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Abstrakt

Uvod: Soucasné poznatky o patogenezi glaukomu jiz prokazaly pfitomnost autoimunitnich
mechanismud. Typickym rysem autoimunitnich onemocnéni je jejich c¢astd vzdjemnd
koincidence, napf. celiakie a diabetes mellitus 1. typu Ci psoridza. Tato souvislost mlze byt
vysvétlena napfriklad sdilenim nékterych rizikovych variant HLA molekul Il. tfidy. Budeme-li
glaukom povaZovat za autoimunitni nemoc, vyvstava otazka, jaky vliv mohou mit kandidatni
geny pro glaukom na fenotyp jiného autoimunitniho onemocnéni, ¢i naopak, zdali rizikové
genetické varianty asociované s celiakii mohou ovliviovat fenotyp glaukomu.

Cile: Cilem prace bylo i) na zdkladé dostupné literatury vytipovat genetické rizikové markery
pro vznik glaukomu a zmapovat jejich vyskyt mezi ¢leny tfigeneracni rodiny s glaukomem
a viceCetnymi autoimunitnimi chorobami, ii) u téZe rodiny najit nositele HLA-DQ2/DQ8, iii)
ovérit, zda genotyp jedince koreluje s jeho fenotypem, a iv) stanovit pripadny vliv alel HLA na
fenotyp glaukomu.

Material a metody: Do studie byla zavzata tfigeneracni rodina (34 jejich ¢len(), ve které se
vyskytuje glaukom a zaroven autoimunitni onemocnéni celiakie, diabetes mellitus 1. typu
a psoriaza. Bylo vybrano 8 rizikovych markerl (jednonukleotidovych polymorfism( (SNP))
doposud spojovanych s glaukomem: rs74315329, rs74315329 (MYOC); rs28939688,
rs11258194, rs75654767 (OPTN); rs1057517785 (PAX6); rs4986790 (TLR4); rs34595252
(WDR36). Genotypizace byla provedena metodami PCR-RFLP a analyzou HRM a vysledky
nasledné ovérovany sekvenovanim. Zaroven byla provedena typizace HLA na pfitomnost pro
celiakii rizikovych molekul HLA 1l. tfidy: HLA DQA1*0501-DQB1*0201 (DQ2 antigen)
a DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8 antigen).

Vysledky: Vsichni probandi jsou ve vSech zkoumanych SNP asociovanych s glaukomem nositeli
majoritni alely v homozygotni formé. HLA typizace na pfitomnost DQ2 a DQ8 antigenu
prokazala silnou korelaci mezi vyskytem celiakie a antigenu DQ2 (Px=0,001, OR=62,33,
Cl=2,91-1335), stejné tak pro jednotlivé rizikové alely DQA1*0501 (Px=0,004, OR=49,
Cl=2,34-1024) a DQB1*0201 (Px=0,004, OR=49, CI=2,34-1024). Zavislost mezi vyskytem
autoimunitnich onemocnéni a glaukomu (Px=1,548) ¢i mezi nékterym z rizikovych antigent
pro celiakii (DQ2 nebo DQS) a glaukomem nebyla pozorovana (P«=1,630).

Zaveér: V tfigeneraCni rodiné s mnohondsobnym vyskytem autoimunitnich onemocnéni

a glaukomu byla zjisténa silnd geneticka predispozice pro celiakii, a to konkrétné ve vztahu



k antigenu HLA-DQ2. U ¢lend zkoumané rodiny nebyla prokdzana Zadna korelace mezi
vyskytem glaukomu a vytipovanych jednonukleotidovych polymorfismG rizikovych pro

glaukom, ani mezi glaukomem a vyskytem autoimunitnich onemocnéni.

Kli¢ova slova: glaukom, autoimunitni, celiakie, T1D, HLA II. tfidy, polymorfismus, asociace



Abstract

Introduction: Recent findings about the pathogenesis of glaucoma have already
demonstrated the presence of some specific autoimmune mechanisms. It has also been
shown that autoimmune diseases often manifest in co-occurrence, such as celiac disease
and type 1 diabetes mellitus or psoriasis. This association can be explained by sharing some
of the risk variants of HLA molecules class Il. Considering glaucoma an autoimmune disease,
the question raises how the glaucoma genetic risk factors affect the phenotype of another
autoimmune disease or vice versa, whether genetic risk variants associated for example
with celiac disease can affect the glaucoma phenotype.

Aims: The aims of this study were to i) identify possible genetic risk markers associated with
the development of glaucoma, based on the available literature, and to map their occurrence
among members of a three-generation family suffering from glaucoma and multiple
autoimmune diseases, ii) find carriers of HLA-DQ2/DQ8 among the members of the same
family, iii) verify whether an individual's genotype correlates with his/her phenotype, and iv)
determine the potential effect of specific HLA alleles on the glaucoma phenotype.

Material and methods: This study used DNA samples derived from 34 members
of a three-generation family, in which coeliac disease, type 1 diabetes mellitus and psoriasis
can be found. Eight genetic risk markers (single nucleotide polymorphisms (SNP)) that have
so far been associated with glaucoma have been selected: rs74315329, rs74315329 (MYOC);
rs28939688; rs11258194; rs75654767 (OPTN); rs1057517785 (PAX6); rs4986790 (TLR4);
rs34595252 (WDR36). Genotyping was performed using the PCR-RFLP method and the HRM
analysis, and the results were subsequently verified by sequencing. The DNA samples
were also tested for the presence of HLA class Il molecules DQ2 (DQA1*0501-DQB1*0201)
and DQ8 (DQA1*0301-DQB1*0302), which are associated with coeliac disease.

Results: In all of the examined SNPs associated with glaucoma, all probands were found
to be carriers of the major allele in homozygous form. HLA typing for proof of the presence
of DQ2 and DQ8 antigens showed a strong correlation between the occurrence of coeliac
disease and the presence of DQ2 antigen (P«=0.001, OR=62.33, Cl=2.91-1335).
Same correlation with coeliac disease was found also for individual risk alleles DQA1*0501
(P«=0,004, OR=49, Cl=2.34-1024) and DQB1*0201 (P«=0.004, OR=49, Cl=2.34-1024).

There was no correlation between the incidence of any autoimmune disease and glaucoma



(Px=1.548) or between either of the coeliac disease risk antigens (DQ2 or DQS8)
and glaucoma (Px=1.630).

Conclusion: In a three-generation family with a multiple incidence of autoimmune diseases
and glaucoma, a strong genetic predisposition to celiac disease was observed, specifically
in relation to the HLA-DQ2 antigen. There was no correlation between glaucoma
and the selected single nucleotide polymorphisms which have so far been associated
with glaucoma, nor was there any correlation between glaucoma and autoimmune disease

in family members.

Key words: glaucoma, autoimmunity, coeliac disease, T1D, HLA class I, polymorphism,

association
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1 Uvod

Autoimunitni onemocnéni jsou pro soucasnou spolecnost velmi ¢asto diskutovanym tématem.
A to plati jak pro verejnost odbornou, tak i pro laickou. Incidence i prevalence téchto
onemocnéni v poslednich dekadach znacné vzristd, jako pfiklad mGZeme uvést diabetes
mellitus prvniho typu (T1D), celiakii nebo Crohnovu chorobu (Grode et al., 2018; Loftus et al.,
1998; Shaw, Sicree, & Zimmet, 2010). Diky tomu je tento druh onemocnéni stale castéji
predmétem mnoha vyzkumd. Je snaha predevSim o lepsi ¢i Uplné pochopeni
patofyziologickych mechanismu vedoucich ke vzniku projevi choroby, ale také o prozkoumani
moznych pficin jejich vzniku. Ty jsou dvojiho druhu a to environmentalni, kdy mize hrat roli
strava, pohyb, misto pobytu (mysleno pfedevsim ve smyslu znecisténého ovzdusi ve méstech),
hygiena a s ni souvisejici mozna expozice infekénim nemocem, a pfi¢iny genetické. Jedna se
vsak o multifaktoridlni onemocnéni - dllezity je tedy vliv obou mechanismu
(environmentalnich i genetickych). BEhem patogeneze autoimunitnich onemocnéni dochazi
k naruseni spravné funkce imunitniho systému a ten pak nespravné vyhodnocuje télu vlastni
bunky jako cizorodé — oznaci je jako cil ke zni¢eni. Proto u pacientd, ktefi trpi néjakym
autoimunitnim onemocnénim, mizeme detekovat tzv. autoprotilatky — protilatky namirené

proti strukturdm vlastnim danému organismu.

At uz jde o stranku genetickou nebo tu environmentalni, doslova kazdy den se objevuji nové
poznatky ohledné téchto nemoci. A nemusi se jednat pouze o dosud nepoznané pficiny jejich
vzniku, ale i objev samotného onemocnéni jako takového. Mdm na mysli odhaleni role
autoimunitnich mechanism( pfi patogenezi nékteré choroby, pro kterou dosud nebyly znamy.

Tak je tomu napfiklad u glaukomu.

Glaukom, jakoZzto klicovy hraé¢ vtéto diplomové praci, predstavuje skupinu zavaznych
oftalmologickych onemocnéni, ktera v krajnich pripadech mohou vést az k Uplné slepoté
pacienta. Jedna se dokonce o jednu z nejcastéjsich pricin slepoty celosvétové (Quigley, 1996).
Lécba tohoto onemocnéni nevede k Uplnému uzdraveni, jedna se pouze o zpomaleni progrese
onemocnéni a zmirnéni ptiznakd, byt v dnesni dobé jsou vysledky terapie velmi dobré (Leske
et al.,, 2003). Incidence glaukomu stoupd se zvySujicim se vékem, a s ohledem na to,

Ze obyvatelé predevsim rozvinutych zemi se diky lepSi dostupnosti zdravotni péce a lepSim
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Zivotnim podminkdm doZzivaji stale vyssiho véku, je nutné tomuto onemocnéni vénovat
patfiénou pozornost (Mukesh, McCarty, Rait, & Taylor, 2002). Donedavna nebyly znamé zadné
zjevné evidence, Ze by se v pfipadé glaukomu mohlo jednat o autoimunitni mechanismy
vzniku onemocnéni. V minulych letech se vsak rfadé vyzkumnych tym0 podafilo prokazat
pfitomnost urcitych autoprotilatek u glaukomatickych pacientl (Wax, Barrett, & Pestronk,
1994). Napadna je také koincidence glaukomu s nékterymi dalSimi autoimunitnimi

onemocnénimi (Cartwright, Grajewski, Friedberg, Anderson, & Richards, 1992).

Samoziejmé i pro vznik a manifestaci glaukomu jakoZto autoimunitniho onemocnéni hraji
dulezitou roli jak faktory prostredi, tak genetické vlohy jedince. Pravé vztah genetického
pozadi jedince a vyskytu glaukomu spolu s nékterymi dalSimi autoimunitnimi nemocemi
je hlavni néplni této diplomové prace. Pro pfipadny prikaz vzajemného vztahu jednotlivych
onemocnéni bylo vybrano 34 ¢lenl jedné trigeneracni rodiny, ve které se vyskytuje jak

glaukom, tak celiakie, T1D a psoridza.

Zvoleny pfristup by mohl pomoci odhalit konkrétni vztah mezi genotypem jedinci a jejich
fenotypem u vySe zminénych autoimunitnich chorob. To by mohlo vést k lepSimu pochopeni
provazanosti vzniku autoimunitnich chorob, jejich odliSné manifestace nebo penetrance,
odhaleni genetické pfri¢iny a zdroven pfinést dalsi dlkaz pro hypotézu, Ze nékteré typy
glaukomu opravdu jsou autoimunitnimi chorobami a ve studované rodiné jsou podminény

konkrétnimi vybranymi genetickymi markery.

Pokud by tomu tak skute¢né bylo, mohlo by to prispét k dfivéjSimu odhaleni danych
pfidruZzenych autoimunitnich nemoci a tim ke zlepSeni kvality Zivota pacient(i v podobé brzké
(a to v mnohych pfipadech znamena ucinngjsi a Uspésnéjsi) lécby danych chorob a také

k rozsiteni a lepSimu zacileni diagnostickych postupu.
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1.1 Glaukom

Glaukom, téz zeleny zdakal, je souhrnné oznaceni pro skupinu neurodegenerativnich
onemocnéni vyznacujicich se progresivnim poskozenim zrakového nervu vedouci k poruse az
Uplné ztraté zraku. V soucasnosti se jednd také o druhou nejc¢astéjsi pficinu slepoty a do roku
2020 se ocekava narlst pacientl s touto diagndzou na cca 80 milidonl na celém svété, a pritom
témér 50 % znich budou tvofit obyvatelé Asie (Quigley & Broman, 2006).
Prevalence glaukomu se uvadi cca 2 % pro osoby nad 45 let véku (Marx-Gross et al., 2017),
pricemz jeji Cisla se lisSi predevSim v zavislosti na etnické pfislusnosti a véku jedince.
Pro evropskou populaci se dokonce uvadi prevalence az 10 % u osob nad 75 let (Quigley &

Broman, 2006).

Pricin vzniku mGze byt nékolik — od pozitivni rodinné anamnézy, kde hraji hlavni roli genetické
faktory, az po environmentalni pficiny, kde mdze mit vliv riziko vyssiho véku souvisejici také

s hypertenzi nebo napfiklad mirou oxidativniho poskozeni.
1.1.1 Patofyziologie

Mezi hlavni rizikové faktory glaukomu patfi zejména zvySeny nitroocni tlak (IOP).

vrve

Nitroocni tekutina je produkovana rfasnatym téliskem do zadni komory oc¢ni. Z ni proudi dale
do predni komory oc¢ni a nasledné je odvadéna predevSim pomoci tzv. tramdciny
do Schlemmova kandlu, kudy se navraci zpét do celkového obéhu. Schéma toku nitrooéni
tekutiny je zndzornéno na obrdzku d&islo 1 (Wiggs & Pasquale, 2017). Jeji hlavni funkci

je udrzovani stalého optimalniho nitroocniho tlaku.

V pfipadé, Ze je nitrooc¢ni tekutina nespravné odvadéna z predni ocni komory, dochazi k jejimu
hromadéni a tim k narQstu tlaku, ktery je vyvijen na sitnici a tim i na opticky disk — misto
vystupu zrakového nervu. Pfi¢inou poskozeni zrakového nervu je smrt (apoptdza) gangliovych
bunék sitnice a jejich axonl, coz v konecném dusledku muze vést az k Uplné ztraté zraku

pacienta (Quigley et al., 1995).
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Obrdzek 1 - Schéma cirkulace nitroocni tekutiny u zdravého ¢lovéka, upraveno podle Wiggs & Pasquale, 2017

Za normalni hodnotu je povazovdn nitroo¢ni tlak do 21 mm Hg, hodnoty nad touto hranici jsou
typické pravé pro urcité typy glaukomu (L. K. Mao, Stewart, & Shields, 1991), nicméné existuje
i typ glaukomu, pro ktery je charakteristické, Ze pacienti maji nitroo¢ni tlak v normé (Sommer

et al., 1991).

Zradnost onemocnéni spociva predevsim v tom, Ze pacienti dlouho nepocituji Zadné pfiznaky
a pokud nemaji pozitivni rodinou anamnézu a nejsou pro glaukom nebo jiné o€ni nemoci
dlouhodobé sledovani na oftalmologickém pracovisti, ¢asto se dostanou k lékati sjiz

pokrocilym poskozenim vidéni.
1.1.1.1 Priznaky

Mezi hlavni ptiznaky glaukomu tedy patfi vypadky vidéni, vyrazné zuzeni zorného pole,
zpocatku hlavné v perifernich oblastech. V pokrodilejsich stadiich mohou pacienti pocitovat

nahlou bolest oka, bolesti hlavy a s tim i souvisejici nauzeu.
1.1.1.2 Diagnostika a lé¢ba glaukomu

Diagnostika je provadéna na specializovanych oftalmologickych pracovistich mérenim
nitroocniho tlaku, vysSetfenim zorného terée zrakového nervu, perimetrickym vysSetfenim

nebo pfipadné za pouziti dalSich specidlnich vySetfovacich metod, napf. gonioskopii.
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Lécba glaukomu je moZna nékolika zplsoby — zaleZi na typu onemocnéni, jeho stadiu (tedy
mife poskozeni zrakového nervu v dobé stanoveni diagndzy a zahajeni |éCby) a také véku
a celkovém zdravotnim stavu pacienta. V pfipadé, Ze ma pacient zvySeny nitrooéni tlak, je
nasazena nejprve neinvazivni lé¢ba pomoci ocnich kapek, jejichz ucelem je pravé snizeni
nitroo¢niho tlaku bud’ ovlivnénim tvorby nitroocni tekutiny, regulaci jejiho odtoku nebo
kombinaci obou mechanismd. DalSimi moZnostmi, jak sniZit nitrooc¢ni tlak, jsou laserové
korekce oka Ci nasledné jesté chirurgické zakroky za ucelem mechanického odstranéni zabrany
odtoku nitrooc¢ni tekutiny, u kterych je jiz vyssi riziko vedlejSich a nezadoucich ucinkd. Indikaci

k poslednim dvéma moznostem byva hlavné selhani konzervativni Ié¢by pomoci o¢nich kapek.

Soucasné poznatky ohledné pfi¢in vzniku glaukomu oteviraji nové moznosti potencidlni
diagnostiky a terapie, a to predevsim smérem k podporeni ptirozenych protektivnich
imunitnich mechanisma (Fisher et al., 2001). Testovani genetickych markeri je vhodné
pfedeviim u casnych (manifestace prfed 40 rokem Zivota jedince) forem glaukomu,
az 20 % pacientld s casnou formou glaukomu ma jednu ze znamych genetickych variant
asociovanych s glaukomem (Allen, Gaier, & Wiggs, 2015). Tomuto tématu se vSak budu jesté

rozsahleji vénovat v nasledujicich kapitolach.
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1.1.2 Typy glaukomu

Glaukom Ize klasifikovat na zdkladé nékolika kritérii — hodnoty nitroo¢niho tlaku,

véku manifestace choroby ¢i zpUsobu naruseni odtoku nitroocni tekutiny z o¢nich komor.

Pro potreby této diplomové prace bych zde rada zminila nasledujici typy:
e Primarni glaukomy
o Primarni glaukom s otevienym komorovym uhlem (POAG)
o Primarni glaukom s uzavienym komorovym uhlem (PACG)
e Sekundarni glaukomy
e Glaukom s normalni hodnotou nitrooc¢niho tlaku (NTG)

e (Casné formy a juvenilni glaukom (JOAG)

POAG neboli primarni glaukom s otevienym komorovym uhlem je charakteristicky predevsim
zvySenym nitroo¢nim tlakem (hodnota nad 21 mm Hg) a pozdéjSim ndstupem — tedy
po 40. roce Zivota jedince. Zasadni je porucha odtoku nitroo¢ni tekutiny. V pfipadé POAG
zGstava uhel mezi duhovkou a rohovkou zachovany (tedy otevieny) a porucha je v odvodu
tekutiny drendznim systémem tradmdciny. Tento typ glaukomu je ¢asto spojovany s pozitivni
rodinnou anamnézou (Tielsch, Katz, Sommer, Quigley, & Javitt, 1994). Naproti tomu PACG
je zplUsoben témér uplnym zamezenim odtoku nitroocni tekutiny v disledku uzavreni uhlu
predni komory o¢ni mezi periferni ¢asti duhovky a trabekuldrni siti. To maze byt zplsobeno
napriklad vétsi velikosti ¢ocky nebo jejim posunem vpred, ¢imZz dojde k mechanickému
zamezeni odtoku nitroocni tekutiny. Pro PACG je tudiz charakteristicky vyrazny vzestup
nitrooc¢niho tlaku. Rozdil mezi POAG a PACG je patrny z obrazku cislo 2. Mechanismus, kterym
zvyseny nitroocni tlak zplsobuje poSkozeni bunék sitnice a axonl zrakového nervu, vSak zatim
bohuZel neni zcela objasnén (Wiggs & Pasquale, 2017). Na misté je také zminit, Ze pacienti
s PACG tvofi pfiblizné jednu tretinu vSech pacientd s glaukomem na celém svété (Quigley &

Broman, 2006).
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Obrdzek 2 - Rozdil mezi POAG a PACG, upraveno podle Wiggs & Pasquale, 2017

Samostatné Ize vyclenit skupinu tzv. sekundarnich glaukomf, které jsou pfidruzené k jinému

ocnimu onemocnéni nebo traumatu.

Dalsim typem je normotenzni glaukom — tedy glaukom, pfi némZ nedochazi ke zvySeni hodnot
nitrooc¢niho tlaku, a presto je poskozen zrakovy nerv. Ktomuto poskozeni mize dochazet
naptiklad plsobenim nékterych autoprotilatek, jejichz pritomnost byla prokazana v séru

pacientl s timto typem glaukomu (Wax et al., 1998).

Casné formy glaukomu jsou takové, jejichz nastup je pred 40. rokem Zivota pacienta. Definice
kongenitalniho glaukomu uvadi vék nastupu do 3 let véku (Wiggs, 2015). Nakonec JOAG
je fazen mezi glaukomy détského véku, k jejich manifestaci tedy dochazi jiz v pribéhu détstvi

nebo puberty (Aponte, Diehl, & Mohney, 2010).
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1.1.3 Autoimunitni mechanismy v patogenezi glaukomu

Jako prvni popsal vyskyt zvySenych hladin nékterych autoprotilatek v séru glaukomatickych
pacientll Wax a spol. v roce 1998. Jednalo se o nalez protilatek proti Heat Shock Proteinu 60
(HSP60) u pacient sNTG (Wax et al., 1998). Diky nim se také podafilo odhalit dalsi
autoprotilatky, jejichZ hladina je v séru glaukomatikd zvySena oproti zdravym jedinciim — mezi
nimi napfiklad autoprotilatky proti a-A- a a-B-crystallinu, Heat Shock Proteinu 27 (HSP27)
(Tezel, Seigel, & Wax, 1998), glykosaminoglykanim, vimentinu, Heat Shock Proteinu 70
(HSP70) (Joachim, Bruns, Lackner, Pfeiffer, & Grus, 2007), fosfatidylserinu, glidlnimu
fibrildrnimu kyselému proteinu (GFAP) (Joachim, Reichelt, Berneiser, Pfeiffer, & Grus, 2008),
glutathionu S-transferaze (Yang, Tezel, Patil, Romano, & Wax, 2001), neuronu specifické
enolaze a mnoha dalSim (Maruyama, lkeda, Nakazawa, & Ohguro, 2002). Neni vsak zcela
objasnéno, zda zvySeni autoprotildtek v séru lze povazovat za pfi¢inu nemoci anebo za

dusledek jejiho propuknuti.

Podstatné je ale také zminit, Ze nékteré autoprotilatky mohou hrat i protektivni roli, a to nejen
pfi patogenezi glaukomu, ale i dalSich onemocnéni. Pro normalni fungovani organismu
je dualezitd rovnovaha mezi protektivnimi a destruktivnimi mechanismy — pokud je tato
rovnovaha narusena a dojde napftiklad ke snizeni hladiny protektivnich protilatek, mlze to
vést ke spusténi patologickych procesu a rozvoji choroby (Grus, Joaehim, Wuenschig, Rieck, &

Pfeiffer, 2008).

Na zdkladé vysledkl studii zejména skupiny Wax a spol. Ize glaukom oznacit za orgdnové
specifické autoimunitni onemocnéni, pro néz je typické zvySeni hladin konkrétnich
autoreaktivnich protilatek, a naopak pokles hladin protilatek neuroprotektivnich (Wax et al.,
1994). Vykazuje znamky klasického zanétlivého onemocnéni, pficemz je na misté podotknout,
Ze oblast sitnice a zrakového nervu je stejné jako mozek povaZzovdna za imunologicky
privilegovanou tkan. Bunécnych typu podilejicich se na tvorbé zanétlivého prostiedi
v imunoprivilegované ¢asti téla je nékolik — jedna se o astrocyty, které komunikuji s neurony
a zaroven i krevnimi cévami, dale mikroglidini bunky (mikroglie) fungujici jako
antigenprezentujici buriky (APC) a neméné dulezité jsou také endotelidlni buriky cévnich stén
zprostfedkovavajici transmigraci dalSich pomocnikd do mista zanétu. Ostatni bunky

imunitniho systému jako jsou monocyty, makrofagy a dendritické buriky se v CNS nachazeji
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pouze pod vlivem zanétlivého stimulacniho signalu v podobé chemotaxe od cytokiny
produkujicich gliovych bunék (Ransohoff & Engelhardt, 2012). Produkce prozanétlivych
cytokinl mikrogliemi je podminéna stimulem téchto bunék a to diky receptorim
rozpoznavajicim cizorodé castice (tzv. PRRs — z anglického Pattern Recognition Receptors).
Mezi né patfi Toll-like receptory (TLRs) nebo NOD-like receptory (NLRs). Tyto receptory mohou
rozpoznavat molekuly pochazejici jak z extra-, tak i z intraceluldarniho prostredi. Takovéto
molekuly se pak nazyvaji PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) a jedna se
o nejrliznéjsi komponenty typické pro patogenniho vetrelce v organismu (lipopolysacharidy,
jednoretézcovda DNA nebo také virovda RNA). Dale pak receptory mohou rozpoznavat
i molekuly pochazejici z poni¢enych a umirajicich bunék, tzv. DAMPs (Damage-Associated
Molecular Patterns) (Roach et al., 2005). K nim patfi mimo jiné HSP60, HSP70 nebo
o-B-crystallin. Aktivace téchto receptord spousti celou radu signdlnich kaskad uvnitr bunky,
pricemz nejdulezitéjsi z nich vede kaktivaci nuklearniho transkripéniho faktoru NF-kB
(nuklearni faktor k B), ¢imzZ dochdzi ke spusténi transkripce gen(l pravé pro zanétlivé cytokiny,
které slouzi jako zesilovace a efektory celé zanétlivé reakce. MUzZe se jednat napriklad o tumor

nekrotizujici faktor a (TNF-a), interleukin 1 B (IL-1B) nebo interleukin 6 (IL-6).

Vi se, ze i kratkodoby vzestup IOP muze zplsobit prozanétlivé reakce v burkach sitnice
a optického nervu a morfologické zmény imunitnich bunék (Johnson, Deppmeier, Wentzien,
Hsu, & Morrison, 2000). Predpoklada se, Ze iniciaci této reakce maji za nasledek pravé
nejriznéjsi DAMPs (mezi nimi pfedevsim Heat Shock proteiny) produkované burikami sitnice
v pfipadé zvySeného nitroocniho tlaku. V takovych podminkdch zaroven dochazi k narlstu
oxidativniho stresu axonalnich bunék a bunék sitnice. Nejriznéjsi studie prokazaly zvyseni
hladin rozliénych prozanétlivych markeri, mezi nimi jsou ¢lenové MAP kindzové kaskady
vedouci aZ k aktivaci NF-kB (konkrétné adaptorovy protein MyD88), komplementové kaskady
imunitniho systému (naptiklad komponenta C1QA), ale i vySe zmiflované prozanétlivé cytokiny
TNF-a a interleukiny z rodiny IL-1 (Howell et al., 2011; Luo et al., 2010; Yuan & Neufeld, 2000).
Pochopeni vSech téchto mechanism( otevird brany novému pfristupu k diagnostice a |écbé
glaukomu. Jiz bylo vyzkouseno na experimentdlnich modelech, Ze napfiklad inhibice aktivity
TNF-a blokuje aktivaci mikroglidlni odpovédi a tim destrukci synapsi a axonl v oblasti

optického nervu a gangliovych bunék sitnice (Roh et al., 2012).
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1.1.4 Genetika glaukomu

Jak jiz bylo zminéno, genetické faktory jsou u glaukomu zdsadni —a to jak pro vznik a nasledny
prabéh onemocnéni, tak i pro vhodnou volbu |écby a jeji UspéSnost. Diky mnoha provedenym
celogenomovym studiim se podarilo identifikovat nékolik kandidatnich genl a jejich

konkrétnich variant rizikovych pro vznik glaukomu.

Casné formy glaukomu vykazuji typicky autozomalné dominantni nebo autozomalné recesivni
mendelistickou dédi¢nost, naproti tomu u pozdéjSich forem se jedna o komplexni typ
dédicnosti, kde pfi vzniku a manifestaci choroby hraje duilezitou dlohu mnoho faktor(, véetné

téch negenetickych (Wang & Wiggs, 2014).

Pro POAG byla provedena rada studii naptic¢ rdznymi etniky i ndarodnostmi a bylo nalezeno
nékolik lokust asociovanych s glaukomem. Celkovy pocet téchto lokusl je zatim 16, nicméné
predpoklada se, ze s dalsimi vyzkumy se toto Cislo jesté dale navysi. A to zejména proto,
Ze zcela chybi data pro africké populace (Wiggs & Pasquale, 2017). Funkce produktu
kandidatnich genu je velmi rliznorodd, od metabolismu lipid(, fruktdzy, mandzy, pfes signalni
drahy pomoci tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a) az samotnému ovlivnéni vyvoje oka
(Wiggs, 2015). Schéma pfriblizného zastoupeni dosud zndmych mutaci pro glaukom

je zndzornéno na obrazku Cislo 3.

prxzj‘ PAX6 - OPTN

FOXC1

LTBP2
CYP1B1 —,

neni znamo
(cca 80 %)

Obrdzek 3 - Zastoupeni znamych mutaci typickych pro glaukom, upraveno podle Allen, Gaier, & Wiggs, 2015

19



1.1.41 MYOC

Mutace v genu pro myocilin (MYOC) jsou spojované predevsim s POAG a také s juvenilnimi
formami glaukomu. Jedna se dokonce o prvni gen, ktery byl s POAG asociovan (Fingert, 2011).
Gen MYOC se nachazi na kratkém raménku chromozému 1 (1g23-1q24, lokus GLC1A), jeho
kddujici ¢ast obsahuje 3 exony a kdduje kysely glykoprotein zvany myocilin sestavajici z 504
aminokyselin (Kubota et al., 1998). Jednad se o cytoskeletalni protein a je produkovan
svétloCivnymi burikami sitnice predevsim casti pobliz napojeni fasnatého téliska, samotnym
rasnatym téliskem a duhovkou. Jeho exprese byla nicméné detekovana i u jinych télesnych
struktur nez je oko, naptiklad u bunék kosterni svaloviny, srdce nebo v fasinkach ¢ichového
a sluchového epitelu. Nachazi se predevsim pobliz bazalniho téliska bunécného cytoskeletu

téchto bunék a vykazuje jistou podobnost s myosinem (Kubota et al., 1997).

Studie zahrnujici 1703 glaukomatickych pacientl napti¢ nékolika populacemi (Japonsko,
Austrdlie, USA, Kanada) ukazala, Ze u pfiblizné 2—4 % vSech pacient(l s glaukomem se vyskytuje
néktera z mutaci v genu pro myocilin a z nich v zhruba 8-36 % pfipadl se jednd o juvenilni

formu glaukomu (Fingert, 2011; Fingert et al., 1999).

Celkem je znamo vice nez 70 mutaci v tomto genu. V roce 1997 se podafilo vyzkumnikim
Stone a spol. identifikovat 3 konkrétni mutace asociované s ¢asnou formou primarniho
otevieného glaukomu (Stone et al., 1997). Nasledné bylo identifikovdno mnoho dalsich,
predevsim jednonukleotidovych zamén (SNP), asociovanych s JOAG a to zejména v ramci
exonu 3, mezi nimi napfiklad Tyr437His a Pro370Leu (Liu & Vollrath, 2004). Nejcastéji
nachdzena mutace u glaukomatickych pacientt je nicméné zdména aminokyseliny glutaminu
na pozici 368 za STOP kodon (GIn368X), ¢imz dochazi k chybnému zastaveni translace a vzniku
defektniho produktu genu (Allingham et al., 1998). Poruseny protein se pak hromadi v oblasti
tramciny, kde pUsobi na okolni buriky toxicky a zplsobuje jejich dysfunkci. Nasledkem toho
pak nemlzZe dochazet k odtoku nitroo¢ni tekutiny (Konz, Flugel-Koch, Ohlmann, & Tamm,

2009).
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1.1.4.2 OPTN

Prvni pfipad korelace mezi genetickymi variantami situovanymi v lokusu, ve kterém se nachazi
gen OPTN (optineurin), byl sledovan u 46 ¢lend jedné rodiny. Vyzkum proved| tym Sarfarazi
a spol. vroce 1998 a jednalo se tedy o rodinnou studii, pficemz 12 z 15 jejich sledovanych
¢lent trpicich glaukomem nikdy nemélo nitroocni tlak presahujici 22 mm Hg. Pro vsechny
probandy platilo, Ze jejich IOP se vétSinou pohyboval v rozmezi hodnot 15 az 25 mm Hg, vék
stanoveni diagnézy 23 az 65 let. Jednalo se tedy o pfipad glaukomu s normalnim nitroo¢nim
tlakem, tedy normotenzni glaukom (Sarfarazi et al., 1998). Nicméné nékteré konkrétni

varianty tohoto genu jsou asociovany i s adultni formou glaukomu s otevienym dhlem.

Gen OPTN, kodujici 577 aminokyselin dlouhy protein optineurin, je lokalizovan na kratkém
raménku desatého chromozému — konkrétné se jedna o oblast 10p14-10p15 (lokus GLC1E)
(Sarfarazi et al., 1998). OPTN obsahuje 13 exonl, 3 nekddujici oblasti a vsamotném
proteinovém produktu lze nalézt ¢etné oblasti leucinovych zip(. Jeho exprese byla zjisténa
v fadé tkani lidského téla —jatra, ledviny, srdce, mozek, placenta. Jsou mezi nimi ale i trdmdina,
sitnice a nepigmentovana Cast rfasnatého téliska. Zvlasté zajimavy je fakt, Ze tento protein
zasahuje do TNF-a signaliza¢ni dradhy vedouci k apoptéze a blokuje jednu z jejich komponent.
Proto je nasnadé Uvaha, Ze funkcni protein hraje neuroprotektivniroli, je-li vSak v genu mutace
zpUsobujici jeho nespravnou funkci, mlize to vést pravé ke spusténi TNF-a indukované
apoptozy skrze aktivaci nuklearniho faktoru kapa B (NF-kB) v oblasti zrakového nervu a tim
vést k jeho poskozeni (Li, Kang, & Horwitz, 1998; Rezaie et al., 2002). Optineurin v burikach
interaguje scelou fadou dalSich molekul — napfiklad s GTPazou Rab8, huntingtinem
nebo myosinem VI, tedy s proteiny, které jsou mimo jiné zapojené do drahy intracelularniho
vesikularniho transportu smérem od Golgiho apardtu na plazmatickou membranu
nebo do lysozdmu (Hattula & Peranen, 2000). Tyto interakce jsou vykresleny na obrazku cislo

4 (Ying & Yue, 2012).

Nejcetnéjsimi mutacemi v tomto genu u glaukomatickych jedincl z rliznych populaci v ramci
celého svéta, které byly popsany v literatufe, jsou mutace vedouci k aminokyselinovym
zaménam, a to Glu50Lys (exon 4), Met98Lys (exon 5), Arg545Lys (exon 16) (Rezaie et al., 2002).
DalSimi testovanymi mutacemi, jejichz vyskyt byl zaznamendn castéji u glaukomatickych

pacientd nez kontrolnich jedincli, pak byly napfiklad synonymni zmény (tedy zmény
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v kodonech, které nevedou k vyméné aminokyseliny ve vysledném proteinovém produktu)
Thr34Thr a LeublLeu. Byly ovSem nalezeny i takové genetické varianty, které se vyskytovaly
Castéji u kontrolnich jedinct a nikoli mezi pacienty sledovanymi pro glaukom, a to napftiklad

aminokyselinova zdména na pozici 210 (Ala210Thr) (Alward et al., 2003).

Mutace v genu pro optineurin vSak nejsou asociovany pouze s glaukomem; nékteré varianty
byly sledovany také v souvislosti s dalSimi nemocemi, hlavné s amyotrofickou laterdlni
sklerézou (Maruyama et al., 2002), ci dalSimi neurodegenerativnimi
nemocemi — Alzheimerovou chorobou, Parkinsonovou chorobou, Creutzfeldt-Jakobovou

chorobou, Pickovou chorobou (Osawa et al., 2011).

Experimenty provadéné na transgennich mysich modelech, které mély vyse zminovanou
mutaci Glu50Lys, prokazaly, Ze pfitomnost této mutace neguje neuroprotektivni ucinek
optineurinu a vede ke smrti gangliovych bunék sitnice. Po 16 mésicich vykazovaly transgenni
mysi Ubytek gangliovych bunék a prilehlych nervovych synapsi a az o 28 % ztencéenou sitnici

(Chi et al., 2010).

Golgiho komplex

Alktinové
wlakno

Obrdzek 4 - Schéma interakce optineurinu s dalsimi proteiny ucastnicimi se vesikuldrniho transportu, upraveno podle Ying &
Yue, 2012
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1.1.4.3 PAX6

Gen PAX6 neboli Pair-box 6 je zndm predevsim jako velmi dilezity hra¢ v embryonalnim vyvoiji.
Hraje ulohu béhem morfogeneze orgdnovych soustav, a to i oka. Tato uUloha je tedy krucialni
i v souvislosti se vznikem nejrliznéjsich dysgenezi téchto orgdnd, jejichz vyvoj je ovlivnén pravé
plUsobenim genu PAX6. Je lokalizovan na kratkém raménku chromozému 11 (konkrétné region
11p13) a obsahuje vice jak 10 exonu. Kéduje protein o velikosti 422 aminokyselin tvoficich
3 domény a jednd se o duleZity transkrip¢ni faktor, ktery je schopen vazat se na jind mista
vgenomu a regulovat tak jejich transkripéni aktivitu. Exprimovan je v prednim mozku,
ventralni ¢asti michy, endokrinni ¢asti pankreatu a v ¢asnych vyvojovych strukturach oka (Ton

et al., 1991; Walther & Gruss, 1991; Wawrocka, Sikora, Kuszel, & Krawczynski, 2013).

Mutace v tomto genu jsou spojované predevsim s aniridii, vrozenym o¢nim onemocnénim,
pficemzZ postizeny jsou vétSinou obé oci zdroven (bilateralni). Mezi typické priznaky patfi
zhordené vidéni, nystagmus nebo chybé&ni duhovky (Jordan et al., 1992). Casto byva
v koincidenci s jinymi o€nimi poruchami — napft. katarakta (Sedy zakal), Petersonova anomilie
rohovky nebo pravé glaukom (anatomické zmény v uhlu komory), ale mohou mezi né patfit
i nejriznéjsi nadorova onemocnéni. Celosvétové se prevalence pohybuje od 1:64 000 do
1:100 000 (Neuhaus, Betz, Bergmann, & Bolz, 2014), pficemz az 80 % vSech pacientl trpicich
aniridii ma mutaci pravé v tomto genu (Gronskov et al., 2001). Zajimava je studie vyzkumného
tymu Gramer a spol., ve které byla vyhodnocena relativni frekvence chorob pfidruzenych
k aniridii. Z jejich vzorkd aniridickych pacientl 76,7 % trpélo kataraktou uZz od narozeni
a dokonce aZ 66,7 % téchto pacientd mélo glaukom (z nich v90 % pripadd se jednalo
o glaukom bilaterdlni). Dale vice jak polovina pacientd méla diagnostikovany nystagmus
a zhruba ctvrtina trpéla zakalenim rohovky. Vék stanoveni diagnézy glaukomu byl u vétsiny
pacientl aZ po 40. roce jejich Zivota (Gramer, Reiter, & Gramer, 2012). Podobnych Cisel se
dopracoval jiz Grant vroce 1974, kdy zhruba polovina sledovanych pacientl s vrozenou
aniridii trpéla zaroven i glaukomem. Pacienti byli sledovani jiz od détstvi a byl pozorovan vliv
narusené tkané duhovky na vyvoj komorového uhlu, zdroven s vékem pacientl vzristal
i naméreny IOP (Grant & Walton, 1974). Defekty PAX6 asociované s aniridii jsou
rdznorodé — miiZe se jednat o mutace zpUsobujici posun ¢teciho ramce (inzerce, delece),

ale i o aminokyselinové zamény, znamy jsou jak tzv. missence mutace, jez zpUsobuji zaménu
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aminokyseliny za jinou a s jinou funkci, tak i ty, které zplsobuji zamény synonymni (Tzoulaki,
White, & Hanson, 2005). Genetické zmény PAX6 souvisejici s glaukomem jsou predevsim
v ramci aminokyselinovych zamén, mezi nimi napfiklad tzv. nonsense (vedou ke vzniku STOP
kodonu a pred¢asnému ukonceni translace) — tedy Cys40X, Trp156X, Arg203X nebo Arg317X
(Chao, Huff, Strong, & Saunders, 2000; Dharmaraj et al., 2003; Vincent, Pujo, Olivier, & Calvas,
2003) (URL1).

1.1.4.4 Dalsi kandidatni geny

Mezi dalsimi kandidatnimi geny pro glaukom bych zde rdda zminila pfedevsim 3 —gen pro toll-
like receptor 4 (TLR4), WDR36 (protein 36 obsahujici WD repetice) a gen CYP1B1 (Cytochrome
P450 1B1).

Polymorfismy genu pro TLR4 jsou asociovany predevsim sPOAG, nicméné nékteré
jednonukleotidové polymorfismy byly nalezeny i u glaukomatickych pacientl s nitroocnim
tlakem zcela vnormé. TLR4 byl prvni objeveny ze skupiny TLRs. Je schopen vazat
lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii, lipoproteiny RNA virl a nékteré heat shock
proteiny (Chaiwiang & Poyomtip, 2019). Béhem patogeneze glaukomu vede aktivace
imunitniho systému skrze TLR4 k fibrdéze trabekuldrni sité a tim dochazi ke zvyseni nitroo¢niho
tlaku (Hernandez, Medina-Ortiz, Luan, Clark, & McDowell, 2017). DalSim prokdzanym
patologickym mechanismem je stimulace TLR4 tenascinem. Jedna je o tzv. DAMP molekulu
a u glaukomatickych pacient( je jeji exprese znacné upregulovana. Aktivuje kaskadu vedouci
ptfes TLR4, a to predevsim v astrocytech hlav zrakového nervu u glaukomatik( (Pena, Varela,
Ricard, & Hernandez, 1999).

Polymorfism( v tomto genu, jeZ vykazuji souvislost s glaukomem, je zndmo hned nékolik,
nicméné pro potreby této diplomové prace je nejstézejnéjsi predevsim SNP rs4986790, kdy
dochazi k zdméné nukleotidu adeninu za guanin, v proteinovém produktu se to pak projevi
jako aminokyselinovd zména na pozici 299, konkrétné béhem translace dojde k pfifazeni
aminokyseliny glycinu misto aspartdtu (Navarro-Partida et al., 2017). Kromé TLR4 byly jesté
zkoumdny varianty genu pro toll-like receptor 2 (TLR2), nicméné pro tento gen nebyla
zaznamendna Z4adna asociace mezi konkrétnim polymorfismem a glaukomem

(Nakamura et al., 2009).
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Protein 36 obsahujici ¢asté WD repetice je kddovany genem WDR36. Ten je lokalizovan
na dlouhém raménku chromozému 5 (region 5922.1, lokus GLC1G) a obsahuje 23 exon(. Gen
WDR36 kdéduje protein dlouhy 951 aminokyselin a jeho produkt hraje dlohu v aktivaci
T-lymfocytll. Pfredpokladd se, Ze jejich nadmérna aktivita by mohla hrat dlohu v patogenezi
glaukomu, konkrétné béhem procesu naruseni optického nervu (M. Mao et al., 2004; Monemi
et al., 2005). Jako prvni nalezl spojitost mezi ur€itymi variantami tohoto genu a glaukomem
Monemi et al. vroce 2005. Mutace vtomto genu byvaji spojovany jak s POAG,
tak i s normotenznim glaukomem. Dalsi studie hledajici nesynonymni varianty v tomto genu
u glaukomatickych pacientl zjistila pfitomnost téchto zamén u 17 % pacientl s POAG,
nicméné také u témér 5 % zdravych kontrol. Je viak patrné, Ze u glaukomatickych pacient(
jsou mutace v tomto genu daleko ¢astéjsi, nez u zdravé populace (Hauser et al., 2006). Nejlépe
prostudovany je vSak jednonukleotidovy polymorfismus vexonu 17 vedouci
k aminokyselinové zaméné na pozici 658. Konkrétné jde o nahrazeni kyselého aspartatu

za neutrdlné nabitou aminokyselinu glycin.

Mutace vgenu CYP1B1 byvaji velmi c¢asto asociované s casnymi formami glaukomu,
a to predevsim tim kongenitalnim. Jsou ale zndmé i mutace asociované s JOAG (manifestace
v druhé dekadé zivota pacienta). Jednd se o vibec prvni lokus, jehoZ varianty byly asociovany
se zvySenym rizikem vyskytu glaukomu (Sarfarazi et al., 1995). Gen leZi na kratkém raménku
chromozdému 2 (region 2p21, lokus GLC3A) a kéduje enzymy z rodiny cytochromu P450 majici
monooxygendzovou funkci a vyuZivajici fadu substratll (Gonzalez, 1988). Produkt genu
se Ucastni velkého mnoistvi syntetickych drah jinych molekul — napftiklad cholesterolu,
steroidli, metabolismu xenobiotik a nékterych dalsich lipidG (Choudhary, Jansson, Stoilov,
Sarfarazi, & Schenkman, 2004). Exprese cytochromu P450 1B1 byla doposud zaznamenana
zhruba v 15 télnich tkanich, mimo jiné i vtasnatém télisku oka (Sutter et al., 1994).
Bylo prokazano, Ze nejrizné;jsi bodové mutace genu CYP1B1 souvisi s nenormalnim fenotypem
a vyvojem ocnich partii napriklad dysgenezi ¢i Uplnou agenezi Schlemmova kanalu a fasnatého

téliska a tim i chybnym vyvojem uhlu predni komory o¢ni (Hollander et al., 2006).
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1.2 Celiakie a dalsi autoimunitni onemocnéni

Celiakie, téZz oznacovana jako oralni intolerance lepku, je multifaktoridlni autoimunitni
tkanové specifické onemocnéni. Na jeho rozvoji maji vliv jak faktory genetické,
tak i environmentalni. Nemoc se muze projevit v rlizném véku, ale je zndmo, Ze u Zen je tato
nemoc Castéjsi nez u muzd, a to aZz trojnasobné (Green et al., 2001). Pacienti s touto poruchou
jsou nuceni po zbytek Zivota dodrzovat pfisnou bezlepkovou dietu. Jediné tak je mozné zmirnit
pfiznaky onemocnéni a zlepsit kvalitu Zivota nemocnych celiakii. Prevalence tohoto

onemocnéni se uvadi pro vétsinu populaci mirné nad 1 % (Cook et al., 2000; Lohi et al., 2007).

1.2.1 Patofyziologie a negenetické rizikové faktory celiakie

Autoimunitni reakce u pacientd trpicich celiakii je vyvolana peptidy lepku neboli glutenu,
pricemz jako autoantigen slouzi tkanova transglutaminaza 2 a v séru pacient( lze detekovat
protildtky proti ni. Reakce na tento antigen vyvold kaskddu imunologickych odpovédi
vedoucich pres aktivaci bunék jak vrozené, tak i adaptivni imunity. Nejprve je viak nutné, aby
peptidy lepku (konkrétné protein gliadin) prostoupily bariéru v podobé strfevni sliznice az
k lamina propria, kde dochazi k jejich navazani na tkanovou transglutaminazu ucastnici se
deaminace glutaminu v peptidech lepku. Jako prvni byl jeji vztah k celiakii popsan skupinou
Dieterich a spol. v roce 1997 (Dieterich et al., 1997). Gliadin je pak v misté lamina propria
vystavovan pomoci antigen prezentujicich bunék imunitnimu systému a tim mlzZe dochazet

ke spusténi imunitni reakce.

Jednad se vSak o multifaktoridlni onemocnéni a podil na vzniku tak maji jak faktory
environmentalni, tak i imunologické a neméné dlleZité jsou i ty genetické. DuleZita
je vzajemna provazanost téchto vlivli. Mezi sourozenci a dizygotnimi dvojcaty se konkordance
pohybuje mezi 10-11 % a u monozygotnich dvojéat je dokonce az 75 % (Greco et al., 1998).
Do environmentalnich faktorl pak spadaji virové infekce nebo napftiklad doba, po kterou
je dité vyluéné krmeno materskym mlékem (lvarsson, Hernell, Stenlund, & Persson, 2002;

Kagnoff et al., 1987).
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1.2.1.1 Priznaky

Pfiznaky onemocnéni mohou byt znacné variabilni — zalezi na povaze pfi¢iny choroby
i télesném a imunitnim nastaveni jedince. Nejéastéjsimi projevy nelécené formy celiakie jsou
bolesti bficha, u déti celkové neprospivani a opozdéna puberta, chronicky prijem, anémie.
Se strevni malabsoprci pak mlzZe souviset i pfipadny vahovy Ubytek a celotélova slabost,
anémie, osteopordza a v krajnich pFipadech az infertilita. Casta je také koincidence s dalimi
nemocemi, mezi nimi napriklad autoimunitni forma diabetu (T1D), periferni neuropatie,
poruchy stitné Zlazy, epilepsie, migrény, Addisonova choroba nebo jaterni dysfunkce (Briani,
Samaroo, & Alaedini, 2008). Celiaci maji také zvysené riziko vzniku nadorl nejriiznéjsich
typl — non-Hodkinovské lymfomy, adenokarcinomy tenkého stfeva, melanomy nebo nadory
jicnu (Green et al., 2003). Mezi koZni projevy nemoci patti dermatitis herpetiformis (Reunala,

1998).
1.2.1.2 Diagnostika a lécba celiakie

Jak jiz bylo zminéno, v soucasnosti je jedinou moznou lécbou dodriovani bezlepkové diety.

Diky ni dochazi ke stabilizaci sliznice tenkého stfeva a potlaceni klinickych projevd.

Ke stanoveni diagndzy se vyuziva fada sérologickych testl zalozenych na uréovani hladin IgA
anti-transglutamiddzy 2 a anti-endomyozialnich protilatek. Pokud jsou tyto protilatky zvysené,
pristupuje se k biopsii tenkého stfeva. Jedna se o invazivni vySetfeni a v soucasné dobé je to
bohuzel jedind mozna spolehliva metoda diagnostiky celiakie. Pokud je ndlez z biopsie
pozitivni (tedy pfitomnost abnormalit na sténdch tenkého stfeva — atrofie mikroklk(),
je pacientim naordinovana pfisna bezlepkova dieta spocivajici ve vyrazeni vSech potravin
obsahujicich lepek. Paklize ma pacient pozitivni odezvu na uUpravu jidelnic¢ku, je definitivné
potvrzena diagndza celiakie a pacient je pak na tuto dietu odkazan celoZivotné. Diky ni dochazi

ke zklidnéni stfevni sliznice a obnové struktury mikroklk( (Briani et al., 2008).

Jako pomocny diagnosticky marker pak muize slouzit geneticky test na pfitomnost zndmych
rizikovych genetickych variant pro celiakii, kterym se budu podrobnéji vénovat nize. Tento test
nicméné neni vyuzivan ke stanoveni diagnozy jako takové samostatné, ale muize poslouzit

napriklad v pripadech, kdy neni mozné z nejriznéjsich divod( provést biopsii tenkého streva.
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Na jeho zdkladé ale nelze urcit prfesnou diagndzu, ale pouze genetickou predispozici k ni

a slouzi jako negativni diagnosticky faktor pro vylouceni celiakie.

1.2.2 Genetika celiakie

Jiz bylo zminéno, Ze riziko propuknuti celiakie je do znacné miry dano pravé genetickym
pozadim jedince. Jedna se o polygenni onemocnéni, coz znamena, Ze vliv na projev
a manifestaci choroby ma celd rada genl. Nejlépe zmapovanou oblasti lidského genomu
v souvislosti pfimo s celiakii je oblast kddujici geny pro komplex HLA molekuly II. tfidy (z
anglického Human Leukocyte Antigen). NejsilnéjSi asociace byla prokazana pro molekuly
HLA-DQ2 a HLA-DQS8. Prestoze je lze nalézt u vétsiny pacient( s celiakii, na jeji celkové

dédic¢nosti se podileji zhruba z jedné tretiny (Petronzelli et al., 1997).

Mezi dalsi genetické markery celiakie se pak radi nékteré varianty gend kédujicich nejrizné;jsi
komponenty bunék imunitniho systému — napfiklad geny kddujici membranové receptory
TLR2 a TLR4 na povrchu mononuklearnich bunék, které jsou slozkou pfirozené imunity.
Exprese téchto molekul je u celiakQl znacné zvysena a muze proto vést k nadmérné stimulaci
imunitniho systému (Szebeni et al., 2007). Pro slozky adaptivni imunity to jsou varianty gent
CTLA-4 (antigen 4 cytotoxickych T-lymfocyt(), CD28 (diferenciacni kluster 28 — kostimulacni
molekula na povrchu T-lymfocytl) nebo /COS (indukovatelny kostimulator T-bunék),
které vSechny lezi na dlouhém raménku chromozému 2 a jejich produkty se podili na regulaci
T-bunék imunitniho systému (Brophy et al., 2006). Gen CTLA-4 je mimo jiné znamy také jako
kandidatni gen pro autoimunitni formu diabetu a zde Ize nalézt propojeni pravé mezi témito
dvéma autoimunitnimi chorobami. Zajimavy je i gen MYO9B (gen pro myosin IXb). Produktem
toho genu je protein podilejici se na propustnosti bunéénych membran, mohl by tak ovliviiovat
prechod peptidd lepku pres epitel stfevni sliznice. Jeho role v genetice celiakie je vSak sporna
(Hunt et al., 2006). Nakonec bych rdda zminila i souvislost se 2 geny (MMP-1 a MMP-3)

pro alkalické metaloproteindzy (Daum et al., 1999).

1.2.2.1 HLA antigeny asociované s celiakii

HLA molekuly neboli molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu Ize rozélenit do dvou

skupin. HLA |I. tfidy se nalézaji na vsSech jadernych burnkach vtéle a skladaji se
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z lehkého a fetézce a tézkého retézce B2-mikroglobulinu. Tyto fetézce mezi sebou utvari
vazebné misto pro molekuly nachazejici se v dané bunce. To slouZi k rozpoznani stavu,
ve kterém se burika nachazi. Je-li napfriklad infikovana néjakym patogenem ¢i v ni probéhla
indukce k apoptdze, mohou se fragmenty patogenni ¢astice prezentovat pomoci HLA bunikam
imunitniho systému a tim spustit imunitni reakci. K tomu napomahaiji i HLA molekuly Il. tfidy,
které naproti tomu nalezneme pouze na antigen prezentujicich bunkach (monocyty,
makrofagy, dendritické buriky, T- a B-lymfocyty), které tim prezentuji fagocytované molekuly
ze svého okoli pomocnym CD4* T-lymfocytim. Skladaji se z tézkého a a lehkého B fetézce
a spolecné tvofi heterodimer (Salamon et al., 1999). Geny pro HLA molekuly se nachazi
na kratkém raménku chromozdému 6, region 6p21.31. Mezi oblastmi, které kdduji geny pro
HLA | a HLA I, se nachazi jesté oblast pro tzv. HLA Ill (non-HLA oblast). Produkty téchto gent
také souviseji s imunitnim systémem. Oblast kddujici geny pro HLA je nejpolymorfnéjsi oblasti
lidského genomu a je Ccasto asociovana snejrGznéjSimi chorobami (predevsim
autoimunitnimi), ale také s inkompatibilitou pfi organovych transplantacich. Nejzasadnéjsi pro
predispozici autoimunitnich chorob jsou vtomto ohledu predevsim oblasti DR, DQ a DP
spadajici pod HLA Il. tfidy (Stewart et al., 2004). Umisténi téchto oblasti zndzorriuje nasledujici

obrazek.

TRiDA 1. TRiDA NI  TRIDAL

Obradzek 5 — Schéma umisteni genti pro HLA molekuly na chromozomu 6, upraveno podle Louka & Sollid, 2003

Nejcastéji citovanymi jsou v souvislosti s celiakii geny pro molekuly DQ2 a DQS8, konkrétné
haplotypové varianty pro heterodimery DQA1*05-DQB1*02 a DQA1*03-DQB1*0302 (Louka

& Sollid, 2003). Gen DQA1 kdduje protein pro a retézec heterodimeru receptoru, gen DQB1
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pak pro B fetézec. Pouze 1 % pacientu s celiakii nenese Zadnou z téchto rizikovych variant.
VétsSina celiakll pak ma antigen DQ2, ten vSak mliZzeme naleznout i u jedné tfetiny zdravé
populace (Sollid et al., 1989). Dulezity je také efekt davky jednotlivych alel — jedinec nesouci
2 kopie alely DQB1*02, tedy na obou chromozdmech (homozygot pro danou alelu), ma daleko
vySsi riziko celiakie a to i v pfitomnosti pouze jedné kopie alely DQA1*05 (Ploski, Ek, Thorsby,
& Sollid, 1993). Je tedy zfejmé, Ze dllezity je také efekt davky jednotlivych genl. Nejvyssi riziko
pro vznik celiakie maji nositelé homozygotni sestavy alel DQA1*0501-DQB1*0201, pfipadné
heterozygotni kombinace DQA1*0501-DQB1*0201/DQA1*0201- DQB1*0202. Samotna
pfitomnost haplotypu DQA1*0201-DQB1*0202 je bez rizika, ovsem v heterozygotni formé
s DQA1*0505-DQB1*0301 se riziko zvysuje. Heterozygot pro DQA1*0501-DQB1*0201 ma pak
riziko manifestace celiakie stfedni stejné jako heterozygot DQA1*0301-DQB1*0302 (antigen
DQ8) (van Heel, Hunt, Greco, & Wijmenga, 2005). Samotnd separatni pfitomnost rizikovych
alel pro a nebo B fetézec asociovanych s celiakii (naptiklad by to byl ptipad jedince
s DQA1*0501 alelou bez pfitomnosti DQB1*0201 nebo nositel DQB1*0201 bez DQA1*0501)
vsak nebyla shledana jako rizikova pro manifestaci celiakie u jedinc nesoucich takovouto
genetickou variantu HLA molekul Il. tfidy (Vader et al., 2003). Ke stejnému zavéru dosli i Donat
et al. vroce 2009, ktefi po provedeni testu nezavislosti pro jednotlivé alely zjistili, Ze nelze
s presnosti urcit, kterd alela (zda pro a nebo B rfetézec) ma zdsadni vliv na vznik nemoci

a stéZejni je tedy nosi¢stvi celého rizikového haplotypu (Donat et al., 2009).
1.2.3 Uloha vrozené a adaptivni imunity v patogenezi celiakie

Vzhledem k autoimunitni povaze celiakie hraje dllezZitou roli pfi jejim vzniku imunitni systém.
Jeho profesionalni antigen prezentujici buriky, které jsou soucasti vrozené, tedy neadaptivni
slozky imunitniho systému, mohou na svém povrchovém receptoru vazat peptidy lepku a tim
aktivovat CD4+ T-lymfocyty a zapodit tak kaskdadu imunologické odpovédi. Dlikazem
pro to je pfitomnost pravé téchto gliadin specifickych CD4+ T-lymfocyth produkujicich celou
radu cytokin( ve stfevni mukdze u pacient s nekompenzovanou celiakii, jejich aktivitu vsak
nelze detekovat u zdravych kontrol a pacientl na bezlepkové dieté (Nilsen et al., 1995). Afinita
vazby peptidd lepku na HLA molekuly II. tfidy antigen prezentujicich bunék je dana pfitomnosti
jejich konkrétnich genetickych variant DQ2, respektive DQS8, a zaroven je zvysSena

po deaminaci glutaminovych zbytk( peptid( lepku tkanovou transglutaminazou (Louka
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& Sollid, 2003). Aktivace T-lymfocyt(i pak vede k produkci celé Ffady prozanétlivych cytokin(,
predevsim interferonu gama (IFNy) a také k aktivaci B-bunék adaptivni bunécné slozky
imunitniho systému, coZz v konec¢ném dulsledku vyusti v produkci protilatek proti tkanové
transglutaminaze, jak jiz bylo zminéno vySe (Nilsen et al., 1998; Sollid, Molberg, McAdam,
& Lundin, 1997). Pritomnost autoprotilatek proti transglutamindze je moiné pozorovat
i u jedincli, u nichz byl normalni nalez stfevni biopsie. Lze to povaZovat za takzvany
preceliakdlni stav a u téchto jedincl mlzZeme s nejvétsi pravdépodobnosti predpokladat
propuknuti choroby.

VySe popsané patofyziologické procesy ve stfevé pak zpUsobuji poskozeni bunék stfevni
sliznice — enterocyt(, atrofii stfevnich klk( ¢i hyperplazii stfevnich krypt a vyvolavaji tak
pfiznaky typické pro celiakii. Schéma patofyziologie celiakie je zndzornéno na obrazku &islo 6

(Mowat, 2003).
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Obrdzek 6 - Priibéh patologické imunitni reakce ve strevé neléceného celiaka, upraveno podle Mowat, 2003
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1.2.4 Asociace celiakie s dalSimi autoimunitnimi nemocemi

Asociace celiakie s nékterymi jinymi autoimunitnimi chorobami je jiz pomérné dlouho zndma
a byla prokazdana mnoha studiemi. Napfiklad studie Viljamaa et al. potvrdila signifikantni
korelaci mezi vyskytem inzulin dependentniho typu diabetu a celiakie, podobné je tomu tak
napriklad i u Sjorgenova syndromu. Nicméné zvysena incidence u celiakl byla nalezena i pro
psoriazu, revmatoidni artritidu, autoimunitni poruchy Sstitné Zlazy (hypothyroidismus
a hyperthyroidismus), IgA glomerulonefritidu nebo systémovy lupus erythematosus (Viljamaa
et al., 2005). Konkrétné prevalence celiakie je napfiklad u dospivajicich pacientll s diabetem
prvniho typu az 10 %, nicméné dulezZitou roli hraje také ¢as uplynuly od diagnostikovani
diabetu a vék jedince v dobé stanoveni diagndzy (DeVitis, Ghirlanda, & Gasbarrini, 1996).
Dalsim zajimavym faktem je i protektivni efekt bezlepkové diety na vznik autoimunitnich
onemocnéni pridruzenych k celiakii. Incidence autoimunitnich chorob u celiaki dodrZujicich
bezlepkovou dietu se ve studii Cosnes et al. pohybovala okolo 5 %, kdeZto u pacientl

s nekompenzovanou celiakii byla tato incidence vice jak 11 % (Cosnes et al., 2008).

1.2.4.1 Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu je autoimunitni onemocnéni zplisobené selektivni destrukci inzulin
produkujicich beta bunék pankreatu autoreaktivnimi T-lymfocyty. Jedna se tedy o organové
specifické onemocnéni. Lze také o ném hovofit jako o multifaktorialnim — vliv na jeho vznik

a manifestaci maji jak genetické, tak i environmentalni faktory.

1.2.4.1.1 Genetika diabetu a dalsi rizikové faktory

Mezi genetické faktory se fadi hlavné polymorfismus genl pro HLA Il. tfidy, stejné tak,
jak tomu bylo i u celiakie. U diabetu maji vliv pfedevsim alely genu DRB1, ale neméné dllezita
je i Casta pritomnost heterozygotni varianty HLA molekul DQ2/DQ8, konkrétné se tedy jedna
o haplotyp DQA1*0501-DQB1*0201/DQA1*0301-DQB1*0302 (Decochez et al., 2005).
Haplotypy vSak nemusi byt pouze rizikové, vi se o nékolika, které maiji protektivni povahu,
a to konkrétné DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303 a DRB1*1401-DQA1*0101-DQB1*0503
(Erlich et al., 2008). Vyznamnou protektivni roli v souvislosti s diabetem pak hraje také alela

DQB1*0602 (Pugliese et al., 1995).
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Rizikové pro vznik diabetu jsou ale i varianty nékterych non-HLA genu, konkrétné gen pro
alfa retézec interleukinu 2 (/L-2Ra), ktery hraje daleZitou roli béhem vyvoje ranych T-lymfocytl
v brzliku (Willerford et al., 1995). Obdobnou roli béhem negativni selekce lymfocytd ma
i produkt genu CTLA-4, jehoZ polymorfismus je téZ spojovany se vznikem autoimunitniho typu
diabetu (Momin et al., 2009) a neméné dulezité je také zminit gen pro inzulin (/NS), u néhoz
je zasadni délka jeho VNTR (variabilni pocet tandemovych repetic) v promotorové oblasti.
Zde plati, Ze ¢im je pocet repetic mensi, tim vétsi riziko propuknuti nemoci ma dany jedinec
(Pugliese et al., 1997). Jedna se vSak o populacné specifickou asociaci platici pro evropské
populace. Celkovy pocet gend, které jsou s timto onemocnénim spojovany, je ale daleko vétsi,
v soucasné dobé je jich zndmo témér na 500 (Jin et al., 2014).

U faktor( vnéjsSiho prostiedi mlze byt nékdy tézké prokdazat souvislosti s nemoci, nicméné
s ohledem na diabetes mellitus 1. typu je nejcastéji zminovano prodélani nékterych virovych
infekci v détstvi (naptiklad zardének ¢i mononukledzy, kterd je zplsobena virem

Epstein-Barrové) (Chikazawa et al., 1985; Forrest, Menser, & Burgess, 1971).

Genetickou souvislost mezi celiakii a autoimunitnim diabetem mazeme tedy nalézt nejenom
pro HLA molekuly Il. tfidy, ale i mezi non-HLA geny (napfiklad u genu CTLA-4, jak jiz bylo
probirdno vyse). Studie Elias et al. potvrdila zvySenou miru rizika propuknuti celiakie
u détskych pacientli s diabetem, pricemZ vsem diabetikim z této studie byla stanovena
diagndza celiakie do 5 let od propuknuti prvnich ptiznakd diabetu. VSichni jedinci majici obé
tyto choroby byli nositeli alely DQ2 pro molekuly HLA II. tfidy, a to bud've formé homozygotni,
nebo heterozygotni, pfipadné to jesté byli sloZeni heterozygoti DQ2/DQS8 (tuto genetickou

variantu mélo celkem 57 % déti) (Elias, Hoorweg-Nijman, & Balemans, 2015).

1.2.4.2 Psoriaza

Psoriaza neboli lupénka je dalSim autoimunitnim onemocnénim, které byva asociovdno
s celiakii (Birkenfeld, Dreiher, Weitzman, & Cohen, 2009). Jedna se o chronické zanétlivé kozni
onemocnéni projevujici se pfedevsim nadmérnym odlupovanim pokozky nejéastéji v oblasti
velkych kloub( (loket, koleno) nebo na hlavé. Rizikové faktory jsou koureni, nékteré léky nebo
infekce a neméné duleZitou roli hraje i genetika. Existuje rada lokus(, které jsou s psoridzou

asociovany. Prikladem je oblast, kde lezi gen PSORS1 (z anglického psoriasis susceptibility 1).
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Nachdazi se na 6. chromozému v oblasti kédujici HLA I. tfidy, konkrétné v telomerickém
regionu, ktery obsahuje geny pro HLA-C. Gen PSORS1 je az z 50 % zodpovédny za vznik psoriazy
(Nestle, Kaplan, & Barker, 2009). Dal$im rizikovym faktorem pro vznik psoriazy je také varianta
genu pro interleukin 12 B (IL12B). S psoridzou je asociovany predevsim jeden rizikovy SNP
rs3212227. Tato asociace byla nejprve nalezend u japonské populace (Tsunemi et al., 2002),
nicméné pozdéji se ji podafilo prokazat i u populaci neasijskych (Cargill et al., 2007).
U severoamerické populace byla frekvence této mutace mezi pacienty trpicimi psoridzou
dokonce vyssi neZz u predchozi studie zkoumajici zmifiovanou japonskou populaci (Cargill et
al., 2007) (Tsunemi et al., 2002). Mezi kandidatnimi geny bych také rada zminila varianty
HLA molekul II. tfidy, konkrétné haplotypovou variantu DQB1*0601. Ve studii provadéné
na japonské populaci vykazovali jedinci s psoriazou zvySeny vyskyt této varianty oproti
zdravym kontroldam (Saeki et al., 1998). Stejné tak tomu bylo i u alel DRB1*0701/2,
DQA1*0201 a DQB1*0303 (Schmittegenolf, Boehncke, Stander, Eiermann, & Sterry, 1993).
Rizikovy haplotyp obsahujici alelu DQA1*0201, konkrétné HLA-Cw*0602-B57-DRB1*0701-
DQA1*0201-DQB1*0201, byl pozdéji identifikovan jako rizikovy také u evropské populace
(Kastelan, Gruber, Cecuk-Jelicic, Grubic, & Kastelan, 2003).

U pacientl s psoridzou byla prokazana pritomnost specifickych protildtek ucastnicich se
patogeneze celiakie, tedy autoprotilatky proti transglutaminaze a gliadinu (Michaelsson et al.,
2000; Woo et al., 2004). Mimo to se tymu Michaelsson et al. také podafilo potvrdit, Ze pokud
pacienti s celiakii, ktefi trpi zaroven psoriazou, dlouhodobé dodriuji bezlepkovou dietu,

mohou velmi zmirnit koZni projevy.
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2 Predpoklady a cile diplomové prace

S ohledem na soucasné poznatky o genetice, patogenezi autoimunitnich onemocnéni
a glaukomu, a zdroven na zakladé faktu, Ze néktera autoimunitni onemocnéni se vyskytuji
daleko castéji spolec¢né, jsme stanovili nasledujici pracovni hypotézy:

e Genotyp zkoumaného jedince bude korelovat s jeho fenotypem.

e Pritomnost genetickych rizikovych marker(i pro vybrana autoimunitni onemocnéni

ovlivni fenotyp glaukomu.

Pro lepsi pochopeni provdzanosti koincidence autoimunitnich chorob a glaukomu

a prozkoumani dédi¢nosti danych onemocnéni jsme pak stanovili cile této diplomové prace:
e Na zakladé dostupnych publikaci vybrat a zmapovat pfitomnost rizikovych genetickych
markerud v rodiné s potvrzenym i suspektnim glaukomem a autoimunitnimi chorobami

(celiakie, T1D, psoriaza).
o Diléi cil: Navrhnout primery pro dané rizikové genetické varianty
a optimalizovat podminky PCR reakci.

e Na modelu trigeneraéni rodiny s mnohonasobnym vyskytem autoimunitnich
onemocnéni a glaukomu ovéfit, zda dany genotyp koreluje sfenotypem jedincu

a prozkoumat tento vztah (genotyp-fenotyp).
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3 Material a metody

Vychozim materidlem této studie byly vzorky slin od celkem 34 probandu, ktefi pochazeji
z jedné rodiny. Vzorky byly ziskany celkem ze tfi generaci této rodiny a po celou dobu studie
byly zpracovavany pod ciselnymi kédy GGO01-GG034 (zndzornuje obrazek Cislo 7). VSichni
jedinci podepsali informovany souhlas (v pfipadé nezletilych jejich zadkonni zdastupci) se
zpracovanim a nakladanim s jejich DNA materidlem. Jednotlivé procesy zpracovani vzorku slin
zahrnuji izolaci samotné DNA a nasledné rizné genotypizacni techniky vychazejici z metody
PCR (polymerdzova retézova reakce), polymorfismus délky restrikénich fragmentq,
sekvenovani, vysokorozliSovaci analyza krivek tani (HRM) a genotypizace alel HLA metodou

SSP-PCR (PCR se sekvencné specifickymi primery) Olerup.

3.1 Probandi

Za probandy bylo vybrano 34 ¢lena jedné celkové trigeneracni rodiny, ve které se vyskytuji
razné typy glaukomu a zaroven se v jejich rodinné anamnéze nachazi téz autoimunitni choroby

— diabetes mellitus 1. typu, celiakie a psoriaza.

OTD

-0 &0 ©

3128

O'l'C]
OTD
@D @ O

e
6 BO HB®

suspektni s Y
A glaukom glaukom A celiakie A 11D psoriaza

Obrdzek 7 - Rodokmen studované rodiny s vyznacenym vyskytem onemocnéni. Studie se zucastnili ¢iselné oznaceni probandi,
Cisla zndzorriuji kédy jednotlivych proband( (GGO01-GG034 ~ 1-34).
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Tab. 1 — Vyskyt konkrétnich onemocnéni u sledovanych jedinci

Juvenilni
glaukom
(JOAG)
GG001 X X
GG002 X
GGO003
GG004
GGO005 X
GGO006 X
GGO007 X
GGO008
GGO009
GGO010
GGO011 X
GGO012
GGO013
GGO014
GGO015
GGO16
GGO017
GGO018
GGO019
GGO020
GGO021
GGO022
GGO023
GG024
GGO025
GGO026
GGO027
GGO028
GGO029
GGO030
GGO031
GGO032
GGO033
GG034 X X

Kéd Adultni glaukom
jedince (POAG)

Suspektni

glaukom Celiakie | T1D | Psoriaza

Za adultni formu glaukomu povaZujeme takovou, ktera byla danému jedinci diagnostikovana
po 40. roce jeho Zivota, opakem je pak juvenilni glaukom. Mezi jedinci se suspektnim
glaukomem jsou ti, kterym glaukom nebyl doposud diagnostikovan, jsou vSak sledovani pro

zvyseny nitroocni tlak.
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3.2 Sbér materialu

Ke genetické analyze ¢lent rodiny jsme zvolili metodu izolace DNA ze vzork( slin. Vzorky jsme
sbirali do sbérnych zkumavek obsahujicich stabilizaéni roztok (GeneFiX™ Saliva
collectors — Isohelix), proto nez jsme pfistoupili k samotné izolaci DNA, mohly byt tyto vzorky
skladovany pfi pokojové teploté. Pfed odbérem bylo nutné dodrzet, aby probandi 30 minut

nic nepili, nejedli, nekoufili a necistili si zuby.
3.3 Izolace DNA

DNA byla izolovdna pomoci GeneFiX™ Saliva Mini izola¢niho kitu (Isohelix). Princip spociva
v zachyceni DNA na silikatové membrang, ktera se nachazi v kolonce, a nasledném uvolnéni
a zisku purifikované DNA. Vzorky slin pro izolaci byly umistény v 10ml sbérnych zkumavkach,
které jiz obsahovaly 1 ml stabiliza¢niho roztoku, tak, aby vysledny objem sbérnych zkumavek
pred izolaci ¢inil 2 ml (1 ml slin + 1 ml stabilizacniho roztoku). Pokud byl objem ve sbérnych

zkumavkach vétsi nez 2 ml, bylo potifeba prebytecnou tekutinu odebrat.

Protokol:

Pouzité chemikalie

Soudasti kitu Isohelix GeneFiX™ Saliva DNA Mini Kit pro vzorek slin o objemu 0.5-1 ml:
- Proteinaza K
- Promyvaci pufr (WB)
- Elué¢ni pufr (EB)

- EtOH (96%) (P-LAB a.s., Praha)
- dH20 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q

Postup
1. 10ml zkumavku se stabilizaénim roztokem a se vzorkem slin jsme dukladné
zvortexovali.
2. Nasledné jsme odebrali tolik tekutiny, aby ve zkumavce zbyly pfesné 2 ml.
3. Ktémto 2 ml jsme pfipipetovali 20 ul roztoku Proteindzy K, zamichali pomoci vortexu

a dali inkubovat pfi 60 °C na 1 hodinu.
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10.

11.

12.

13.

14.

Mezitim jsme si do 1,5ml mikrozkumavky napipetovali potfebné mnozstvi elu¢niho
pufru (100 pl/vzorek) a umistili na 70 °C do suchého bloku.

Po hodiné inkubace jsme vyndali vzorky z inkubatoru a pfidali k nim po 2 ml ethanolu
ke kazdému vzorku. Zvortexovali jsme.

Kolonku s membranou jsme umistili do sbérné zkumavky a na kolonku napipetovali
700-750 pl vzorku. Sbérné zkumavky s kolonkou jsme umistili do centrifugy a stocili pfi
13400 rmp po dobu jedné minuty. Filtrat jsme wylili.

Tento krok jsme opakovali, dokud jsme do kolonky nenapipetovali cely objem naseho
vzorku.

Kolonku jsme proplachli pomoci 750 pl promyvaciho WB pufru, stocili pfi 13400 rmp
na centrifuze 1 minutu a obsah sbérné zkumavky nasledné vylili.

Tento krok jsme jesté jednou zopakovali.

Kolonku jsme pak umistili na Cistou sbérnou zkumavku a centrifugovali jsme 3 minuty
pfi 13400 rmp, abychom se zbavili vSech zbytk( ethanolu.

Kolonku jsme prendali do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky a napipetovali 100 ul na 70 °C
predehiatého EB pufru ke kazdému vzorku.

Vzorky jsme takto inkubovali 3 minuty pfi pokojové teploté a ndsledné stocili
na centrifuze 1 minutu pfi 13400 rmp, ¢imZ se uvolnila DNA ze silikdtové membrany
v kolonce do mikrozkumavky.

Po provedeni izolace DNA bylo nutné zméfit koncentraci a Ccistotu DNA
na spektrofotometru Nanodrop 1000 (Thermofisher Scientific). Vysledné koncentrace
pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulce Cislo 2.

Vzorky jsme nasledné skladovali pfi -20 °C v mrazaku.
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3.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR slouzi k amplifikaci produktl konkrétni délky, které jsou ohrani¢eny sekvencemi
specifickych primer( a dané produkty taktéZ obsahuji studovanad variabilni mista (SNP). Bylo

tedy tfeba pro vSechny konkrétni genetické varianty navrhnout primery pro PCR reakce.

3.4.1 Navrh primer( a optimalizace PCR

Primery byly navrhovany podle sekvenci dostupnych zinternetovych databazi (Ensembl,
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (URL2 a URL3)) tak, aby pokud mozno
nenasedaly na jiny Usek lidské genomové DNA. Pro tuto analyzu byla vyuZita internetova
platforma BLAST na strankdch NCBI (,Nucleotide — Primer BLAST“) (URL4). U vhodnych
primerl, vazajicich se pouze na Usek DNA v oblasti obsahujici sledované jednonukleotidové
polymorfismy, byla dale ovéfovana hodnota volné energie, se kterou jsou primery ochotny
tvofit sekundarni struktury — dimery, self-dimery nebo vldsenky. K tomu poslouzil algoritmus
na strankach Integrated DNA technologies (IDT) (URL5), kde byla po zadani sekvence obou

primer( vypocitana hodnota volné energie, a nakonec vybrany nejvhodnéjsi pary primerd.

Poté bylo nutné ovéfit vhodné podminky danych parQ primerd pro PCR reakci — tedy rGzné
koncentrace reagencii a teploty nasedani primerU. Vysledky optimalizacnich reakci byly poté
vyhodnoceny na zakladé provedené elektroforetické separace, jejiz metodologie je popsana

nize.

Protokol:

Pouzité chemikalie

5U/ul Tag DNA polymeraza (Life Technologies, USA)

- 25mM MgCl, (Fermentas-Thermofisher Scientific, Litva)

- 10x Taq pufr s (NH4)2SO; (Life Technologies, USA)

- dNTPs (kazdy 10mM, zdsobni roztok 100mM ) (Life Technologies, USA)
- primery (pfimy/zpétny) 50 uM (Integrated DNA Technologies, Belgie)
- dH0 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q
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Postup
1.

Vsechny reagencie nutné k pripravé mastermixu v laminarnim boxu (kromé Tag DNA
polymerazy) jsme nejprve vyndali z mrazdku a rozmrazili za pokojové teploty.
Nasledné jsme ptipravili mastermix — a to dle protokol( ziskanych po optimaliza¢nich
reakcich (viz nasledujici kapitola).

Mastermix bez polymerazy jsme pak zvortexovali.

Pridali jsme polymerazu. Po pfidani polymerdzy bylo nutné pracovat na ledu,
aby nezacala pracovat nespecificky.

Poté jsme mastermix rozpipetovali do mikrozkumavek, vzdy 20 pl mastermixu na jednu
reakci (vzorek).

Naslednd prace s DNA probihala jiz mimo lamindrni box. Do jednotlivych
mikrozkumavek jsme pfipipetovali 0,5 pl DNA, jejiz koncentrace byla minimalné
30 ng/ul, do negativni kontroly stejné mnozstvi vody.

Na termocykleru C1000TM Thermal cycler (Biorad; Professional Thermocycler spol.
Biometra, An Analytic Jena Company), ve kterém probihala samotna PCR reakce, jsme
nastavili vhodné podminky a spustili program (viz nasledujici kapitola), po nahfati vika
na 96 °C jsme vlozili vzorky a viko zavfreli.

Uspésnost PCR reakci jsme ovéfovali pomoci elektroforetické separace.

Vzorky jsme pak uchovdvali v mrazaku pfi -20 °C, kratkodobé skladovani (v fadu dna)

bylo v lednici pfi 4 °C.
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3.4.2 PCR pro jednotlivé SNP

1. gen OPTN
- rs28939688 (amplikon 290 bp)
o PFimy primer 5= TGC AAT GTC CCA TCA ACC TCT -3/
o Zpétny primer 5 — CAC CAG CTA CCA CCT ATG GAA -3/

o Reakéni podminky:

Uvodni denaturace: 96 °C (3 minuty)

- Denaturace: 96 °C (25 sekund)

- Hybridizace: 56 °C (25 sekund) 30x
- Extenze: 72 °C (25 sekund)

- Konecnd extenze: 72 °C (2 minuty)

- Konec: 4 °C (nekonecno)

o SloZeni reakéni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):

- dH,0: 15,16 pl

- 10x pufr: 2 ul

- 10mM dNTPs: 0,4 ul

- 2mM MgCl,: 1,6 pl

- 800nM ptimy primer: 0,32 pl
- 800nM zpétny primer: 0,32 ul
- Taq polymerdza (5U/ul): 0,2 ul

- rs75654767 (amplikon 138 bp)
o PFfimy primer 5= TCG CCATCT GTT CTT CAA GTG — 3/
o Zpétny primer 5 — ACT TGG GGC AGG AAT GAA TCG — 3f
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o Reakéni podminky:

Uvodni denaturace: 96 °C (3 minuty)
Denaturace: 96 °C (25 sekund)
Hybridizace: 57 °C (25 sekund) 30x
Extenze: 72 °C (25 sekund)

Konecna extenze: 72 °C (2 minuty)

Konec: 4 °C (nekonecno)

o Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):

dH,0: 15,16 pl

10x pufr: 2 ul

10mM dNTPs: 0,4 ul

2mM MgCly: 1,6 pl

800nM pfimy primer: 0,32 ul
800nM zpétny primer: 0,32 pl
Taqg polymeraza (5U/ul): 0,2 ul

rs11258194 (amplikon 306 bp)

o Pfimy primer 5 — AGA AAC AGA AGG AAG AACGCCA -3/

o Zpétny primer 5‘— GGG CAA CCA ATC TTT TCA GCA -3¢

o Reakéni podminky:

Uvodni denaturace: 96 °C (3 minuty)
Denaturace: 96 °C (25 sekund)
Hybridizace: 56 °C (25 sekund) 30x
Extenze: 72 °C (25 sekund)

Konecnd extenze: 72 °C (2 minuty)

Konec: 4 °C (nekonecno)

o SloZeni reakéni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):

dH,0: 15,16 ul
10x pufr: 2 ul
10mM dNTPs: 0,4 pl
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- 2mM MgCl,: 1,6 pl

- 800nM pfimy primer: 0,32 pl

- 800nM zpétny primer: 0,32 ul
- Taq polymeraza (5U/ul): 0,2 ul

gen PAX6

rs1057517785 (amplikon 244 bp)
o Pfimy primer 5= CAG TTT CCT CCT TCA CAT CTG GCT -3/
o Zpétny primer 5= AGC CAA TCA CTG TAG TGC GA - 3/

o Reakéni podminky:

- Uvodni denaturace: 96 °C (3 minuty)

- Denaturace: 96 °C (25 sekund)

- Hybridizace: 56 °C (25 sekund) 30x
- Extenze: 72 °C (25 sekund)

- Konecnad extenze: 72 °C (2 minuty)

- Konec: 4 °C (nekonecno)

o Slozeni reakcni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):

- dH;0: 15,16 ul

- 10x pufr: 2 pl

- 10mM dNTPs: 0,4 ul

- 2mM MgCly: 1,6 pl

- 800nM ptimy primer: 0,32 pl
- 800nM zpétny primer: 0,32 ul
- Taq polymeraza (5U/ul): 0,2 ul

gen MYOC
rs74315329, rs74315330 (amplikon 177 bp)
o Pfimy primer 5= GCC TCA TCG GTG CTG TAA AT - 31
o Zpétny primer 5= CGC TGA GTC CAG AACTGT CATA -3/
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o Reakéni podminky:

Uvodni denaturace: 94 °C (5 minut)
Denaturace: 94 °C (21 sekund)
Hybridizace: 56 °C (21 sekund) 30x
Extenze: 72 °C (21 sekund)

Konecna extenze: 72 °C (2 minuty)

Konec: 4 °C (nekonecno)

o Slozeni reakcni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):

4. gen WDR36

dH,0: 15,6 pl

10x pufr: 2 ul

10mM dNTPs: 0,4 ul

1,5mM MgCly: 1,2 pl

800nM pfimy primer: 0,3 ul
800nM zpétny primer: 0,3 pl
Taqg polymeraza (5U/ul): 0,2 ul

- rs34595252 (amplikon 192 bp)

o PFfimy primer 5'—AAA ACATTT TCT GCA TCT CTT ATCC -3/

o Zpétny primer 5= TGG GAA GTT GCC AGA AAG TCT — 3¢

o Reakéni podminky:

Uvodni denaturace: 96 °C (3 minuty)
Denaturace: 96 °C (20 sekund)
Hybridizace: 53 °C (20 sekund) 30x
Extenze: 72 °C (20 sekund)

Konecnd extenze: 72 °C (2 minuty)

Konec: 4 °C (nekonecno)
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o Slozeni reakcni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):

- dH;0: 15,16 ul

- 10x pufr: 2 ul

- 10mM dNTPs: 0,4 pl

- 2mM MgCly: 1,6 ul

- 800nM pfimy primer: 0,32 pl
- 800nM zpétny primer: 0,32 ul
- Taq polymeraza (5U/ul): 0,2 ul

5. gen TLR4
- rs4986790 (amplikon 188 bp)
o Pfimy primer 5= AGC ATA CTT AGA CTACTACCTCCATG -3/
o Zpétny primer 5'— GAG AGA TTT GAG TTT CAA TGT GGG - 3
o Reakéni podminky:
- Uvodni denaturace: 95 °C (10 minut)
- Denaturace: 95 °C (90 sekund)
- Hybridizace: 55 °C (1 minuta) 35x
- Extenze: 72 °C (30 sekund)
- Konecna extenze: 72 °C (10 sekund)

- Konec: 4 °C (nekonecno)

o Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek (celkem 20 pl):
- dH;0: 14,76 ul
- 10x pufr: 2 ul
- 1000 nM dNTPs: 0,4 pl
- 2mM MgCly: 2 pl
- 800 nM pfimy primer: 0,32 pul
- 800 nM zpétny primer: 0,32 pl
- Taq polymeraza (5U/ul): 0,2 ul
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3.5 Polymorfismus délky restrikénich fragment (RFLP)

Po uspésném probéhnuti PCR reakci pro jednotlivé vybrané polymorfismy bylo nutné provést
analyzu jejich pfitomnosti. Jednou z metod bylo vyuZiti analyzy pomoci RFLP.

Nejprve tedy bylo nutné ovérit, zda pro dany polymorfismus existuje néjaky restrikéni enzym,
ktery Stépi pouze v pritomnosti (¢i nepritomnosti) mutantni alely. Ktomu jsme vyuzivali
webovou platformu RestrictionMapper a Genscript (URL6 a URL7). Takto jsme nalezli enzymy
pro celkem 6 z ndmi studovanych polymorfismU. Reakéni podminky pro jednotlivé SNP véetné

jejich vyctu jsou uvedeny v nasledujici tabulce.

Tab. 2 — Tabulka s vybranymi restrikénimi enzymy pro dané SNP

SNP Restrikéni enzym
rs75654767
Tsel
rs34595252
rs11258194 Stul
rs4986790 Ncol
rs74315329 Alwl
rs74315330 Taal

Protokol:
Pouzité chemikalie

Fastdigest Tsel 5 U/ul (New England Biolabs, Velka Britanie)

Fastdigest Stul 10 U/ul (New England Biolabs, Velka Britanie)
- Fastdigest Ncol 10 U/ul (New England BiolLabs, Velka Britanie)
- Fastdigest Alwl 10 U/ul (New England BiolLabs, Velka Britanie)
- Taal 10 U/pl (Fermentas-Thermo Fisher Scientific, USA)

- 10x Buffer (New England Biolabs, Velka Britanie)

- 25mM MgCl; (Fermentas-Thermo Fisher Scientific, USA)

- dH0 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q
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Postup
1.

Vsechny reagencie nutné kpfipravé reakéni smési  vlaminarnim boxu
(kromé restrikénich enzym, s nimi jsme ddle pracovali na ledu) jsme nejprve vyndali
z mrazaku a rozmrazili za pokojové teploty.

Nasledné jsme si pfipravili reakéni smés podle podminek pro jednotlivé enzymy
(viz nize).

Reakéni smés jsme zvortexovali a rozpipetovali po 5 ul do mikrozkumavek.

Nasledné jsme do kazdé mikrozkumavky pridali 5 pul PCR produktu urceného
ke Stépeni.

Na termocycleru C1000TM Thermal cycler (Biorad; Professional Thermocycler spol.
Biometra, An Analytic Jena Company) jsme nastavili vhodné podminky a spustili
program (pro konkrétni enzymy odlisny, viz nize).

Vyhodnocovali jsme pomoci elektroforetické separace.

gen OPTN
rs75654767 (amplikon 138 bp)
o Enzym Tsel rozdéluje amplikon na fragmenty o délce 98 a 40 bp v pfitomnosti
mutantni alely A (zdména G>A)
o Reakéni podminky:
- Restrikce pfi 65 °C celkem 30 minut
o SloZeni reak¢ni smési pro 1 vzorek:
- dHx0: 2,5 ul
- 10x pufr: 0,5 ul
- Restrikéni enzym: 0,5 ul

- 25 mM MgCly: 1,5 ul

rs11258194 (amplikon 306 bp)
o Enzym Stul rozdéluje amplikon na fragmenty o délce 66 a 240 bp v pfitomnosti
mutantni alely A (zdména T>A)
o Reakéni podminky:

- Restrikce pti 37 °C celkem 30 minut
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o SloZeni reakéni smési pro 1 vzorek:
- dH20: 2,5 ul
- 10x pufr: 0,5 ul
- Restrikéni enzym: 0,5 pl

- 25 mM MgCly: 1,5 ul

. gen MYOC

rs74315329 (amplikon 177 bp)

o Enzym Alwl Stépi v pfitomnosti mutantni alely A (tranzice G>A) a zaroven také
v pfitomnosti wild type alely G u druhého vybraného SNP rs74315330 (nutna
podminka pro Stépeni timto enzymem). Mohou tedy nastat nasledujici
varianty:

-V ptipadé pfitomnosti wild type alely G u obou SNP enzym nestépi
a pfitomny bude pouze fragment o délce 177 bp
- Je-li pfitomnd mutace (alela A) u rs74315329 a wild type alela G
u rs74315330, enzym Stépni a fragmenty budou dlouhé 91 a 86 bp
-V ptitomnosti wild type alely G u rs74315329 a mutantni alely A
u rs74315330 nebude enzym S$tépit a bude pfitomny pouze fragment
o délce 177 bp
o Reakéni podminky:
- Restrikce pti 37 °C celkem 30 minut
- Inaktivace enzymu pfi 80 °C celkem 20 minut
o Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek:
- dH0: 2,5 ul
- 10x pufr: 0,5 ul
- Restrikéni enzym: 0,5 ul

- 25 mM MgCly: 1,5 ul

rs74315330 (amplikon 177 bp)
o Enzym Taal stépi v pritomnosti wild type alely G (tranzice G>A) a zaroven se
v sekvenci amplikonu vyskytuje jesté dalsi dvé Stépnd mista pro tento enzym.
Tento fakt Ize vyuZit jako kontrolu spravnosti stépeni enzymu. Mohou nastat

nasledujici varianty:
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V pfipadé pritomnosti wild type alely G rozdéli enzym amplikon na
fragmenty o délkach: 88 bp, 44 bp, 30 bp, 15 bp

Je-li pfitomna mutace (alela A), budou fragmenty dlouhé: 133 bp, 30 bp,
15 bp

Nestépi-li enzym spravné, bude pfitomny 1 fragment o délce 177 bp

o Reakéni podminky:

Restrikce pfi 65 °C celkem 120 minut

o Slozeni reakéni smési pro 1 vzorek:

C. Gen WDR36

dH,0: 2,5 ul
10x pufr: 0,5 pl
Restrikéni enzym: 0,5 pl

25 mM MgCl,: 1,5 pl

- rs34595252 (amplikon 192 bp)

o Enzym Tsel rozdéluje amplikon na fragmenty o délce 69 a 123 bp v pfitomnosti

mutantni alely C (tranzice T>C)

o Reakéni podminky:

Restrikce pfi 65 °C celkem 30 minut

o SlozZeni reakéni smési pro 1 vzorek:

D. gen pro TLR4

dH,0: 2,5 pl
10x pufr: 0,5 pl
Restrikéni enzym: 0,5 ul

25 mM MgCly: 1,5 pl

- rs4986790 (amplikon 188 bp)

o Enzym Ncol rozdéluje amplikon na fragmenty o délce 168 a 20 bp v pfitomnosti

mutantni alely G (tranzice A>G)

o Reakéni podminky:

Restrikce pfi 37 °C celkem 15 minut

Denaturace enzymu pfi 80 °C celkem 20 minut
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o SlozZeni reakéni smési pro 1 vzorek:
- dH20: 2,5 ul
- 10x pufr: 0,5 ul
- Restrikéni enzym: 0,5 pl

- 25 mM MgCly: 1,5 ul

3.6 HLA genotypizace

HLA genotypizaci jsme provadéli pomoci kitu Olerup SSP DQA1*02, 05; DQB1*02,03:02 3G5
od firmy CareDx (Némecko).

Testovali jsme i poutziti kitu Histotype Celiac Disease (Bag Health Care, Némecko), nicméné se
nepodafilo optimalizovat reakéni podminky. Divodem mohl byt nevhodné zvoleny postup pfi

izolaci DNA ¢i nedostatecna robustnost daného kitu.

Protokol:

Pouzité chemikalie
- Mastermix s polymerdzou (soucdst kitu)
- DNA oideaini koncentraci 30 ng/ul a Cistoté A260/A280 = 1,6—-2,0
- dH20 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q

Postup
1. Nejprve jsme nechali rozmrznout mastermix pfi pokojové teploté.
2. Poté jsme pripravili reakéni smés dle nasledujicich udajl (pro 1 vzorek DNA):
- 69 ul Master mix
- 46 pul DNA
- 115 pl dH,0
3. Reakéni smés jsme kratce zvortexovali a stocili na mikrocentrifuze.
4. Ptipravili jsme si stripy, které jsou soucdsti kitu, s 24 jamkami. Kazda jamka jiz
obsahovala pfislusné pary primer( pro kazdou reakci.
5. Nasledné jsme pipetovali 10 ul reakéni smési do prvnich 23 jamek stripu, do posledni
24. jamky jsme pipetovali 8 pul Master mixu a 2 pl vody. Posledni jamka tedy slouZila
jako negativni kontrola.
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Strip s napipetovanou reakéni smési jsme stoCili v centrifuze vychlazené na 4 °C
po dobu jedné minuty pfi 12000 rpm.
Na termocykleru jsme nastavili nasledujici program a po nahrati vika na 96 °C i bloku

vloZili strip se vzorky.

1 cyklus: 94 °C (2 minuty)

10 cyklG: 94 °C (10 sekund)
65 °C (1 minuta)

20 cykl(: 94 °C (10 sekund)
65 °C (50 sekund)
72 °C (30 sekund)

Konec: 4 °C (nekonecno)
Produkty jednotlivych reakci jsme vizualizovali pomoci elektroforetické separace.
Nasledné vyhodnoceni a stanoveni findlniho genotypu jsme provadéli pomoci

interpretacni tabulky, jez byla soucasti kitu.

3.7 Elektroforeticka separace

Metodu elektroforetické separace jsme vyuzivali k ovéfovani uspésnosti probéhlych PCR

reakci (véetné optimalizacnich), vyhodnocovani reakci vyuZivajicich restrikénich enzymu a také

k vyhodnocovani vysledk( genotypizace HLA alel.

Protokol:

Pouzité chemikalie

Agaréza (Sigma Aldrich, Ceska republika)
10x TBE pufr— 500 ml H,O, 180 g Tris, 55 g kyseliny borité, 40 ml EDTA doplnéné
do 1 000 ml vodou
o 890mM Tris base (Amresco, USA)
o 890mM kyselina borita (Serva Electrophoresis GmbH, Némecko)
o 25mM EDTA (ph 8) (Roth, Némecko)
GelRed, 10 000x koncentrovany ve vodé (C-Consulting, Slovensko)
6x Loading Dye Solution (Life Technologies, USA)
DNA marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermofisher Scientific, USA)

52



Postup
1.

dH,0 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q

Pro pfipravu 2% agarézového gelu (ovéreni produkt PCR, HLA genotypizace, vysledky
reakci s restrikénimi enzymy) jsme rozpustili 2 g agardzy ve 100 ml 0,5x TBE pufru.
Pro pfipravu 2,5% agardzového gelu (ovéreni produktd Stépeni enzymem Ncol) jsme
rozpustili 2,5 g agardzy ve 100 ml TBE pufru.

Tento roztok jsme nasledné vafili v mikrovinné troubé.

Po jeho zchladnuti na cca 60 °C jsme pridali 2,5 ul interkalacniho cinidla GelRed
a smés dobre promichali.

Zchladly gel sinterkalaénim barvivem jsme nalili do elektroforetické vany
a pridali hfebeny pro vytvoreni jamek na vzorky a nechali jsme dobfe zatuhnout (cca
30 minut).

Po zatuhnuti jsme vyndali hfebeny a vanu naplnili 0,5x TBE az byl gel upIné ponoreny.
Poté jsme pipetovali vzorky do jednotlivych jamek — po 5 ul vzorku smichaného s 2 ul
nanaseci barvy (u HLA typizace pouze 10 pl produktu). Do prvni jamky pak vidy pfislo
0,8 pl DNA markeru opét smichaného s 2 ul nanaseci barvy.

Vanu jsme pfiklopili vikem a nechali probihat elektroforézu 20-45 minut pfi
stejnosmérném napéti 95-140 V (zdroj PowerPac Basis Power Supply, Biorad)
v zavislosti na velikosti elektroforetické vany.

Vysledky jsme vizualizovali pomoci UV transluminatoru Gel-Doc XR (Biorad).

3.8 VysokorozlisSovaci analyza krivek tani (HRM)

Pro analyzu genotypl SNP rs28939688 a rs1057517785 jsme poufZili metodu HRM. Ta je

zalozena na odliSné schopnosti denaturace dvouretézcového vldkna DNA v zavislosti

na kon

krétni sekvenci. Postupnou denaturaci dvojvldakna se uvoliuje fluorescenéni barvivo

a tento fluorescencni signal je sniman pomoci specialniho pfistroje. Nasleduje analyza kfivek

tani znazornujici zavislost intenzity zachycené fluorescence na pfislusné teploté, pfi niz doslo

k disociaci molekuly.

Nejprve vSak bylo nutné vzorky pro tuto analyzu pfipravit. K jiz hotovému PCR produktu jsme

pridali fluorescencni barvi¢ku LC Green Plus dle nasledujiciho protokolu.
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Protokol:
Pouzité chemikalie, reagencie a pfistroje

LC Green Plus (BioFire Diagnostics, USA)

dH,0 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q

PCR produkty k danym SNP

Lightcycler 480 RealTime PCR 384-well (LifeSciences, Roche)

Postup

1. Nejprve jsme si pfipravili v laminarnim boxu LC Green Mastermix. Pro jeden vzorek byl
objem takového mastermixu 5 pl, pficemz obsahoval:
- 0,5 ul LC Green Plus
- 4,5uldH,0
2. LC Green Mastermix jsme ndsledné jemné promichali pomoci pipety a napipetovali
do 384 jamkové desticky a pridali do kazdé jamky 5 ul PCR produktu.
3. Vysledny objem smési pro HRM analyzu v kazdé jamce tedy Cinil 10 pl.
4. Destic¢ku s napipetovanymivzorky jsme stodili v centrifuze (Eppendorf 5804 R) po dobu
1 minuty pfi 800 rmp.
5. Nasledné jsme destic¢ku vlozili do ptistroje LC 480 a spustili nasledujici program:
- 95°C (1 minuta)
- 40 °C (1 minuta)
- 60 °C (1 sekunda)
- 95°C (1 sekunda) — pokracovani
o Ramp hodnota 0,02 °C/s
o Akvizice 25/°C
6. Zkrivek prvniho kola HRM analyzy jsme stanovili hlavni teplotni pik pro rs28939688
88,5°C a pro rs1057517785 88 °C a ndsledné spustili druhé kolo dle nasledujicich
podminek:
- 95°C (1 minuta)
- 40 °C (1 minuta)
- 65°C (1 sekunda)
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7. Nasledné jsme pomoci programu LC480 Software v1.5.1 provedl|i analyzu kfivek tani.

8. Pro ovéreni vysledk( jsme vybrali pro kazdy SNP 4 vzorky, které byly pfipraveny dle

- 95°C (1 sekunda) — pokracovani
o Ramp hodnota 0,02 °C/s
o Akvizice 25/°C

protokolu pro sekvenacni analyzu a ndsledné odeslany na sekvenaci.

3.9 Sekvenovani

Za pomoci sekvenacnich reakci jsme ovérovali funkénost restrikénich enzymi a pfitomnost

konkrétnich genotypl — tedy zda je dany proband homozygot pro majoritni alelu, homozygot

pro minoritni alelu ¢i heterozygot.

K pfipravé vzorkQl na sekvenaci jsme vyuZivali produktl PCR reakci pro jednotlivé SNP,

protokoly viz vyse.

Protokol:

Pouzité chemikalie

Postup

5x sekvenacni pufr (Applied Biosystems, USA)

800nM pfimé a zpétné primery (navrzené jiz pro predchozi PCR reakce)

Sekvenacni kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA)

dH;0 ze systému MILLIPORE Gradient, Milli-Q

96% EtOH (P-LAB, a.s., Praha)

70% EtOH pripraveny nafedénim 96% EtOH (P-LAB, a.s., Praha)

1. Reakéni smés jsme pripravili dle nasledujiciho schématu:

Sekvenacni pufr (5x): 2 ul

Pfimy nebo zpétny primer (800nM): 1 pl
Amplikon (z pfedchozich PCR reakci): 2,5 pl
Sekvenacni kit: 1 pl

dH,0: 3,5 ul
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2. Natermocykleru jsme nastavili nasledujici reakéni podminky a po nahtati vika na 96 °C
spustili reakci.
- 96 °C (3 minuty)
- 96 °C (10 sekund)
- 50°C (5 sekund) 35x
- 60 °C (3 minuty)
3. Poté jsme provadéli precisténi vzorkd. Nejprve jsme pridali 28 ul 96% EtOH k 10 ul
sekvenacni smési a inkubovali 15 minut pfi pokojové teploté.
4. Stocili jsme na centrifuze 20 minut pfi 12000 rpm. Supernatant jsme odstfikli.
5. Nasledné jsmé pridali 50 pl 70% EtOH k peleté a centrifugovali 10 minut (12000 rpm).
Opét jsme provedli odstfiknuti supernatantu.

6. Nakonec jsme vzorky inkubovali az do Uplného vysuseni.

Samotna sekvenacni analyza pak byla provedena v laboratofi sekvenace DNA
v Biotechnologickém a biomedicinském centru Akademie véd Ceské republiky a Univerzity
Karlovy ve Vestci (BIOCEV) na pfistroji Genetic Analyzer 3500 (dvacetic¢tyrkapilarni) od firmy
Applied Biosystems.

3.10 Statistickeé zpracovani

Pro statistickou analyzu vysledk( jsme pouzivali program GraphPad Prism 6. K porovnavani
raznych skupin jedincd mezi sebou jsme wvyuzZivali Fisherlv exaktni test s pouzitim
kontingencnich tabulek (2 x 2) a s provedenim Yatesovy korekce v pfipadé cetnosti < 5.
Hladina vyznamnosti byla 0,05, konfidenéni interval 95 %. Nasledné jsme jesté provadéli

Bonferroniho korekci na mnohacetna pozorovani, ziskali jsme tak korigovanou P hodnotu (Px).
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4 Vysledky

4.1 Navrhy primer( a optimalizace PCR reakci

Jak jiz bylo zminéno vySe, pro kaidy z vybranych SNP asociovanych s glaukomem

jsme navrhovali originalni par primerQ pro dosazeni co nejspecifi¢téjsiho nasednuti pouze na

jedno konkrétni misto v lidském genomu. Tato skutecnost byla ovéfovana pomoci algoritmu

Primer BLAST na webovych strankdch National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(URL4). Dale jsme jesté provérovali hodnotu jejich volnych energii, se kterou by byly ochotny

tvorit heterodimery, self-dimery nebo vlasenky. Sekvence jednotlivych pard primerd,

které jsme takto navrhli, jsou uvedeny v nasledujici tabulce. Pro rs4986790 jsme poutzili jiz

ovérené primery, reakéni podminky a sloZeni reakéni smési dle jiz zavedeného protokolu

Laboratotfe molekularni antropologie.

Tab. 3 - Sekvence primert pro dané SNP

SNP Pfimy primer Zpétny primer
rs28939688 5= TGC AAT GTC CCA TCA ACC TCT — 3/ 5‘— CAC CAG CTA CCA CCT ATG GAA — 3°
rs75654767 5‘—TCG CCATCT GTTCTT CAAGTG—3‘ | 5'—ACT TGG GGC AGG AAT GAA TCG — 3
rs11258194 | 5'— AGA AAC AGA AGG AAG AACGCCA -3  5'—GGG CAA CCA ATC TTT TCA GCA — 3
rs74315329 | > —GCCTCATCG GTG CTGTAAAT-3" | 5/_ cGC TGA GTC CAG AAC TGT CAT A — 3¢
rs74315330 5~ GCC TCATCG GTG CTG TAAAT—3‘ | 5'—CGC TGA GTC CAG AAC TGT CAT A — 3
rs1057517785  5‘— CAG TTT CCT CCT TCA CAT CTG GCT—3* | 5= AGC CAA TCA CTG TAG TGC GA — 3/
rs34505252 | 0 AAAACATITTCTGCATCTCITATCC= | o6 GAA GTT GCC AGA AAG TCT - 3°

31
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Nasledné jsme poutZili gradientovou PCR za ucelem stanoveni optimalni teploty nasedani
kazdého paru primerd na templatovou DNA, aby bylo dosaZzeno co nejvyssi efektivity
pozdéjSich PCR reakci. Pro kazdy SNP bylo vybrano 5 teplot, které jsme testovali pomoci
gradientové PCR a nasledné vyhodnotili pomoci elektroforetické separace.

S ohledem na délku amplikont, které pomoci navrienych primer( vzniknou, a Tm PCR
produktu, jsme stanovili teplotni a ¢asové podminky PCR a objemy jednotlivych komponent

mastermixu.

Vybrané testované teploty gradientovych PCR reakci pro dané SNP lze vidét v nasledujici

tabulce.

Tab. 4 - Testované teploty pri gradientové PCR pro ndmi vybrané SNP

SNP Testované teploty (stupné celsia)

rs28939688

rs75654767 54; 55; 56; 57, 58

rs11258194

rs34595252 52; 53; 54, 55; 56

rs74315329

rs74315330 54; 55; 56; 57; 58
rs1057517785 55; 56; 57; 58; 59

SNP: rs28939688 rs75654767

Stupné celsia: 54 55,3 56,3 57,2 58 N M 54 55,3 56,3 57,2 58 N

290 bp - = oy Ly W "
-

100bp WP =

L e i RELTT

SNP: rslm rs34595252

Stupnécelsia: 54 55,3 56,3 57,2 58 N M 52 533 54,3 552 56 N

306bp EEJ U~ Yy Loy iy g w

— N my e o gy < 192 bp

100 bp mjpp =%

N...neutralni kontrola bez DNA
M...marker GeneRuler 100 bp DNA Ladder (0,5 pg/pl), Fermentas

Obrdzek 8 - Snimek gradientové PCR z optimalizacnich reakci pro nékteré SNP
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Vysledky optimalizace vybranych reakci (gradientové PCR) jsou zndzornény na obrazku 8
z elektroforetické separace. Nasledujici tabulka pak poskytuje informace o findlné vybranych

hodnotach optimalni anelacni teploty pro jednotlivé pary primeru.

Tab. 5 - Vybrané findlni teploty pro naseddni primert u jednotlivych SNP

SNP Vybrana teplota (stupné celsia)
rs28939688 56
rs75654767 57
rs11258194 56
rs34595252 53
rs74315329 56
rs74315330 56
rs1057517785 58

Dale jsme testovali rlizna slozeni reakcéni smési (mastermixu), vysledné vybrané objemy
jednotlivych sloZek jsou uvedeny v tabulkdch nize. Celkovy objem mastermixu na jednu reakci

Cinil 20 pl.

Tab 6. - SloZeni mastermixu pro rs28939688, rs75654767 a rs11258194, rs34595252, rs1057517785

dH,0 15,16 pl
2mM MgCl; (25 mM) 1,6 pl
1000nM dNTPs 0,4 ul
800nM pfimy primer 0,32 ul
800nM zpétny primer 0,32 ul
10x pufr 2 ul
Taq polymeraza (5 U/pl) 0,2 ul
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Tab 7 - SloZeni mastermixu pro rs74315329 a rs74315330

dH,0 15,6 pl

1,5mM MgCl; (25 mM) 1,2 ul

1000nM dNTPs 0,4 ul

800nM pfimy primer 0,3 ul

800nM zpétny primer 0,3 ul
10x pufr 2 ul

Taq polymeraza (5 U/pl) 0,2 ul

Nakonec bylo nutné stanovit vhodné reakéni podminky pro jednotlivé PCR reakce. Ty jsou

uvedeny v ndsledujicich tabulkach.

Tab. 8 - Reakcni podminky pro rs28939688 a rs11258194

Teplota (stupné celsia) Cas
96 3
96 25"
56 25“ 30x
72 25“
72 2

Tab. 9 - Reakcni podminky pro rs75654767

Teplota (stupné celsia) Cas
96 3
96 25"
57 25“ 30x
72 25“
72 2!
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Tab. 10 - Reakcni podminky pro rs34595252

Teplota (stupné celsia) Cas
96 3
96 20“
53 20" 30x
72 20“
72 2

Tab. 11 - Reakcni podminky pro rs1057517785

Teplota (stupné celsia) Cas
96 3
96 20“
58 20" 30x
72 20“
72 2

Tab. 12 - Reakcni podminky pro rs74315329 a rs74315330

Teplota (stupné celsia) Cas
96 3
96 20“
56 20 30x
72 20“
72 2!
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4.2 HLA genotypizace

Vzorky od vsech 34 proband( byly testovany pomoci kitu Olerup SSP DQA1*02, 05; DQB1*02,
0305 na pritomnost pro celiakii rizikovych HLA antigend. Tento systém je schopny rozlisit
pouze nékteré alely HLA, nelze ho tedy vyuZit k celkové genotypizaci molekul HLA a také
pomoci ného v pripadé ndlezu pouze jedné alely nelze rozlisit, zda je jedinec pro danou alelu
homozygot Ci heterozygot. V tabulce Cislo 13 jsou uvedeny alely u jednotlivych jedincu, které
se podarilo pomoci tohoto kitu detekovat. U nékterych jedinci se nepodafilo zjistit pfitomnost
ani jedné z alel, kterou je tento kit schopen rozlisit, je u nich tedy kfizek a miZeme usuzovat,
Ze jedinec je tedy nositelem nékteré z alel, které nejsou s celiakii asociovany. V nasi rodiné
jsme zjistili celkem 9 ptipadu pro celiakii rizikového haplotypu DQA1*0501-DQB1*0201 (n=9),
potvrdili jsme tedy u téchto jedincl pritomnost molekuly DQ2, dale jsme objevili 2 nositele

DQ8 molekuly, haplotyp téchto jedinci je DQA1*0301-DQB1*0302 (n=2).

N W - - o e ) e Kontrolni pruh

100 bp —w W

100 bp —

Obrdzek 9 - llustracni obrdzek z elektroforetické separace vysledki HLA genotypizace pro vzorek GGO12
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Tab. 13 - Vysledky HLA genotypizace na pritomnost rizikovych alel pro celiakii

Kéd jedince HLA DQA1 HLA DQB1 DQ2/DQ8
GG001 0501 0201 DQ2
GG002 X 04...,05...,06...

GGO003 X 04...,05...,06...

GG004 0505 04...,05...,06...

GGO005 0501 0201 DQ2
GG006 0501 0201 DQ2
GG007 0101 04...,05...,06...

GG008 0501 0201 DQ2
GG009 0101 X

GGO010 0101 3109,03154

GGO011 X X

GGO012 X X

GGO013 0101 04...,05...,06...

GG014 0101 04...,05...,06...

GGO015 0101 0301

GGO016 0101 X

GG017 X 04...,05...,06...

GG018 X 04...,05...,06...

GGO019 X 0313

GG020 0301 0302 DQ8
GG021 0302 04...,05...,06...

GG022 0301 0302 DQ8
GG023 0101 04...,05...,06...

GG024 0101 04...,05...,06...

GG025 0501 X

GG026 0501 0201 DQ2
GG027 0501 0201 DQ2
GG028 0501 0201 DQ2
GG029 X 0201

GGO030 X 0301

GGO031 X 0301

GGO032 0501 0201 DQ2
GGO033 X 0301

GGO034 0501 0201 DQ2
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Obradzek 10 - Rodokmen zndzorriujici dédicnost zachycenych HLA alel Il. tridy pomoci kitu Olerup SSP, v prvnim fddku alela DQA1, na dalsim potom DQBI1 (x znaci alelu, kterou pouZity kit nedokdzal rozlisit)
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V této rodiné mlzeme sledovat vyskyt jednotlivych predispozi¢nich haplotypl DQ2 a DQS8.
Pro posouzeni zastoupeni alel téchto antigenl jsme probandy rozdélili
do dvou skupin — s diagnostikovanou celiakii (n=5) a bez diagnostikované celiakie (n=29)
a ty pak mezi sebou porovndvali. Vysledek jsme vyhodnotili za pouZiti kontingencnich tabulek
aplikaci x? testu s Yatesovou korekci a nasledné jsme provedli je§té Bonferroniho korekci
na mnohocetnd pozorovani, ziskali jsme tak korigovanou P hodnotu. Ve sledované rodiné jsme
zjistili silnou korelaci mezi vyskytem celiakie a predispozi¢niho haplotypu DQ2, a to s Px=0,001,
OR=62,33 a Cl=2,91-1335 (graficky zndzornéno na obrdazku cislo 11). Rozdil ¢etnosti DQ8

antigenu mezi zdravymi a nemocnymi ve sledované rodiné nebyl signifikatni (Px=NS).

100+
[ DQ2

e 801 non-DQ2
3
2 60+
°
o 40
)
£
o 20 4

0 T T

celiakie bez celiakie
onemocnéni

Obrdzek 11 — Procentudlni zastoupeni DQ2 antigenu u skupin jedinci s celikakii (n=5) a bez celiakie (n=4), P=0,001

Signifikantni vztah jsme také nasli pro jedince nesouci predispozi¢ni alelu DQA1*0501 a vyskyt
celiakie (Px=0,004, OR=49, C(l=2,34-1024). Opét jsme porovnavali mezi jedinci
s diagnostikovanou celiakii (n=5) versus bez ni (n=29), stejny test byl pak proveden i pro alelu
DQB1*0201 (P«x=0,004, OR=49, Cl=2,34-1024). Graficky vystup téchto testli je na obrazcich
Cislo 12 a 13. Jako nesignifikantni pak vysSel vztah mezi danymi skupinami jedinc
a zastoupenim samostatnych alel DQA1*0301 (Px=2,015) a DQB1*0302 (Px=2,015). MlzZeme
tedy konstatovat, Ze ve sledované rodiné je geneticka predispozice pro celiakii silné vazana
na pfitomnost DQ2 antigenu, tedy konkrétné na pfitomnost haplotypu DQA1*0501-
DQB1*0201, ktery byl jiz dfive oznacen jako silné rizikovy pro manifestaci onemocnéni.
Bohuzel ndmi pouzité metody neumoznuji rozlisit, zda jsou jedinci nositeli homozygotni i

heterozygotni formy tohoto haplotypu.

(o))
w



100+

] DQA1*0501

e 801 non-DQA1*0501
3

£ 60-

®

" 40-

(7]

Q

8 20-

0 T T
celiakie bez celiakie
onemocnéni

Obrdzek 12 — Procentudini zastoupeni DQA1*0501 alely u skupin jedincu s celikakii (n=5) a bez celiakie (n=5), P<0,05
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Obrdzek 13 - Procentudlni zastoupeni alely DQB1*0201 u skupin jedinct s celiakii (n=5) a bez celiakie (n=5), P<0,05

Dale nas zajimal vztah mezi vyskytem rizikovych alel DQ2 nebo DQ8 pro celiakii (a T1D)
a vyskytem glaukomu. Probandy jsme tedy rozdélili na dvé skupiny — sglaukomem
(diagnostikovany i suspektni) a bez glaukomu a sledovali jsme, zda je néjaky vztah mezi
vyskytem toho onemocnéni a vySe zminénych alel. Vyslednd P hodnota po korekci vsak
ukazuje na nesignifikantni vztah (Px=1,630). Ke stejnému zavéru jsme dosli také, paklize jsme
se zaméfili na souvislost mezi vyskytem glaukomu a autoimunitnich onemocnéni, vysledny

vztah opét nebyl statisticky vyznamny (Px=1,548, graficky zndzorfiuje obrazek ¢islo 14).
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Neshledali jsme tedy Zadnou korelaci mezi vyskytem autoimunitnich chorob (konkrétné se

v ndmi pozorované rodiné jednalo o celiakii, T1D a psoriazu) a glaukomem.
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Obrazek 14 - Procentudlini zastoupeni autoimunitnich onemocnéni u skupin jedinci s glaukomem (n=1) a bez glaukomu
(n=5), P>0,05 (Px=1,548), AO...autoimunitni onemocnéni, non-AQ...bez autoimunitniho onemocnéni
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4.3 Stépeni pomoci restrikénich endonukledz

Pomoci metody RFLP jsme ovérovali pfitomnost mutantnich alel pro SNP rs75654767,
rs34595252 (stépeny enzymem Tsel), rs11258194 (stépen enzymem Stul), rs4986790 (Stépen
enzymem Ncol) rs74315329 (Stépen enzymem Alwl) a rs74315330 (Stépen enzymem Taal).
Pro vSechny zminéné SNP jsme shledali, Ze ndmi sledovani probandi jsou homozygoti pro
majoritni (tedy ,wild type“) alelu, ani u jednoho SNP jsme neidentifikovali heterozygota
¢i homozygota pro mutantni alelu. Vysledek stépeni enzymem Tsel pro rs34595252 je vidét

na nasledujicim obrazku.

10 11 12 13 14. 15 16 17 18 19

200 bp
100 bp
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Obrazek 15 - Vysledky sStépeni nasich vzork enzymem Tsel pro SNP rs34595252 (WDR36), vSichni jedinci jsou nositeli ,,wild
type”alely v homozygotni formé (Cisla zndzorriuji kédy jednotlivych probandi (GGO01-GG034 ~ 1-34))
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Genotypy vsech jedincl pro vySe zminéné SNP zobrazuje nasledujici tabulka.

Tab. 14 - Vysledné Cetnosti jednotlivych genotypovych variant u naseho souboru na zdkladé pouziti metody RFLP

Restrikéni Nukleotidova Wild type Heterozygot Homozygot pro

>NP enzym zaména homozygot mutantni alelu
rs75654767 Tsel G>A 34 0 0
rs34595252 Tsel >C 34 0 0
rs11258194 Stul T>A 34 0 0
rs4986790 Ncol A>G 34 0 0
rs74315329 Alwl G>A 34 0 0
rs74315330 Taal G>A 34 0 0

4.4 HRM analyza

Dle provedené analyzy HRM jsme zjistili u vSech vzorkd pfitomnost wild type genotypu pro
rs28939688 a rs1057517785, tedy vsichni jedinci jsou nositeli majoritni alely G v homozygotni
formé. Pro ovéreni vysledk( byly 4 vybrané vzorky od kazdého SNP osekvenovany, viz kapitola
4.5. Vysledné Cetnosti jednotlivych genotypl u sledovanych jedincl jsou uvedeny v tabulce

¢islo 15, graficky vystup HRM analyzy pak na obrazcich ¢islo 16 a 17.

Tab. 15 - Vysledné Cetnosti jednotlivych genotypovych variant u naseho souboru na zdkladeé pouZziti metody HRM

Nukleotidova Wild type Heterozygot Homozygot pro
SNP zaména homozygot G/A mutantni alelu
G/G A/A
rs28939688 G>A 34 0 0
rs1057517785 G>A 34 0 0
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Obrdzek 16 — Krivky tdni, vystup z HRM analyzy pro SNP rs28939688 provddeény pro vzorky GG004-GGO034, vsichni jedinci
jsou homozygoti pro majoritni alelu G
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Obrdzek 17 - Krivky tdni, vystup z HRM analyzy pro SNP rs1057517785 provddény pro vzorky GGO04—-GG034, vsichni jedinci
jsou homozygoti pro majoritni alelu G
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4.5 Sekvenovani

Vzhledem k tomu, Ze pro vSechny SNP, pro které jsme pouzivali restrikéni enzymy, se dani
jedinci jevili jako homozygotni nositelé majoritni alely, a z divodu absence vnitfniho
kontrolniho mechanismu Stépeni (vyjimkou byla restrikéni endonukledza Taal), jsme
potrebovali ovérit, zda restrikéni Stépeni probéhlo spravné. Stejné tak jsme potrebovali ovérit
pritomnost majoritni alely u SNP testovanych pomoci HRM analyzy. Proto jsme provedli
sekvenacni reakci a vzorky zaslali na analyzu do laboratofe sekvenace DNA.

Sekvenacni analyza potvrdila u vsech vzorkli homozygotni pfitomnost majoritni alely.

71



50 €0 70 80
- - - L] - - - - p— - - - - -— - - - - - - - - - -
I G e X OIg A& & g A% & B LB G i e W G E a % @

el

Obrdzek 18 - Vysledek sekvenovdni PCR amplikonu pro rs75654767 u vzorku GG021, majoritni alela oznacend sSipkou, zpracovdno v programu Chromas
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Obrdzek 19 - Vysledek sekvenovani PCR amplikonu pro rs11258194 u vzorku GG012, majoritni alela oznacend Sipkou, zpracovdno v programu Chromas
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5 Diskuze

Glaukom predstavuje skupinu oftalmologickych neurodegenerativnich onemocnéni, pro néz
je typické poskozeni zrakového nervu. PfiCiny vzniku glaukomu se vyznaCuji svoji
multifaktoridlni povahou — tedy vliv ma jak sloZka genetickd, tak i ta negeneticka.
Tento charakter vykazuje i vétSina autoimunitnich onemocnéni, mezi nimi napriklad celiakie,
T1D, psoridza nebo revmatoidni artritida. Genetické pozadi téchto onemocnéni je jiz celkem
dobre prozkoumano. Pro celiakii je to zejména pritomnost specifickych antigenti HLA-DQ2
a DQS, ty jsou rizikové i pro T1D, pro glaukom to jsou nékteré mutace predevsim v genech
pro myocilin nebo optineurin. Poznatky nékolika poslednich dekad pfinesly jiz
doklady o autoimunitni povaze glaukomu. Pokud budeme brat v potaz fakt, Ze néktera
autoimunitni onemocnéni se vyskytuji Castéji spolecné, jak bylo prokazano napfiklad pro
celiakii a psoriazu nebo celiakii a T1D, mUzZeme si poloZit otazku, zda je tato koincidence

vrve

vybava vliv na fenotyp jiného onemocnéni (napfiklad glaukomu) (Michaelsson et al., 2000).

5.1 Dédi¢nost vybranych rizikovych markert pro glaukom

Vybrané rizikové jednonukleotidové polymorfismy, jez jsou asociované s glaukomem, byly
zvoleny na zdkladé dostupnych publikaci citovanych v ivodu této prace. Pfi vybéru byl bran
zfetel na geografickou prislusnost jedinc, u kterych byl dany polymorfismus nalezen
a na Cetnost, s jakou se u glaukomatickych jedincld vyskytuje. Gen PAX6 byl navic vybran
s ohledem na vliv jeho produktu béhem rané ontogeneze pfi vyvoji jak oka, tak i pankreatu,
takZze by mutace v ném mohla hrat roli jak v patogenezi glaukomu, tak diabetu. Nicméné
vSichni sledovani jedinci v dané rodiné se ukazali byt nositeli majoritnich alel v homozygotni
formé pro vSechny vybrané polymorfismy (shrnuti polymorfism( k nahlédnuti v tabulce ¢islo
16). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o rodinnou studii, neni pfekvapivé, Ze probandi maji stejny
genotyp a zaroven lze predpokladat, Ze se tyto polymorfismy budou do dalSich generaci
predavat v homozygotni formé pro majoritni alely. Pokud by se vSak v nasledujicich generacich
vyskytnul néjaky jiny genotyp, muselo by bud dojit k vneseni jinych variant pfivdanim
¢i pfizenénim jedince, ktery by byl jejich nositelem, nebo by muselo v tom konkrétnim misté

genomu dojit k de novo mutaci.
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Tab. 16 - Vysledny prehled informaci o vybranych SNP asociovanych s glaukomem vcietné zjisténych genotypd jedinci

Cislo SNP Amino'kyfelinové Nukleotidova zaména Gen Genotypy_na_?»ehoo
zaména souboru jedincl
rs28939688 Glu50Lys G>A OPTN GG
rs11258194 Met98Lys T>A OPTN TT
rs75654767 Arg545Lys G>A OPTN GG
rs1057517785 Arg317Ter G>A PAX6 GG
rs4986790 Asp299Gly A>G TLR4 AA
rs74315329 GIn368X G>A MYocC GG
rs74315330 Pro370Leu G>A MYocC GG
rs34595252 Asp658Gly T>C WDR36 TT

Z rodokmene sledované rodiny je vSak patrné, Ze existuje urcitd geneticka predispozice
pro glaukom, jedna se vsak pravdépodobné o mutaci v néjakém jiném genu, ktery nebyl
zahrnut v ramci této diplomové prace, Ci o jiny typ mutace ve sledovanych genech (nebo obé
varianty zdroven). Tato predispozice pfichazi nejspiSe od jednoho z rodicli jedince GG007,
protoZe glaukom se vyskytuje i v nasledujicich generacich, konkrétné u vnoucat probanda
GGO0O07 a také u syna jeho sestry. Jejich geneticky material jsme vSak neméli k dispozici a nebyl
tedy testovdn na pfitomnost predispozi¢nich marker(. Dalsi vyskyt glaukomu, ktery je vsak
prozatim pouze suspektni a dani jedinci jsou sledovani pro zvyseny nitroocni tlak,
je u jednovajecnych dvojcat, ktera jsou pravnoucaty sestry jedince GG007. Zajimavy je také
fakt, Ze do rodiny se privdala probandka GG011, ktera je lé¢end pro glaukom. Lze tedy
usuzovat, Ze vtéto rodiné se muze vyskytovat vice rlznych mutaci zpusobujici fenotyp
glaukomu. NasSe analyza vsak ani jednu z nich nedokazala rozpoznat. Pro lepsi orientaci
je na obrdazku 20 priloZzen rodokmen znazornujici pacienty s glaukomem i jedince s glaukomem

suspektnim.
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suspektni
A glaukom glaukom A celiakie A 11D psoridza

Obrdzek 20 - Rodokmen zndzorriujici vyskyt glaukomu a autoimunitnich onemocnéni u ¢leni sledované rodiny. Cisla
zndzornuji kédy jednotlivych probandi (GGO01-GG034 ~ 1-34).

Vzhledem k tomu, Ze v této rodiné nebyla prokdzana statisticky vyznamna zavislost mezi
vyskytem glaukomu a ostatnich autoimunitnich onemocnéni, Ize diskutovat o moznych
pri¢inach koincidence danych onemocnéni mezi ¢leny rodiny. MliZe se jednat o koincidenci
Cisté nahodnou — tedy, Ze geny pro predispozici k celiakii (a dalSim autoimunitam) a zaroven
ty pro glaukom jsou dédény zcela separatné a vzajemné se nijak neovliviiuji. Doposud
neexistuji Zadné studie, které by se zabyvaly konkrétnim mechanismem, jak by mohlo
dochdzet ktomu, Ze se vjedné rodiné vyskytuje jak genetickd predispozice k danym
onemocnénim, tak i ke glaukomu, jak je tomu pravé u nami sledované rodiny. Je vsak také
mozné, Ze tento mechanismus vibec neexistuje. Tomu by mohl nahravat i fakt, Ze glaukom se
ve studované rodiné vykytuje pouze u potomku rodi¢li jedince GGO07, naproti tomu geneticka
predispozice k celiakii (DQ2 antigen) ptichazi od manzelky (GG006) tohoto jedince, respektive
od nékterého z jejich rodich. Je tedy pravdépodobné, Ze v této konkrétni rodiné se geny
zpusobuijici predispozici k danym onemocnénim (tedy rizikové antigeny pro celiakii a non-HLA
varianty asociované s glaukomem) dédi separdtné a zaroven nedochdzi k zadnému
vlivu na fenotyp jinych chorob, nez se kterymi jsou vybrané markery primarné spojovany.
Nicméné vztah kjinym autoimunitnim onemocnénim s ohledem na mechanismus jejich
patogeneze byl jiz v nékterych studiich diskutovan. Byl to konkrétné vztah autoimunitnich
mechanismd u glaukomu a revmatoidni artritidy, kdy u obou téchto onemocnéni bylo

u pacientll zaznamenano zvyseni nékterych prozanétlivych cytokind — konkrétné TNF-a (a
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s tim souvisejici zvySeni hladin matrixovych metaloproteinaz (MMP)) ¢i IL-6. Tento narUst znaci
zvySenou aktivitu makrofagl, kromé téch dochazi ale u danych nemoci i k upregulaci aktivity
T- a B-lymfocyt(, a to napfiklad skrze zvySeni exprese solubilniho receptoru interleukinu 2,
adheznich molekul a HSP proteint (Wax, 2011; Yang, Patil, Yu, Gordon, & Wax, 2001). Zajimavy
je fakt, Ze mutace vgenu pro a fetézec receptoru pro interleukin 2 je spojovana
s autoimunitnim typem diabetu, stejné tak i zvySend exprese adheznich molekul (Kado,
Wakatsuki, Yamamoto, & Nagata, 2001; Willerford et al., 1995). | mezi témito dvéma
nemocemi je tedy jista souvislost. Tu lze nalézt i pro dvojici onemocnéni glaukom-celiakie,
a to prostrednictvim genl pro MMP. Nékteré varianty MMP-1 a MMP-3, jez jsou s celiakii
asociovany, totiz vedou ke zvySeni exprese téchto genl u pacientl s celiakii (Daum et al.,
1999). U glaukomatickych pacientl je hladina produktl téchto genl také zvysena,
a to konkrétné v gangliovych burikdch optického nervu, kde se predpoklada jejich role
v aktivaci astrocytd skrze TNF-a drahu vedouci k degenerativnim zméndm na sitnici (Yan,
Tezel, Wax, & Edward, 2000). Mechanismy patogeneze vySe zmifovanych a do této studie
zahrnutych autoimunitnich onemocnéni a glaukomu vykazuji evidentni podobnost, neni proto
nahodou, Ze jsme se rozhodli tuto skuteénost hloubéji prozkoumat. Vzali jsme v potaz
predevsim ty geny a jejich varianty, které jsou rizikové primarné pro jeden druh onemocnéni
(tedy rizikové markery separatné pro glaukom) a doposud nebyl zkouman jejich vliv

¢i souvislost s chorobami dalsimi.

Je zde jesté mnoho prostoru, kudy by se mohly ubirat nasledné vyzkumy clen( této rodiny,
at uZ by slo o navazujici genetické analyzy ¢i napriklad stanoveni vybranych autoprotilatek
v séru danych probandl. Vtomto ohledu nejlépe zmapované a popsané je zvyseni hladiny
protilatek proti malym HSP proteinlim u glaukomatickych pacientl. Produkce HSP proteint
je u uvedenych pacientl se zvySenym nitroo¢nim tlakem v bunkach retiny a v gangliovych
burikach optického nervu upregulovana, cozZ je odpovédi na poskozeni téchto bunék (Tezel,
Hernandez, & Wax, 2000). Nicméné u glaukomatikd s NTG je typicky i narQst protilatek proti
témto stresovym proteinim, ty pak tedy nemohou spravné plnit svou signdlni roli (Tezel et al.,
1998). Dale by také mohla byt stanovena exprese nékterych TLRs, a to predevsim TLR4,
jehoz indukce je zapojena do pribéhu vzniku patologickych zmén na sitnici u glaukomatikd
(Pena et al.,, 1999). Na mysim modelu, ktery postradal tento receptor, bylo prokazano,

Ze praveé absence tohoto receptoru u takto specidlné geneticky modifikovanych mysi zplsobila
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lepsi prezivani gangliovych bunék sitnice za podminek zvySeného nitroo¢niho tlaku v dasledku
snizeni exprese genl kodujicich prozanétlivé faktory (Dvoriantchikova, Barakat, Hernandez,
Shestopalov, & lvanov, 2010). Také by bylo zapotfebi dostat se k dalSimu genetickému
materidlu, naptiklad k DNA jiz zmifovanych jednovajecnych dvojcat se suspektnim
glaukomem pochazejici pravé z vétve, kde je evidentni pfitomnost genetické predispozice
ke glaukomu.

S glaukomem jsou spojované také nékteré polymorfismy v oblasti kédujici HLA molekuly.
Tento fakt by tedy mohl byt bran v potaz pfi vybéru dalSich moznych studovanych genetickych
variant ve sledované rodiné. Plati to zejména pro HLA molekuly Il. tfidy, konkrétné lokusy
HLA-DR. Zvysend exprese antigenu HLA-DR byla na T-lymfocytech glaukomatickych pacientt
prokdzand a to v porovnani se zdravymi kontrolami (Yang, Patil, et al., 2001).
Jiz dfive byla zjiSténa asociace mezi haplotypem DRB1*0407-DQB1*0302 a glaukomem, studie
vSak byla provddéna na mexické populaci (Gil-Carrasco et al., 1999). O mapovani haplotyp(
HLA-DRB1 a DQB1 se pokouseli i Suzuki et al. v roce 2010. Ti vzali do svého vyzkumu japonskou
populaci a podle jejich zavérl nebyla nalezena Zadna asociace mezi konkrétnimi HLA-DRB1
a DQB1 haplotypy a vyskytem glaukomu (Suzuki et al., 2010). Nicméné podstatné je také
zminit, Ze prvni uvadéna studie méla k dispozici pacienty s POAG, naproti tomu druhé studie
se Ucastnili pacienti s NTG. Variantami genU HLA Il. tfidy u pacient( s POAG se pak v minulosti
rovnéz zabyval vyzkumny tym Ferreri et al., pracujici s pacienty pochazejicimi z Italie.
Tento tym nalezl signifikantné zvySenou incidenci antigeni DQ1 a DR11 u pacient(i s POAG,
pfitomnost DR1 antigenu sice byla vys$si u pacientl nez u kontrol, nicméné rozdil nebyl
statisticky signifikantni (Ferreri et al., 1998). Z toho lze tedy vyvodit, Ze genetické markery
asociované s glaukomem maji silnou populaéni specificnost. Tento fakt jsme brali v potaz pfi
vybéru nami studovanych genetickych non-HLA variant a vidy jsme se snaZili dohledavat jejich

cetnosti u vice geograficky od sebe vzdalenych populaci.

Vramci dalSich analyz sledované rodiny by bylo vhodné pouzit jiny biologicky materidl
pro izolaci DNA (napfiklad krev) ¢i jinou metodu izolace nebo jiny izolaéni kit. V pribéhu
optimalizacnich reakci PCR se opakované vyskytovaly problémy s nékterymi DNA vzorky,

je tedy mozné, Ze urcité slozky izolacniho kitu zplisobovaly inhibici nékterych PCR reakci.
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5.2 Dédic¢nost a rizikovost HLA molekul II. tridy

Ve sledované rodiné mGzeme pozorovat silnou genetickou predispozici pro celiakii navazanou
na pfitomnost antigenu DQ2, ktery je s touto nemoci asociovan. Vzhledem k tomu, Ze pouzity
kit na zjistovani pfitomnosti rizikovych alel pro celiakii nedokaze rozlisit, zda je dany jedinec
pro konkrétni alelu homozygot ¢i heterozygot, nelze stanovit presny a kompletni genotyp
HLA-DQA1 a DQB1. Mlzeme si vSak povsSimnout urcitych trendd v prenosu rizikovych
haplotypl i jednotlivych alel. Je zcela evidentni, Ze oba jedinci GG006 a GG028 zdédili geny
pro molekulu DQ2 od nékterého ze svych rodicl a dale je pak prendaseli mezi svoje potomky.
Konkrétné probandka GGO006, u které sice celiakie nebyla dosud diagnostikovan3,
ale subjektivné popisuje Casté stfevni obtize a je 1é¢ena pro jiné autoimunitni onemocnéni
(psoridzu), prenesla na obé své dcery GGO08 a GGOO5 tento kriticky haplotyp (je tedy pozitivni
na pfitomnost DQ2 antigenu). U dcery GGO05 byla celiakie diagnostikovana pred 3 lety,
u dcery GGO08 doposud nenastaly zadné komplikace. Nasledné doslo jesté k pfenosu
haplotypu DQA1*0501-DQB1*0201 od GGO05 do dalsi generace, a to konkrétné na syna
GGO001, ktery je v souCasné dobé sledovan pro podezieni na glaukom. Dalsi potomci GG005
tento rizikovy haplotyp nezdédili. Jeji dcera GG002 vsak trpi juvenilni formou glaukomu,
nicméné celiakie u ni diagnostikovana nebyla a nenese ani rizikovy haplotyp pro tuto nemoc,
na rozdil od svého bratra GG001, ktery popisuje ¢asty stfevni diskomfort a v souc¢asné dobé
je indikovan na diagnostické vysetreni k potvrzeni ¢i vylouceni celiakie.

Proband GGO032 zdédil rizikovy haplotyp DQA1*0501-DQB1*0201 od své matky GGO028,
ani jednomu z nich vsak dosud celiakie diagnostikovdna nebyla. Tento fakt ale neni v rozporu
s literaturou — az jedna tfetina zdravé populace je nositelem DQ2 antigenu a navic
k manifestaci nemoci mize dochdzet vrazném véku Zivota jedince (Sollid et al., 1989).
Jeho bratr GG029 zdédil pouze jednu alelu DQB1*0201 a celiakie u néj také neni
manifestovana. Rizikovost pro rozvoj celiakie této samotné alely bez pritomnosti alely
DQA1*0501 jiz byla v minulosti zkoumdna. Bylo zjisténo, Ze ma-li jedinec pouze tuto alelu
a to v homozygotni formé&, mlze mit vliv na manifestaci celiakie, nicméné pro heterozygotni
variantu tato asociace potvrzena nebyla (Megiorni & Pizzuti, 2012; Vader et al., 2003).
Vsichni potomci vySe zminiovaného probanda GG032 zdédili rizikovy haplotyp DQA1*0501-
DQB1*0201 a u vsech je celiakie ptitomna, syn GG034 je navic |éCen také s diabetem prvniho

typu. Alela DQA1*0501 byla detekovana i u probandky GG025, kterd ji musela zdédit od svého
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otce, nicméné jeho DNA jsme neméli k dispozici, abychom tento fakt ovéfili genotypizaci.
Je vSak zfejmé, Ze tato probandka je stejné jako jeji otec heterozygotka pro danou alelu,
protoze jeji matka GG033 je DQA1*0501 negativni a soucasné jeji bratr GG030 tuto alelu pro
a retézec také nemd. Samotna pfritomnost této alely bez druhé do pdru navic nevykazuje
Zzadnou znamku zvySeni miry rizika pro celiakii (Vader et al., 2003). A ani samotna diskutovana
probandka GGO025, ani jeji otec celiakii netrpi.

Béhem vyhodnocovani vysledkl jsme ovSem zaznamenali v rodiné i pfitomnost DQ8 alely,
konkrétné u 2 jedinci GG022 a jeho syna GG020. Oba jsou nicméné zdravi a celiakie u nich
neni diagnostikovana. Lze tedy predpokladat, Ze tito jedinci jsou heterozygoti pro DQ8
variantu, u nich je totiz riziko manifestace celiakie oproti jedinclim, ktefi jsou nositeli
homozygotni varianty DQ8/DQS8, snizeno (van Heel et al., 2005).

Studie z roku 2009 na Spanélské populaci prokdzala dokonce zvysenou distribuci antigenu DQ8
mezi zdravymi kontrolnimi jedinci oproti tém s diagnostikovanou celiakii (Donat et al., 2009).
Tento vyzkumny tym se dale také zabyval vlivem jednotlivych alel genli pro a a B fetézce
na moznost manifestace celiakie. Naptiklad pro alelu DQA1*0101 nebyla nalezena z4adnd
signifikance ve vztahu k celiakii a s ohledem na to, Ze mezi ndmi genotypizovanymi jedinci se
jich nachazi celkem 9, ktefi jsou nositeli této alely, Ize konstatovat, Ze je to v souladu s vysledky

zminované studie.

U jedincl, ktefi maji diagnostikovany glaukom, jsme nenasli Zadnou z rizikovych alel
pro celiakii. Pouze u jedince GG0O01, ktery je sledovany pro vysoky nitroocni tlak, jsme zjistili
pfitomnost DQ2 antigenu. U tohoto jedince je zdrovert manifestovana celiakie. Jedinci GG002
a GGO0O07, oba s diagnostikovanym glaukomem, jsou nositeli nékteré z alel DQB1*04,05,06,
nicméné pouzity kit neumoznil vyssi rozliSeni. Zajimava je ale pfitomnost alely DQA1*0101
u glaukomatického pacienta GG007. Tuto alelu nesou i jeho synovci (GG010, GG015) a netef
(GG023). Jedinci GG010, GGO15 a GGO023 maji jeSté sourozence, u néhoz byl glaukom
diagnostikovan, ale jeho DNA jsme neméli k dispozici. Nicméné vzhledem k pfitomnosti
zminované alely DQA1*0101 u vsech jeho sourozenc(, a i u jeho stryce Ize odhadnout, Ze by
mohl byt minimalné heterozygotem pro danou alelu. MlZeme predpokladat také
pravdépodobnou pritomnost nékteré z alel DQB1*04,05,06, s ohledem na to, Ze jsme dané
alely nalezli jak u jeho sestry (GG023), tak i stryce (GG007). Z vySe zminénych nalezU alel

HLA molekul II. tridy vSak nelze vyvodit Zadny dlsledek pritomnosti jednotlivych testovanych
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rizikovych alel pro celiakii na fenotyp glaukomu. Takovouto souvislost jsme nenasli
ani v materialech, které se zabyvaji genetickym pozadim glaukomu a pritomnosti konkrétnich

HLA alel u glaukomatickych pacientd.

Podafilo se tedy potvrdit zavéry jiz dfive provadénych vyzkuma ohledné rizikovosti DQ2
antigenu pro celiakii, zaroven vsak ne vsichni jedinci, u kterych jsme genotypizaci provadéli
a byli na tuto molekulu pozitivni, manifestovali celiakii. Oba tyto zavéry jsou v souladu
s dostupnou literaturou (Sollid et al., 1989). S ohledem na fakt, Ze pouZity kit na genotypizaci
rizikovych haplotypl pro toto onemocnéni nedokaze rozlisit, zda je dany jedinec nositelem
takového haplotypu v homozygotni nebo heterozygotni formé, nabizi se myslenka naslednych
analyz, které by mohly pomoci odhalit dalsi skutecnosti ohledné genotypu HLA molekul Il. tfidy
u nami sledovanych jedincl. Mohla by pak byt Iépe diskutovana rizikovost alel DQA1 a DQB1
samostatné, vétsina studii totiz bere v potaz cely konkrétni haplotyp pro DQ2 nebo DQS,

ale nikoli alely samotné.
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6 Zaver

Studovanym objektem této diplomové prace byla unikatni tfigeneracni rodina
s mnohonasobnym vyskytem autoimunitnich onemocnéni (celiakie, T1D, psoridza) a zaroven
také vicecetnym vyskytem glaukomu — a to jak POAG, tak i glaukomu juvenilniho.
Pomoci dostupné literatury byly vytipovany rizikové markery nejcastéji spojované
s glaukomem. Konkrétné se jednalo o 8 jednonukleotidovych polymorfismi, pro néz byl
navrzen systém specifickych PCR primer(l. Genotypizacni analyzy v zadném z téchto
polymorfnich mist neprokdzaly pfitomnost s glaukomem asociované mutace, vSichni
sledovani jedinci jsou homozygotni nositelé majoritni alely. Zadna z t&chto variant tedy nema
u sledovanych probandi vliv na fenotyp glaukomu a ani jednoho ze studovanych
autoimunitnich onemocnéni. Zaroven byly sledovany rizikové markery pro celiakii, antigeny
DQ2 a DQ8 (alely DQA1*0501, DQA1*0301, DQB1*0302 a DQB1*0201), tyto antigeny jsou
rizikové i pro T1D.

Podafilo se potvrdit vliv pfitomnosti DQ2 molekuly na manifestaci celiakie (P«=0,001,
OR=62,33 a Cl=2,91-1335), zdroven vsak i fakt, Zze samotna pritomnost této molekuly jesté

neznamenad, Ze dany jedinec bude touto chorobou trpét.

U ¢lend studované rodiny nebyla prokdzana korelace mezi vyskytem glaukomu a dalSich
autoimunitnich onemocnéni a s ohledem na homozygotni povahu vSech non-HLA mutaci
asociovanych s glaukomem u proband( nelze posuzovat vliv daného genotypu na fenotyp

glaukomu ¢i autoimunitni choroby.

Genetické pozadi zkoumanych onemocnéni je vsak znacné komplikované a vliv na projev
téchto chorob ma i prostredi, ve kterém dany jedinec Zije. | z toho davodu by bylo zajimavé
provést rozsifujici genetické analyzy pro hlubsi pozndani vztahu genotypu a fenotypu v této

rodiné.
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7 Seznam pouzitych zkratek

AO
APC
Bp

C
CD28
CTLA-4
CYP1B1
DAMP
EB

G
GFAP
HLA
HRM
HSP
HSP27
HSP60
HSP70
ICOS
IDT
IFNy
IL-1B8
IL-2Ra
IL-6
INS
IOP
JOAG

Adenin

Autoimmunne disease

Antigen presenting cell

Base pair

Cytosin

Cluster of differenciation 28
Cluster of differenciation 152
Cytochrome P450 1B1
Damage-associated molecular patterns
Eluation buffer

Guanin

Glial fibrillary acidic protein
Human leukocyte antigen

High resolution melting analysis
Heat shock protein

Heat shock protein 27

Heat shock protein 60

Heat shock protein 70

Inducible T cell costimulator
Integrated DNA technologies
Interferony

Interleukin 1B

Interleukin 2 receptor subunit a
Interleukin 6

Insulin

Intraocular pressure

Juvenile open angle glaucoma
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MMP
MMP-1
MMP-3
MYO9B
NCBI
NF-kB
NLR
Non-AO
NTG
PACG
PAMP
PAX6
PCR
POAG
PRR
PSORS1
SSP-PCR
T

T1D
TNF-a
TLR
SNP
VNTR
WB
WDR36

Matrix metallopeptidase

Matrix metallopeptidase 1

Matrix metallopeptidase 3

Myosin-IXb

The National Center for Biotechnology Information
The nuclear factor kB

Nod-like receptor

Without autoimmune disease (non-autoimmune disease)
Normal tension glaucoma

Primary angle closure glaucoma
Pathogen-associated molecular pattern

Pair box 6

Polymerase chain reaction

Primary open angle glaucoma

Pattern recognition receptor

Psoriasis susceptibility 1 locus
Single-specific-primer polymerase chain reaction
Thymin

Type | diabetes

Tumor necrosis factor a

Toll-like receptor

Single nucleotide polymorphism

Variable number tandem repeat

Wash buffer

WD (tryptophan-aspartic acid) repeat-containing protein

36
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