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Abstrakt

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni S komplexni patogenezi vznikajici bud’
v disledku nedostatku inzulinu nebo zhorSené odezvy na inzulin. Jedna se o poruchu
metabolizmu sacharida charakterizovanou zhorsenou schopnosti udrzet spravnou hladinu
cukru (glukézy) v krvi.

Chronicka hyperglykémie indukuje zvysenou produkci reaktivnich forem kysliku (ROS,
Reactive Oxygen Species), coz vede ke snizeni hladiny piirozenych antioxidantt v krvi,
a tim piispiva ke vzniku komplikaci diabetu (napi. cévnich nebo plicnich). V dasledku
oxidativniho stresu dochazi zaroven k zanétim pankreatu s poskozenim B-bunck
Langerhansovych ostrivkd.

Cile: Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda se ur¢ité kombinace genotypt nevyskytuji
s vys$$i frekvenci mezi skupinami diabetikd 1. a 2. typu nez u zdravych kontrol.

Metody: Do studie bylo zahrnuto 40 diabetikt 1. typu, 40 diabetikt 2. typu a 45 zdravych
kontrol. Nejdiive byly analyzovany polymorfizmy vybranych genit zodpovédnych
za oxidativni stres, napt. geny kodujici enzymy superoxiddismutazy SOD1, SODS3,
glutathion-S-transferazy GSTM1, GSTT1, GSTP1, glutathionperoxidaza GPX1 a katalaza
CAT. Vybrané polymorfizmy byly stanoveny pomoci metod RFLP, TagMan sond
a alelové specifické PCR. Nasledn¢ bylo pomoci kapalinové chromatografie méfeno
mnoZzstvi malondialdehydu v plazmé jako indikatoru oxidativniho stresu.

Vysledky: Statisticky vyznamné rozdily byly nalezeny ve frekvencich genotypu SOD1
(null vs. pozitivni genotyp u kontrolni skupiny a T2D a mezi skupinami diabetikit), SOD3
(T1D vs. T2D), v kombinaci GSTT1 null a GSTM1 wild type u diabetikd, a v hladiné

malondialdehydu mezi jednotlivymi skupinami.

Klicova slova: Diabetes mellitus, oxidativni stres, polymorfizmus, superoxiddismutaza,

glutatione-S-transferaza, glutathionperoxidaza, katalaza, malondialdehyd.



Abstract

Diabetes mellitus is a chronic autoimmune disease in which the immune system attacks
the insulin-secreting B-cells in the pancreas. It leads to an absolute deficiency of insulin.
Chronic hyperglycemia induces increased production of reactive oxygen species, which
leads to a decrease of natural antioxidant level in blood, and it contributes to genesis
of diabetes complications (e.g. vascular or pulmonic). Moreover, the oxidative stress
results in onset of pancreas inflammations and the damage of its B-cells.

Aims: Our aim was to assess whether or not certain genotypes or their combinations
occur with higher frequency among groups of patients of type 1 diabetes (T1D) and type
2 diabetes and in a control group of healthy individuals.

Methods: The study included groups of 40 T1D patients, 40 T2D patients and 45 healthy
individuals. The polymorphisms of genes involved in the oxidative stress response were
analyzedby using RFLP, PCR with TagMan probes and allele specific PCR. The target
genes involved superoxide dismutase SOD1 and SOD3 genes; glutathione-S-transferase
GSTM1, GSTT1, GSTP1 genes; glutathioneperoxidase gene GPX1 and catalase gene CAT.
The levels of plasma malondialdehyde were measured by using liquid chromatography.
Results: Statistically significant differences were found in the frequencies of SOD1 (null
vs. positive polymorphism in control group vs. T2D and T1D vs. T2D), SOD3 (T1D vs.
T2D), combination of GSTT1 null and GSTM1 wild type (T1D vs. T2D) genotypes and
and as well as (among the groups) in the levels of oxidative stress biomarker

malondialdehyde.

Key words: Diabetes mellitus, oxidative stress, polymorphism, superoxide dismutase,

glutathione-S-transferase, glutathionperoxidase, catalase, malondialdehyde.
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1 Uvod a piehled literatury

Diabetes mellitus je onemocnénim, jehoz vyskyt v Ceské republice i celosvétové
stale stoupa. ProtoZe je diabetes multifaktorialnim onemocnénim, nelze jednoznaéné uréit
pfi¢inu rozvoje tohoto onemocnéni. Lze vSak jmenovat né€kolik hlavnich rizikovych
faktori, které se mohou na patogenezi diabetes mellitus 1. i 2. typu podilet. Faktory, které
se podileji na rozvoji diabetu jsou jak endogenni povahy, napf. metabolicka kontrola, ¢i
povahy exogenni, napt. nadvaha, strava a fyzicka aktivita.

Diabetes mellitus ¢asto provazeji chronické komplikace, k nimz dochazi pod vlivem
nasledkt, které jsou zplsobeny metabolickymi zménami pii nedostatku inzulinu.
Postizeny byvaji jak bunky, tak mimobunééna hmota. Vznikajici hyperglykémie
podminuje funkéni a morfologické abnormality, ¢imz dochazi k postupnému zhorSovani
funkce orgdnii a tkani a nakonec az k jejich selhani. Jedna se ptedevSim o cévni
onemocnéni, diabetickou retinopatii a nefropatii, které jsou zptisobené zvysenou hladinou
reaktivnich kyslikovych forem.

V soucasné dob¢ nartista pocet dukazi 0 tom, ze v patogenezi diabetes mellitus 1.
i 2. typu hraje dulezitou roli oxidativni stres a volné radikaly jakozto produkty mnoha
reakci jim vyvolanych. ZvySené hladiny volnych radikald a sniZzené antioxida¢ni odpovéd’
mohou mit za nasledek poruSeni bunéénych organel a enzymii, a tim 1 rozvoj inzulinové
rezistence. Oxidacni stres pii diabetu je v soucasné dobé povazovan za kli¢ovou piic¢inu
rozvoje pozdnich komplikaci.

Rozvoj komplikaci vSak nezavisi jen na metabolickych abnormalitich, ale téz
na genetické dispozici, kterd muaze jak zesilovat, tak oslabovat vliv metabolickych zmén
na jednotlivé tkan€. Organizmus muze byt k oxidativnimu stresu nachylngjsi vlivem
polymorfizmi gent, jez koduji antioxidaéni enzymy, jako jsou superoxiddismutazy,
glutathionperoxidazy, glutathion-S-transferazy a katalazy, nebot™ aktivita téchto enzymu
muze byt sniZena.

Cilem této diplomové prace je analyzovat polymorfizmy geni kodujicich vyse
zminéné enzymy a zjistit, zda se jednotlivé varianty gend vyskytuji s vyssi Cetnosti
u pacienti s diabetes mellitus 1. i 2. typu a u zdravych kontrol. Analyza téchto
polymorfizmii by mohla pfispét k hlubSimu objasnéni souvislosti mezi oxidativnim

stresem, diabetes mellitus a genetickymi faktory.



1.1 Diabetes mellitus a jeho klasifikace

Terminem diabetes mellitus je oznaCovana skupina Klinicky a etiologicky
heterogennich chronickych onemocnéni, které vznikaji v disledku relativniho nebo
absolutniho nedostatku inzulinu, coz vede k poruse metabolizmu. Hlavnim projevem
tohoto onemocnéni je hyperglykémie, kterou doprovazeji dal§i ptfiznaky, jako jsou
polyurie, polyfagie a polydypsie (Pelikanova 2003).

Klasifikace diabetes mellitus vychazi z prubéhu hyperglykémie a klinickych
ptiznakt. Tvoii ji diabetes mellitus 1. typu, ktery mize byt imunitné¢ podminény nebo
idiopaticky, dale diabetes mellitus 2. typu, gesta¢ni diabetes mellitus a dalsi specifické
typy diabetu (WHO 1999). Vzhledem k zadanému tématu prace se budu zabyvat jen
problematikou typu 1 a 2.

1.1.1  Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) je onemocnéni vznikajici u geneticky
predisponovanych osob a ¢ita 5-10 % vsech diagnostikovanych piipadt diabetu celkove
(American Diabetes Association 2004). V obéhu pacienta se nachazi cirkulujici
autoprotilatky, které svéd¢i o autoimunitnim pivodu choroby. Tento autoimunitni proces
je zahajen B-lymfocyty, jejichz protilatkami jsou B-bunky Langerhansovych ostravka
pankreatu rozpoznany jako organizmu cizorodé. Nasledné jsou takto oznacené B-bunky
postupné ni¢eny T-lymfocyty, makrofagy a cytokiny, az vkoneéné fazi dochazi
k absolutnimu nedostatku inzulinu (Santamaria 2010; Delmastro & Piganelli 2011).

Tyto autoprotilatky jsou v klinické praxi vyuzivany k predikci onemocnéni.
Autoprotilatky jsou navazany na antigeny, jako jsou inzulin, dekarboxylaza kyseliny
glutamové (izoforma GAD 65), inzulinomovy antigen-2 a zinkovy transportér (ZnTS8),
ktery ma vysokou prediktivni hodnotu (Wenzlau et al. 2007).

Autoimunitni diabetes se projevuje zejména v détstvi a v rané dospélosti, kdy
dochazi k velmi rychlému zaniku B-bunék. Ztoho duvodu byva nazyvan juvenilni
diabetes mellitus. V pifipadé manifestace typu T1D v obdobi dospélosti probiha destrukce
B-bunék pomalu a diabetes je oznacovan terminem LADA (latentni autoimunitni diabetes
dospélych) (Pelikanova 2003).

Impulz, ktery vede k iniciaci autoimunitni odpovédi, neni dosud znam. Byla vSak

prokazana asociace s hlavnim histokompatibilnim komplexem MHC II. t¥idy, s antigeny
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HLA-DR/DQ (Noble et al. 1996), a také asociace s molekulami MHC I. tfidy, HLA-B
a HLA-A (Nejentsev et al. 2007).

Na patogenezi onemocnéni Se podili také faktory vnéjsiho prostiedi. Na rozvoji
prediabetu se mohou podilet naptiklad virova infek¢ni onemocnéni prodélana v détstvi ¢i

piti kravského mléka v prvnich mésicich zivota ditéte (http://teddy.epi.usf.edu/).

1.1.2  Diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus 2. typu (T2D) je onemocnéni, jez reprezentuje piiblizné 90 %
vSech pripadi diabetu. Tento typ je zpusoben inzulinovou rezistenci s poruchou sekrece
inzulinu. Diabetici mohou mit nedostatek i nadbytek inzulinu. T2D byva vsak zptisoben
vlivem jiného mechanismu nez autoimunitou. K rozvoji onemocnéni piispiva fada
multifaktorialnich Ciniteli, mezi néz lze fadit Stres, koufeni, nedostatek pohybu, obezitu
a familiarni vyskyt onemocnéni (Pelikanova 2003). Ackoliv ma v piipad¢é tohoto typu
diabetu silny vliv geneticka komponenta, genotyp pouze podminiuje jedince byt vice
¢i méné nachylny k exogennim faktorim (Permutt et al. 2005).

Diabetes mellitus 2. typu je rozvijen v pfipadé selhavani sekrece inzulinu nebo jeho
pusobeni. Poskozeni plisobeni inzulinu byva oznacovano terminem inzulinova rezistence,
kterd se projevuje prave jako potlaceni metabolické odpoveédi na plsobeni inzulinu.
Poskozeni B-bunék, napt. pisobenim kyslikovych radikald, tedy maze vést k dysfunkci
sekrece nebo snizené sekreci v -bunkach (Weir et al. 2001; Leahy et al. 2010).

Onemocnéni byva manifestovdno nej€astéji v dospélosti, po 40. roku Zivota. Zacatek
choroby byva pozvolny a diagnostikovana byva spiSe ndhodné nebo pii zplsobenych

komplikacich (Pelikanova 2003).

1.1.3  Komplikace diabetes mellitus

Diabetes mellitus je provazen komplikacemi, k nimz dochazi vlivem nasledkda
zpusobenych metabolickymi zménami pti nedostatku inzulinu. Postizeny jsou buiky
I mimobunééna hmota, u nichz zvysena koncentrace glukézy podminuje funkéni
a morfologické abnormality, ¢imz dochazi k postupnému zhorsovani funkci organt
a tkani a v konecné fazi vede az k jejich selhani (Tesfamariam & Cohen 1992).

Poruchy vedouci k hyperglykémii zavisi na metabolickych abnormalitach a jsou
spole¢né pro rizné typy diabetu (absolutni nebo relativni nedostatek inzulinu), avsak
rozvoj komplikaci zavisi téz na genetické dispozici, ktera mize vliv metabolickych zmeén

na jednotlivé tkan¢ jak zesilovat, tak oslabovat. Podstata této genetické dispozice vsak
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neni zatim znama. Piedpoklada se kombinace vice gend, jde tedy o polygenné podminény
sklon ke komplikacim (Tesfamariam & Cohen 1992).

Za hlavni vyvolavajici faktor rozvoje komplikaci pii diabetu je povaZovana
chronickd hyperglykémie. Vlivem zvySené koncentrace glukdézy se méni nejen
kvantitativni prubeh reakcei, ale vystupnovany jsou i pochody, jejichz produkty podminuji
poruchu regulace funkce bunc¢k (Tesfamariam & Cohen 1992). Podstata spociva
ve struktufe glukdzy, ktera ji umoznuje, aby reagovala s proteiny, ¢imz mize ménit jejich
vlastnosti, jednak aby se spontanné oxidovala (tzv. autooxidace) a vytvarela tak reaktivni
meziprodukty jako jsou napf. glyoxal ¢i metylglyoxal, a pfitom umoznila vznik
reaktivnim formam kysliku (ROS) (Brownlee 2005).

Komplikace diabetu Ize rozlisit na akutni a chronické. Mezi akutni komplikace lze
zafadit hyperglykemické koéma (pficinou je preddvkovani inzulinem), ketoacidozu
a hyperosmolarni syndrom (Rybka 2007). Ketoacidoza se objevuje u pacientd s diabetes
mellitus 1. typu a jednd se o nejcastéj$i pric¢inu umrti diabetiki ve v€ku mladSich nez
20 let, timrtnost se pohybuje okolo 5 %. U jiz 1é¢enych diabetiki ke ketoacidoze dochazi
spiSe pfi tézsich infekcich a kardiovaskularnich ptihodéch. Hyperosmolarni syndrom se
objevuje zejména u pacientli diabetes mellitus 2. typu s vaznou prognodzou, nebot
umrtnost se pohybuje okolo 15 %. Zatimco u ketoacidézy je velky vliv acidozy
z vystupiiované ketogeneze jako nasledek inzulinového deficitu, u hyperosmolarniho
syndromu je vyrazna predevS§im hyperglykémie a hyperosmolarita (Pithova 2006; Babcak
et al. 2008).

Chronické komplikace lze rozliSit na nespecifické a specifické. Mezi nespecifické
patii kardiovaskularni onemocnéni, jako jsou aterosklerdza, nekroza ledvinovych papil,
katarakta ¢i zvySena nachylnost ke koZnim infekcim. Mezi specifické komplikace patii
onemocnéni ledvin, jako je nefropatie, dale retinopatie ¢i neuropatie (Sosna 2009). Tyto

specifické komplikace muze téZ doprovazet syndrom diabetické nohy (Pithova 2008).

1.2 Oxidativni stres a reaktivni kyslikové formy (ROS)

Kli¢ovou roli v rozvoji komplikaci diabetu hraje oxidativni stres, jehoz nasledné
oxida¢ni poSkozeni tkani je kone¢nou fazi chronickych onemocnéni, jako je pravé
diabetes mellitus (Bayness & Thorpe 1999). Oxidativni stres lze definovat jako rozdil
mezi vznikem reaktivnich kyslikovych forem (ROS) a jejich odstraiovanim. Vznik4 tedy

jako vysledek nerovnovahy mezi volnymi radikaly a antioxidanty v dasledku zvySené
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produkce ROS, nebo jako pokles hladiny antioxidantt. Produkce ROS muze byt zvysena
napt. vlivem endogennich patologickych procest ¢i exogennim piisobenim xenobiotik.
Pokles hladiny antioxidanti muze byt zpusoben inaktivaci enzymii podilejicich se
na likvidaci ROS. Dalsi pfic¢inou oxidativniho stresu miize byt neschopnost organizmu
opravit oxidacni poSkozeni bunécnych struktur ¢i dokonce genetické informace
(Durackova 1998).

Reaktivni formy kysliku mohou interagovat s jakoukoliv molekulou nebo buné¢nou
strukturou nachazejici se v jejich okoli. Mezi ROS patii volné kyslikové radikaly
a slouceniny kysliku, které sice nemaji charakter radikalt, ale ty z nich mohou vznikat
napft. homolytickym §tépenim, redukeci ¢i oxidaci (Halliwell & Gutteridge 1999).

Volné radikaly ve svych atomovych nebo molekulovych orbitalech obsahuji nejméné
jeden neparovy elektron, ktery zpiisobuje vysokou reaktivitu téchto ¢astic tim, Ze se snazi
ziskat dal$i neparovy elektron. Nejcastéji se jedna o odtrzeni elektronu z jiné molekuly
(iniciace reakce). Poté, co tato molekula odevzda elektron, stane se sama radikalem, a
Vtomto stavu muize atakovat molekulu dal$i, a pfeménit ji tak v radikal (propagace
reakce). Jedna se o reakci fetézovou, jez vede k poskozeni membran, bunéénych organel,
proteinli, enzymatickych systémii nebo DNA. Ve vétsing ptipadech se jednd o oxidacni

nebo peroxidaéni reakce (Stipek et al. 2000; Masopust 2003). V tabulce (Tab. 1) jsou

vvvvvv
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Tab.1: Piehled reaktivnich kyslikovych forem (Stipek et al. 2000)

Volné radikaly

Superoxidovy 0O,-.
Hydroxylovy .OH
Peroxylovy ROO.
Alkoxylovy RO.
Hydroperoxylovy HO..

Latky, které nejsou volnymi radikaly

Peroxid vodiku H,0,
Kyselina chlorna HCIO
Oz6n O,
Singletovy kyslik '0,

121 Vznik ROS

ROS vznikaji pfi fadé enzymovych reakci v bunécnych organelach, jako jsou
mitochondrie, lysozomy, peroxizomy a plazmatickdi membrana. Hlavnimi zdroji
reaktivnich forem kysliku jsou tedy aerobni metabolizmus, dychaci fetézec,
peroxizomova B-oxidace mastnych kyselin ¢i biotransformace xenobiotik v mikrozomech,
Jiz se ucastni oxidoredukéni systém s cytochromem P450. Volné radikaly mohou také
vznikat ve tkanich ucinkem specifickych enzymt. Tvorbu reaktivnich kyslikovych
radik4dld mohou vyvolat také exogenni Cinitelé, napt. UV zafeni, zanétlivé cytokiny
a toxické latky (Stipek et al. 2000; Racek 2003).
mohou mit za nasledek tvorbu ROS, a tim zvySeni oxidativniho stresu (Hunt et al. 1990;
Baynes 1991). Bunky reaguji na okolni zvySenou koncentraci glukézy odlisné. Zatimco
u nékterych je vytvofen ochranny mechanizmus, ktery snizuje pifi vys$si koncentraci vstup
glukozy do bunky (napf. ve svalu hyperglykémie snizuje transport glukédzy
zprostiedkovany transportéry GLUT4 ,,regulovanymi dola*), jiné buiiky nejsou chranény,
tudiz u nich dochézi k transportu glukézy podle koncentracniho spadu (Kaiser et al.
1993). K témto bunkam patii 1 endotelie, u nichz glukézovy transportér GLUT1
nepodléha pii hyperglykémii regulaci dolu (tzv. down-regulaci), ktera by pak snizila
vstup glukézy do bunky. ZvySena intracelularni koncentrace glukdézy podminuje

vystupnovanou glykolyzu, kdy je nasledn¢ zpracovan pyruvat v citratovém cyklu. Tim je
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zvyseno mnozstvi elektrontl pro dychaci fetézec v mitochondriich, ktery zahrnuje ctyfi
proteiny (I, 11, 1, 1V), cytochromoxidazu a komplex Q. Pii hyperglykémii ale pfenasece
elektront FADH, a NADH dodévaji do fetézce takové mnozstvi elektronli, Ze gradient
napéti na membrané mitochondrie dosahne kritické hodnoty a komplex 111 je zablokovan.
Elektrony z komplexu Q pak alternativné zptsobuji tvorbu superoxidového radikalu
z molekularniho kysliku. Zvysena tvorba superoxidového radikalu predstavuje nebezpeci
pro normalni béh reakci uvniti bunky, vcetné poruchy DNA, jejiz mutace jsou
opravovany repara¢nimi enzymy. V bunééném jadfe takto piisobi enzym polymeraza
ADP-ribozy (PARP), jejiz tikkolem je reparovat DNA. Vlivem superoxidového radikalu je
aktivovana polymeraza ADP-ribdzy, ktera inhibuje glyceraldehydfosfatdehydrogenazu,
kli¢ovy enzym glykolyzy. Touto inhibici je v8ak blokovana pfeména glukozy na pyruvat,
¢imz jsou substraty lokalizované mezi glyceraldehydfosfitem a gluk6zou kumulovany.
K alternativnimu zpracovani takto nakumulovanych substrati v organizmu dochazi
ve Ctyfech drahach, které jsou vsak patogenetickymi mechanizmy rozvoje komplikaci
diabetu. Mezi tyto mechanizmy patii autooxidativni glykosylace (neenzymova glykace),

polyolova cesta, hexozaminova cesta a aktivace proteinkinazy C (Skrha 2009).

T Glulkdza = | Polyolova cesta |

.

T Glukdza-6-P

7

Fruktoza-6-P = Hexosaminova cesta
l P Alktivace proteinkinazy C
T Glyceraldehyd-3-P — (PKC)
T

NAD' - Neenzymovi glykace

T GADPFH =—— TPARP (AGE)
NADH = 1‘
1,3-Difosfoglycerat 2

Obr. 1: Schématické znazornéni cest patogeneze chronickych komplikaci diabetes mellitus.
Vyznacené jsou jednotlivé meziprodukty glykolyzy a vlivy blokce piemény glyceraldehyd-3-fosfatu
superoxidovym  radikalem. GADPH —  glyceraldehyd-3-fosfitdehydrogenaza, NAD® —
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovana forma), NADH - nikotinamidadenindinukleotid
(redukovana forma), O,.” — kyslikovy radikal, PARP — polymerdza ADP-ribozy (Skrha 2009).
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1.2.1.1 Autooxidativni glykosylace

Jednou z cest spusténych vlivem hyperglykémie je autooxidativni glykosylace,
proces bez katalytického plisobeni enzymd, ktery je iniciovan oxidaci glukézy na vice
reaktivni dikarbonylovy cukr, ktery poté muiize reagovat s proteinem. Pii této reakci
nejprve vznika labilni, snadno disociovatelna Schiffova baze, ktera pfesmykuje na stabilni
ketoamin, tzv. Amadoriho produkt (Nessar 2005). Redukované kyslikaté produkty
vytvofené v téchto reakcich také zahrnuji superoxidovy anion, vodikovy radikal a peroxid
vodiku. Tyto ¢astice mohou béhem glykosylacnich reakci v pfitomnosti kovovych iontil

zpusobit fragmentaci proteint ¢i oxidaci lipidt (Hunt et al. 1990; Baynes 1991).

1.2.1.2 Polyolova cesta

Vlivem hyperglykémie dochézi ve tkanich, které nejsou zavislé na inzulinu (ledviny,
nervy, cévy a sitnice), k aktivaci polyolové neboli sorbitolové cesty. Limitujicim
enzymem je aldozo-reduktaza, jejiz ucinkem je za ucasti NADPH glukéza redukovana
na sorbitol. Sorbitol je nésledn¢ metabolizovan na fruktézu uclinkem sorbitol-
dehydrogenazy, jejiz kofaktorem je NAD". Pro své silné hydrofilni vlastnosti sorbitol
nemiize difundovat bunéénou membranou ven z buiiky, ¢imz dochézi k jeho intracelularni
akumulaci s osmoticky aktivnim u¢inkem (Gabbay 1973). Vyuziti NAD" sorbitol-
dehydrogenazou vede k zvy$eni poméru NADH/NAD®, coZ je oznaovano terminem
pseudohypoxie a vede k aktivaci patologickych metabolickych a signalizacnich drah

(Williamson et al. 1993).

1.2.1.3 Hexozaminova cesta

Aktivace hexozaminové cesty patii mezi dalsi patologické mechanizmy, které se
uplatnuji pfi rozvoji inzulinové rezistence a diabetickych vaskularnich komplikaci
(Ziyadeh et al. 1994). Metabolicka draha zahrnuje pteménu glukézy na glukdza-6- fosfat
za UCasti enzymu hexokiniza, ktery je nasledné v procesu glykolyzy preménén
na fruktéza-6-fosfat.  Fruktéza-6-fosfat je nasledn€é enzymaticky pfeménén
na glukozamin-6-fosfat, ktery slouzi jako substrat pro syntézu mnoha latek, jejichz
akumulace vede k aktivaci protein kinazy C (PKC) (Marshall et al. 1991).

1.2.1.4 Aktivace protein kinazy C
Bylo prokazano, ze aktivace protein kindzy C a zvySené hladiny diacylglycerolu

(DAG) maji vliv na rozvoj komplikaci pii hyperglykémii. Aktivovana protein kinaza C
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ovlivituje enzymatickou aktivitu fosfolipAzy A, Na'/K® ATPazy a genovou expresi
komponent extraceluldrni matrix a kontraktilnich proteind, z ¢ehoz vyplyvaji patologické
zmény souvisejici se zvySenou hladiny glukézy. Patologické zmény souvisi s krevnim
tlakem v cévach, kontraktilitou, permeabilitou a proliferaci bazalni membrany.
Hyperglykémie je tedy asociovana se zvySenou aktivaci raznych izoforem PKC, zejména
izoformou B. Izoforma PKC-B je predominantné aktivovana ve vSech vaskularnich

tkanich a zodpovida tedy za cévni poSkozeni (Ishii et al. 1998).

1.2.2  Patologické u¢inky ROS

Nadmérné produkované mnozstvi ROS mé na bunéné membrany a bunécné
komponenty Skodlivé u€inky. Dusledkem je celd fada poruch v organismu, které se
projevuji napt. lipidovou peroxidaci a jejimi Skodlivymi produkty nebo poskozenim

proteinti a dokonce i genetické informace (Masopust 2005).

1.2.2.1 Lipidova peroxidace

Jedna se o proces oxida¢ni degradace lipidd, kdy volné radikaly odebiraji elektrony
molekulam lipidd v bunéénych membranach, coz vede k poSkozeni bunék. Proces probiha
mechanizmem fetézové reakce volnych radikalti a nejcastéji postihuje polynenasycené
mastné kyseliny, nebot’ obsahuji vétsi pocet dvojnych vazeb, mezi nimiz se nachazeji
methylenové skupiny -CHy- s reaktivnimi vodiky. Nejcastéji se jedna o kyselinu
linolovou (18:2), linolenovou (18:3), arachidonovou (20:4) nebo dokosahexaenovou
(22:6). Dvojna vazba oslabuje vazbu mezi uhlikem a vodikem methylenové skupiny
a proto mize dojit k odtrZzeni vodikového atomu z methylenové skupiny volnym
radikalem (Durackova 1998).

Stejné jako vSechny radikédlové reakce, i tato reakce zahrnuje tfi hlavni kroky:
iniciace, propagace a terminace. Pfi iniciaci je tvofen vlivem ROS radikal mastné
kyseliny (napt. hydroxylové radikdly reaguji s atomem vodiku a vytvaii tak radikal
mastné kyseliny a molekulu vody). Radikdl mastné kyseliny je vSak nestabilni Castice,
tudiZ nasledné reaguje s molekularnim kyslikem, ¢imZ je vytvofen peroxylovy radikal
mastné kyseliny. Tento radikal je také nestabilni a reaguje s dal§imi molekulami mastné
kyseliny, a vytvofeny jsou jiny kysely radikal a lipidovy peroxid. Reakce je ukoncena
v okamziku, kdy dva radikaly pfi reakci vytvofi neutralni molekulu. Koncentrace dvou
radikala tedy musi byt dostate¢né vysoka na to, aby mohly mezi sebou reagovat

(Durackova 1998).
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Kromé¢ toho, ze jsou produkty této reakce nezddouci, mohou byt navic mutagenni
a karcinogenni — napt. hlavni produkt lipidové peroxidace malondialdehyd (MDA) muze
reagovat s deoxyadenosinem a deoxyguanosinem v DNA, ¢imz vznikaji DNA addukty
(Marnett 1999). Na obrazku (obr. 2) je znazornén mechanizmus peroxidace lipida a vznik
MDA.

Pokud neni lipidova peroxidace dostate¢né rychle ukoncena, muize zpuUsobit
poskozeni bunécné membrany, jejiz hlavni slozkou jsou pravé lipidy. ZvysSena hladina
oxidantd ma velmi skodlivé G¢inky a muze vést az k bunééné smrti. Pokud volné radikaly
nejsou odstranovany, poSkozuji lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. Problémy mohou
vSak vyvstat i v opacné situaci, tedy pii snizeni hladiny ROS, kdy miZe byt naruSena
fyziologicka role oxidantl pii bunééné proliferaci nebo pii obrané organismu (Finkel &
Holbrook 2000).

V  zivych organizmech existuji rizné molekuly, které urychluji terminaci
zachycovanim volnych radikald a chrani tak bunéfnou membranu. Takové latky
nazyvame antioxidanty, mezi néZ patii napt. vitamin E, C, A, glutathion nebo stopové
prvky jako méd’, zinek, selen a mangan, které jsou soucasti struktury enzymu
produkovanych v organizmu (Masella et al. 2005). Problematice antioxida¢nich enzymu

se budu vénovat jiné kapitole.
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Obr. 2: Mechanizmus lipidové peroxidace. Zvyraznén je malondialdehyd, ktery vznika jako
konecny produkt lipidové peroxidace spolu s 4-hydroxynonenalem. MDA — malondialdehyd, 4-HNE —
4-hydroxynonenal. (Stipek et al. 2000).

1.2.2.2 Poskozeni DNA

Reaktivni kyslikové formy (resp. volné radikaly) mohou vyrazné¢ poSkodit DNA
a RNA, napf. reakci hydroxylového radikalu s DNA wvznikaji rizné produkty
se zmeénénou strukturou a poruSenymi vazbami. Tim dochazi ke S§t€peni fetézce DNA
a modifikaci bazi. Vysledkem je naptiklad mutace zpiisobena Spatnym parovanim bazi.

Jedna se naptiklad o zaménu parit AT za GC a naopak (Smardova 2011).
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1.2.3 Malondialdehyd

Malondialdehyd (MDA) je hlavnim biomarkerem oxidativniho poskozeni
biomembran (Nielsen et al. 1997) a v organizmu se za fyziologickych podminek (pH 7)
vyskytuje ve formé enolatového aniontu. Pfi pH nizsi nez hodnota 4,5 se vyskytuje spise
ve formé vysoce reaktivniho B-hydroxyakroleinu (Esterbauer et al. 1991).

Spole¢né s 4-hydroxynonenalem jsou uvoliiovany v prubéhu $tépeni uhlikového
tetézce lipidovych hydroperoxidi. Tyto latky potom mohou meénit fluiditu membran
a zvysovat jejich propustnost pro ionty. V dasledku toho mohou zpusobit Iyzu bunék
nebo snizit membranovy potencial. Vazi se pifes aminovou nebo thiolovou skupinu na
proteiny a nukleové kyseliny, ¢imz dochazi k vytvotfeni vazby mezi aminokyselinami
proteinti a aldehydovymi produkty peroxidace lipidd, coz zapfiCiiiuje snizeni mobility
membranovych proteint. Po navazani MDA na proteiny dochazi k jejich agregaci, a takto
modifikované proteiny jsou citlivéjsi k proteolytické degradaci (Grotto et al. 2009). Proto
se malondialdehyd naléza ve tkanich pfedevsim jako vazany a ve volné formé jen
v malém mnozstvi. Z klinického hlediska je nejdilezitéjsi stanoveni celkového

malondialdehydu (Esterbauer et al. 1991).

Enzymy
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Peroxidace lipida

Obr. 3: PoSkozeni buiiky reaktivnimi Kkyslikovymi formami (ROS). SER — hladké
endoplazmatické retikulum, RER — drsné endoplazmatické retikulum. Pti ataku ROS dochazi v bufice

k mnoha poskozenim (bunéénych komponent a DNA) a spusténi peroxidace lipidd (Cheeseman &
Slater 1993).
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1.2.4  Obrana organizmu proti ROS

Organizmus si proti ROS vyvinul obranny antioxida¢ni systém, ktery zahrnuje
enzymaticky a neenzymaticky zpusob obrany. Prvni skupinu antioxidantd tvofi vitamin
A, vitamin C, vitamin E, glutathion, koenzym Q10, kyselina a-lipoova a karotenoidy.
Ve vodé rozpustny vitamin C a Vv tucich rozpustné vitaminy E a A spolu tvofi antioxidacni
systém, jez je piimo schopen z organizmu ROS odstraniovat, z nichz jako prvni se
antioxida¢ni odpovédi proti lipidové peroxidaci ucastni vitamin C (Frei et al. 1990).

Druhou skupinu antioxidantli tvoii intracelularni a extracelularni enzymy jako jsou
superoxiddismutazy, katalaza, glutathionperoxiddza a glutathion-S-tranferazy. Tyto
enzymy reprezentuji obranny systém fungujici proti posSkozeni zplisobenému oxidativnim
stresem (Mates et al. 1999; Fang et al. 2002) a jejich ukolem je svym pisobenim ROS
odstranit. Reguluji mnozstvi radikalt, ¢imz udrzuji homeostazu a chrani bunééné

membrany a komponenty cytozolu proti poskozeni volnymi radikaly (Stipek et al. 2000).

1.2.4.1 Superoxiddismutazy a jejich funkce

Superoxidovy radikal vznikd z molekuly kysliku pfijetim jednoho elektronu. Tato
reakce je vétsinou zprosttedkovana enzymatickymi komplexy jako jsou NADH oxidaza,
NADPH oxidaza nebo xantinoxidaza. Muze byt ale zprostiedkovana i neenzymaticky
Vv dychacim fetézci. V organizmu se zneSkodnéni superoxidového radikélu ucastni
enzymy  superoxiddismutdzy (SOD). Vlivem obranné funkce cytozolické
a mitochondrialni SOD (v aktivnim centru jsou navdzdny atomy manganu) Superoxidovy
radikal podléha tzv. dismutaci, pfiCemz je soucasné¢ oxidovan a redukovan, a jako
produkty vznikaji peroxid vodiku a molekula kysliku. Tuto reakci popisuje rovnice:

20,7+ 2H" — H,0, + O,
Peroxid vodiku je slabym oxidantem a relativné stabilni &astici (Stipek 2000; Racek
2003).

1.2.4.2 Glutathionperoxidaza a katalaza a jejich funkce

Peroxid vodiku muze byt, na rozdil od superoxidového radikalu, rychle rozptylen
pfes bunééné membrany, a V pfitomnosti ionti prechodnych kovii (Fe2+, Cu®) muze
podléhat redukci, ¢imz muze vzniknout extrémné reaktivni hydroxylovy radikal. Tuto
reakci znazoriuje rovnice:

Fe®* + H,0;, — Fe** + OH + OH’

21



Hydroxylovy radikal je silnym oxida¢nim ¢inidlem a je schopen reagovat S nenasycenymi
mastnymi kyselinami, aminokyselinami nebo bazemi nukleovych kyselin (Stipek 2000;
Racek 2003).

Existuji vSak dva enzymové systémy, které mohou negativni vlivy peroxidu vodiku
eliminovat — a to glutathionperoxidazy pfitomné v cytozolu a mitochondriich a katalazy
pfitomné v peroxizomech mnoha tkani. Zatimco glutathionperoxiddzy hraji hlavni roli
V odstranéni peroxidu vodiku, ktery vznikd vlivem plsobeni superoxiddismutdz
(glutathion GSH je oxidovan na GSSG) (Johansen et al. 2005; Fisher et al. 2006),
kataldzy katalyzuji odstranovani peroxidu vodiku v pfipad¢ jeho vysoké koncentrace
(Yung et al. 2006). Tyto déje jsou popisovany nasledujicimi rovnicemi:

2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,0

2H,0, — H,0 + O,
Dychaci Fetézec
P450 monooxygendza
Cyklooxygenidza
\  OH + OH-
+7
NAD(P)H oxidaza _ Superoxiddismutaza Katalaza
lCl'2 - 0, - H,0, - H.O
Xantinoxidaza < GSH peroxidaza =

7N

Hypoxantin Xantin
(Xantin)  (Kyselina mocovi)

Obr. 4: Preména kysliku na vodu se vznikem ROS. Vlivem pfemény kysliku za ucasti enzymi
NAD(P)H oxidazy, superoxiddismutazy, katalazy a glutathionperoxidazy vznikaji reaktivni kyslikové
formy jako superoxidovy radikal, peroxid vodiku a hydroxylovy radikal. Jako vedlej$i produkty reakce
vznikaji za uéasti enzymu xantinoxidaza hypoxantin a xantin. Z xantinu dale vznika kyselina mo¢ova.
(Droge 2002; Taverne et al. 2013).

1.2.4.3 Glutathion-S-transferazy a jejich funkce

Ukolem GST je katalyzovat nukleofilni atak glutathionem, jenz vznika &innosti
gamma-glutamylcystein-syntetazy a glutathionsyntazy, na elektrofilni atom uhliku, siry
nebo dusiku na molekuldch nepolarnich cizorodych latek. Tim brani tomu, aby vySe
zminéné latky poSkozovaly spravnou funkci bunécnych proteini nebo nukleovych

kyselin, na které mohou byt vazany. GST se vSak stavaji nefunkénimi bez stalého piisunu
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redukovaného glutathionu a ptenasect, které odstranuji jiz konjugované latky z bunky

ven (Hayes et al. 2005; Josephy 2010).

1.2.5 Sledovani hladiny oxidativniho stresu

Hladina oxidativniho stresu byva sledovana v souvislosti s akutnimi i chronickymi
patologickymi procesy v organizmu, jez doprovazeji diabetes mellitus. Klinickym
projevem oxida¢niho stresu a jeho sekundarnich produkti muze byt vznik aterosklerozy,
ledvinovych a kardiovaskuldrnich onemocnéni, rakovinného bujeni, zanétlivych procest
&i projevtl starnuti (Durackova et al. 1999; Kand'ar et al. 2002).

Vlivem piisobeni ROS a exogennich toxinii vznikaji v regula¢nich genech mutace
a polymorfizmy, jejichz disledkem je nestabilita DNA a chyby v replikaci DNA.
Ke vzniku mutaci a poSkozeni DNA piispiva produkt lipidové peroxidace,
malondialdehyd, ktery reaguje s nukleovymi kyselinami za fyziologického pH. Produkty
této reakce jsou deoxyguanosin, deoxyadenosin a deoxycytidin (Grotto et al. 2009).

Volné radikaly maji velmi kratky polocas eliminace, proto se k popisovani
oxida¢niho stresu vyuziva stanoveni produktd, které vznikaji jejich reakcemi. Jako
indikatory oxidativniho stresu jsou tedy vyuzivany produkty lipidové peroxidace,
malondialdehyd nebo 4-hydroxynonenal. Mohou byt ale také vyuzity i jiné karbonylové
slouCeniny, jako jsou formaldehyd, acetaldehyd ¢i aceton. Lze také meéfit aktivitu jiz
zminénych enzymi, které se v organizmu ucastni odstraiovani ROS. DalSimi moZznymi
indikétory oxidativniho stresu jsou také nekteré antioxidanty, napi. vitamin C, vitamin E,
glutathion, koenzym Q10, kyselina mo&ova, a-tokoferol &i B-karoten (Stipek et al. 2000).

V dusledku glykace proteint nebo autooxidace glukozy, tudiz hyperglykémie, mtze
byt zvysena produkce volnych radikalt, a tedy i malondialdehydu. Bylo prokazano, Ze
v erytrocytech diabetikll byvaji pfitomny zvysené hladiny malondialdehydu — u pacientt s
DM byla pozorovana vyssi hladina v plazmé nez u zdravych jedinct (Su et al. 2008;
Grotto et al. 2009; Manohar et al. 2013).

Bylo také prokazano, ze diabetici, jez zaroven trpi kardiovaskularnim onemocnénim,
vykazovali jesté vyssi hladiny MDA nez pacienti S DM bez doprovodnych komplikaci.
Toto je dikazem, Ze i kardiovaskularni choroby souviseji s peroxidaci lipida a tvorbou

volnych radikalt (Kesavalu et al. 2001).
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1.3 Genetika oxidativniho stresu

Geny, jez mohou byt zodpovédné =za oxidativni stres, koduji enzymy
superoxiddismutazy, glutation-S-transferazy, glutathionperoxidazu a katalazu, a vykazuji
polymorfni charakter. Ve schématech jednotlivych genli jsou znazornény pouzi ndmi

studované polymorfizmy.

1.3.1  Superoxiddismutazy a jejich polymorfizmy

U lidi jsou exprimovany tii izoformy enzymu SOD, které jsou koédovany tfremi
riznymi geny. SODI je lokalizovana zejména V cytoplazmé (v aktivnim centru jsou
navazany atomy zinku a médi), SOD2 v mitochondriich (v aktivnim centru je navézan
atom manganu) a SOD3 je extracelularni (v aktivnim centru jsou navazany atomy zinku
a médi). SOD1 predstavuje cca 85 % celkové bunééné SOD aktivity u savci a u ¢lovéka
je nejvice aktivni v ledvinach (Marklund 1984). V piedkladané diplomové praci jsme se

zaméfili na polymorfzmy gentt SOD1 a SOD3.

1.3.1.1 Polymorfizmus SOD1

Gen SODL1 o velikosti 9310 bp je lokalizovan na chromozomu 21 v pozici 21922.1.
Je tvofen péti exony (s UTR oblastmi v exonu 1 a 5) a étyfmi introny. 5 UTR oblast
(v rozmezi 500 bp) zahrnuje vazebna mista transkripéniho faktoru a regulujici oblasti
genu. Z nejvyznamngjSich polymorfizmii byly popsany rs 2070424, rs 1041740,
rs 1788180, rs 2234694 a rs 17880135. Tyto polymorfizmy se mohou vyznamné
uplatnovat v patogenezi a rozvoji komplikaci diabetes mellitus a dalSich onemocnéni.
Mohammedi a spolupracovnici ve své studii popsali polymorfizmy rs 1041740 (substituce
C/T vintronu mezi exonem 4 a exonem 5) a rs 17880135 (substituce G/T v 3° UTR
oblasti genu), které jsou asociovany srozvojem diabetické nefropatie u pacienti
s diabetes mellitus 1. typu. V piipadé rs 1041740 je za zvySené riziko diabetické
nefropatie zodpovédny genotyp TT, v ptipadé rs 17880135 genotyp GG (Mohammedi et
al. 2011). Dalsi tfi studie se zaméfily na asociaci diabetickych komplikaci
s polymorfizmem rs 2234694 (substituce A/C v intronu mezi exonem 3 a exonem 4)
a asociace byla potvrzena s diabetickou nefropatii (Flekac et al. 2008, Al-Kateb et al.
2008; Panduru et al. 2010). U polymorfizmu rs 1788180 v intronu 1 (substituce C/T) byla
rovnéz prokazana asociace se zvySenym rizikem nefropatie u pacientti s T1D (Al-Kateb et

al. 2008; Panduru et al. 2010).
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Polymorfizmus rs 2070424 (substice A/G v intronu mezi exonem 3 a exonem 4)

bude dale popsan v diskuzi.

> VIR - - - - | ¥ UIR

Exon 1 Exon 2 Exon 3 I Exon 4 Exon 3

15 2070424

Obr. 5 : Schématické znazornéni uspoiadani genu SOD1 se zkoumanym polymorfizmem

Lidsky gen SODL1 je tvofen celkem 5 exony, z nichz exon 1 se nachazi v 5 UTR oblasti a exon 5
v 3° UTR oblasti. Polymorfizmus rs 2070424 odpovida substituci A/G v intronu mezi exonem 3
aexonem 4.

1.3.1.2 Polymorfizmus SOD3
Gen SOD3 o velikosti 10934 bp je lokalizovan na chromozomu 4 v pozici 4p15.2

a zahrnuje dva exony (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6649). Predpokladad se mozna
asociace genu s diabetickou polyneuropatii u pacient diabetes mellitus 1. typu (Zotova et
al. 2003). N¢kolik studii se zaméfilo na razné polymorfizmy genu SOD3 v souvislosti
s diabetes mellitus a jeho komplikacemi (rs 1799895 a rs 8192288). V ptipad¢ rs 1799895
se jedna o substituci C/G v exonu 2, u rs 8192288 se jedna o substituci G/T v oblasti
promotoru. Ani u jednoho polymorfizmu vsak nebyla prokazana souvislost s diabetes
mellitus a komplikacemi (Campo et al. 2005, Siedlinski et al. 2009). Mohammedi
a spolupracovnici zkoumali polymorfizmus rs 2284659 — jedna se o substituci G/T
v oblasti promotoru genu. Vysledky jejich studie naznacuji, Ze alela G asociovana s nizsi
aktivitou enzymu a se zvySenym rizikem kardiovaskuldrnich chorob u diabetikl

(Mohammedi et al. 2015).

R e PV
Promotor I Exzon 1 Exon 2
s 8192287

Obr. 6 : Schématické znazornéni uspoiadani genu SOD3 se zkoumanym polymorfizmem
Lidsky gen SOD3 je tvofen celkem dvéma exony, z nichZ exon 1 se nachazi v 5 UTR oblasti
genu. Polymorfizmus rs 8192287 odpovida substituci G/T a nachazi se v promotorové oblasti
genu.
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1.3.2  Glutathionperoxidaza a jeji polymorfizmy

V lidském organizmu je exprimovano pét rtznych izoforem enzymu GPX (1-5),
které se nachazi v erytrocytech, ledvinach a jatrech, cytozolu, plazmé i extracelularné
(Roxbourgh et al. 1999; Whitin et al. 1998; Zotova et al. 2004). Pozornost jsme zaméili
na gen GPX1 kodujici enzym GPX1.

Gen GPX1 o velikosti 1425 bp je lokalizovan na chromosomu 3 v pozici 3p21.3. Je
tvofen dvéma exony a intronem. LOKUSYy genu jsou asociovany se ztratou heterozygozity,
kterd zahrnuje deleci chromozomalni oblasti jednoho ze dvou autozomu, coz vede
k detekci jen jedné alelické varianty heterozygotnich jedinci. Katalyticka aktivita enzymu
GPX1 u heterozygotu je vSak vyssi nez u homozygoti (Ishida et al. 1987). Jako
nejvyznamnéjsi se jevi polymorfizmy rs 1050450 a rs 1800668. Vyznam polymorfizmu
rs 1800668 bude popsan v diskuzi.

U polymorfizmu rs 1050450 se jedna o jednonukleotidovou substituci v pozici 593
vgenu (3° UTR oblast exonu 2), kdy je cytosin nahrazen thyminem (tranzice C/T)
v kodonu v pozici 197 (Leul97Leu) (Forsberg et al. 1999). Varianta Leu je asociovana se
40% redukeci aktivity enzymu GPX1 a zvysenou nachylnosti k rakovinnému bujeni (Chen
et al. 2011; Liwei et al. 2012). Byla prokazana i asociace polymorfizmu Prol97Leu
s vyskytem kardiovaskularcnich chorob u pacientt s diabetes mellitus 2. typu (Hamanishi
et al. 2004, Nemoto et al. 2007). Naproti tomu Harris a spolupracovnici neprokazali
zadnou asociaci s diabetes mellitus, ani s jeho komplikacemi (Harris et al. 2007).

SR 1"

Exon 1 I Exon2

rs 1800668

Obr. 7: : Schématické zndzornéni usporadani genu GPX1 se zkoumanym polymorfizmem
Lidsky gen GPX1 je tvofen celkem dvéma exony, z nichz exon 1 se nachazi v 5" UTR oblasti.
Polymorfizmus rs 1800668 odpovida substituci G/A a nachazi se v exonu 1.

1.3.3  Katalaza a jeji polymorfizmy

Gen CAT o velikosti 33138 bp je lokalizovan na chromozomu 11 v pozici 11p13

a zahrnuje 13 exontl.
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V souvislosti s onemocnénim diabetes mellitus bylo vysetfovano nékolik
polymorfizmti genu CAT, a to tranzice -262C/T v promotoru (rs 1001179), tranzice
389T/C v exonu 1 (rs 1049982), transverze -21A/T v 5° UTR oblasti genu (rs 7943316) a
tranzice 11C/T v exonu 9. Vztah k diabetes mellitus byl prokazan pouze u polymorfizmu
-262C/T (Pask et al. 2006; Flekac et al. 2008; Panduru et al. 2010; Goéth et al. 2012).

U polymorfizmu rs 1001179 byla prokazana asociace s diabetes mellitus, blize o
ném vsak bude pojednano v diskuzi.

S*UIR IFUIR
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Obr. 8: : Schématické znazornéni usporadani genu CAT se zkoumanym polymorfizmem
Lidsky gen CAT je tvoien celkem 13 exony. Polymorfizmus rs 1001179 odpovida substituci C/T
a nachazi se v promotorové oblasti genu. P: promotorova oblast genu, E1-E13: jednotlivé exony.

1.3.4  Glutathion-S-transferazy a jejich polymorfizmy

Glutathion-S-transferazy (GST) jsou enzymy ucastnici se druhé faze metabolické
detoxikace. Jejich zastupci vykazuji odlisnosti v sekvenci aminokyselin a velké mnozstvi
sekvenci GST ve vefejnych databazich ma stale neznamou funkci (Atkinson & Babbitt
2009). Na zaklad¢ proteinové sekvence a struktury jsou GST rozdélovany do tfi
tiid — cytozolické, mitochondrialni a mikrozomalni (Udomsinprasert et al. 2005; Allocati
et al.2009). V této praci se zam&im na cytozolické GST, které jsou dle struktury
u ¢loveka rozdéleny do osmi tid: alfa o (GSTA), zeta t (GSTZ), kappa k (GSTK), theta 6
(GSTT), mu p (GSTM), pi n (GSTP), sigma o (GSTS) a omega ® (GSTO) (Josephy
2010; Oakley 2011).

Genova exprese enzymu GST zavisi na jednotlivych polymorfizmech. Jednotlivé
varianty enzymi reguluji odstranéni toxickych meziproduktit DNA a mohou byt
zodpoveédné i za nachylnost k oxidativnimu stresu a poruse -bunék pankreatu (Yildirim
et al. 2005). N¢které polymorfizmy GST (rs 1138272, rs1695, GSTT null, GSTM null)
maji vliv na vznik astmatu, aterosklerozy, alergie ¢i dalSich zanétlivych onemocnéni

(Hayes et al. 2005).
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U gent GSTM1, GSTT1 a GSTP1l bylo zjisténo, ze vykazuji polymorfizmy
naptic celkovou populaci, pficemz nejCastéjsi se vysktuji v genech GSTM1 a GSTT1

(Hayes et al. 2005).

1.3.4.1 Polymorfizmy GSTP1

Gen GSTP1 o velikosti 3066 bp je lokalizovan na chromozomu 11 v pozici 11913
a je tvofen sedmi exony a Sesti introny (Board et al. 1989; Morrow et al. 1989; Xu et al.
2014). NejvyznamnéjSimi polymorfizmy jsou rs 1695 v kodonu 105 (substituce lle/Val)
a rs 1799811 v kodonu 114 (substituce Ala/Val) se signifikantni odli$nosti v katalytické
aktivité¢ enzymu (Ali-Osman et al. 1997).

Byly popsany &étyfi rizné varianty genu GSTP1 — GSTP1*A (wild type), GSTP1*B,
GSTP1*C a GSTP*D. Varianta GSTP1*A ptedstavuje zaménu Ala/Val na kodonu 114
(rs 1138272) a je asociovana s multifaktorialnimi onemocnénimi, jako jsou astma
a alergie (Carlsten et al. 2011).

Varianta GSTP1*B je substitu¢nim polymorfizmem (zaména C/T na nukleotidu
341), kdy v kodonu 114 exonu 6 dochazi k zamén¢ Ala/Val (Hayes et al. 2005; Mcllwain
et al. 2006).

Varianta GSTP1*C piedstavuje jednonukleotidovou zaménu na kodonu 114,
Dochézi vsak k synonymni substituci, pii které je zachovana aminokyselina (Val), tudiz
katalyticka aktivita enzymu se neméni (Hayes et al. 2005; Mcllwain et al. 2006). Dle
vysledku studie Jiao et al. ma tato varianta protektivni charakter vic¢i rakoviné slinivky
(Jiao et al. 2007).

Varianta GSTP1*D (rs 1695) ptedstavuje substituci A/G na nukleotidu 313 v exonu
5 (dochazi k zamén¢ v kodonu 105 z ATC (lle) do GTC (Val). Tento kodon je soucasti
aktivniho centra enzymu a substituce aminokyseliny zpusobuje pokles substratove-
specifické katalytické aktivitu enzymu. Varianta GSTP1*D, tedy miZze byt rizikovym
faktorem a indikatorem rozvoje mnoha onemocnéni (Hayes et al. 2005; Mcllwain et al.
2006).
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Obr. 9: : Schématické znazornéni usporadani genu GSTP1 se zkoumanym polymorfizmem
Lidsky gen GSTP1 je tvofen celkem sedmi exony a Sesti introny. Polymorfizmus rs 1695 odpovida
substituci A/G v exonu 5.

1.3.4.2 Polymorfizmy GSTM1

Geny GSTM o velikosti 21244 bp se nachazi na chromozomu 1p13.3 a tvofi pét tiid
(GSTM1-5) (Ross et al. 1993). Tato diplomova prace je zaméfena na polymorfizmus
GSTML, proto nebudou polymorfizmy ostatnich gentt GSTM popsany.

V genu GSTML1 byly analyzovany polymorfizmy GSTM1*0, GSTM1*A, GSTM1*B
a GSTM1-1x2 (Wu et al. 2013).

V piipadé GSTM1*0 se jedna o tzv. null polymorfizmus, tedy homozygotni deleci,
kdy neni exprimovan zadny protein, coz vede k absenci jeho aktivity. Frekvence tohoto
polymorfizmu se pohybuje mezi 45-50 % v celkové populaci (Capoluongo et al. 2006).
Bylo prokazano, ze null polymorfizmus je asociovan s rostoucim poctem pacientl
srakovinou Vv dasledku zvySené nachylnosti ke karcinogenim vznikajicich pfi
oxidativnim stresu (Filippova et al. 2012).

GSTM1*A a GSTM1*B polymorfizmy jsou tzv. wild type genotypy — lisi se v jedné
bazi vexonu 7, jedna se o substituci C/G na pozici 534 vedouci k zaméné Lys/Asn
(Widersten et al. 1991). Katalytické u¢innosti enzymti kodovanych témito alelami jsou si
ale podobné (Capoluongo et al. 2006).

Polymorfizmus GSTM1*1x2 byl popsan pouze u arabské populace. Tento
polymorfizmus vznikl vlivem duplikace genu a zodpovidd za zvySenou expresi genu,

a tudiz zvySenou aktivitu enzymu (Wu et al. 2013).
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Obr. 10: : Schématické znazornéni uspoiadani genu GSTML1 se zkoumanym polymorfizmem
Lidsky gen GSTM1 je tvoien celkem osmi exony. Polymorfizmus rs 375176458 odpovida deleci
-IC v intronu mezi exonem 3 a exonem 4.

1.3.4.3 Polymorfizmy GSTT1

Geny GSTT jsou lokalizovany na chromozomu 22 v pozici 22911.23 a jsou
rozdéleny do dvou podtiid (GSTT1 a GSTT2), které sdileji 55 % aminokyselinové
sekvence a jsou od sebe vzdalené ptiblizné 50 kb (Pemble et al. 1994, Webb et al. 1996).
V diplomové praci jsme se zaméfili vSak na podtiidu 1, resp. gen GSTT1 o velikosti 8146
bp.

GSTT1 genotyp je tvofen dvéma variantami — GSTT1*1 a GSTT*0. V ptipadé
GSTT1*1 (wild type) se jedna o funkéni genotyp. V piipadé GSTT1*0 neboli null
polymorfizmu se jednd o homozygotni deleci, a tedy ztratu funkéni aktivity enzymu
(Hayes & Strange 2000). V disledku toho muze vést az ke vzniku mnoha malignich
nadord (Hayes et al. 2005; Cheng et al. 2012; Pan et al. 2012; Ruiz-Cosano et al. 2012).
Frekvence genotypu GSTT1*0 se pohybuje v pasmu 11-38 % celkové populace (Doney
et al. 2005; Wang et al. 2006).
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Obr. 11: : Schématické znazornéni usporadani genu GSTT1 se zkoumanym polymorfizmem
Lidsky gen GSTT1 obsahuje $est exontl. Polymorfizmus rs 777169989 odpovida deleci -/G v intronu
mezi exonem 1 a exonem 2.

Kromé¢ vysetieni samostatnych polymorfizmi gentit GST hraji vyznamnou roli
i asociacni studie mezi kombinacemi polymorfizmi GSTM1 a GSTT1. Bylo prokazéano, ze

GSTT1 a GSTM1 null polymorfizmy, at uz v kombinaci nebo samostatné, jsou
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asociovany se zvySenym rizikem rozvoje diabetes mellitus 2. typu. Pouze GSTML1 null
polymorfizmus ma pifimy ucinek na kontrolu glykémie (Amer et al. 2011). Yalin
a spolupracovnici se zaméfili na asociace polymorfizmt geni GSTM1 a GSTT1 (jejich
vzajemnych kombinaci) u zdravych jedinci a diabetickych pacienti s predikci
diabetickych komplikaci. Ackoliv pacienti méli vyssi frekvence null genotypt, nebyl
prokazan zadny statisticky vyznamny rozdil ve frekvencich genotypid mezi skupinami.
Vysledky ale poukazaly, Ze null genotypy mohou hrat roli v etiopatogenezi diabetes
mellitus a null polymorfizmus genu GSTM1 mize byt markerem predikce diabetu (Yalin
et al. 2007).
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2  Cile prace

Tato diplomova prace, realizovana na Ustavu obecné biologie a genetiky 3. 1ékatské
fakulty Univerzity Karlovy, je koncipovana jako asociacni studie zahrnujici vySetfeni
vybranych polymorfizmt gent oxidativniho stresu a vySetieni hladiny malondialdehydu
v krevni plazmé u osob postizenych diabetes mellitus a u zdravych kontrol. Cilem této
diplomové prace je zjistit, zda se vybrané polymorfizmy gentt GSTM1, GSTT1, GSTP1,
SOD1, SOD3, GPX1 a CAT vyskytuji s vyssi frekvenci ve skupiné diabetickych pacientl
nez u zdravych kontrol. DalSim vystupem prace jsou naméfeni hodnot koncentrace
malondialdehydu jakozto markeru oxidativniho stresu a zjisténi korelace mezi

studovanymi skupinami.

Cile prace

1. Genotypizovat vybrané polymorfizmy genti SOD1, SOD3, GSTM1, GSTT1, GSTP1,
GPX1 a CAT v souboru 40 pacientt s T1D, 40 pacienti s T2D a 45 zdravych jedinct.

2. Zmgéfit koncentraci malondialdehydu jakozto markeru oxidativiho stresu.

3. Analyzovat miru tvorby malondialdehydu v zéavislosti na vySe uvedenych

polymorfizmech mezi jednotlivymi skupinami.
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3  Material a metody
3.1 Pouzivany material

3.1.1  Pufry a roztoky
Vysolovaci metoda izolace DNA
RCLB (Red Cell Lysis Buffer): 320 mM sacharéza
1% (v/v) Triton X100
12 mM TRIS HCI, 5 mM MgCl; " 6 H,0O

WCLB (White Cell Lysis Buffer): 1220 mM EDTA pH=8
375 mM NaCl

Agarozova gelova elektroforéza

TBE pufr: 890 mM TRIS baze
890 mM kyselina borita
20 mM EDTA pH=8

Loading Dye 6x (Fermentas, Kanada): 0,25 % bromfenolova modft
0,25 % xylencylonova modf

30 % glycerol

3.1.2 Enzymy

Restrikéni enzymy

Alw261 (Thermo Scientific™, USA)
Msp | (Thermo Scientific™, USA)
Modifikacni enzymy

Proteindaza K 30 units/mg (Sigma Aldrich, USA)

Taq DNA polymeraza 500 U, 5U/ul (Fermentas, Kanada)

3.1.3 Komer¢ni soupravy a standardy

PCR reakéni kit (Fermentas, Kanada)
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Taq DNA polymeraza 500 U, SU/ul (Fermentas, Kanada)

dNTPs - dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100 mM) (Sigma Aldrich, USA)
10 x Taq pufr s (NH4)2SO4 (Fermentas, Kanada)
25 mM MgCl, (Fermentas, Kanada)

10 x Tango pufr

10 x Fast Digest pufr

(Thermo Scientific™, USA)
(Thermo Scientific™, USA)

TagMan Universal PCR Master Mix (LifeTechnologies, USA)
Marker pUC19 DNA/Mspl (Fermentas, Kanada)

3.1.4  Primery a sondy

Syntetické jednofetézcové oligonukleotidy slouZici jako primery pro PCR byly

dodany firmou KRD (CR) a Taq Man fluorescenéné znacené (VIC/FAM) genotypizaéni

sondy byly dodany firmou LifeTechnologies (USA). Obsahujici sekvence primera a sond

jsou zobrazeny v tabulkach (Tab. 2, Tab.3).

Tab. 2: Seznam primeri pouzitych p¥i polymerazové fetézcové reakci

Primer Sekvence (5°‘— 3°) Délka primeru  Tm (° C)
SOD1-F AGTACTGTCAACCACTAGCA 20 64
SOD1-R CCAGTGTGGGCCCAATGATG 20 64
GSTTI1-F TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 23 61
GSTT1-R  TCACCGGATCATGGCCAGCA 20 61
GSTM1-F CAAATTCTGGATTGTAGCAGATCATGC 27 59
GSTM1-R CACAGCTCCTGATTATGACAGAAGCC 26 59
GSTP1-F  ACCCCAGGGCTCTATGGGAA 20 59
GSTP1-R  TGAGGGCACAAGAAGCC 18 59

Tab. 3: Seznam sond pouZitych p¥i genotypizaci

Sonda

D Obsahujici sekvence (5‘— 3°) [VIC/FAM] Tm (° C)
SOD3 TGCGGCTAGTGCCAGCCACTGTGTT[G/T]TCACTG 60

C__ 2668725_10 GGCGAGTAATGATCTCATT

GPX1 CAGCGGAGCGCCCCGAACAAGCACTIG/A]ITAAGG 60
C__7912052_40 GGAGGCCAGCAGGCGCCTCC

CAT GGAGCCCCGCCCTGGGTTCGGCTATI[C/T]CCGGGC 60

C_ 11468118 10 ACCCCGGGCCGGCGGGGLG

34



3.1.5 Chemikalie

Agardza

CaClz (chlorid vapenaty)
CH3COOH (kyselina octova)
DNA zebticek 100 bp

EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova)
Ethanol (96%, 70%)

Ethanol absolutni (100%)
Etidium bromidTB

GelRed (interakalaé¢ni ¢inidlo)
HCI (kyselina chlorovodikova)
Marker pUC19 DNA/Msp |
MgCl2 (chlorid hotfe¢naty)
NaCl (chlorid sodny)

NaOH (hydroxid sodny)
Nanaseci pufr (6x konc.)

SDS (dodecylsulfat sodny)
Tris baze

Voda bez RNase, DNase

Pro stanoveni MDA byly pouZity tyto chemikalie:

1,1,3,3-tetrametoxypropan (99%)
(3-dimethyl-amino)-2-methyl-2-propenal (99%)
2,4-dinitrofenylhydrazin (DNPH) (99%),
Aceton

AcN (99 %)

Etanol

Hexan

Hydroxid sodny

Kyselina chlorista (70%)

Kyselina chlorovodikova (35%)
Kyselina sirova (96%)

(Serva, Némecko)
(Sigma Aldrich, USA)
(Lach-Ner, CR)

(Norgen Biotek, Kanada)

(Sigma Aldrich, USA)
(FNKV, CR)

(Sigma Aldrich, USA)
(Top-bio, CR)
(Biotium, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Fermentas, Kanada)
(Serva, Némecko)
(Serva, Némecko)
(Penta, CR)

(Takara, Japonsko)
(Sigma Aldrich, USA)
(Carl Roth, Némecko)
(Sigma Aldrich, USA)

(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Lachema, CR)
(LachNer, CR)
(LachNer, CR)
(LachNer, CR)
(LachNer, CR)
(Lachema, CR)
(Penta, CR)
(Lachema, CR)
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Veskeré pouzivané chemikalie a rozpoustédla dosahovaly analytického stupné
Cistoty a dle potfeby byly certifikovany certifikovanych pro elektroforézu nebo
molekularni biologii. Pro pfipravu vSech roztokli byla pouzita deionizovand voda

(Demiwa 3, Watek, CR).

3.1.6  PouZzivané pristrojové vybaveni

Autoklav Systec DE-23 (Systec, Némecko)
Digitalni vahy 40 SM - 200 A (Precisa, Svycarsko)
Hlubokomrazici box U410 (New Brunswick, UK)
Kombinovana ledni¢ka (Whirpool, USA)
LabCycler SensoQuest (Scholler, Némecko)
Laminarni box Aura Mini (BioAir, Italie)

Laminarni box CleanAir (Scholler, Némecko)
Mikrovinna trouba (Zanussi, Italie)
Minicentrifuga Z 100M (Hermle, Némecko)
Mraznicka zasuvkova (Whirlpool, USA)
Nanophotometr (Implen, Némecko)
Systém pro elektroforézu OWL Al (Thermo Scientific, USA)
Stolovy vortex (Scientific Industrie, USA)
ThermoCycler C1000 (Bio Rad, USA)

Zdroj napéti pro elektroforézu (Major Science, USA)

3.1.7  Pouzivané pocitacové programy

NanoPhotometr TM PVC software 5.2.2.2 (Implen, Némecko)
Kodak Molecular Imaging software 5.0. (Kodak, USA)
GraphPad Prism 6.00 (GraphPad Software, USA)

3.1.8  Soubor pacienti a zdravych jedincii

Zkoumany soubor jedinct (kavkazskad populace) zahrnuje 45 zdravych kontrol, 40
pacienti T1D a 40 pacienti T2D evidovanych ve Fakultni nemocnici Kralovské
Vinohrady. Pii zohlediiovani kritéria zdravého jedince jsme vychézeli z dotazovani se na
urovni osobni anamnézy. VSichni Gcastnici studie byli pfedem seznameni o jejich cilech
a pred vlastnim odbérem podepsali informovany souhlas. Experimenty byly schvéleny
etickou komisi 3. LF UK.
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Pocet jedincii a parametry jsou shrnuty do tabulky (Tab. 4). VSem jedincim bylo
odebrano 6 ml nesrazlivé krve. Z 1 ml krve byla separovana plazma za ucelem stanoveni

malondialdehydu a zbytek byl pouzit k izolaci DNA.

Tab. 4: Charakteristika a klinicka data zkoumaného souboru

Parametr T1D T2D ZK
Pocet jedinci 40 40 45
Pocet zen 22 18 30
Pocet muzi 18 22 15
Primémy vék (roky) 449 + 15,7 652=+11,5 36 £14,2
Veékovy rozptyl 3688 20-70 15-71
Pocet pacientti s nefropatii 5 2 -
Pocet pacientli s neuropatii 8 3 -
Pocet pacientt s kardiovaskularnimi L 6 ]
komplikacemi

Pocet pacientt s retinopatii 10 1 -
Cholesterol (mmol.I™) 5,2 5,0 n/a
LDL cholesterol (mmol.I"") 2,8 4,8 n/a
HDL cholesterol (mmol.I™) 1,6 1,3 n/a
TAG (mmol.I™) 1,2 1,8 n/a

n/a — neanalyzovano, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2.
typu, ZK — zdravé kontroly

3.2 Metodika prace a postupy

3.2.1  Izolace DNA z periferni krve

K izolaci DNA byla pouzita plna nesrazliva periferni krev s EDTA, Cerstva nebo

zmrazend na -20 °C. K samotné izolaci byla vyuZita vysolovaci metoda dle Millera

(Miller et al. 1988).

Princip
V prvnim kroku byly dezintegrovany membrany erytrocytii. Néasledné byla ziskdna
smés proteinil a DNA dezintegraci leukocytarni membrany proteinazou K za pfitomnosti

dodecylsulfatu sodného (SDS) jako detergentu. Poté byla k roztoku DNA ptidana vysoka

37



koncentrace NaCl. Tonty NaCl vytvafeji hydratacni obal, diky kterému je DNA tzv.
vysolena z roztoku. V poslednim kroku dochazi vlivem pfidani 96% etanolu
k precipitaci DNA. Nasledovalo promyti DNA 70% ethanolem, ktery zvySuje Cistotu
DNA.

Postup

1) K 500 pl plné krve byl pfidan 1 ml RCLB pufru a smés byla 30 s tfepana lehce
obracenim zkumavky. Poté byla zkumavka stoCena 3 min pfi 16 000 g. Ziskany
supernatant byl odstranén.

2) Sediment byl resuspendovan v 1 ml destilované vody a stocen pti 16 000 g. Promyvani
bylo opakovano, dokud nebyl sediment svétly, bez erytrocyti.

3) K sedimentu bylo pfidano 235 ul destilované H,O, 80 pul WCLB a obsah byl
resuspendovan. Poté bylo pfidano 40 pl 10 % SDS a 15 pl proteindzy K a zkumavka byla
inkubovana na otacecim rotatoru pii 55 °C po dobu 60 min. Po inkubaci byl obsah
zkumavky zchlazen na pokojovou teplotu.

4) Poté bylo ptidano 100 ul 6M NaCl a nasledné bylo se zkumavkou silné tfepano 15 s.
Obsah byl stocen 6 min pii 16 000 g a supernatant byl ptenesen do nové zkumavky.

5) Supernatant byl promichan s 1 ml ¢istého etanolu vychlazeného na -20 °C. DNA byla
vysrazena lehkym obracenim zkumavky a poté inkubovéna 20 min na led€. Po inkubaci
byl obsah sto¢en 2 min pfi 16 000 g a supernatant byl odebran.

6) DNA byla promyta 1 ml 70% ethanolu a sto¢ena 2 min pfi 16 000 g. Gazou byly stény
zkumavky opatrné zbaveny zbytkt ethanolu. Poté byla DNA suSena a rozpusSténa ve

100 pl destilované H,O. DNA byla uchovavana pii 4 °C.

3.2.2  Stanoveni koncentrace a ¢istoty DNA

Kvalita a kvantita DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci nanofotometru
v kiemennych kyvetach pii vinové délce A 260 a 280 nm. Kontaminace DNA proteiny
a RNA byla urCena porovnanim podilu absorbanci A260/A280 a A260/240

v doporu¢eném rozmezi pro Cistotu DNA 1,8-2.

3.2.3  Genotypizace polymorfizmi geni

Pro ucel genotypizace byl nejprve amplifikovan pozadovany usek DNA pomoci
PCR. Amplifikované produkty byly podrobeny elektroforetickému stanoveni pfimo nebo

po Stépeni vhodnou restrikéni endonukledzou.
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3.2.3.1 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova ftetézcova reakce (PCR) slouzi k rychlé a selektivni amplifikaci
pozadovaného useku DNA. Princip je zaloZen na vyuZziti termostabilni polymerazy, ktera
nepodléha denaturaci pti zvySené teploté. Kazdy cyklus se sklada ze tii po sobé jdoucich
krokli: denaturace, nasednuti primert (hybridizace primeri) a elongace. B¢hem
denaturace dojde vlivem vysoké teploty k oddéleni obou fetézcti templatové DNA.
V druhé fazi dochazi k ochlazeni vzorku a hybridizaci primerd na komplementéarni

sekvenci DNA. Ve tietim kroku probihé syntéza ptislusného useku DNA.

Obecné kroky amplifikace:

A) denaturace templatové DNA pii teploté 95 °C

B) krok pfipojeni primert — teplota pfipojeni zavisi na teplot¢ Tm obou primera

C) krok prodlouzeni (elongace) ptipojenych primert Taq DNA polymerazou, reakce
probihd pfi teploté 72 °C, doba zdvisi na délce amplifikovaného tiseku DNA. Rychlost
ptipojovani jednotlivych bazi Taq DNA polymerazou ¢ini 2—4 kb / min.

Tab. 5: SloZeni smési pro jednu PCR reakci

Slozka Mnozstvi (pul)
Taq Buffer (NH,4),SO, (10 x) 2,5

MgCI2 (2 mM) 2

dNTPs (2,5 mM) 0,5

Forward Primer (100 uM) 0,15

Reverse Primer (100 pM) 0,15

Taq polymeraza (5U/ul) 0,2

H,O 17,5

Celkovy objem 23

VSechny reagencie byly rozmrazeny a reakéni smés byla pfipravena v laminarnim
boxu na ledu. Reakéni smési byly pfipraveny podle tabulky (Tab. 5), jako posledni byla
pfidana Taq DNA polymeraza. Pfipravena reakéni més 0 objemu 23 pl byla

rozpipetovana ke 2 ul vzorku DNA.
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Podminky PCR pro polymorfizmus SOD1 genu:

1. pocatecni denaturace 30 s pti 95 °C

2. denaturace 30 s pii 95 °C

3. hybridizace primeri 60 s pii 64 °C 45 cykla
4. elongace 60 s pii 72 °C

5. dokonceni produktt 3 min pii 72 °C

Podminky PCR pro polymorfizmus GSTP1 genu

1. pocatecni denaturace 30 s pti 95 °C

2. denaturace 30 s pii 95 °C

3. hybridizace primera 60 s pii 59 °C 45 cykla
4. elongace 60 s pii 72 °C

5. dokonceni produktt 3 min pii 72 °C

Po PCR byla amplifikace pfislusného produktu kontrolovdna pomoci elektroforézy

v agar6zovém gelu.

3.2.3.2 Multiplexova polymerazova retézcova reakce

Metoda multiplex PCR je obménou polymerdzové fetézové reakce, kdy je do reakéni
smési pridano nasobné mnozstvi parti primerd, coz umoziuje analyzovat vice parametri
v prubéhu jednoho reak¢éniho procesu. Této metody jsme vyuzili k testovani deleci. Pro
kazdou reakci je zatfazena pozitivni kontrola v podobé B-globinového genu. Pfipravena
reakéni més o objemu 18,4 pl byla rozpipetovana k 1,6 ul vzorku DNA. Reakéni smési
byly ptipraveny podle tabulky (Tab. 6). Sledované polymorfizmy gentit GSTT1 a GSTM1
jsou uvedeny v tabulce (Tab. 7).
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Tab. 6: SloZeni smési pro jednu multiplex PCR reakci

Slozka Mnozstvi (ul)
Master Mix 10

Q-solution 4

Forward Primer (100 pM) 0,04

Reverse Primer (100 uM) 0,04

Forward Primer Globin (100 uM) 0,04

Reverse Primer Globin (100 pM) 0,04

H,O 4,24

Celkovy objem 18,4

Podminky multiplex PCR pro polymorfizmus GSTT1 genu

1. pocatecni denaturace
2. denaturace

3. hybridizace primert
4. elongace

5. dokonceni produkta

5 min pti 94 °C

60 s pii 94 °C

60 s pii 61 °C 40 cykla
60 s pii 72 °C

7 min pii 72 °C

Podminky multiplex PCR pro polymorfizmus GSTML1 genu

1.pocatecni denaturace
2. denaturace

3. hybridizace primera
4. elongace

5. dokonceni produktt

5 min pii 94 °C

60 s pii 94 °C

60 s pii 59 °C 40 cykla
60 s pii 72 °C

7 min pii 72 °C

Podminky multiplex PCR pro polymorfizmus SOD1 genu (delece)

1. pocatecni denaturace
2. denaturace

3. hybridizace primert
4. elongace

5. dokonceni produkta

5 min pti 94 °C

60 s pii 94 °C

60 s pii 64 °C 40 cykla
60 s pii 72 °C

7 min pii 72 °C
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Tab. 7: Sledované polymorfizmy geni GSTT1 a GSTM1

Gen Genotyp Charakter polymorfizmu  db SNP
null delece -/G

GSTT1 ) rs 777169989
wild type (*1)
null delece -/C

GSTM1 ) rs 72549311
wild type

SNP — jednonukleotidova zaména, db SNP — The Single Nucleotide Polymorphism diabase, null —
dele¢ni polymorfizmus, wild type — genotyp bez delece, rs — referenéni ¢islo SNP. Oznadeni alel napf.
-/C poukazuje na deleci nukleotidu v cilové sekcenci.

3.2.3.3 Polymerazova retézcova reakce — polymorfizmus délky restrikénich

fragmenti

PCR-RFLP  (,polymerase  chain  reaction-restriction  fragment  lenght
polymorphism®), polymerazova fetézcova reakce — polymorfizmus délky restrikénich
fragmentll) je modifikaci standardni PCR pouzivana pro typizaci cilové sekvence,
obsahujici sekvencni polymorfizmus. Pisobenim urcité restrikéni endonukledzy na
amplifikovanou sekvenci DNA dochazi k jejimu rozstépeni na fragmenty rozdilné délky
podle umisténi cilovych sekvenci St€peni pro pouzitou restriktdzu. DNA od raznych
jedinct stejného druhu mize mit délku fragmentu shodnou nebo rozdilnou. Pti¢inou
vzniku polymorfizmu délky restrikénich fragmentd mulze byt mutace nékterého
nukleotidu v cilové sekvenci Stépeni. Restrikéni endonukleaza pak v takto pozménéné
cilové sekvenci nestépi a vzniké fragment, jehoZ délka je souctem délek dvou sousednich
puvodnich fragmentl. Naopak je mozné, ze mutaci vznikne nova cilovéa sekvence, a tak

dojde ke zkraceni délky restrikéniho fragmentu.

3.2.3.3.1 RFLP pro geny SOD1, GSTP1

V predkladané praci byly analyzovany dva polymorfizmy genti SOD1 a GSTP1
pomoci pfisluSnych restrikénich endonukleaz, viz tabulka (Tab. 8). Jednotlivé
polymorfizmy byly sledovany u zkoumanych skupin pacient a zdravych kontrol.
Spravnost PCR produktu byla ovéfena gelovou elektroforézou. Po ovéteni kvality PCR
produkti byly vyhovujici produkty podrobeny Stépeni podle podminek uvedenych
v tabulkach (Tab. 9). Reagencie (vyjma enzymu, ktery byl uchovavan na ledu) byly
rozmrazeny a napipetovany podle nize uvedenych tabulek. NaStépena DNA byla

uchovavana pii 4° C.
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Tab. 8: Sledované polymorfizmy genti GSTP1 a SOD1

SNP Cilova sekvence RE Genotyp  Gen db SNP

AA
5GTCT C Ny |3

Alw26l AG GSTP1  rs 1695
3C A GA G Nets

AA
55C|C G G 3

Mspl AG SOD1  rs527717238
3G G C1C 5 e

SNP — jednonukleotidova zdména, RE — restrikéni endonukleaza, db SNP — The Single Nucleotide
Polymorphism diabase, rs — referenéni ¢islo SNP. Oznaceni alel napt. AA nebo AG vychazi se zamény
nukleotidu v cilové sekcenci. Nazev polymorfizmu (Alw26l atd.) je odvozen od nazvu restrikéni
endonukleazy, ktera rozeznavad cilovou sekvenci polymorfizmu. | a 1 oznacuji cilové misto
restriktazy.

Tab. 9: SloZeni smési pro jedno restrik¢ni Stépeni

Slozka Mnozstvi (ul)
Buffer 10 x M 2,5
Enzym 0,5
H.0 12
Produkt PCR 10
Celkovy objem 25

Pro polymorfizmus Alw261 $tépeni probihalo 12 hod pii 37° C. Enzym byl poté
inaktivovan zahfivanim po dobu 20 min pii 65° C. Pro polymorfizmus Mspl stépeni
probihalo 10 min pti 37° C. Enzym byl poté inaktivovan zahtivanim po dobu 10 min pfi
80° C.

3.2.3.4 Genotypizace pomoci Taqg Man® sond

Metoda vyuziva dvé flourescen¢né znacené sondy (VIC* a FAM™), Na 5’-konci je
navazan flourofor s kratkou vlnovou délkou emitovaného zafeni, na 3’-konci se naléza
tlumi¢ (quencher) s del§i vlnovou délkou. Sondy jsou navdzany na vnitini Cast
amplifikované sekvence, a pokud vytvoii homoduplex, exonukledzova aktivita Taq DNA-
polymerdzy zplsobi oddaleni fluorescencéni znacky od zhaSeCe a dojde k nartstu
fluorescence, nebot’ pii rozpadu sondy je uvolnény fluorofor vymanén z vlivu tlumice a
zaCne emitovat zafeni o kratké vlnové délce. Detekovand fluorescence urcuje, jaky

polymorfizmus se v amplifikovaném useku nachazi. Pokud je detekovéana fluorescence
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pouze fluorochromu VIC"®, jednd se o homozygota jednoho typu, pokud je detekovéana
pouze FAM™, jedna se o homozygota druhého typu. Pokud jsou detekovany oba

fluorochromy, jedna se o heterozygota.

Polymorfizmy

Taq Man® genotypizatni sondy byly vyuzity k analyzovani polymorfizmd tii
kandidatnich genti: SOD3, CAT a GPX1 (specifické polymorfizmy jsou popsany v Tab.
10). Pro kazdy testovany gen byla piipravena reakéni smés podle pokynt vyrobce (Tab.
11). Mnozstvi pripravené smési bylo upraveno podle poctu méfenych vzorkli se
zapocitanou negativni kontrolou a vSe bylo vyndsobeno dvéma, nebot’ reakce probihala
v dubletech. Piiklad grafického znazornéni rozdéleni jednotlivych genotypti je znazornén

na obrazku (Obr. 12).

Tab. 10: Sledované polymorfismy geni oxidativniho stresu

Gen Cilova sekvence [VIC/FAM] Genotypy  db SNP
GG
TGCGGCTAGTGCCAGCCACTGTGTT[G/T]TCACT
SOD3 GT rs8192287
GGGCGAGTAATGATCTCATT T
GG
CAGCGGAGCGCCCCGAACAAGCACTIGI/IAITAAG
GPX1 GA rs1800668
GGGAGGCCAGCAGGCGCCTCC
AA
cC
GGAGCCCCGCCCTGGGTTCGGCTATIC/TICCGGG
CAT CT rs1001179
CACCCCGGGCCGGCGGGGCG T

SNP — jednonukleotidova zaména, db SNP — The Single Nucleotide Polymorphism diabase,
rs — referencni ¢islo SNP. Oznaceni alel napt. GG nebo GA vychazi se zamény nukleotidu v cilové
sekcenci. OznaCeni bdze tuCnym pismem a podtrzenim poukazuje na oblast, ve které dochazi
k jednonukleotidové zaméng.
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Tab. 11: SloZeni smési pro jednu Real — Time PCR reakci

Slozka Mnozstvi (ul)
TagMan Gene Expression Master Mix 5
Assay-on-Demand Gene Expression Master Mix 0,5

H,0 1

Celkem 6,5

Reakéni smés o objemu 6,5 pl byla pridana ke 3,5 pl testované DNA (jednotlivé

genotypizacni reakce probihaly ve dvojicich). Pfed probéhnutim reakce byla desticka

centrifugovana pii 500 g po dobu 2 min.

Podminky reakce

1
2
3
4
5

. krok

. krok (hot start)

. krok (denaturace)

. krok (hybridizace, extenze)
. krok

1 min pii 60 °C
10 min pti 95 °C

15 s pti 95 °C
1 min pfi 60 °C } 40 cykla

1 min pii 60 °C
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Obr. 12: Ukazka grafického znazornéni rozdéleni jednotlivych genotypii

Jednotlivé body znazornuji distribuce jednotlivych genotypt po amplifikaci a oznaceni sondou.

Alela 1 / Alela 1 — homozygot s fluorescenéné navazanou VIC sondou (Cervena barva),
Alela 1 / Alela 2 — heterozygot s fluorescenéné navazanou VIC a FAM sondou (zelena barva),
Alela 2 / Alela 2 — homozygot s fluorescenéné navazanou FAM sondou (modra barva).

3.2.4  Elektroforeticka separace

Pro identifikaci a separaci jednotlivych fragmenti DNA byla pouzita horizontalni
gelova elektroforéza. Pro rozdéleni fragmenti DNA byl zvolen gel vhodné koncentrace
(2-2,5%). Agarozovy gel byl pripraven z piislusného mnozstvi agardézy a rozpustén
v 1% TBE pufru. Za ucelem vizualizace produktid na 100 ml pfipravovaného gelu bylo
pfidano 2,5 pl interkalacniho barviva GelRed. Soucasné se vzorky s 6 x koncentrovanym
vzorkovym pufrem byl na gel nanesen 1 marker velikosti DNA. Elektroforetick4 separace
probihala pfi konstantnim napéti 5 V/em. Produkty PCR reakce, multiplex PCR reakce
a restrikéniho Stépeni PCR reakce byly rozdéleny podle velikosti a vizualizovany pod UV

svétlem.
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3.3 Piiprava roztoki a vzorku pro stanoveni MDA

3.3.1  Priprava ziasobniho roztoku MDA

Zasobni roztok MDA o koncentraci 10 mmol.I” byl pfipraven hydrolyzou
412 pl 1,1,3,3-tetrametoxypropanu ve 250 ml 1% kyseliny sirové pti laboratorni teploté
po dobu dvou hodin. Pro svou nestéalost byl zasobni roztok MDA pfipravovan kazdy den
Cerstvy. Presnd koncentrace standardniho roztoku MDA byla zjiSt€éna méfenim

absorbance pii 267 nm (molarni absorpéni koeficient je 31800 | mol™cm™).

3.3.2  Priprava interniho standardu MeMDA

Jako interni standard byl pouzit MeMDA. Zasobni roztok MeMDA byl piipraven
reakci 0,2 g pevného NaOH a 0,5 g (3-dimethylamino)-2-methyl-2-propenalu
v 700 pl vody. Reakce byla provedena v uzaviené zkumavce ve vodni 1azni zahtivané na
teplotu 75° C po dobu 45 min, kdy se plivodni dvé faze spojily v jednu fazi. Nasledné
byla reakéni smés odpafena do sucha proudem dusiku pfi teploté 40° C a odparek byl
rozpustén v 8 ml smési aceton/ethanol (1 : 1, v/v). Z vytvoieného MeMDA byl vytvoten
roztok o vysledné koncentraci 5 mmol'l™*, ktery byl uchovavan pii teploté -20° C.

Ptesna koncentrace standardniho roztoku MeMDA byla zjiSténa méfenim absorbance pfi

322 nm (molarni absorpéni koeficient je 29900 | mol™*cm™).

3.3.3  Priprava derivatiza¢niho ¢inidla
Roztok derivatizaéniho ¢inidla DNPH o koncentraci 5 mmoll™byl piipraven
rozpu§ténim 2,4-DNPH v 2 molI*HCI a byl uchovavan v lednici v tmavé 1ahvi. Piesna

koncentrace roztoku DNPH byla kontrolovana méfenim absorbance pti 458 nm.

3.3.4  Derivatizace modelového vzorku MDA

Ze zasobniho roztoku MDA o koncentraci 10 mmoll'bylo piipraveno pét
kalibra¢nich roztokit MDA o koncentraci 1; 2,5; 5; 7,5;a 10 pmol'l’l.

K pfipravé modelového vzorku bylo pouzito 100 pl roztoku MDA, ktery byl
smichan se 100 pl interniho standardu MeMDA (50 umol'l™) a 400 pl 1,5 mol1*NaOH.
Sm¢és byla zahtivana ve sklenéné vialce pii teploté¢ 60° C po dobu 60 min. Po vychladnuti
bylo ke smési ptidano 200 pl 35% HCIO,. Nasledné byl vzorek derivatizovan piidavkem
50 ul 5 mmol I DNPH pii teploté 60° C po dobu 30 min. K vychladlému vzorku byly

pfidany 2 ml hexanu a smés byla 8 min protfepavana. Nasledné byl vzorek centrifugovan
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3 min pii zrychleni 1780 g. Extrakce byla opakovéna jesté jednou. Odebrany supernatant
byl vysusSen do sucha proudem dusiku pfi teploté 40° C a odparek byl nasledné rozpustén
ve 250 pl mobilni faze (AcN : voda) a pouzit k HPLC analyze.

3.3.5 Priprava vzorku krevni plazmy pro stanoveni MDA

PIné nesrazliva krev o objemu 1 ml byla centrifugovana pii zrychleni 1000 g po
dobu 10 min. Oddélend krevni plazma byla zmrazena a skladovana pii teploté -80° C.

K ptipravé vzorku krevni plazmy pro HPLC stanoveni MDA bylo pouzito 100 pl
rozmrazené krevni plazmy, kterd byla smichdna se 100 pl interniho standardu MeMDA
(50 pmol'1™) a 400 ul 1,5 mol'l NaOH v nadobee Eppendorf. Takto pfipravena smés byla
pro alkalickou hydrolyzu biologického materialu zahtivana pii teploté 60° C po dobu
60 min. Po vychladnuti bylo ke smé&si pfidano 200 ul 35% HCIO,4. Smés byla protiepana
a centrifugovana po dobu 4 min pii zrychleni 7000 g. Supernatant byl odebran do
sklenéné vialky a derivatizovan 50 pl 5 mmoll™ DNPH pii 60° C po dobu 30 min

a nasledn¢ extrahovan do hexanu (dle stejného postupu jako modelovy vzorek).

3.4 Statisticka analyza

Statistick4 analyza byla provedena v programu GraphPad Prism verze 6.00. Cetnost
genotyptl mezi jednotlivymi skupinami byla porovnana prostfednictvim chi-kvadrat testu
s hladinou vyznamnosti 0,05. Cetnost vyskytu alel byla porovnana s vyuzitim Fisherova
dvoustranného testu s hladinou vyznamnosti 0,05. Hladiny malondialdehydu byly mezi

jednotlivymi skupinami porovnany s vyuZitim t-testu s hladinou vyznamnosti 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Genotypizace vybranych polymorfizmu

Byla provedena genotypizace sedmi polymorfizma — tiéi polymorfizmu (rs 1800668
v genu GPX1, rs 1001179 v genu CAT a rs 8192287 v genu SOD3) metodou PCR
s vyuzitim fluorescenénich Taq Man® sond, dvou polymorfizmi (rs 1695 v genu GSTP1
a rs 2070424 v genu SOD1) metodou PCR-RFLP a dvou polymorfizmt (rs 375176458
v genu GSTM1 ars 777169989 v genu GSTT1) metodou multiplexové PCR.

4.1.1  Genotypizace genu GPX1

Z celkového poctu 40 pacientd ve skupiné¢ T1D, 40 pacienti ve skupiné T2D
a 45 zdravych jedinci byla genotypizace polymorfizmu rs 1800668 uspésna u vSech
vySetfovanych jedincti. Mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami bylo nalezeno
nasledujici zastoupeni genotypi a frekvence alel — viz tabulka (Tab. 12). U skupin T1D
a zdravych kontrol se nejéastéji vyskytoval genotyp GG, u skupiny T2D genotyp GA.
U vSech skupin se nejméné Casto vyskytoval genotyp AA. Mezi jednotlivymi skupinami

nebyla prokazana zadna statisticka vyznamnost.
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Tab. 12: Frekvence genotypi a alel polymorfizmu rs 1800668 genu GPX1 u pacienti T1D a T2D
v porovnani se zdravymi kontrolami (ZK)

GPX1 T1D T2D ZK
Genotyp / alely % (n = 40) % (n =40) % (n = 45)
GG 47.50 (19) 45.00 (18) 57.78 (26)
GA 45.00 (18) 50.00 (20) 35.56 (16)
AA 7.50 (3) 5.00 (2) 6.66 (3)
P-value (vs. ZK) 0.63 0.40

P-value (vs. T2D) 0.85

G 70.00 (56) 70.00 (56) 75.56 (68)
A 30.00 (24) 30.00 (24) 24.44 (22)
P-value; OR (95%Cl) 0.49; 1.325 0.49; 1.325

(vs. ZK) (0.67-2.61) (0.67-2.61)

P-value; OR (95%CI) 1.00; 1.00

(vs. T2D) (0.51-1.97)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé
kontroly, n — pocet (vySetfenych jedincti v dané skupiné s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota
P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné¢ 0,05 pro Fisherv dvoustranny test, OR miru
relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.

4.1.2  Genotypizace genu CAT

Z celkového poctu 40 pacientd ve skupiné T1D, 40 pacienti ve skupiné T2D
a 45 zdravych jedinci byla genotypizace polymorfizmu rs 1001179 uspésnd vsech
vySetiovanych jedincii. Mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami bylo nalezeno
nasledujici zastoupeni genotypu a frekvence alel — viz tabulka (Tab. 13). U vSech skupin
se nejcastéji vyskytoval genotyp CC, méné Castéji genotyp CT a nejméné Casto genotyp

TT. Mezi jednotlivymi skupinami nebyla prokézana Zadna statisticka vyznamnost.
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Tab. 13: Frekvence genotypt a alel polymorfizmu rs 1001179 genu CAT u pacientd T1D a T2D
v porovnani se zdravymi kontrolami (ZK)

CAT T1D T2D ZK
Genotyp / alely % (n =40) % (n =40) % (n=45)
CC 52.50 (21) 62.50 (25) 53.33 (24)
CT 42.50 (17) 35.00 (14) 33.34 (15)
TT 5.00 (2) 2.50 (1) 13.33 (6)
P-value (vs. ZK) 0.3610 0.1879

P-value (vs. T2D) 0.6152

C 73.75 (59) 80.00 (64) 70.00 (63)
T 26.25 (21) 20.00 (16) 30.00 (27)
P-value; OR (95%Cl) 0.6126; 0.8305 0.1588; 0.5833

(vs. ZK) (0.4242-1.6260) (0.2869-1.186)

P-value; OR (95%Cl) 0.4536; 0,7024

(vs. T2D) (0.3349-1.4730)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé
kontroly, n — pocet (vySetienych jedincti v dané skupiné s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota
P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro FisherGv dvoustranny test, OR miru
relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI1 95 %.

4.1.3  Genotypizace genu SOD3

Z celkového poctu 40 pacientd ve skupiné T1D, 40 pacientd ve skupiné¢ T2D
a 45 zdravych jedinci byla genotypizace polymorfizmu rs 8192287 uspésnd vSech
vySetiovanych jedincii. Mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami bylo nalezeno
nasledujici zastoupeni genotypt polymorfizmu rs 8192287 — viz tabulka (Tab. 14).
U vSech skupin se nejcastéji vyskytoval genotyp GG, u skupiny T2D dokonce v Cetnosti
100 %. Naopak genotyp TT se nevyskytoval u zadné ze skupin. Statisticka vyznamnost

byla prokazéana pouze mezi skupinami diabetikti T1D a T2D.
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Tab. 14: Frekvence genotypi a alel polymorfizmu rs 8192287 genu SOD3 u pacienti T1D a T2D
v porovnani se zdravymi kontrolami (ZK)

SOD3 T1D T2D ZK
Genotyp / alely % (n = 40) % (n =40) % (n=45)
GG 85.00 (34) 100.00 (40) 91.11 (41)
GT 15.00 (6) 0.00 (0) 8.89 (4)
TT 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0)
P-value (vs. ZK) 0.3827 0.0534

P-value (vs. T2D) 0.0109

G 92.50 (74) 100.00 (80) 95.56 (86)
T 7.50 (6) 0.00 (0) 4.44 (4)
P-value; OR (95%Cl) 0.5188; 0.5736 0.1232; 8.3760

(vs. ZK) (0.1559-2.1110) (0.4436-158.1)

P-value; OR (95%Cl) 0.0284; 0.07119

(vs. T2D) (0.003939-1.287)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé
kontroly, n — pocet (vySetienych jedincti v dané skupiné s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota
P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro FisherGv dvoustranny test, OR miru
relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %. Zvyraznéné hodnoty jsou statisticky vyznamné.

4.1.4  Genotypizace genu GSTP1

Za tuCelem genotypizace polymorfizmu byla pouzita sada primerd GSTPI1-R
a GSTP1-F, ktera tvofila ofekévany produkt o délce 176 bp. Pokud byla pfitomna
substituce A/G, restriktaza Alw261 tento produkt §tépila na dva fragmenty o délce 83 bp
a 93 bp. Homozygot AA byl detekovan pfitomnosti nesStépeného fragmentu o délce
176 bp. V ptipadé¢ heterozygota AG byly detekovany tii fragmenty o délce 176 bp, 83 bp
a 93 bp. Homozygot GG byl detekovan pfitomnosti dvou fragmentd o délce 83 bp
a 93 bp (viz Obr. 13). Jako negativni kontrola byla do reakce misto DNA piidana voda.

Z celkového poctu 40 pacienti ve skupiné T1D, 40 pacientd ve skupin¢ T2D
a 45 zdravych jedincti byla genotypizace polymorfizmu rs 1695 UspéSna u vsech
vySetifovanych jedinct. Mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami bylo nalezeno
nasledujici zastoupeni genotypt a frekvence alel — viz tabulka (Tab. 15). U skupin T1D
a T2D se nejcastéji vyskytoval genotyp AA, naproti tomu u zdravych kontrol se nejcastéji

vyskytoval heterozygotni genotyp AG. Genotyp GG se u vsech skupin vyskytoval
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Snejniz8§i Cetnosti. Mezi jednotlivymi skupinami nebyla prokdzana statisticka

vyznamnost.

190 bp—,
147 bp—

110 bp—>
67 bp—>

+«—— 176 bp

«— 93 bp
“—— 83bp

Obr. 13: Genotypizace polymorfizmu Alw261 v genu GSTP1

Vysledek restrikéniho $tépeni ndhodné vybranych vzorkl pacientii 1-4. Homozygot AA je detekovan
pritomnosti fragmentti o délce 176 bp — vzorek v draze 2. Heterozygot AG je detekovan piitomnosti
fragmentd o délce 176 bp, 83 bp a 93 bp — vzorky v draze 1 a 4. Homozygot GG je detekovan
pritomnosti fragment o délce 83 bp a 93 bp — vzorek v draze 3. M — marker molekulové hmotnosti
(50 bp), NC — negativni kontrola.

Tab. 15: Frekvence genotypt a alel polymorfizmu rs 1695 genu GSTP1 u pacienti T1D a T2D
v porovnani se zdravymi kontrolami (ZK)

GSTP1 T1D T2D ZK
Genotyp / alely % (n =40) % (n =40) % (n=45)
AA 62.50 (25) 52.50 (21) 42.22 (19)
AG 27.50 (11) 42.50 (17) 51.11 (23)
GG 10.00 (4) 5.00 (2) 6.67 (3)
P-value (vs. ZK) 0.0855 0.6348

P-value (vs. T2D) 0.3166

A 76.25 (61) 73.75 (59) 67.78 (61)
G 23.75 (19) 26.25 (21) 32.22 (29)
P-value; OR (95%CI) 0.2368; 0.6552 0.4054; 0.7487

(vs. ZK) (0.3323-1.2920) (0.3846-1.4570)

P-value; OR (95%CI) 0.8553; 1.1430

(vs. T2D) (0.5581-2.3400)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé
kontroly, n — pocet (vySetfenych jedinct v dané skupiné s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota
P-value udava statistickou vyznamnost na hlading 0,05 pro Fisherdv dvoustranny test, OR miru
relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.
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415  Genotypizace genu SOD1

Za ucelem genotypizace polymorfizmu byla pouzita sada primeri SODI1-R
a SOD1-F, ktera tvofila ocekdvany produkt o délce 569 bp. Pokud byla pfitomna
substituce A/G, restriktaza Mspl tento produkt $tépila na dva fragmenty o délce 368 bp
a 201 bp. Homozygot AA byl detekovan ptfitomnosti nestépené¢ho fragmentu o délce
569 bp. V pripad¢ heterozygota AG byly detekovany 3 fragmenty o délce 569 bp, 368 bp
a 201 bp. Homozygot GG nebyl detekovan — nebyla pfitomnost fragmentii o délce 368 bp
a 201 bp (viz Obr. 14). Jako negativni kontrola byla do reakce misto DNA ptidana voda.

U vzorkd, u nichz se neobjevil zadny fragment byla dale za vyuziti metody
multiplexové PCR ovétena pritomnost delecniho polymorfizmu ve zkoumané oblasti.

Z celkového poctu 40 pacienti ve skupiné T1D, 40 pacientd ve skupin¢ T2D
a 45 zdravych jedinct se pouze u 49 jedinci vyskytoval polymorfizmus rs 2070424
(12 pacientd T1D, 22 pacienti T2D a 15 zdravych kontrol). U zbylych jedinci byla
potvrzena piitomnost dele¢niho polymorfizmu (28 pacientd T1D, 18 pacienti T2D
a 30 zdravych kontrol).

Mezi jednotlivymi vySetfovanymi skupinami bylo nalezeno nasledujici zastoupeni
genotypt polymorfizmu rs 2070424 - viz tabulka (Tab. 16). U vsech skupin se nejéastéji
vyskytoval genotyp AA, naproti tomu heterozygotni genotyp AG se u vSech skupin
vyskytoval nejméné casto. Genotyp GG se nevyskytoval u zaddné ze skupin. Mezi

jednotlivymi skupinami nebyla prokézana statistickd vyznamnost.

569 bp
367 bp
202 bp

Obr. 14: Genotypizace polymorfizmu Mspl v genu SOD1

Vysledek restrikéniho §tépeni nahodné vybranych vzorkl pacienti 1-6. Homozygot AA je detekovan
pritomnosti fragmentu o délce 569 bp — vzorky v draze 4 a 6. Heterozygot AG je detekovan
pritomnosti fragmentd o délce 569 bp, 367 bp a 202 bp — vzorek v draze 5. U vzorkli vdraze 1,2 a3
nebyl detekovan zadny fragment. M — marker molekulové hmotnosti (100 bp), NC — negativni
kontrola.
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Tab. 16: Frekvence genotypi a alel polymorfizmu rs 2070424 genu SOD1 u pacienti T1D a T2D
v porovnani se zdravymi kontrolami (ZK)

SOD1 T1D T2D ZK
Genotyp / alely % (n=12) % (n=22) % (n=15)
AA 83.33 (10) 81.82 (18) 86.67 (13)
AG 16.67 (2) 18.18 (4) 13.33 (2)
GG 0.00 (0) 0.00 (0) 0.00 (0)
P-value (vs. ZK) 0.8086 0.6944

P-value (vs. T2D) 0.9118

A 91.67 (22) 90.91 (40) 93.33 (28)
G 8.33 (2) 9.09 (4) 6.67 (2)
P-value; OR (95%Cl) 1.00; 0.7857 1.00; 0.8824

(vs. ZK) (0.1023-6.033) (0.4843-1.608)

P-value; OR (95%CI) 1.00; 1.100

(vs. T2D) (0.1863-6.495)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé
kontroly, n — pocet (vySetienych jedincti v dané skupiné s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota
P-value udava statistickou vyznamnost na hlading 0,05 pro Fisherdv dvoustranny test, OR miru
relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI1 95 %.

Za ucelem ovéfeni delecniho polymorfizmu (u jedincii, u kterych se nevyskytoval
polymorfizmus rs 2070424) byla pouzita sada primerd SOD1-R a SOD1-F, ktera tvortila
ocekavany produkt o délce 569 bp. Jako pozitivni kontrola byla pouzita sada primeri
B-globin-R a B-globin-F amplifikujici fragment B-globinového genu o velikosti 268 bp.
Pokud byla pfitomna delece, nebyl detekovan zadny fragment specifickou SOD sadou
primert, pouze fragment pozitivni kontroly (viz Obr. 15).

V testované oblasti genu se vSak nachazi n¢kolik delenich polymorfizml a pro
ptfesnou specifikaci, o ktery polymorfizmus se jednd, je potfeba dal§iho zkoumani, které
vSak bylo nad ramec diplomové prace. Z tohoto divodu zde uvadim pouze piitomnost
nebo neptitomnost delece.

Mezi skupinami pacientli a zdravych jedincl bylo nalezeno nasledujici zastoupeni
genotyptl null a pozitivniho polymorfizmu - viz tabulka (Tab. 17). Mezi skupinami T1D
a T2D byla prokazana statistickd vyznamnost. Procentudlni zastoupeni jednotlivych

genotypt genu SOD1 mezi skupinami je znazornéno na obrazku (Obr. 16).
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Obr. 15: Genotypizace genu SOD1 — ovéieni delece

Vysledek multiplexové PCR nahodné vybranych vzorkt jedinct 1 — 5. Pozitvni genotyp SOD1 byl
detekovan pritomnosti fragmentu o délce 569 bp - vzorek v draze 1. Dele¢ni polymorfismus je
detekovan nepfitomnosti fragmentu o délce 569 bp — vzorky v draze 2, 3, 4, 5. Pozitivni kontrola ve
formé B-globinového genu byla detekovana jako fragment o velikosti 268 bp. M - marker molekulové
hmotnosti (100 bp), NC - negativni kontrola.

Tab. 17: Frekvence pozitivniho SOD1 a null genotypu u pacientd T1D a T2D v porovnani se
zdravymi kontrolami

SOD1 T1D T2D ZK
Genotyp % (n = 40) % (n = 40) % (n = 45)
Pozitivni (AA+AG) 30.00 (12) 55.00 (22) 33.33 (15)
Null 70.00 (28) 45.00 (18) 66.67 (30)
P-value; OR (95%CI) 0.5241; 0.8161 0.0191; 2.0030

(vs. ZK) (0.4365-1.5260) (1.1160-3.5950)

P-value; OR (95%CI) 0.0030; 0.4074

(vs. T2D) (0.2235-0.7425)

Null polymorfizmus — neznama delece, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti
s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly, n — pocet (vySetienych jedincd v dané skupiné
s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05
pro Fishertiv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.
Zvyraznéné jsou hodnoty statisticky vyznamné.

56



100+

Ea TID
80 i B3 T2D
|3 ZK

60+

40

204

Procentualni zastoupeni (%)

L
1

Obr. 16: Porovnani distribuce genotypii genu SOD1 mezi zkoumanymi skupinami
* oznaCuje signifikantni rozdil na hladin¢ vyznamnosti 0,05, ** vysoky signifikantni rozdil
(P =0,0001-0,001) a *** extrémné signifikantni rozdil (P < 0,0001) dle Fisherova testu.

4.1.6  Genotypizace genu GSTT1

Za ucelem genotypizace polymorfizmu byla pouzita sada primerd GSTTI-R a
GSTT1-F, ktera tvotila o¢ekavany produkt o délce 480 bp. Soucasné byla jako pozitivni
kontrola pouzita sada primert B-globin-R a B-globin-F amplifikujici produkt o velikosti
268 bp. V piipad¢ vyskytu delece byl detekovan pouze fragment pozitivni kontroly (viz
Obr. 17). Jako negativni kontrola byla do reakce misto DNA ptidana voda.

Z celkového poctu 40 pacienti DM 1, 40 pacientl T2D a 45 zdravych jedinct byla
genotypizace polymorfizmu tsp&na u viech jedincti. Uspésnost genotypizace byla 100%.
Mezi skupinami pacientd a zdravych jedincti bylo nalezeno nasledujici zastoupeni
genotypt polymorfizmu — viz tabulka (Tab. 18 ). Mezi skupinou zdravych jedinci a T1D

a T2D byla prokazana statistickd vyznamnost.
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Obr. 17: Genotypizace polymorfizmu rs 777169989 v genu GSTT1

Vysledek multiplexové PCR nahodné vybranych vzorku jedinct 1-6. Pozitvni genotyp GSTT1*1 byl
detekovan piitomnosti fragmentu o délce 480 bp — vzorky v draze 1 a 2. Dele¢ni polymorfismus
GSTT1*0 je detekovan nepfitomnosti fragmentu o délce 480 bp — vzorky v draze 3, 4, 5 a 6. Pozitivni
kontrola ve formé B-globinového genu byla detekovana jako fragment o velikosti 268 bp. M — marker
molekulové hmotnosti (100 bp), NC — negativni kontrola.

Tab. 18: Frekvence GSTT1 wild type a null genotypu (rs 777169989) u pacientd T1D a T2D v
porovnani se zdravymi kontrolami

GSTT 1 T1D T2D ZK
Genotyp % (n =40) % (n = 40) % (n=45)
Wild type 67.5 (27) 65.00 (26) 73.33 (33)
Null 32.5(13) 35.00 (14) 26.67 (12)
P-value; OR (95%Cl) 0.6364; 0.7552 0.4822; 0.6753

(vs. ZK) (0.2964-1.9242) (0.2673-1.706)

P-value; OR (95%Cl) 1.0000; 1.118

(vs. T2D) (0.4423-2.827)

Null polymorfizmus — homozygotni delece, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti
s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly, n — pocet (vySetienych jedinci v dané skupiné
s vyslednym genotypem). Hodnota P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05 pro
Fishertiv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.

4.1.7  Genotypizace genu GSTM1

Za tUCelem genotypizace polymorfizmu byla pouzita sada primert GSTMI-R
a GSTML1-F, ktera tvoftila ocekavany produkt o délce 632 bp. Jako pozitivni kontrola byla
pouzita sada primerd B-globin-R a B-globin-F amplifikujici produkt o velikosti 268 bp.
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Za pritomnosti delece byl detekovan pouze fragment pozitivni kontroly (viz Obr. 18).
Jako negativni kontrola byla do reakce ptidana misto DNA voda.

Z celkového poctu 40 pacientt DM 1, 40 pacienti DM 2 a 45 zdravych jedincu byla
genotypizace polymorfizmu usp&na u viech jedincii. Usp&$nost genotypizace byla 100%.
Mezi skupinami pacientl a zdravych jedinci bylo nalezeno nasledujici zastoupeni
genotypt polymorfizmu - viz tabulka (Tab. 19). Mezi skupinou zdravych jedinci a T1D
a T2D nebyla prokdzéna statistickd vyznamnost.

V piipadé wild type genotypu je nutné specifikovat, zda se jednd o variantu
*A (GSTM1*A) ¢i *B (GSTM1*B). Dalsi zkoumani bylo v$ak nad ramec této diplomové

prace.

Obr. 18 : Genotypizace polymorfizmu rs 72549311 v genu GSTM1

Vysledek multiplexové PCR ndhodné vybranych vzorka jedinct 1-11. Pozitvni genotyp GSTM1*1 byl
detekovan pritomnosti fragmentu o délce 632 bp — vzorek v draze 8. Dele¢ni polymorfismus GSTM*0
(delece -/C) je detekovan nepiitomnosti fragmentu o délce 632 bp — vzorky v draze 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
9, 10 a 11. Pozitivni kontrola ve formé B-globinového genu byla detekovana jako fragment o velikosti
268 bp. M — marker molekulové hmotnosti (100 bp), NC — negativni kontrola.
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Tab. 19: Frekvence GSTM 1 wild type a null genotypi (rs 72549311) u pacienti T1D a T2D
v porovnani se zdravymi kontrolami

GSTM1 T1D T2D ZK
Genotyp % (n = 40) % (n = 40) % (n = 45)
Wild type 30.00 (12) 52.50 (21) 33.33 (15)
Null 70.00 (28) 47.50 (19) 66.67 (30)
P-value; OR (95%Cl) 0.8176; 1.167 0.0836; 0.4524

(vs. ZK) (0.4661-2.920) (0.1881-1.088)

P-value; OR (95%Cl) 0.0685; 0.3878

(vs. T2D) (0.1548-0.9711)

Null polymorfizmus — homozygotni delece, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti
s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly, n — pocet (vySetienych jedinct v dané skuping
s vyslednym genotypem, pocet alel). Hodnota P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné 0,05
pro Fishertiv dvoustranny test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.

41.8 Kombinace genotypii geniit GSTM1 a GSTT1

Pro dalsi statistické zpracovani byly porovnavany frekvence soucasného vyskytu
wild type genotypt a null genotypi geni GSTM1 a GSTT1 mezi jednotlivymi skupinami
jedinct. Pro statistickou analyzu byl vyuzit chi-kvadrat test s hladinou vyznamnosti 0,05.
Byla pocitana hodnota OR a interval spolehlivosti CI (95 %), ktery vyjadiuje
hodnovérnost tohoto odhadu.

Jednotlivé kombinace jsou uvedeny v tabulkach (Tab. 20, Tab. 21, Tab. 22). Pti
porovnani v§ech moznych kombinaci genotypi GSTM1 a GSTT1 mezi skupinami T1D,
T2D a kontrolami byla nalezena jedna kombinace genotypt, ktera spliiuje podminku
P < 0,05, a to GSTM1 wild type a GSTT1 null mezi pacienty s T2D a zdravymi jedinci.
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Tab. 20: Kombinace genotypt geni GSTM1 a GSTT1 mezi skupinami T1D a ZK

GSTTM1 / GSTT1 TID % (n=40) ZK % (n=45) P-value OR (95 % CI)
Wild type / Wildtype  25.00 (10) 35.56 (16) 0.3497  0.6042
(0.2358-1.5480)
Null / Wildtype  42.50 (17) 35.56 (16) 0.6560 1.340
(0.5584-3.2140)
Wild type / Null 5.00 (2) 2.22 (1) 0.5991  2.3160
(0.2018-26.5700)
Null /' Null 27.50 (11) 26.67 (12) 1.0000 1.0430

(0.4000-2.7200)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, ZK — zdravé kontroly, n — pocet (vySettenych jedinci
v dané skupiné s vyslednym genotypem). Hodnota P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné
0,05 pro chi-kvadrat test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %.

Tab. 21: Kombinace genotypu geni GSTM1 a GSTT1 mezi skupinami T2D a ZK

GSTTM1 / GSTT1 T2D% (n=40) ZK % (n=45) P-value OR (95 % Cl)
Wild type / Wildtype  35.00 (14) 35.56 (16) 1.0000  0.9760
(0.4001-2.3810)
Null / Wildtype  30.00 (12) 35.56 (16) 0.6481 0.7768
(0.3123-1.9320)
Wild type / Null 17.50 (7) 2.22 (1) 0.0235  9.3330
(1.0940-79.6400)
Null /' Null 17.50 (7) 26.67 (12) 04349 05833

(0.2042-1.6670)

T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly, n — pocet (vySetfenych jedinci
v dané skupiné s vyslednym genotypem). Hodnota P-value udava statistickou vyznamnost na hladiné
0,05 pro chi-kvadrat test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti CI 95 %. Zvyraznéné
hodnoty jsou statisticky vyznamné.
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Tab. 22: Kombinace genotypt geni GSTM1 a GSTT1 mezi skupinami T1D a T2D

GSTTM1 / GSTT1 TID% (nN=40) T2D% (n=40) P-value OR (95 % Cl)

Wild type / Wildtype  25.00 (10) 35.00 (14) 0.4647  0.6190
(0.2354-1.628)

Null / Wildtype  42.50 (17) 30.00 (12) 0.3524 1.7250
(0.6857-4.3380)

Wild type /  Null 5.00 (2) 17.50 (7) 0.1543  0.2481
(0.04815-1.279)

Null /' Null 27.50 (11) 17.50 (7) 0.4225 1.7880
(0.6126-5.2190)

T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, n — pocet
(vySettenych jedincti v dané skupiné s vyslednym genotypem). Hodnota P-value udava statistickou
vyznamnost na hlading 0,05 pro chi-kvadrat test, OR miru relativniho rizika s intervalem spolehlivosti
Cl 95 %.

4.2 Stanoveni malondialdehydu

Pro stanoveni koncentrace MDA v plazmé byla pouZita kolona Ascentis Express
C18 o rozmérech 100 x 3,0 mm s naplni Fused-Core o velikosti &astic 2,7 um. Castice
jsou tvofeny pevnym jadrem o priméru 1,7 um a poréznim obalem 0,5 um.

Kratké kolony bylo vyuzito z divodu rychlejsi analyzy. Podminky pro toto stanoveni
byly optimalizovany RNDr. Janou Mat&jckovou-Fauknerovou, PhD. na tstavu Biochemie
3. LF UK. Separace probihala pii sloZeni mobilni faze AcN : voda v poméru 40 : 60
a pritoku mobilni fize 0,4 mlI'min™. Pocet teoretickych pater v tomto uspofadani je
5000 =+ 600.

Za vySe uvedenych podminek a davkovani 5 pl vzorku dochazi k uplnému oddéleni
MDA-DNPH i MeMDA-DNPH od ostatnich latek pfitomnych v modelovém vzorku i ve

vzorku krevni plazmy.

4.2.1 Kalibracni zavislosti modelového vzorku MDA

Kalibra¢ni zavislosti pro modelovy vzorek MDA byly naméfeny v rozmezi

koncentraci 1-20 umol'l'l. Dale byly naméfeny kalibraéni zavislosti pro MDA v plazmé
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metodou standardniho pfidavku. VSechny koncentrace pouzité pro vytvofeni kalibracni
ktivky byly méfeny tiikrat a pro vyhodnoceni byly pouzity jejich primérné hodnoty.

Limit detekce byl vypocitan pro vysSku piku odpovidajici trojndsobku Sumu
detektoru. Limit detekce je 0,27 pmoll™ (0,02 mgl™) a je dostatetn nizky pro
stanovovani MDA v redlnych vzorcich krve.

Namétené koncentrace MDA byly vyhodnoceny jak z vysky, tak z plochy piku
a jejich zavislost na koncentraci byla zpracovana regresni analyzou. Kalibracni piimku
vyhodnocenou z plochy piku pro modelovy vzorek MDA vyjadiuje rovnice:

S (mV's) = 2182,1 ¢ (umol ™) + 19101.
Experimentaln¢ zmeéfend kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci MDA je

zobrazena na obrazku (Obr. 19).
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Obr. 19: Kalibraé¢ni pfimka pro stanoveni MDA v modelovém vzorku vyhodnocena z ploch piki
na koloné Ascentis Express C18.
MDA — malondialdehyd, R? - koeficient determinace.

4.2.2 Hladina MDA u pacienti s diabetes mellitus 1. a 2. typu

Hladina MDA v plazmé byla namétena u 23 pacientti S T1D, 28 pacient s T2D
a u 40 zdravych kontrol. Grafické znazornéni koncentrace MDA u diabetikl

a kontrol je na obrazku (Obr. 20).
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Obr. 20: Ukazkovy chromatogram stanoveni MDA v krevni plazmé. Chromatogram A — plazma
s nizkou koncentraci MDA, chromatogram B — plazma s vysokou koncentraci MDA.
MF — AcN : voda (40 : 60, v/v, piidavek 3,6 ml kyseliny octové na 930 ml vody), pritok 0,4 mI'min™,
kolona Ascentis Express C18, objem nadavkovaného vzorku plazmy 5 ul, 100 x 3mm. Identifikace
piki: 1 — MDA, 2 — MeMDA; nespecifikované piky v chromatogramu vzorku krevni plazmy
odpovidaji vedlejsim produktim derivatizacni reakce.

M¢tenim bylo prokazano, ze primérna hladina MDA u pacienti s T1D je 0 64 %
a pacientti S T2D je 0 44 % vyssi nez hladina MDA u kontrolni skupiny zdravych jedinct.
Hodnoty koncentrace MDA v plazmé u diabetickych pacientti a zdravych kontrol jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 23). Byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami
T1D a zdravymi jedinci (P < 0,0001), mezi skupinami T2D a zdravymi jedinci
(P < 0,0001 ) a mezi skupinami T1D a T2D (P = 0,0333). Statisticky vyznamné rozdily

jsou znazornény na obrazku (Obr. 21).
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Tab. 23: Koncentrace MDA v plazmé u pacientd s T1D, T2D a zdravych kontrol.

Parametr T1D 12D ZK
Pocet jedincti 23 28 45
Primérmy vek (roky) 44,0 + 14,9 649+113 36142
Primérna koncentrace MDA (uM) 13,8 £0,5 12,1 £0,4 8,4+0,3
Koncentra¢ni rozmezi MDA (uM) 8,6-22,1 8,7-16,9 54-13,8

MDA — malondialdehyd, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D - pacienti s diabetes mellitus
2. typu, ZK — zdravé kontroly.
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Obr. 21: Koncentrace MDA v plazmé u pacienti s T1D a T2D v porovnani se zdravymi
kontrolami.

* oznaCuje signifikantni rozdil na hladiné vyznamnosti 0,05 a **** extrémné signifikantni rozdil
(P < 0,0001) dle t-testuu MDA - malondialdehyd, T1D - pacienti sdiabetes mellitus
1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly.

4.3 Korelace mezi hladinou MDA v krevni plazmé a vybranymi genotypy

Pro korelaci hladiny MDA v krevni plazmé byly vybrany pouze genotypy a jejich
kombinace, které¢ se jevily jako statisticky vyznamné na zakladé vyse uvedenych

statistickych testovani.

4.3.1  Zavislost koncentrace MDA na genotypech genu SOD1

S vyuzitim Mann-Whitneyho testu na hladiné statistické vyznamnosti 0,05 byly
porovnany hodnoty koncentrace MDA v plazmé v zavislosti na genotypech genu SOD1

u jednotlivych skupin. U skupiny T1D nebyl pfitomen heterozygotni genotyp. Nebyla
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prokdzana souvislost mezi koncentraci MDA a genotypy. Grafické znazornéni je

zobrazeno na obrazku (Obr. 22).
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Obr. 22: Korelace mezi genotypy genu SOD1 a naméfenymi hodnotami koncentrace MDA
v plazmé u jednotlivych skupin jedinci

MDA — malondialdehyd, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus
2. typu, ZK — zdravé kontroly.

S vyuzitim Mann-Whitney testu (P < 0,05) byly nasledné porovnany hodnoty
koncentrace MDA v plazmé s genotypy napii¢ skupinami. Statisticky vyznamné rozdily
byly prokazany u genotypu AG mezi skupinou T1D a zdravymi jedinci (P = 0,0079), T2D
a zdravymi jedinci (P = 0,0159) a u null genotypu mezi skupinou zdravych jedincti a T1D
(P < 0,0001) a T2D (P < 0,0001). Korelace mezi genotypy a skupinami je graficky

znazornéna na obrazku (Obr. 23).
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Obr. 23: Korelace mezi naméienymi hodnotami koncentrace MDA a genotypy genu SOD1 mezi

jednotlivymi skupinami

* oznacuje signifikantni rozdil rozdily, ** vysoce signifikantni rozdil, *** extrémné signifikantni
rozdil mezi skupinami na hladin¢ statistické vyznamnosti 0,05 s vyuzitim Mann-Whitneyho testu.
MDA — malondialdehyd, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus
2. typu, ZK — zdravé kontroly.

4.3.2  Zavislost koncentrace MDA na genotypech genu SOD3

S vyuzitim Mann-Whitneyho testu na hlading statistické vyznamnosti 0,05 byly
porovnany hodnoty koncentrace MDA v plazmé s genotypy genu SOD3 u jednotlivych
skupin. Statisticky vyznamné rozdily nebyly prokazany u Zadného genotypu
u jednotlivych skupin (P > 0,5). U pacientt T2D s namétenou koncentraci MDA byl
pritomen pouze genotyp GG, a proto nebyl statisticky zpracovan. Grafické znazornéni je

zobrazeno na obrazku (Obr. 24).
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Obr. 24: Korelace mezi genotypy genu SOD3 a naméfenymi hodnotami koncentrace MDA
v plazmé u jednotlivych skupin jedinci.
MDA — malondialdehyd, T1D — pacienti s diabetes mellitus 1. typu, ZK — zdravé kontroly.
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Hodnoty koncentrace MDA v plazmé¢ byla také porovnana s genotypy genu SOD3
a mezi skupinami jedincti S vyuzitim Mann-Whitney testu na hladiné statistické
vyznamnosti 0,05. Statisticky vyznamné rozdily byly prokdzany u genotypu GG mezi
skupinou T1D a zdravymi jedinci (P < 0,0001) a T2D a zdravymi jedinci (P < 0,0001).
Korelace mezi genotypy a skupinami je graficky znazornéna na obrazku (Obr. 25).
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Obr. 25: Korelace mezi naméi‘enymi hodnotami koncentrace MDA a genotypy genu SOD3 mezi
jednotlivymi skupinami

**** oznacuje statisticky vysoce vyznamné rozdily mezi skupinami na hlading statistické vyznamnosti
0,05 s vyuzitim Mann-Whitneyho testu. MDA — malondialdehyd, T1D — pacienti s diabetes mellitus
1. typu, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly.

4.3.3  Zavislost koncentrace MDA na kombinaci genotypii geni GSTM1 a GSTT1
S vyuzitim Mann-Whitneyho testu na hladiné statistické vyznamnosti 0,05 byly
porovnany hodnoty koncentrace MDA v plazmé s null genotypem genu GSTT1 a wild
type genotypu genu GSTM1 mezi skupinou T2D a zdravymi jedinci. Byl prokazan
statisticky extrémné vysoky (***) rozdil (P = 0,0005). Grafické zn4dzornéni této zévislosti

je zobrazeno na obrazku (Obr. 26).
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Obr. 26: Korelace mezi kombinaci genotypd GSTT1 null a GSTM1 wild type a naméifenymi
hodnotami koncentrace MDA v plazmé mezi skupinou T2D a zdravymi jedinci.

*#% oznaCuji extrémni statisticky vyznamny rozdil na hladin€é vyznamnosti 0,05 dle t-testu.
MDA — malondialdehyd, T2D — pacienti s diabetes mellitus 2. typu, ZK — zdravé kontroly.

4.4 Zavislost koncentrace MDA Vv plazmé na véku

S vyuzitim metody linearni regrese byla testovana zavislost koncentrace MDA

Vplazmé na véku u jednotlivych skupin. Nebyla vSak prokazéna zadnd zavislost
(R?<0,5).
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5 Diskuze

Oxidativni stres mize byt zplisobovan nerovnovahou mezi antioxidanty a ROS
vlivem poskozenim genti, exprimujicich antioxida¢ni enzymy. Tyto geny vykazuji
polymorfni charakter a byla u nich nalezena a popsana fada polymorfizmi. Z mnoha
znamych gent oxidativniho stresu jsme se u kavkazské populace zaméfili celkem na
sedm polymorfizmu: rs 2070424 (substituce A/G v intronu mezi exonem 3 a 4 genu
SOD1), rs 8192287 (substituce G/T v promotorové oblasti genu SOD3), rs 1800668
(substituce G/A v exonu 1 genu GPX1), rs 1001179 (substituce C/T v promotoru genu
CAT), rs 375176458 (delece -/C v intronu mezi exonem 3 a exonem 4 genu GSTM1),
rs 777169989 (delece -/G v intronu mezi exonem 1 a exonem 2 genu GSTT1) a rs 1695
(substituce A/G v exonu 5 genu GSTP1).

Polymorfizmy byly vybrany na zékladé n¢kolika studii v riiznych populacich, v nichz
byly studovany vztahy jednotlivych polymorfizmi a diabetes mellitus ¢i jeho
komplikacemi.

Testovali jsme, zda se konkrétni polymorfizmy v rdmci jednotlivych skupin (T1D,
T2D a ZK) vyskytuji srozdilnou cetnosti. Statisticky vyznamné rozdily frekvenci
genotyptl jsme prokazali u dvou genti — SOD1 (null vs. wild type genotyp) a SOD3
(rs 8192287). Toto zjisténi podporuje teorii, Ze genetickd variabilita antioxidantnich
enzyml muze vést ke snizeni antioxidacni kapacity, a tim k rozvoji diabetes mellitus a
jeho komplikaci. Rozdil jsme prokazali pfi spolecném porovnani frekvenci genotypli
polymorfizmu rs 2070424 a null polymorfizmu SOD1. V ptipadé porovnani frekvenci
jednotlivych genotypli polymorfizmu rs 2070424 jsme mezi skupinami neprokazali
statisticky vyznamné rozdily. Ve zkoumaném souboru — 125 jedinci — se tento
polymorfizmus vyskytoval pouze ve 49 ptipadech (AA — 41 ptipadi, AG — 8 ptipadi).
V ptipadé, Ze jsme porovnali spolecné (zkoumany soubor tedy zahrnoval 125 jedincti)
null a pozitivni polymorfizmus rs 2070424 (AA + AQG), jsme prokazali statisticky
vyznamné rozdily ve frekvencich mezi zdravymi jedinci a pacienty s T2D a mezi
skupinami diabetikd. AA genotyp se vyskytuje s vyssi Cetnosti u pacienti s T2D oproti
zdravym jedincum (P = 0,0191) a pacientaim s T1D (P = 0,0030). Zaroven u pacientl
s T2D se null polymorfizmus vyskytuje méné Casto nez u zdravych jedincli a pacientii
s T1D. Polymorfizmus rs 2070424 byl sttedem z4jmu Haldara a spolupracovnikii (Haldar
et al. 2015). Autofi prokazali v indické populaci statistickou vyznamnost tohoto

polymorfizmu u pacientt s diabetes mellitus. Ke stejnému zavéru jsme dospéli i my po
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spole¢ném vyhodnoceni delecniho a pozitivniho genotypu. Mezi dal$i studie zminujici
asociace mezi ROS a diabetes mellitus patii studie Zhang et al., jez zkoumala tentyz
polymorfizmus v souvislosti s diabetickou komplikaci katarakty. Prokazali, ze frekvence
genotypu GG byla vyssi u diabetickych pacientu s kataraktou, naproti tomu genotyp AA
ma protektivni charakter. Tudiz alela G ptedstavuje riziko pro rozvoj katarakty
u diabetickych pacientii (Zhang et al. 2011). V prib&éhu méfeni této diplomové prace jsme
vSak nenalezli zadného pacienta s genotypem GG a zéaroven ani jeden z pacientti T1D
a T2D netrpél timto onemocnénim.

Pti zkoumani polymorfizmu rs 8192287 (genu SOD3) jsme prokdzali statisticky
vyznamny rozdil ve frekvencich genotypt i alel mezi skupinami diabetiki. U pacient
s T1D ve srovnani se skupinou T2D se svyssi frekvenci vyskytuje genotyp GT
(P = 0,0109), zaroven alela T se Cast&ji vyskytuje u diabetikti 1. typu. U diabetikti dosud
vztah mezi rs 8192287 a onemocnénim popsan nebyl, doposud byla popsana pouze
asociace s dychacimi obtizemi u pfedCasné narozenych déti (Giusti et al. 2012), kdy se
jako rizikova jevi alela T.

Pii vySetfovani polymorfizmt rs 777169989 genu GSTT1 a rs 72549311 genu
GSTM1 jsme prokazali jediny statisticky vyznamny rozdil mezi frekvencemi
kombinovanych genotypt GSTT1 null a GSTM1 wild type mezi pacienty sT2D
a zdravymi jedinci (P = 0,0235). Napii¢ zkoumanymi skupinami se u jednotlivych
genotypll GSTT1 castéji vyskytoval wild type polymorfizmus, avSak statisticky vyznamny
rozdil ve frekvenci nalezen nebyl. Null polymorfizmus genu GSTML1 se ¢astéji vyskytoval
u skupiny T1D a zdravych jedinct, u skupiny T2D se naopak s vyssi Cetnosti vyskytoval
wild type polymorfizmus. Dabdinpour a spolupracovnici vysetfovali vztah polymorfizmu
gentt GSTM1 a GSTTL1. Jejich studie potvrdila, Ze mezi null polymorfizmem genu GSTM1
a pacienty T2D s diabetickou retinopatii je statistickd vyznamnost. Naproti tomu
statistickd vyznamnost nebyla prokdzdna mezi null polymorfizmem genu GTTT1
a diabetickou nefropatii (Dabdinpour et al. 2013). Pinheiro a spolupracovnici prokazali
vztah null polymorfizmu genu GSTT1 k diabetes mellitus — a to zvysSené riziko
diabetickych komplikaci (Pinheiro et al. 2013), u null polymorfizmu genu GSTM1 vsak
zadna asociace s diabetes mellitus prokdzana nebyla. Z diivodu nizkého poctu pacientl
s komplikacemi v naSem souboru nebyl korelovan vztah mezi témito genotypy

a diabetickymi komplikacemi.
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Ve studii Zaki et al. autoti popsali vztah polymorfizmu GSTP1 (rs 1695) k rozvoji
diabetickych komplikaci — frekvence heterozygotniho genotypu AG mezi diabetiky byla
statisticky vyznamnd u pacienti Skomplikacemi, nez u pacienti bez komplikaci
a v porovnani se zdravymi jedinci (P = 0,023) (Zaki et al. 2014). My jsme tuto asociaci
nepotvrdili.

Enzymy CAT a GPX1 hraji dialezitou roli v odpovédi na oxidativni stres, ale
asociace mezi polymorfizmy téchto geni s diabetes mellitus nebyla Vv nasi studii
potvrzena. Vysvétlenim chybéjiciho vztahu mezi témito dvéma polymorfizmy
(rs 1001179 — CAT, rs 1800668 — GPX1) a diabetes mellitus muze byt multifaktorialni
charakter onemocnéni a jeho velmi komplikovana patogeneze. Miize to byt zpisobeno
expozici mnoha fyziologickym signdliim, které mohou vyvolat oxidativni stres, jako jsou
ROS ¢i UV zafeni, jeZ poskozuji buiiky a bunééné komponenty.

Role polymorfizmu genu CAT, rs 1001179, je stale nejasna. Ve studii Pask et al.
nebyla prokazana asociace mezi timto polymorfizmem a diabetes mellitus (Pask et al.
2006), naproti tomu dalsi dv¢ studie uvadi, ze u pacientu s diabetes mellitus 1. i 2. typu,
u kterych byla pfitomna alela C, je zvySené riziko vyskytu diabetické neuropatie. Alela T
je tedy protektivniho charakteru (Zotova et al. 2004; Chistiakov et al. 2006). Dalsi studie
uvadi, ze homozygotni genotyp TT se castéji vyskytuje u diabetikt 1. typu, naopak
u diabetikl 2. typu se Castéji vyskytuji genotypy CC a CT, jez mohou byt zodpov&dné za
snizenou aktivitu enzymu a zvySenou hladinu glukézy v krvi (Goth et al. 2012). Najafi
a spolupracovnici studovali vztah polymorfizmu genu GPX1, rs 1800668, s diabetes
mellitus. Prokazali, Ze jedinci s genotypem CC vykazuji vyssi aktivitu GPX1 v porovnani
s genotypy CT a TT. Nicméné tento polymorfizmus neméni strukturu proteinu, tudiz
rozdily v aktivit¢ mohou byt asociovany s transkripéni regulaci, nebot’ polymorfizmus se
nachazi v promotorové oblasti (Najafi et al. 2012).

Druha cast diplomové prace byla zaméfena na méfeni hladiny malondialdehydu
v krevni plazmé jakoZto markeru oxidativniho stresu. V nasi studii byla prokézéana
zvySend hladina MDA u pacientd s T1ID a T2D oproti zdravym kontrolam, pficemz
pacienti s T1D maji hladiny MDA vyssi nez pacienti s T2D. Soliman popsal zvysenou
hladinu MDA u pacientii s T2D oproti zdravym jedincim v disledku zvysené peroxidace
lipidd (Soliman 2008). Naproti tomu ve studii Pacal et al. nebyl rozdil v koncentraci
MDA u pacientil s T2D a zdravymi jedinci nalezen. Tato studie pouze potvrdila zvySenou

hladinu MDA u pacientii s T1D oproti zdravym kontrolam (Pacal et al. 2011). V nasi
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studi hladina MDA u pacienti s diabetes mellitus 1. typu byla zvySena jak proti zdravé
populaci, tak proti pacientim s diabetes mellitus 2. typu.

Statisticky vyznamné rozdily v koncentracich mezi skupinami diabetiki naznacuji,
ze oxidativni stres u pacientti s T1D a T2D probiha odliSnym mechanizmem a odliSnym
mechanizmem probihd i rozvoj komplikaci.

Mezi pacienty s T1D a T2D se vyskytly rozdily v zavislosti koncentraci MDA na
genotypech gentt SOD1 a SOD3. U pacienti s T1D se vyskytovaly vys$si hladiny MDA
v piipadé genotypu GG i GT (rs 8192287) nez u diabetikd 2. typu (pro GG genotyp)
a zdravych kontrol.

U pacientd s T2D, ktefi méli genotyp AA (rs 2070424), se vyskytovaly vyssi hladiny
MDA nez u pacientti T1D. V piipadé null genotypu nejvyssi koncentrace MDA byla
u pacientii s T1D.

Tyto vysledky tedy naznacuji, ze null genotyp SOD1 a alela T genu SOD3 mohou
byt vii¢i oxidativnimu stresu a tvorbé malondialdehydu rizikovéj$i nez pozitivni genotyp
SOD1 aalela G genu SOD3.

Vzhledem k ptedpokladu, ze oxidativni stres spiSe ovlivituje vznik komplikaci nez
samotného diabetu, bude nutné pro dalsi studie soubor pacientl rozsitit. Je otdzkou, zda
by bylo mozné metody stanoveni MDA standardné vyuzivat pro stanoveni rozvoje

diabetu a komplikaci u rizikovych skupin.
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6 Zavér

V ramci mé diplomové prace jsme u ti skupin (T1D, T2D a ZK) vysetfovali vybrané
polymorfizmy genti SOD1, SOD3, GSTP1, GSTT1, GSTM1, GPX1 a CAT. Nasledn¢ jsme
u jednotlivych skupin stanovili hladinu malondialdehydu. Ziskana data jsme porovnali
mezi sebou a dospéli jsme k témto zavéram:

* Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (P = 0,0235) mezi frekvencemi genotypi
GSTT1 null a GSTM1 wild type mezi zdravymi jedinci a pacienty s T2D.

*  Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi frekvencemi genotypi
gentt SOD3 a SOD1 (pozitivni vs. null) mezi skupinami diabetik.

* Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi hladinami
malondialdehydu mezi jednotlivymi testovanymi skupinami. Nejvyssi hodnoty vykazuji
*  Byly prokazany statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi genotypy geni SOD3
a SOD1 (pozitivni vs. null) a naméfenymi hladinami malondialdehydu mezi skupinami
diabetikt1.

* Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil (P = 0,0005) mezi kombinaci genotyptu
GSTM1 wild type a GSTT1 null a naméfenymi hladinami malondialdehydu mezi pacienty
s T2D a zdravymi jedinci.
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8  Seznam pouzitych zkratek
3 UTR
4-HNE
5¢UTR
A

ACN
ADP

C

CAT
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
DAG
DM
DNA
DNPH
EDTA
ER
FADH,
G

GAD 65
GAPDH
GLUT4
GPX
GSH
GSSG
GST
GST™M
GSTP
GSTT

3¢ neptekladana oblast genu
4-hydroxynonenal

5¢ neprekladand oblast genu
adenin

acetonitril

adenosindifosfat

cytosin

katalaza

2’- deoxyadenosin- 5’- trifosfat
2’- deoxycytidin- 5°- trifosfat

2’- deoxyguanosin- 5’- trifosfat
deoxyribonukleotid trifosfat

2’- deoxythymidin- 5°- trifosfat
diacylglycerol

diabetes mellitus

2 - deoxyribonukleova kyselina
2,4-dinitrofenylhydrazin

kyselina ethylendiamintetraoctova
endoplazmatické retikulum
flavinadenindinukleotid

guanin

dekarboxylaza kyseliny glutamové
glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza
glukozovy transportér 4
glutathionperoxidaza

glutathion

glutathion disulfid
glutathion-S-transferaza
glutathion-S-transferaza tfidy mu
glutathion-S-transferaza ttidy pi

glutathion-S-transferaza tfidy theta
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HLA
HPLC
LADA
MDA
MeMDA
MHC
NAD*
NADH
NADPH
Obr. ¢.
PARP
pH
PCR
PKC
RER
RFLP
RCLB
ROS
SDS
SER
SOD

T1D
T2D
Tab. .
Tag-pol
TBE
uv
WCLB
ZnT8

lidsky leukocytarni antigen

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
latentni autoimunitni diabetes dospélych
malondialdehyd

methylmalondialdehyd

hlavni histokompatibilni komplex
nikotinamidadenindinukleotid (oxidovany)
nikotinamidadenindinukleotid (redukovany)
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
obrazek ¢islo

polymeraza ADP-ribozy

potencial vodiku

polymerazova fetézova reakce
proteinkinaza C

drsné endoplazmatické retikulum
polymorfizmus délky restrikénich fragment
cervené krvinky lyzujici pufr

reaktivni kyslikové formy

dodecylsulfat sodny

hladké endoplazmatické retikulum
superoxiddismutaza

thymin

diabetes mellitus 1. typu

diabetes mellitus 2. typu

tabulka ¢islo

Tag-polymeraza

tris-borat EDTA

ultrafialové zafeni

bilé krvinky lyzujici pufr

zinkovy transportér
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