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Abstrakt

Uvod: Diabetes mellitus je polygénne ochorenie, na kionévin maji vplyv taktiez enviromentalne
faktory. My sme skamali spojités prolaktinu (PRL) atoll-like receptorov (TLR) 2 4a

s autoimunitnym typom diabetu. PRL je produkovaajma hypofyzou, ale v malych koncentraciach
aj na periférii, kde sa podi@ aj na imunitnych reakciach. Skimali sme pretywpilladin mRNA
monocytdrneho PRL na vyvin diabetu, atiez vplyv &ely polymorfizmu -1149 G/T
v mimohypofyzovom promotore, ktord uz bola asoci@dva inymi autoimunitnymi ochoreniami.
TLRs sU receptory imunitnych buniek rozoznavajlamgeéeny vstupujice do tela a zastavaju dolezitl
Glohu v iniciacii imunitnej odpovede. Detekciou dila ich mRNA a proteinov na bufrem povrchu
monocytov sme sa snazili zistch ulohu v patogenézii autoimunitného typu diabet

Materidl a metody: Do Stadie bolo zahrnutych celkom 30 T1D a 21 LAp@cientov. Tri kontrolné
skupiny tvorilo 23 T2D pacientov, 23 pacientov gliabetickym ochorenim (neDM) a 60 zdravych
darcov krvi (TO). Jedincom boli odobraté krvné \kgrz ktorych sme nésledne izolovali DNA na
genotypizaciu SNP -1149 G/T pomocou RFLP, mRNA nooytov na analyzu hladin expresie PRL,
TLR2 a TLR4 pomocou real-time PCR, a mononukledsoeky, z ktorych sme dlaka zn&eniu
protilatkami proti TLR2, TLR4 a CD14 mohli na pr&bvom cytometri identifikovd monocyty

s nizkou a vysokou hladinou expresie tychto recepto

Vysledky: SNP -1149 G/T nevykazoval Ziadne Statisticky vyané rozdiely medzi porovnavanymi
skupinami. Medzi hladinami mRNA sme zistili sigkdintné rozdiely v expresii PRL a TLR2 medzi
skupinami AD a neDM, a expresii TLR2 a TLR4 medaignami AD a TO. V p&toch monocytov
exprimujucich TLRs sme odhalili zvy3ené hladinyeDM a TO pri porovhani s AD skupinou.
Korelaciou hladin mRNA a proteinov TLRs vSetkychlifegov sme zistili slabu, ale Statisticky
vyznamnu negativnu korelaciu u monocytov s nizkadihou expresie CD14 a TLRs.

Zaver. SNP -1149 G/T zrejme nema vplyv na fyziologickédiy expresie periférneho PRL
v monocytoch AD. Pacienti s autoimunitnym typombditu maju vyrazne vy3Sie hladiny mRNA
TLR2 a TLR4 oproti zdravym kontrolam, av3ak niZ3@ty monocytov exprimujucich tieto receptory
na svojom povrchu. Hladina mRNA PRL u AD bola paratdna s hladinami mRNA u zdravych

kontrol, takZe prolaktin pravdebodobne nema vpl etiopatogenéziu diabetu.

Krucove slova Diabetes mellitus, prolaktin, toll-like receptprg149 G/T SNP



Abstract

Introduction: Diabetes mellitus is a polygene disease and omadsifestation have influence also
enviromental factors. We have studied the rolextriagituitary prolactin (PRL) and toll-like recepso
(TLR) 2 and 4 in the etiopathogenesis of autoimmuii@betes. PRL is mainly produced by
hypophysis, but in small concentrations also in peeiphery, where it participates in the immune
reactions. Therefore, we investigated the influeat¢he levels of monocytic PRL mRNA on the
development of diabetes, and also the influenc& dllele of the -1149 G/T polymorphism in the
extrapituitary promotor, which has already beemeissed with other autoimmune diseases. TLRs are
receptors of the immune cells that recognize pategentering into the body. They play an important
role in the iniciation of the immune response. Waeal to find out their function in the pathogenesis
of the autoimmune diabetes by the detection of tim&NA levels and protein levels expressed on the
cell surface of the monocytes.

Material and methods: In this study we included 30 T1D and 21 LADA pate Three control
groups consisted of 23 T2D patients, 23 patienth winondiabetic disease (neDM) and 60 healthy
blood donors (TO). Blood samples have been takem the individuals. From these blood samples
we isolated DNA for genotyping tHeRL -1149 G/T SNP via RFLP and from monocytes we etehc
MRNA for the analysis of the levels 8RL, TLR2 and TLR4 gene expression via real-time PCR.
Further, we separated mononuclear cells that vedrelled with antibodies against CD14, TLR2 and
TLR4, so that we could detect TLR2 and TLR4 expoesen monocytes by using a flow cytometry.
Results: The genotype frequencies of tR&L -1149 G/T SNP did not significantly differ between
compared groups. Contrary to this, we found stesity significant differences in the levels of PRL
and TLR2 mRNA expression between the groups ADra&idM, and in the expression of TLR2 and
TLR4 mRNA between AD and TO groups. In the numbérmmnocytes expriming TLRs, we
observed higher levels in neDM and TO groups coag#w AD. Correlation of the levels of mMRNA
and proteins in all the individuals demonstrateshkyédut statistically significant negative corrajat

in the monocytes with low expression of CD14 andR$L

Conclusion: The PRL -1149 G/T SNP does not seem to have any effedhenexpresion of the
peripheral PRL in monocytes of AD. Patients withogmmune diabetes have significantly higher
levels of TLR2 and TLR4 mRNA compared to healthytcols, but lower numbers of monocytes
expriming these receptors on their cell surfacel. RIRNA levels in AD patients were comparable
with those in TO group and we conclude that prafggtobably has no influence on the manifestation

of autoimmune diabetes.

Key words Diabetes mellitus, prolactin, toll-like receptot$149 G/T SNP
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Zoznam skratiek

AD - autoimunitny diabetes

BMI — body mass index

CP — C-peptid

DCs — dendritické bunky

DKA — ketoacidozny diabetes

DM - diabetes mellitus

EGF — epidermalny rastovy hormén

GAD - dekarboxylaza kyseliny glutamovej

GADA - protilatky proti dekarboxylaze kyseliny giumovej
GPI — glykofosfoinozitol

HLA — human leukocyte antigen

IA-2 — insulinoma-associated antigen-2

IAA — inzulinova autoprotilatka

ICAs — protilatky proti pankreatickym ostrovnym txam
IC-PRL — PRL uvdneny z imunitnych buniek

IFN — interferon

IL — interleukin

INS — proinzulinovy gén

IRF-1 — interferon regulatory factor 1

LADA - latentny autoimunitny diabetes u dospelych
LBP — LPS-viazajuci protein

LPS — lipopolysacharid

LRR — opakovania bohaté na leucin

MD-2 — myeloid differentiation protein 2

MHC — major histocompatibility complex

neDM - pacienti nediabetickym ochorenim

NF«xB — nuclear factokB

PRL — prolaktin

RA — reumatoidnd artritida

SLE - systémovy lupus erythematosus

SNP — jednonukleotidovy polymorfizmus



T1D - diabetes mellitus typu |

T2D — diabetes mellitus typu Il

TCR — T-buneény antigénovy receptor
TGF{ — transforming growth factds-
Th — pomocné T-bunky

TIR — Toll/interleukin-1 receptor

TLR — toll-like receptor

TNF-a — tumor necrosis factoe:

TO — skupina zdravych darcov krvi

TPOAD — protilatky proti tyroid peroxidaze

TSH — tyroid stimulujici hormon
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1. Teoreticky Uvod

1.1 Diabetes mellitus

Etologia diabetu mellitus je Vmi komplexna, pretoZze toto ochorenie méa
polygenetické aj epigenetické faktory, ktoré sai@i@l na jeho vyvine. Prispevok kazdého
z niekd’kych génov ktomuto komplexnému ochoreniu je praedebne maly; len
kombinovany efekt niekiych nachylnych génov¢asto v stinnosti s predisponujacimi
enviromentalnymi faktormi, vedu k fenotypu chorol@ejkova et al., 2008). Diabetes
mellitus dosiahol epidemické rozmery a postihujgcviiko 150 milionov jedincov na celom
svete, takze patranie po kandidatnych génoch gkatéstlicej dolezitosti (Wild et al., 2004).

Diabetes mellitus je reprezentovany dvomi hlavnyrtypmi: autoimunitny
a metabolicky. Autoimunitny diabetes je charakivemy inzulinovou nedostateos’ou
spojenou s autoimunitnou destrukciou pankreaticlfroliniek (T1D). (Atkinson & Mclaren,
94). Metabolicky diabetes, charakteristicky inzaliou rezistenciou, je tiez znamy ako
diabetes mellitus typu Il (T2D) (Porte & Kahn, 20&ahn, 2003)Dalsim typom diabetu, s
ktorym sme sa v tejto préaci stretli bol latentnyodonunitny diabetes u dospelych (LADA) .

1.1.1 LADAvs. T2D

Latentny autoimunitny diabetes u dospelych je fodrabetu s nastupom u dospelych,
charakterizovand pritomndsu cirkulujacich autoprotilatok proti ostré@kom v pacientoch,
ktori nevyZaduju ligbu inzulinom najmenej 6 mesiacov od diagndzy (Zimeteal., 1994)

a reprezentuju prostrednu skupinu diabetickych graov s charakteristikami diabetu typu
| a Il (Douroudis et al., 2009). LADA zo &atku preukazuje vlastnosti typické pre T2D,
najma nastup po 35 rokoch Zivota a prvotna abseirciulinovej zavislosti (klinicky sa
manifestuje ako absencia ketoaciddzy alebo strataahe) (Harvey et al., 2007). Rizikové
faktory pre T2D, ako vek, obezita, nedostatok fiyajcaktivity, si asociované aj s rozvojom
LADA (Carlsson et al., 2007).

LADA fenotyp je odliSny od toho u pacientov s T2Kipri sa negativny na GAD
(dekarboxylaza kyseliny glutamovej) protilatky (kimen et al., 1995; Tuomi et al., 1999;
Turner et al., 1997), s niektorymi znakmi (mlad8kyrelativha Stihlasa vySSia glykémia),
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ktoré by mohli ovplivni vyvin komplikacii (Niskanen et al., 1995; Tuomiadt, 1999; Turner

et al., 1997; Davis et al., 2000; Romkens et &06). V porovnani s pacientmi s pravym
T2D, GADA-pozitivny pacienti su mladsi, maju niz&8MI, akdtne symptomy, nizSiu
hladinu glukdzy v krvi v¢ase diagnozyd'alSie autoprotilatky a je viac pravdepodobné, Ze
maju d’alSie autoimunitné poruchy, takze prezentuju oglighnicky obraz (Davies et al.,
2008). Sdasné zistenia naz&igu, Zze vyskyt protilatok proti tyroid peroxidaz& ROADb)
moZe méd spojitos’ s akceleraciou autoimunitnych procesov v pankeckath beta bunkach

u LADA pacientov, vyugujuc v zntenie funkcie beta buniek (Murao et al., 2008).

NeskorsSi vek nastupu a relativne menej akutny ditininastup LADA mdZe vyusti
do klinickej diagnézy diabetu typu Il (Tuomi et ,all993). V rdmci prvych 5 rokov po
diagnoze diabetu sa v3ak vyvinie potreba inzulipbgeby u mnoho LADA pacientov. Toto
oddd’uje pacientov s LADA od tych s neautoimunitnym T2kle sa potreba inzulinovej
liecby vyvinie neskér ako u tych s LADA (Turner et d41997). Prospektivne Stadie funkgie
buniek ukazuja, Ze u LADA pacientov s viacerymiroghymi protilatkami sa vyvinie
zlyhaniep-buniek do 5 rokov, zatfao u tych s len GADAs alebo len ICAs (protilatky firo
bunkam pankreatickych ostréekov) sa zlyhani§-buniek v&Sinou vyvinie az po 5 rokoch
(Stenstrom et al., 2005). Mezdi jedincami s LADA gatoimunitny systémovy utok proti
pankreatickym beta bunkam deepomalsi a selektivnejsi ako u klasického Tdddovd'uje
prezivanie beta buniek produkujucich inzulin dit@sovy Usek, zwajne niekdko rokov.
Inzulin je obyajne vyZadovany polovicou pacientov s LADA do 4 awokod diagnozy,

v porovnani s viac ako 10 rokmi u pacientov s TEDagso et al., 2001).

1.1.2 LADAvs. T1D

T1D ma znaky charakteristické precginu autoimunitnych chordb: (1) Je asociovany
so Specifickymi haplotypmi HLA (human leukocyte igen) I triedy. (2) V tele su pritomné
autoprotilatky proti autoantigénomB-buniek (GAD65, 1A-2 (insulinoma-associated
antigen-2), ICA, IAA (inzulinova autoprotilatka))Cérna et al., 2007). Anti-inzulin
autoprotilatky su beznejSie medzi pacientmi s klagn T1D ako u pacientov s LADA
(Fourlanos et al , 2006).

Existuju udaje, Ze poSkodzovanfiebuniek méze by indukované v ktoromHKivek
veku a Ze n&sovanie klinickej prezentécie je vysoko variahileéhajmladSimi pacientmi

diagnostikovanymi v detstve a najstarSimi v pokoon veku (Sabbah et al., 2000). Naviac
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modZzeme hypotetizova Zze T1D u deti a dospelych mézetimazdielne predispozné géeny
ako tie u LADA. V porovnani s rychlo progredujucifdD s nastupom v dospelosti, pomaly
progredujuci T1D s nastupom v dospelosti (LADA) mahsahovaochranné gény veduce
k pomalej, postupujucej destrukcip-buniek a inzulinovej nedost&tosti. Rozdielny
mechanizmus sa odraza aj v r6znej asociacii s Hityclto ochoreni. Polymorfizmus alel
systému HLA je spojovany s autoimunitnym diabetombech kategériach, ale pre kazdu
skupinu pacientov boli opisané Specifické asociddaviac signifikantna asociacia je u T1D
s alelami DQB1, ale u LADA s alelami DRB1 (Cerriaak, 2007). Lokus HLA na kratkom
ramienku 6. chromozdmu, ktory Utlge va&sinu genetickej nachylnosti k T1D (Kantarova &
Buc, 2007), ukazal podobnu asociaciu u LADA (Desail., 2007; Horton et al., 1999), ale aj
jasné rozdiely, napr. DQB1 *0201/*0302 je viac bggenotyp u T1D ako u LADA, zafi&o
protektivne genotypy *0602/X a 0603/X su bezneisSleADA (Tuomi et al., 1999).

V tabulke¢. 1 su strane zhrnuté charakteristiky jednotlivych typov diabe

Tab.1 Porovnanie charakteristik T1D, T2D a LADA p&bet al., 2009)

Charakteristika T1D T2D LADA
Typicky vek nastupu <35 >35 >35
Rychlos’ nastupu Rychla pomala Pomala
Odpovel’ na zmeny Slaba dobra na Zeatku
Zivotného Stylu alebo akceptovatkna, ale
oralne prostriedky ¢asom zhorSenia
Frekvencia DKA Vysoka nizka Nizka
Rodinné histéria DM nie bezna bezna nie bezna
Osobna alebo rodinna Bezna nie bezna Bezna

historia inych

autoimunitnych ochoreni

Vzhlad postavy Chudy nadvaha k obezite normalny azatedv
Metabolicky syndrom nie ano Nie
Hladina C-peptidu nedetektovéité/ nizka normalna/ vysoka nizka/ normalna
Anti-GAD/ Anti-ICA/ Pozitivne negativne Pozitivne
Anti-l1A2

DKA — ketoacidozny diabetes
Jednym zo spoésobov, ako zlgpgiasifikaciu diabetu, je snaZisa identifikovd ¢o

najviac genetickych rizikovych faktorov. HLA- kédiga nachylnask T1D méze vysvetfi
menej ako 50% det¢tiého rizika ochorenia, preto tu existuje podstaléhal non-HLA
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kédovanej nachylnostiCferna, 2008). Siasna Studia ukazuje, Ze LADA zthegenetické
znaky s oboma, T1D (HLA-DQB1, INS VNTR, PTPN22) 200 (TCF7L2), naznaujlc, Ze
reprezentuje mix dvoch hlavnych typov diabetu (Geet al., 2008).

1.1.3Dalsie rizikové faktory vzniku diabetu

Regul&né T-bunky s autoimunitnou Specifitou moézu’ yeznym znakom jedincov
nachylnych k autoimunite, ktori nepreukézali autainé ochorenia. Imunitnd odpal/ge
regulovana rovnovahou medzi cytokinmi buniek ThHIhd. Thl bunky primarne sekretuju
interferon (IFN)y a interleukin (IL)-2 a podporuju bu@l imunitu, kym Th2 bunky
produkuja IL-4, IL-10 a down-reguluju aktivitu Thbuniek, a su prevazne spojované
s humoralnou imunitou. Publikované Udaje o Thl a mhznd&uja, Zze Thl bunky podporuju
vyvin diabetu, kym Th2 by mohli byprotektivne (Katz et al., 1995).

Je zname, Ze riziko T1D a T2D rastie s rastucirttgmo postihnutych pribuznych
(Grill et al., 1999; Meigs et al., 2000; Bonifaabal., 2004). Tiez bolo ukdzané, Ze riziko sa
meni v zavislosti na tom, ktori pribuzni maju diaise Pre T1D niekio Studii ukazalo, Ze
ma’ otca s diabetom je asociované s vySSim rizikom rakkd matku s diabetom (Gale &
Gillespie, 2001). Pre T2D, naopak, niektore Stuthenadili preferertny maternalny efekt
(Meigs et al., 2000; Kim et al., 2004). Jedinci saskymi pribuznymi s diabetom boli 2x
nachylnejSi mé& LADA ako ti s Zenskymi pribuznymi s diabetom. ®iepozorovania

koreSponduju s predchadzajucimi zisteniami u T1BI€@& Gillespie, 2001).
1.2 Prolaktin
1.2.1 Funkcie a vyskyt PRL v organizme

Prolaktin (PRL) postihuje viac fyziologickych preoe ako vSetky ostatné hormoény
hypofyzy dokopy. SuU medzi nimi regulacia vyvinu rmpeg A'azy, iniciacia a udrZiavanie
laktacie, modulacia imunity, osmoregulacia a médidie spravania. Réznorodoskcii
prolaktinu je spbsobena tromi komponentami: Stmuktin polymorfizmom, lokalnou
produkciou a Upravami, a divergentnymi intracelojy@ni signalnymi drdhami a dievymi
génmi. Celkova predstava o PRL ako endokrinnomkpemaom/autokrinnom faktore je

prezentovana na obr. 1 (Ben-Jonathan et al., 1996).
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Predna hypofyza

0 Cirkulujuci PRL a jeho varianty

ENDOKRINNE

Fosforylacia

Glykozylacia

Proteolyza
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o
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o
o
~
g

PRL-vnimava bunka PRL-sekretujuca bunka

Obr. 1. Schéma demonstruje pleiotropny efekt PRitkulujuci PRL ajeho varianty su
primarne ziskané z prednej hypofyzy s mensSim pkiolav z extrahypofyzovych
PRL-sekretujucich buniek (endokrinne). Lokalne pikmvany PRL méZe ovpliova’
susedné bunky (parakrinne) alebo viastné PRL-sglet bunky (autokrinne). PRL-vnimavé
bunky maju jeden alebo viac receptorovych/vazbovgobteinov. Klasicky membranovy
receptor (PRL-R) dimerizuje po naviazani PRL awali@ JAK/STAT signalnu drahu. Po
fosforylacii, STAT proteiny vstupuju do jadra. Rpta, ktory viaze 16-kDa PRL (16-kDa
PRL-R) sa liSi od klasického receptoru. PRL-vazbgrgtein (PRL-BP) je menSi ako
klasicky receptor. Mo&ze Iy spojeny s ukladanim PRL vo vnimavych bunkéach

a s transcelularnym transportom PRL (Ben-Jonathah,e1996).

Malé mnozstva PRL uYoeného z imunitnych buniek (immune cell-derivedARL)
moZzu dosiahntivysoké koncentracie v fiehlom mikroprostredi. Ras fyzickych interakcii
medzi antigén-prezentujucimi bunkami a T-lymfocytrsa stimul&éné a odpovedajluce
membranoveé receptory redistribuuju tak, Ze sa kutnggl v mieste kontaktu bunka-bunka,
imunologickej synapsie (Delon & Germain, 2000). @kyhové signaly su namierené
k spravnej bunke v spravnotase bez zbytmych nedelnych efektov na okolité bunky.
Doklady, Ze signalny cross-talk nastava medzi Teboymi antigénovymi receptormi (TCR)

a PRL receptormi (Montgomery et al., 1998; Kruméweacet al., 1998), naztiaju, Ze PRL
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receptor sa méze nachadza blizkosti TCR a mdze Wbytiez s@&ag’ou imunologickej
synapsie (Montgomery, 2001). PRL-Rs su exprimovaaémonocytoch, makrofagoch, T
a prevazne B lymfocytoch, NK bunkach, granulocytadtpitelidinych bunkach Stitndjazy
(Peeva & Zouali, 2005).

Siroka distriblicia tkaniv schopnych PRL syntézy ifestrovana na obr. 2.
NajdélezZitejSie extrahypofyzové oblasti sU mataanicimunitny systém, mozog a
myometrium, slalSimi dokladmi PRL syntézy v koZi a exokrinnyctazach, zafiujuce

prsne, potné a slzné (Ben.Jonathan et al., 1996).

Zdroje extrahypofyzoveho prolaktinu

Tkanivo/typ bunky Telesna tekutina
Mozog/ neurdn

Y
Hypofyza laktotrof —
Slzna zlaza epiiel f slzy

Stitna zl'aza / tymecyt
Lymfaticke uzliny / ymfocy:
s
Potna Z|ElZﬂfepsIeI—( m,if}
7\

Prsnik /epitel ' L
\__‘_jL‘—‘_L_ ) :

Slezina s lymfocyt ! I

—

mificko

krvad plazma

Koza / fibroblasi

Obr. 2: Distriblcia extrahypofyzového PRL v celdomdskom tele. Struktiry vymenované
vlavo ukazuju tkaniva a bunky, ktoré produkuju PRIle hapravo znazauju tekutiny
obsahujuce PRL (Ben-Jonathan et al., 1996).
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1.2.2 Struktara génu a izoformy PRL

Gén PRL je pritomny ako jedind kopia na chromozome 6. Flié0% homoldgiu
s rastovym hormonom (GH) a placentalnym laktogénartieto tri hormény boli oddelené
génovou duplikaciou zo spdoého génového predka zhruba pred 400 milionmi rokmi
(Miller & Eberhardt, 1983)LCudsky gén sa sklada skér zo 6, ako z 5, exonovdéhje viac
ako 15kb (Truong et al., 1984). Extra nekodujuadbrexexén la, ma transkiipy zaiatok
5,8kb upstream od hypofyzového cmdku (Berwaer et al., 1994) aje aktivny
v mimohypofyzarnych tkanivach ako maternica, myaiaet a lymfoidné bunky. Exon 1a je
tu zostrihnuty k prvému hypofyzovému exénu Xb, generuje RNA transkript priblizne
0 150 bp dlhSi ako hypofyzovy (Gellersen et al.89)9 liSiaci sa len v 5™-neprekladanej
oblasti (Obr. 3) (Ben-Jonathan et al., 1996). ViiaAlternativneho promotoru pri transkripcii
v maternici afalSich mimohypofyzarnych tkanivach poukazuje nanitka/o-Specificky
mechanizmus kontroly expresie g&riBL. Napr., lymfocytick&4 expresia PRL je nezvisla na
Pit-1 transkrignom faktore, ktory je hlavnym regulatorom trankiggd®RL v hypofyze
(Gellersen et al., 1994; Berwaer et al., 1994).

Maternicovy zaéiatok Proximalny

Distalny enll::mce-r—| |—
I I promotor _ll
-5 8 kb -2.6 kb Kodujici
Tegion
[ ", Hypofyzovy zaiiatok
. .
L 1b 2 a a 5 Pit-1 miesto
Eodujuci region s 5 3 I:l ERE
N H i .'.Ir' .'.'.‘) I'-.,'/ ".‘ ~ - Exén:
Hypofyzova mRINA | 5-[]]1]]]% J[[[[I] 3
5 ". ; 1 % Signalny peptid
Lo !
Maternicova mRINA S‘MIHIHH]HE ”HI]] 3
l’l Glykozylacia

Protein [@
NH;

Prirodzeny PRL

Varianta
NHz COOH
COOH

16 kDa PRL Glykozylovany PRL

Obr. 3: DiagranfudskéhdPRL génu, mRNA, proteinu a vybranych variant PRL. Zméené
su dve varianty PRL, vytvorené posttradalami modifikaciami: 16-kDa PRL vytvoreny
Stiepenim a redukciou, a glykozylovany PRL s jedisglykozylaciou na pozicii 31 (Ben-
Jonathan, 1996).

17



PRL existuje v niekych izoformach, pdé variacii v posttranstaych
modifikaciach. Tieto varianty sa viaZzu na roémk receptory a maju inu bioaktivitu (Chikanza,
1999; Peeva & Zouali, 2005). Napr. 16-kDa PRL jejiraavy pre svoju antiangiogenicku
aktivitu. Bol detekovany v hypotalame (Torner et 4PR95), hypofyze, a séru (Sinha et al.,
1985), zaajuc asi 1% z celkovej sekrécie PRL. 16-kDa PRLbuoje bazalny a FGF-
stimulovany rast kapilarnych endotelialnych bunigdapp et al., 1993). Tvorba 22-kDa
formy je zas zavislA na pohlavi aje stimulovan&oggénom a utimovanad dopaminom
(Anthony et al., 1993). Paradoxne I'ne nizke hladiny dopaminu sa zdaju tireimulany

ucinok na uvdnovanie PRL (Burris et al., 1992).

1.2.3 Uloha PRL v imunite

Rozpoznanie PRL ako imunitného cytokinu sa vyvijatomaly, lebo jeho syntéza
imunitnymi bunkami je vEmi slaba, tieto bunky su vysoko heterogénne a k&dbunky
normalne vyzaduju altivaciu k expresii PRL (Ben-dthan, 1996). Spomedzi rastovych
faktorov, insulin (Stanley, 1988) a EGF (epidermyaiastovy hormén) (Murdoch et al., 1982)
stimuluju, zatid ¢co TGFf (transforming growth factgs) utimuje (Delidow et al., 1991) gén
PRL (Ben-Jonathan, 1996).

PRL je mitogenny pre lymfocyty. PRL mozZe tieZ lpgeva’ ochranu proti letalnym
efektom salmonely zvySenim fagocytickej kapacityitpaealnych makrofagov (Di Carlo et
al., 1993). V natural killer bunkach, ktoré chrameoti infekci a nadorovému rastu, PRL
zvySuje expresiu IL-2 receptorov, zdsile bunéni odpoved na IL-2 a stimuluje tvorbu
vyZaduje kostimulatory (Ben-Jonathan, 1996).

PRL mé& antiapoptoticky efekt sprostredkovany CD4&0OBnbunkidch a CD40L na T
bunkach s naslednym zvySenim expresie antiapoképtimolekuly Bcl-2. Tento efekt chrani
autoreaktivne B bunky pred negativhou selekciownizupe autotoleranciu (Orbach &
Shoenfeld, 2007).

Bolo zistené, Ze malé hladiny cirkulujdceho PRL rsvyhnutné na udrZiavanie
normalnej imunokompetencie (Nagy et al., 1983; Bieet al., 1983). AvSak vysledky Studie
Brand et al. (2004) zdoragju, Ze vysoké hladiny PRL mdzu zwstapalové imunitné
odpovede, naziajuc (tag’ v poruchach imunity tiudi. ZvySené koncentracie sérového PRL

¢asto koreluju s abnormalitami v imunitnej odpovesliand et al. (2004) demonstrovali, Zze
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PRL, sdm alebo v kombinacii s LPS (lipopolysachasgosobuje zvySenie vazbovej aktivity
transkrignych faktorov NkB (nuclear factoB) a IRF-1 (interferon regulatory factor 1),
ktoré su zname podporovanim sekrécie TiNffamor necrosis factar) a IL-12. Tieto Udaje
naznguju, Zze PRL podporuje pro-zapalové imunitné odpeveabstrednictvom N&B a IRF-

1, ¢co mbze postihouva patofyziologické procesy vo fyziologickych hypesfaktemickych
Stadiach (Bramd et al., 2004).

1.2.4 PRL a autoimunitné ochorenia

Hyperprolaktinémia bola detekovana v organovo-3pégich ochoreniach, ako
diabetes mellitus typu 1, Gravesova choroba, Hastuwa tyroitida, Addisonova choroba,
lymfocyticka hypofysitida, celiakia a skler6za nmpikex (zhrnuté v Orbach & Shoenfeld,
2007), tak ako aj vrdoznych systémovych autoimueitn poruchach (systémovy lupus
erythematosus (SLE), reumatoidna artritida (RA)ardJ et al., 2008). Fakt, Ze
PRL-antagonizujuce lieky su schopné zlépdinicky stav, len podporuje hypotézu dasti
PRL v procesoch veducich k autoimunitnym fenotygdcMurray, 2001a).

Vzt'ah medzi PRL a imunitnymi ochoreniami moze’ bysvetleny aj tym, Zéudsky
PRL gén je lokalizovany na kratkom ramienku 6. amwadému blizko HLA regionu
(Vera-Lastra et al., 2002). Je dobre zname, zZdanelantigény HLA komplexu su spojované
s vysSou frekvenciou viacerych autoimunitnych cbor&iasné Studie nasli vazbovu
nerovnovahu medzi génorRRL a génmi pre MHC proteiny (major histocompatibility
complex), o ktorych je zname, Ze sU asociované&maeidnou artritidou a systémovym
lupusom erythematosus (Brennan et al., 1997).

Stevens et al. demonStrovali funle signifikantny polymorfizmus -1149G/T SNP
lokalizovany v GATA mieste vazby transképého faktoru, ktoré meni aktivitu PRL
promotoru a hladiny mRNA v lymfocytoch u SLE padm@n (Stevens et al.,, 2001).
Frekvencia G alely tohoto polymorfizmus v lymfodgecifickom promotore pre PRL je
pomerne zvySena u pacientov s lupusom, nagae jej asociaciu s ochorenim. Podobné
pozorovania boli v stasnosti publikované aj v pacientoch so sklerézoltipex (Baranzini
et al., 2000).

VysSia incidencia autoimunitnych choréb medzi fenaazn&uje, Ze pohlavie méze
byt' rizikovy faktor vo vyvoji autoimunitnych ochorerfbexualne hormény, hlavne estrogén

a prolaktin, st zahrnuté v modulacii imunitnej odgade (McMurray, 2001b). V mnohych
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autoimunitnych ochoreniach je hladina kortizolu motmalna. ZvySené hladiny PRL mézu
urychlit imunitnd odpové v pacientoch s nizkymi hladinami kortizolu. Kodgteroidy
antagonizuju stimutany efekt PRL (Chikanza, 1999).

1.3 Toll-like receptory (TLRs); TLR2 a TLR4

1.3.1 Struktdra a vyskyt TLRs

TLRs tvoria rodinu transmembranovych receptorquty, ktoré su charakterizované
extracelularnou doménou bohatou na opakovania nau¢LRR — leucine-rich repeat)
a intracelularnou Toll/interleukin (IL)-1 receptomu (TIR) doménou (Obr. 4) (Medzhitov et
al.,, 1997). Ucicavcov je najmenej 11 TLRs, akazsly zda m@ réznu funkciu
Vv rozpoznavani patogénov (Akashi-Takamura & MiyaR®06). TLRs su exprimované
v réznych imunitnych bunkach ako su B bunky, ddrak& bunky, makrofagy a Specifické
typy T-buniek, a su evobme konzervované medzi hmyzom a stavovcami (Roek.,£1998).
Okrem buniek imunitného systému su pritomné v ggltgech bunkach koze, dychacom,
intestindlnom a m@mpohlavnom systémegim formuju prva ochrannd bariéru proti
vnikajucim patogénom. Polarizovand regulédcia expreBLR v epitelialnych bunkéch
vysvef'uje, pr&o zapalové odpovede zistia patogennu ale nie syokiobaktériu (Sandor &
Buc, 2005b).

N - koniec

<= LRR - na leucin bohaté opakovania

Extracelularny

Intracelularny

TIR (Toll/IL-1) receptorova doména

D C - koniec

Obr. 4: Struktiraludského TLR.Ludské TLRs sU transmembranové proteiny typu
| s extracelularnou LRR doménou a cytoplazmatickélR doménou, ktora je homologicka

k doméne IL-1 receptroru (Sandor & Buc, 2005a).
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1.3.2 Signalne drahy TLRs

Aktivacia Toll-like receptorov réznymi ligandmi s§ia signalnu kaskadu veducu
k produkcii cytokinov a iniciacii adaptivnej imunéj odpovede (Takeda & Akira, 2001).
Aktivacia signal-prenosovej drdhy TLRs vedie k ikdu viacerych génov, ktoré funguju
v obrane organizmu, z#&tajuc zapalové cytokiny, chemokiny, hlavny histokatitplny
komplex (MHC) a kostimulmé molekuly. Cicasie TLRs tieZz indukuju viaceré efektorové
molekuly ako syntdzu oxidu ddsieho a antimikrobialne peptidy, ktoré moézu priani&gtn
mikrobialne patogény (Thoma-Uszynski et al., 2001).

TLR signalna dradha je vyZadovana pre ochranu prdékénym ochoreniam, ale
prehnand signalizacia mb6zZze \esk alergiam, autoimunitnym ochoreniam, alebo
ateroskler6ze. Bolo publikovanych ni¢ko deficiencii signdlnych molekul drahy TLRs
a polymorfizmov TLRs ovlixiujlcich rozpoznavanie alebo signalizaciu, ktor&'udi
spbsobuju imunodeficiencie. Nieka Studii opisalo, Ze genetické variacie v TLRs i@en
citlivost’ k infekciam, zaloZenu na Specifickych patogénaatoznavanych TLRs (Akashi-
Takamura & Miyake, 2006).
druhmi patogénov. Struktdry zalozené na lipidoch regpoznavané TLR2 (ktory je
kombinovany s TLR1 alebo TLR6 ako heterodimér) &%l(ako homodimér). U TLR2 bolo
ukazaneé, Ze je spojeny s rozpoznanirtkgbo okruhu microbialnych produktov, Zahjuc:
peptidoglykan gram-pozitivnych baktérii (Takeuchiak, 1999a; Schwandner et al., 1999),
bakterialne lipoproteiny (Takeuchi et al., 2000ip#dntis et al., 1999; Brightbill et al., 1999),
lipoarabinomannan butieej steny mykobaktérii (Means et al., 1999; Undkeeétial., 1999a),
GPI (glykofosfoinozitol) lipid trypanozomyCruzi (Hajjar et al., 2001) a butyeych stien
kvasiniek (Underhill et al., 1999b) (Obr. 5). Totwobvykle Siroké mnoZstvo ligandov
rozpoznavanych TLR2 jecasti vysvetlené kooperaciou medzi TLR2 a najmenajnth
dalSimi TLR: TLR1 a TLR6 (Ozinsky et al.,, 2000; Takki et al., 2001). TLR4 viaze
endotoxin lipopolysacharid z vonkajSej membranyngreegativnych baktérii. TLR2 je
mapované na 4932, TLR4 sa nachadza na 9933-35 @atk 1998; Takeuchi et al., 1999b).

Ludsky TLR4 bol prvy charakterizovany Toll-like rgter u cicavcov (Medzhitov et
al., 1997). Rozpoznanie LPS receptorom TLR4 je Kerme a vyZaduje niek&o pridavnych
molekudl. LPS je najprv naviazané na sérovy proteBR (LPS-viazajuci protein), ktorého

funkciou je prenagalLPS monoméry k CD14 (Wright et al., 1989). CD14sysoko-afinitny
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LPS receptor, ktory méze bpud sekretovany do séra, alebo exprimovany ako GRianga

protein na povrchu makrofagov (Wright et al., 1990)

Peptidoglykan (G+)
Lipoprotein
Lipoarabinomannan
(Mykobaktéria)
LPS (Leptospira) LPS (G-)
LPS (Trypanozéma cruzi) Kyselina lipoteichova (G+) Nemetylovana

Zymosan (Kvasinka) RSV F protein dsRNA Flagelin CpG DNA

b
w § v

U

Obr. 5: Specifické ligandy TLRs. TLRs rozoznavajalicné molekularne vzory asociované
s patogénmi. Rozpoznaniu LPS pomocou TLR4 je napam&dvoma pridavnymi proteinmi:
CD14 a MD-2 (myeloid differentiation protein 2). RR rozoznava Siroky okruh Struktirne
nepribuznych ligandov a funguje v kombinacii s oiggmi (ale nie vSetkymi)d’alSimi
TLRs, zaliajuc TLR1 a TLR6. TLR3 je spojovany s rozoznaninojsrazcovej RNA.
TLRS5 je Specificky pre bakterialny flagelin, zdtia TLR9 je receptor pre nemetylované CpG
motivy, ktoré su hojné v bakterialnej DNA. G+, Graweitivne; G-, Gram-negativne; GPI,
glykofosfoinozitol; RSV, respikany syncytialny virus (Medzhitov, 2001).

1.3.3 Uloha TLR2 a TLR4 v imunitnej odpovedi

Nezrelé dendritické bunky (DCs) sjpeajuce na periférii si neschopné aktivibva
T-bunky. Kel’ nastane infekcia, mikrobialna pritomdoge detekovana pomocou TLRs
exprimovanych na DCsdalSich bunkach, ako napr.na monocytoch. Na zakiezj@oznania
svojich ligandov, TLRs iniciuju signalne procesyoié vedu k dozrievaniu DCs, zaptiujac
up-regulaciu MHC molekdl nalozenych peptidmi ziskan z patogénov, a povrchovu
expresiu CD80 a CD86 (Banchereau & Steinman, 1998ptrola kostimulanych molekul
expresie na DC sprostredkovand TLRs hrélcva dlohu v aktivacii T buniek
(Chandrashekhar & Medzhitov, 2004).

Monocyty a makrofagy su hlavny producenti prezépath cytokinov (Woollard

a Geissmann, 2009; Tabas, 2010) a exprimuju CDIKUR®s receptory na svojom povrchu

22



(Uematsu a Akira, 2006). Tieto receptory su schogkté/ova viaceré geny, ktoré koduju
prezdpalové cytokiny (napli.-1p a IL-6), adhezivne a kostimyla molekuly ako odpowdé
na patogény alebo molekularne vzory asociovanéag@ami (Takeda a Akira, 2005).

CD14 sa povaZuje za prvy rozpoznavajluci receptgradovany narozpoznanie
vasSiny bakterialnych molekul (Dziarsky et al, 200Qigih et al., 1994) a umagje expresiu
zapalovych molekul prostrednictvom aktivacie TLRgdura et al., 2002). Regulacia TLRs
zahfna niekdko mechanizmov, napr. produkciu protizapalovychokitov (hlavne IL-10),
alebo TLRs homolégov, ktoré priamo interaguju s TdiBnalnym komplexomio vyug'uje
v negativnu regulaciu TLRs. Produkcia tychto neggith regulatorov zabezfige spravnu
regulaciu pre- a proti-zapalovej rovnovahy (Lievd08). Dasu a Jialal (2011) ukazali, ze
vysoké hladiny glukézy indukuju TLRs expresiu, @itti a zapal prostrednictvom N&B
a uvd’novanim cytokinov (Dasu a Jialal, 2011).

V studii Devaraj et al. (2007) je detekovana exjares signalizacia TLR2 a TLR4
zvySena v pacientoch s T1D a prispieva k predz&paio Stadiu. \dalSej Studii Du et al.
(2009) odhalili vySSiu expresiu TLR4 na monocytddhDA a T2D, naznaujuc Zze LADA
a T2D maju zvysSenu citlivéisna LPS. CD14, Ki¢covy koreceptor vyZzadovany na TLR4
transdukciu (Obr. 5), bol tiez viac exprimovanyaikulujicich monocytoch u diabetickych

pacientov (Du et al., 2009).
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2. Hypotézy a ciele diplomovej prace

Nasim ciéom bolo rozsiti vedomosti o aktivacii expresie TLR2, TLR4 a pern&ho

prolaktinu a ich tlohe v autoimunitnych reakciacinpcou nasledujucich diev:

1) Alela G -1149 G/T polymorfizmu v mimohypofyzarnopromotore PRL génu bola
v niekd’kych  predchadzajucich  Studiach asociovana s nigkiior autoimunitnymi
ochoreniami (SLE, RA). Predpokladali sme vySSi yysk alely v skupine pacientov
s autoimunitnym diabetom.
Cil: Detekcia funkného SNP -1149 G/T:

i) Porovna& zastupenie SNP -1149 G/T v sledovanej skupineetizdych pacientov

a kontrolnych skupin
i) Zistit', ¢i PRL -1149 G/T polymorfizmus ma vplyv na mieru expré3iRL mRNA
v monocytoch jednotlivych Studovanych skupin

2) Prolaktin je zndmy svojimi imunoregdfeymi a hlavne imunostimutaymi &inkami.
Mézeme teda predpoklatigeho &ag’ v autoimunitnych procesoch, co bolo potvrdené uz
u organovo-Specifickych ochoreniach ako systéemayyu$ (SLE) arevmatoidna artritida
(RA), hoci sa jednalo o prolaktin sérovy.
Cil: Porovnanie mnoZstva exprimovanej mRNA PRL, TLRZLR4 pomocou real-time
PCR:

i) U pacientov s autoimunitnym typom diabetu botal@vana vysSia expresia mRNA

PRL, TLR2 a TLR4 ako u zdravych kontrol a paciergaveautoimunitnym postihnutim
3) Toll-like receptory rozoznavaju patogény vstupejin organizmu a sptgju adaptivnu
iminitnd odpove’. Ich zvySena expresia poukazuje na aktivaciu myioecv dosledku
zvySenej produkcie zapalovych cytokinov, chemokirevhlavného histokompatibilného
komplexu (MHC). @akéavali sme preto, Ze TLR2 a TLR4 budu exprimovam&yssej miere
u pacientov s autoimunitnym typom diabetu v poranrsakontrolnymi sabormi
Cil: FACS analyza expresie TLR2 a TLR4 na membrane @Dddnocytov:

i) Porovnd aktivitu prirodzeného imunitného systému medzngtivymi Studovanymi

skupinami stanovenim percenta monocytov exprimofudiLR2 a TLR4 membranove

receptory

i) Porovna aktivitu monocytov medzi jednotlivymi Studovanyskupinami stanovenim

percenta TLR?¥" (TLR4™" vs. TLR2Z®Y (TLR4°") expresie
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3. Material a metédy

3.1 Material a pacienti

3.1.1 Pacienti

V rozmedzi rokov 2008-2010 bol vytvoreny subor patdv s autoimunitnym
diabetom z Fakultnej nemocnice Kralovské Vinohr@dMKV) v Prahe. Pacienti podstupili
odbery krvi, z ktorych potom boli uskutoené laboratérne testy a mi. analyzované hladiny
C-peptidu a autoprotilatok GADA a IA-2. Piad hodndt C-peptidu a veku néstupu diabetu
sme potom rozdelili pacientov na T1D a LADA.dozastupené v jednotlivych skupinach su
zobrazené v tabulke 2. Celkom sme analyzovali 3@, TZtoho 18 muzov a 12 Zien
v celkovom vekovom rozmedzi 19 — 85 rokov, a 21DiAApacientov, 10 muzov a 11 Zien

v celkovom vekovom rozpéti 46 — 83 rokov.

Tab. 2 Sledovany subor pacientov

PACIENTI muzi zeny celkom

pocet T1D 18 12 30

priemerny vek (rozptyl) 44,44 (19 — 85) 54,25 (23 — 81) 48,37 (19 — 85
pocet LADA 10 11 21

priemerny vek (rozptyl) 60,9 (46 —83) | 70,2 (58 -82) 65,55 (46 —B3)

3.1.2 Kontroly

Pouzili sme dva kontrolné subory: prvy, tvorengrSimi pacientmi trpiacim inymi
komplikaciami ako autoimunitné ochorenie, a drukigreny zdravou populaciou darcov krvi,
ktory maju odlisSny vekovy priemer od nami Studovaméuboru. V rokoch 2006-2010 bol
vytvoreny kontrolny subor pozostavajuci z pacientmspitalizovanych na FNKV z inych
dovodov ako autoimunitné ochorenie. Subor tvori@Zov vo veku 40 — 87 rokov a 24 zien
vo veku 51 — 92 rokov. Tuto skupinu sme v Statistin spracovani rozdelili na dve: pacienti
s T2D a pacienti s nediabetickym ochorenim (neDM)( 3).
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Tab. 3 Kontrolny subor neautoimunitnych pacientov

KONTROLY | muzi zeny celkom
pocet 13 10 23
T2D :
priemerny vek (rozptyl) 60,77 (40 — 87) 70,4 (51 — 84) 64,96 (40 — 87
pocet 9 14 23
neDM |__
priemerny vek (rozptyl) 67,56 (54 — 80) 77,5 (60 — 92) 73,61 (54 — 92

V roku 2010 bol spracovany kontrolny subor zdrdwysarcov krvi. Boli vyuZité
vzorky krvi (buffy coat) darcov z transfuzneho oldahéa Fakultnej nemocnice Kralovské
Vinohrady v Prahe. Subor obsahuje 60 jedincaigho je 40 muzov vo veku 19 — 59 rokov
a 20 zien vo veku 21 — 56 rokov. Udaje su zhrnubu’ke 4.

Tab. 4 Kontrolny subor zdravej populacie

KONTROLY I muzi zeny celkom

pocet 40 20 60

priemerny vek (rozptyl) 40,6 (19 — 59) 33,65 (21 — 56) 38,28 (19 — 59

3.1.3 Pouzité pristroje

Automaticka pipeta jednokanéalova Biopette A (1000ul); Labnet, Pdsko
Automatické pipety jednokanalové Discover{,1-2; 0,5-10; 2-20; 20-200; 100-1000ul);
HTL Lab Solutions, Pisko

Elektroforetické vane; Sigma Aldrich, Nemecko

Chladena centrifuga Z 300 K; Hermle, Nemecko

Kombinovana chladiika; Whirpool, USA

Laminarny box Aura Mini; BioAir, Taliansko

Minicentrifuga Z 100 M; Hermle, Nemecko

Mraziaci box Premium U410; New Brunswick Scientifel’ka Britania
Nanofotometer; Implen, Nemecko

Systém pre elektroforézu; Sigma Aldrich, Nemecko

Termostat BT 120 M; Laboratorni Pristroje Prabesko

ThermoCycler C 1000; Bio-Rad, USA

RuUra mikrovinna; Zanussi, Taliansko
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UV Kamera; Syngene, \Yka Britania

UV Transluminator; Claremont, USA

Vahy digitalne; KERN, Nemecko

Vortex — Genie 2; Scientific Industries, USA

Zdroj napatia pre elektroforézu PowerPac; Bio-R#8A
7000 SDS ABI Prism; Applied Biosystems, USA
Prietokovy cytometer FACSCalibur; Becton-Dickinson

3.1.4 Pouzité péitacoveé programy

Excel; Microsoft Corporation, USA

GeneSnap; SynGene, Kk& Britania

GraphPad Prism 5; GraphPad Software Inc., USA

NanoPhotometerTM PVC Software 5.2.2.2; Implen, Nekoe

7000 Sequence Detection Software 1.2.3, RQ Stughfiégiion; Applied Biosystems, USA
CellQuestPro, Becton Dickinson, USA

WinMDI ver 2.9, Joseph Trotter, http://facs.scriguk/software.html

3.1.5 VSeobecne pouzité chemikalie

Etanol 96%; lekarne FNK\(esko

Etanol 70%; nariedeny 96% etanol

Voda — PCR ultra H20; Top Bigesko

Voda (Water - DNase, RNase - None detect); Signaiéti, Nemecko

3.2 Uréenie SNP -1149G/T v promotore génBRL

Detekciu tohoto polymorfismu sme robili pomocoutriégnej endonukledzy Xapl,
ktora Stiepi DNA v pritomnosti alely G. Pred sanmitnrestrikciou sme najprv museli
vyizolova® DNA a amplifikova’ ju. Informaciu o pritomnosti konkrétnej alely smetom

ziskali prostrednictvom rozdelenia fragmentov DNgeli pri elektroforéze.
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3.2.1 Izolacia DNA

Na izolaciu DNA sme pouZzili periférnu krv odobrapgcientom a dodanu v skimavke

s antikoaguldnou Upravou (EDTA), pripadne buffy coaty od zdrdvgarcov.

Pouzité chemikalie:
QIAamp DNA Blood Mini Kit; Qiagen, Nemecko
- Buffer AL

- Buffer AW1 (koncentrat, ktory sme nariedil etamol pod’a inStrukcii vyrobcu)

- Buffer AW2 (koncentrat, ktory sme nariedil etamol pod’a inStrukcii vyrobcu)
- Buffer AE

- QIAGEN Protease (smichame s Protease Solvent)

- Protease Solvent

Postup:
. Na dno mikrocentrifugmej skimavky sme napipetovaliid@IAGEN Protease.

1
2. Pridali sme 20d pinej krvi (alebo buffy coatu).

3. Potom sme pridali 2Q0Buffer AL a 15 sekund vortexovali.

4. Nasledne sme skumavku inkubovali 10 minuat pfiCo6

5. Kratko sme ju zcentrifugovali, aby sme odstidnbpky z vigka.

6. Pridali sme 200 96% etanolu a vortexovali 15 sekdnd. Potom zndwratko
zcentrifugovali.

7. Zmes sme opatrne preniesli na kolonku, tak afwy isezaspinili okraje skimavky.

8. Centrifagovali sme 1 minatu pri 6000g. Filtrates vyhodili a kolonku umiestnili déistej
zbernej skimavky.

9. Kolénku sme opatrne otvorili a pridali 500Buffer AW1. Potom zavreli a 1 minGtu
centrifagovali pri 6000g. Opasme vyhodili filtrat a koldnku premiestnili do nejvzbernej
skumavky.

10. Kolénku sme znovu otvorili, pridali 5aDBuffer AW2, zavreli a centrifigovali 3 minuty
pri 18000g.

11. Filtrat sme vyhodili a kolénku premiestnili dmvej zbernej skimavky. Opatrne sme
pridali 20Qul vody (PCR ultra H20).

12. Inkubovali sme 1 minutu pri izbovej teploteagm centrifgovali 1 minatu pri 6000g.
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13. Filtrat (ziskani DNA) sme prepipetovali do ksigdmavky a uchovavali pri 4°C.

3.2.2 Polymerazova réazova reakcia (PCR)

PCR sme pouzili na amplifikaciu 137bp dlhého Usesomotorovej oblasti
obsahujuceho detekovany polymorfizmus.

Pouzité chemikalie:

PCR reakny kit; Fermentas, Kanada

- Taq DNA Polymerase (rekombinantna) 500u, 5u/ul

- 10x Tag Buffer s (NH4)2S04

- 25 mM MgCI2

Primery; East Port Prah@gsko

- Primer R5- CAT CTC AGA GTT GAATTT ATT TCC TT3

- Primer F 5°- GCA GGT CAA GAT AAC CTG GA -3

- Pévodnu koncentraciu 1Q0M sme nariedili 2x.

- V jednom z primerov sa nachadza artificialnepste miesto pre Xapl,&akacomu dojde
pri optimalne fungujucej reakcii k odStepeniu 1dpeému fragmentu bez tédu na genotyp.
dNTP; Fermentas, Kanada

- Pévodna koncentracia 100 mM bola nariedena naddaraciu 10mM.

Postup:
1. VSetky reagencie okrem Taq polymerdzy sme necbamrazi’ na l'ade a pripravu

realkénej zmesi vykonavali v laminarnom boxe.

2. Reaknu zmes sme pripravili pdd tabiiky (Tab. 5). Zmes sme urobili tiez pre jednu
negativnu a jednu pozitivnu kontrolu.

3. Zmes sme zvortexovali a pripravili si skimavksg pzorky.

4. Do kazdej skumavky sme dalijd@eakinej zmesi.

5. Mimo laminarny box sme pridali @6DNA, do negativnej kontroly vodu a premiesali

pipetou.
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Tab. 5 ZloZenie redkej zmesi pre PCR pre jednu reakciu.

Komponenty Objem (ul)
Voda ( PCR ultra D) 14,76
25mM MgCkb 2

dNTPs Mixture (10mM kazdy dNTR)0,4
Forward Primer (5@ M) 0,32
Reverse Primer (50 M) 0,32

10x PCR Buffer s (NE2SOs 2

Taq DNA Polymerase (5U/1) 0,2
Celkom 20

6. V termocykléri sme nastavili podmienky reakcie:

1. krok (p@iatocna denaturacia): 2 minuty pri 94°C

2. krok (denaturacia): 17 sekund pri 94°C

3. krok (hybridizécia): 17 sekund pri 55°C

4. krok (extenzia): 17 sekund pri 72°C

(Kroky 2, 3 a 4 sa opakovali 35x)

5. krok (kon€na extenzia): 1 minuta pri 72°C
7. Akonahle sa veko nabhrialo, vlozili sme dnu kgoa nechali proces bezaPCR produkty
sme uchovavali pri 4°C, pre dlhodobejSie uskladmesime zvolili -20°C. Pritomnos

amplifikatu Ziadaného useku DNA sme potvrdili efekbreticky — v’ kapitola 3.2.4.
3.2.3 Polymorfizmus dzky restrik énych fragmentov (RFLP)

Po overeni kvality produktov PCR sme vyhovujace rkkgopouZili na restrikné
Stiepenie enzymom Xapl, ktory Stiepi DNA v pritorstioalely G a odStepuje zo 137kb
dihého PCR produktu kontrolny 17kb fragment.

Pouzité chemikalie:

Xapl (Apol) Kit; Fermentas, Kanada
- Xapl (Apol) 500u, 10yl

- 10x Buffer Tango

25mM MgCI2; Fermentas, Kanada
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Postup:
1. Reagencie (okrem enzymu, ktory sme vybrali zzmitky aZ bezprostredne pred pouzitim)

sme nechali rozmraznalade.

2. Reaknu zmes sme pripravili péd tabuliky (Tab. 6).

Tab. 6 ZlozZenie reakej zmesi pre jednu RFLP reakci.

Komponenty Objem (ul)
Voda ( PCR ultra D) 2,5
25mM MgCb 1,5
10x Buffer Tango 0,5
Xapl restriction endonuclease 0,5
Celkom 50

3. Zmes sme zvortexovali a pripravili si skimavkg pzorky.
4. Do kazdej skimavky sme napipetovali mesi.
5. Potom sme pridalisb PCR produktu a premiesali pipetou.
6. V termocykléri sme nastavili nasledovné podmyerdakcie:
1. krok (restrikcia): 120 minut pri 37°C
2. krok (denaturacia enzymu): 25 minat pri 80°C
7. NaStiepenu DNA sme uchovavali pri 4°C, dihodsteepri -20°C. Genotyp jednotlivych

vzoriek sme zistili pomocou elektroforézy dvkapitola 3.2.4.).

3.2.4 Elektroforeticka separacia

Pomocou elektroforézy sme hodnotili kvalitu PCRduktov a zigsovali pritomnosg
konkrétnej alely. V pripade alely T vznikli 2 fragmty dlhé 17bp a 120bp. U alely G vznikli
3 fragmenty — 17bp, 35bp a 85bp. Na géli sme patioi@li u homozygota TT vyrazny 120bp
fragment, u homozygota GG fragment dlhy 85bp a terbeygota GT sme pozorovali
2 fragmenty - 120bp a 85bp, gwm 120bp fragment bol vyraznejSi. Na PCR produktg s
pouzivali 2% agarézovy gél a na produkty z RFLRp08% agarézovy gél.
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Pouzité chemikalie:

Agardza (NuSieve 3:1 Agarose); Lonza, USA

10 x TBE pufr (Tris-boratovy pufr) — pripraveny z@ganim 500ml destilovanej vody, 1089
Tris, 559 kyseliny boritej a 40 ml EDTA a doplneminmdou na 1000ml.

- 890 mM Tris base; Roth, Nemecko

- 890 mM kyselina borita; Amresco, USA

- 20 mM EDTA pH=8; Lekane FNKV, Cesko

Destilovana voda; Ardeapharnesko

PCR Ehtidium bromidTB; Top-Bicesko

6X Loading Dye Solution; Fermentas, Kanada

Marker pUC19 DNA/Mspl; Fermentas, Kanada

Postup:
1. Navazili sme 2g agarézy (resp. 3g) a rozpystii 100m| TBE pufru.

2. Potom sme roztok prevarili v mikrovinnej rareasledne pridali d ethidium bromidu.
PremiesSali, naliali do vatky a vloZili hrebene pre vytvorenie poZzadovandjkesti a p@tu
jamiek. Gél sme nasledne nechali stuhnu

3. Elektroforetickt vau sme naplnili TBE pufrom.

4. Stuhnuty gél sme vloZili do vane a dbali naatay bol cely ponoreny v TBE pufri.

5. Do jamiek sme naniesliub PCR produktu (resp. 10 produktu restrikného Stiepenia)
spolu s 2l nanaSacieho farbiva. Do prvej jamky sme nanieslgativhu kontrolu a do
poslednej sme napipetovali ij2markru. Medzi produkty restrikného Stiepenia sme dali
PCR produkt (pre kontrolu Stiepenia) a tieZ pomitikontrolu s uz wenym genotypom.

6. Elektroforéza prebiehala 30 minat pri stejnosmar napéti o V&osti 5 V/icm.

7. Po skoneni sme gél skumali pod UV kamerou, ktora nam untesledok elektroforézy
zviditel'nit’, vyfotit' a d'alej zpracov Snimok sme spracovavali v programu GeneSnap.
Priklad vystupu z RFLP je na obrazku (Obr. 6).
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-1149 GIT extrapituitary

GT TI GG PCR GMT GG P

- < < 137bp 120b

Obr. 6: Priklad vysledkov genotypizacie polymorfisri149 G/T. M — marker, P — pozitivna
kontrola, PCR — produkt PCR, T —alela T, G — afgla

3.3 Stadium expresie PRL, TLR2 a TLR4 na Grovni mRM

Z periférnej krvi pacientov alebo buffy coatu dardrvi sme vyizolovali monocyty
pomocou magnetickych guaiek. Nasledovala izolacia RNA a jej prepis do cDNPato
potom bola pouzita pre real-time PCR. Sledovali selativhu expresiu mRNA génov pre
PRL, TLR2 a TLR4. Ako endogenu kontrolu sme pouliGK1 (fosfoglycerat kinaza 1).
Ziskané udaje boli nasledne Statisticky vyhodnatené

3.3.1 Magneticka separacia monocytov
Monocyty z periférnej krvi (dodana v skimavke skardgula&nou Gpravou, tzn.
kyselinou etyléndiaminotetraoctovou - EDTA) bolpaeované pomocou magnetickych

guliciek Dynabeads s naviazanou protilatkou anti-CDXlaGeparacia prebiehalalizle.

Pouzité chemikalie:
Dynabeads CD14; Invitrogen, USA
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PBS pH=7,4 (Phosphate Buffered Saline); Invitrog¢BA
RNAlater Solution; Ambion, USA

Postup:
1. V 50ml skamavke sme zmieSali 8ml krvi a 8ml RB&\l buffy coat a 8ml PBS).

2. Pridali sme 7(l guliciek Dynabeads.

3. Zavretl skimavku sme nechali inkubbwalade 5 minut za afasného premieSavania.
4. Potom sme odSroubovali vie a skimavku nim len prikryli. Postavili sme judaninaty
tesne veth magnetu, ktory je tiez v nddob&agiom.

5. Skumavku sme nechali v blizkosti magnetu a pipetdsali zmes PBS a krvi. Na stene
skimavky zostali prichytené ztené bunky.

6. Odoberali sme skamavku, doplnili 15ml PBS a blgz@miesali.

7. Skimavku sme znovu postavili na 3 minuty k magne

8. Odsali sme vsSetku tekutinu.

9. Kroky 6, 7 a 8 sme zopakovali eSte raz.

10. K bunkédm v skiimavke sme pridali 1ml RNAlatemiekd’kokrat premiesali Spkou, aby
sme zo steny skumavky zmyli vSetky bunky.

11. Suspenziu sme premiestnili do kryoskimavkyteouévali pri teplote -80°C.

3.3.2 Izolacia RNA

RNA bola izolovana v laminarnom boxe z CD14+ burilmkovanych z buffy coatu a
uloZzenych v RNAlateru, pri pacientoch z FNKV ildhaeasledne po izolacii CD14+ buniek z
krvi. Izolacia prebiehala cez koldnky so silikag&a membranou dodavané v réakm kite
na izolaciu RNA. RNA sa zachyti na membrane, kdep@nocou pufrov zbavena

kontaminujdcich latok. Nasledne je pomocou vodylmeoea z membrany do roztoku.

Pouzité chemikalie:

RNeasy Mini Kit; Qiagen, Nemecko

- Buffer RLT

- Buffer RW1

- Buffer RPE (koncentrat, ktory sme nariedili etkma)

- RNase-free water
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Postup:
1. CD14+ bunky v RNAlateru sme nechali rozmrazitzisovej teplote.

2. Bunky sme zcentrifugovali pri 8250g 10 minut.

3. Supernatant sme odsali pipetou.

4. Pridali sme 604 Buffer RLT a premiesali pipetou.

5. Bunky sme zhomogenizovali pomocou idjedj ihly a striekéky — 10x nas@a vypusti
spd&. Potom sme zmes preniesli do ependorfky.

6. Pridali sme 60d 70% etanolu a premiesali pipetou.

7. 70Qul vzorku sme preniesli na kolénku (ta je vsaderdernej skimavke), bez zaSpinenia
okrajov. Centrifugovali sme 30 sekund pri 18000dtr& sme vyliali, zbernd skimavku
osusili a pouzild'alej.

8. Do kolonky sme pridali 7Q0 Buffer RW1 a centrifdgovali 30 sekund pri 18000g.

Zbernu skamavku s filtrdtom sme vyhodili.

9. Kolénku sme umiestnili do novej zbernej skimauRsidali sme 5001 Buffer RPE a opé
centrifagovali 30 sekund pri 18000g. Filtrat sméialya zbernd skimavku pouzili znovu.

10. Pridlai smefalSich 50Ql Buffer RPE a centrifugovali 2 minuty pri 18000gjltrat sme
vyliali a zbernt skimavku vratili pod kolénku. Nédhe sme centrifdgovali 1 mindtu, aby
sme sa uplne zbavili Buffer RPE. Potom sme zbekdiavku vyhodili.

11. Kolonku sme umiestnili do nové&stej skimavky. Pridali sme 1QDRNase-free water a
inkubovali 2 minaty. Potom centritigovali 2 minutgi 80009 a filtrat si ponechali. Kolénku
sme vyhodili.

12. K filtrdtu sme pridali 30@d Buffer RLT a 30 96% etanolu a premieSali pipetou.

13. Zmes sme preniesli na novu kolonku (AP@ opakovali kroky 7-10.

14. Potom sme si vzali novu zbernd skimavku a gsmili do nej kolonku. Pridali sme 40
RNase-free water a inkubovali 2 minuty. Nasledne sentrifigovali 2 minaty pri 18000g a
filtrat (ziskani RNA) prepipetovali do kryoskimavky

15. Na nanofotometri sme zmerali koncentraatistotu. RNA a uchovavali pri -80°C.

3.3.3 Reverzne-transkriptdzova polymerazova azova reakcia

Vd'aka reverznej transkripcii sme ziskali cDNA, kt@med’alej pouZzili pri real-time

PCR. VSetky komponenty sme pridavali do skimavikgminarnom boxe.
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Pouzité chemikalie:

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit; Apgdi Biosystems, USA
- 10x RT Buffer

- 25x dNTP Mix (100mM)

- 10x RT Random Primers

- MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/uL)

Postup:
1. VSetky komponenty kitu sme nechali roztopal'ade.

2. Poda paitu reakcii sme pripravili zakladnu regii zmes, v tadike (Tab. 7) je uvedené
mnoZzstvo na jednu reakciu. Zmes pre kazdu vzorka pnipravovali dvakrat, jednu bez

reverznej transkriptazy. Tato reakcia slUzila aggativna kontrola.

Tab. 7 Zlozenie redkej zmesi pre jednu reakciu RT-PCR.

Komponenty Objem (ul)
Zmes s reverznou traskriptazpdmes bez reverznej traskriptagzy
10x RT Buffer 2,0 2,0
25x dNTP Mix (100mM) 0,8 0,8
10x RT Random Primers 2,0 2,0
MultiScribe Reverse 1,0 -
Transcriptase
Voda (Water - DNase, 4,2 5,2
RNase - None detect)
Celkom 10 10

3. Reaknu zmes sme zvortexovali a udrzovalilade.

4. Do kazdej skumavky sme dalijl@eakinej zmesi.

5. Pridali sme ttko RNA, aby jej mnozZstvo v reakcii bolo 20ng. Celikambjem reakcie sme
doplnili vodou (Water - DNase, RNase - None deteatpQul.

6. Skimavky sme zatvorili a kratko zcentrifigovalchovavali sme ich nkade, az kym sme

ich nevlozili do termocykléru.
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7. Nastavili sme program v termocykléru:
1. krok (hybridizacia s primermi): 10 minut pri Z5°
2. krok (extenzia): 30 minut pri 48°C
3.krok (denaturacia enzymu): 5 minat pri 95°C
8. Skumavky sme vlozili do pristroja a spustili gge. Po skateni reakcie sme vzorky

uchovavali pri - 20°C.

3.3.4 Polymerazova réazova reakcia v redlnoméase

V real-time PCR je cDNA amplifikovana a zardyerd’aka fluorescetnym sondam
pre jednotlivé gény, je detekované aj jej mnozsivjednotlivych cykloch reakcie. Ako
endogennu kontrolu sme pouzili PGK1, ktora by nigkiexprimovana v rovnakej miere vo

vSetkych bunkéach. Ziskané Uudaje sme potom Stdiystinalyzovali.

Pouzité chemikalie:

TagMan Gene Expression Master Mix; Applied BiosystieUSA
Assays-on-Demand Gene Expression Assay Mix; Apiedystems, USA
- PGK1: Hs99999906_m1
-PRL:  Hs00168730_ml
- TLR2: Hs00152932_m1l
- TLR4: Hs00152939 ml
Postup:
1. Assays-on-Demand pre vSetky 4 gény a cDNA smbalerozmrazi pri izbovej teplote.
2. Pre kazdy gén sme namieSali keakzmes pokh tabuiky 8.

Tab. 8 ZloZenie redkej zmesi pre Real Time PCR pre jednu reakciu.

Komponenty Objem (ul)

TagMan Gene Expression Master Mix 12,5

20x Assays-on-Demand Gene Expression Assay|Mi®5

Voda (Water - DNase, RNase - None detect) 1,25

Celkom 25
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3. Do 96-jamkovej dostky sme napipetuovali po ibzmesi pre dany gén pbal tabuliky 9.

Reakcia bola robend v tripletoch.

Tab. 9 Priklad rozmiestnenia reéakch zmesi pre jednotlivé gény a cDNA pre jednétliv

vzorky (N znamena negativnu kontrolu z RT-PCR).

PGK1 PRL TLR2 TLR4

G10 G10 G10| G110 Gid Gi0 Gi1p G100 G110 G10 Gi10 G610

G10N | G10ON | G10N| G10ON| G10N| G10N| G10N | G10ON | G10N| G10ON | G10N| G10N

H1 Hl H1 H1 Hl Hl H1 Hl Hl H1 Hl Hl

HIN | HIN | HIN| HIN| HIN| HIN| HIN| HIN| HIN HIN HIN HIN

H2 H2 H2 H2 H2 H2 H2 H2 H2 H2 H2 H2

H2N | H2N | H2N | H2N| H2N| H2N| H2N| H2N| H2N H2N H2N H2N

H3 H3 H3 H3 H3 H3 H3 H3 H3 H3 H3 H3

H3N | HS3N | H3N | H3N| H3N| H3N| H3N| H3N| H3N H3N H3N H3N

4. cDNA sme 10x nariedili vodou (Water - DNase, R&laNone detect).
5. Do prislusnych jamiek sme napipetovalull@ariedenej cDNA pokh Tab. 9 tak, aby v
jamkach nevznikali bubliny.
6. DostEéku sme prelepili foliou a 2 minuty centrifugovali p00g.
7. Potom sme dogku vlozili do 7000 SDS ABI Prism a merali pomocobsalltnej
kvantifikacie. Podmienky reakcie boli nastavenédak

1. krok (zntenie pripadnej RNA): 2 minuty pri 50°C

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

3. krok (denaturacia): 15 sekdnd pri 95°C

4. krok (hybridizacia, extenzia): 1 minuta pri 60°C

(Kroky 3 a 4 sa opakuju 50x)

8. Po dokoneni reakcie sme uloZili ziskané Udaje pre naslétamistickl analyzu.
3.3.4.1 Uprava ziskanych tGdajov z gPCR nd&al3ie tatistické spracovanie
1. Pomocou Real Time PCR sme pre kazdy §&h (TLR2, TLR4, PGK1) a vzorku vytvorili

3 technickeé triplety a ziskali tak 3 hodnoty Ctkiexs PCR, v ktorom prekid fluorescencia
amplifikovaného templatu prahovu fluorescenciupr&tsme nasledne spriemerovali.
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2. GénPGK1 nam sluzil ako endogenna kontrola. Priemernd htadjeho Ct sme potom
odpaitali od hodnoty prislusného nami sledovaného gédastali hodnotu dCt. Tymto sme
ziskali relativny rozdiel v expresii pozorovanélémg a endogennej kontroly v ramci jedného
vzorku.

3. Nasledoval vypeet hodnét 2!, ktoré utuji mnoZstvo templatu vo vzorke.

4. Tieto hodnoty sme potom zlogaritmovali pomocauopzeného logaritmu (In), aby sme sa
zbavili od’ahlych hodnét.

5. Takto upravené udaje sme potom pouzili v Stekistn hodnoteni.
3.4 FACS analyza

Z periférnej krvi pacientov alebo buffy coatu darc krvi sme vyizolovali
mononuklearne bunky pomocou ficoll gradientovejta&igy. Nasledne sme ich ozt
protilatkami pre CD14, TLR2 a TLR4 receptory.daka fluorescencii sme potom na
prietokovom cytometri zistili pgy buniek so zvySenou expresiou tychto receptorav n

membrane.

3.4.1 Izolacia mononuklearnych buniek pomocou Ficbgradientu

Bunky sme izolovali prostrednictvom ficoll gradiewej centrifidgy. Mononuklearne
bunky vytvorili prstenec uprostred skimavky, ktemie potom odsali pipetou.

Pouzité chemikalie:
PBS pH=7,4 (Phosphate Buffered Saline); Invitrog¢®A
Histopaque-1077; Sigma-Aldrich, Nemecko

Postup:
1. Do jednej skumavky sme napipetovali 15 ml figptlio druhej 12 ml PBS, v ktorom sme

nasledne nariedili 8 ml krvi. Pri praci s buffy ¢om boli pomery roztokov 18:15:10 ml, resp.
2. Potom sme opatrne po stene skumavky napipetooatok krvi a PBS do skumavky
s ficollom tak, aby vznikla ostra hranica medzi tggrdvomi fazami a nezmieSali sa.

3. Nasledovala centrifugacia na slow programe 3%ibpri 500 rcf a 4°C.
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4. Vytvoreny prstenec mononuklearnych buniek smeboali pipetou do novej skimavky,
doplnili PBS na 25 — 30 ml a jemnym preklapanimkyupremyli.

5. Centrifugovali sme 10 minat pri 1500 rpm a izépteplote.

6. Supernatant sme odliali a bunky uchytené nasétimavky zvortexovali.

7. Znovu sme doplnili PBS na 25 — 30 ml pre drutenytie a centrifdgovali 10 minut pri
1200 rpm a izbovej teplote.

8. Odliali sme supernatant a bunky zvortexovali.plddi sme PBS na objem 1ml
a premiesali pipetou.

9. Nasledne sme bunky spi@li pomocou Birkeho komarky.

3.4.2 Zn&enie buniek protilatkami a analyza na prietokovom gtometri

Vyizolované mononuklearne bunky sme adhdluorescerfnymi protilatkami, aby
sme ich mohli deteko¥gpomocou prietokoveho cytometra. Pre kazdu vzonke pripravili 3
skumavky — nezri@né bunky, zn#né s CD14-FITC a TLR2-APC, ztemé s CD14-FITC
a TLR4-APC.

Pouzité chemikalie:
PBS pH=7,4 (Phosphate Buffered Saline); Invitrog¢BA
PBS bol pre potreby prietokovej cytometrie upraveayysledné 0,5% FBS a 2mM EDTA.
Protilatky proti CD14-FITC, Exbio(R
TLR2-APC, eBioscience, USA
TLR4-APC eBioscience, USA

Postup:
1. Do kaZdej skiimavky sme dali 2 x*Huniek a objem doplnili PBS na 5Q0

2. Skumavky sme zvortexovali a centrifigovali 2 atynpri 1800 rpm pri izbovej teplote.

3. Zliali sme supernatant, bunky zvortexovali algli 500ul PBS.

4. Skimavky sme znovu zcentrifagovali 2 minaty 3800 rpm a izbovej teplote.

5. Nésledne sme zas odliali supernatant a bunkstexavali.

6. Do prvej skimavky s neztenymi bunkami sme pridali 500 PBS, resuspendovali a dali
ju do chladniky. Do druhej sme pridali ful CD14-FITC protilatky, 7ul TLR2-APC
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protilatky a 100ul PBS. Do tretej skamavky @l CD14-FITC protilatky, 7ul TLR4-APC
protilatky a 10Qul PBS.

7. Bunky sme nechali inkubowa protilatkami 30 minat pri 4°C.

8. Nasledne sme ich 3x premyli v 500 PBS 2-minutovou centrifugaciou pri 1800 rpm
pri izbovej teplote a resuspendovali v 300PBS.

9. Cytometer sme nechali zdetektv&0 000 buniek a udaje sme uloZili préalSie

zpracovanie programom CellQuestPro.
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4. Vysledky

4.1 Polymorfizmus -1149 G/T v mimohypofyzarnom prorotore
génuPRL

4.1.1 Vplyv polymorfizmu -1149 G/T na vyvin autoimunitného diabetu

V grafe 1 je znadzornené percentualne zastUpedmofkvych genotypov, ktoré sme

detekovali v extrahypofyzarnom promotore géR&RL u jednotlivych skupin pacientov

a kontrol.
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Graf 1. Percentualne rozloZenie genotypov v rakgps pacientov a kontrol. Nad

jednotlivymi stpcami stiselne uvedené pty Gspesne genotypizovanych jedincov v danych

skupinach.

neDM — kontrolny subor pacientov hospitalizovangahych dévodov ako

TO — kontrolny subor zdravych darcov krvi

autoimunitné ochorenie

Pozorovali sme¢i ma G alela (genotypy GG a GT) vplyv na vyvin aotonitného

diabetu (AD). Najprv sme porovnali T1D pacientoitADA pacientami, ale nezistili sme
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signifikantny rozdiel, preto sme tieto dve skupspojili do jednej — autoimunitny diabetes.
Pouzili smeX* test na hladine vyznamnosti 0,05. Porovnavali skupinu autoimunitného
diabetu s ostatnymi skupinami, ale signifikantngdiel sme nepreukazali (p > 0,05). Pomery

Sanci (OR) a intervaly spahlivosti (Cl) su uvedené v Tab. 10.

Tab. 10 Pomery Sanci a intervaly Balalivosti u jednotlivych porovnavani

Pomer Sanci (OR)Interval spdiahlivosti (Cl)
AD vs. T2D 0,19 0,01-1,7
AD vs. neDM 1,97 0,57-6,86
ADvs. TO 0,65 0,22-1,96
AD vs. vSetky kontroly 0,87 0,34-2,23

4.1.2 VVplyv polymorfizmu -1149 G/T na expresiu PRInha arovni mRNA

Sledovali sme tiez vplyv SNP -1149 G/T na hladimRNA PRL u skupiny
autoimunitného diabetu, T2D, skupiny pacientov au@munitnym ochorenim (neDM)
a u zdravych darcov krvi (TO) (Graf 2). Madom k vékosti skupiny TT u T2D (N=1)
nebolo mozné Statisticky porowhaladinu mRNA PRL expresie u T2D.

Na posudenie rozdielov v expresii PRL medzi gemoiyGG a GT s genotypom TT
u jednotlivych skupin pacientov akontrol sme pbuiieparovy T-test s hladinou
vyznamnosti 0,05. Statisticky vyznamny rozdiel smepreukazali ani v jednom subore,
vSetky p-hodnoty boli nesignifikantné. Signifikaptirozdiel sme nepreukazali ani pri
porovnani hladin mRNA PRL ¥o genotypom (GG+GT vs TT) vramci vSetkych
sledovanych jedincov.

Skumali sme aj vplyv tohto polymorfizmu na niektokénické znaky (hladina
C-peptidu, TSH, trvanie a vek nastupu diabetu) natastili sme Ziadny signifikantny rozdiel.
P-hodnoty, OR a CI su uvedené v Tab. 11.
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Vplyv SNP -1149 G/T na hladinu mRNA PRL
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Graf 2: Vplyv polymorfizmu -1149 G/T na hladinu mRNPRL.

Tab. 11 P-hodnoty, pomery Sanci (OR) a intervabfaiplivosti (CI).

p-hodnota OR | CI
CP NS 0,26 0,01 -2,65
TSH NS 3 0,30-72
Trvanie diabetu (hranica 1 rok) NS 1,06,18 — 49,66
Trvanie diabetu (hranica 5 rokoy) NS 0,76| 0,12 -5,06
Vek nastupu diabetu NS 18 0,18-11,33

4.2 Real-time PCR

4.2.1 Relativne hladiny expresie génBRL na Grovni mRNA

Relativne hladiny expresie mRNA PRL v CD1dhonocytoch sme porovnali medzi
skupinov pacientov s autoimunitnym diabetom a skammii pacientov s T2D, pacientov

S neautoimunitnym ochorenim a skupinov zdravyclkaakrvi (Graf 3).
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Relativha hladina expresie mRNA PRL u jednotlivych skupin
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Graf 3: Relativna hladina expresie mMRNA PRL u jdtivwch sledovanych suborov.

Pre porovnanie jednotlivych skupin sme pouZilidrepy T-test, hladina vyznamnosti
0,05. Najprv sme porovnali skupinu pacientov s THXkupinu pacientov s LADA.
Nepreukazali sme Ziadny signifikantny rozdiel medymnito subormi, preto smelalej
pracovali so suborom AD vzniknutym 2Enim T1D a LADA suborov.

AD skupinu sme porovnali s kontrolnymi sabormi (T,2EeDM, TO). Signifikantny
rozdiel sme zistili len pri porovnani s neDM skumin(p < 0,01), ptiom uneDM bola
expresia MRNA PRL zvySena 1,076x oproti AD subdadinci v skupine neDM mali 1,077x
(Statisticky nevyznamne) vysSi level expresie mMRRRL ako su fyziologické hodnoty
namerané u darcov krvi. Pacienti s T1D vykazovatiopnaténu expresiu mRNA PRL ako
skupina TO. Spomedzi skupin diabetikov mali najig/édadiny mRNA PRL diabetici 2. typu
(NS).

4.2.2 Relativne hladiny expresie génoLR2 a TLR4 na urovni mRNA
Relativne hladiny mRNA TLR2 a TLR4 v CDl4nonocytoch sme opggporovnali

medzi subormi AD, T2D, neDM a TO pomocou neparovétestu.
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Statisticky vyznamny rozdiel v expresii mMRNA smeykazali medzi AD a neDM
stubormi u TLR2, ptiom u neDM bola expresia zvy3ena 1,59rlej sme zistili signifikantne
zvySené hladiny mRNA TLR2 a TLR4 u pacientov s antmitnym diabetom v porovnani
so zdravymi kontrolami (4,14x pre TLR2; 2,04x pr&RH) av porovnani so vsetkymi
kontrolnymi subormi dokopy (2,82x pre TLR2; 1,69%eprLR4). Vysledné p-hodnoty su
zhrnuté v tablke ¢. 12 a grafické znazornenie hladin mRNA TLR2 a TLj@dnotlivych
skupin je vyzné&né na grafeé. 4.

Tab. 12 P-hodnoty pre jednotlivé neparové T-testgznroznymi skupinami

AD vs. T2D| AD vs. neDM| AD vs. TO| AD vs. T2D+neDM+TO

MRNA TLR2 NS <0,01 <0,0001 <0,0001

MRNA TLR4 NS NS <0,0001 <0,0001

Relativha hladina expresie mRNA TLR2 a TLR4 u jednotlivych
skupin

2 TLR2
25 TLR4

24.dCt (In)

T1D LADA T2D neDM TO

Graf 4: Relativna hladina expresie mMRNA TLR2 a TuRjdnotlivych suborov.
Skumali sme aj rozdiely v expresii mMRNA v suvisiasklinickymi udajmi, hladina

CP (C-peptid) a TSH (tyroid stimulujuci hormén)ydnie a vek nastupu diabetu, ale Ziadne

Statisticky vyznamné rozdiely sme nepreukazali.
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Porovnali sme tiez skupinu zdravych darcov krvi20Ta neDM skupinami.
Signifikantné rozdiely sme zistili v expresii TLR2 TLR4 (p < 0,0001), ptom oproti T2D
bola expresia TLRs u TO zniZzené 4,09x pre TLR298X. pre TLR4 a oproti neDM 6,53x
nizSia pre TLR2 a 2,15x pre TLR4 (Graf 4).

4.3 FACS analyza

Prietokovym cytometrom sme vzdy nechali prati€® 000 buniek vyizolovanych
pomocou fikol-gradientovej centrifugacie z perif@rrkrvi pacientov (alebo buffy coatu
uTO). Na zéaklade fyzickych vlastnosti buniek I'fk@t’ vs. granularita) sme na grafe
v CellQuestPro programediir oblast” monocytov.

Meranim fluorescencie ztanych primarnych protilatok sme ziskali Udaje otpo
buniek, ktoré exprimuju CD14, TLR2 a TLR4 receptoNa grafe, ktory znaznoval
zavislos fluorescencie CD14-FITC protilatky a TLRs-APC plabk (dvojita pozitivita),
sme potom uili dve oblasti buniek: bunky s nizkou hladinou egie CD14 a TLRs
receptorov (CDI4YTLR"Y) a bunky s vysokou hladinou expresie CD14 a TL&septorov
(CD14""TLR"N (Obr. 7).
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Obr. 7: a) Graf zavislosti Vkosti a granularity. R1 oblésohranéuje monocyty. b) Graf

dvojitej pozitivity CD14-FITC a TLRs-APC (osa y, BtH) protilatok. R2 je oblasbuniek

s nizkou fluorescenciou protilatok, R3 s vysokou.
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Udaje sme nasledne spracovali pomocou CellQuespsgramu, alalej potom
Statisticky vyhodnotili jednotlivé skupiny paciemtoa kontrol medzi sebou pomocou
neparoveho T-testu.

4.3.1 Porovnanie expresie TLR2 a TLR4 receptorov npovrchu monocytov

Expresiu TLR2 a TLR4 sme najprv porovnali medzugkami T1D a LADA, ale
nezistili sme Ziadny signifikantny rozdiel v exprédd_Rs. Preto sme tieto dve skupiny spojili
do jednej — autoimunitny diabetes (AD), a tdilej porovnavali so skupinami T2D, neDM a
TO.

Medzi AD a T2D skupinami sme nezistili Ziadny sfigantny rozdiel. Pri porovnani
s neDM skupinou sme zistili signifikantné rozdielypaite monocytov, 2,46x viac u neDM,
buniek s CD129"TLR,.,"" expresiou, 2,53x viac u neDM, a monocytoch CHHELR,.,"9"
expresiou, 3,35x viac uneDM. Zistené p-hodnotyamerané pdy buniek su uvedené
v tabu’ke 13.

Tab. 13 P&ty buniek a p-hodnoty jednotlivych typov buniek pporovnani skupiny

autoimunitného diabetu a nediabetickych pacientov

AD vs neDM TLR2 TLR4
p | <0,0001 <0,0001
Monocyty bo | 2101 | 2251
breov | 5443 | 5482
p < 0,0001| < 0,0001
Bunky s CD149"TLR,,/""expresiou [ p | 2292 2257
Breom 5747 5772
P <0,0001| < 0,001
Monocyty s CD149"TLR, """ expresiou .0 [ 1367 1402
Drepv | 4692 4620

p — p-hodnota, b — @et buniek

Porovnanie so skupinou zdravych kontrol odhaliignifikantné rozdiely v p&te
monocytov, 2,1x viac u TO, buniek s COPATLR,.."" expresiou, 1,82x viac u TO,
monocytoch s CDI®'TLR,/°" expresiou, u AD,
CD14""TLR,""expresiou, 2,73x viac u TO a s COPATLR,"" expresiou 2,47x viac u TO.

Zistené p-hodnoty a nameran&pobuniek su uvedené v tatke 14.

1,07x viac a monocytoch s

48



Tab. 14 P&ty buniek a p-hodnoty jednotlivych typov buniek pporovnani skupiny

autoimunitného diabetu a zdravych darcov krvi

AD vs TO TLR2 | TLR4

p | <0,0001 <0,0001

bap 2191 2251
bro 4728 4643

o | <0,0001 <0,0001
Bunky s CD149"TLR,,/""expresiou [0 [ 2292 2257
bro 4297 4007

p | < 0,001 | <op,01
Monocyty s CD1#"TLR,,/*"expresiou [, [ 398 438
bro 386 393

o | <0,0001 <0,0001
Monocyty s CD149"TLR,"" expresiou 1, | 1367 1402
bro 3727 3475

Monocyty

p — p-hodnota, b — @et buniek

Porovnanim AD so vSetkymi ostanymi skupnami dok¢pgD, neDM, TO) sme
zistili  signifikantné rozdiely v p&te monocytov, 2,06x viac u kontrol, buniek
s CD14""TLR,./"" expresiou, 1,87x viac u kontrol, monocytoch s CBM4R,.,*"
expresiou, 1,12x viac u AD a monocytoch s CEAILR,.,""expresiou, 2,6x viac u kontrol.
Zistené p-hodnoty a nameran&pobuniek su uvedené v tatke 15 a zndzornené v grafe 5.

Tab. 15 P&ty buniek a p-hodnoty jednotlivych typov buniek pporovnani skupiny

autoimunitného diabetu so vSetkymi kontrolnymi sificdokopy

AD vs rest TLR2 | TLR4
p | <0,0001| <0,0001
Monocyty bap | 2101 2251

Dest| 4603 4547
p | < 0,0001| <0,0001
Bunky s CDlﬂig"TLRz;J‘ig“expresiou bap 2292 2957

Dres 4370 4164
p < 0,05 <0,05

Monocyty s CD1BYTLR,,/*Yexpresiou | bap | 398 438

Dres 358 392
p | < 0,0001| <0,0001

Monocyty s CD1A9"TLR, /""expresiou| by | 1367 1402
bes | 3683 | 3482

p — p-hodnota, b — get buniek
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Signifikantneé rozdiely v poéte buniek medzi AD a vSetkymi kontrolnvmi skupinami
p = 0,.0001
4500
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<
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* ' . Monocwvtv s CD14 low TLE2:4
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AD rest

Graf 5: Znézornenie signifikantnych rozdielov ¢po buniek pri porovnani pacientov

s autoimunitnym diabetom so vSetkymi kontrolnynt@imi.

Porovnali sme tiez get TLR2 a TLR4 exprimujucich buniek medzi skupinov
zdravych darcov krvi a T2D a neDM. Vysledky su zhiénv tablikach ¢. 16, 17, 18. Pri
porovnani TO vs T2D nam vysli signifikantne rozdeeltakmer vSetky typy buniek, okrem
buniek s CD18"TLR,°" expresiou. Monocyty boli 2x viac zastlipené u zdcawgarcov krvi,
bunky s CD14"TLR,®" expresiou 1,5x viac, bunky s COYATLR,.,"9" expresiou 1,55x
viac, monocyty s CDI#'TLR,®" expresiou 1,7x viac, zafieo TLR,°" expresiou 1,33x viac,
a monocytov s CDI#'TLR,.,"%" expresiou bolo u TO 2,1x viac ako u pacientov &eliam
typu 2 (Tab. 16).

Porovnanie zdravych kontrol s nediabetickymi pateimi ukdzalo, Ze neDM maju
1,36x viac buniek s CDIATLR/®" expresiou, 1,4x viac buniek s CO¥ATLR,.,""
igh

expresiou a 1,3x viac monocytov s COITLR,.,"%" expresiou, zati@o v skupine TO sme

low

namerali 1,2x viac monocytov s CO¥4LR,*"expresiou oproti neDM skupine (Tab. 17).

50



Tab. 16 Peéty buniek a p-hodnoty jednotlivych typov buniek porovnani zdravych darcov

krvi a T2D pacientov

TO vs T2D TLR2 | TLR4
p | <0,0001 < 0,0001
Monocyty bro 4728 4643
broo| 2371 2449
p < 0,05
Bunky s CD18"TLR,./*" expresiou | bro | 1534 NS
broo| 1022

p | <0,0001 <0,01
Bunky s CD149"TLR,.,""expresiou | bro | 4297 4007
brop| 2562 2704
p | <0,0001] <0,0001
Monocyty s CD14"TLR,.,expresiou| bro | 386 393
brop 225 294
p | <0,0001] <0,0001
Monocyty s CD149"TLR,.,"" expresiou bro | 3727 3475
brop 1705 1759
p — p-hodnota, b — get buniek, NS — nesignifikantna p-hodnota

Tab. 17 Péty buniek a p-hodnoty jednotlivych typov buniek porovnani zdravych darcov

krvi a nediabetickych pacientov

TO vs neDM TLR2 | TLR4

p <0,01

Bunky s CDI®"TLR,4*" expresiou [ | NS [ 1437
Bhepm 1952

p |< 0,05/ <0,01

Bunky s CD149"TLR,/""expresiou [ b~ 4297 | 4007
Pneovm | 5747 | 5772

p <0,01
Monocyty s CD1#"TLR,/*"expresiou [ po | 386 | NS
bneDM 322
P <0,05| <0,05

Monocyty s CDlﬁighTLRz;4high expresiou .| 3727 | 3475
bneDM 4692 4620
p — p-hodnota, b — get buniek, NS — nesignifikantna p-hodnota

A nakoniec porovnanie TO skupiny so skupinami T@BbeDM dokopy nam prinieslo
nasledujuce zistenia: buffy coaty jedincov zo skypidravych darcov krvi obsahovali 1,1x
viac monocytov, 1,35x viac monocytov s CIPYZLR,*"expresiou a 1,01x viac monocytov s

CD14°"TLR,*"expresiou (Tab 18).
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Tab. 18 Péty buniek a p-hodnoty jednotlivych typov buniek porovnani zdravych darcov
krvi a skupiny T2D pacientov spojenej s nediabgtickpacientami

TO vs T2D+neDM TLR2 TLR4
D <0,05
Monocyty bro 4728 | NS

Prop+nepv | 4291
p <0,0001| < 0,05

Monocyty s CD1#"TLR,,/*"expresiou po 386 393

bT2D+neD|\/ 286 390
p — p-hodnota, b — get buniek, NS — nesignifikantna p-hodnota

4.3.2 Porovnanie expresie TLR2 a TLR4 receptorov naaklade klinickych

znakov

Expresiu TLR2 a TLR4 receptorov ha monocytoch gmoeovnavali u vybranych
klinickych znakov (hladina TSH a C-peptidu, vek to@sl a doba trvania diabetu) v skupine
AD. Signifikantné rozdiely boli zistené u veku ngst (hranica 35 rokov) a hladinach TSH
(referertné medze: 0,465 — 4,68). Sladlom na vek nastupu boli detekované rozdielydtgo
monocytov, 1,37x viac u pacientov s vekom nastupd 85 rokov (pr. = 0,03; Birs =
0,032) a v péte buniek s CDI¥"TLR,.,"9" expresiou (pr. = 0,046; pr. = 0,045), priom
pacienti s vekom nastupu >35 rokov mali 1,47x vygSet buniek exprimujdacich receptory
CD14 a TLR2, TLR4 (Graf 6).

V hladindch TSH sme zistili rozdiely len v expreSiLR4 receptorov, ato v gte
monocytov, ktorych bolo 1,97x viac u pacientov adihami TSH v ramci referénych
medzi, (p = 0,023) amonocytov s CIZILR,®" expresiou, ktorych bolo 5x viac
u pacientov s hladinami mimo refete® medze TSH (p = 0,042). Vysledky su zobrazené na

grafe 7.
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Porovnanie expresie TLR2 a TLR4 na zaklade rozneho veku nastupu

p=0045
p= 0,046 |
2900
2700
= 2500
E 2300 4 Monocyty
g 2100 B Bunky s vysokou expresiou
TLEs
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1700

1500
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Graf 6: Porovnanie expresie TLR2 a TLR4 receptaraypovrchu mononuklearnych buniek
u pacientov s réznym vekom nastupu diabetu.

Porovanie expresie TLR4 u pacientov s roznou hladinou TSH
p=0,023

*MNonocyty

poéet buniek

Monocyty s CD14 low TLR4 low
expresion

mimo ref. medze v ramci ref. medzi

Graf 7: Porovnanie expresie TLR4 na monocytoch medzientmi s r6znymi hladinami
TSH.
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4.3.3 Korelacie hladin mMRNA TLR2 a TLR4 a proteinov u jednotlivych
sledovanych skupin

Hladinu mRNA a proteinov TLR2 a TLR4 exprimovanychmonocytoch s
CD14°'TLR,./"" a CD14""TLR,./"" expresiou sme porovnali pomocou korel4cii.
U jednotlivych skupin pacientov sme ziadnu sigrifitni korelaciu neodhalili. Slabu, ale
Statisticky vyznamnu pozitivnu korelaciu sme Zistilskupine TO u TLR2, p-hodnoty
a Spearmanove koeficienty st uvedené vitiab. 19.

Tab. 19 P-hodnoty a Spearmanove koeficienty (r)Tiuie2 u TO skupiny

P r

mRNA TLR2 vs monocyty s CDI4TLR,.,°" expresiou| 0,03450,2735

mRNA TLR2 vs monocyty s CDIT4"TLR,.,"%" expresiou 0,0014| 0,4023

Porovnanim hladin mRNA a proteinov TLR2 a TLR4 Setkych pozorovanych
skupin dokopy sme odhalili slabé, ale Statistickgnamné negativne korelacie u monocytov
s CD1£"TLR,./°" expresiouu TLR2 aj TLR4. P-hodnoty a Spearmanove koeficiesiy
uvedené v taldike ¢. 20.

Tab. 20 P-hodnoty a Spearmanove koeficienty (r) AreR2 a TLR4 u vSetkych

pozorovanych skupin jedincov

P r

mRNA TLR2 vs monocyty s CDI4TLR,.,°" expresioy 0,0004 | -0,3357

mRNA TLR4 vs monocyty s CDI4TLR,.,°" expresioy <0,0001| -0,3710

54



5. Diskusia

Porovnanim zastupenia G alely polymorfizmu -1149T Gnimohypofyzarneho
promotoru génuPRL sme sa pokusili odhdlispojitog’ s vyvinom autoimunitného diabetu,
pretoze tento SNP je asociovany s niektorgiaiSimi autoimuinitnymi ochoreniami ako SLE
(Stevens et al., 2001; Fojtikové et al., 2010) a(Rée et al., 2009). Nepreukézali sme vSak
Ziadny signifikantny rozdiel medzi skupinou pac@nta kontrolnymi subormi. Toto
naznguje, Zze G alela tohto polymorfizmu zrejme nema vpha vyvin autoimunitného
diabetu. M6Ze to hyspdsobené tym, Ze T1D je organovo Specifické amstier zatifico SLE
a RA su systémové. Autoimunitny proces sa u tydatmreni teda objavujastejSie, ptiom
u AD sa odohra len na &atku ochorenia. Po niekkych rokoch od nastupu diabetu uz teda
pankreas nemusi vykazavdiadne priznaky zapalu a tiez hladiny autoprakasu nizke.

U SLE sa protilatky vracaju so stupajucou aktivicmorenia.

Dalej sme zigovali vplyv tohoto polymorfizmu na expresiu mRNA PRTu sme
taktieZ nepreukazali Statisticky vyznamny rozdiexpresii medzi jednotlivymi genotypmi.
Z grafu 2 ale mdézZzeme vidiezvySenie hladiny mRNA PRL u neDM. Toto smelzemohli
Statisticky potvrdi, pretoZze v tejto skupine bol len jeden jedinecTsgenotypom,co je
nedostaujuce pre Statistickll vypode Je patrné aj malé zvySenie hladiny mRNA PRL pri
GG a GT genotypoch u neDM skupiny. Tito pacientirpedi autoimunitnymi poruchami,
avSak u4 (17%) bola pritomna hypotyreéza, ktordzggkne zhorSowua stav pacientov
s autoimunitnymi  chorobami. V¥&inou trpeli ICHS (ischemicka choroba srdca)
a chronickymi jucnymi ochoreniami. V skupine autoimunitného diab@e je rozdiel patrny
ani na grafe.

Na dalSom grafe (Graf 3), ktory porovnava vplyv sledo#ao SNP na expresiu
MRNA u vSetkych pozorovanych jedincov, zas vidinetmi nepatrné zvySenie hladiny pri

TT genotype. Ani toto vSak nie je Statisticky viamé.

Skumali sme tiez rozdiely v relativnej hladine eegie PRL, TLR2 a TLR4 na drovni
MRNA. U prolaktinu sme zistili signafikantny rozbig expresii medzi skupinami AD
a neDM, préom pacienti s autoimunitnym typom diabetu mali igdnRNA nizSie,¢o sme
neatakavali. Je otdzne&jm to mohlo by spésobené, pretoZze pacienti v neDM skupine mali
rozlicné diagnozy, napr. chronické(ene ochorenia, hypotyredza. Akbet al. (2010) zistili

zvySené hladiny PRL u pacientov s chronickou oli&trau chorobou fiic. Hekimsoy et al.
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(2010) zase namerali zvySené hladiny PRL u paciestbypotyre6zou. Toto by mohlo
vysvetova’ nami zistené zvySené hladiny expresie PRL u neBkupina zdravych darcov
krvi mala hladiny mRNA PRL porovndieé so skiimanym AD suborom.

Co sa tyka hladin expresie TLRs, potvrdili sme phédizajice zistenia publikacii
Devaraj et al. (2007) a Du et al. (2009), kde oitthavySenu expresiu TLR2 a4 u T1D,
aTLR4 uT2D aLADA, resp. Statisticky vyznamné digty v expresii sme zistili medzi
skupinami AD a neDM (len u TLR2), gom vysSie hladiny sme detekovali u neDM
pacientov. Signifikantné rozdiely sme odhalili tigdrovanim TO vs AD, TO vs T2D a TO vs
neDM. Zdravi darci krvi mali hladiny expresie TLR2ZTLR4 vyrazne nizSie ako pacienti.
Toto potvrdzuje nas predpoklad zvySenej expresiklite receptorov u autoimunitného
diabetu. Vysvetti zvySenie hladiny mRNA TLR2 u pacientov s neautaiitnym ochorenim
je problematické, pretoze mali rézne diagndzy. MBtChavez-Sanchéz et al. (2010) zistili,
Ze CD14, TLR2 aTLR4 receptory sa pd@dig na imunitnej odpovedi proti mmLDL
(minimally modified low-density lipoprotein) inici@ou produkcie cytokinov v monocytoch
a makrofagoch u pacientov s ateroskler6zou. Jednfavnych ochoreni v neDM skupine
bolo ICHS, takZe na zvySeni hladiny TLRs sa mobligis& podobné mechanizmy ako pri
ateroskleroze. Je tiez mozné, Ze pacientase diagndzy prezivali nerozpoznanu infekciu
Gram+ bakterii. Tie totiz poskytuju ligandy pre T2Receptory a zagpfitiuju ich zvySenu

expresiu.

Detekciou pomocou prietokového cytometra sme siin@octy monocytov

W

exprimujucich TLR2 a TLR4 receptory na svojom pdwrc CDlJPWTLR2;4'° expresia
charakterizuje monocyty v neaktivovanom stave,a&i CD14"9"TLR,.,"" expresia plne
rozvinuté monocyty imunitnej odpovede. Signifikaitrozdiely sme zistili medzi skupinami
AD aneDM, prtom neDM pacienti mali 2,46x viac monocytov celkoad3,35x viac
monocytov s CDI¥"TLR,.,"%" expresiou. Toto odpoveda zisteniam z real-time PR,
sme detekovali zvySenu hladinu TLR2 mRNA u neDMobpAD skupine, avSak TLR4
expresia proteinu nesuhlasi s expresiou mMRNA Tki#a nebola signifikantne rozdielna.
Porovnanim autoimunitnych diabetikov so zdravymntkolami sme odhalili, Zze AD

pacienti majl 2,1x menej monocytov a 2,73x menajoegtov s CD1AITLR,""

expresiou,
2,47x menej monocytov s CDI#TLR,"" expresiou a 1,07x viac monocytov s
CD14°"TLR,.4°" expresiougo sice vyslo tatisticky vyznamné, ale z biologiukél'adiska
sa neda hovatio vyznamnom rozdieli v expresii. Tieto Udaje v§akzodpovedaju udajom

z real-time PCR, kde bola namerana vysSia hladiiNA u pacientov s autoimunitnym
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diabetom. Bolo by mozné, Ze u monocytov s CHI4. R,.,°" expresiou je pritomna mRNA,
ktord eSte nie je translatovana do proteinu, pete namerali niZzSie hladiny proteinov na ich
povrchu. Korelaciou hladin mRNA expresie a hladifiyR2 a TLR4 exprimovanych na
povrchu monocytov u vSetkych jedincov dohromady stie¢ odhalili slabu Statisticky
vyznamnu negativnu korelaciu. To by mohlo n&pwa’, Ze u diabetikov by zrejme mohli
byt TLR2 a TLR4 proteiny skladované v zasobnych vdaiiu a na povrch by sa uirili az

po ukitom signélego by vysvefovalo, préo sme tieto molekuly nedetekovali prietokovym
cytometrom. Tiez by bolo mozné, Zze u AD j&itgm spbsobom naruSeny mechanizmus
transportu TLRs na povrchu bunky. Podobné vyslgatkyieslo aj porovnanie AD skupiny so
vSetkymi kontrolnymi sibormi dokopy.

Porovnali sme tieZ skupinu zdravych kontrol s tostai kontrolnymi skupinami, T2D
aneDM. TO subor sa najviac liSil od T2D pacient8tatisticky vyznamny rozdiel bol
detekovany u v3etkych typoch buniek okrem bunielcB14°"TLR,/*" expresiou. Viac
monocytov aj buniek exprimujacich TLRs bolo vzdyskupine zdravych darcov krvi
(Tab. 16). Porovnanim s neDM suborom sme zistliigicky vyznamné rozdiely, ktoré vSak

nie st vémi biologicky vyznamné, rozdiel v expresii bol grime 1,3x.

Pri rozdeleni pokh vybranych klinickych znakov sme Statisticky vyame rozdiely
preukézali u veku nastupu, goim pacienti s vekom nastupu >35 rokov mali vyS%etyp
monocytov a buniek s CDIH'TLR,.,"%" expresiou. TLRs expresia monocytmi v&ak nebola
signifikantne rozdielnag¢o zodpoveda zisteniam z real-time PCR. [Rotladin TSH sme
zistili signifikantné rozdiely v ptte monocytov, ktorych bolo 2x viac u pacientov adihami

low

horménu v rdmci referénych medzi av pite monocytov s CDIA'TLR/®" expresiou.
Tymto zisteniam vSak nemézeme priposovgsoku vypovednud hodnotu, pretoZze v skupine

pacientov s hladinami TSH mimo refete@ medze sme mali len 2 jedincov.
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6. Zaver

V ramci svojej diplomovej prace som detekovala SHIP49 G/T, hladiny expresie
MRNA PRL, TLR2 aTLR4 apoy monocytov exprimujucich TLR2 a TLR4 receptory
u skupin pacientov (T1D a LADA) a kontrolnych subor(T2D, neDM a TO) v pte
jedincov 28, 19, 20, 23 a 60, resp. Vysledné hodmsoim porovnala medzi jednotlivymi

skupinami a dospela som k nasledujicim zisteniam:

e Polymorfizmus -1149 G/T zrejme nema vplyv na igyautoimunitného
typu diabetu, moéze vSak ovilgva’ hladinu mRNA PRL v monocytoch.

e Pacienti s autoimunitnym typom diabetu maju g vysSie hladiny
MRNA TLR2 aTLR4 oproti zdravym kontrolam, avSakzdie pdty
monocytov exprimujdcich tieto receptory na svojoovighu.

° Genotyp pacienta ani jeho hladiny mRNA PRL, TLRZTLR4
v monocytoch zrejme nemaju suvigloso skimanymi klinickymi znakmi

(C-peptid, TSH, trvanie a vek nastupu diabetu).

Hypotézu o zvySenej expresii prolaktinu a tolelikeceptorov 2 a4 u pacientov
s autoimunitnym diabetom sa ndm podarilo preuk#&aa na Grovni mMRNA u TLR2 a TLR4,
na urovni proteinov, bola expresia znizena. Tieé sepotvrdili hypotézu o asociacii G alely

-1149 G/T polymorfizmu s vyvinom autoimunitného lokéu.
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