu. AvSak diskonkordancia vyskytu
T1DM u monozygotnych dvojciat, ktora variruje medzi 13 — 67,7%, je jednym z dokazov vplyvu
negenetickych faktorov (Huber et al., 2013). Tie mdzu interagovat’ s predispoziénymi génmi
a spustat’ kaskadu veducu k TIDM. Prostredie s genotypom interaguje aj prostrednictvom
epigenetickych mechanizmov. Jednym z nich je metylacia DNA, ktorej sa venuje tato diplomova
praca.

V subore genotypizovanych pacientov bol podla predpokladu najviac zastipeny
predispozicny haplotyp HLA DRB1*04 — DQA1*0301 — DQB1*0302, ktory je silno asociovany s
vyskytom TI1DM. Predpokladd sa, ze ide o nestabilny dimér, ktory s mensou efektivitou
prezentuje antigénne peptidy. Tato nestabilita moZe ovplyvnit’ negativnu selekciu autoantigénov
V tymuse a prispievat’ k autoimunite (Ettinger et al., 1998). Protektivny haplotyp HLA DRB1*13
— DQA1*0102 — DQB1*0602 sa v stibore pacientov nachadza s 1% zastupenim. Uz pritomnost’
jedinej kopie alely DQB1*0602 v genotype znizuje riziko ochorenia TIDM. Vyskyt pacientov s
T1DM, ktori st nositelmi protektivnej alely je d’alsim dokazom, ze sucastou etiopatogenézy
tohto ochorenia st aj negenetické vplyvy.

V ramci analyzy genetickych a epigenetickych interakcii v etiologii TIDM bol zistovany
metylacny stav jednotlivych alel génu DQBl. Metylaény profil rdéznych lokusov
predisponujucich k tejto chorobe analyzovali u monozygotnych dvojcat diskordantnych pre
T1DM Stefan et al.. Rozdiely v metylacii DNA nasli u 6 génov, medziinym aj u HLA-DQB1,
ktory bol u pacientov hypermetylovany (Stefan et al., 2014). V nasej studii bola analyzovana
metylacia DNA génu HLA-DQBL len v ramci skupiny pacientov s TIDM a zistili sme statisticky
vyznamny rozdiel v useku B (pozicia 1730 nt — 2343 nt), v ktorom je alela DQB1*0302
metylovana viac ako alela DQB1*0201. V nasej stadii sme vSak na rozdiel od Stefan et al.
okrem celkovej metylacie Studovali aj metylacie jednotlivych CpG miest. V pripade porovnania
konkrétnych metylacnych pozicii v géne DQB1 boli najdené S$tatisticky vyznamné hodnoty opat’

v useku B v piatich nukleotidovych poziciach. Tak ako v pripade celkovej metylacie, bola aj teraz
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alela DQB1*0302 metylovana viac v porovnani s alelou DQB1*0201 v pozicii 2179, 2200, 2302
a 2304. Iba v pozicii 1894 bola preukazne viac metylovana alela DQB1*0201.

Jednym z ciel'ov diplomovej prace bolo zamysliet’ sa, ¢i zistené rozdiely v metylacii alel
DQB1 ovplyviiuju ich expresiu amdzu tak prispiet’ k objasneniu etioldgie TIDM. Uroven
expresie alely DQB1*0302 bola vyrazne znizena oproti alelam DQB1*0501 a *0301. Znizena
expresia alely DQB1*0302 oproti *0201 koreluje s vysledkami Beaty et al.. Pomocou
kvantitativnej PCR zistili, Ze v bunkovych linidch fibroblastov je expresia alely DQB1*0302
niz8ia ako expresia alely DQB1*0301. Znizenu expresiu alely DQB1*0302 dali do suvislosti s
funkénym polymorfizmom na arovni DNA v regulacnej oblasti v promotore. (Beaty et al., 1995).

V tejto diplomovej praci bola zistena korelacia medzi zvySenou metylaciou alely
DQB1*0302 a jej znizenou relativnou expresiou. Zaujimavostou je, ze CpG ostrovy sa v pripade
génu DQB1 nenachadzajii v promotore, ale v introne 1, exéne 2 a introéne 2. Metylacia CpG
dinukleotidov je vSeobecne povazovana za negativny reguldtor transkripcie. Preto stoji za
uvazenie, ¢i zvySena metylacia v tseku B alely DQB1*0302 (t.j. koniec exénu 2 a intrén 2) moze
mat’ regula¢nu funkciu, popripade interagovat’ s promdtorom a tym vplyvat’ na Groven expresie.
Dokaz, ze aj vo vnutri intrébnu sa mdézu nachadzat’ regulacné miesta, na ktoré sa viazu
transkripéné faktory popisali vo svojej stadii pre gén pre IL-4 Tykocinski et al. (Tykocinski et
al., 2005). Dalsim sposobom akym moze metylacia vo vnitri génu regulovat’ transkripciu je
aktivacia chromatin remodelujucich komplexov. ZvySené mnozstvo metylovanych cytozinov
pOsobi na deacetylaciu histonov a nasledne vyvolava transkripéne inaktivny stav (Klose a Bird,
2006).

Bolo spomenuté, ze dimér DQA1*0301 — DQB1*0302 je relativne nestabilny a menej
efektivne prezentuje exogénne peptidy Th bunkam (Ettinger et al., 1998). Otazkou je, ¢i menej
exprimovana alela DQB1*0302 moZe tento Ui¢inok eSte zosiliiovat’ a prispievat’ k rizikovosti pre
vznik TIDM. Znizena expresia molekul HLA II. triedy na antigén prezentujlicich bunkdch moze
mat’ negativny vplyv na adaptivnu imunitni odpoved’ a prispievat k vzniku autoimunitnych
ochoreni. Hanson et al. potvrdili nazor, ze mnozstvo exprimovanych molekal HLA II. triedy na
antigén prezentujucich bunkach ma vplyv na vyvoj TIDM (Hanson et al., 1996). Pri znizenej
expresii DQB1*0302 moéze dochadzat' k neefektivnej prezentacii autoantigénov protektivnym,
regulacnym T bunkam. Na zistenie d’alSich Statisticky vyznamnych asociacii bude potrebné

analyzovat’ a sekvenovat vécSie mnozstvo dat. Kedze pomocou navrhnutych primerov sa
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podarilo z bisulfitovanej DNA amplifikovat’ iba alely DQB1*0201 a *0302, nemdZeme porovnat’
uroven expresie ostatnych alel s ich metylacnym profilom.

Jednoznacna odpoved’ ¢i hypermetyldcia alebo hypometylacia predispozicnych alel
DQB1 moze vplyvat’ na rozvoj TIDM doposial nie je. Avsak je dobré sa zamysliet, ¢i mézu byt
epigenetické zmeny u autoimunitnych ochoreni pévodcom abnormadlnej imunitnej odpovede,

ktora vedie k vzniku ochorenia alebo su tieto zmeny vysledkom samotného ochorenia.
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8. ZHRNUTIE

Tato diplomova praca bola vypracovavana ako sucast’ rozsiahlejSej Stidie venujucej sa
epigenetickej regulacii génov HLA II. triedy. V spracovanom subore sa preto nachadzali iba
pacienti s diabetes mellitus 1. typu, priCom v naSom laboratoriu sa kolegovia venovali aj zdravym
kontroldm. Po spracovani a analyze vysledkov boli odvodené nasledujuce zavery:

e Pri porovnani celkovej metylacie v regula¢nej oblasti génu DQB1 bol najdeny Statisticky
vyznamny rozdiel medzi alelami DQB1*0201 a *0302 v useku B. Viac metylovana bola
alela DQB1*0302.

e Analyza jednotlivych metylaénych miest preukazala signifikantny rozdiel medzi alelami
DQB1*0201 a *0302 v tseku B na piatich nukleotidovych poziciach. V poziciach 2179,
2200, 2302 a 2304 bola viac metylovana alela DQB1*0302. Zatial’ co alela DQB1*0201
bola v pozicii 1894 kompletne metylovana, alela DQB1*0302 nebola metylovana vobec.

o Statisticky vyznamny rozdiel bol najdeny medzi expresiou DQB1 *0202 a *0501, *0301 a
*0302, DQB1*0302 a *0501. Alela DQB1*0302 mala preukazatelne najniz$iu Groven
expresie. Moznou pri¢inou nizkej hladiny mRNA v antigén prezentujicich bunkach je

zvySena uroven metylacie v useku B alely DQB1*0302.

Analyza metylacie Vv regulacnej oblasti DQB1 bola vypracovana iba na alelach
DQB1*0201 a *0302, pretoze navrhnuté primery amplifikovali len tieto alely. Je mozné, Zze po
roz$ireni stiboru, popripade navrhnuti Specifickych primerov budu najdené dalSie Statisticky
vyznamné hodnoty.

Existuje mnoho kaskad, ktorymi sa moéZe u konkrétneho jedinca vyvinat T1DM.
Problémom ostava genetickd variabilita tohto ochorenia spojend s ulohou environmentalnych
faktorov, ktoré vplyvaju na jedinca vroéznom veku aVréznych davkach. Nové poznatky
a informdcie o etiopatogenéze T1DM by mohli prispiet’ k lepSiemu pochopeniu tohto ochorenia,

ucinnejSej diagnostike, liecbe a mozno buduicej prevencii.
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