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Abstrakt

Uvod: Celiakie je multifaktorialni autoimunitni onemocnéni, které je vyvolano reakci na
gluten a snim souvisejici proteiny u geneticky vnimavych jedinci. Genetické studie
prokdzaly vysokou asociaci celiakie s geny HLA (lidské leukocytarni antigeny) II. tfidy.
Pfiblizn¢ 90-95 % pacienti ma HLA-DQ2 haplotyp (DQA1*05/DQB1*02), zbyvajicich 5-
10 % je nositeli HLA-DQ8 (DQA1*03/DQB1*03) nebo zdédili pouze jednu alelu
haplotypu HLA-DQ?2. Piiblizné 30 % zdravé populace ma tento haplotyp, ale pouze u 1 %
se vyvine celiakie. Pokud se u 30 % zdravych jedinct vyskytuje rizikovy haplotyp a
nevyvine se u nich celiakie, mize to byt ovlivnéno odliSnou mirou exprese u zdravych a
nemocnych jedinct. Zda se u této skupiny celiakie projevi ¢i nikoliv, mize byt ovlivnéno
odliSnou mirou exprese.

Cile: Cilem bylo navrhnout a otestovat systém primerd a sond pro kvantitativni PCR
(QPCR), ktery bude amplifikovat vSechny vybrané alely HLA-DQA1l a HLA-DQB1
kandidéatnich gent rizikovych pro celiakii, a tento systém ovéfit prostfednictvim
kvantifikace relativni exprese rizikovych gent u zdravych darct a pacientt s celiakii.
Metody: Do studie bylo zahrnuto 10 pacientt s recentni celiakii a 15 zdravych darcu, ktefi
byli vybrani z databaze Ustavu lékaiské genetiky 3. LF UK na zakladé jejich genotypu
HLA-DQAL a HLA-DQBI. U pacientt byl nejprve zjistén jejich genotyp HLA II. tfidy
pomoci sekvenéné specifickych primert. Z odebrané krve byla u obou skupin vyizolovana
mRNA, ktera byla nasledné transkribovana do cDNA. QPCR byla métena relativni uroven
exprese vybranych rizikovych geni HLA-DQ.

Zavér: Byl navrzen a optimalizovan systém primerd a sond pro QPCR, ktery umoziuje
méfit relativni expresi vybranych kandidatnich gent celiakie. Systém byl navrZzen pro alely
HLA-DQA1 (DQA1*05, DQA1*02:01, DQA1*03:01) a alely HLA-DQB1 (DQB1*02,
DQB1*03:02). Dale byl navrzen systém do intronové oblasti HLA-DQA, ktery umoziiuje
zjistit miru kontaminace gDNA ve vzorku. Pro otestovani navrzenych systémi byla
zméfena exprese zajmovych alel u pilotniho souboru zdravych dérct a pacientl s celiakii.
Cilem prace nebylo Gz vzhledem k poctu jedinct s jednotlivymi haplotypy z vysledka
vyvozovat zaveéry, nicméné ziskana data naznacuji, ze lze ocekavat odliSnou expresi
rizikovych alel u nelé¢enych celiakli, a Ze bude zajimavé zaméfit se také na variabilitu
exprese v ramci jednotlivych skupin.

Kli¢ova slova: celiakie, HLA II. tfidy, HLA-DQAL, HLA-DQB1, polymorfismus,

genetickd exprese



Abstract

Introduction: Celiac disease is a multifactorial autoimmune disease that is caused by a
response to gluten and related proteins in genetically susceptible individuals. Genetic
studies have demonstrated a high association of celiac disease with HLA genes (human
leukocyte antigens) Il. Class. Approximately 90-95% of the patients have a HLA-DQ2
haplotype (DQA1*05/DQB1*02), the remaining 5-10% are carriers of HLA-DQ8
(DQA1*03/DQB1*03) or inherited only one allele of HLA-DQ2 genotype. Approximately
30% of the healthy population has this haplotype and only 1% develops celiac disease. If
30% of healthy individuals have this haplotype and do not develop celiac disease, this may
be affected by a different level of expression in healthy and diseased individuals.

Aims: The aim was to design and test a primer and probe system for QPCR that will
amplify all selected HLA-DQA1 and HLA-DQBL1 candidate genes at risk for celiac disease
and use this system to measure the relative level of expression of risk genes in healthy
donors and patients with celiac disease.

Methods: The study included 10 patients with recent celiac disease and 15 healthy donors
who were selected from the database of the Institute of Medical Genetics of the 3.LF UK
based on their genotypes HLA-DQA1 and HLA-DQBL1. Patients were first detected their
HLA II. Class genotype by sequence-specific primers. From the collected blood, mMRNA
was isolated and subsequently transcribed into the cDNA. Using QPCR, the relative level
of expression of selected HLA-DQ risk genes was measured.

Conclusion: A primer and probe system for QPCR has been designed and optimized to
measure the relative expression of selected candidate celiac genes. The system was
designed for HLA-DQAL alleles (DQAL * 05, DQAL * 02: 01, DQA1 * 03: 01) and HLA-
DQB1 alleles (DQB1 * 02, DQB1 * 03: 02). Additionally, the system was designed to the
HLA-DQAL intron domain, which makes it possible to determine the degree of
contamination of the gDNA in the sample. To test proposed systems, the expression of
interest alleles in the pilot set of healthy donors and patients with celiac disease was
measured. The aim of the work was not to draw conclusions from the results of the
individual haplotypes, but the data obtained suggest that a different expression of the risky
alleles in untreated celiac disease can be expected and that it will also be interesting to
focus on the variability of expression within the groups.

Key words: celiac disease, HLA II. Class, HLA-DQA1, HLA-DQB1, polymorphism,

genetic expression
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1. Uvod

Celiakie je multifaktoridlni orgdnove specifické autoimunitni onemocnéni. Imunitni
reakci, kterd vyusti v posSkozeni stiev a atrofii klka stfevni sliznice, vyvolavaji peptidy
lepku. Onemocnéni se vyvine u geneticky predisponovanych jedinct. Studie uvadéji, ze
onemocnénim trpi 1 % populace, ale procento bude ziejmé podstatné vyssi (Green et al.,
2001). Celiakie je charakterizovana produkci protilatek proti transglutaminaze a anti-
endomysidlnich protilatek. Jeji jedinou 1écbou je celozivotni dodrZzovani bezlepkové diety.

Celiakie se nejcastéji vyvine u jedinci s haplotypem HLA-DQ2 (DQA1*05;
DQB1*02), u zbyvajicich pacienti se vyskytuje haplotyp HLA-DQ8 (DQA1*03;
DQB1*03:02). Tato asociace souvisi s faktem, ze DQ2 a DQ8 heterodimery
zprostiedkovavaji aktivaci gluten-senzitivnich CD4+ T-lymfocytu ve stievé (Risch, 1987).

Molekuly HLA-DQ asociované s onemocnénim jsou exprimovany na antigen
prezentujicich buitkdch a vazi specificky glutenové peptidy, které jsou modifikované
pomoci tkanové transglutamindzy, a prezentuji je stfevnim T-lymfocytim. Vysledna
odezva T-lymfocyta vede k produkci protilatek specifickych pro celiakii a sekreci
prozanétlivych cytokind. To nasledné vede k atrofii klkii a dal§im klinickym projeviim
onemocnéni (Karell et al., 2003).

Rizikové alely pro vznik celiakie nese i velké procento zdravé populace, u které
onemocnéni nikdy nevypukne. HLA geny pfispivaji ke vzniku onemocnéni ve 40 % a non-
HLA geny ve 14 % (Trynka et al., 2011). Do vzniku onemocnéni je tak zapojeno vice
gend, ale hlavni jsou pravé jiz zminéné HLA-DQ geny.

Dosud nebylo uspokojivé objasnéno, z jakého diivodu onemocni pouze maly pocet
jedincti s genetickou predispozici a u zbytku se nemoc nikdy neprojevi. Porozuménim
tomuto principu by bylo mozné¢ zlepSit diagnostiku a diagnostikovat onemocnéni jesté pied

nastupem klinickych projevii.



2. Celiakie

Celiakie, téz znama jako gluten-senzitivni enteropatie, je autoimunitni porucha,
kterd je vyvolana reakci na gluten a s nim souvisejici proteiny u geneticky vnimavych
jedinc. Imunitni odpovéd zahrnuje jak adaptivni tak vrozenou imunitu. Je
charakterizovana piitomnosti anti-glutenovych a anti-transglutaminazovych protilatek,
infiltraci lymfocyta pfes epitelidlni membranu a lamina propria, dale pak expresi mnoha
cytokind a ostatnich signalnich proteini. Onemocnéni vede ke vzniku zanétu, atrofii klku a
hyperplasii krypt v tenkém stfevé. Mimo tyto symptomy je celiakie asociovana s mnoha
extraintestinalnimi komplikacemi, zahrnujici anemie, endokrinni poruchy a neurologické
deficity. Bezlepkova dieta je v soucasnosti jedina efektivni metoda 1éCby.

Symptomy odpovidajici celiakii byly popsany uz ve 2. stoleti. V 19. stoleti Samuel
Gee definoval symptomy a charakterizoval onemocnéni (Dowd & Walker-Smith, 1974),
nicméné Willem Karel Dicke byl prvni, kdo rozpoznal, ze odstranéni obili z jidelni¢ku je
dulezité pro 1é¢bu (shrnuto v Goh & Werlin, 2011). John W. Paulley popsal histologické
zmény v tenkém stfevé spojené¢ s onemocnénim. Objeveni asociace HLA a gluten-
specifickych T-lymfocytim asociovanych s celiakii a rozpoznani, ze transglutaminaza 2
(TG2) je cilem autoprotilatek, prob&hlo v 80. a 90. letech 20. stoleti (Briani et al., 2008).

Nejprve byla celiakie povazovana za vzacné onemocnéni projevujici se u déti, nyni
je odhadovano, ze 1 ze 100 lidi trpi celiakii. Mlze se projevit v jakémkoliv véku, €astéji u
zen nez u muzu v poméru 3:1 (Green et al., 2001). Celiakie je onemocnéni spojené s geny
hlavniho histokompatibilniho syst¢ému HLA II. tfidy. Primarni asociace je s HLA DQ2
(DQA1*05/DQB1*02) a DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) (Sollid & Thorsby, 1993).
Povrchové proteiny antigen prezentujicich bunc¢k jsou dileZité pifi prezentovani
specifickych imunogennich glutenovych peptidi gluten specifickym T-lymfocytim v
tenkém stievé. Zatimco pritomnost specifickych HLA proteinli je nezbytnd pro rozvoj
onemocnéni, neni dostacujici. Za genetické riziko vzniku celiakie jsou také povaZovany

riznorodé non-HLA geny.

2.1. Klinické projevy
Klinické projevy celiakie jsou velice variabilni. V détstvi se onemocnéni bézné
projevuje malym vzriistem, zpozdénim puberty, chronickym prijem, abdominélni distenzi

a anémii. U dospélych jedincli se miize objevit chronicky prijem, abdominalni distenze a



bolestivost, slabost a malabsorpce. Nicméné¢ mnoho pacienti ma slabé nebo zadné
gastrointestinalni symptomy, zatimco se vyskytuji symptomy extra-intestindlni jako je
dermatitis herpetiformis, anemie, osteoporosa, neplodnost a neurologické problémy. Proto
se o celiakii uvazuje jako o multisystémové poruse spiSe nez jen o gastrointestinanim
onemocnéni. Zatimco nékteré extraintestindlni manifestace celiakie jako anemie a
osteoporosa jsou primarné disledkem malnutrice zptisobené 1ézemi sliznice stfeva, ostatni

maji mnohem komplexné&jsi spojitost (Husby et al., 2012; Ribes-Koninckx et al., 2012).

2.2. Patogeneze celiakie

Celiakie, podobné jako jina autoimunitni onemocnéni, ma multifaktorialni
charakter. To znamend, Ze k poruSeni mechanisml autotolerance a rozvoji nepiimétené
imunitni reakce je nezbytné pusobeni vice faktor zaroven (Di Sabatino & Corazza, 2009).
Na vzniku a projevu celiakie se podileji environmentéalni, imunologické a genetické
faktory. Z environmentalnich faktort je hlavni lepek. Dale se zda, ze k rozvoji onemocnéni
by mohly pfispivat doba kojeni a vek, kdy je ditéti zatazen lepek do stravy (lvarsson et al.,
2002). Riziko celiakie je vysoké u geneticky vnimavych déti, pokud se u nich objevi gluten
v prvnich 3 mésicich zivota, o néco mensi je pak pfi prvnim podavani glutenu az po 7.
meésici (Tye-Din & Anderson, 2008). Studie naznacuji, Ze kojeni a zaroven podavani
malého mnozstvi glutenu v potrav€ ma protektivni G€inky a vede ke sniZeni poctu déti
trpicich celiakii (Di Sabatino & Corazza, 2009). DalSim rizikovym faktorem jsou virové
infekce (Stene et al., 2006.). Casté gastrointestinalni infekce zptsobené bakteriemi a
rotaviry mohou také zvysit riziko vzniku celiakie u predisponovanych dospélych jedinct.
Mohlo by se tak dit naruSenim integrity stievni sliznice a doCasnym zvySenim jeji
permeability, to vede k uvolnéni tkanové transglutaminazy a zesileni imunogenicity
glutenu (D1 Sabatino & Corazza, 2009). Déle pak mtze byt rizikovym faktorem kouteni
(Vazquez et al., 2001).

2.2.1. Lepek (gluten)
Lepek neboli gluten je u predisponovanych jedinci primarni spousté¢ onemocnéni.
Lepek se nachazi ve vSech forméch pSenice ¢ili v krupici, Spald¢, sladu, kuskusu, bulgaru,
zitu a je¢meni (Kagnoff et al., 2007). Jedna se o smés zasobnich bilkovin v povrchovych
castech obilnych zrn. Tyto bilkoviny se déli do dvou skupin podle jejich schopnosti se
rozpoustét v ethanolu. Rozpustné bilkoviny jsou oznacovany jako prolaminy a nerozpustné

jsou gluteniny. PfedevSim prolaminy jsou povazovany za hlavni toxické komponenty v
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patogenezi celiakie. Do této skupiny patii gliadin, ktery se nachéazi v pSenici, sekalin v Zité
a hordein v je¢meni. Toxicita aveninu, ktery je obsaZen v ovsu, neni jednozna¢na. Gliadiny
obsahuji az sto riiznych komponent, dé€li se na toxické a imunogenni. Toxické maji piimy
cytotoxicky efekt na sliznici tenkého stfeva, zatimco imunogenni plisobi prostfednictvim
riznych mediatora jako je interferon y (INF-y), interleukin 2 a 4 (IL-2 a IL-4) a zptsobuji
tak zanétlivé reakce (Di Sabatino & Corazza, 2009; Tye-Din & Anderson, 2008).
Imunogenni gliadiny jsou schopny specificky stimulovat HLA-DQ2 (Sjostrom et al., 1998)
nebo DQ8 (van de Wal et al., 1999) na T-lymfocytickych liniich. Nékteré imunogenni
fragmenty mohou vyvolat silnou reakci T-lymfocytd a zaroven specifickou T-
lymfocytickou odpovéd u témér vSech pacienti na rozdil od jinych imunogennich
fragmentd, které spousti tyto reakce pouze u nékterych pacientd. Tyto gliadiny se silnou
reaktivitou se nazyvaji imunodominantni (Stern et al., 2001).

V lepku je vysoky podil prolinu, ten =zajistuje rezistenci proti proteolyze
zalude¢nimi pankreatickymi enzymy a enzymy na povrchu mikroklkl epitelidlnich bun¢k
(tzv. brush border enzymy). Proto je pro traveni glutenu dilezita tkdnova transglutaminaza,
ta zajistuje rozsté€peni glutenu pomoci dvou mechanismi, v zavislosti na pH a koncentraci
glutenu. Transglutaminaza 2 (TG2) katalyzuje transaminaci a deaminaci zbytkt glutaminu
v proteinech. Pfi snizeném pH je preferovana deaminace. U celiakie se vytvoii protilatky
proti TG2, jsou zni¢eny enterocyty a dochazi k vzniku ptiznakl celiakie: nadymani, kiece,

mastna stolice a naruSend architektura sttevnich klka (Stern et al., 2001).

2.2.2. Imunologické faktory

Celiakie je zanétlivé stfevni onemocnéni, které je spojené s vysokou expresi INF-y
ve stievni sliznici (Nilsen et al., 1998). Z imunologického pohledu celiakie odpovida spise
organové specifickému autoimunitnimu onemocnéni, neZ zanétlivému onemocnéni. U
autoimunitniho onemocnéni dochazi k destrukci tkan¢ a autoimunitni reakce muze byt jak
humoralniho, tak i bunééného typu (Ciccocioppo et al., 2005).

Byl zaznamenén zvySeny transport toxickych i imunogennich fragmentt lepku pies
sttevni epitel. Predpoklada se, ze za to muze byt zodpovédny zanét, nebo nezralost
enterocyti (Matysiak et al., 2003). Peptidy lepku jsou schopny vyvolat zrani a expresi
kostimula¢nich molekul dendritickymi buiikami, dale pak sekreci chemokinti odpovédnych

za aktivaci leukocytt (Nikulina et al., 2004).
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2.2.3. Genetické faktory

Pomérné vysoky vyskyt mezi monozygotnimi dvojCaty a familiarni agregace svédci
pro to, ze genetické faktory jsou jednou z pii¢in vzniku celiakie (Di Sabatino & Corazza,
2009). Spole¢ny vyskyt celiakie u monozygotnich dvojéat je az 75 %. U dizygotnich
dvojcat je ptiblizné 11%. Rodinné studie ukazaly na vysokou heritabilitu (Heap & van
Heel, 2009). Sourozenci pacienta s celiakii maji nejméné 20x vétsi riziko onemocnéni nez
jedinec z bézné populace (Risch, 1987).

Celiakie je polygenni onemocnéni, coz znamen4, ze se na jejim vzniku podili vice
genl. Vysledky genetickych studii ukédzaly vysokou asociaci celiakie s uritymi geny
hlavniho histokompatibilniho systému (Heap & van Heel, 2009). Hlavni jsou geny HLA
(human leukocyte antigens) II. téidy (Hourigan, 2006). Piiblizn¢ 90-95 % pacientd ma
HLA-DQ?2 heterodimer (DQA1*05/DQB1*02) a zbyvajicich 5-10 % jsou nositeli HLA-
DQ8 (DQA1*03/DQB1*03), nebo zdédili pouze jednu alelu z HLA-DQ?2, to znamena bud’
DQAT1*05 nebo DQB1*02. Kombinace zdédénych alel urCuje vysi rizika pro vznik
celiakie. HLA geny reprezentuji piiblizn¢ 40 % dédi¢nosti celiakie (Risch, 1987). U HLA-
DQ2 se zdédénymi obéma alelami je riziko 4-6% vyssi nez u jinych kombinaci (Heap &
van Heel, 2009). Pravé¢ ptitomnost téchto alel je nezbytna, ale ne dostacujici k
fenotypovému projevu celiakie (Karell et al., 2003).

Vzhledem k tomu, ze HLA-DQ2 se vyskytuje i u tfetiny normalni populace, je
ziejmé, Ze jsou v tomto onemocnéni zapojené jesté jiné genové oblasti mimo HLA geny
(non-HLA geny).

Non-HLA oblasti asociovanych s celiakii doposud bylo objeveno nékolik. Patii sem
napiiklad oblast na dlouhém raménku 5. chromosomu (5q31-33), ktera obsahuje geny pro
tvorbu cytokinii podilejicich se na imunitnich odpovédich, dale pak oblast na chromosomu
4 (4927), na které jsou kodovany interleukiny 2 a 21. Ty se zapojuji do rozvoje zanctu
sliznice tenkého stieva.

Oblasti geni HLA a non-HLA asociovanych s celiakii jsou pojmenovany jako

lokusy COELIAC (Di Sabatino & Corazza, 2009).

2.2.4. Zapojeni adaptivni a vrozené imunity
Imunologicka odpovéd’ na gluten zahrnuje reakci protilatek na glutenové proteiny a

reakci autoantigend proti TG2, reakci CD4" T-lymfocytl na gluten a zvySeni hladiny
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intraepitelidlnich CD8" T-lymfocyti (Jabri et al., 2005). Nékteré kompletné nestravené
glutenové peptidy mohou za urcitych podminek prostupovat pies epitely a vstupovat do
lamina propria tenkého stieva. Spekuluje se 0 tom, Ze stresové faktory vedou ke zménam v
stievni propustnosti, coz vede k moznosti prostupu glutenovych peptidia do lamina propria
(Alaedini & Green, 2005).

Pfirozena imunitni odpovéd’ na gluten mtize také byt prekurzorem zmén a zvySovat
permeabilitu stfev. Neutralni glutaminové zbytky mohou byt konvertovany na negativné
nabitou kyselinu glutamovou pies deaminaci transglutaminasou 2. Antigen prezentujici
bunky exprimujici molekuly HLA-DQ2 a HLA-DQS8 maji zvySenou afinitu pro tyto
neaminované peptidy. Navazani imunogennich peptidi na molekuly HLA formuje
komplex, ktery miZe aktivovat gluten specifické CD4" T-lymfocyty v lamina propria.
Aktivace téchto lymfocytil je nasledovéana produkci velkého mnozZstvi cytokintli, coz miize
vyustit v zanét a zniceni klkt v tenkém stievé, vypusténim metaloproteindz fibroblasty a
zanétlivymi bunikami (Jabri et al., 2005). Gluten indukuje expresi IL-15 cytokinu, MIC
(MHC-class I related chain) a HLA-E stresovanymi epitelialnimi bufikami tenkého stfeva.
To ziejmé¢ vede k aktivaci antigen nespecifické intraepitelialni expresi natural Killer
receptort (NK), NK bunky aktivujici receptor typu 2D (NKG2D) a diferencia¢ni antigen
94 (CD94/NKG2C) na CD8" lymfocytech. Interakce téchto lymfocytl s epitelidlnimi
buitkkami vyusti v uvolnéni IFN-y a cytotoxickych molekul, coz zplsobi zniceni
epitelidlnich buné€k (Jabri et al., 2005). Glutenové peptidy mohou byt také rozpoznavany
receptory skupiny Toll-like (TLR) nebo dal$imi receptory makrofagl stfeva schopnymi
rozeznavat konzervované struktury urcitych patogent (Schuppan et al., 2003). Pokud se
peptidova Castice navaze na TLR, dochézi k ovlivnéni exprese nekterych prozanétlivych
cytokinli a chemokint (Jabri et al., 2005).

Aktivace CD4" T-lymfocyti muze také stimulovat B-lymfocyty a to vede k
produkci anti-glutenovych a anti-TG2 protilatek. Pii absenci TG2-specifickych T-
lymfocytt je odpovéd’ anti-TG2 protilatek ziejmé fizena intermolekularni pomoci, kdy
gluten-specifické T-lymfocyty poskytuji pomoc TG2-specifickym B-lymfocytim,
zarucujici, ze bude vznikat komplex TG2-gluten (Fleckenstein et al., 2004). Takto fizeny
mechanismus gluten-specifickych T-lymfocytd by vedl k anti-TG2 imunitni reakci, aniz by
bylo potteba TG2-specifickych T-lymfocyti. Zavislost anti-TG2 protilatek na piijmu
glutenu u celiakli, jak se zda, tento mechanismus podporuje (Sulkanen et al., 1998).
Zatimco TG2 muze formovat komplexy s glutenovymi peptidy, muze také propojovat

gluten s proteiny matrix, ¢imz zadrzuje gluten ve tkani a generuje molekuldrni komplexy,
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které mohou vyvolat imunitni odpoveéd’ dalSich autoantigenti (Alaedini & Green, 2008).
Bylo prokazano, ze anti-TG2 protilaitky mohou interferovat s aktivitou TG2 a maji
Skodlivy dopad na diferenciaci epitelialnich bunék (Esposito et al., 2002; Halttunen &

Miki, 1999). Plsobeni imunitnich odpovédi je zndzornéno na obr. 1.
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Obr.1 Schéma procesii prirozené a adaptivni imunity (prevzato a upraveno (Briani et al., 2008))
Toto zjednodusené schéma popisuje proces humordlni a bunécné imunitni odpovédi a zndazornuje nasledné
poskozeni sliznic u jedincii s celiakii. A: Glutenové peptidy odolné viici travicim enzymiim prostupuji
epitelialni barierou. B: Glutenové peptidy jsou deaminovany pomoci TG2, dochazi tak ke vzniku epitopii se
zvySenym imonostimulacnim potencialem. Tyto peptidy se také mohou kovalentné spojit s TG2 nebo jinymi
enzymatickymi peptidy. C. Deaminované peptidy jsou prezentovany antigen prezentujicim buikdam
(dendritické bunky, makrofagy, B-lymfocyty a CD4+ T lymfocyty). D: Prispénim gluten-specifickych T
lymfocytii dochazi ke klonovani a vyliti antiglutenovych protilatek. TG2 specifické B lymfocyty mohou byt
také aktivovany gluten-specifickymi T lymfocyty pomoci intramolekularnich interakci. E: Exprese
prozanétlivych cytokinii aktivovanymi T lymfocyty podporuje uvoliiovani metaloproteinaz, které zpiisobuji
poskozeni sliznic a remodelaci tkané. F: Reakce na gluten také zahrnuje vrozeny imunitni systém. Epitelidlni
bunky vylucuji interleukin 15 (IL-15) a exprimuji neklasické MHC molekuly I. tridy v odpoveédi na vystaveni

glutenu. Toto aktivuje CD8+ cytotoxické T lymfocyty. Ty mohou zacilit a znicit epitelidlni buriky.
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2.3. Diagnostika

Podezieni na celiakii vznika u pacientii s charakteristickymi symptomy, nebo
pokud jsou v rizikové skupiné. Do rizikové skupiny jsou zahrnuti jedinci, ktefi maji
onemocnéni asociovana s celiakii a jedinci, ktefi jsou pfibuzni pacienta s celiakii.
Diagnosticka kritéria pro celiakii (CD) podle Evropské spolecnosti pro détskou
gastroenterologii, hepatologii a vyzivu (ESPGHAN) byla pfijata v roce 1990. Od té doby
byla jako antigen spojeny s celiakii identifikovana TG2 a celiakie byla uznana jako
multiorganové onemocnéni souvisejici s haplotypy HLA-DQ2 a HLA-DQ8 (Husby et al.,
2012). Pii podezieni na toto onemocnéni se nejprve provadi serologicky test. Zjistuje se
pfitomnost protilatek IgA proti transglutaminaze 2 (ani-TG2) a anti-endomysialni
protilatky (EMA) (Rostami, 1999). Oba tyto testy detekuji protilatky proti stejnému
antigenu, TG2 (Alaedini & Green, 2005). Pro pocate¢ni screening se doporucuje IgA
izotyp, protoze se jevi jako citlivéjsi a specifi¢téjsi u tohoto onemocnéni (Rostom et al.,
2006). Dale se k diagnostice mohou pouzivat serologické testy zalozené na detekci anti-
gliadinovych antigenti (Reeves et al., 2006).

Po pozitivnim vysledku serologického testu by méla nasledovat biopsie tenkého
stieva. Biopsie se pii vysokém klinickém podezieni miize provadét i v piipadé negativniho
serologického testu. Charakteristika histologického nalezu miize sahat od téméf normalni
stavby klki se zvySenym vyskytem intraepitelialnich lymfocyti az k totalni atrofii klku
(Marsh, 1992). Pfi pozitivnim nalezu je pfedpokladano onemocnéni celiakii a méla by byt
zavedena bezlepkova dieta. Kone¢na diagndza je stanovena az po té, zda doslo ke zlepSeni
symptomll na zakladé¢ zmény stravy. Pokud je biopsie negativni, ale serologické testy
vychazeji pozitivné, méla by se zvazit moznost testovani HLA alel (Karell et al., 2003).
Neptitomnost HLA alel asociovanych s celiakii m4 velmi vysokou negativni prediktivni
hodnotu. HLA genotypizace mize proto slouzit k diagnostice celiakie pfi spornych
vysledcich testd (Kaukinen et al., 2007).

Na zékladé rozvoje technik a novych postupt byly v roce 2012 revidovany postupy
pro diagnostiku celiakie. Byla pouZzita serologickd diagnostika skupiny symptomatickych
déti pomoci pouziti titru anti-TG2, anti-EMA a zjitovani piitomnosti rizikovych
haplotypu (Paul et al., 2017).

Rada diikazii podporuje nizor, Ze diagnostiku celiakie lze provést pouze
akceptovan (Holmes et al., 2017).

Diagnostika CD pomoci serologickych testi na TG2 je citliva a spolehliva, ale
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positivni predikce se miize zpiesnit pomoci EMA (Gidrewicz et al. , 2015).

Od roku 2012, kdy byla upravena metoda pro diagnostiku celiakie u déti, se
doporucuje, aby byla u symptomatickych déti diagnostikovana celiakie bez biopsie
tenkého stfeva. To plati za piredpokladu, jsou protilatky proti TG2 vice nez 10x vyssi nez je
normdlni limit a byly zjisténé anti-endomysidlni protilatky. Dale by se méla ovéfit
ptitomnost HLA-DQ2/DQ8. Piiblizn¢ 25-40 % populace ma tento haplotyp a pouze u 0,1-
1 % se vyvine celiakie. Z tohoto divodu nelze diagnostikovat celiakii jen na zékladé
pritomnosti téchto haplotypli a u pediatrii by se méla genotypizace pouZzivat pouze pro
potvrzeni diagnostiky u déti, u kterych se neprovadi biopsie a celiakie je diagnostikovana

pouze na zaklad¢ serologickych test (Paul et al., 2017).

2.4. Lécba celiakie

V soucasnosti je jedina ucinnd lécba celiakie uplné vytrazeni glutenu a s nim
souvisejici proteiny z jidelni¢ku. To znamend eliminace produktli obsahujicich pSenici, Zito
a je¢men. Ke zlepSeni symptom dochazi v rozmezi dnti az tydnt od zahdjeni bezlepkové
diety, zatimco obnoveni klkti v tenkém stfevé trva delsi dobu (Lee et al., 2003; Briani et
al., 2008).

Anti-TG2 a anti-gliadinové protilatky se snizuji, ale muze trvat mésice az roky, nez
kompletné vymizi. Jako ndhrada za zakézané potraviny muze byt do jidelnicku zavedena
ryze, pohanka, kukufice, quinoa nebo amarant (Green & Cellier, 2007). Také oves je
povazovan za moznou nahradu, ackoliv u nékterych pacientii neni tolerovan (Hogberg et
al., 2004; Janatuinen et al., 1995). Byla tedy vedena diskuze o zatazeni ovsa do bezlepkové
diety. Nejnovejsi studie uvadéji, ze ani pii dlouhodobém pozivani ovsa nedochéazi k
poskozeni sliznice ani objeveni symptomul spojenych s celiakii, naopak mize zvySovat
kvalitu zivota vzhledem ke svym vyzivovym vlastnostem (Aaltonen et al., 2017). Lepsi
porozuméni patofyziologii celiakie na molekularni tirovni by mohlo vést k vyvinuti novych
ucinnych metod 1écby. Tyto 1é€ebné metody by mohly zahrnovat zmény na trovni lepku
nebo na Urovni imunitni reakce nemocnych jedinc. Mohla by byt vyuZita moZnost
enzymatické Upravy lepku zni¢enim toxickych peptidd, selektivni modulace ¢innosti TG2

nebo zabranéni vazby peptidi gliadinu na HLA molekuly (Briani et al., 2008).
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3. HLA komplex a jeho asociace s celiakii

3.1. HLA komplex

Roku 1956 poprvé popsal Jean Dausset histokompatibilni antigeny na lidskych
leukocytech. Tyto antigeny byly nazvany lidské leukocytarni antigeny (human leukocyte
antigens, HLA).

Postupem ¢asu se ukazalo, ze alely HLA maji souvislost s riznymi onemocnénimi.
Nejprve se zdalo, Ze tato asociace je s HLA antigeny I. tfidy, pozd&ji byla zaznamenana
souvistost i s HLA antigeny Il. tfidy. Antigeny Il. tfidy pfedstavuji vyssi rizikovy faktor
pro autoimunitni onemocnéni nez antigeny HLA 1. tiidy (Babbitt et al., 1985; Kappler et
al., 1987).

V systému HLA je 21 polymorfnich HLA genti, které se nalézaji na kratkém
raménku 6. chromosomu Vv regionu 6p21.3 (obr. 2). Produkty téchto gent
zprostiedkovavaji odpovéd’ na infekéni onemocnéni a ovliviiuji transplantaci bunék a
organii. Uroven polymorfismu pozorovana u té&chto genii je velmi vysoka, napiiklad u
HLA-B bylo pozorovano vice nez 3000 variant. Tato uroveil je povazovana za
hyperpolymorfni ve srovnani s jinymi systémy genti (URL1).

V MHC byly identifikovany tfi odlisné oblasti. Oblast I. tfidy, kterd je umisténa na
telomérnim konci chromosomu a koduje geny pro molekuly HLA 1. tfidy: HLA-A, -B, -C,
-E, -F a -G. Ty jsou spolecné exprimované¢ na povrchu jednotlivych buné¢k a jsou
odpovédné za prezentaci intraceluldrné derivovanych peptidi CD8+ T-lymfocytim.
Region Il. tfidy lezi v centromerické oblasti a koduje geny HLA II. tfidy: HLA-DRA,-
DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5, -DQAL, -DQB1, -DPA1 a DPB1. Exprese HLA II. tfidy je
omezena na antigen prezentujici buiiky, které prezentuji extracelularn¢ derivované peptidy
CD4+ T-lymfocytim. Mezi 1. a 1. tfidou lezi oblast III. tfidy, kde se nachéazi fada non-HLA
genll s imunitni funkci (Robinson et al., 2000). HLA geny III. tfidy koéduji napiiklad
cytokiny (tumor necrosis factor o a p; TNFa a TNF), chaperony (Hsp 70, HLA-DM) a
dale pak slozky komplementu (C2, C4A, C4B, properdin, faktor B) ( Cerna, 2008).
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Obr. 2: Genova mapa HLA komplexu: poloha genii I, I1. a IlI. tridy od centromery (Cen) po telomeru (Tel)
(prevzato a upraveno (Mehra & Kaur, 2003)).

3.2. Struktura HLA molekul

Molekuly I. tfidy jsou exprimovany hlavné somatickymi buiikami. Stupeni exprese
ale zavisi na jednotlivém tkanovém typu (Klein, 1986). Na sviij povrch vazi peptidy
produkované bunikou. Molekuly HLA I. tfidy se skladaji z a fetézce a betao-mikroglobulinu
(obr. 3). Geny HLA . tfidy koduji o polypeptidovy fetézec, zatimco B2-mikroglobulin je
kodovan na chromosomu 15 (Mackay et al., 2000). Lokusy HLA . téidy jsou tvofeny z 25
% variabilni ¢asti (ol a a2, kodovany exony 2 a 3) a ze 75 % tvoii konstantni ¢ast (03,
koédovana exonem 4, transmembranovy a cytoplazmaticky exon). Vazebné misto tvoii B-
skladany list se dvéma a-Sroubovicemi, které ho obklopuji. Vazebné misto ma stabilni
velikost, a proto se na n¢j mohou navazovat pouze fragmenty pepidii o velikosti 8-10
aminokyselin (Falk et al., 1991; Hunt et al., 2007).

HLA molekuly I1l. tfidy se nachazeji na povrchu bunék prezentujicich antigen. Do
této skupiny se fadi makrofagy, dendritické bunky, monocyty, B lymfocyty a aktivované T
lymfocyty. Tyto buiiky prezentuji fragmenty peptidt, které pohltily (Mackay et al., 2000).

Geny HLA 1. tiidy se déli mezi tyto typy molekul: HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP,
DO a DM. Vsechny se skladaji z a a B polypeptidového fetézce (obr. 3). Kazdy fetézec se
sklada ze ¢ty domén: peptidovazebné (a1l nebo B1) a imunoglubulinové domény (a2 nebo
B2), transmembranové oblasti a cytoplazmatického konce (Mackay et al., 2000). Distalni
domény al a Bl tvoii vazebné misto pro peptidy. Na tomto misté se nejprve nachézi
invariantni fetézec, ktery pomahd navadét molekulu HLA II. tfidy do Golgiho aparatu a

poté endosomdlni nebo lysozomalni cestou na povrch bunky. Ve vaccich je fetézec
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proteolyticky rozstépen a zbyde z nej CLIP (class II-associated invariant chain peptide).
Vyménu CLIPu za antigenni peptid zajistuje lysozomalni chaperon HLA-DM. U HLA II.
ttidy neni vazebné misto ohraniceno, a proto se do n& mohou navézat rizn€ dlouhé

peptidy. Nejcastéji jsou vSak dlouhé 15-35 aminokyselin (Mackay et al., 2000).

HLAItsidy HLATLtridy
vazebny Zlabsk

™

,,,,,,

Obr. 3: Struktura HLA molekul I. a Il. #dy.

Beta,-mikroglobulin (82m) je lehky Fetézec molekul I. tiidy. a-Fetézec molekul |. tiidy ma dvé peptidové
domény (al a a2), imunoglobulinovou doménu (0.3), transmembrdanovou cast (TM) a cytoplazmaticky konec.
Kazdy z o a f retézcit molekul 1. tridy ma ctyri domény: peptidovazebnou (0.1 nebo f1), imunoglobulinovou

domeénu (a2 nebo B2), transmembrdnovy region (TM) a cytoplazmaticky konec (prevzato a upraveno podle

Mackay et al., 2000).

HLA molekuly II. tfidy jsou velice polymorfni. Tento polymorfismus se projevuje
zaménami jednotlivych nukleotidi v DNA molekule. Zména aminokyseliny pak ma za
nasledek odlisnou slabou vazebnou interakci mezi fetézci, tim se ¢asteéné zméni terciarni
struktura molekuly a nasledn¢ i funkce HLA (Brown et al., 1993; Stern et al., 1994).

Lokus DR je nejvétsi a je tvofeny komplexem 9 geni. HLA-DRB1 je
nejpolymorfnéjsi, méa 2103 alel. Geny DQA1 maji 94 alel a DQB1 1142 alel (URL1). Mira

polymorfismu jednotlivych genti je shrnuta v tabulce 1.

19



Tab. 1: Pocty alel genit HLA I1. tiidy (URL1)

HLA Il.tidy
Gen DRA DRB DQAL DQBl1 DPA1 DPA2 DPB1 DPB2 DMA |DMB DOA DOB
Pocet alel 71 2376 94 1142 53 h 894 6 77 13 12 13

Gen DRB1 DRB2 DRB3 DRB4 |DRB5 DRB6 DRB7 DRB8 |DRB9
Pocetalel | 2103 1 145 66 54 3 2 1 1

3.3. Nomenklatura HLA

Kvili slozitosti systému a vysokému polymorfismu bylo tfeba zavést jednotnou
nomenklaturu. Slozit&j$i nomenklatura je u geni II. tfidy, které koduji a 1 B fetézec. Kazda
HLA alela je pojmenovana unikétnim ¢islem. Délka oznaceni alely zavisi na jeji sekvenci.
Vsechny alely ziskaji pfinejmensim cCtyiciselny nazev, delsi jména jsou pak pfifazovana
pouze v ptipadé potieby.

Prvni pismeno (D) oznacuje tfidu, druhé (M, O, P, Q a R) znaci rodinu a tieti
fetézec A nebo B (Mackay et al., 2000). Nejprve je pismenem oznacen lokus, pak nasleduje
hvézdicka a dale kombinace ¢tyf, nebo pokud je potieba, 1 vice ¢isel (napf. HLA-
DQB1*05:01). Prvni ¢islice pfed hvézdickou znaci, jestli je tato sekvence exprimovana.
Cislo 1 znamena, Ze sekvence DQB nebo DQA je exprimovana. U sekvenci, u kterych neni
znamo zda exprimovany jsou, se pouzivaji ¢islice 2 nebo 3. Cislice pied prvni dvojteckou
(obr. 4) popisuji typ, ktery Casto odpovida sérologickému antigenu, ktery nese alotyp.
Nasledujici sada Cisel slouzi k odliSeni podtypt, ¢isla jsou pfifazena v potadi, ve kterém
byly sekvence DNA popsany. Alely, jejichz cCisla se 1isi ve dvou sadach cislic, maji jednu
nebo vice nukleotidovych substituci, které méni aminokyselinovou sekvenci kdédovaného
proteinu. Alely, které se liSi pouze synonymnimi substitucemi nukleotidl (tiché substituce)
v ramci kédujici sekvence, se odliSuji pomoci tieti sady Cislic. Alely, které se 1isi pouze
sekvenénim polymorfismy v intronech nebo v 5" nebo 3’ netranslatovanych oblastech
lemujicich exony a introny, se odliSuji pouzitim ¢tvrtého souboru &islic.

Vedle cisla alely existuji 1 dal$i moZnosti, které mohou byt do oznaeni alely
pridany. Alely, u kterych bylo zjisténo, Ze se neexprimuji (nulové alely), maji pfiponu ,,N.

Alely, u nichz se prokézalo, Ze jsou exprimovany alternativné, pouzivaji pfipony ,,L, S, C,
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A“ nebo ,,Q%. L se pouziva pro oznaceni alely s nizkou expresi, S se pouziva k oznaceni
alely produkujici protein, ktery je rozpustny a neni pfitomen na povrchu molekul, ale je
vyluCovan. Ptipona C je pfifazena alelam, které produkuji proteiny pfitomné v cytoplazme.
A oznaCuje aberantni expresi a udava se, pokud jsou pochyby o tom, zda je protein
opravdu exprimovan. Q se pouziva, pokud je exprese alely sporna, tedy pokud pozorovana
mutace ovliviiuje normalni hladiny exprese u jinych alel (URLL.). Pro lepsi pochopeni je

na obrazku €. 4 znazornén popis nazvu jedné alely.

oznaéeni am inokyselinové substituce v

oznaéeni tfidy a rodiny sekvence nekédujicich regionech

T
HLA-DQB1*02:101:01:02N

. oo

alelicka skupina oznaéuje synonymni oznaéeni exprese alely
substituce v kédujici
sekvenci

v
retezec

Obr. 4: Priklad HLA alely s vysvétlenym oznacenim.

3.4. Typy HLA alel zapojené v patogenezi celiakie

Prvni zjisténi, ze hlavni histokompatibilni komplex (MHC) ovliviiuje riziko rozvoje
celiakie, se objevilo téméf o 50 let diive, nez objev asociace tohoto onemocnéni s HLA-B8
(Falchuk et al., 1972; Stokes et al., 1972). Pozd¢ji bylo objeveno, Ze jsou s nemoci
asociovany HLA-A, HLA-DR3 a HLA-DR?7, stejn¢ jako HLA-DQ2 (Betuel et al., 2008;
DeMarchi et al., 2008; Keuning et al., 1976; Solheim et al., 2008; Tosi et al., 1983).
Asociace s HLA-AL, -B8, -DR3 a -DQ2 je skrze vazebnou nerovnovahu. Kvili silné
vazebné nerovnovaze, ktera se vyskytuje v regionu HLA, je tézké zjistit, ktera alela nebo
lokus jsou za onemocnéni zodpovédné. Nicméné u celiakie bylo zjisténo, ze podstatna ¢ast
pacientl jsou heterozygoti DR5/DR7 (Mearin et al., 1983; Trabace et al., 1984). Jedinci,
kteti nesou haplotyp DR7, jsou ohrozeni pouze tehdy, jsou-li nositeli haplotypti DR3 nebo
DRS, a jedinci, ktefi nesou haplotyp DRS5, jsou ohrozeni, pokud nesou haplotypy DR3
nebo DR7. Vysvétleni pro tato pozorovani se stalo ziejmé, kdyz byly charakterizovany
alely DQA1 a DQBI z haplotypi DR3, DR7 a DR5. Alela DQBL1 haplotypu DR3-DQ2
(DQB1*02:01) se od alely DQB1 haplotypu DR7-DQ2 lisi pouze jedinym zbytkem v
poloze 135 v membranové proximalni doméné. DR3-DQ2 jedinec a DR5-DQ7 / DR7-DQ?2

jedinec tak exprimuje témét identickou molekulu HLA-DQ, bud’ exprimovanou v cis nebo
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trans konfiguraci (Sollid et al., 1989). Tato molekula je v souc¢asné dobé ¢asto ozna¢ovana
jako HLA-DQ2.5 (obr. 5).

HLA-DQ?2 v cis pozici HLA-DQ?2 v trans pozici

DR3-DQ2 —l 0201 H 0201 }— 0301 }— DR5-DQ7 —{ 0301 —: 0505 :—L11/12:—
r | 1

—| H }— '— DR7-DQ2 —l 0202 —‘ 0201 A—A 07 1_
DQB1* DQA1* DRB1* DQB1* DQA1* DRB1*

Obr. 5: Haplotypy, predispozicni pro celiakii: DQA1*05 a DOB1*02 kédované v cis pozici, na
jednom chromosomu, nebo v trans pozici, na dvou jednotlivych chromoSomech. Mohou kédovat
DQ2 heterodimer.

(prevzato a upraveno z Louka & Sollid, 2003)

Obvykle vice nez 90 % pacientd s celiakii nese haplotyp HLA-DQZ2.5. Pacienti,
ktefi neexprimuji HLA-DQ2.5, vétSinou bud’ exprimuji HLA-DQ2.2 (kodovan alelami
DQA1*02:01 a DQB1*02:02 haplotypu DR7-DQ2), nebo exprimuji HLA-DQS8
(DQA1*03 a DQB1*03:02 alely haplotypu DR4-DQ8) (Karell et al., 2003; Spurkland et
al., 1992). Je velmi malo pacientl, ktefi nemaji zadny z téchto tiéi HLA-DQ alotypd a
exprimuji HLA-DQ7.5 ( DQA1*05:05 a DQB1*03:01, obvykle haplotyp DR5-DQ7)
(Karell et al., 2003). Distribuce DQ2.5, DQ2.2 a DQ8 mezi pacienty s celiakii se v urcité
mife 1iSi mezi riznymi populacemi. Naptiklad obzvlasté vysoky podil pacientli nesouci
DQ8 se nachazi mezi Ashkenazskymi Zidy (Tighe et al., 1993) a americkymi indiany v
Chile (Araya et al., 2000).

Vyskyt pacientd s celiakii, ktefi by nenesli ani jednu variantu z DQ2.5, DQ2.2 nebo
DQ8, je velmi nizky. Nicmén¢ u mnoha jedincti nesoucich rizikové HLA-DQ molekuly se
celiakie nikdy neobjevi. VétSina pacientll s celiakii ma variantu DQ2, tu vSak muizeme
nalézt i u 20-30 % zdravych jedinci (Sollid et al., 1989). Tyto HLA geny jsou tedy
nezbytné, ale ne dostacujici pro rozvoj celiakie. Vysvétlenim muize byt zapojeni non-HLA

genli a environmentalniho prostfedi. Jen u 0,4 % jedinct, ktefi vykazovali pfiznaky
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celiakie, nebyla nalezena ani jedna rizikova alela (Karell et al., 2003). V dal$ich studiich se
uvadi, ze negativita pro rizikové alely byla nalezena u 0,16-0,9 % jedincti (Megiorni et al.,
2009; Pietzak et al., 2009).

Béhem poslednich nékolika desetileti se podafilo shromazdit zna¢né informace o
non-HLA genech podilejicich se na onemocnéni celiakii, které pochéazeji pfevazné z
genomovych asocia¢nich studii (Dubois et al., 2010; Hunt et al., 2008; Trynka et al., 2011).
V roce 2016 bylo identifikovano 42 lokust souvisejicich s timto onemocnénim (Withoff et
al., 2016). Efekt kazdého z téchto lokust je velmi maly ve srovnani s efektem HLA.
Odhaduje se, ze zatimco HLA pfispiva ke genetickému riziku 40 %, 37 non-HLA lokust
spole¢né piispiva ke vzniku onemocnéni S 14% rizikem (Trynka et al., 2011). Co se tyka
ptispévku dédicnosti rizikovych gentll, Gutierrez-Achury et al.(2015) odhaduji, Ze 23 %
ptispivaji HLA-DQ geny, 18 % by mohlo byt pfi¢teno non-DQ HLA genlim a 7 % non-
HLA gentim. Nasledné se ukazalo, ze odhad ptispévku non-DQ HLA geni byl $patny, a
ve skutecnosti piispivaji pouze 2 % (Gutierrez-Achury et al., 2015). V regionu HLA je
pfevazujici rizikovy efekt pro celiakii zprostfedkovan HLA-DQ alotypy s malym
ptispévkem HLA gent jinych nez DQ.

Riziko celiakie je vyrazné zvySeno u jedinct, ktefi jsou homozygotni pro DQ2.5
(DQA1*05-DQB1*02) a DQ8 (DQA1*03-DQB1*03:02). Jednotlivei, ktefi jsou
homozygotni pro DQB1*02, ale heterozygotni pro DQAI1*05 (napt. DQA1*05-
DQB1*02:02 / DQA1*0201-DQB1*02:02) maji také zvySené riziko celiakie (Ploski et al.,
1993).

Pti vyzkumu molekul HLA-DQ byly zkoumany vazebné motivy peptidi, které tyto
molekuly asociované s celiakii vazi. Bylo zjiSténo, Ze DQ2.5 a DQS8 pirednostn¢ vazi
negativné nabité zbytky peptidd, 1 kdyz v rznych polohdch. Pravé peptidy deaminované
tkdnovou transglutaminazou 2 maji negativni ndboj DQ2.5 preferuje negativni naboj v
pozicich P4, P6 a P7 (Johansen et al., 1996; Vartdal et al., 1996; van de Wal et al., 1996,
1997), zatimco DQS v pozicich P1 a P9 (Godkin et al., 1997; Kwok et al., 1996), viz obr.
6. V disledku je pak vétSina glutenovych epitopti prezentovanych DQ2.5 odlisna od téch
prezentovanych DQS8 (Tollefsen et al., 2006). Ackoliv bylo zjisténo, ze DQ2.5 a DQ2.2
maji podobné vazebné motivy s preferenci negativnich ndboji u P4, P6 a P7, vazebné
experimenty naznacuji, ze DQ2.2 na rozdil od DQ2.5 mé jesté ptidavnou kapsu na P3 s

preferenci serinu a treoninu a nevyhodnou pro prolin (van de Wal et al., 1997).
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Obr. 6: Vsechny molekuly DQ asociované s celiakii preferencné vazi peptidy s negativné nabitymi

zbytky. V DQ2.5 a DQ2.2 jsou kapsy P4, P6 a P7, které maji prednost pro negativné nabité kotevni
zbytky, zatimco v DQS jsou to kapsy P1 a P9, které maji tuto prednost. Hlavni kapsa pro peptidy
vazajici se na DQ2.2 je umisténa v P3 a tato kapsa prednostné vdze serinové (S) a threoninové
zbytky. Nativni glutenové peptidy jsou bohaté na zbytky prolinu (P) a glutaminu (Q), avSak v
zaporné nabitych zbytcich jsou vzacné. Po deamidaci transglutaminasou 2 se glutaminové zbytky
zpuisobem zavislym na sekvenci prevedou na glutamat (E). Deamidované glutenové peptidy se
zavedenymi negativne nabitymi zbytky glutamatu se lépe vazi na molekuly HLA-DQ asociované s

celiakii. Schematicky jsou znazornény nativni a deamidované varianty imunodominantnich epitopii

DQ2.5-glia-a2, DQ2.2-glut-L1 a DQ8-glia-al (Fleckenstein et al., 2004).

Pfi testu funkeni stability se zjistilo, Ze serinovy zbytek je dilezity pro vazbu
peptidu na DQ2.2, ale ne na DQ2.5 (Bergseng et al., 2015). Serin a treonin jsou ziidka
ptitomné v glutenovych peptidech, takze mnozstvi peptidi v TG2 modifikovaném
proteomu, které¢ by bylo schopné se vazat na HLA-DQ, je mensi pro DQ2.2, nez pro
DQ2.5. To pravdépodobné vysvétluje rozdilna rizika pro celiakii spojena s témito dvéma
variantami DQ2 (Pisapia et al., 2016). HLA molekuly na antigen prezentujicich bunkach
(APC) prezentuji gluten CD4+ T lymfocytim a aktivuji je (Molberg et al., 1997). Velikost
fragmentli definuje stimulacni aktivitu, del$i fragmenty vykazuji zvySeni stimulace CD4+
T-lymfocytl oproti mens§im fragmentiim (Arentz-Hansen et al., 2000).

Pro vznik patogenni odpovédi T-lymfocytt existuje prah vyzadujici ur¢ité mnozstvi
komplextt HLA-peptid. V posledni dob¢ se diskutovalo o efektu davky gent, protoze se
zd4, ze je podobnd hladina exprese molekuly DQ2.5 na povrchu bunék u homozygoti i

heterozygoti. Neni zde tedy pozorovan zadny rozdil ve schopnosti prezentace antigenu u

24



gluten-specifickych CD4+ T lymfocytech (Pisapia et al., 2016). Absence genové davky je
prekvapiva vzhledem k tomu, Ze tento jev byl prokazan u mysi (Berg et al., 1990). Stale je
nejasné, pro¢ u jedinc homozygotnich pro DQB1*02, ale heterozygotnich pro DQA1*05
(tj. DQA1*05-DQB1*02:01/DQA1*02:01-DQB1*02:02) je riziko zvysené.
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4. Polymerazova Fetézova reakce v realném c¢ase (QPCR) a navrh
primeru a sond

4.1. QPCR
Za vynalezce polymerazové tetézové reakce (PCR) je povazovan Dr. Kary Banks
Mullis, ktery roku 1983 seznamil védeckou komunitu s prvni polymerazovou fetézovou
reakci. Pfi této reakci dochdzelo k namnozeni vybraného useku DNA. Aby tohoto bylo
dosazeno, navrhnul dva oligonukleotidy, tzv. primery. Kazdy ztéchto primert byl
komplementarni vzdy k jednomu vlaknu dvouietézcové DNA. Pomoci DNA polymerazy

byl amplifikovan usek, ktery se mezi t€émito dvéma primery nachazel (Mullis, 1990).

4.1.1. Princip QPCR

QPCR je modifikaci klasické PCR, pfi které jde predev§im o namnozeni vstupni
DNA a detekci vysledného produktu (McPherson & Meller, 2000). Pfi QPCR se méfi
fluorescence v kazdém cyklu PCR a zaroven umoziuje sledovat priristky DNA. Detekuje
produkt i v poc¢atecni fazi reakce, a tim umoznuje kvantifikaci i relativné malého mnozstvi
templatu (VanGuilder et al., 2008).

Ke kvantifikaci vysledného produktu dochédzi pomoci specifickych fluorescenc¢nich
sond (Logan et al., 2009), které nasedaji ve druhé fazi PCR spole¢né s primery
(Bermingham & Luettich, 2003).

Ptistroj pro QPCR tzv. cykler dokaze fluorescenci sond detekovat, uréit mnozstvi
fluorescence v reakci a podle toho upravit pozadi reakce (tzv. background). To zajist'uje
vysokou piesnost (Logan et al., 2009). Deketovat narGst fluorescence zpusobeny
odstépenim znacené sondy béhem amplifikace fragmentu v kazdém cyklu lze pomoci
softwaru. Cykler ma opticky systém, ktery je tvofen napf. xenonovou lampou nebo
halogenovou zativkou ¢i excitatnim laserem. Zdroj osviti reakéni smés svétlem o urcité
vlnové délce a excituje fluorescencni sondu. Vzniklé zareni je vedeno systémem optickych
vlaken, zrcadel a filtri do méficich kanald CCD kamery (Logan et al., 2009). V nasi
laboratoii vyuzivame LightCycler® 480 (LC 480) Instrument od firmy Roche Applied.

QPCR se pouziva predevsim k méfeni genové exprese. Analyza genové exprese
probihd na urovni mRNA. Jesté pred zahajenim QPCR je nutné piepsat mRNA do
komplementarni cDNA, k tomu slouzi reverzni transkripce s naslednou polymerazovou

fetézovou reakci (RT-PCR). RT-PCR je dalsi modifikaci PCR, pfi které se vyuZziva reverzni
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transkriptdza a random primery pro piepis mRNA do cDNA a jeji nasledné amplifikaci
pomoci PCR (Nolan et al., 2006). RT a QPCR mohou probihat soucastné, ale vyhodou
oddélené RT a QPCR je vyssi ucinnost reakce a moznost uchovani cDNA (Leutenegger et
al., 1999).

4.1.2. Vizualizace produktu

Diive se k vizualizaci produktu QPCR vyzivala interkala¢ni ¢inidla (Syber Green I)
(Arya et al., 2005). V soucasnosti je nejpouzivanéj$§im barvivem SYBR Green I, BEBO,
GelRed nebo GelGreen (Kaltenboeck & Wang, 2005). Jako dal§i typ mutzeme uvést
jednoduSe znacené hybridizacni sondy fungujici na principu FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Pouzivaji se ve dvojicich, kdy po nasednuti sond na DNA
pieda donorova sonda svoji energii akceptorové, a ta emituje fluorescenci (Didenko, 2001).

Dale se pouzivaji hydrolyza¢ni sondy, které jsou zalozené na systému dudlné
znadenych sond nazyvajici se TagMan® sondy. Tyto sondy vyuzivaji 5 —3’
exonukledzovou aktivitu Taq DNA polymerazy, ktera ma schopnost odStépit
z templatového fetézce sondu (Holland et al.,, 1991). TagMan sonda je oligonukleotid se
zhaseCem (quencher) na 3” konci a reportérem na 5° konci (Meksem et al., 2001).
V soucasnosti se jako zhaSece pouzivaji tzv. dark quenchers. Mezi n¢ patii napiiklad Black
Hole Quencher, Iowa Black nebo Dabsyl. Tyto zhaSece nemaji na rozdil od dfive
pouzivaného zhase¢e TAMRA (tetramethylrhodamine) ptirozenou fluorescenci (Dorak,
2007).

4.1.3. Kvantifikace
Hlavnim vyuzitim QPCR je kvantifikace produktu. Provadi se matematickou
analyzou amplifika¢nich kiivek. Kiivka ma sigmoidalni tvar a Ize ji rozdé€lit na nékolik

¢asti: backgraund fazi, exponencialni fazi, linedrni fazi a fazi plato.

Pti background fazi se produkt amplifikuje, ale fluorescence nepiekroci prahovou
hodnotu. Obvykle se jedna o prvnich 10-15 cykli a na amplifika¢ni kiivce tuto Cast

oznacujeme jako baseline (Wong & Medrano, 2005).

V exponencidlni fazi kiivky mnozstvi produktu roste exponencialné. Pii 100%

ucinnosti reakce dochazi béhem kazdého cyklu ke zdvojnasobeni produktu. V této fazi se
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urCuje Ct hodnota (cycle treshold). Tato hodnota ndm udava cyklus, ve kterém byl
prekrocen limit pro detekci fluorescence. Ct odrazi mnozstvi vstupniho materialu, ¢im vice
materidlu vstupuje do reakce, tim diive je detekovan fluorescencni signal a naopak
(Ginzinger, 2002). Plati tedy, Ze ¢im vyssi je koncentrace mRNA cilového genu, tim nizsi
je hodnota Ct.

V linearni fazi diky snizovéani G¢innosti reakce dochdzi pouze k linearnimu nértstu
produktu. Posledni fazi je faze platd, kdy postupnym vycerpanim jednotlivych slozek
reakéni smési nevznikd dalsi produkt a fluorescence jiz neroste (McPherson & Moller,
2000).

Existuje nékolik zptsobti vyhodnoceni Ct pro kvantifikaci. Ct se muze urcit
manudlné, kdy se amplifikacni kiivka prolozi regresni piimkou. V misté prekiizeni ptimky
s prahem se nachazi hodnota Ct. VétSina cyklert uz ma tuto metodu ve svych softwarech
automatizovanou. Dal§i moznosti je uréeni maxima druhé derivace. Ct se urcuje jako bod,
ve kterém dochazi k strmému stoupani amplifikacni kiivky (URL2).

Vstupni mnozstvi molekul Ize vypoéitat pomoci vzorce N¢ = No x EC. N¢ vyjadiuje
pocet amplifikovanych molekul po C cyklech. Za No se dosadi vychozi po¢et molekul, eff
oznacuje efektivitu a C pocet cykli. Teoreticky je efektivita stoprocentni, to znamena, ze
v kazdém cyklu vzniknou 2 kopie, realn¢ ale byva nizsi. I nepatrné snizeni efektivity ma
velky vliv na mnozstvi vysledného produktu (Bustin, 2004; Karlen et al., 2007). Efektivita
se stanovuje empiricky vytvorenim fedici fady cDNA jednoho vzorku. Ziskame standardni
kfivku. Podle vzorce eff = 1051%¢ yypocitame redlnou efektivitu daného genu. Tuto
efektivitu pak dosazujeme do vztahu 22t misto hodnoty 2 (Pfaffl, 2001) nebo do vzorce
N = No x EC.

4.1.4. Analyza dat

Pii analyze dat se pouZziva bud’ absolutni, nebo relativni kvantifikace produktu
zajmového genu. U absolutni kvantifikace se stanovuje redlny pocet amplikonli vstupniho
produktu, ktery je porovnavan se standardy o znamé koncentraci (Giulietti et al., 2001).
Z kalibraéni kiivky, kterou ziskdme zanesenim Ct standardl, l1ze porovnanim hodnot Ct
odecist koncentraci neznamého vzorku (Bustin, 2004). Standardy o znamé koncentraci

musi byt amplifikovany za stejnych podminek jako vzorek o neznamé koncentraci (\WWong

& Medrano, 2005).

Pro uréeni miry genové exprese se nejCastéji vyuziva relativni kvantifikace. Ta
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stanovuje relativni pomér mnozstvi sledovaného genu vici endogenni kontrole v ramci
kazdého vzorku (Dorak, 2007). Ct amplifika¢ni kiivky je vztazeno k Ct referen¢niho genu.
Jako referen¢ni geny se pouzivaji tzv. endogenni kontroly. Tyto geny by mély mit u vSech
typt pozorovanych vzorku stadlou uroven exprese. Endogenni kontroly patii mezi geny,
udrzujici zakladni funkce bunky a exprimuji se za normalnich i patologickych podminek
(Eisenberg & Levanon, 2003). Nemusi byt tedy vytvoiena kalibracni ktivka, jako se
vyzaduje u absolutni kvantifikace. Pouziva se v piipadech, ve kterych je dostacujicim

vyjadienim pomér expresi.

Pro vypocet relativni kvantifikace se pouziva komparativni metoda delta-delta

(2"22¢Y) bez korekce efektivity a metoda podle Pfaffla s korekci efektivity (Pfaffl,
2001; Schmittgen & Livak, 2008). V ptipadé, zZe se efektivita cilového genu a referen¢niho
genu lisi, pouziva se vztah podle Pfaffla. Normalizovany expresni profil (NEP) se vypocita

podle nasledujiciho vzorce:

NEP = (Eci lovy) ACt cilovy (kalibrator — vzorek) _._ (Ere ferenéni) ACt referenéni (kalibrator — vzorek)

Diky tomuto vztahu jsou zohlednény efektivity jednotlivych genti. Metodu delta-
delta 1ze pojmout jako specialni ptipad metody podle Pfaffla, ve kterém se efektivita
cilového a referen¢niho genu rovna cislu 2 (Pfaffl, 2001).

Vyhodou QPCR je jeji vysoka citlivost. K jejimu provedeni staci jen velmi malé
mnozstvi vstupni templatové nukleové kyseliny. Na druhou stranu se projevi i malé
mnozstvi kontaminace nezadouci genomické DNA i cDNA (Aslanzadeh, 2004). Hlavni
vyhodou je tedy pfesna kvantifikace, absence manipulaci po PCR, jeji vysoké kapacita
screeningu a stupen automatizace, moznost piipravit test s minimalnim mnozstvim vzorku

DNA béhem nékolika hodin.
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4.2. Navrh primeri a sond
4.2.1. Navrh primeri

Pro PCR amplifikaci zajmového genu jsou klicové optimalné navrzené primery, coz
jsou umeéle nasyntetizované kratké useky DNA neboli oligonukleotidy, které jsou
komplementarni k cilovému tiseku DNA.

Pokud je znama sekvence templatového vlakna, 1ze navrhnout vhodné primery a
sondy, které s nim budou hybridizovat.Sekvence gent jsou dostupné v online databazich,
kde dochazi k jejich neustalé aktualizaci. Genetické sekvence lze dohledat napiiklad
pomoci databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information). Pro HLA geny
existuji databaze hla.alelles.org (URL1) a IPD-IMGT/HLA (URL3).

Pfi navrhu primert jsou dilezité predev§im dva cile: specifita a efektivita
amplifikace. Specifita je definovand jako frekvence, se kterou se vyskytuje specifické
navazani primerd. Efektivita je definovana jako schopnost PCR reakce amplifikace
produktu vzhledem k teoretickému optimu, kdy se zdvojnasobuje produkt v kazdém PCR
cyklu. Je nékolik proménnych, které ovliviiuji rovnovahu mezi témito dvéma cili. Tyto
proménné maji predvidatelné ucinky na specifitu a efektivitu amplifikace (Dieffenbach et
al., 1993).

Je dilezité pecliveé zvazit umisténi a charakteristiku primert, sond a amplikonu pied
zacatkem QPCR experimentu. Zasadni je piiméfena teplota tani (Tm), kterd urCuje
podminky, za kterych se budou primery a sonda vazat na cilovou sekvenci. Pti pouzivani
programu pro navrh primeru se mohou zadat proménlivé paramentry reakce, jako jsou
koncentrace hot¢iku, nukleotidi (dNTPs), diky tomu je mozné Tm spocitat relativné

presné (URLA4).

Délka primeri, anelac¢ni teplota a teplota tani

Specifita je zajiStovana délkou primeru a anelacni teplotou PCR reakce, souvisi
ptimo s jeho délkou. Kazdy pfidany nukleotid zajistuje primeru étyfikrat vyssi specifitu
(Dieffenbach et al., 1993).

Oligonukleotid dlouhy 18 az 24 bazi ma tendenci byt dostatecné sekvencné
specificky, jestlize je anela¢ni teplota (Ta) PCR reakce nastavena v rozmezi nékolika
stupniit Celsia kolem teploty tani Tm primeru. Ta by neméla byt nizsi nez Tm primert 0

vice jak 5°C nez Tm primert. Disledkem nizké Ta mize byt, Ze se jeden nebo oba primery
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budou vazat k jinym sekvencim, nez bylo plGvodné zamySleno, protoze miiZze byt
tolerovano pouze ¢astecné nasednuti primerti nebo chybného (mismatch) parovani, to pak
muze vést k nespecifické amplifikaci. Pokud je Ta pfiliS vysoka, je sniZzena efektivita
reakce. Optimalni Ta tedy zajisti vysSi vytéznost produktu a namnozeni spravného
amplikonu (URLA4).

Oligonukleotid se sekvenci krat§i nez 15 bazi je uzitecny pouze pro limitovany
pocet PCR protokoli, jako je naptiklad pouziti ndhodnych kratkych primera pfi mapovani
jednoduchych genu (Liang & Pardee, 1992; Williams et al., 1990). Horni limit délky
primeru je méné kriticky a souvisi s efektivitou reakce. Krat§i primer bude mnohem
rychleji navazan na cilovou DNA a bude formovat stabilni dvouvldknovy templat, od
kterého muze zadit polymerizace DNA (Dieffenbach et al., 1993).

Optimélni Tm primert je mezi 60 — 64°C, ideélni je 62°C, to je optimdlni teplota
pro nejlepsi funkci PCR enzymd. Idedlné€ by se teplota sady primerd neméla lisit o vice nez
2°C, aby se oba primery mohly vazat simultanné (Dieffenbach et al., 1993).

Pro primery kolem 20 bazi 1ze stanovit Tm pomoci vypoctu Tm =4 x (G + C) + 2 x
(A +T), zatimco u delSich primerd se musi brat v avahu termodynamické paramenty a jsou
proto vyuzivané pocitaCové programy pro navrh primera (Breslauer et al., 1986; Freier et
al., 1986). Kwok et al. ukazali, Ze pozice 3 konce primeru je dulezita pro spravny prabch
reakce (Kwok et al.,1990). Dokonalé parovani 3" konce primeru a templatu je dulezité pro
ziskani optimalnich vysledki. Pokud je to mozZné, alesponi pro prvnich 6 nukleotidi by mél
primer na 3" konci nasedat perfektné (Dieffenbach et al., 1993).

Dalsi na co se pfi navrhu primerd musi dat pozor je, aby primery nevytvarely
dimery, pfipadné vlasenky (Chou et al., 1992). Na efektivitu amplifikace ma vliv i délka
produktu reakce (Rychlik et al., 1990).

Délka amplikonu

Délka amplikonu ma dopad na efektivitu amplifikace (Rychlik et al., 1990). Délka
zavisi na ucelu PCR a pouzitém materidlu. Pro ucel detekce DNA sekvence je produkovan
PCR amplikon v délce 150-1000 bp. Pokud chceme detekovat specificky DNA fragment,
je optimalni maly amplikon v délce 120-300 bp (Dieffenbach et al., 1993).

Pro kvantitativni polymerazovou fetézouvou reakci by mél byt amplikon kratsi,
idealn¢ mezi 50-150 bp (Smith & Osborn, 2009). Amplikony o velikosti mezi 70-150 bp
zajist'uji dostateCnou nukleotidovou sekvenci, v niz mohou byt primery a sondy navrzeny s

odpovidajici Tm a jsou nejsnadnéji amplifikovatelné pii standartnich podminkach. Mohou
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byt amplifikovany i amplikony del$i nez 500 bp ale podminky PCR reakce musi byt
upraveny.

Pro kvantitativni PCR musi byt primery a sondy navrhovany do kdédujiciho regionu
mRNA. Pokud je to mozné, je dobré navrhovat systém do mista spojeni exoni, aby se

snizila moznost detekce pripadné kontaminace genomickou DNA (URL4) .

Obsah Guanosinu a Cytosinu (GC)
Primery by mély obsahovat piiméfeny obsah GC. Obsah GC by m¢l idealné byt 50
%, ale mize se pohybovat v rozmezi 35-65 %. Sekvence primeri by nemély obsahovat

oblasti se 4 nebo vice po sob¢ jdoucimi G (URL4).

4.2.2. Navrh sondy

Pro navrh sondy je dilezité promyslet si jeji umisténi. V idealnim ptipadé by méla
sonda byt blizko pfimého nebo zpétného primeru, ale neméla by se piekryvat s vazebnym
mistem primeru na stejném vlakné (URL4).

Tm sondy by méla byt o 6-8°C vyssi nez primerd. Pokud je teplota pfili§ nizka,
procento navdzané sondy bude nizké. V tomto piipadé mohou primery amplifikovat
produkt, ale citlivost reakce mize byt kompromitovana, jelikoz se na vSechna cilovd mista
nenavaze sonda, coz povede ke snizeni fluorescenéniho signalu. To pak muze zkreslit
vysledky a dochazi k Spatné reprezentaci skutecného mnozstvi cilového produktu ve
vzorku.

Anelaéni teplota by se neméla lisit 0 vice nez 5°C od Tm primeru. Obsah GC by
stejné jako u primerd mél byt v rozmezi 35-65 %. Nemél by se na 5 konci vyskytovat G,

aby se predeslo moznému zhaseni 5° fluoroforu (URLA4).

U sond a primeru je potieba zkontrolovat, jestli netvori homo- nebo heterodimery a
vlasenky. Hodnota deltaG (zmény Gibbsovi energie) dimeru nebo vldsenek by méla byt
pozitivni. Pozitivni ¢isla naznacuji, Ze sekundérni struktura se nebude vytvaret. Pro tyto
vypocty lze pouzivat pocitacové softwary (napt. OligoAnalyzer).

Pro ovéfeni specifity je tfeba provést porovnani v databazi sekvenci nukleovych
kyselin BLAST (Basic Local Agigment Search Tool; URLS5), nebo zkontrolovat mozné
navazani na jiné sekvence manudlné. Zajisti se tak, zZe se nebude sonda vazat mimo zadany
cil a nedojde ke snizeni efektivity reakce.

Existuje mnoho softwaru pro navrhovani systému primera a sondy, které vyuzivaji
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algoritmus pro design nékolika vhodnych primerti pro cilové sekvence, maji ale sva
omezeni. Nelze je pouzit pro tak polymorfni geny, které se vyskytuji v HLA systému.
Softwarem navrzené primery by nemusely nasedat na vSechny zadouci varianty dané¢ho

genu.
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5. Hypotézy a cile

Kvili lepSimu pochopeni genetického pozadi vzniku celiakie a ptipadné vcasné
diagnostice onemocnéni jsme se v této praci zaméfili na expresi vybranych kandidatnich
gent, které se u tohoto onemocnéni vyskytuji. Lze totiz ptedpokladat, Ze pokud se u 30 %
zdravych jedinct vyskytuje rizikovy haplotyp a nevyvine se u nich béhem Zzivota celiakie,

muze to byt ovlivnéno odliSnou mirou exprese u zdravych a nemocnych jedinct.

Byly stanoveny nasledujici cile prace:
e Navrhnout a otestovat systém primerti a sond pro QPCR, ktery bude
o amplifikovat vSechny alely HLA-DQA1 a HLA-DQBI1 kandidétnich
genu rizikovych pro celiakie,
o schopen rozliSovat az na troven HLA-DQA1*05:01 a HLA-
DQA1*05:05 u alfa fetézce a HLA-DQB1*02:01 a HLA-DQB1*02:02
u beta fetézce molekuly HLA-DQ.
e Navrzeny systém optimalizovat a verifikovat na pilotnim souboru dat ziskanych

ze vzorkl od zdravych dérct a pacientt s celiakii.
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6. Material a metody

Vychozim materidlem pro vyzkum byla periferni krev ziskana od pacientii s celiakii
a krev od zdravych darcti se zajmovymi alelami spojenymi s celiakii. Krev byla u obou
skupin zpracovavana stejnymi postupy. Od zdravych darcii byla ziskavana krev pouze za
ucelem izolace mRNA, protoze jejich genotyp nam uz byl znam. Tito zdravi jedinci byly
vybrani na zakladé jejich haplotypa HLA-DQA1 a HLA-DQB1 z databaze Ustavu
1ékarské genetiky 3.LF UK. Od pacienti jsme odebirali ptiblizné 8ml periferni krve do
vakuet s EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) pro izolaci DNA, ktera byla nasledn¢
pouzita pii genotypizaci, a dalSich pfiblizné 8ml odebranych do vakuet s antikoagulacnim
¢inidlem citratem sodnym slouzilo pro izolaci mRNA. Z krve byly nejprve izolovany

mononukledrni buitky (PBMC:s), které byly pak dale zpracovavany.

6.1. Pacienti a zdravi darci

Vzorky krve pacientl byly ziskavany ve spolupraci s Fakultni nemocnici Kralovské
Vinohrady v Praze a VsSeobecnou fakultni nemocnici. VSichni 0éastnici studie byli
sezndmeni s vyzkumem a podepsali informovany souhlas.

U pacientl 1 zdravych darcii jsme v ramci dotazniku zjist'ovali: pohlavi, vék, BMI,
zdravotni stav, medikaci, ockovani a Zivotni styl, kam patii stravovaci navyky, fyzicka
zatéz, koufeni apod. Biologicky material byl ziskan od 10 pacientd snové
diagnostikovanou, tedy nelécenou celiakii. Z toho bylo 6 muzi a 4 zeny. Zdravych jedinct
bylo 15, z toho 4 muzi a 11 Zen. V&kové rozmezi darct bylo 33-69 let. U pacientt to bylo
23-61 let. Pro zafazeni do studie museli zdravi darci splnit n€kolik kritérii: nesméli
trpét autoimunitnimi onemocnénimi ani poruchami imunity, dale byli dotazovani, na
subjektivni posouzeni zdravotniho stavu, nesméli byt dva piedchazejici tydny nemocni ani
uzivat antibiotika ¢i antivirotika. U pacientd se vyskytovaly nejcastéji alergie, ekzémy.
Priimérné BMI v obou skupinéch bylo okolo 25.

V z&jmu ochrany osobnich dat byly vzorky krve po odbéru zakdédovany: pacienti
byly oznaceni kodem EPEXCD(1-10) a zdravi jedinci EPEXHC(1-15). Pod timto kédem

byly vzorky dale zpracovavany.
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6.2. Navrh primeri a optimalizace PCR reakci

Primery byly navrhovany na zaklad¢ sekvenci dostupnych v internetovych
databazich a podle vSeobecné pouzivanych pravidel, viz kap. 4.2. Pro ziskani sekvenci
HLA-DQ alel byly vyuzivany databaze Allele Frequencies net database, EMBL-EBI (IPD-
IMGT/HLA database) a Ensembl. Sekvence navrzenych primerti byly poté zadany do
programi pro ndvrh primerd Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator a
OligoAnalyzer 3.1, aby se zjistilo, zda nevytvareji dimery, vlasenky apod. Algoritmus
Blast, aplikace na strankach National Center for Biotechnology Information
(blast.ncbi.nlm.nih.gov) umoznil ovéfit, jestli vytvorené primery nejsou komplementarni a
nevazi se i na jina mista v genomu nez je cilova sekvence.

Navrzeni systému primerit a sondy, které se vazou na intronovou ¢ast genu pro
HLA-DQAI1, umoziuje odhalit ve vzorku pfipadnou kontaminaci genomickou DNA
(gDNA) a jeji miru.

Pro vytvorené primery byly poté optimalizovany podminky PCR reakce; testovany
byly zejména rizné koncentrace primerd a anelaéni teploty. Vysledky byly
elektroforeticky ovéfovany a na jejich zakladé bylo vybrano optimélni nastaveni kazdé
PCR reakce.

Nasledn¢ byly provedeny optimalizace za uclelem zjiSténi nejoptimalnéjsi
koncentrace sond pro jednotlivé systémy. Poté, co byla provedena QPCR s riznymi
koncentracemi sond, byla na zékladé¢ miry fluorescence a hodnoty Ct stanovena optimalni
koncentrace sondy. Dale byla ovéfovana specificita jednotlivych systému, kdy primery a

sondy byly pouzity v reakci s jinymi rizikovymi alelami pro celiakii.
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6.3. lzolace perifernich mononuklearnich bunék (PBMCs) z plné krve
Izolace PBMCs byla provadéna pomoci gradientové centrifugace pies Ficoll-Paque.
Tato tekutina umoznuje rozvrstvit jednotlivé krevni elementy na zékladé hustotniho

gradientu.

Chemikalie:

PBS pH=7,4 (Phosphate Buffered Saline 10x) (Invitrogen, Gibco, USA) - pracujeme s 1x
PBS
FicollPaque PLUS (GE Healthcare Bio-Science AB)

Pracovni postup:

1. Nejprve jsme natedili v 15 ml zkumavce 2 ml plné krve s 2 ml PBS.

2. Tuto smés jsme pomalu navrstvili na 3 ml FicollPaque PLUS a centrifugovali na 1800
rpm pii 4°C na 30 minut.

3. V prubéehu centrifugace doslo na zékladé gradientu k vytvoteni vrstev,

pipetou jsme opatrné odebrali prstenec mononuklearnich bunék bez kontaminace Ficollem.
4. Odsaté PBMCs jsme promyli v cca 20-25 ml PBS a centrifugovali pii 1500 rpm na 10
minut, tentokrat jiz za pokojové teploty (RT).

5. Supernatant jsme odlili, vzniklou peletu bunék jsme opatrné vortexovali, jesté jednou
promyli v cca 20-25 ml PBS a centrifugovali na 1250 rpm na 10 minut pfi RT.

6. Opét jsme supernatant odstranili, peletu vortexovali, promyli v cca 20-25 ml PBS PBS a
centrifugovali na 800 rpm na 10 minut pfi RT.

7. Na zavér jsme supernatant odlili, peletu vortexovali, doplnili do 1 ml PBS a vyizolované

bunky spocitali pomoci Biirkerovy komurky.
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6.4. 1zolace DNA z PBMCs
DNA byla izolovana vysolovaci metodou neboli izolaci pomoci proteinazy K.

Chemikalie:

WCLB (white cell lysis buffer) — ptiprava 500 ml roztoku
120 mM EDTA PH=8 (120 ml 0,5 EDTA, PH=8)

375 mM NacCl (chlorid sodny) (37,5 ml 5 M NaCl)

do 500 ml doplnit dH20

proteinaza K (Sigma-Aldrich)

10% SDS anebo 20% SDS (dodecylsiran sodny)

6 M NaCl

Cisty ethanol

70% ethanol

dH.0

Pracovni postup:

1. K ziskanym PBMCs jsme pfidali 235 pl H20, 80 ul WCLB; sediment jsme
resuspendovali. Ptidali jsme 40 pl 10% SDS a 15 pl proteinazy K (20 mg/ml v dH20).

2. Inkubovali jsme na otacecim rotatoru 17 otaek/min pii 55°C 30 min. VVzorek byl
zchlazen na pokojovou teplotu.

3. Pridali jsme 100 ul 6 M NacCl. Siln¢ jsme tfepali v ruce 15 s, sto¢ili jsme 6 min na
mikrocentrifuze pfi 18000 g, pomoci pipety byl supernatant pfenesen do nové
centrifugacni zkumavky

4. Stoc¢ili jsme 3 min na mikrocentrifuze, pomoci pipety jsme supernatant opét pienesli do
nové zkumavky. V centrifugaéni zkumavce byl supernatant smisen s 1 ml ¢istého ethanolu
(-20°C). Vysrazeli jsme DNA lehkym obracenim a inkubovali na ledu 5-10 min.

5. Vzorek jsme sto¢ili 3 min na mikrocentrifuze, slili jsme supernatant.

6. K sedimentu jsme pfidali 1 ml 70 % ethanolu. Sto¢ili jsme 3 min na mikrocentrifuze a
slili supernatant.

7. DNA jsme vysusili v boxu s laminarnim proudénim a rozpustili DNA ve 100 pl H20.
DNA byla uchovévana pii -20°C.

6.5. 1zolace mRNA z PBMCs
RNA byla izolovana z PBMCs. Izolace byla provadéna ptes kolonky se silikagelovou

membranou. Na ni byla RNA zachycena a nasledné¢ promyvanim zbavena kontaminaci.

38



K uvolnéni RNA doslo pfidanim vody.

Chemikalie:
GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich)

Soucast kitu:

- lyzacni roztok

- 2-merkaptoetanol

- promyvaci roztok 1

- promyvaci roztok 2

70% etanol, piipraveny nafedénim z 96% etanolu, P-LAB a.s., Praha
Voda ze systému MILLIPORE Gradient; Milli-Q

Pracovni postup:

1. KPBMCs jsme piidali 500 ml lyza¢niho roztoku a 5 pl 2-merkaptoetanolu, dikladné
jsme zvortexovali.

2. Vzniklou suspenzi jsme napipetovali do GenElute filtra¢ni kolonky a centrifugovali na
14000% g po dobu 2 minut.

3. Kolonku jsme odstranili a do ptefiltrovaného roztoku jsme piidali 500 pl 70% etanolu,
nasledné jsme zvortexovali.

4. Do GenElute Binding kolonky jsme napipetovali 500 pl vzniklého roztoku; roztoku bylo
vice nez 500 pl, musel byt proto napipetovan na kolonku ve dvou krocich.

5. Centrifugovali jsme na 14000%x g po dobu 15 wvtefin, filtrat jsme vylili, sbérnou
zkumavku jsme vratili zpét pod kolonku a veskery zbyvajici roztok jsme napipetovali do
kolonky.

6. Opct jsme centrifugovali na 14000x g po dobu 15 vtefin, filtrat jsme vylili, sbérnou
zkumavku jsme vratili zpét pod kolonku.

7. Do kolonky jsme napipetovali 500 ul promyvaciho roztoku 1 a centrifugovali na 14000x
g po dobu 15 vtefin.

8. Kolonku jsme pienesli do Cisté sbérné zkumavky a napipetovali 500 pl promyvaciho
roztoku 2 a centrifugovali 14000x g po dobu 15 vtefin.

9. Sbérnou zkumavku jsme wvylili, vratili pod kolonku a opét napipetovali 500 pl
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promyvaciho roztoku 2 a centrifugovali 14000% g po dobu 2 minut.

10. Poté jsme sbérnou zkumavku vylili, vratili pod kolonku a znovu centrifugovali na
14000 x g po dobu 1 minuty, abychom membranu Gplné zbavili promyvaciho roztoku.

11. Prenesli jsme kolonku do ¢isté sbérné zkumavky, napipetovali 40 ul vody a nechali 1
minutu inkubovat pii pokojové teploté.

12. Na zavér jsme centrifugovali na 14000x g po dobu 1 minuty, vyizolovana RNA byla
obsazena ve filtratu. Koncentraci a CcCistotu RNA jsme zméfili na nanofotometru

(NanoPhotometer™ Pearl, Implen) a RNA uchovavame pii -80°C.

6.6. HLA genotypizace
Genotypizace HLA byla provadéna pomoci kitu DQA1*02,05;DQB1*02,03:02 (Olerup
SSP, Némecko)

Pracovni postup:
1. Pro typizaci jsme potfebovali DNA optimalné o cCistot¢ A260/A280 = 1,6-2,0 a

koncentraci 30 ng/pul.
2. Master mix a DNA jsme nechali roztat pii pokojové teplot¢.
3. Reak¢ni smés pro jeden strip jsme si ptipravili nasledovné:

69 ul Master Mix

46 ul DNA

115 ul dH20
4. Smés jsme vortexovali po dobu 5s a nasledné stocili na mikrocentrifuze. Do kazdé
jamky jsme napipetovali 10 ul smési. Do 21. jamky jsme napipetovali 8 ul Master Mixu a
2 ul dH20 (negativni kontrola).

5. Vlozili jsme do termocycleru s programem nastavenym dle pokynl vyrobce nasledovné:

1. lcyklus 94°C 2 min
2. 10cykla 94°C  10s

65°C  60s
3. 20cykla  94°C 10s
61°C  50s
72°C  30s

4. End-hold RT do 8 hodin
4°C déle nez 8 hodin
Objem reakce 10ul, viko pfedehraté na 104°C.

6. Vysledky se vizualizuji elektroforeticky.
7. Vyhodnocovani HLA alel provadime pomoci interpretacni tabulky.
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Priklad vyhodnoceni je zndzornén na obr. 7:

Vzorek EPEXCDO03
Pozitivni drahy 1: DQA1*0201
3,5: DQB1*02:01:01-02:01:06, 02:01:08- 02:02:02, 02:04-02:16, 02:18N-
02:29
5,6,11: DQB1*03:02:01-03:02:07
v genotyp: DQA1*0201, DQB1*02, DQB1*03:02

DNA standard

pozitivni kontrola

specificky produkt

negativni
. kontrola

Obr. 7: Elektroforetické zobrazeni vysledku genotypizace jedince EPEXCDO03

6.7. Elektroforeticka separace

Pomoci elektroforetické separace jsme hodnotili kvalitu produkti PCR, zjistovali

optimalni podminky PCR reakci pro jednotlivé primery a stanovovali genotypy vzorku.

Chemikalie:

Agaréza; Serva Electrophoresis GmbH, Némecko

10 x TBE pufr (Tris-boratovy pufr) — pfipravili jsme smichanim:
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500 ml vody
108 g Tris (890 mM Tris base; Amresco, USA)
55 g kyseliny borité (890 mM kyselina borita; Serva Electrophoresis GmbH,
Némecko)
40 ml EDTA (20 mM EDTA pH=8; Roth, Némecko)
Doplnili jsme do 1000 ml vodou (Voda z MILLIPORE Gradient systému; Milli-Q)
GelRed, 10000x concentrated in water; C-Consulting, Slovensko
6x Loading Dye Solution; Fermentas, Kanada
Marker pUC19 DNA/Mspl; Fermentas, Kanada

Pracovni postup:

1. Ve 100ml 0,5x TBE pufru jsme rozpustili 2 gramy agar6zy.

2. Roztok jsme pomalu povatili v mikrovinné troubé, pridali 2,5 pl GelRed, promichali a
nalili do vanicky s vlozenymi hiebeny na vytvoieni jamek. Smés jsme nechali cca 20-30
minut ztuhnout.

3. Elektroforetickou vanu jsme naplnili 0,5% TBE pufrem, pti¢emz jsme dbali na to, aby
byl gel zcela ponoten v TBE pufru.

4. Do jamek jsme pipetovali 10ul produktu PCR s 2 ul nanaseciho barviva; do jedné z
jamek bylo napipetovano 1,2 ul DNA markeru.

5. Elektroforézu jsme nechali probihat pfiblizné 30 minut pii stejnosmérném napéti 0
velikosti 5 V/cm.

6. Po skonceni jsme gel vyhodnocovali a fotografovali pod UV lampou pomoci systému

GelDoc XR (Biorad), ktera umoziuje vysledek zviditelnit.

6.8. Reverzni transkripce (RT)
Pomoci RT jsme piepsali RNA do cDNA, ktera byla dale pouZita pro PCR Vv redlném

case. Cely postup byl provadén v laminarnim boxu.

Chemikalie:

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies-Thermo Fisher

Scientific)
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Soucast kitu:

- 10x RT pufr

- 25x ANTP Mix (100mM)
- 10x RT nahodné primery

- MultiScribe Reverse Transcriptase

Voda ze systému MILLIPORE Gradient; Milli-Q

Pracovni postup:

1. VSechny komponenty kitu jsme nechali roztat na ledu.

2. Na zakladé¢ poctu reakci jsme si ptipravili zakladni reakéni smés podle tabulky 2, kde je

uvedeno mnozstvi na jednu reakci. Reakce bez reverzni transkriptazy slouzi jako negativni

kontrola.

Tab.2: Komponenty pro priparavu reakcni smési pro RT

Komponenty Objem (pl)
Smes s reverzni Smés bez reverzni
transkriptazou transkriptazy
10x RT pufr 2,0 2.0
25> dNTP Mix (100nM) 0,8 0,8
10x RT ndhodné primery 2,0 2.0
MultiScribe reverzni 1.0 -
transkriptaza
Voda 4.2 52
Celkem 10 10

3. Reakéni smés jsme vortexovali a udrZovali na ledu.

4. Do kazdé mikrozkumavky jsme napipetovali 10 pl reakéni smési.

5. Pridali jsme 20 ng RNA a doplnili jsme do objemu reakce 20 pl vodou.

6. Zkumavky jsme kratce centrifugovali a do doby, nez jsme je vlozili do termocykleru,

jsme je uchovavali na ledu.

7.V termocykleru (C1000TM Thermal Cycler; Biorad) jsme nastavili program:

1. krok (hybridizace s primery): 10 minut pii 25°C
2. krok (extenze): 120 minut pti 37°C

3. krok (denaturace enzymu): 5 vtefin pii 85°C
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8. Vlozili jsme vzorky do termocykleru a proces spustili, po skonceni reakce jsme vzorky

uchovavali pii -20°C.

6.9. Polymerazova retézova reakce v realném ¢ase (QPCR)

Pii méteni exprese pomoci QPCR byl pouzit systém primerd a sond pro HLA-DQA1
a DQBI, ktery jsme navrhny. Jako endogenni kontrola byl vybran gen PGK1
(fosfoglycerat kinaza 1). Déle byla pomoci primerti navrzenych do intronové casti DQA1
fetézce sledovana kontaminace vzorku genomickou DNA. Reakce pro kazdy vzorek byla

provadéna v technickych tripletech.

Chemikalie:

- LightCycler® 480 Probes Master 5 x 1 ml (master mix) (Roche Applied Science, USA)
-TagMan® Gene Expression Assays (sondy s primery) (Life Technologies-Applied
Biosystems, USA) PGK1: Hs99999906_m1
- navrzené primery a sondy syntetizované Integrated DNA Technologies (IDT)

- sondy znacené 3 lowa black hole FQ; 5 6-FAM

Pracovni postup:

1. Po reverzni transkripci jsme 20 pl cDNA natedili 60 pul H20O.

2. Master mix jsme nechali roztat pti pokojové teploté, nafedénou cDNA jsme udrZovali na
chladicim stojanku a smés sondy a primerii pro jednotlivé geny jsme nechali roztat ve tmé
(ptikryté alobalem), také pti pokojové teplote.

3. Na zaklad¢ poctu reakci jsme si piipravili potiebné mnozstvi smési podle tabulky 3.
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Tab.3: Objemy jednotlivych soucdsti reakcni smési pro vSechny geny a alely, které byly

kvantifikovany pomoci QPCR.
Alfa retézec HLA Beta retézec HLA
Alela DQA1* | DQA1* | DQA1* |DQA1* | DOB1* |DQB1* |DQB1* |[INT .
0201 |0301 |0501 |0505 |0201 |0202 |0302 |alfa
Tm (°C) 60 60 58 58 58 58 60| 60 | 60
pfimy primer
(ul) 0,06 0,12 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 |0,06
zpétny primer 0,7
(ul) 0,06 0,12 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 | 0,06
sonda (pl) 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03/0,03
Master Mix
(w) 7 7 7 7 7 7 7! 7 7
dH20 (ul) 2,85| 2,73| 2,85 285 285 285 285[285| 2,3
celkem (pl) 10ul

4. Celkové mnozstvi po 10 pl jsme napipetovali do 384 jamkové desticky (LightCycler®
480 Multiwell Plate 384).

5. Do pfislusnych jamek jsme ptidali 4 ul cDNA a desticku ptelepili optickou f6lii a dali 2

minuty centifugovat pii 1500 g.

7. Desticku jsme vlozili do pfistroje LightCycler®480 System (Roche Applied) a pomoci

softwaru nastavili protokol podle nasledujicich parametra:

1. krok: 2 minuty pii 50°C

2. krok (hot start): 10 minut pti 95°C

3. krok (denaturace): 15 vtefin pii 95°C
4. krok (hybridizace, extenze): 1 minuta pti 58°C nebo 60°C
5. krok (chlazeni): 30 vtetin 40°C
(kroky 3 a 4 se opakuji 40x)

8. Po dokonceni reakce jsme desticku vyjmuli z pfistroje, data vyhodnotili pomoci druhé

derivace a ziskali jsme hodnoty Ct (cycle treshold), primérné Ct a smérodatnou odchylku.

S témito daty jsme pozd¢ji pracovali.
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6.10. Statistické zpracovani

Ke statistickému zpracovani dat jsme pouzili program Statistica. Pro zjisténi
rozloZeni dat jsme pouzili test normality, Shapiro-Wilkav test. Pfi porovnani dvou skupin
dat jsme pifi Gaussovském rozlozeni pouzili paramentricky neparovy T-test. Pfi
nenormalnim rozloZeni dat jsme zvolili neparametricky Mann-Whitneytv test. Hranice

statistické vyznamnosti byla P < 0,05.
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7. Vysledky

7.1. HLA genotypizace

U 10 pacientii s celiakii byly uréeny genotypy za pomoci kitu Olerup SSP
DQA1*02,05;DQB1*02,03:02, ktery umoziuje typizaci rizikovych alel. Bohuzel ale
neumoziuje zjistit, jestli je jedinec pro danou alelu homozygotem nebo heterozygotem.
V tabulce (tab.6) jsou uvedeny vysledky genotypizace pro jednotlivé pacienty. Cast&ji
zastoupena byla alela DQA1*05 (n = 8), DQA1*02:01 (n = 4), pro beta fetézec se ve
vétsSingé pripadit vyskytovala alela DQB1*02 (n = 10) a pouze tii pacienti mély alelu
DQB1*03:02.

Zdravi darci byly vybrani z databaze Ustavu 1ékaiské genetiky 3. LF UK na zakladé
jejich DQAL a DQB1lhaplotypt.

U alfa fetézce bylo zastoupeni alel:

DQA1*05:01 7 x
DQA1*05:05 7 x
DQA1*02:01 6 x
DQA1*03:01 4 x
Pro beta fetézec bylo:
DQB1*02:01 8 x
DQB1*02:02 6 x
DQB1*03:02 3 x

Jedince EPEXHCO1 a EPEXHCO06 jsme povazovali za homozygota, vzhledem
Kk tomu, Ze navrzené primery nerozliSovaly DQA1*05 na vyssi Grovni, to samé platilo i pro
EPEXHC16 u DQB1*02.

Konkrétni haplotypy zdravych darct a pacientti jsou vypsany Vv tabulce 4.
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Tab. 4: Genotypy zdravych kontrol (EPEXHC) a pacientii s celiakii (EPEXCD).

genotyp genotyp

Kéd |DQA1[DQB1] DQAl |DQB1| Kéd |DQA1[DQB1[DQA1|[DQB1
EPEXHCO1| 05:01 | 02:01 | 05:05 | 03:01 |EPEXCDO1| 05 | 02 06:63
EPEXHCO02 | 02:01 | 02:02 | 01:02 | 06:02 | EPEXCDO2 | 02:01 | 03:02
EPEXHCO3| 05:01 | 02:01 | 01:03 | 06:03 |EPEXCDO3| 02:01 | 02 03:02
EPEXHCO4 | 02:01 | 02:02 | 01:03 | 06:03 |EPEXCDO4| 05 | 02 03:02
EPEXHCO5 | 05:01 | 02:01 | 01:02 | 06:09 |EPEXCDO5| 05 | 02
EPEXHCO6| 05:01 | 02:01 |  05:05 | 03:01 |EPEXCDO6| 02:01 | 02 | 05
EPEXHCO7 | 02:01 | 02:02 | 05:05 | 03:01 |EPEXCDO7| 05 | 02
EPEXHCO8| 05:01 | 02:01 | 01:02 | 06:09 |EPEXCDO8| 05 02
EPEXHCO09 | 02:01 | 02:02 |04:01/04:03N | 04:02 | EPEXCDO9| 05 02
EPEXHC10| 03:01 | 03:02 | 05:05 | 03:01 |EPEXCD10| o5 02 | 05
EPEXHC11| 02:01 | 02:02 | 03:01 | 03:05 |EPEXCD11| 02:01 | 02
EPEXHC12| 01:01 | 05:01 | 05:01 | 02:01
EPEXHC13| 03:01 | 03:02 | 05:05 | 03:01
EPEXHC14| 01:01 | 05:01 | 05:01 | 02:01
EPEXHC15| 03:01 | 03:02 | 05:05 | 03:01
EPEXHC16| 05:05 | 02:01 | 02:01 | 02:02

7.2. Navrh primert a sond

Jak bylo zminéno v teoretickém uvodu geny, které se podili na vzniku celiakie, jsou
z rodiny HLA-DQ. Patii sem tedy geny pro alfa fetézec DQA1*05:01, DQA1*05:05,
DQA1*02:01 a DQA1*03:01. Pro beta fetézce jsou to pak DQB1*02:01, DQB1*02:02 a
DQB1*03:02.

Pii navrhu primerG jsme pracovali s nejaktudlnéjSimi sekvencemi, které jsme ziskali
z databazi hla.alleles.org a IPD-IMGT/HLA. Z po¢atku jsme méli v umyslu vychazet
z dostupnych publikaci, ale ukéazalo se, Ze od jejich vzniku se objevily nové alelické
sekvence pro naSe zajmové geny, anebo Ze nedochdzelo k rozliSeni na stupni, jaky jsme
pozadovali.

Nasim cilem bylo odlisit alely na urovni A1*05:01 a A1*05:05 a beta feté¢zce B1*02:01 a
B1*02:02.

V nasledujicich tabulkach (tab. 5 a 6) jsou shrnuty sekvence primert, které byly
pouzity v publikacich, které se zabyvaly expresi HLA alel. Sekvence pouzité v téchto
publikacich autofi pievzali zcela nebo ¢asteéné z publikace Olerup et al. (1993), jedna se
tedy o sekvence navrzené pied 24 lety. Publikované sekvence primert a sond tedy

nemohou reflektovat soucasné znalosti sekvenci HLA gent a jejich jednotlivych alel. Ve
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vétsing piipadl tak navrzené systémy dnes neni mozné pouzit, nebot’ od jejich publikovéni
byly jednak nalezeny nové alely, k nimz nejsou sekvence primer komplementarni, a
nebylo mozné je detekovat, jednak doslo ke zptesnéni sekvenci uz znamych alel. Nékteré
Z uvedenych primeri nejsou zcela specifické a vazi se i na jiné HLA-DQ alely nez ty, pro
které byly navrzeny.

Primarnim cilem diplomové priace bylo rozliSit alely na urovni
DQA1*05:01/DQA1*05:05 a DQB1*02:01/02:02. Z téchto a vySe uvedenych duvodu
nebyly sekvence primeri pievzaty z uvedenych publikaci, ale byl navrzen originalni
systém jak pro DQAI, tak pro DQBI fetézec. Vzhledem k velmi podobné sekvenci alel,
které se liSily pouze jednonukleotidovymi zménami, vSak rozliSeni alel na zamyslené
urovni nebylo mozné. Bylo tedy nutné akceptovat niz8i miru rozliSeni studovanych alel a v
dusledku toho navrhnout novy systém primeri/sond, které obsahly celé spektrum
DQA1*05 a DQB1*02 alel, ale nerozliSovaly alely na primarné¢ zamyslené urovni. Tato
skute¢nost také umoznila pouzit n€které z revidovanych sekvenci primerd z publikovanych

Vv odborné literatufe uvedené v tabulkach 5 a 6.
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Tab 5: Sekvence primer: pro kvantifikaci alel HLA-DQAL véetné dalsich charakteristik

HLA DQA1 P#imy primer Zpétny primer Publikace Poznamky
A1*05:01/A1*05:05 (Selleski etal., 2015) | | 47e se na AT*01:01, AL*01:02, AL*04:01,
ACGGTCCCTCTGGCCAGTA A1*04:02

AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC

AGATGAGCAGTTCTACGTGGACC

AGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC*

(Fernandez et al., 2003)

Vaze se na A1*01:01, A1*01:02, A1*01:03

CACGTCGCCTCTTATGGTGTA

GACTGTTCAAGTTATGTTTTAGG

(Profaizer et al., 2011)

A1*02:01 (Fernandez, 2003)
ACGGTCCCTCTGGCCAGTT *
TTGCGGGTCAAATCTAAGTCTGT modifikovano a pouzito jako zpétny primer
A1*03:01 (Selleski et al., 2015)
v misté primeru z poloviny odlisna sekvence
TTCACTCGTCAGCTGACCAT AAGACATTGTGGCTGACCAT
CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT
(Fernandez et al., 2003)
GGTCCCTCTGGGCAGTACAG Vaze se na A1*03:02

CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT*

Zluté jsou vyznaceny primery, které byly pouzité v této praci; primery publikované v (Olerup et al., 1993) jsou oznaceny hvézdickou.

V pozndamkdch jsou uvedeny nespecifické vazby konkrétni alely DQAI, pripadné jejich dalsi charakteristika.
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Tab 6: Sekvence primer pro kvantifikaci alel HLA-DQBL1 véetné dalsich charakteristik

Sekvence alel, u kterych se v misté

Publik | komplementdrnim k primeru nachdazi
HLA DQB1 P#imy primer Zpétny primer ace polymorfismus Pozndmky
B1*02:01/B1*02:02 | GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG (Selleski
etal.,
GCAAGGTCGTGCGGAGCT 2015) B1*02:01:18 AGCTCCGCACGACTTTGC
vaze se na B1* 03:02
GGACAGAGCGCGTGCGTCTT (Profaize
GCCCGTTTCCTCTCCAGGATG r2e0tlall)” DQB1*02:01:04 CATCCTGGAAAGGAAACGGG
CGTGCGTCTTGTGAGCAGAAG (Ferstl et
al., 2004)
AGTACTCGGCGGCAGGCA B1*02:01:02 TGCCTGCCGCCGAGTATT
B1*02:01:07 TGCCTGCTGCCGAGTACT
B1*02:01:11 TGCCTGCTGCCGAGTACT
B1*02:01:12 GGCGGTGACGCGAGTACT
B1*02:01:21 TGCCTGCCGCTGAGTACT
CGTGCGTCTTGTGAGCAGAA (Rihova,
CCCGTTTCCTCTCCAGGAT 2015)
B1*03:02 ACGGAGCGCGTGCGTCT (Ferstl et
al., 2004)
AGTACTCGGCGGCAGGCG B1*03:02:14 CCGCGGAGTACTGGAACAGC
GCGCGTGCGTCTTGTGACC (Profaize | DQB1*03:02:16 GCGCGTGCGTCTCGTGACC
retal.,
CTGTTCCAGTACTCGGCGGCA 2011) | DQB1*03:02:10 TGCTGCCGAGTACTGGAACAG
DQB1*03:02:14 TGCCGCGGAGTACTGGAACAG véZe se na DQB1*02
GCCTTCGGGTAGCAACTGTG (Rihova vaze se pouze na
2015) DQB1*03:02:01/11/12

GCGTACTCCTCTCGGTTATAGATGTA

DQB1*03:02:04 TACATCTATAATCGAGAGGAGTACGC
DQB1*03:02:13 TACATCTATAACCGAGAAGAGTACGC

Zluté jsou vyznaceny primery, které byly pouZity V této praci; primery publikované v (Olerup et al., 1993) jsou oznaceny hvézdickou.

V poznamkach jsou uvedeny nespecifické vazby konkrétni alely DOB1, pripadné jejich dalsi charakteristika.

Uvedeny jsou také sekvence alel, u kterych se lisi sekvence, pro kterou byl primer navrzen.
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7.2.1. Navrh primeri a sond pro vybrané alely HLA-DQA1 a HLA-DQB1

Specifita a jedine¢nost sekvenci primerti a sond z vychozich publikaci (tab. 7 a 8)
byly komparativni analyzou ovéfeny pomoci databazi hla.alleles.org a IPD-IMGT/HLA.
Pro piedstavu, jak se postupovalo, jsou na obr. 8 uvedeny sekvence alel DQA1*05:01 a
DQA1*05:05. Je patrné, ze se liSi pouze na tfech mistech jednonukleotidovymi
polymorfismy. JelikoZ primarnim cilem bylo rozliSovat tyto dvé alely, byl navrzen systém
primeru a sondy tak, ze se vyuzilo pfitomnost polymorfismu a 3" konec zpétného primeru
byl pro ob¢ alely odlisny. Sekvence navrzenych oligonukleotidi byly zkontrolovany
pomoci databaze NCBI a jejiho algoritmu BLAST, ktery umoziiuje srovnani dotazované
sekvence se sekvencemi vSech znamych alel HLA-DQ dostupnych v databazi, ¢imz byla
ovéfena jejich specifita v ramci systému HLA. Zaroveil probéhlo ovéfovani jedinecnosti
sekvence v ramci celého genomu ¢lovéka.
U alel DQA1*02:01 a DQA1*03:01 se sekvence lisila vice, proto jsme méli véts§i moznost

volby pfi vybéru primerd.
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DQA1*05:01:
DQA1*05:05:
5 ATGATCCTAAACAAAGCTCTGATGCTGGGGGCCCTTGCCCTGACCACCGTGATGAGCCCCTGTGGAGGTGAAGACATTGTGGCTGACCACGTCGCCTCTTATGGTGTAAACTTGTACCAGTCTTACG
5 e Y T e e it e

GTCCCTCTGGCCAGTACACCCATGAATTTGATGGAGATGAGCAGTTCTACGTGGACCTGGGGAGGAAGGAGACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCAGACAATTTAGATTTGACCCGCAATTTGCACTGA

AGATCAGTTACCTCACCCTCCTCCCTTCTGCTGAGGAG_GGGGCCTGGACAAGCCTCTTCTGAAACACTGGGAGCCTGAGATTCCAGCCCCTATGTCAGAGCTCA
__________________________________________ A ] o o o o o o o o e o

CAGAGACTGTGGTCTGCGCCCTGGGATTGTCTGTGGGCCTCGTGGGCATTGTGGTGGGCACTGTCTTCATCATCCGAGGCCTGCGTTCAGTTGGTGCTTCCAGACACCAAGGGCCCTTGTGA 37
_________________________ G m = e 3

Obr. 8: Porovnani sekvenci alel HLA-DQA1*05:01 a DQA1*05:05. Navrzené primery jsou vyznaceny barevné (modr: primy primer; zlute:
zpétny primer; oranzové: sonda; (-) identickd sekvence). Zdroj: databdze IPD-IMGT/HLA
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Pro optimalizaci podminek PCR reakci navrzenych primert jsme pouzili vzorky
cDNA od zdravych darci se zadanym genotypem. Byly testovany rizné teploty Ta,
koncentrace primert nebo riizné koncentrace hotecnatych kationti. PCR reakce probihaly
v ThermoCycleru v laboratofi molekularni antropologie (LMA). Vysledné produkty jsme
poté zkoumali za pomoci elektroforetické separace.

U sond jsme v ramci optimalizace testovali koncentrace 50 nM, 100 nM a 150 nM.
Vyhodnotily jsme, Ze pro vS§echny nami navrzené sondy byla nejvhodné;jsi koncentrace 150
nM.

U primertt pro DQA1%*02:01 a DQA1*03:01 jsme testovali v ramci optimalizaci
ruzné Ta, abychom stanovili optimalni podminky PCR reakce.

Pouzivali jsme tento PCR profil:

50°C 2’
95°C 10
95°C 1577
Ta 1’
40°C 30"

40x opakovani 3. a 4. kroku
Zde byla testovana teplota Ta od 50°C do 62°C.

Byly pouzity chemikalie na QPCR od Roche. Testované koncentrace primert vV
reakci byly 300 nM, 600 nM nebo 900 nM.

MasterMix 7 ul

Piimy primer 0,084 pul/0,168 ul /0,252 pl
Zpétny primer 0,084 ul/0,168 pul /0,252 pl
dH20 2,83 ul/2,66 ul/245 ul

vysledny objem 10 pl
Do reakce bylo pfidano 4 ul cDNA (c = 50 ng).
Priklad optimalizace u alel DQA1*03:01 a DQB1*02:01 je zobrazen na obrazku 9.
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Obr. 9: Vysledky optimalizaci PCR reakce pro DQA1%*02:01 zobrazeny na agarézovém
gelu. Nejoptimalnéjsi teplotni podminky pro amplifikaci byly nalezeny pri 57°C. Velikost amplikonu
je 127 bp, pro porovnani je uveden DNA standard (pUC).

Specifickym produktem primerd pro DQA1*05:01/05:05 byl amplikon o velikosti
69 bp. Stavajici protokol vedl k produkci nespecifického fragmentu o velikosti 110 bp.
Amplifikace nespecifického fragmentu byla nelGspésné feSena nékolika postupy:
optimalizace Ta, zména dvoukrokového systému PCR na kiikrokovy, zména chemie pro
QPCR za chemii pro standardni PCR, Touch Down PCR a Touch Up PCR.

Byl proto navrzen novy zpétny primer spolecny pro DQA1*05:01 a DQA1*05:05,
ktery jiz neumoziiuje tyto dvé¢ alely rozlisit:

5'TGGAATCTCAGGTCCCAGT 3’

Systém snovym spoleénym zpétnym primerem UspéSné amplifikoval cilovy
specificky produkt na klasickém termocykleru, avsak ne na cyklerech pro QPCR LC480
(Roche), iQ5 (Bio-Rad), kde dochazelo k amplifikaci nespecifickych produktii. Pti¢ina

zustala neznama.

Pro DQA1*05:01/05:05 byl proto navrzen novy systém, ktery vychazel z publikace
Fernandez et at. (2003) :

Pimy primer 5’ AGATGAGCAGTTCTACGTGGACC 3’
Zpétny primér 5" AGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC 3’
Sonda 5" ACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCA3’

Tento systém po zakladnich optimalizacich fungoval a byl pouZit pro méfeni exprese.
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Pro kvantifikaci vybranych alel HLA-DQAT1 tedy byly navrZeny systémy uvedené

v tabulce 7. Systémy byly navrzeny do exonu 2 nebo exonu 3.

Tab 7: Systémy primerit a sond pro vybrané alely HLA-DQAL

HLA-DQ alely | Pfimy primer (5'—3") Zpétny primer (5'—3") Sonda (5'—3")

A1*05:01/05:05 | AGATGAGCAGTTCTACGTGGACC | AGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC | ACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCA

A1*03:01

GGTCCCTCTGGGCAGTACAG CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT | CCAGACAGTCTCCTTCCTC

Al1*02:01

ACGGTCCCTCTGGCCAGTT TTGCGGGTCAAATCTAAGTCTGT | CCAGACAGTCTCCTTCCTC

Specifita systétmu DQA1*03:01 byla provéfena reakci s cDNA pochézejici od
jedince nesouciho non-DQA1*03:01 genotyp. Tento postup byl proveden u vsSech
navrZzenych primert a sond. Systémy vykazovaly specifickou vazbu na alely, pro které byly

navrzeny.

DQBI je vysoce polymorfni syst¢ém. Bylo proto zasadni navrzeni takovych
primert, které by byly schopné nasedat na vSechny doposud znamé sekvence. Napiiklad u
DQB1*02:01 je znamo kolem 20 sekvenci s vétSinou jednonukleotidovou zménou, u
DQB1*03:02 je to 17 sekvenci. VétSina sekvenci je ovéfena, coz znamend, ze jejich
sekvence byla ziskdna a potvrzena nezavisle v riznych laboratoftich.

U DQB1*02:01/02:02 se nepodatilo navrhnout primery, které by obsahly vSechny
polymorfismy a byly schopné odliSovat tyto dvé alely. Byl tedy navrZen systém pro obé
spole¢ny. Dale byl navrZzen systém pro DQB1*03:02. Systémy byly navrZzeny do exonu 2 a
jsou popsany v tabulce 8.

Tab. 8: Systémy primerit a sond primdrné navrzenych pro vybrané alely DQBI1

HLA-DQ alely | Piimy primer (5'—3") Zpétny primer (5'—3") Sonda (5'—3")

B1*02:01/02:02 | CGTCTTGTGAGCAGAAG CTGGTAGTTGTGTCTGCAC | AGCCAGAAGGACATCCTGGAGA

B1*03:02

GTGCGTCTTGTGACCAGAT | TGTCTGCACACCGTGTCC | TGGAACAGCCAGAAGGAAGTCCT

Po optimalizacich, bylo zjisténo, Zze systém pro B1*02:01/02:02 neni dostate¢né
specificky. Pro B1*02:01/02:02 byly tedy navrzeny nové primery, které byly vychazely
z prace Selleski et al., 2015, zatimco sonda byla originalné navrzena. Systém pro B1¥03:02
sice pfi optimalizacich na ThermoCycleru fungoval, ale po spusténi na LightCycleru

nebyla detekovana fluorescence. Pro B1*03:02 byl proto navrzen novy systém, kde
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primery vychazely z publikace Ferst et al., 2004, zatimco sonda byla opét originalni. Nové

navrzené systémy jsou uvedeny v tabulce 9.

Tab. 9: Systémy primerii a sond pro vybrané alely HLA-DQB1

HLA-DQ alely Ptimy primer (5'—3") Zpétny primer (5'—3") Sonda (5'—3")
B1*02:01
102:02 CGTCTTGTGAGCAGAAG | GCAAGGTCGTGCGGAGCT TCTCCAGGATGTCCTTCTGGCT
B1*03:02 ACGGAGCGCGTCCGTCT | AGTACTCGGCGGCAGGCG | CGAGAGGAGTACGCACGCTTCGAC
V nasledujici tabulce 10 jsou shrnuty vysledné systémy primerd a sond s jejich
specifikaci.
Tab. 10: Vysledné sekvence a charakteristiky primerii a sond pro HLA-DQ alely
HLA-DQ Primery a sondy Sekvence (5'—3") Tacc) | 9¢k@ ?ggj)hkonu
DQA1*05:05/05:01 DQAL1*05 F AGATGAGCAGTTCTACGTGGACC
DQA1*05 sonda ACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCA 58 153
DQAL1*05 R AGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC
DQA1*02:01 DQA1*02:01 F ACGGTCCCTCTGGCCAGTT
DQA1*02:01 sonda CCAGACAGTCTCCTTCCTC 60 122
DQA1*02:01 R TTGCGGGTCAAATCTAAGTCTGTCT
DQA1*03:01 ] GGTCCCTCTGGGCAGTACAG
Bgﬁi:gg;gi f 4a |CCAGACAGTCTCCTTCCTC 60 127
DQA1*03:01 R CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT
DQB1*02:01/02:02 DQB1*02 F CGTCTTGTGAGCAGAAG
DQB1*02 sonda TCTCCAGGATGTCCTTCTGGCT 58 205
DQB1*02 R GCAAGGTCGTGCGGAGCT
DQB1*03:02 DQB1*03:02 F ACGGAGCGCGTGCGTCT
DOBL*03.02 sonda | CPAGAGGAGTACGCACGCTTCGAC 60 121
AGTACTCGGCGGCAGGCG

DQB1*03:02 R

F znaci primy primer, R zpétny primer, Ta je anelacni teplota. Sondy jsou znacené

3’lowa Black FQ, 5 6-FAM.

7.2.2. Navrh primeri a sondy pro genomickou DNA

vzorky DNazu. Bohuzel nékteré vzorky degradovala.

Abychom zabranili kontaminaci vzorku RNA genomickou DNA, pouzili jsme na

Pro stanoveni miry kontaminace vzorku genomickou DNA jsme proto navrhli

systétm primerti a sondy do intronové sekvence HLA-DQAI1. Systém byl navrzen do

prvniho intronu, ktery se nachédzi mezi exony 1 a 2. Amplikon je dlouhy 108bp a Ta je

60°C.

Ptimy primer

Zpétny primér

5" AGGTCTCTATGTCGTTCCAT 3’
5" GAAATTTGAGAATGACACTTCA 3’
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Sonda 5" TAGTGAGGTTTCCATCAGTGGATA 3’

7.2.3. Efektivita PCR reakce

Stanovili jsme efektivitu PCR reakce pro vSechny nami navrzené primery. Pro
zjisténi efektivity PCR byla vytvofena fedici fada vzdy jednoho vzorku cDNA piislusného
genotypu. Redici fada byla: 1x, 10x, 100%, 1000x a 10 000x. Na zéklad¢ Ct hodnot
jednotlivych fedéni jsme vypoéitali hodnotu efektivity za pomoci vztahu eff= 10¢%/slope)
(Pfaffl, 2001).

Pro primery navrzené pro DQA1*05:01 byla efektivita 2, pro DQA1*05:05 byla
2,1, dale pak DQA1*03:01 2,2 a DQA1*02:01 1,935. Pro primery navrzené pro beta
fetézec byla stanovena efektivita pro DQB1*02:01 jako 1,872, DQB1*02:02 2,4 a pro
DQB1*03:02 1,961. Pro PGK1 byla efektivita 1,89 a pro primery pro intronovou DQAL

eff=1,979.

7.2.4. Vybér endogenni kontroly

Vybér vhodné endogenni kontroly je dilezitym ptredpokladem pro spravné
zhodnoceni genové exprese. Studie zabyvajici se expresi pouzivaji jako endogenni
kontroly naptiklad 185 RNA, GAPDH (glyceraldehyd 3-fosfdt dehydrogenasa) nebo TBP
(TATA-Box binding protein), PGK1 (fosfoglycerat kinasa 1), PPIB (peptidylprolyl
izomerdza B) a B2M (beta 2 mikroglobulin). Nékteré z téchto pouzivanych kontrol jsme
zamitli vzhledem k nékterym vlastnostem gent a tedy ani netestovali. 18S RNA je vysoce
exprimovana v eukaryotickych bunkéch a je tedy nevhodna k pouziti u gentl, které maji Ct
hodnoty kolem 30 a vys$§i. GAPDH komeréné nabizena assay (AOD) se védze i na
pseudogen. Po studiu literatury, piedchozich experimentech v LMA, zabyvajicich se
celiakii a vlastnim otestovani jsme vybirali ze tfi genli: PGK1, PPIB a B2M. Tyto geny
jsme testovali na 15 vzorkach od zdravych darct a sledovali Ct a pifedev§im smérodatnou
odchylku dat.

Jako nejstabilnéjSi gen pro analyzu se jevil PGK1, kdy Ct vSech vzorku bylo
Vv pruméru 28,596 se smérodatnou odchylkou 0,789, a pozitivni signal byl u nejvyssiho
poctu vzorkt (93 %). Toto zjisténi bylo konzistentni s vyzkumem, ktery provadéla
Falkenberg et.al., kde zjistili, ze pravé PGK1 se jevi jako vhodny referenéni gen pro
meteni genové exprese u PBMC (Falkenberg et.al., 2011).
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7.3. Kvantifikace exprese vybranych alel HLA-DQA1 a HLA-DQB1

U vsech téchto zajmovych geni byla méfena exprese vzdy v technickych tripletech
za podminek stanovenych jako vystup optimalizaci. Pro kazdy vzorek byla provedena
QPCR reakce s HLA-DQA intronovym systémem a endogenni kontrolou kvantifikujici
expresi PGK1. QPCR reakce probihaly pii 58°C nebo 60°C. Do reakce byla ptidavana
cDNA o koncentraci 50 ng.

Rozdily exprese jednotlivych alel DQ byly vztazeny vici endogenni kontrole PGK1
a vuci expresi intronové DQA1. Systém intronové DQA1 slouzil pro vypocet procenta
kontaminace genomickou DNA, po odecteni této kontaminace jsme ziskali miru exprese
alely.

Pro vypocet exprese byl pouzit ndsledujici postup:
Podle vzorce ACt(goi ~ hk) byl vypoéten rozdil mezi Ct zajmového genu (goi) a Ct
engodenni kontroly (hk), tedy PGK1.
Nasledné byla spo¢itina exprese alely vzorcem eff“Ct | kdy namisto eff (efektivita) byla
dosazena efektivita jednotlivych primert, pokud se lisila od eff = 2, pokud byla efektivita
stoprocentni, byla dosazena hodnota 2. Stejny postup byl pouzit i pro zjisténi exprese
intronové DQAI1. Poté byla odectena exprese dané alely od exprese intron alfa DQAL
pomoci vztahu

eff ACUDQ) _ o-ACt(intron alfa DQAL)
Z této hodnoty jsme zjistily procento kontaminace. To pak bylo pouzito pro vypocet
exprese u DQBI1. Po eliminaci vzorkd, jejichz mira kontaminace genomickou DNA byla
vyssi nez 15%, byl pocet jedinct zafazenych do analyzy u skupiny
DQA1*02:01 pacienti (n = 2), zdravi jedinci (n = 6);
DQA1*05 pacienti (n = 3), zdravi jedinci (n = 13);
DQB1*02 pacienti (n = 4), zdravi jedinci (n = 13);
DQB1*03:02 pacienti (n = 2), zdravi jedinci (n = 3).

Na nasledujicich grafech je zobrazena mira exprese jednotlivych alel u zdravych
jedinct (HC) a celiakti (CD) (obr. 9). Z divodua nizkého poctu jedinct s konkrétnimi
haplotypy v této pilotni studii nebylo mozné zhodnotit miru exprese mezi obéma
sledovanymi skupinami statisticky. Lze tedy s opatrnosti hovofit pouze o urcitych trendech
mezi skupinami. Pouze v piipadé DQB1*03:02 se zda, ze exprese alely bude vyssi u
pacientd s celiakii; v ostatnich piipadech je tomu naopak. Ve skupiné pacientii pozorujeme
tendence k téméf 2x nizsi expresi alel DQA1*02:01 a DQA1*05 oproti zdravym, a k 2,9%
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nizsi expresi alel DQB1*02. Oproti tomu u alely DQB1*03“02 se zdd byt exprese u
pacientl s celiakii zvySena. Ve skupiné nemocnych se nevyskytoval zadny vzorek s alelou

DQA1*03:01, proto nebylo mozné posoudit expresi této alely.

HLA-DQA1*0201 HLA-DQA1*05
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Obr. 9: Rozdily expresi u zdravych kontrol a pacientii s celiakii (konec boxu znaci primeér
hodnot,; chybova usecka znaci smérodatnou odchylku, tmavé modre — zdravi jedinci, svétle
modre - pacienti s celiakii). Pocet jedincii zarazenych do analyzy byl u skupiny
DQAL1*02:01 pacientit (n = 2), zdravi jedinci (n = 6); DQAL1*05 pacienti (n = 3), zdravi
jedinci (n = 13); DQB1*02 pacienti (n = 4), zdravi jedinci (n = 13);DQB1*03:02 pacienti
(n = 2), zdravi jedinci (n = 3).

Na dalSich grafech (obr. 10) je zdazornéna celkova exprese DQA1 a DQBI1 u
pacienti a zdravych kontrol. Celkova exprese DQAI1 byla stanovena souétem a
zpraumérovanim Ct hodnot DQA1*05 a DQA1*02:01; stejné tak pro DQB1 (DQB1*02 a
DQB1*03:02). V obou skupinach je exprese rizikovych alel vy$si u DQA1. U pacientt
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muzeme pozorovat statisticky vyznamné, skoro 10nasobné zvyseni exprese alel DQA1
(p = 0,0092) skoro 10nasobné oproti expresi alel DQB1, u zdravych jedinci 15nasobné
(p = 0,0015). Za povsimnuti stoji také vét$i mira variability v expresi alel obou fetézcu u
zdravych jedincii, nez jakou pozorujeme u nemocnych. Pii srovnani exprese alel DQAI
mezi skupinou pacientt a kontrol se exprese DQAL jevi u celiakii jako 2,8% sniZena, ale
tento rozdil. Neni statisticky vyznamny. U pacienti byla pozorovana také (statisticky

nevyznamné¢) nizsi exprese alel DQB1 ato 1,7x.
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mHLADOA1 = HLA-DQB1 mHLADOAL = HLA-DQB1

Obr. 10: Celkovd exprese DQAI a DOBI u pacientii s celiakii (CD) a zdravych kontrol
(HC; konec boxu znaci priumér hodnot, chybova uisecka znaci smérodatnou odchylku,).
Pocet jedincu ve skupinach byl pro pacienty: DOAI n = 5;DQB1 n = 6; u zdravych
Jjedincii byl pocet pro DOAI n = 20; DQB1 n = 13.
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Dale jsme se pokusili vzajemné posoudit miru exprese obou alel DQA1*05, tedy
DQA1*05:01 s DQA1*05:05, a miru exprese alel DQB1*02, tedy DQB1*02:01
s DQB1*02:02. Zhodnoceni bylo provedeno na souboru zdravych jedincl, protoze u
celiakli genotypizace nedovolovala rozlisit tyto dvé varianty. U obou skupin alel se alely
lisily pouze v jednonukleotidovych polymorfismech, pfesto mira exprese byla rozdilna. U
alfa fetézce byla signifikantné vys$i exprese alely DQAI1*05:05 a to 9x oproti
DQA1*05:01 (p = 0,042). U beta fetézce byla exprese 2,7x vy$si u DQB1*02:01 oproti
DQB1*02:02 (p = 0,033; znazornéno na obr. 11).
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Obr. 11: Srovnani exprese DOB1%*02:01/02:02 a DQA1*05:01/05:05 u zdravych
kontrol (konec boxu znaci primer hodnot; chybova usecka znaci smérodatnou odchylku)
Pocet jedincu ve skupinach byl: DOQA1*05:01 n = 5; DQA1*05:05 n =5; DQB1*02:01

n=6;DQB1*02:02 n = 5.

Analyzovali jsme miru exprese heterozygoti a homozygotl. K dispozici jsme méli
pouze dva homozygoty DQA1*05 a jednoho DQB1*02. Uroveii exprese u homozygotil
A1*05 byla 0,5654 a 0,6314 oproti praimérné expresi heterozygoti A1*05 1,4011 jevi se
tedy sniZzena. To miize byt ale dano velkou smérodatnou odchylkou, diky rozdilné expresi
AT1*0501 a A1*0505. Jediny homozygot pro B1*02 vykazoval expresi 1,5641. U
heterozygoti byla primérna exprese 0,2676. U homozygotl se tedy mira exprese zda byt

5,8% vyssi.
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8. Diskuze

Celiakie patfi mezi multifaktoridlni onemocnéni, na jehoz rozvoj maji vliv
genetické 1 negenetické faktory. Mnoho studii poukazalo na to, Ze hlavni podil, co se tyka
genetickych faktort, maji HLA-DQ geny. Rizikovymi haplotypy jsou HLA-DQ2 a HLA-
DQ8, to znamena alely DQA1*05:01/05:05, DQA1*02:01 a DQA1*03:01 pro fetézec alfa
a DQB1*02:01/02:02 a DQB1*03:02 pro fetézec beta, z nichz vznikaji HLA molekuly na
antigen prezentujicich buiikach. Tento haplotyp ma pfiblizné¢ 20-30 % populace, pfi¢emz
pouze u 0,1-1 % se vyvine souhrou vsech faktori celiakie (Sollid et al., 1989; Trynka et al.,
2010). Vychazeli jsme z vyse uvedenych zavéra a formulovali jsme pro tuto diplomovou
praci hypotézu, Ze u pacientl s celiakii by mohla byt vyssi exprese rizikovych alel nez u
zdravych jedinct s timto haplotypem. Mohlo by to tak byt zejména proto, Ze pro vznik
patogenni odpovédi T-lymfocytii existuje prah vyzadujici ur€ité mnozstvi komplexti HLA-
peptid (Pisapia et al., 2016). Dale pak molekuly DQ2.5 a DQS8 vazi piednostné negativné
nabité peptidy, tedy také peptidy deaminované tkanovou transglutaminazou (van de Wal et
al., 1996, 1997). V patogenezi onemocnéni by tedy mohlo hrat roli mnozstvi molekul na

povrchu APC.

Cilem prace bylo navrhnout fungujici systém primerti a sond, ktery by slouZil
k zméfeni exprese rizikovych alel pro celiakii. Chtéli jsme specificky odliSovat alely na
vy$§im stupni, neZ jak bylo doposud uvedeno v piedchozich studiich (Fernandez, 2003;
Ferstl et al., 2004, Selleski et al., 2015, Profaizer et al., 2011). Zaroven jsme z téchto praci
nemohli vzdy vychazet, protoZze od jejich vzniku byly nalezené dalSi varianty alel, pro
které nebyly publikované primery vhodné. Sekvence pouzité v publikacich Selleski et al.
(2015) a Fernandez et al. (2011) byly pfevzaty zcela nebo Castecné z publikace Olerup et
al. (1993), jedna se tedy o sekvence navrZzené pied 24 lety. Jen od ¢ervna 2016 do Cervna
2017 bylo objeveno a nové pojmenovano ptiblizné¢ 500 alel HLA II. tfidy (URL1). Takze
k roku 2017 bylo objeveno 94 alel pro DQA1l a 1142 alel pro DQB1 (URL6). U
DQA1*05:01/05:05 a DQB1*02:01/02:02 se vyskytuje polymorfismus v tak malé mifte, Ze
se nepodafilo navrhnout fungujici systém specificky natolik, aby dokazal tyto formy odlisit

a zaroven se nenavazal nespecificky i na jind mista v genomu.
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Diplomova prace byla zadana s navrhnout a otestovat systém, jenz by umoznil
vysvétlit za pomoci méteni exprese rizikovych alel, pro¢ jedinec se stejnym haplotypem
jaky ma az 30% zdravé populace onemocni celiakii. Stanovenim exprese rizikovych alel u
pacientd s celiakii a zdravych kontrol v naSem testovacim souboru jsme zjistili, ze ve
veétsing piipadu se objevuje trend snizeni exprese u pacientit oproti zdravym kontrolam. Je
tomu tak u alel DQA*02:01 a DQA1*05, u nichz se exprese snizila 2x oproti kontrolam, u
DQB1*02 pak byla tendence k 2,9% nizsi expresi. Naopak exprese alely DQB1*03:02 jako
jediné se zdala byt u pacientl s celiakii vyss$i. Ve srovnani celkové exprese rizikovych
DQAT1 u pacienti a zdravych kontrol se exprese DQAL jevi 2,8% vyss§i u zdravych a u
DQB1 byla také pozorovana zvysena exprese 1,7x%, rozdil ale neni statisticky vyznamny.

U pacientll miiZzeme pozorovat statisticky vyznamné zvySeni exprese alel DQA1
skoro 10x oproti expresi alel DQB1 a u zdravych jedinct je exprese vyssi 15nasobné.

Pokud by tyto ptedbézné vysledky odrazely skute¢nost, coz bude mozné ovérit
poze kvantifikaci studovanych alel u nékolikrat vétsiho souboru jedinci, byla by nasSe
domnénka ptedpokladajici zvySenou expresi u pacientl s celiakii, je mylnd. Vzhledem
k tomu, Ze celiakie je zanétlivé onemocnéni, je tedy spojené s vysokou produkci INF-y
(Nilsen et al., 1998), u kterého je znamo, ze ovliviiuje expresi molekul HLA II. tfidy na
APC (Hillman et al., 1994), by se dalo piedpokladat, Zze jen z tohoto hlediska by exprese u
pacientli zvySena byt méla. Pravé TNF-a, vyskytujici se u zanétlivych onemocnénich, sdm
o sobé nebo v kombinaci s IFN-y muze expresi HLA antigent modifikovat (Maio et al.,
1989). Bylo zjisténo, ze TNF-a reversibilné zvySuje INF-y indukovanou expresi HLA
gentl na irovni mRNA transkripce (Pfizenmaier et al., 1987). Tato zjisténi vSak soucasné
vysledky nepodporuji.

V publikacich Kelly et al. (1988) a Scott et al. (1981) bylo poukdzano na zvySenou
expresi molekul HLA IL.tfidy u 1ézi neléCenych pacientil s celiakii. Je mozné, Ze zvySeni
exprese HLA je tedy patrné pouze v misté 1ézi a neni pfitomno v periferni krvi, kterou jsme
pouzivali pro na§ vyzkum. To by mohlo byt vysvétleno zjisténim, ze tato nezvyklad exprese
souvisi s densitou intraepitelidlnich pamétovych T-lymfocytl. Tyto bunky sekretuji znacné
mnozstvi INF-y a TNF-a (shrnuto v Beverley, 1991). Dalsi studie, potvrzujici, ze u
celiakie muze dochazet pouze k lokalnimu zvyseni exprese molekul HLA 1II. tfidy, je studie
Steinigera et al. (1989), ktera uvadi, Ze intravendzni infuze INF-y potkanim zpiisobila do
tii dnti zvysenou expresi HLA molekul II. tfidy v duodenu a na epiteliu krypt. V nasi studii
nebyly u subjekti kvantifikovany sérové hladiny TNF- a ani IFN-y, a proto jsme k zavéru,

7ze by mélo dochazet alespont k sekundarnimu zvySeni hladin exprese molekul HLA

64



pusobenim TNF- o a IFN-y, vychazeli pouze z publikovanych dat. Nase predpoklady se
tykaly primarné zvysSené exprese HLA alel, takové kterd neni vyvolana probihajicim
zénétem, ale bude vlastni kazdému jedinci. Miru exprese jedince by mohl ovlivnit
naptiklad polymorfismus v promotorové oblasti nebo troveén metylace regulacnich oblasti,
ovliviujici vazbu transkripénich faktort. Metylace v proximalni oblasti promotoru muize
ovlivitovat vazbu hlavnich transkripénich faktort, regulujicich transkripci genti HLA-
DQALl (Majumder & Boss, 2011). Metyla¢ni variabilita v promotorech byla nalezena
napiiklad u genu DQB1*03:02 (Toyoda et al., 1992) a u alely HLA DQA1*02:01 bylo
objeveno, ze je obecné¢ mén¢ exprimovana nez ostatni HLA-DQAIL alely. ZvySena
promotorova aktivita byla zjisténa u alely HLA-DQA1*03 (Britten et al., 2009).

Je mozné, Ze zvySend exprese se muze tykat jinych HLA alel, které¢ jsou
se zjmovymi rizikovymi alelami v silné vazebné nerovnovaze, a vyskytuji se tedy
spole¢n¢ u zdravych i nemocnych jedinct. Pokud by se exprese u téchto dvou skupin lisila
u DR3, DR7 nebo DR5 ( Sollid et al., 1989), dalo by se tim vysvétlit, pro¢ néktery jedinec
se stejnym haplotypem onemocni celiakii a jiny je zdravy. Dal§im divodem, pro¢ by se
mohla u jedinct se stejnym haplotypem, ktery je u velkého procenta zdravych jedinci,
mohla vyvinout celiakie je, ze koneénym rizikovym faktorem by mohlo byt
environmentalni prostiedi (Karell et al., 2003).

Diky malému vzorku pacientti, ktefi byli nakonec kvuli vysoké kontaminaci
genomickou DNA zafazeni do analyzy, nelze ale vyvozovat presngjsi zavéry. Do
vysledného zpracovani byly zatazeny vzorky s procentem kontaminace niz$im nez 15 %,
zbyly tedy 4 vzorky pro DQB1*02, 2 pro DQB1*03:02, 2 Pro DQA1*02:01 a 3 vzorky pro
DQA1*05.

Je mozné, ze vyS$i procento kontaminace bylo zplsobeno pozdé€j$im piepisem
mRNA do cDNA, mRNA mohla tedy vice zdegradovat. Nicméné velké procento
kontaminace se objevilo i u vzorku, které byly izolovany nejpozdéji a ihned pfepsany do
c¢DNA. U zdravych darct byl z divodu vétsi kontaminace z analyzy vyiazen pouze jeden
vzorek. Vzhledem Kk tomu, Ze pii zpracovani vzorkd zdravych kontrol i celiakii byly
pouzity stejné postupy, nemizeme fict, jakym zpisobem mohlo dojit k tak velkému poctu
vzorkll kontaminovanych vét§im procentem gDNA u pacientd.

DQA1*05:01 DQA1*05:05 jsou témeét identické, proto jsme analyzovali jejich
miru exprese, zda se bude odliSovat. Podobny piipad se vyskytuje u alel DQB1*02:01 a
DQB1*02:02. U alfa fetézce byla signifikantné vyssi exprese alely DQA1*05:05 a to 9x, u
DQBL1 byla exprese 2,7x vyssi u DQB1*02:01 nez u DQB1*02:02, coz se také ukazalo
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jako statisticky vyznamné.

Riziko celiakie je vyrazné zvyseno u jedinci homozygotnich pro DQ2.5 a DQ8.
Jedinci, ktefi jsou homozygotni pro DQB1*02, ale heterozygotni pro DQA1*05, maji také
zvysené riziko rozvoje celiakie (Ploski et al., 1993). Oc¢ekavali jsme tedy zvySenou expresi
u homozygott, uz jen z hlediska davky genu, nicméné se zda, ze je podobna exprese
molekuly DQ2.5 na povrchu bunék u homozygotl i heterozygotl (Pisapia et al., 2016).
Exprese u homozygoti A1*05 se jevila oproti prumérné expresi heterozygotua A1*05
snizena. Jediny homozygot pro B1*02 vykazoval expresi 5,8x vyssi nez byla primérna
exprese heterozygotl. Selleski et al. (2015) zjistili, ze jejich systém, ze kterého jsme pfi
navrhu primerd pro DQB1*02 vychézeli, neni schopen ur¢it homozygoty pro DQB1*02.
Nicméné nas navrzeny systém je S nové designovanou sondou, zatimco v jejich studii byl
pouzit SYRB Green. Na§ systém by mohl byt tedy citlivéjsi a zachytit rozdil v expresi
mezi heterogyzoty a homozygoty pro tuto konkretni alelu. Na zakladé jedno vzorku ovsem
toto nelze relevantné zhodnotit. Ve studii z roku 2003 (Fernandez, 2003) nebyl zjistén
rozdil v expresi u homozygotii a heterozygotl. Jelikoz se zd4, Ze exprese u homozygotii
neni zvySend, nelze timto vysvétlit vyssi riziko rozvoje celiakie pro jedince homozygotni
pro DQB*02 a DQA*05 (Vader et al., 2003).

V soucasné dobé probiha sbér dalSich vzorki, ktery by mohl tuto pilotni studium
posunout a rozdilné tendence, které jsme v expresi mezi skupinami objevili, by se mohly
ov¢tit 1 za pouziti statistickych analyz.

Hlubsi znalosti o exprese rizikovych HLA-DQ alel, by mohly objasnit, pro¢ se u
nékterych jedinct s rizikovym haplotypem celiakie rozvine a u mnoha dalSich se toto

onemocnéni cely Zivot neprojevi.
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9. Zavér.

V ramci této diplomové prace byl navrzen systém primert a sond pro QPCR, ktery
umoziuje mefit expresi vybranych kandidatnich genti zodpovédnych za vznik celiakie.
Jsou to geny haplotyptt HLA-DQ2 a HLA-DQ8. Systém, ktery by rozlisoval alely HLA az
na uroven HLA-DQA1*05:01/05:05 a HLA-DAB1*02:01/02:02 se nepodafilo za
soucasnych znalosti navrhnout. Bylo navrzeno 6 primert a 2 sondy pro HLA-DQA1
(DQA1*05, DQA1*02:01, DQA1*03:01) a 4 primery a 2 sondy pro HLA-DQB1
(DQEB1*02, DQB1*03:02). Dale byl navrzen systém do intronové oblasti HLA-DQAL,
ktery umoziiuje zjistit procentualni zastoupeni kontaminace gDNA ve vzorku.

Tento systém byl optimalizovan a verifikovan na pilotnim souboru zdravych
jedinci a pacientti s celiakii. Pfesto, ze vzhledem k poctu jedinci v jednotlivych,
haplotypem podminénych skupinach nelze v nékterych piipadech C¢init statisticky
podpoiené zavéry, bylo pozorovéano nékolik skutecnosti:

e Zda se, ze exprese rizikovych alel je u pacientil s neléenou celiakii odli§na
V porovnani s mirou exprese u zdravych jedincti. Povaha zmény (nartist x
snizenip) je alelove specificka.

e Celkova exprese rizikovych alel DQAL je bez ohledu na onemocnéni vyssi
nez celkova exprese DQBI rizikovych alel.

e Exprese DQA1*05:05 je oproti DQA1*05:01 signifikantn¢ vyssi. Rozdilna
mira exprese je zjisténa i u alel DQB1*02, kdy vyssi exprese je u alely
DQB1*02:01.

e Mira exprese alely DQA1*05 homozygoti je oproti primérné expresi
heterozygotii snizena, zatimco u DQBI*02 se jevi exprese oproti

heterozygotiim zvysena.
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10. Seznam zkratek

A adenin

Anti-TG2 protilatky proti transglutaminaze 2

APC antigen prezentujici bunky

B2M beta2 mikroglobulin

BMI index télesné hmotnosti (body mass index)
bp pary bazi

C cytosin

CD celiakie

CD94/NK62C diferenciacni antigen 94

cDNA komplementarni deoxyribonukleotidova kyselina
CLIP invariantni peptidovy fetézec asociovany s HLA II. tfidy
Ct prahovy cyklus (treshold cycle)

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP deoxyribonukleotidtrifosfat

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EMA anti-endomysialni protilatky

FRET fluorescen¢ni rezonanc¢ni prenos energie
G guanosin

gDNA genomicna deoxyrikonukleova kyselina
GOl gen zajmu (gen of interest)

HC zdrava kontrola

HK endogenni kontrola

HLA lidské leukocytarni antigeny

IL interleukin

INFy interferon gama

Mg? hofeénaty kationt

MHC hlavni histokompatibilni komplex

MIC MHC-class | related chain

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina

No vychozi pocet molekul

NaCl chlorid sodny

Nc pocet molekul po C cyklech
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NEP
NK
NKG2D
PBMC
PBS
PCR
PGK1
PPIB
QPCR
RNA
RT PCR
SDS

Ta
TAMRA
TBE
TG2
TLR

™

Tm

TNF
WCLB

normalizovany expresni profil

natural killer

NK bunky aktivujici receptor typu 2D
periferni mononukledrni bunky
fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce
fosfoglycerat kinaza 1

peptidylpropyl izomeraza B
kvantitativni polymerdzova fetézova reakce
ribonukleotidova kyselina
reverznétranskriptdzova polymerazova fetézova reakce
dodecylsiran sodny

thymin

anelacni teplota
carboxytetramethylrhodamine
trisboratovy pufr

transglutamindza 2

toll-like receptor

transmembranova ¢ast

teplota tani

faktor nadorové nekrozy

buffer pro 1yzu bilych krvinek
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