Abstrakt

Uvod: Glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho sytému (MHC) jsou nezastupitelnymi
spoluti¢astniky regulace imunitni odpovédi a udrzovani imunitni homeostdzy. Regulace jejich
exprese hraje dulezitou roli vadaptivni imunitni odpovédi. V posledni dobé je velmi
zkoumanym mechanismem této regulace metylace DNA v regulacnich oblastech, které jsou
klicové pro dostupnost DNA transkripénim faktordm. Starnuti organismU je mimo jiné
spojovano se zménami v metylaci DNA. ZvySena predispozice k imunosenescenci ve stari
by mohla byt nasledkem pravé zmén v metylacnim stavu regulacnich oblasti gend MHC II.
tridy.

Cile: Cilem této prdace je analyza metylacniho stavu regulacni oblasti genu DQB1 a porovnani
rozdilu mezi generacemi a jednotlivymi alelami. Dale je porovndna Uroven exprese mRNA
genu DQB1 mezi generacemi a mezi jednotlivymi alelami.

Metody: Z krve darcli tfi rGznych vékovych skupin byly izolovany DNA a RNA. DNA byla
genotypizovdna a modifikovana bisulfitovou konverzi. Dale byly amplifikovany regulacni
oblasti genl DQB1 a byly klonovany do bakterii. Pozitivni klony byly selektovany a podrobeny
metylaéni analyze. RNA byla pfepsana do cDNA pomoci reverzni transkripce a jeji relativni
uroven exprese byla ur¢ena pomoci kvantitativni PCR.

Vysledky: Mezigeneracni analyza intronu 1 ukazala statisticky vyznamny rozdil v metylaci
alely 06:02, ktera je u déti vice metylovana nez u lidi stfedniho véku. Mezialelova porovnani
vramci jedné skupiny se povedlo statisticky potvrdit u intronu 1 déti. Alela 05:01 je
metylovana ve vétsi mife nez alela 06:03. Intron 2 Alely 05:03 je méné metylovan nez 05:01.
Lidé ve stfednim véku maiji intron alely 06:02 méné metylovan oproti alelam 06:03 a 03:01
a podobny trend byl nalezen u seniorl, intron 1 alely 05:01 metylovany ve vétsi mire
nez 06:02. Porovnani jednotlivych metylacnich mist v rdmci jedné alely jsme statisticky
potvrdily v pozicich 1298, 1621, 1661, 2248 pro alelu 06:02. Tato alela je na téchto pozicich
vice metylovana u déti nez u lidi ve stftednim véku. Na pozici 1706 je alela 06:02 u déti vice
metylovana nez u lidi ve stfednim véku ale i nez u senior(. Pokud se blize podivame na alelu
05:01 v pozicich 1511, 1517, 1563 a 1575 je u seniorl metylace vyssi nez u déti. Analyza
relativni Urovni exprese ukdzala vyssi expresi alely 06:02 nez 02:02 a 03:01 a potvrdila mensi
miru metylace alely 06:02 u senior( oproti lidem ve stfednim véku.
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