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Abstract (EN)

Type 1 diabetes (T1D) belongs among polygenic multifactorial autoimmune diseases.
The highest risk is associated with HLA (human leukocyte antigen) class Il genes, including
HLA-DQAL gene. Our aim was to investigate DNA methylation of HLA-DQA1 promoter
alleles (QAP) and correlate methylation status with individual HLA-DQAL allele expression
of T1D patients and healthy controls. DNA methylation is one of the epigenetic
modifications, that regulate gene expression and is known to be shaped by the environment.

61 T1D patients and 39 healthy controls were involved in this study. Isolated DNA
was treated with sodium bisulfite and HLA-DQAL promoter sequence was amplified using
nested PCR. After sequencing, DNA methylation of HLA-DQA1 promoter alleles was
analyzed. Individual mRNA HLA-DQAL relative allele expression was assessed using two
different endogenous controls (PPIA, DRA). We have found statistically significant
differences in HLA-DQAL allele 02:01 expression (PPIA normalization, Pcor=0.041; DRA
normalization, Pcor=0.052) between healthy controls and T1D patients. The complete
methylation profile of the HLA-DQA1 promoter was gained with the most methylated allele
DQA1*02:01 and the least methylated DQA1*05:01 in both studied groups. Methylation
profile observed in T1D patients and healthy controls was similar, and no correlation between
HLA-DQAL allele expression and DNA methylation was found. Although we have not proved
significant methylation differences between the two groups, detailed DNA methylation status
and its correlation with expression of each HLA-DQAL allele in T1D patients have been

described for the first time.

Key words: autoimunity, HLA class 11 genes, HLA-DQAL, epigenetics, DNA methylation



Abstrakt (CZ)

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) patiéi mezi polygenni multifaktorialni autoimunitni
onemocnéni. S rozvojem diabetu je z genetického hlediska nejvice asociovana oblast HLA
genu II. tfidy, vcetné¢ genu HLA-DQAIL, ktery je jeho soucasti. Cilem této prace bylo
identifikovat methyla¢ni profil promotorové ¢asti HLA-DQAL a methylacni profil korelovat
s expresi jednotlivych alel HLA-DQAL. DNA methylace patii mezi epigenetickou modifikaci,
ktera reguluje expresi gendl a je o ni zndmo, Ze se méni v zavislosti na pusobeni vné¢jsiho
prostiedi.

Do této studie bylo celkem zahrnuto 61 diabetickych pacientd a 39 zdravych kontrol.
Od pacientli byla ziskdna DNA, vystavena pusobeni bisulfitu sodného a pomoci metody
nested PCR byl amplifikovan promotorovy tusek HLA-DQAL. Amplifikovany usek byl
sekvenovan a poté byl analyzovan methyla¢ni profil promotoru. Relativni exprese
jednotlivych HLA-DQAL alel byla zmétena za vyuziti kvantitativniho PCR a porovnéna oproti
dvéma endogennim kontrolam (PPIA, HLA-DRA). Alela DQA1*02:01 méla u zdravych
kontrol signifikantné vyssi expresi nez u T1D pacientt (normalizace oproti PPIA, Por.=0,041;
normalizace oproti DRA, Pkor.=0,052). Methylaéni profil mezi obéma skupinami byl velice
podobny jak na urovni celkové methylace, tak i na urovni jednotlivych CpG dinukleotidu.
Mezi nejvice methylované alely patfila alela DQA1*02:01 a mezi nejméné methylované pak
alela DQA1*05:01. Piestoze jsme neprokazali statisticky vyznamné rozdily v methylaci mezi
ob¢éma skupinami, je to viibec poprvé, kdy byl podrobné analyzovan methyla¢ni profil HLA-

DQAL1 genu a dan do souvislosti s expresi jednotlivych alel HLA-DQAL.

Kli¢ova slova: autoimunita, HLA geny II. tfidy, HLA-DQAL, epigenetika, methylace DNA
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Seznam zkratek

A adenin

ADD doména ATRX-DNMT3-DNMT3L doména

ADP adenosindifosfat

anti 1A-2 protilatky proti tyrosin fosfatase

anti GAD protilatky proti dekarboxylase kyseliny glutamové
anti ZnT8 protilatky proti transportéru zinku

APC antigen prezentujici bunky

B2m beta2 mikroglobulin
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CARM 1 coactivator-associated arginine methyltransferase 1
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C cytosin

C2, C4A, C4B komplementové proteiny C2, C4A, C4B

CBP CREB vazebny protein

CD cluster of differentiation
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1. Literarni uvod

1.1.Epigenetika

Epigenetika se zabyva studiem vlastnosti, jez jsou pfeddvany prostfednictvim meidzy
nebo mitdzy, ale nejsou zavislé na primarni struktufe DNA. Je znamo, ze epigenetika se
podili na regulaci exprese fady gent, které jsou dulezité pro diferenciaci bun¢k, pti kontrole
bunécné¢ho cyklu, morfogenezi a dalSich bunéénych procesech. Epigenetika také dokaze
vysvétlit, jak je mozné, ze builky se stejnou genetickou vybavou jsou schopné se
diferenciovat v rizné bunécné typy. Dulezité je, ze epigeneticky stav je reverzibilni a v
pribéhu Zivota interaguje a méni se v disledku plsobeni vnéjsiho prostiedi (1). Studie na
mySich modelech naznacuji, Ze epigenetickd informace muze byt ovlivnéna nutri¢nimi
faktory, stresem, v€kem jedince a dal§imi faktory. U ¢lovéka lze zménu dobfe dokumentovat
na studiich zkoumajicich epigeneticky profil u geneticky shodnych monozygotnich dvojcat.
Ten se méni v zavislosti na dob& po kterou spolu dvojcata vyrGstala (2). Zmény
Vv epigenetické informaci lze Casto najit u fady onemocnéni autoimunitniho nebo nadorového
puvodu. To je v nékterych ptipadech vyuzivano nejen pro diagnostiku, ale i pro 1é€bu téchto
onemocnéni, podavanim latek schopnych epigenetickou informaci modulovat. Zatimco
0 epigenetickych zméndch u nadorovych onemocnéni je toho zndmo pomérné¢ hodng,
epigenetika autoimunitnich onemocnéni neni tak dobfe prozkoumana. Zejména HLA (lidské
leukocytarni antigeny) genetickd oblast (HLA komplex), kterd nejvice pfispiva ke vzniku

autoimunitnich onemocnéni, je z epigenetického hlediska relativné neprobadanou oblasti.

1.1.1. Chromatin

Chromatin je soubor makromolekul skladajici se z DNA, proteinli a RNA. Chromatin
se Veukaryotické bunce vyskytuje ve 2 =zdkladnich stavech - euchromatinu
a heterochromatinu. Heterochromatin je vice kondenzovany, obecné transkripéné inaktivni,
zatimco euchromatin je méné kondenzovany a lépe pfistupny pro transkripéni faktory
a transkripci. Zakladni funkci chromatinu je ochrana DNA pfed poskozenim, ale také hlavné
umoziuje, aby byla DNA dostate¢né¢ kondenzovana a vesla se do jadra eukaryotické bunky.
To je zajisténo tim, Ze je DNA ovinuta kolem nukleosomu, zékladni podjednotky chromatinu.

Krystalova struktura nukleosomu byla publikovana v roce 1997 skupinou kolem
Lugera (3). Nukleosom se sklada ze 4 jadernych histoni H2A, H2B, H3 a H4, které vytvareji

histonovy oktamer kolem néhoz je obtoCeno 147 part bazi DNA. Histony jsou evolu¢né
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vysoce konzervované proteiny bohaté na kladné nabité aminokyseliny arginin a lysin, coz
umoznuje jejich interakci se zaporné nabitou polyfosfatovou kostrou DNA a prispiva ke
stabilit¢ nukleosomu. Nukleosomy jsou navzajem spojeny tzv. linkerovou DNA dlouhou
obvykle 20-80 bazi a vytvareji strukturu zvanou 30 nm vlakno. Na stabilité¢ 30 nm se podili
dalsi jaderny histon H1(4). Krom¢ uvedenych 5 typt histontl, existuje mnozstvi variant
jadernych histontl jako napiiklad macroH2A, H2AX, H2AZ nebo H3.3. Histonové varianty
maji v buiice nejriznéjsi funkce. Fosforylace H2AX je naptiklad spojena s reparaci DNA

zatimco varianta H3.3 se bohaté vyskytuje v transkripéné aktivnich oblastech chromatinu (5,

6).

1.1.2. Kovalentni modifikace histont

Z nukleosomu vystupuji N a C koncové domény histont (z angl. histone tails), které
poskytuji platformu pro nejriznéj$i kovalentni modifikace. Mezi kovalentni modifikace
histonti fadime methylaci, acetylaci, fosforylaci, ubikvitinilaci, SUMOylaci, prolinovou
izomeraci a deiminaci (7). Modifikovany jsou nejcastéji N koncové domény vSech
4 jadernych histont, ale modifikovany mohou byt i C koncové domény histont (obrazek 1).
D¢lka a aminokyselinové slozeni N a C koncovych domén zavisi na jednotlivych typech

histonu.

@ A & ,
| “¥R Nucleosome ; - : @ ‘A % )
G - - ==
@ ® g$ % % ® L ”/ %@& X & &@@)

Obrazek 1. Kovalentni modifikace histoni u savci. N a C terminalni konce histoni jsou
modifikovany kovalentnimi modifikacemi (8). Pro ptehlednost jsou zobrazeny pouze nejcastejsi
modifikace — Ac (acetylace), P (fosforylace), Me (methylace) a Ub (ubikvitinilace). Nékteré lysinové
aminokyseliny jsou bud’ methylovany nebo acetylovany, obé modifikace se navzajem vylucuji. C
koncové domény histont podléhaji ubikvitinilaci a ta je napiiklad v pfipad€ ubikvitinilace lysinu 120
histonu H3 spojena s transkripéni aktivaci HOX (homeobox) genu (9). Kovalentni modifikace byly
také nalezeny v globularni doméné jadernych histonti (H3K56, H3K79).
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V roce 2005 byla vytvofena spole¢na nomenklatura pro zapis histonovych modifikaci.
Nejprve je uveden typ jaderného histonu, po kterém nasleduje zkratka modifikované
aminokyseliny a jeji aminokyselinova pozice. Zapis mize byt jest¢ na konci doplnén typem
kovalentni modifikace. Zapis histonové modifikace H3K4me2, tak vyjadiuje, ze ctvrta
aminokyselina lysin histonu H3 je modifikovana dvéma methylovymi skupinami (10). Ke
studiu jednotlivych kovalentnich modifikaci se obvykle pouziva semisynthetického pftistupu,
kdy je nejprve uméle syntetizovan peptidovy fragment obsahujici konkrétni epigenetickou
modifikaci, ktery je poté spojen s rekombinantné piipravenym histonovym jadrem. Pomoci
tohoto pfistupu bylo napiiklad odhaleno, Ze acetylace H4K16 je asociovana s narusenim
struktury 30 nm vlakna (11, 12).

Epigenetické modifikace reguluji expresi genl, a to dvéma zplsoby. Za prvé
kovalentni modifikace histonii mohou ovlivnit kondenzaci chromatinu a regulovat tak
pristupnost transkripénich faktorti a RNA polymerazy k cilovym geniim. Za druhé kovalentni
modifikace vytvareji platformu pro chromatin vazebné proteiny a dalsi proteinové komplexy,
které se na né vazi prostiednictvim specifickych proteinovych domén. Takto navazané
proteiny pak mohou ménit chromatinovou strukturu, podporovat transkripci ¢i se napiiklad
podilet na opravé DNA. Zajimavé je, Ze vazba proteinu na histonovy konec muize byt
ovlivnéna sousedni histonovou modifikaci. Fosforylace H3S10 naptiklad negativné ovliviiuje
vazbu proteinu HP-1 (heterochromatinovy protein 1) na methylovany H3K9 (13). Byl popsan
1 opaény pfipad, kdy kovalentni modifikace vede k efektivnéjsi vazbe proteinu. Histon-
acetyltransferasa (HAT) daleko efektivnéji rozpoznava histon H3, pokud je modifikovan
fosforylaci (H3S10)(14). Velké mnozstvi a variabilita epigenetickych znacek vedla k
hypotéze tzv. ,histonového kodu". Tato hypotéza se snazi vystihnout skutecnost, Ze pro
aktivaci funkce DNA je potieba specifické uspofadani téchto modifikaci (15). Nicméné,
termin histonovy kod se jiz v posledni dobé moc nevyuziva a v novych publikacich se jiz

objevuje jen ziidka.

Acetylace histonii

Acetylace histontll patfi mezi nejvice prozkoumané reverzibilni kovalentni modifikace
histonti. Pfidani acetylové skupiny na lysin jadernych histonii katalyzuji enzymy histon-
acetyltransferasy. Zaporn€ nabitd acetylova skupina neutralizuje kladny naboj lysinu
a oslabuje tak elektrostatické interakce mezi DNA a histony. To vede Kk rozvolnéni
chromatinové struktury a usnadiiuje ptistup transkripcni masinérie k promotorovym oblastem

genu. Acetylace histonii je tak obecné asociovdna s transkripcni aktivaci. V ramci N
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koncovych domén mohou byt u clovéka acetylovany vSechny 4 jaderné histony na
nasledujicich aminokyselinovych pozicich: histon H2A je acetylovan na aminokyselinovych
pozicich 5, 9, 13, 15 a 36; histon H2B na pozicich 5, 12, 15, 20 a 24; histon H3 na pozicich 9,
14, 18, 23, 27 a histon H4 na pozicich 5, 8, 12, 16, 20 (16, 17).

Histon-deacetylasy (HDACs) jsou naopak enzymy, které odstranuji acetylovou
skupinu z lysinu. U ¢loveéka je znamo celkem 18 HDACs, které jsou rozdéleny do 4 tiid.
HDACSs 1. a IV. tfidy se pfevazné vyskytuji v jadre, ale v reakci na urCité bunécné signaly
jsou HDACs schopné piechazet do cytoplasmy a zpét do jadra. Na rozdil od HDACS II1. tiidy
vyzaduji v§echny ostatni HDACs pro svoji katalytickou aktivitu zine¢naté ionty. HDACS llI.
tiidy jsou strukturné odliSné a pro svoji funkci vyzaduji kofaktor NAD+
(nikotinamidadenindinukleotid) (8). HDACs byvaji casto dysregulovany u nadorovych
onemocnéni a jsou Castym terapeutickym cilem, kdy jsou specificky cileny inhibitory histon-
deacetylas. Zména v expresi HDACs umoziuji nadorovym bunikdm meénit expresi tumor
supresorovych genil a uniknout mechanismim regulujici bunéény cyklus. Substratem HDACs
a HATs jsou kromé histonovych proteinti 1 ostatni proteiny véetné CIITA (transaktivator pro
hlavni histokompatibilni komplex II. tfidy), proteinu, ktery je klicovy pro expresi HLA genli
(18).

Methylace histoni

Oproti acetylaci, methylace histonovych proteinli je asociovana jak s transkripéni
aktivaci, tak transkrip¢ni represi. Tranksripcni stav zavisi na konkrétni kovalentni modifikaci.
Vliv methylace histoni na funkci gent je ovlivnéna nejenom modifikaci lysinovych
aminokyselin, ale také stupném methylace. Lysin totiz mlZe byt modifikovan az tfemi
methylovymi skupinami. Oblast aktivnich gent je obvykle obohacena methylaci H3K4,
H3K36 a H3K79. Naopak oblasti bohaté na methylaci H3K9, H3K20 a H4K27 je exprese
gend utlumena. S utlumenim exprese je pak dale asociovana dimethylace a trimethylace
methylace H3K9 a H3K27 (19). Ukazkovym piiklad je formovani heterochromatinu, které je
asociovano s methylaci H3K9 (20). Epigeneticka inaktivace X chromosomu je doprovazena
methylaci H3K9 a H3K27 (21). Methylovan v histonech mize byt i arginin. Ten je
methylovan bud’ pifidanim jedné (monomethylace) nebo dvou methylovych skupin
(dimethylace).

Podle substratové specifity odliSujeme lysinové histon-methyltransferasy a argininové
histon-methyltransferasy. Stejné jako v ptipadé acetylace existuji enzymy, které jsou schopny

methylovou skupinu z lysinu ¢i argininu odstranit (22, 23).
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1.1.3. DNA methylace

DNA methylace je proces, pii kterém dochdzi k pteneseni methylové skupiny z S-
adenosyl methioninu na 5"uhlik pyrimidinového kruhu cytosinu. Pfidani methylové skupiny
je katalyzovano enzymy, které se nazyvaji DNA methyltransferasy (DNMT). V lidském
genomu je methylovano piiblizné 4% vsech cytosini. Methylace je obvykle soustfedéna do
oblasti bohatych na CpG dinukleotidy (tzv. CpG ostriivky), ale methylovan mtize byt i cytosin
mimo CpG dinukleotid. Samotny cytosin mimo CpG dinukleotid je v somatickych buiikach
methylovan na velice nizké urovni (kromé mozku) (24). Oproti tomu je v lidském genomu
methylovano 70-80% CpG dinukleotidd, které jsou casto lokalizované v regulacnich
oblastech genu promotoru a enhanceru. Pravé DNA methylace regulacnich oblasti genu
promotorovych tuseku je c¢asto spojovana srepresi transkripce. Existuji 2 zakladni
mechanismy, kterymi DNA methylace potlacuje transkripci genli. DNA methylace miize
ptimo blokovat pfistup transkripénich faktori nezbytnych pro transkripci (25). Druhou
moznosti je, Ze se na methylové skupiny vazi methyl-vazebné proteiny, které dale interaguji
s histon-modifikujicimi enzymy. Ty pak modifikuji N a C konce histond, coz muze vysledné
vést k potlaceni transkripce (26). DNA methylace byva v nékterych ptipadech doprovazena
methylaci histont (obrazek 2) (27, 28).
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Obrazek 2. Methylace histonl je ¢asto spfazena s methylaci DNA. Na levé strané obrazku jsou
znazornény transkripné aktivni stavy, na pravé stran¢ pak represivni stavy transkripce. A) Methylace
H3K4 histon-methyltransferasou Setl zabranuje interakci komplexu DNMT3a/3L s N terminalni
doménou histonu H3. Po odstranéni methylové skupiny LSD1 (lysin demethylasa 1), DNMT3a/L
komplex interaguje pomoci ADD (ATRX-DNMT3-DNMT3L) domény s histonem H3 a DNMT3a
pak methyluje cilovy tsek DNA. B) DNMT3a se vaze na methylovany H3K36me3 pomoci specifické
PWWP domény a methyluje cilové useky DNA. Odstranéni methylové skupiny z H3K36me3
katalyzuje enzym JHDM 1 (histon demethylasa obsahujici JmjC doménu), ktery se vaze na
nemethylovanou DNA pomoci CXXC domény. Prevzato z (29).

Kromé S-methylcytosinu existuji dal$i derivaty methylcytosinu  jako  5-
hydroxymethylcytosin, 5-formylcytosin a 5-carboxylcytosin. Nejvice prozkouman je 5-
hydroxymethylcytosin, jehoz vyskyt je v sav¢i tkani na velice nizké trovni (0,1%). Nejvyssi
hladiny hydroxymethylcytosinu byly nalezeny v mozku (1%), kde se hydroxymethylcytosin
podili na vyvoji neuronti (30). Byl identifikovan protein, ktery S5-hydroxymethylcytosin

specificky rozpoznava a vaze (31).

1.1.3.1. DNA methyltransferasy

U savct jsou znamy celkem 4 DNA methyltranferasy (DNMT), DNMT3a, DNMT3b,
DNMTI1 a DNMT2, které se lisi svou funkci a preferenci k substratu. DNA methyltranferasy
DNMT3a a DNMT3b, preferuji nemethylovanou DNA a jejich ukolem je ustanovit nové
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methylaéni vzory kratce po fertilizacnim procesu, kdy nejprve dochazi ke globalni
demethylaci cytosintt (krom¢ imprintovanych genll) a poté ve stadiu blastocysty
k opétovnému ustanoveni novych methyla¢nich vzora (19). DNMT3a a DNMT3b jsou proto
také oznacovany de novo methyltransferasy. Cilené vyfazeni genii pro DNMT3a a DNMT3b
neni slucitelné s vyvojem plodu nebo vede k umrti jedince kratce po narozeni (32).
Methyla¢ni aktivita obou enzymi je regulovana enzymem DNMT3L, ktery ovSem postrada
vlastni enzymatickou aktivitu (33).

Druhym typem DNA methyltransferasy je DNMT 1, ktera preferuje hemimethylovanou
DNA, tedy DNA, kde je jedno vlakno DNA fetézce methylovano a druhé neni. Na zacatku
S faze bunécného cyklu je DNMT1 transportovana do jadra, kde se zapojuje do proteinového
komplexu, ktery se vdze na hemimethylovany fetézec. Béhem replikace predava jiz
ustanovené methylacni vzory na nové syntetizovany fetézec DNA (z matefského na dcetiné
DNA vlékno) a zajistuje tak jejich predani do dalSich bunéénych generaci. Exprese DNMT]1
vV pribéhu rané embryogeneze je také nezbytna pro zachovani methylace imprintovanych
gent. Cilend inaktivace genu pro DNMT1 vede ke globalni ztrat€ methylace a k abnormalni
expresi imprintovanych gent (34).

Nejméné je toho znamo o DNMT?2, ktera je slabé exprimovana ve vétSin€ tkdni a ma

velice slabou methyla¢ni aktivitu (35).

1.1.3.2. Demethylace DNA

Dlouho dobu se vedly diskuze o tom, jak dochazi k odstranéni methylové skupiny
Z cytosinu a zda existuji enzymy, které maji tuto enzymatickou aktivitu. V soucasnosti je
znamo, ze¢ k demethylaci DNA mize dochazet bud’ pasivné, nebo aktivné. K pasivni
demethylaci dochazi v ptipadé€, kdy pii DNA replikaci chybi nebo je inhibovan enzym
DNMTL1. K aktivni demethylaci dochazi nasledkem katalyticky aktivnich enzymu z rodiny
TET (z angl. Ten eleven translocation), které jsou schopny pievést 5-methylcytosin na 5-
hydroxymethylcytosin (36). Pozdé&ji se ukazalo, ze enzymy z rodiny TET jsou schopny in
vitro i in vivo pfeménit 5-hydroxymethylytosin dale na 5-formylcytosin a 5-carboxylcytosin.
Tyto derivaty methylcytosinu pak mohou byt rozpozndny a opraveny repara¢nim
mechanismem nazyvanym BER (z angl. base excision repair) (37, 38), ktery je zodpovédny

za odstranéni nespravn¢ se parujicich bazi a jejich nahrazeni za spravnou bazi (obrazek 3).
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Obrazek 3. K aktivni demethylaci DNA dochazi vlivem enzymu z rodiny TET (19). TET enzymy
katalyzuji konverzi 5-methylcytosinu na 5 hydroxymethylcytosin a dale pak na 5-formylcytosin a 5-
carboxylcytosin. 5-hydroxymethylcytosin mize byt pieménén deaminaci na thymin. Thymin
a derivaty 5-methylcytosinu jsou rozpoznany a opraveny pomoci mechanismu BER (z angl. base
excision repair). Existence enzymi, které by byly schopny odstranit karboxylovou skupinu z 5-
carboxylcytosinu a pievést ho na cytosin byla potvrzen v roce 2014 (39).

1.1.4. RNA interference

RNA interference je posledni znamy epigeneticky mechanismus, ktery dokaze
regulovat expresi genll. Na rozdil od DNA methylace a kovalentnich modifikaci histond, které
reguluji expresi gent na transkripéni Urovni, RNA interference reguluje expresi
posttranskripcné.

RNA interference byla objevena v roce 1998 skupinou kolem Mella a Fira. Ti ukazali,
ze injek¢ni podani dvojité Sroubovice RNA (dsRNA) zptisobuje u organismu Caenorhabditis
elegans potlaceni exprese svalové bilkoviny (40). Ukazalo se, ze pti¢inou potlaceni exprese
genu jsou malé RNA (sRNA) molekuly. Tyto sSRNA molekuly reguluji translaci cilovych
mRNA tim, Ze se vazi do 3" netranslatované oblasti mRNA a jejich vazba ma za pficinu bud’
potlaceni translace cilové mRNA anebo jeji degradaci. Mechanismus RNA interference
poskytuje organismu moznost rychle reagovat na zmény vnéjSiho prostiedi, jako je stres,
a hraje dileZzitou roli pfi regulaci vyvojovych procesi a pii protivirové obrané. Mezi sSRNA
patii mikroRNA (miRNA) a malé interferujici RNA (siRNA), které se od sebe odlisuji

zpusobem vzniku. Zatimco miRNA vznikaji z transkriptd, které maji strukturu vlasenky,
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ajsou intracelularniho ptivodu, siRNA vznikaji z dvojité Sroubovice RNA a jsou
extracelularniho ptivodu (41).

Velkému zajmu védecké komunity se v posledni dobé¢ t€si miRNA, které dle odhadl
reguluji vice nez 30 % vsech lidskych mRNA (42). V soucasnosti je znamo vice nez 3000
ruznych miRNA molekul, jejich dysregulace je znama u fady onemocnéni véetné nadorovych
a autoimunitnich onemocnéni (43-45). Sledovani exprese miRNA by mohlo byt vyuzito pfi
diagnoze téchto chorob. Urc¢ité miRNA by se také mohly stat dialezitym terapeutickym cilem.
Vzhledem k pleiotropnimu efektu miRNA je vzdy ovSem velice komplikované odhalit cilova
mRNA, kterd jsou pomoci miRNA regulovana, a objasnit pfesné mechanismy, kterymi
miRNA pfispivaji k etiopatogenesi onemocnéni. Dulezité je také odhalit, zdali dané miRNA
jsou opravdu asociovana s danym autoimunitnim onemocnénim a zdali jejich dysregulace

neni az nasledkem této choroby.

1.1.4.1. mMiRNA

mMIiRNA jsou malé 20-22 nukleotidli dlouhé nekodujici RNA molekuly. miRNA
vznikaji z prekurzorové molekuly pri-miRNA, kterd je z DNA piepsdna pomoci RNA
polymerézy II. pri-miRNA obsahuje vlasenku, kterd je rozpoznana a rozSt€épena enzymem
Drosha za vzniku pre-miRNA, ktera je obecné dlouha vice nez 100 pari bazi a obsahuje
dsRNA oblast, kde je lokalizovana miRNA. Pre-miRNA je transportovdna ven z jadra do
cytoplasmy pomoci exportinu 5 (46). Oblast s dvojitou RNA Sroubovici je v cytoplasmé
upravena enzymem zvanym Dicer, ktery jiz generuje maturovanou miRNA molekulu
(miRNA duplex) (47). miRNA se pak vaze na protein Ago2 a je inkorporovana do
proteinového komplexu RISC (z angl. RNA-induced silencing complex). RISC komplex
ponecha vedouci vldkno miRNA a druhé vldkno RNA degraduje. Po veSkerych upravach
mMIRNA zbyde 20-22 dlouha sekvence jednofetézové RNA molekuly. Na 5 konci RNA
molekuly je lokalizovano 7 bazi, které jsou klicové pro komplementdrni vazbu na cilovou
MRNA (42). Komplementarni sekvence k miRNA se obvykle nachazi v 3'netranslatované
oblasti mMRNA, ale byly popsany i ptipady, kdy byla lokalizovana v 5 netranslatované oblasti
anebo dokonce v koédujici oblasti. Mira komplementarity mezi miRNA a mRNA rozhoduje o
vysledném osudu mRNA. V piipadé¢ naprosté komplementarity je mRNA degradovana,
Vv opa¢ném piipadé dochazi pouze k doCasnému potlaceni translace cilové mRNA (48).
V tabulce 1 je uveden piechled miRNA, které cili na DNA methyltransferasy a histon-
modifikujici enzymy.

22



Existuje jeste¢ jeden mechanismus, kterym jsou schopny sRNA ovliviiovat genovou
expresi. SRNA mohou spolu s RISC komplexem a methyltransferasami vytvaret komplex
RITC (z angl. RNA-induced transcriptional silencing), ktery se v bunééném jadie podili na
transkrip¢ni inaktivaci genil tim, ze methyluje histonové proteiny a cytosiny v promotorovych
oblastech. Tento mechanismus zprostiedkované represe byl pozorovan u Drosphily, rostliny

Arabidopsis thaliana, C. Elegans a v roce 2004 také poprvé u clovéka (49).

Tabulka 1. Vybrané miRNA, jejichz cilem jsou proteiny modifikujici DNA, chromatin, histony

a transkrip¢ni faktory. Pfevzato a upraveno z (50).

miRNA Cilovy gen miRNA Funkce cilového genu

Enzymy modifikujici DNA

miR-148 DNMT1 Methylace DNA
miR-152 DNMT1 Methylace DNA
miR-301 DNMT1 Methylace DNA
miR-126 DNMT1 Methylace DNA
miR-148 DNMT3B Methylace DNA
rodina miR-29 DNMT3A/3B Methylace DNA
miR-132 MeCP2 Vazba na methylovanou DNA, regulace

genove exprese
Transkrip¢ni faktory

miR-29b Sp1 Reguluje expresi DNMT1
Klastr miR-290 Rb12 Represor transkripce DNMTs
Proteiny remodelujici chromatin

miR-29b/c YY1 Pomaha PCR2 a HDAC se vazat na
specificky lokus v genomu
Enzymy modifikujici histony

miR-449a HDAC1 Deacetylace histoni
miR-1, miR-203 HDAC4 Deacetylace histond

1.2. Autoimunitni onemocnéni

Autoimunitni onemocnéni predstavuji velkou skupinu chorob, pro kterou je typické
selhdni imunitnich regula¢nich mechanismi, které vedou k napadeni organt téla vlastnim
imunitnim systémem. Autoimunitni reakce muze postihovat jeden nebo vice typl tkani a je
obvykle doprovazena autoprotilaitkami specifickymi pro danou autoimunitni dysregulaci.
Mezi autoimunitni onemocnéni patii celd fada nejriznéjSich nemoci, jako napiiklad
roztrouSend sklerdza, diabetes mellitus 1. typu, celiakie, ankylozujici spondylitida,

revmatoidni artritida, systémovy lupus erythematodes, a dalsi.
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1.2.1. Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) je autoimunitni onemocnéni, které vznika nasledkem
destrukce P bunck Langerhansovych ostrivkt pankreatu, coz vede k nedostatecné Ci
kompletni ztraté¢ produkce insulinu (51). T1D tvofi pfiblizné 5-10 % vSech piipadt diabetu
a nejcastéji se manifestuje u détské populace, kde se incidence postupné zvysuje s vékem
a dosahuje svého vrcholu mezi 10-14 rokem zivota. Incidence T1D se pak postupné snizuje
mezi 15-29 rokem zivota (52, 53). Zatimco u déti je destrukce B bunék vétSinou rychla
a kompletni, u dospé€lych je progrese onemocnéni daleko pomalejsi a produkce insulinu mize
jesté nekolik let pretrvavat. Tato pomalu progradujici forma diabetu je oznaCovana jako
LADA (latentni autoimunitni diabetes dospé€lych). Diabetem jsou obecné postizeny obé
pohlavi rovnomérné, nekteré studie vsak ukazuji vyssi incidenci T1D po puberté u muzské
populace evropského puvodu (54). T1D vznika u geneticky predisponovanych jedinctd a je
modulovan vnéj$Sim prostfedim. Riziko vzniku T1D je tak kombinaci environmentdlnich
faktorii a genetické predispozice jedince. V piipadé puasobeni silnych environmentalnich
faktorti mtize dojit k rozvoji T1D i u méné geneticky predisponovaného jedince a naopak, jak
o tom svéd¢i nékteré publikované védecké vysledky u etnik s rostouci incidenci T1D (55, 56).

Dosud stale neni jasné, co spousti autoimunitni proces. Jednim z rizikovych faktori se
zda byt virova infekce v pribéhu té€hotenstvi anebo v raném vyvoji jedince. Asociace mezi
T1D a virovou infekci byla naptiklad nalezena pro rotavirus (57). Dal$im rizikovym faktorem
je prilis brzké vystaveni ditéte antigenim obsazenym v kravském mléku. Ma se za to, ze
antigeny obsazené v kravském mléku jsou strukturné podobné urcitym antigeniim 3 bunék
a mohu tak u geneticky predisponovanych jedincti spoustét autoimunitni proces (58, 59).
Zajimava je také sezonni rtiznorodost v incidenci, kterd poukazuje na vyssi incidenci T1D na
jafe a mensi incidenci u jedincl narozenych na podzim. Variabilita je pravdépodobné
ovlivnéna nedostatkem vitaminu D v pribéhu téhotenstvi (60, 61). Bylo pozorovano, ze

podavani vitaminu D pfi t€hotenstvi je asociovano s niz§im rizikem vzniku T1D (62).

Diagnostika T1D

Zéakladni metodou pro stanoveni diagnozy je méteni hladiny cukru v krvi. V roce 2010
piijala Americka diabetickd asociace upravena diagnosticka kritéria pro diabetes. Jako
diabetiCti pacienti 1. typu jsou oznaceni ti, ktefi maji hladinu cukru v krvi vys$si nez 11,1
mmol/l kdykoliv v pribéhu dne, anebo na la¢no vice nez 7,0 mmol/l, ¢i po provedeni oralniho
glukozového toleran¢niho testu vyssi nez 11,1 mmol/l (63). Oralni glukdzovy toleranéni test

probiha tak, Ze je pacientovi podana tekutina obsahujici 75 g sacharidi a po 2 hodinach je
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zmeétena hladina cukru v krvi. Tento test se spiSe provadi u nejasnych stavi (ptipadil) az na
zakladé¢ vysetieni glykémie na lac¢no.

Pro diagndzu diabetu je dale klicové vysetieni na piitomnost autoprotilatek anti-GAD
(protilatka proti dekarboxylase kyseliny glutamové), anti IA-2 (protildtka proti tyrosinové
fosfatase), protilatka proti insulinu a anti ZnT8 (protilatka proti zinkovému transportéru).
Jedna nebo vice autoprotilatek je u pacienta detekovatelna v 85-90 % ptipadech (52).

Dalsi moznosti pii diagndze T1D je moznost vyuziti detekce C-peptidu, meziproduktu
syntézy insulinu, jehoz hodnoty na la¢no se u zdravych lidi pohybuji mezi 0,2-0,6 nmol/l.
U pacientd s T1D je obvykle hladina C-peptidu velice nizka (méné nez 0,02 nmol). Princip
této metody je zaloZzen na tom, ze insulin a C-peptid jsou produkovany v ekvimolarnim

mnozstvi (64).

1.2.2. Epidemiologie T1D

Incidence T1D je celosvétové velice variabilni a 1isi se napfi¢ kontinenty (obrazek 4).
Pii¢inou této velké variability je pravdépodobné odlisna distribuce rizikovych gent a rizné
silny vliv vnéjsich faktort v jednotlivych zemich. Obecné se da fici, ze nejvyssi pocet ptipadu
T1D je diagnostikovan na Severni polokouli (Kanada, Severni Evropa). Vyjimku tvofi staty
jako Saudska Arabie a Kuvajt, kde je incidence T1D vysoka a pohybuje se kolem 31,4 na
100 000 obyvatel, respektive 22,3 na 100 000 obyvatel (53, 65). Naopak mezi zemé& s nejnizsi
incidenci patii staty Jizni Ameriky a Cina. V africkych statech, zejména v subsaharské Africe,
toho o incidenci diabetu neni moc zndmo. Vysokéa détska mortalita v této oblasti ma totiz za
nasledek, ze vétsina ptipadd T1D neni zachycena. Hlavnim zdrojem epidemiologickych dat
jsou studie EURODIAB, SEARCH anebo projekt DIAMOND, které shromazd’uji data

v

ohledné incidence a prevalence T1D z celého svéta. NejspolehlivEjsi data ohledné incidence
(Ukrajina, Rumunsko) a naopak nejvyssi ve skandinavskych zemich (Finsko, Svédsko
a Norsko). Finsko obecné patii ke statim s celosvétové nejvyssi incidenci T1D, kterd se
pohybuje kolem 60 ptipadti na 100 000 obyvatel (66).

V Ceské republice je incidence T1D na stiedni trovni, kolem 20 piipadi na 100 000
obyvatel (65, 67). Dle ustavu zdravotnickych informaci a statistiky (UZIS) bylo v roce 2013
evidovano 58 901 jedincu s diabetem 1. typu, z toho 1123 diabetikii ve v€ku 0-14 let (68).
Celosvétoveé incidence T1D neustdle roste, nejvice v ekonomicky rozvinutych zemich.

Hygienicka hypotéza ptredpoklada, ze v diisledku nadstandartni hygieny a dezinfekce v téchto

vvvvvv
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dostate¢na zdravotnicka péce, kterd potlacuje prirodni vybér a umoznuje tak Sifeni alel, které

by za normalnich podminek predany nebyly (70).
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Obrazek 4. Globalni incidence T1D. Jednotlivé barevné odstiny modré a cervené barvy zndzormuji

miru incidence této nemoci napii¢ vSemi kontinenty (65). Nejspolehlivéjsi epidemiologické data
pochazi z evropského kontinentu. Severské staty (Finsko, Kanada, Svédsko) patii do skupiny stati
s nejvyssi incidenci T1D. Na africkém kontinenté chybi spolehliva data tykajici se incidence T1D.

1.2.3. Genetika T1D

T1D patii mezi multifaktoridlni polygenni onemocnéni. Riziko pro jedince kavkazské
populace se pohybuje kolem 0,3-0,4 %. V pfipadé, Ze jeden zrodici mél autoimunitni
diabetes, riziko pro jejich potomka je kolem 5 % (71). Doposud bylo diky asocia¢nim studiim
nalezeno vice nez 50 riznych genti a genovych komplext, které ovliviuji riziko vzniku T1D
pfiblizn€ 50 % genetického rizika. DileZitou roli pro rozvoj autoimunity maji zejména HLA
geny II. tiidy (DQAL, DQB1 a DRB1), které koduji imunologicky dilezité transmembranové
glykoproteiny, podilejici se na ustanoveni centralni tolerance imunitniho systému a regulujici
imunitni odpovéd’. Dalsi geny pfispivajici k onemocnéni, jsou tzv. non-HLA geny, tedy geny
(tyrosin fosfatasa) a CTLA-4 (T lymphocyte associated antigen 4) (73). Miru dédi¢nosti T1D
dobie dokumentuji hodnoty konkordance u geneticky shodnych monozygotnich dvojcat, které

se, v zavislosti na studii, pohybuji mezi 25-65 % (74, 75).
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1.2.4. Epigenetika T1D

DNA methylace

Celogenomova analyza DNA methylace B lymfocytd odhalila 88 odlisné
methylovanych CpG mist u dvojc¢at diskordantnich pro T1D. Rozdily v methylaci byly
nalezeny zejména u gent, které se ucastni imunitni odpovédi (76). Rakyan et al. detekovali
132 hypo a hyper methylovanych CpG dinukleotidii u monozygotnich dvoj¢at diskordantnich
pro T1D. Rozdily v DNA methylaci byly popsany v genech HLA-DQB1, INS, GAD2
(dekarboxylasa kyseliny glutamové) a RFXAP (s regulaénim proteinem X asociovany
protein). Rozdil v methylaci koreloval s ptitomnosti autoprotilatek a byl dokonce detekovan
nékolik let pied diagndzou (77). Vyznamné rozdily v methylaci byly pozorovany v genu pro
insulin. V promotorové oblasti tohoto genu byly odhaleny 3 odlisné methylované CpG
dinukleotidy (78) a byla objevena zavislost mezi jednim methylovanym CpG mistem a
expresi insulinu (79). Bell et al. identifikovali u T1D pacientti 18 odli$n¢ methylovanych CpG
dinukleotidt, které korelovaly s rizikem chronické mikrovaskularni komplikace diabetu,
diabetické nefropatie. Jedno z téchto CpG mist bylo lokalizovano v genu UNC13B (unc-13
homolog B), jehoz jedna varianta je rizikovym faktorem pro vznik diabetické nefropatie (80).

Také v promotoru genu TNFa byly popsany rozdily v DNA methylaci (81).

Histonové modifikace

I kratkodobé¢ Spatné kompenzovand hyperglykémie je povaZovana za rizikovy faktor
chronickych (mikro- a makro- vaskularnich) komplikaci diabetu. In vitro studie ukazuji, ze
hyperglykémie zpisobuje zmény v histonovych modifikacich, které mohou byt zodpovédné
za mikro- a makro- vaskularni diabetické komplikace. Nedavno publikovana prace ukazala, Ze
fada genil u T1D pacientli m4, ve srovnani se zdravymi kontrolami, zvySenou acetylaci H3KO.
Zvysena acetylace histond byla nalezena zejména u genti, které hraji v roli v zanétlivych
procesech, a souvisela s hladinami glykosylovaného hemoglobinu (82). Kromé toho bylo
zjisténo, ze hyperglykémie ovliviluje methylacni stav histond v promotorové oblasti genu
NFkB-p65 (podjednotka jaderného faktoru xB) (83). Odlisna methylace H3K9me2 u T1D
pacientt byla nalezena v genech TNFf3, NFxB a CTLA-4 (84).

MiRNA
U T1D bylo identifikovano nékolik miRNA, jejichZ exprese byla snizena ¢i zvySena.

Yang et al. nasli u nové diagnostikovanych ptipadi s T1D 26 odlisn€ exprimovanych miRNA
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v mononuklearnich bunkach periferni krve. Exprese miRNA-146a byla u téchto pacientd
snizena ve srovnani s pacienty, kteti méli insulinovou terapii a optimalizovanou hladinu
glukozy (85). V mononuklearnich buiikach periferni krve T1D pacientd byla rovnéZ nalezena
snizena exprese miRNA-21a a mMIRNA-93, jejichz cilem jsou kaspazy 7, 8, MTPN
(myotrophin), Fas ligand, IL-8 a IL-22 (86). Zkouman byl miRNA profil u Treg (T
regulacnich) lymfocytli. Hezova et al. identifikovali zvySenou expresi miRNA-510,
a snizenou expresi miRNA-342 a miRNA-191 (87). Oproti tomu, miRNA-326 byla u T1D
pacientll vysoce exprimovana a korelovala se zavaznosti onemocnéni. Jednim z cili miRNA-
326 se zda byt receptor pro vitamin D (44).

Ptestoze bylo nalezeno velké mnozstvi miRNA asociovanych s T1D,jen u malé Casti
z nich byl popsén jejich vztah k udrZzeni imunologické tolerance. Bylo ukézdno, Zze béhem
ran¢ho vyvoje T lymfocyti miRNA-181a cili na mRNA nékolika fosfatas, vCetné tyrosin
fosfatasy PTPN22 (88). Snizeni hladin exprese fosfatas podporuje deleci autoreaktivnich T
lymfocytl tim, Ze zvySuje u¢innost TCR (T cell receptor) signalizacni drdhy a brani
autoreaktivnim T lymfocytim vycestovat do periferie. V souladu s timto faktem je, ze ztrata
exprese miRNA-18la vede kselekci T lymfocytd vykazujicich vysokou reaktivitu vaci
autoantigenim (89).

Pro vyvoj imunitniho systému jsou dualezit¢é miRNA-155 a miRNA-326, které
podporuji diferenciaci urcitych typt Th (T helper = pomocnych) lymfocyti, miRNA-326 —
Th17 a miRNA-155 — Thl (90, 91). Kromé toho je miRNA-155 také nezbytna pro pieziti
Treg lymfocyti a ovliviiuje produkei protilatek u zralych B lymfocyta (92).

1.3.HLA komplex

HLA komplex je lokalizovan na kratkém raménku 6. chromosomu a zahrnuje usek
DNA dlouhy pfiblizné 4 Mb. Pavodné byl HLA komplex zkouman v souvislosti
s histokompatibilitou, tedy schopnosti organismu piijmout cizi tkan od darce. HLA
kompatibilita je nezbytnym piedpokladem pfi provedeni transplantace a inkompatibilita vede
k odmitnuti tkan¢ hostitelem. Pozd¢&ji se ukazalo, ze HLA lokus hraje primarni roli pii obrané
proti patogeniim. V této souvislosti je velice dilezity vysoky stupent polymorfismu HLA
gent, ktery zajist'uje imunitnimu systému variabilitu. HLA lokus je asociovan s celou fadou
autoimunitnich onemocnéni, které se déli na organové specifické (T1D, celiakie, roztrousena
skler6za) a systémové - revmatologické (ankylozujici spondylitida, revmatoidni artritida,

systémovy lupus erythematodes) (93). Jejich shrnuti je uvedeno v tabulce 2.
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HLA lokus mizeme rozdélit do 3 tfid. HLA geny I. tfidy obsahuji klasické geny A, B,
C, které jsou napiiklad asociovany srozvojem ankylozujici spondylitidy ¢i roztrouSené
sklerdzy (93, 94). Dale pak obsahuji neklasické geny E, F, G a pseudogeny H, J, K, L. HLA
geny II. tfidy obsahuji 3 hlavni lokusy DR, DQ a DP, které ptedstavuji hlavni rizikové faktory
autoimunitnich chorob. Rovnéz zahrnuji geny TAP1 a TAP2 (transportéry asociované se
Zpracovanim antigend), které se podileji na transportu peptidovych fragmentti do
endoplazmatického retikula (ER). V soucasnosti je znamo 2 311 alel pro gen DRB, 78 alel pro
gen DQA1L a 1079 alel pro gen DQB1(95). Oblast pro HLA geny III. téidy obsahuje vice nez
60 gend, které¢ koduji fadu imunologicky dulezitych molekul, jako jsou proteiny teplotniho
Soku HSP70, cytokiny TNFa, TNFB (tumor nekrotizujici faktory o a P) aslozky
komplementu (C2, C4A, C4B).
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Tabulka 2. Asociace autoimunitnich onemocnéni a HLA genu 1. a II. tfidy - adaptovano z (93).
Tabulka dokumentuje, Ze s autoimunitou jsou nejcastéji asociovany haplotypy DR3 a DR4. Riziko
vzniku autoimunitni choroby je v piipadé ankylozujici spondylitidy primarné uréeno HLA geny L.
tfidy. Asociace s HLA geny I. tfidy byla také nalezena pro T1D, konkrétné pro HLA alely B*39, B*18
a A*24, 1kdyz zde je hlavni asociace s HLA geny II. tfidy.

HLA geny II. tiidy AUTOIMUNITNI HLA geny L. tfidy
ONEMOCNENI
Predispozi¢ni Protektivni Predispozi¢ni Protektivni
B*2701 -
A A Ankylozujici spondylitida B*2704 g*ggg
B*2705
C*16
DR3 C*07 -
DRB1*08 DR7 Graves-Basedowa choroba B*08 C*03
B*44
DR4 . A
DR3 A Hashimotova tyreoiditida A A
DR3 A Myasthenia gravis A A
DR3 A Addisonova choroba A A
Sdileny epitop=
DRB1*0101
DRB1*0102 DRB1*0103
DRB1*0401 DRB1*07
DRB1*0404 DRB1*1201 Revmatoidni artritida A A
DRB1*0405 DRB1*1301
DRB1*0408 DRB1*1501
DRB1*1001
DRB1*1402
DQ2 L
DO8 A Celiakie A A
_ . C*05 -
DR15 DR14 Roztrousena skleréza C*15 C*01
B*39 A*01
Bsi ggii Diabetes 1. typu B*18 A*11
A*24 A*31
DR3 Systematicky lupus
DR8 A erythematodes A A
DR15 Y

DR3 haplotyp = DRB1*03-DQB1*02-DQA1*0501

DR4 haplotyp = DRB1*04-DQB1*0302-DQA1*0301
DR7 haplotyp = DRB1*07-DQB1*02-DQA1*02

DR14 haplotyp = DRB1*14-DQB1*06-DQA1*0102
DR15 haplotyp = DRB1*15-DQB1*06*DQA1*01

DQ8 antigen = DQB1*0302 a DQ2 antigen = DQB1*0201
A - K ur€eni asociace je zapotiebi vice studii.

1.3.1. HLA molekuly I. tfidy

HLA molekuly I. tfidy jsou exprimovany na vSech jadernych butikdch a prezentuji
peptidové fragmenty cytosolového a jaderného pivodu. Peptidové fragmenty vznikaji
Vv proteasomu nasledkem degradace butice vlastnich (endogennich) proteinii, ¢i nasledkem
virové infekce jako proteiny virového (exogenniho) ptivodu. Ty jsou poté jesté dale Stépeny

na krat§i peptidové fragmenty pomoci aminopeptidas v cytosolu. Vzniklé peptidové
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fragmenty jsou pak pieneseny do endoplazmatického retikula (ER) pomoci transportéru TAP.
V ER je pak slozen heterodimer HLA molekul I. tfidy, ktery se skldda z polymorfniho
tézkého ftetézce alfa, vytvarejici vazebny zlabek pro vazbu peptidového fragmentu, a
Z nekovalentné asociovaného lehkého fetézce beta2 mikroglobulinu (f2m). Vazebny zlabek
obvykle vaze peptidové fragmenty o délce 8 - 9 aminokyselin (96). HLA molekula I. tfidy je
v ER stabilizovana nékolika chaperony (calretikulin, tapasin, Erp57) a teprve az po navazani
peptidového fragmentu do vazebného Zzlabku jsou chaperonové proteiny uvolnény a HLA
molekula I. tfidy je transportovana na bunéény povrch (97). Zde HLA molekuly 1. tiidy
interaguji s T bunéénym receptorem (TCR) CD8+ T lymfocytt a stimuluji jejich diferenciaci
Vv cytotoxické CD8+ T lymfocyty. Na povrchu bunék je obvykle exprimovano 10,000 az
500 000 HLA molekul I. tfidy, exprese zavisi na jednotlivych bunéénych typech (98).

1.3.2. HLA molekuly II. tiidy

HLA molekula II. tfidy je sloZena z fetézcu alfa (o) a beta (B), které jsou v kazdém
lokusu kdédovany 2 riiznymi polymorfnimi geny: DRA koduje a fetézec a DRB1 koduje B
fetézec HLA-DR molekuly, DQA1 kéduje a fetézec a DQB1 koduje B fetézec HLA-DQ
molekuly, a DPA1 koéduje o fetézec a DPB1 koduje B fetézec HLA-DP molekuly. Jejich
hlavnim ukolem je prezentovat exogenni peptidy T bunéénému receptoru (TCR) CD4+ T
lymfocytli. Exogenni peptidy se dostavaji do buiky obvykle pomoci makropinocytdzy,
receptorem zprostiedkované endocytozy nebo fagocytozou (99). Na rozdil od HLA molekul .
ttidy je exprese HLA molekul II. tfidy omezena pouze na antigen-prezentujici buiiky (APC),
tedy dendritické bunky, makrofagy a B lymfocyty. Expresi HLA molekul II. tiidy lze vSak
indukovat v ostatnich bunécnych typech IFNy (interferon y) a nékterymi dalSimi cytokiny
(100, 101). Exprese HLA molekul Il. téidy také zavisi na vyvojovém stadiu buiky. Zatimco
v nezralych dendritickych bunkach je vice HLA molekul lokalizovano v endosomech
a lysosomech, po jejich aktivaci dochazi ke zvySené expresi HLA molekul, k jejich transportu
na povrch bunééné membrany a k vétsi stabilité celého komplexu (102, 103). Exprese HLA
molekul II. tfidy na povrchu APC bun¢k neni stala, ale HLA molekuly II. tfidy jsou neustale
recyklovany a po jejich internalizaci dochazi bud kjejich degradaci, nebo
k jejich opétovnému vystaveni na bunééném povrchu. Cely mechanismus prezentace antigent

je podrobnéji popsan na obrazku 5.
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Obrazek 5. Mechanismus prezentace peptidovych fragmenti pomoci HLA molekul II. tfidy (99).
Nejprve se nove syntetizovana HLA molekula II. tfidy v ER navaze na protein oznacovany jako
invariantni fetézec a poté je tento komplex transportovan do Golgiho komplexu. Invariantni fetézec
obsahuje vazebny motiv, ktery je rozpoznan clathrinovymi vacky, a cely komplex je pomoci
endocytézy (endocytotické drahy) dopraven do kompartmentu obsahujici peptidové fragmenty
(obvykle pozdni endosom, lysosom). V ném je invariantni fetézec proteolyticky rozstépen na peptidy.
V misté vazebného zlabku ovSem zlstava vazana Cast invariantniho fetézce, ktera se nazyva CLIP
(class 11 associated invariant chain peptide). CLIP je enzymaticky odstranén pomoci HLA DM, jehoz
aktivita je dosud neznamym mechanismem regulovana pomoci HLA DO. Po odstranéni CLIPu se do
vazebného Zlabku HLA molekuly II. tfidy vazou peptidové fragmenty o délce 15 — 35 aminokyselin.
Cely HLA komplex je pak transportovan na bunécny povrch.

1.3.3. Asociace HLA geni II. tridy s T1D

U kavkazské populace jsou pro rozvoj T1D nejvice rizikové haplotypy DRB1*03:01-
DQA1*05:01-DQB1*02:01, DRB1*04:01-DQA1*03:01-DQB1*03:02, které jsou sérologicky
znaCeny jako DR3/DQ2 a DR4/DQ8. V obecné populaci je frekvence heterozygoti
s DR3/DQ2, DR4/DQ8 haplotypem asi 3 %, avSak u diabetickych pacientli je frekvence
téchto heterozygotl az kolem 30 %. Byt heterozygotem pro DR3/DQ2, DR4/DQ8 znamena
pro jedince vyssi riziko rozvoje T1D nez pro jedince, ktery je homozygotem pro jeden
z uvedenych haplotypi. To je pravdépodobné zplisobeno tim, Ze jednotlivé a a B fetézce

heterozygotia DQ2/DQ8 se mohou mezi sebou navzajem kombinovat a dévaji vznik Ctyfem
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riznym molekulam HLA DQ (DQA1*05:01-DQB1*02:01; DQA1*05:01-DQB1*03:02;
DQA1*03:01-DQB*03:02; DQA1*03:01-DQB1*02:01) (104). Riziko vzniku T1D je také
ovlivnéno tim, zda jsou geny kodujici a a B fetézec lokalizované v pozici trans ¢i cis. Mezi
T1D protektivni haplotyp patii haplotyp DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02, ktery se
vyskytuje piiblizn¢ u 20 % obecné populace (105). Jedina kopie alely DQB1*06:02 tohoto
haplotypu je dostate¢na pro negativni asociaci s T1D, a to i v ptipadé, kdy je na druhém
chromosomu pfitomen néktery zrizikovych haplotypt DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 nebo DRB1*04:01-DQA1*03:01-DQB1*03:02. Protektivni a rizikové
haplotypy jsou shrnuty v tabulce 3. Rizikovost HLA alel je pravdépodobné zplisobena mensi
afinitou HLA DQ, DR molekul k nékterym ostrivkovym autoantigentim [ bunék pankreatu.
Nésledkem toho dochédzi k poruSeni centralni a periferni tolerance vac¢i autoantigenu

a k selekci autoreaktivnich T lymfocytu.

Tabulka 3. Vybrané rizikové a protektivni haplotypy u T1D - pfevzato a upraveno z (104, 106).
Rizikovost jednotlivych haplotypti udava &islo OR= z angl. odds ratio. Cim je hodnota vy3si nez 1, tim
veétsi riziko dany haplotyp pfedstavuje pro rozvoj T1D. Nizs$i hodnoty nez 1 naopak poukazuji na
protektivitu haplotypu. Riziko onemocnéni T1D urcuje vzdy cely haplotyp, dobte to 1ze dokumentovat
na haplotypu DR4*04:03-DQA1*03:01-DQB1*03:02, kdy pfitomnost alely DRB1*04:03 ma za
nasledek protektivitu celého haplotypu, i kdyZz ostatni jeho alely jsou predispozi¢ni. Frekvence
haplotypu s DRB1*04:03 je v kavkazské populaci 0,6 %, v asijské populaci 3,5 % (107).

Haplotyp DRB1 DQAL DQB1 OR
DR3 03:01 05:01 02:01 3,64
DR4 04:05 03:01 03:02 11,37
DR4 04:01 03:01 03:02 8,39
DR4 04:02 03:01 03:02 3,63
DR1 01:01 01:01 05:01 0,71
DR2 15:01 01:02 06:02 0,03
DR4 04:03 03:01 03:02 0,27
DR6 14:01 01:01 05:03 0,02
DR7 07:01 02:01 03:03 0,02
DR7 07:01 02:01 02:01 0,32
DR11 11:01 05:01 03:01 0,18
DR13 13:01 01:03 06:03 0,13
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1.3.4. Role HLA molekul v etiopatogenezi T1D

Cela etiopatogeneze T1D je velice slozity proces, ktery stale jest¢ neni dostatecné
znam. Proces, ktery ve vysledku miuze vést k autoimunité, zac¢ina v thymu, kde nejprve
dochazi k positivni selekci nezralych T lymfocytt, tedy téch lymfocyti, které exprimuji TCR
a jsou schopné rozpoznat komplex HLA - autoantigen. Tato selekce vede ke vzniku zralych T
lymfocytl vcCetné autoreaktivnich T lymfocytl. Predtim nez T lymfocyty vycestuji do
periferie, prochazeji jesté negativni selekci. Autoreaktivni lymfocyty, které s vysokou afinitou
reaguji s komplexem HLA - autoantigen, jsou eliminovany, podléhaji apoptdze a jsou
odstranény z imunitniho systému (108). T1D protektivni HLA molekuly, které siln¢ interaguji
S autoantigeny, pravdépodobné zvysuji ucinnost delece autoreaktivnich T lymfocytd. Naopak,
T1D rizikové HLA molekuly umoziuji uniknout do periférie vétSimu mnozstvi
autoreaktivnich T lymfocytd diky niz$i vazebné afinité (stabilit€¢) mezi autoantigenem
a komplexem peptid-HLA molekula. V této souvislosti je dulezité zminit, Ze nejvice rizikové
haplotypy obsahuji ve vazebném zlabku na aminokyselinové pozici 57 alanin misto aspartatu.
Tato aminokyselinovd zaména vede ke zméné rozlozeni elektrického naboje v peptidovém
Zlabku a snizuje stabilitu komplexu HLA - autoantigen (109, 110). Timto mechanismem
dochdzi k poruSeni centralni tolerance a autoreaktivni T lymfocyty tak vycestovavaji do
periferie, kde mize dojit k jejich aktivaci a expanzi. Pfi tomto procesu hraji dilezitou roli
Treg lymfocyty, které moduluji imunitni odpovéd’, smérem k Thl nebo Th2 odpovédi. Bylo
ukazano, ze Thl odpovéd podporuje rozvoj diabetu (111). V této fazi se také nejvice
uplatiuji environmentalni faktory a infekéni agens, které mohou ovlivnit imunitni odpovéd’
(112). Poskozené tkané ¢i zanétlivé procesy mohou vést ke zvySené prezentaci antigenti
auvolnéné zanétlivé cytokiny pfitdhnou dalsi T lymfocyty a mohou zplsobit progresy

autoimunitniho procesu.

1.3.5. Regulace exprese HLA genu II. tiidy

Exprese HLA genli II. tfidy je regulovdna zejména na transkripéni trovni pomoci
vysoce konzervovanych regulac¢nich sekvenci nachazejicich se 150-300 part bazi pied
mistem pro iniciaci transkripce. Tato regulacni oblast se nazyva SXY modul a sklada se ze 4
specifickych oblasti W/S, X, X2 a Y, které jsou také oznacovany jako ,,boxy*. SXY modul se
nachazi u vsech hlavnich gent HLA genu II. tfidy (HLA DQ, HLA DR, HLA DP) a také
V promotorech genli pro invariantni fetézec a v promotorech genit HLA DM a DO, jejichz

produkty umoziuji vazbu peptidového fragmentu do zlabku HLA molekul II. tfidy (113).
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Dalsi SXY moduly byly lokalizované napti¢ celym lokusem HLA gent II. tfidy a funguji jako
enhancery, kdy vzdalen¢ kontroluji expresi HLA genu II. tfidy (114). Na SXY modul se vaze
celd tada transkripcnich faktorti a jejich hlavnim reguldtorem je koaktivator CIITA (class II
transactivator), viz obrazek 6.

Promotor genu HLA-DQA1 obsahuje hypervariabilni oblast, lokalizovanou 200-240
para bazi ptred exonem 1. V této oblasti bylo identifikovano 10 riiznych variant promotoru,
které jsou oznacovany jako QAP (DQAI1 promotor). Tyto varianty jsou ve vazebné

nerovnovaze s jednotlivymi HLA-DQAL alelami (115) a mohou ovlivnit jejich expresi (116).

POLII, TAF, 32,
pTEFb

Transcription

7. | MHC class Il gene |

Obrazek 6. Regulace exprese HLA genti pomoci transaktivatoru II. tfidy CIITA. CIITA asociuje
S proteiny vadzanymi na promotor HLA genu Il. tfidy. Mezi DNA vazebné proteiny, se kterymi CIITA
interaguje, patii proteiny NFY (jaderny faktor Y), RFX (regulacni faktor X) a CREB (cAMP response
element binding protein). CIITA je nezbytny pro expresi HLA gent II tfidy, ale také interaguje
s obecnymi transkripénimi faktory, jako jsou TAFII 32 (TATA box binding protein associated factor)
a pTEFb (positive transcription elongation factor) (117).

CIITA je klicovym regula¢nim proteinem exprese HLA gent II. tfidy. Bez CIITA je
exprese HLA gent II. tfidy velice slaba a jeho kompletni deficience vede k vadznym
imunitnim defektlim, jako je syndrom holych lymfocytti druhého typu. CIITA je konstitu¢né
exprimovan v APC burikach, ale po stimulaci IFNy lze jeho expresi indukovat i u vétSiny
bunécnych typa (101, 118). Jeho aktivita je dale modulovana posttranslacnimi modifikacemi
jako jsou acetylace, fosforylace a ubikvitinace (119). Transkripéni komplex, kontrolujici
expresi HLA geni II. tfidy, se sklada z n€kolika dilezitych proteinli, mezi které patii NF-Y
a RFX a CREB. Tyto DNA vazebné proteiny se vazou do regulacni oblasti modulu SXY a po
interakci s CIITA davaji vznik transkripéné aktivnimu komplexu neboli enhanceosomu. Po

vytvoteni enhanceosomu, CIITA vaze celou fadu chromatin-remodelujicich proteind, jako

jsou histon-acetyltransferasy (p300, CBP) a methyltransferasa CARM 1 (coactivator
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associated arginine methyltransferase 1). Histon-acetyltransferasy pak acetyluji histonové
proteiny v nukleosomu, coz vede k rozvolnéni chromatinové struktury a k pfistupu dalSich
transkrip¢nich faktorti. Naopak pfi inaktivaci se na CIITA vazou histon-deacetylasy (120),
které odstrani acetylové skupiny a disociuji CIITA, RFX a NF-Y z promotora HLA genii
(121).
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2. Hypotéza a cile prace

Nase

hypotéza predpoklada, Ze epigenetické regulace hraji dulezitou roli

V etiopatogenezi autoimunitniho diabetu.

Predkladana dizertatni prace je zaméiena na epigeneticky profil genu HLA-DQA1

u diabetickych pacientd a zdravych kontrol.

Hlavni cile disertacni prace byly:

1.

HLA genotypizace diabetickych pacientl a zdravych kontrol

. Analyza mRNA exprese HLA-DQAL alel

Detekce DNA methylace promotorového tiseku HLA-DQAL alel

Odhalit moznou zavislost mezi DNA methylaci promotoru HLA-DQA1 a mRNA
expresi HLA-DQA1
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3. Material a metody

3.1.Seznam pouZitych roztoku a primeri

Izolace DNA
RCLB (roztok pro lyzu erytrocytl):

WCLB (roztok pro lyzu leukocyti):

Magneticka separace CD14+ monocytii
Pufr 1

Pufr 2

Elektroforeticka separace DNA
TBE pufr

TAE pufr (50x konc. zasobni roztok):

Izolace plasmidové DNA
Roztok 1

Roztok 2

Roztok 3

5 mM MgCl»

320 mM sacharosa

1% Triton X — 100

12 mM Tris-HCI pH 7.5
120 mM EDTA pH 8.0
375 mM NaCl

PBSpH 7.4

0,1% (w) BSA

PBS (bez Mg2+ nebo Ca2+)
0,1% (w) BSA

2 mM EDTA

890 mM Tris baze

890 mM kyselina borita

20 mM EDTA pH 8.0

242 g Tris baze

100 ml 0,5 M EDTA pH 8.0
57, 1 ml kyseliny octové
doplnéno dH20 do 1 litru

50 mM glukosa

10 mM EDTA

25 mM Tris HCI

200 mM NaOH

1% SDS

60 ml KOAc

11,5 ml ledové kyseliny octové

28.5 ml dH20
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Primery a sondy
Syntetické jednofetézcové oligonukleotidy slouzici jako primery pro PCR,
kvantitativni PCR nebo sondy pro RT-PCR byly syntetizovany na zakazku piecisténé gelovou

permeacni chromatografii.

Primery pro amplifikaci promotorového useku HLA-DQA1

Oznaceni Primery Sekvence (5" —3") Tm délka
[°C] amplikonu
1 Vnejii piimy primer I GGTTGTAAGTTAGAATATTTTGAAGGATG 63 643 bp
2 zpétny primer 1 CAAACCAAACCCTACCAAATCA 58
3 Vitini piimy primer 2 AGGTTGTTTAGAAATGTTTATTTTTGG 59 547 bp
4 zpétny primer 2 AAAATCCCCTATAATAACATCTCAATTAC 62
5 Vngjii piimy primer I TTATTTATTTACGAGGTTGTTTAGAAATG* 53 572 bp
6 zpétny primer 1 AACTAATTAAAAAACTCCCCTATAATAACAC 53
7 Viténi piimy primer 2 TTATTTATTTACGAGGTTGTTTAGAAATG* 53 501 bp
8 zpétny primer 2 TTTAACAAAAAAATCCCCTAATTATAAC 52

1-4 primery pro amplifikaci bisulfitované DNA pro alely DQA1*01, 02, 03, 05

4-8 primery pro amplifikaci bisulfitované DNA pro alelu DQA1*04, pro amplifikaci DQA1*04 byl
pouzit v obou amplifikacnich reakcich stejny pfimy primer (oznacen *)

Univerzalni primery pro ovéieni pozitivné transformovanych bakterii

SP6 primer 1 5’"GATTTAGGTGACACTATAGA 3’

T7 primer 1 5 TAATACGACTCACTATAGGG 3

Seznam primeru pouZitych pro pii kvantitativnim PCR

Oznacdeni Sekvence (5" —3") Délka primeru ™ Délka
primeru [°C] amplikonu
[bp]
DQA1*01 F GAAGGAGACTGCCTGGCG 18 53 106
DQA1*01 R CATGATGTTCAAGTTGTGTTTTGC 24 54
DQA1*02 F TTACGGTCCCTCTTGCCAGTT 21 55 124
DQA1*02 R TTGCGGGTCAAATCTAAGTCTGT" 23 55
DQA1*03 F GGTCCCTCTGGGCAGTACAG 20 53 127
DQA1*03 R CAAATTGCGGGTCAAATCTTCT* 22 55
DQA1*04 F GTACACCCATGAATTTGATGGAGAC 25 55 154
DQA1*04 R CAGGATGTTCAAGTTGTGTTTTGTC 25 55
DQA1*05 F GATGAGCAGTTCTACGTGGACCC 23 54 152
DQA1*05 R GTAGAGTTGGAGCGTTTAATCAGAC 25 53
DQAL1 total F TACAGCTCAGAACAGCAACTGC 22 53 126
DQAL1 total R CCCACAATGTCTTCACCTCCA 21 55
DQAlintronF GTTGCCCGTTTCTTTCTCTCA? 21 54 80
DQAlintronR TGGACTCCTTTACCCACTCCC? 21 55
DRAF GGACAAAGCCAACCTGGAAA* 20 54 120
DRAR AGGACGTTGGGCTCTCTCAG* 20 53

+ Sekvence primert byla pievzata od Fernandeze (122)
Sekvence ostatnich primerd byla castecné upravena dle dostupnych sekvenci na strankdch
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/align.html) a publikovana nasi skupinou (123).
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Seznam sond pouZitych p¥i kvantitativnim PCR

Sonda Sekvence (5" —3") délka sondy ™m

[°C]

DQA1*01 CCTGCGGGTCAAAACCTCCAAATTTG 26 66
DQA1*0203 CCACATAGAACTCCTCGTCTCCATCAAATTCAT 33 66
DQA1*0405 ACTGTCTGGTGTTTGCCTGTTCTCAGACAA* 31 65
DQAL1 total CTTTGTTTAGGATCATCCTCTTCCCAAGGC 30 65
DQAL intron ACCTGTGCCAGTTCCCATGTGGAAAT 26 64
DRA1 CAACTATACTCCGATCACCAATGTACCTCCAGAG 34 65

+ Sekvence sond byla pievzata od Fernandeze (122).
Sekvence ostatnich sond byla casteéné upravena dle dostupnych sekvenci na strankach
(http://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/align.html) a publikovany nasi skupinou (123).

3.2.Bakterialni kmeny a plasmidy

Bakterialni kmeny
E. coli DH5a, genotyp: F- 80dlacZ M15 (lacZYA-argF) U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+)
phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl

Plasmidy
pPGEM-T® Easy vector, oriV ColE1 lacZ, 3015 pb, Promega

3.3.Pracovni postupy
3.3.1. Sbér vzorki

Studie byla schvélena etickou komisi 3. LF UK a od kazdého jedince byl pted
odbérem ziskan informovany souhlas. Od kazdého pacienta bylo odebrdno 2 x 5 ml plné
periferni krve do zkumavky s antikoagula¢ni latkou EDTA. DNA byla izolovana z 0,5 ml
plné krve pomoci vysolovaci metody (124). 1 ml krve byl pouzit pro izolaci RNA z plné krve
za vyuziti GenElute™ Mammalian Total RNA Miniprep kitu (Sigma Aldrich, USA) a 8,5 ml
krve bylo vyuzito pro magnetickou separaci monocyti, ze kterych byla nasledné vyizolovana
DNA a RNA. DNA z plné krve byla pouzita pro HLA genotypizaci a pro bisulfitové
sekvenovani. RNA z plné krve byla pfepsana do cDNA a pouzita pro kvantitativni PCR.

Zatimco kolegyné Mgr. Marta Zajacova méla na starosti sbér a analyzu vzorkl od

zdravych jedinci, ja mél na starosti sbér a analyzu vzorki od diabetickych pacienti.
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3.3.2. Magneticka separace CD14+ monocyti

Pro magnetickou separaci monocytli bylo pouzito magnetickych partikuli Dynabeads®
CD14 (Invitrogen, USA), které na svém povrchu nesou protilatky proti povrchovému
antigenu monocytit CD14. Pro izolaci bylo pouzito pfiblizné 8,5 ml nesrazlivé krve
s antikoagulantem EDTA. Magnetické partikule byly pfed pouzitim promyty v roztoku 0,1%
PBS/BSA dle pokynii vyrobce.

K plné periferni krvi byl pfidan dvojndsobny objem pufru 2 a celd smés byla
centrifugovana pii 600 g po dobu 10 minut. Supernatant byl odebran a bunky resuspendovany
v pivodnim objemu krve. K buitkdm byly pfidany promyté magnetické partikule Dynabeads
CD14, vyrobce doporucuje 25 ul magnetickych partikuli na 1 ml krve. V nasem piipad€ jsme
pridavali % doporu¢eného objemu magnetickych partikuli na 1 ml krve. Buiky byly
inkubovany s magnetickymi partikulemi na otdecim rotatoru pii 4°C po dobu 30 minut.
Pfilozenim bun¢k k magnetu po dobu 2 minut byly CD14+ monocyty separovany od zbytku
bun¢k. Monocyty byly resuspendovany v puvodnim objemu krve v pufru 2 a opétovnym
ptilozenim k magnetu (2 minuty) byly separovany. Takto byly opakované 3x promyty v pufru
2. Poté byl pod mikroskopem v Biirgerové komiirce urcen pocet vyizolovanych monocyti.

Cast monocytil bylo pouzito pro izolaci DNA a &ast monocytil pro izolaci RNA.

3.3.3. Izolace RNA

RNA byla izolovana z monocytl a plné krve. Pro izolaci RNA z monocytl byl pouzit
kit QlAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, USA), RNA z plné krve byla pak ziskana pomoci
GenEluteTM Mammalian Total RNA Miniprep Kitu (Sigma Aldrich, USA). V obou
ptipadech bylo postupovano dle pokynil vyrobce.

3.3.4. HLA genotypizace

Pro HLA genotypizaci byly pouzity kity HLA Olerup SSP® (Genovision, USA). HLA SSP
kity obsahuji sekven¢né specifické primery, které umoznuji pomoci PCR rozlisit jednotlivé
alely HLA gent HLA-DQA1l, HLA-DQBl1 a HLA-DRB1 (tabulka 4 a 5). Rozliseni
jednotlivych HLA alel nam umoznilo cilené vybrat diabetické pacienty (podle jejich HLA
haplotypti), ktefi byly zahrnuti do néasledné methyla¢ni studie. RozliSeni HLA alel ndm také
umoznilo provést ndaslednou kvantifikaci jednotlivych HLA-DQA1 alel pomoci
kvantitativniho PCR. Nejprve byly uréeny sérologické skupiny HLA-DQB1 a HLA-DRB1
pomoci nizko-rozliSovacich kiti. Podtypy HLA-DQB1 a HLA-DQAL1 alel byly poté urceny
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pouzitim vysokorozliSovacich kiti HLA-DQB1*02, 03, 04, 05, 06 a HLA-DQAL.
Vysokorozligovaci kit pro gen HLA-DRB1 vyuzit nebyl. Usp&na PCR amplifikace byla
ovéifena na 2% TBE agarozovém gelu. Jednotlivé HLA alely byly identifikovany dle

pfiloZzeného manualu vyrobce.

Tabulka 4. Reakéni mix pro genotypizaci HLA gent I1. tfidy

Slozka reakce Objem
(]
dH.0 4,92
PCR master mix 3,0
DNA (c =30 ng/ul) 2,0
Taq polymerasa 0,08
Celkovy objem 10

Do reakce byla vloZena DNA o koncentraci ¢ = 30 ng/ul

Tabulka 5. Teplotni program pro HLA genotypizaci

Reakéni krok Teplota Cas Pocet

[°C] [s] opakovani
1 Poc¢ateéni denaturace 94 120
2 Denaturace 94 10 —_—

Ox

3 Hybridizace a elongace 65 60 —
4 Denaturace 94 10 —
5 Hybridizace 61 50 19x
6 Elongace 72 30 —

TBE agarozova elektroforéza

2 % gel byl pfipraven smichanim 3,6g agarézy se 180ml 1x konc. TBE pufru.
Heterogenni smés byla ptivedena k varu v mikrovinné troub¢ a k homogennimu roztoku poté
pfidano 5 pl interkala¢niho ¢inidla GelRed. Roztok byl ponechén pii pokojové teploté, dokud
se neochladil pfiblizné na 50°C a poté byl nalit do elektroforetické vany.. Na gel byly
umistény hiebeny a po ztuhnuti gelu byly hiebeny vyjmuty a gel zalit TBE pufrem. Do jamek

gelu byl nanesen PCR produkt, ktery byl pfedem smichén s 6x koncentrovanym nandSecim
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pufrem v poméru 5:1. Elektroforetickd separace probihala za konstantniho napéti 175 V po

dobu 45 minut.

3.3.5. Bisulfitové sekvenovani

Bisulfitova konverze

Principem bisulfitové konverze spo¢iva v konverzi nemethylovaného cytosinu na
uracil v pfitomnosti bisulfitu sodného (NaHSO3). Dulezité je, Ze ke konverzi dochazi pouze u
nemethylovaného cytosinu, methylovany cytosin je vuc¢i bisulfitové konverzi rezistentni.
Timto zpusobem tak lze po nasledné sekvenaci zjistit, které cytosiny byly pfed konverzi
methylovany a zjistit methyla¢ni stav promotorového useku HLA-DQAL. V dusledku snizeni
komplexity DNA (vétSina C ptevedena U), byla pro ndslednou amplifikaci bisulfitované DNA
pouzita metoda Nested PCR.

Bisulfitova konverze byla provedena pomoci Epitect Bisulfite kitu (QIAGEN, USA).
Bisulfitovy mix byl pfipraven rozpusténim v 800 ul dH2O a dle tabulky 6 byla ptipravena
reakéni smés. Reak¢éni smés byla umisténa do thermocykleru a bisulfitova konverze
provedena dle uvedeného teplotniho programu uvedeného v tabulce 7. Po provedeni
teplotniho programu byla bisulfitovd DNA pfeciSténa. K 1,5 ml zkumavkdm obsahujici
bisulfitovanou DNA bylo pfidano 560 pul pufru BL a cely roztok zvortexovan a kratce stocen.
Cely obsah 1,5 ml zkumavky byl pfenesen na Epitect kolonku a sto¢en (1 minuta, 18000 g).
Supernatant byl vylit a ke kolonce pfidano 500 pl BW pufru (pfed pouzitim smichan
s ethanolem dle pokynti vyrobce) a kolonka sto¢ena. Bisulfitovana DNA byla skladovana pfi
-20°C.

Tabulka 6. Reakéni podminky pro bisulfitovou konverzi DNA

Slozka reakce Objem
[ud]

DNA (1ng - 2ug) ruznorody*

dH,0 ruznorody*

Bisulfitovy mix 85

Ochranny pufr DNA 35

Celkovy objem 140

*celkovy objem DNA a dH,O byl 20 ul. Do reakce bylo vlozeno 500 ng — 1ug DNA.
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Tabulka 7. Teplotni program pro bisulfitovou konverzi DNA

Reakéni krok Cas Teplota
[min] [°C]

Denaturace 5 95
Inkubace 25 60
Denaturace 5 95
Inkubace 85 60
Denaturace 5 95
Inkubace 175 60
Zavereéna inkubace 0 20
Nested PCR

Nested PCR je metoda, kterd se vyuziva pro amplifikaci obtizné amplifikovatelnych
usekt DNA (tabulka 8 a 9). Pii této metodé je vyuzito 2 part primert, vnitinich a vnéjsich.
Vnéjsi primery nejprve amplifikuji del§i amplikon, ktery je snadnéji amplifikovan pomoci
vnitinich primert. Vnéjsi primery nasedaji na promotorovy usek HLA-DQA1 v misté -729 az
-87 od start kodonu, vnitini primery amplifikuji promotorovy tisek HLA-DQA1 dlouhy 547
paru bazi, v misté -673 az -126 od start kodonu. Pro amplifikaci alely DQA1*04 byl pouzit
jiny par vnitfnich a vnéjsich primert, které v prvni PCR reakci amplifikovali tsek dlouhy 572
paru bazi a ve druhé PCR reakci usek dlouhy 501 paru bazi (-686 az -186). Abychom
minimalizovali riziko pro ndhodnou amplifikaci pouze 1 alely, byla amplifikace provedena ve
3 nezavislych reakcich, které byly po PCR smichany dohromady. PCR amplifikace byla

ovéfena na 2 % TBE agar6zovém gelu.
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Tabulka 8. Reakéni smés pro amplifikaci promotorové oblasti genu HLA-DQAL

SloZka reakce PCR reakce 1 PCR reakce 2

[ud] [ud]
dH20 13,25 14,75
10x Taq pufr s KCI 2,5 2,5
Mg?* (25 mM MgCl,) 6 4
dNTPs (10mM) 1,25 1,25
ptimy primer (50 uM) 0,4 0,4
zpétny primer (50 pM) 0,4 0,4
Taq DNA polymerasa 0,2 0,2
DNA 1 15
Celkovy objem 25 ul 25 ul

Tabulka 9. Teplotni program pro amplifikaci promotor oblasti genu HLA-DQA1

PCR reakce 1 PCR reakce 2

Reakéni krok PCR reakce  Cas Teplota Pocet Cas Teplota Pocet
[min] [°C] opakovani [min] [°C] opakovani

1. Pocate¢ni denaturace 5 95 5 95

2. Denaturace 1 95 1 95

3. Hybridizace 15 56 39x 15 65 49x

4. Elongace 1 72 1 72

5. Zavérecna inkubace 10 72 10 72

Piecisténi a izolace PCR produktu

Po uspésném ovéieni amplifikace promotorového useku HLA-DQA1L bylo ptikroceno k
precisténi PCR produktu v 1 % agarozovém gelu (Sigma Aldrich, USA) s nizkou teplotou
tani. Po elektroforetické separaci byl agar6zovy gel umistén pod UV translumindtor a pomoci
skalpelu vytiznuty prouzky gelu obsahujici specifické amplikony o velikosti 548 nebo 501
parti bazi. Z gelu byly poté ziskany PCR produkty (GenElute™ Gel Extraction Kit, Sigma
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Aldrich, USA) a koncentrace DNA byla kvantifikovana na nanofotometru (Implen,

Némecko).

Klonovani

Abychom od pacientti ziskali jednotlivé sekvence promotorového useku HLA-DQAL,
bylo nutné jednotlivé PCR produkty ziskané od kazdého pacienta klonovat. Proto byl
ptipraven vektorovy konstrukt obsahujici amplifikovany tsek HLA-DQALl (obrazek 7).
pPGEM-T Easy vektor byl ligovan s nami pfipravenym PCR produktem a cely konstrukt byl
teplotnim Sokem vlozen do bakterialniho kmene E. coli DH5a. Tento kmen ma deleci v genu
pro a-peptid betagalaktosidasu, ktery je ale ptitomny ve vektoru. V piipad¢ uspésného vliozeni
konstruktu do bakterii, je u vektoru pierusen ¢teci ramec betagalaktosidasy a bakterie tento
enzym neprodukuji (kolonie jsou bilé¢). Naopak v ptipad¢, Ze se nepodaii PCR produkt
spravné zaligovat, muze dojit k uzavieni vektoru, ¢imzZ je obnovena exprese betagalaktosidasy
(kolonie jsou modré). Betagalaktosidasa je enzym, ktery umoziuje bakteriim $tépit X-Gal,
substrat obsazeny v agarovém médiu, za vzniku zfetelné modré barvy. Z tohoto ditvodu se
nazyva tento zpisob modro/bila selekce. Vektor jesté obsahuje sekvenci pro indukci exprese

betagalaktosidasy pomoci IPTG a enzym §tépici ampicilinové antibiotikum.
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Obrazek 7. pGEM-T Easy vektor byl vyuzit pro ligaci s HLA-DQA1 amplikonem. Ptipravenym
konstruktem byly pomoci teplotniho Soku transformovany bakterie E. Coli DHSa. Pievzato z (125).

Priprava kompetentnich bakterii E. coli DH5a

3 ml LB média bylo pomoci ockovaci klicky inokulovano bakteriemi a v§e inkubovano
pies noc pii 37°C. Nasledujici den byl piidan 1 ml této kultury k 100 ml LB média a bakterie
kultivovéany pii 37°C. Optickd denzita (OD590) kultury byla zkontrolovana po 80 minutach a
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poté pravidelné¢ kontrolovana v 15 minutovych intervalech, dokud se hodnota ODS590
nepohybovala mezi 0,5 az 0,6. Poté, co kultura dosahla pozadované hodnoty OD590 byla
umisténa na led a asepticky byla pfenesena do sterilnich 50 ml zkumavek. 50 ml zkumavky
byly stoCeny pii 3500 g po dobu 5 minut, LB médium bylo odebrano a peleta bakterii
resuspendovana ve 25 ml ledového sterilniho 0,1 M CaCl,. Bakterie byly opét stoCeny (5
minut pii 3500 g), supernatant odstranén a bakterie resuspendovany v 25 ml 0,1 M CaCl,.
Poté byly umistény na led (30 minut), sklizeny centrifugaci (5 minut pfi 3500 g),
resuspendovany ve 3 ml 0,1 M CaClz s 20 % obsahem glycerolu. Do 1,5 ml vychlazenych
zkumavek byla pomoci Pasteurovy pipety pfenesena suspenze piipravenych kompetentnich
bakterii. Zkumavky s kompetentnimi bakteriemi byly zmrazeny vlozenim do vychlazeného

ethanolu pfi -70°C.

Piiprava kultiva¢nich misek

Kultiva¢ni misky byly pfipraveny do 500 ml banky smichanim 400 ml destilované
vody a 14 g LB agaru. Heterogenni smés byla umisténa do autokldvu a sterilizovéna pii tlaku
0,1 MPa teploté 121°C po dobu 20 minut. Po ochlazeni roztoku na teplotu 45-50°C bylo
k nému asepticky ptidano 400 pl ampicilinu, 400 ul IPTG a 400 pl X-Gal. Cely roztok byl
dikladn€ promichan a nalit na Petriho misky. Petriho misky s agarem byly uskladnény ve 4°C

pro pozd¢jsi pouZiti.

Ligacni reakce a transformace kompetentnich bunék

Piecistény PCR produkt z nested PCR byl zaligovan do pGEM-T easy vektoru.
Nejprve byla ptipravena ligacni reakce, kterd probihala bud’ 1 hodinu pfi pokojové teploté
nebo pifes noc pii 4°C (tabulka 10). Ptipravené kompetentni bunky E. Coli DH5a byly
umistény na led a k nim pfidan cely objem liga¢ni reakce. Bakterie s ligacni reakci byly
inkubovany 20 minut na led¢ a nasledn¢ transformovény teplotnim Sokem ve vodni lazni
(42°C) po dobu 45 sekund. Okamzit€ po teplotnim Soku byly pfemistény na led, alesponi na 2
minuty. Bakterie byly poté inkubovany (37°C, 150 rpm) s pfidanym LB médiem (950 pl) po
dobu 1,5 hodiny. Buné¢na suspenze byla poté nanesena na LB agarové misky obsahujici X-
Gal, IPTG a ampicilin po 50 ul a 200 pul a dikladné rozetfena po celém obsahu. Kultiva¢ni
misky byly oto¢eny dnem vzhiru, pfes noc umistény do inkubatoru a nasledujici den

vyhodnoceny narostlé kolonie.
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Tabulka 10. Reakéni smés liga¢ni reakce

Komponenta liga¢ni reakce Objem [ul]

2x ligacni pufr 2,5

PGEM®-T Easy vector (50 ng/ul) 0,5

PCR produkt (14 ng/ul) riznorody*
T4 DNA ligasa 0,5

dH,0 riznorody*
Celkovy objem 5

*Celkovy objem PCR produktu a dH,0 byl 1,5 pl.
Do reakce bylo standardné vlozen 1l DNA o koncentraci 14 ng/pl.
Ovéreni pozitivné transformovanych kolonii (PCR colony)

Z pozitivné transformovanych bunék byla izolovana plasmidovd DNA, kterd nam
umoznila ovéfit uspéSnou transformaci bunék a nasledné odeslat bakterie na sekvenacni
analyzu. Pro ovéfeni bylo vyuzito PCR reakce, kde jako templat byla pouzita plasmidova
DNA s nami vlozenym amplikonem HLA-DQAL. Pro amplifikaci bylo vyuzito univerzalnich
sekvenci SP6 a T7, které ve vektoru ohrani¢uji nami vlozeny PCR produkt HLA-DQAL.

Izolace plasmidové DNA

Pozitivné transformované kolonie byly pomoci paratka odebrany a inkubovany ptes
noc v LB médiu obsahujici ampicilin (37°C, 250 rpm). Nasledujici den byly sklizeny
centrifugaci (12000 g) a peleta resuspendovana v roztoku 1 (50 mM glukosa, 10 mM EDTA,
25 mM Tris-HCI). K peleté bylo dale piidano 200 pl roztoku 2 (200 mM NaOH, 1 % SDS)
apoté 200 pl chloroformu. Bakterie byly lyzovany 2 minuty na ledé a lyze zastavena
ptidanim 200 pl roztoku 3 (60 ml KOAc, 11,5 ml bezvodé kyseliny octové, 28,5 ml dH20).
Nasledovala centrifugace po dobu 10 minut (12000 g) a odebrani horni frakce obsahujici
nukleové kyseliny. DNA byla vysraZzena ptidanim 0,5 ml izopropranolu. DNA byla sto¢ena
(10 minut, 12000 g), peleta promyta 200 pl 70 % ethanolu a opét stocena (5 minut, 12000 g).

Supernatant byl vylit, DNA vysuSena v laminarnim boxu a rozpusténa ve 20 pul dH20.

PCR z plasmidové DNA
Dle tabulky 11 byla pfipravena reakéni smés pro ovéfeni vlozeného insertu a dle

tabulky 12 byla podle teplotniho programu provedena amplifikace.
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Tabulka 11. Reakéni smés pro ovéfeni vlozeného insertu (jedna PCR reakce)

Slozka reakce Objem
(]
dH20 15,25
10x Taq pufr s KCI 2,5
Mg?* (25 mM MgCl,) 4
dNTPs (10mM) 1,25
SP6 primer (50 uM) 0,4
T7 primer (50 pM) 0,4
Taq DNA polymerasa 0,2
Plazmidova DNA 1,0
Celkovy objem 25 ul

Tabulka 12. Teplotni program pro ovéteni vlozeného insertu

Reakéni krok Teplota Cas Pocet opakovani
[°C]

1. Poc¢ate¢ni denaturace 94 5 min

2. Denaturace 94 5 min

3. Hybridizace 51 30's 40x

4. Elongace 72 45

5. Zavére¢na inkubace 72 10 min

Sekvenace probihala ve firmé Macrogen (Korea). Od kazdého jedince bylo odeslano 4-
10 klonti z monocytl a 4-11 klonti z plné krve. Bakterie byly v 96 jamkové desti¢ce s 1% LB
agarem. Ziskané sekvence byly zarovnany dle referen¢ni sekvence HLA-DQA1 ve volné

dostupném programu Bioedit a vyhodnoceny.

3.3.6. Relativni exprese HLA-DQAL1

Pro stanoveni relativni exprese jednotlivych alel HLA-DQAl bylo vyuzito
fluorescenénich sond TagMan™. Vhodnd endogenni kontrola byla vybrana ze &tyf
kandidatnich gent. Jako nejvhodnéjsi endogenni kontrola byl vybran gen PPIA (PPIA: Hs
99999904 m1, Applied Biosystems, USA), ktery vykazoval nejmensi smérodatnou odchylku
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pti zkusebnich méfenich exprese HLA-DQAL. Kromé endogenni kontroly PPIA, jsme se
rozhodli déle zahrnout do studie i druhou endogenni kontrolu HLA-DRA. HLA-DRA stejné
jako HLA-DQAL1 patii do HLA genu II. tfidy a jejich exprese je tedy regulovana stejnymi
transkripcnimi faktory (RFX, NF-Y a CIITA). Srovnani exprese oproti HLA-DRA nam
umoznilo sledovat geneticky podminénou expresi HLA-DQAL bez ohledu na zdravotni stav
pacienta v dob& odbéru (jiné autoimunitni procesy, zanét, infekce a dalsi faktory).

Vzhledem k tomu, Ze primery a sondy byly navrZzeny do promotorové oblasti genu
HLA-DQAL, rozhodli jsme také amplifikovat intronovou oblast genu pro vylouceni
kontaminace vzorkli genomickou DNA. Vysledky relativni exprese HLA-DQAL byly
korigovany mnozstvim amplifikované DNA intronové oblasti HLA-DQAL. Dale byla do
studie zafazena assay HLA-DQAI1 total, ktera byla pouzita pro kvantifikaci celkové mRNA
HLA-DQAL bez ohledu na pfitomné alely. Pro kazdou assay byla uréena amplifikacni

ucinnost, ktera se pohybovala mezi 95-102 %.

Reverzni transkripce

cDNA byla ziskana pfepsanim RNA pomoci high capacity cDNA reverse transcription
kitu (Applied Biosystems, USA).

Mix pro piepsani RNA do cDNA by ptipraven dle tabulky 13. K 10 pl reakéni smési
pro reverzni transkripci bylo pfidano maximalné 10 pl RNA a objem doplnén do 20 pl dH20.
Dle teplotniho programu v tabulce 14 byla provedena reverzni transkripce 200 ng RNA.
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Tabulka 13. Piiprava master mixu pro reverzni transkripci

Reakéni komponenta Objem
[md]

10 x RT pufr 2

25 x dNTP mix (100 mM) 0,8

10 x RT ndhodné primery 2

Multiscribe reverzni transkriptasa 1

dH20 4,2

Celkovy objem 10 ul

Tabulka 14. Teplotni program pro reverzni transkripci

Reakéni krok  Teplota Cas
[°C] [min]
Krok 1 25 10 min
Krok 2 37 120 min
Krok 3 85 5 min
Krok 4 4 ©
Kvantitativni PCR

Jednotlivé alely HLA-DQAL byly amplifikovany dle nasledujiciho postupu. Do 96
jamkové destic¢ky bylo na dno jamky naneseno 5 ul cDNA a k ni ptidano 7,5 ml reak¢éni smési
obsahujici pfimy a zpétny primery (10 pM), gene expression master mix (Applied
Biosystems, USA) a sondu (5 uM) — tabulka 15. Desticka byla pielepena folii a kratce
sto¢ena. Kvantifikace jednotlivych alel HLA-DQA1 probihala na pfistroji 7500 SDS ABI
prism dle nasledujiciho teplotniho programu (tabulka 16): 50°C 1 minutu a 95°C 10 minut,
nasledovalo 40 cykld pii 95°C 15 sekund a pii 60°C 1 minutu. Kazdy vzorek byl méfen

V tripletovém uspoiadani.
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Tabulka 15. Reakéni smés pro jednu reakci kvantitativniho PCR

Reakéni komponenta Objem
[ul]
Gene expression master mix 6,25
Piimy primer (10 pM) 0,375
Zpétny primer (10 uM) 0,375
Sonda (5 uM) 0,5
cDNA 5,0
Celkovy objem 12,5

Tabulka 16. Teplotni program pro amplifikaci alel genu HLA-DQA1

Reakéni krok  Teplota Cas Pocet opakovani
[°C]
Krok 1 50 2 min
Krok 2 95 10 min
Krok 3 95 15s ]
40x
Krok 4 60 1 min

3.3.7. Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Graphpad prism (verze 5.02). Pro porovnani
relativni exprese mezi alelami byl vyuzZit neparametricky Mann-Whitney test (a=0.05)
a vyslednd hodnota p byla korigovdna poctem porovnani (pkor.=Pnekor.*10). Rozdily v DNA
methylaci mezi monocyty a leukocyty z plné krve byly porovnany pomoci testu Kruskal-
Wallis (s Dunnovym post-testem) s hladinou vyznamnosti 0=0.1. Rozdily mezi jednotlivymi
methylacnimi misty byly pocitdny pomoci Fisherovo exaktniho testu (0=0.05) a korigovany
poctem porovnani (pkor.=Pnekor.*10). Pro porovnéani frekvenci haplotypli mezi T1D pacienty

a kontrolami byl pouzit test chi kvadrat s Bonferroniho korekei (pkor.=Pnekor.x10).
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4. Vysledky
4.1.Charakteristika souboru pacienti

Diabeticti pacienti byli diagnostikovani na zaklad¢ obecné pfijimanych kritérii pro
diagnozu diabetu (52). Autoimunitni stav byl potvrzen nizkou hladinu C-peptidu nebo
pfitomnosti pozitivnich protilatek proti insulinu, dekarboxylase kyseliny glutamové ¢i
ostrivkovému antigenu IA-2. Kontrolni skupina byla specificky vybrana z kohorty ptiblizné
150 zdravych jedinci tak, aby co nejvice odpovidala svym vékovym slozenim a zastoupenim
HLA kohorté¢ diabetickych pacient. Kontroly nebyly testovany na pfitomnost autoprotilatek.
Byli vybrani pouze zdravi jedinci, ktefi na zaklad¢ vlastniho prohldseni uvedli, Ze nemayji
Vrodiné autoimunitni onemocnéni a netrpi z&ddnymi pfiznaky diabetu ¢i  jinymi
autoimunitnimi chorobami. Celkem bylo do studie zahrnuto 61 diabetickych pacientii (45
muzi, 16 zen) a 39 zdravych kontrol (17 muza, 22 Zen). Charakteristiky obou kohort jsou

shrnuty v tabulce 17.

Tabulka 17. Charakteristika obou studovanych kohort.

Skupina T1D pacienti * (n = 61) Zdravé kontroly 2 (n = 39)
Pocet muzt / Zen 45/16 17/22
Veék
) 21-70(32,5a39,8) 2077 (34,5a39,1)
rozsah (median a pramér)
Veék muzi
) 2170 (36,0 a 41,5; 14,8) 20— 77 (40,0 a 40,1; 15,5)
rozsah (median a pramér; SO)
Vek zen
21-68(31,0a33,9; 19,1) 25-75 (28,02 38,3; 17,8)

rozsah (median a pramér; SO)

Trvani diabetu v letech
] 5-42 (14,0a15,2) -
rozsah (median a pramér)

Jedinci s hyperglykémii anebo piitomnosti alespofi jedné specifické autoprotilatky pro T1D
2Jedinci bez zfejmych ptiznakli T1D a bez rodinného vyskytu autoimunitniho onemocnéni
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4.2. Charakterizace QAP alel

QAP alely byly identifikovany na zékladé sekvencnich rozdild lokalizovanych
v promotoru HLA-DQA1. Béhem studie se nam podafilo identifikovat celkem 11 QAP alel
u zdravych kontrol a 10 QAP alel u diabetickych pacientt, QAP alelu 1.3b (asociovana
s alelou DQA1*01:04) jsme nasli jen u zdravych kontrol. Alela DQA1*0102 byla asociovana
s 3 riznymi QAP alelami 1.2K, 1.2L a 1.4, asociace zavisela na konkrétnim haplotypu. 1.2K
byla asociovana s haplotypem DRB1*16-DQA1*01:02*DQB1*05:02, QAP alela 1.2L s
DRB1*15-DQA1*01:02*DQB1*06:02 a QAP alela 1.4 s haplotypem DRB1*13-
DQA1*01:02*DQB1*06:04 (06:09).

4.3.HLA genotypizace

T1D pacienti a zdravi jedinci byli podrobeni nejprve HLA genotypizaci. HLA-DQA1
a HLA-DQB1 byly rozliSeny vysokorozliSovacimi kity, zatimco HLA-DRB1 byla analyzovéana
pouze na urovni nizkého rozliSeni. Obrazek 8 dokumentuje HLA genotypizaci u T1D
pacienta, heterozygota s haplotypy DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 a DRB1*03-
DQA1*05:01*DQB1*02:01. Rozliseni jednotlivych HLA alel nam déle umoznilo analyzovat
mRNA expresi jednotlivych promotori HLA-DQAL alel. Nejcastéji detekované haplotypy
T1D pacientd, dle ocekdvani, byly haplotypy DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02
a DRB1*03-DQA1*05:01*DQB1*02:01. U diabetickych pacienti se ndm podafilo zachytit 2
pacienty s T1D protektivnim haplotypem DRB1*13-DQA1*01:03-DQB1*06:03, u kterych se
manifestoval diabetes az ve 40, respektive 41 letech.

Haplotypy zdravych kontrol byly vybrany tak, aby co nejvice odpovidaly haplotypim
diabetické kohorty. U zdravych kontrol se ndm podafilo shromazdit hodné jedinct
s haplotypem DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02, piesto byla frekvence tohoto haplotypu
signifikantné¢ vyssi nez u zdravych kontrol (Pkor=0.029). Naopak haplotypy DRB1*07-
DQA1*02:01-DQB1*02:02, DRB1*11-DQA1*05:05-DQB1*03:01 byly zastoupeny ve veétsi
mife u zdravych. Tabulka 18 shrnuje jednotlivé zastoupeni HLA haplotypti u obou kohort.
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A HLA-DQB1 nizkorozliSovaci kit

Gen pro rastovy hormon

S ’ — > ™ -
(pozitivni kontrola) <«— Specificky HLA amplikon

< v jamkach ¢islo 3,5a 7

HLA-DQB1*03 kit HLA-DQB1*02 kit

B HLA-DQA1 kit

Obrazek 8. Elektroforetické zdznamy genotypizace HLA-DQAL a HLA-DQB1, na jejichz zakladé¢ byl
urCen HLA haplotyp pacienta. Amplikony v hornich fadach jsou vysledkem amplifikace genu pro
rustovy hormon (pozitivni kontrola) a davaji vznik 2 PCR produktiim o velikosti 430 a 515 pari bazi.
Pod nimi jsou specifické HLA produkty ruzné velikosti. A) Genotypizace HLA-DQB1. Pomoci
nizko-rozliSovaciho kitu HLA-DQ low byly urceny alely HLA-DQB1*02 a HLA-DQB1*03, pozitivni
amplikony v jamkach ¢. 3, 5 a 7. Tyto HLA-DQBL alely byly nasledné podrobngji uréeny s vyuzitim
vysokorozliSovacich HLA-DQB1 kita, HLA-DQB1*03 a HLA-DQB1*02. Na zéakladé¢ pozitivnich
amplikon v jamkach ¢. 3, 4, 15 a 18 jsme identifikovali alelu HLA-DQB1*0302. Alela HLA-
DQB1*0201 byla identifikovana pomoci specifickych amplikonti v jamkach ¢. 1 a 3. B) Genotypizace
HLA-DQAL. Specifické amplikony v jamkach ¢. 8, 10, 13, 14, 15, 17, 19 a 24 nam umozZnily
identifikovat u pacienta alely HLA-DQA1*03:01 a HLA-DQA1*05:01.
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Tabulka 18. DRB1-QAP-DQA1-DQBL1 haplotypy T1D pacientl a kontrol. Frekvence jednotlivych
haplotypt diabetickych pacientli a zdravych kontrol. Alela DQA1*01:02 byla asociovana s 3 riznymi
promotory 1.2K, 1.2L a 1.4, asociace zavisela na konkrétnim haplotypu. Haplotypy kontrol byly
specificky vybrany z vétsi kohorty tak, aby co nejvice odpovidaly haplotyptim diabetikti. Celkove bylo
do studie zatfazeno 61 diabetickych pacienti a 39 zdravych kontrol. Z toho od 18 diabetickych
pacientli se nam podafilo ziskat pouze methylac¢ni profil bez expresniho profilu. Hodnota P byla

vypocitana za vyuziti testu chi kvadrat (0=0.05) s Bonferroniho korekci (por. = Prekor.+10).

DRB1 QAP DQAL DOB1 TlDf(pLZc)ienti Zdravfc’z(;)o)ntroly Pror.
04 31 03:01,03:03  03:02 37.70 17.95 0.029
03 4.1B 05:01 02:01 21.31 15.38 1.000
01 11 01:01 05:01 11.48 10.26 1.000
07 2.1 02:01 02:02 9.02 19.23 0.362
13 13 01:03 06:03 4.10 7.69 0.652
11 4.1A 05:05 03:01 4.10 10.26 0.849
16 1.2K 01:02 05:02 3.28 1.28 1.000
08 4.2 04:01 04:02 1.64 2.56 1.000
04 31 03:03 03:01 1.64 1.28 1.000
04 3.1 03:01 03:05 0.82 1.28 1.000
13 14 01:02 06:04 3.28 --

10 1.3 01:05 05:01 1.64 -

15 1.2L 01:02 06:02 - 5.13
14 1.3b 01:04 05:03 -- 5.13
07 2.1 02:01 03:03 - 1.28
13 14 01:02 06:09 -- 1.28

f = frekvence haplotypt

4.4 Relativni exprese HLA-DQA1

4.4.1. Normalizace exprese HLA-DQA1 oproti 2 endogennim kontrolam

Pro normalizaci relativni exprese HLA-DQAL1 alel jsme vyuzili 2 endogenni kontroly
PPIA (cyklofilin) a HLA-DRA. Gen HLA-DRA neni polymorfni a je ve vazebné nerovnovaze
sostatnimi HLA geny II. tfidy. Navic, jeho transkripce je kontrolovana stejnymi
transkripénimi faktory jako transkripce genu HLA-DQAL. Normalizace oproti HLA-DRA nam
tedy umoznuje hodnotit geneticky determinovanou expresi HLA-DQA1 bez ohledu na
aktudlni zdravotni stav jedince v dobé odbéru (napi. zanét, virova infekce, autoimunitni
procesy). Druha endogenni kontrola PPIA byla vybrana ze 4 endogennich kontrol

a vykazovala nejstabilnéjsi genovou expresi u zdravych a diabetik.
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4.4.2. Relativni exprese HLA-DQA1/HLA-DRA

Analyza genové exprese na urovni mRNA byla provedena u 43 diabetikd (36
heterozygot, 6 homozygoti) a 39 kontrol (34 heterozygoti, 5 homozygotti). U obou
studovanych kohort byla nejvice exprimovana alela DQA1*03 (graf 1) a naopak nejméné
alela DQA1*05:05. U diabetickych pacienti byla alela DQA1*03 signifikantné vice
exprimovana nez alely DQA1*01:01; 01:02K; 02:01; 03:01 a 05:01. U zdravych kontrol byla
alela DQA1*03 signifikantné vice exprimovana nez alely DQA1*01:01; 01:02L; 01:03;
01:04; 02:01; 03:01; 05:01 a 05:05. Vzhledem k tomu, ze ke statistické analyze byl pouzit
Mann-Whitneyho neparametricky test, ktery umoznuje statistické srovnani mezi 3 nebo vice
hodnotami, nékteré alely nemohly byt mezi sebou vzajemné porovnany (T1D pacienti:
01:02M, 01:03, 01:05, 04:01, 05:05; kontroly: 01:02K, 01:02M, 04:01). Data dale ukazuji
relativné vysokou variabilitu v expresi alely DQA1*01, kdy nejvice se zda byt exprimovana
alela 01:02M a 01:03 a nejméné pak alely 01:01 a 01:02L. Ackoliv statistickd analyza
neodhalila signifikantni rozdil mezi expresi DQA1 alel T1D pacientti a zdravych kontrol,
rozdil v expresi alely DQA1*0201 mezi pacienty a kontrolami byl na hrané statistické

vyznamnosti (Por.=0,052).

Pkor.=0,052
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DQAA1 alely diabetickych pacientu DQAA1 alely zdravych kontrol

01:02K=DQA1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.2K
01:02L= DQA1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.2
01:02M=DQA1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.4

Graf 1. Relativni exprese HLA-DQA1 alel vztazena k expresi HLA-DRA. Kazdy bod v grafu
predstavuje normalizovanou hodnotu 1 alely od 1 jedince. V grafu jsou znazornény prumérné hodnoty
se smérodatnou chybou prameéru.

57



4.4.3. Relativni exprese HLA-DQAL/PPIA

Normalizace oproti druhé endogenni kontrole PPIA (graf 2) ukazala daleko vétsi
variabilitu v expresi HLA-DQAL alel (zejména pro alely DQA1*03 a DQA1*01:01) nez
normalizace oproti HLA-DRA. To hovoti ve prospéch nasi hypotézy, Ze normalizace oproti
PPIA muze byt ovlivnéna aktudlnim zdravotnim stavem jedince. Statistickd analyza odhalila
signifikantné vyssi expresi alely DQA1*02:01 u zdravych kontrol ve srovnani s diabetickymi
pacienty (Pkor=0,041). Vyssi exprese alely DQA1*05:01 byla detekovana u T1D pacientd, ale

jeji signifikance byla ztracena po Bonferroniho korekci (Pkor.=0,34).

Pkor.=0,041
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DQA1 alely diabetickych pacientt DQAT1 alely zdravych kontrol

01:02K=DQA1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.2K
01:02L= DQA1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.2L
01:02M=DQA1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.4

Graf 2. Relativni exprese HLA-DQAL1 alel vztazena k expresi PPIA. Kazdy bod v grafu piedstavuje
normalizovanou hodnotu 1 alely od 1 jedince. V grafu jsou znazornény primérné hodnoty se
smérodatnou chybou primeéru.

4.4.4. Exprese alely DQA1*0201 u heterozygoti DQA1*02:01/03

Vzhledem ktomu, Ze jsme odhalili odlisnou miru exprese DQA1*02:01 mezi
diabetickymi pacienty a zdravymi kontrolami, zajimalo nas, zda existuji haplotypy, které by
K tomuto rozdilu nejvice pfispivaly. Odhalili jsme, ze vyssi expresi DQA1*02:01 alely
mizeme najit zejména u heterozygoti DQA1*02:01/03. Graf 3 znazorfuje ze, zatimco
hladina mRNA alely DQA1*03 je u pacientii a kontrol stabilni, hladina mRNA DQA1*02:01
je u zdravych vyrazné zvysena (ne signifikantné p=0,190). Dobfe to dokumentuji i hodnoty
v tabulce 19, které ukazuji pomér alel mezi stejnymi haplotyp T1D pacienti a zdravych

kontrol. V ptipadé¢ DQA1*02:01/03 heterozygotd byl u diabetickych pacienti skoro
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dvojnasobné vyssi pomér, tedy nizsi exprese alely DQA1*02:01, nez u zdravych jedincu (4,87

pacienti; 2,96 kontroly).
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Graf 3. Nerovnomérna exprese alely DQA1*02:01. Alela DQA1*02:01 je ve v€tsi mife exprimovana
u zdravych jedinct, ktefi maji jako druhou alelu DQA1*03. Dva sloupce vedle sebe (jeden bily a jeden
Sedivy) zndzornuji relativni expresi jednoho jedince, bud’ T1D pacienta (d) nebo zdravé kontroly (k).
Relativni exprese je normalizovana oproti DRA.

Tabulka 19. V tabulce jsou uvedeny poméry mezi 2 alelami u DQAL heterozygotd a jejich srovnani
mezi T1D pacienty a zdravymi kontrolami. Uvedeny jsou pouze jedinci s nejméné s jednim spole¢nym

haplotypem. P hodnoty byly pocitany za pomoci Mann-Whitneyho neparametrického testu (a=0.05)

s Bonferroniho korekci (Pkor. = Prekor. *2).

Kombinace DQA1 Kombinace QAP n Primér Rozsah SO
alel alel poméru
alely 1/alely 2
03:01, 01:01 31,11 5d 3.01 2.51-3.71 0.47
03:01, 01:01 31,11 3k 3.05 2.47-3.47 0.52
03:01, 01:02 3.1,1.2K 1d 2.18 - -
03:01, 01:02 31,1.2K 4k 2.96 2.11-3.43 0.62
03:01, 05:05 3.1,4.1A 1d 4.02 - -
03:01, 05:05 3.1,4.1A 3k 4.51 4.33-4.67 0.17
03:01, 01:03 31,13 2d 2.02 1.90-2.13 0.16
03:01, 01:03 31,13 2k 2.09 1.76-2.43 0.47
03:01, 03:03; 02:01 31,21 6d 4.87 3.45-6.68 1.19
03:01, 03:03; 02:01 31,21 3k 2.96 1.72-4.16 1.22
04:01, 02:01 42,21 1d 1.06 - -
04:01, 02:01 42,21 2k 1.12 1.04-1.19 0.10
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Kombinace DQA1 Kombinace QAP n Primér Rozsah SO

alel alel poméru
alely 1/alely 2
05:01, 01:02 4.1B,1.4 2d 1.86 1.47-2.25 0.55
05:01, 01:02 4.1B,1.4 1k 1.64
05:01, 02:01 4.1B,2.1 2d 1.30 1.16-1.44 0.20
05:01, 02:01 4.1B,2.1 3k 0.89 0.56-1.17 0.31

SO-smeérodatna odchylka, d — diabeticti pacienti, k — kontroly

4.5.DNA methylace HLA-DQAL1
4.5.1. Celkova methylace promotorového useku HLA-DQA1L

Vzhledem Ktomu, Ze jsme nasli statisticky vyznamny rozdil v expresi alely
DQA1*02:01, zajimalo nés, zda rozdil v expresi nemlze byt zpiisoben odliSnou methylaci
HLA-DQAL alel. Po analyze exprese HLA-DQAL jsme se tedy zaméfili na DNA methylaci
promotorového useku tohoto genu. Zajimalo nas, zdali jednotliva variabilita v expresi
rizikovych a protektivnich alel souvisi s DNA methylaci promotorového tseku HLA-DQAL.
Z tohoto diivodu jsme provedli bisulfitové sekvenovani, a to DNA z CD14+ monocyti
a DNA z plné krve diabetikti a zdravych kontrol. Jelikoz jsme po pouziti Kruskal-Wallis testu
nenalezli statisticky vyznamny rozdil mezi DNA methylaci CD14+ monocyti a plné krve
(graf 4), rozhodli jsme se skupinu sekvenci z plné krve a z monocytti T1D pacienti spojit
dohromady a porovnat je oproti methylaénimu profilu zdravych kontrol. Kdyz jsme se
zamg¢fili na jednotlivé methylacni mista DNA z monocytii a z plné krve, nalezli jsme jedno
methylacni misto, které se v methylaci liSilo (Pkor=0,020). Zatimco methylaéni pozice -311
alely 01:02M nebyla u monocytii methylovana, u leukocytii z plné krve bylo toto CpG misto
methylovano ze 70 %. U monocytd ovSem pochazeli sekvence alely 01:02M pouze od 1

¢lovéka, rozhodli jsme se proto, tyto sekvence z dalsi analyzy vyftadit.
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Graf 4. Porovnani methyla¢niho profilu leukocytd a monocytd u diabetiki. Kazdy bod v grafu
znazornuje poc¢et methylovanych mist ziskanych z jedné sekvence monocyti nebo leukocytu. V grafu
jsou znazornény hodnoty priméru se smérodatnou chybou priméru. Nejvice methylované alely byly
alely DQA1*0201 a DQA1*0401. Mezi methylaci monocyti a leukocytii nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil (Kruskal-Wallis test s Dunnovym post testem s a=0,1), a proto byly sekvence obou
bunéénych typi spojeny dohromady.

Podaftilo se nam celkové shromazdit a porovnat 202 sekvenci od diabetickych pacientd
a 216 sekvenci od zdravych kontrol. Celkem jsme zachytili 9 alelickych HLA-DQAL variant
od diabetickych pacientd a 10 alelickych HLA-DQAL variant od kontrol. Pfestoze jsme
nasbirali velké mnozstvi diabetikli, nepodafilo se nam zachytit methyla¢ni profil T1D
protektivni alely DQA1*01:02 (ve vazbé s promotorem 01:02L). Respektive, jednoho T1D
pacienta s protektivnim haplotypem DR*15-DQA1*01:02-DQB1*06:02 jsme detekovali, ale
ten byl pozdé&ji ze studie vyfazen z dlivodu vyskytu nadorového onemocnéni. I presto byl jeho
methylacni profil podobny profilu zdravych. Mezi nejvice methylované alely patfily alely
DQA1*04:01 a DQA1*02:01. Naopak mezi nejméné methylované alely pattily alely
DQA1*05:01 a DQA1*01:03. Bohuzel rozdil v celkové methylaci mezi T1D pacienty
a kontrolami, ktery by vysvétlil rozdil v expresi DQA1*02:01, jsme nenalezli (graf 5). Ani
methylaéni stav ostatnich HLA-DQAL1 alel nekoreloval svysledky relativni exprese.
V néekterych piipadech se nam podatilo zachytit sekvence, které byly methylovany na velice

nizké Grovni ¢i vitbec. Proto jsme se déle sousttedili na jednotlivé methyla¢ni CpG mista a na

moznou spojitost mezi nimi a relativni expresi HLA-DQAL.
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Graf 5. Porovnani celkové methylace mezi diabetickymi pacienti a zdravymi kontrolami. Kazdy bod
v grafu zndzornuje pocet methylovanych mist odectenych z jedné sekvence diabetika nebo kontroly.
V grafu jsou znazornény hodnoty priméru se smeérodatnou chybou priméru. Pro porovnani
methyla¢nich rozdilti byl vyuzit Mann-Whitneyho neparametricky test, ktery neodhalil signifikantni
rozdily.

4.5.2. Methyla¢ni profil jednotlivych CpG dinukleotidu

ProtoZe jsme pouzivali velice technicky naro¢nou metodiku klonovani, byli jsme
schopni odecist i jednotliva CpG methylacni mista u kazdé sekvence. Pocet methylacnich
mist se u jednotlivych alel liSil. Nejvice methyla¢nich mist bylo nalezeno u alely
DQA1*04:01, celkem 12. Ostatni HLA-DQAL alely obsahovaly mezi 9-11 methyla¢nimi
misty (graf 6). Zatimco CpG dinukleotidy v oblasti -641 az -374 byly skoro kompletné
methylovany, methylace se snizovala, ¢im vice jsme se bliZili k mistu pro iniciaci transkripce.
Na nukleotidové pozici -193 byla jiz hladina methylace velice nizké. Tento trend byl shodny
jak u T1D pacientd, tak i zdravych kontrol. Nejvétsi rozdily v methylaci mezi obéma
kohortami jsme nalezli na pozicich -311, -277 a -271, ale nebyly signifikantni. Je zajimavé, ze
alela DQA1*02:01 ma misto -311 vice methylovano (78 % u kontrol, 93 % u diabetiki) oproti
ostatnim alelam, kde se methylace pohybovala mezi 33-63 % (33-63 % u kontrol, 37-55 %
u diabetikt). Je tedy mozné, Zze methylace tohoto mista mlze souviset s nizkou hladinou
exprese alely DQA1*02:01. Pokud jsme se vSak pokusili najit vztah mezi relativni expresi
alely DQA1*02:01 a methylaci na pozici -311 u jednotlivych sekvenci pacientd a kontrol,
nenasli jsme jasnou souvislost. Zaméfili jsme se dale také na srovnani methylace T1D

rizikovych a protektivnich alel. Nepozorovali jsme ale rozdily v methylaci ani pro haplotypy
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protektivni DR*13-DQA1*01:03-DQB1*06:03, ani rizikové DR*04-DQA1*03-DQB1*03:02,
DR*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01.
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Graf 6. Methyla¢ni profil zdravych kontrol a diabetickych pacientti. V grafu je zobrazen methyla¢ni
profil promotorové oblasti genu HLA-DQAL. Pocet methylacnich mist se 1isi v zavislosti na typu HLA-
DQAL1 alely. Kazdé methyla¢ni misto je v grafu oznaceno Cislici, ktera uvadi pozici methyla¢niho
mista vzhledem k mistu pro iniciaci transkripce. Jednotlivd kolecka dokumentuji procentualni
methylaci jednotlivych methyla¢nich mist. Cim vice je koletko modré, tim vice je dané misto
methylovano (v %). Do studie byly zahrnuty pouze sekvence, u kterych byla uspésnost bisulfitové
konverze vyssi nez 95 %.
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5. Diskuze

5.1.Kvantitativni PCR a bisulfitové sekvenovani

Kvantitativni PCR je bézna experimentalni metoda pro stanoveni hladiny transkriptu
MRNA. My jsme v této praci vyuzili metodiku publikovanou skupinou Fernandez et al., ktefi
kromé standardnich kvantifikaci HLA-DQAZ1 alel, obohatili stanoveni o 2 dalsi assaye (HLA-
DQAL intron, HLA-DQA1 total) (122). ProtoZe vSechny primery a sondy pouZité pro
kvantitativni PCR byly navrzeny do promotorové oblasti HLA-DQAL, nebyla moznost rozlisit
kvantifikaci DNA od cDNA. Z tohoto divodu byla ptidana do experimentu assay HLA-
DQAI intron, kterd ndm umoznila kvantifikovat genomickou kontaminaci. Pfestoze byla
genomicka kontaminace brana v uvahu pii kvantifikaci relativni exprese, jeji vliv na
vyslednou expresi HLA-DQAL byl v nasi praci minimalni (pohybovala se kolem 3%). Dalsi
assay, kterd byla pridana, byla assay HLA-DQAI total, ktera méfila celkovou expresi HLA-
DQAL1 (obou alel HLA-DQA1L u kazdého pacienta). Zaroven jsme ovSem u kazdého pacienta
zm¢étili expresi kazdé alely zvlast. Poté co jsme secetli exprese jednotlivych alel u kazdého
jedince, ocekavali jsme teoretickou hodnotu blizici se expresi HLA-DQAL1 total (tedy hodnotu
blizké 1). Bohuzel to se ndm v nékterych ptipadech i pfi opakovaném meéteni nepodafilo,
a proto byly brany v tivahu pouze hodnoty relativni exprese, které se vesly do intervalu 0,85-
1,15. Problém byl pravdépodobné zplsoben Ccastecnou degradaci RNA, protoze ani
opétovnym piepsanim RNA do cDNA se nam kvantifikovat expresi u téchto pacientl
nepodafilo. Pfes peclivé navrzeni primerti a sond nemiizeme u pacientd vyloucit urcitou
genetickou variabilitu, kterd by méla za nasledek nedokonalou vazbu primerti a sond
a ovliviiovala by tim G¢innost amplifikace.

Klicovou metodou vyuzité v této praci bylo bisulfitové sekvenovani, které nam
umoznilo detekovat DNA methylaci promotorového useku HLA-DQAL. Vyhodou této
techniky byla cenova nendro¢nost a moznost detailniho zmapovani DNA methylace cilového
useku. Na druhou stranu byla jeji nevyhoda ve velké Casové naro¢nosti, protoze vyzadovala
klonovani amplikonu do bakterii a jejich naslednou selekci. Metoda bisulfitového
sekvenovani ndm také neumozZnovala detekovat derivaty S5-methylcytosinu, které vznikaji
jako meziprodukty pii demethylaci. Tyto derivaty 5-hydroxymethylcytosin, 5-formylcytosin
a 5-carboxylcytosin, jsou vSak pfitomny v tkdnich na velice nizké Grovni (vyjimku tvofi
mozek, kde hydroxymethylcytosin tvoii 1 %) (19, 30). ProtoZe je tato metoda zavisla na

uspesnosti bisulfitové konverze DNA, museli jsme vzit v ivahu, ze uspéSnost konverze
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nemusi byt 100%. Pti bisulfitové konverzi jsou pfevedeny vSechny nemethylované cytosiny
na uracily, které jsou naslednd pfi PCR amplifikaci nahrazeny thyminem. Usp&$nost
bisulfitové konverze jsme odhadli tak, Ze jsme spocitali v sekvenci pocet bazi C,
nachazejicich se mimo CpG dinukleotidy. Do studie jsme zatadili pouze sekvence, u nichz
byla tc¢innost bisulfitové konverze vétsi nez 95 %. Tim jsme se vyvarovali riziku, ze bychom

odecetli falesné pozitivn¢ methylovany CpG dinukleotid.

5.2.Relativni exprese HLA-DQA1

Exprese HLA-DQAL alel u zdravych jedinct a diabetickych pacientd byla doposud
podrobné charakterizovana pouze V nékolika studiich. Prvotni studie pied vice nez 15 lety
ukazaly vys$si expresi alely DQA1*03 u heterozygott DQA1*03/DQA1*05:01 (126, 127).
V roce 2003 byla publikovana prace Fernandez et al., kterd oproti ostatnim popsala nejvyssi
expresi alely DQA1*04 (122). Odlisnosti mezi studiemi mohu byt vysvétleny odlisSnym
postupem pii izolaci RNA, analyzou odlisSnych bunécnych typd, anebo jinym metodickym
ptistupem. Doposud nejpodrobnéjsi prace zabyvajici se expresi HLA-DQAL1 alel je od Britten
et. al a byla zaméfena nejenom na expresi jednotlivych alel, ale také v ni byly provedeny
luciferazové assaye, které detekovaly promotorovou aktivitu jednotlivych alel HLA-DQAL.
Pro méfeni promotorové aktivity alel DQA1*01:02, DQA1*03:01, DQA1*05:01 autofti
vyuzili dvou fragmenttt HLA-DQAL: kratsi usek, tzv. proximalni promotor HLA-DQA1 (260
bazi), a delSi fragment, ktery obsahoval proximalni promotor + polymorfni oblast
lokalizovanou pied promotorem (zangl. upstream region, délka 700 bazi). Vysledky
luciferazovych assayi ukazaly, ze DQA1*03:01 ma silngjsi promotor, jak v ptipadé kratkého
fragmentu, tak i u delsiho fragmentu, nez je u DQA1*01:02 a DQA1*05:01 (128). V nasi
studii jsme nalezli, podobné¢ jako v ostatnich studiich, nejvyssi expresi u alely DQA1*03 a
vyssi expresi (oproti alele DQA1*05:05) nez ostatni alely. Nejvice variabilni exprese byla
nalezena pro skupinu alel DQA1*01, kde exprese zavisela na jednotlivych promotorech QAP.
Je otazkou, jaky je geneticky zaklad pro tak vysokou expresi rizikové alely a kterymi faktory
je ovlivnéna variabilita exprese mezi jednotlivymi skupinami alel. Pfed vice nez 20 lety
ukédzala prace od Morzycka-Wroblewska et al., Ze pfi¢inou muiZe byt polymorfismus
V promotorové oblasti (konkrétn€ boxy X a Y). Cilena mutace v této oblasti vedla ke zméné
exprese alel DQA1*03:01 a DQA1*05:01 (116). Dalsi moznosti je lokalizace polymorfismi
mimo promotorovou oblast HLA-DQAL. Swanberg et al. identifikovali polymorfismus

v genu pro MHC2TA (168 A—G@G), ktery je asociovan s nizkou expresi HLA gena II. tfidy a se
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zvysenou nachylnosti k autoimunitnim chorobam, jako je revmatoidni artritida a roztrousena
skler6za. V souvislosti s timto pozorovanim byla piedlozena hypotéza, Ze autoimunita by
mohla byt zpisobena nizkou expresi HLA gent II. tfidy, kterd by vedla k méné efektivni
prezentaci autoantigenti regulatnim T lymfocytim (129). Variabilita exprese by mohla byt
zpuisobena i odliSnou DNA methylaci promotorového tseku nebo jinych regulacnich oblasti
kontrolujicich expresi HLA gent II. tfidy. Jak jiz bylo zminéno v uvodu, SXY modul neni
pfitomen jen v promotorové oblasti, ale je lokalizovan napii¢ lokusem HLA gena II. tiidy
a funguje jako enhancer kontrolujici expresi HLA genu II. t¥idy ze vzdalenych pozic (114). Je
mozné, ze za rozdily v expresi mezi jednotlivymi alelami jsou zodpovédné pravé tyto
vzdalené regulacni oblasti. Kontrola exprese HLA gent se ale jesté vice zkomplikovala, kdyz
v roce 2006 byla identifikovana regula¢ni oblast (tzv. isolator), ktera reguluje interakci mezi
enhancerem a promotorem (130), coz dale rozvedu v kapitole DNA methylace.

Piestoze jsme vna$i studii nenalezli rozdily vexpresi u T1D protektivnich
arizikovych alel, zajimavy byl nalez, Ze zdravi jedinci, oproti TID pacientim, méli
signifikantné zvySenou expresi alely DQA1*02:01. Tato alela je soucésti haplotypu HLA-
DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02, ktery neni ani protektivni ani rizikovy pro T1D. Je to
viibec poprvé, kdy byl detekovan statisticky vyznamny rozdil v expresi této alely u diabetiki.
Tyto rozdily v expresi byly nejvice patrné u heterozygoti DQA1*02:01/03. Kdyz jsme
vypocitali pomér exprese mezi alelami DQA1*02:01 a DQA1*03, u zdravych kontrol byl
skoro 2x mensi nez u T1D pacientd. Velice podobné hodnoty byly pozorovany v praci
Donnera, ale stejné jako v naSem pfipad¢, rozdily nebyly prokazatelné signifikantni kvili
malému mnozstvi jedinct (127). Vzhledem k tomu, ze byla analyza exprese provedena z plné
krve, bylo by dale zajimavé se podivat na relativni expresi u jednotlivych typli bun€k (napf.
CD14+ monocyty) a analyzovat expresi ostatnich alel, které jsou soucésti haplotypu, alely
HLA-DRB1*07 a DQB1*02:02. Zustava otazkou, zdali zmény v expresi alely DQA*02:01
ovlivituji riziko pro vznik onemocnéni a nejsou jen sekundarnim projevem nékterych
polymorfismi nebo epigenetickych regulaci v jinych genech. Existuji 2 moZnosti, jak by
mohla zvysena exprese DQA1*02:01 u zdravych kontrol hrat roli v etiopatogenezi choroby:
1) Je mozné, ze vyssi exprese alely DQA1*02:01 by mohla mit u heterozygotii s druhou
rizikovou alelou DQA1*03 protektivni ucinek a ovlivnit ustanoveni centralni a periferni
tolerance. ZvySovala by tak Uc¢innost delece autoreaktivnich T lymfocytii a branila by jejich
expanzi. Naopak jeji sniZzeni by pak zvySilo antigenicitu druhé rizikové alely DQA1*03
a umoznilo by rozvoj autoimunity. 2) ZvySena exprese DQA1*02:01 by také mohla zasahnout

do spektra cytokini produkovanych T lymfocytami a tak potencidln¢ modulovat odpovéd
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imunitniho systému. Bylo ukdzano, ze mnozstvi komplexu HLA -peptid na bunééném povrchu
ovlivituje produkci cytokint IL-4 a IFNy, coz nasledné¢ miize nasmérovat imunitni reakci ve
prospéch Thl nebo Th2 odpovédi (131). Je znamo, Ze Thl odpovéd’ je spojovana s rozvojem
T1D (111).

Podafilo se ndm také analyzovat expresi u dvou diabetickych pacientd, ktefi méli jeden
protektivni DRB1*13-DQA1*01:03-DQB1*06:03 a jeden rizikovy DRB1*04-DQA1*03:01-
DQB1*03:02 haplotyp. Protektivita haplotypu DRB1*13-DQA1*01:03-DQB1*06:03 se ztraci
v ptipad¢, Ze je v kombinaci s rizikovym haplotypem DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02
(132). Ve shod¢ stimto faktem se u obou TID pacientd rozvinula autoimunita, ale az
v relativné pozdnim véku (kolem 40 roku zivota). Jinak jsme u téchto pacienttl, ve srovnani se

zdravymi, nenalezli Zaddnou odliSnost, ani v methylaci, ani v expresi.

5.3.Methylace HLA-DQA1

DNA methylace je jednim z epigenetickych mechanismt, ktery umoznuje burice
regulovat expresi geni. Doposud bylo popsdno nékolik procesti, které mohou ovliviiovat
DNA methylaci. Mezi né patii stres, strava, toxicita prostiedi, ¢i vék jedince(133-135). Jako
zékladni experimentalni model pro zkoumdni transgenera¢niho pfenosu DNA methylace se
uvadi mys$i model Agouti. Gen Agouti odpovida za tvorbu zlutého pigmentu pheomelaninu
z ¢erného pigmentu eumelaninu v mysi srsti. Pokud se pfed timto genem nachazi na
chromosomu nestabilni retrotransposon, je tento element nepravidelné¢ metylovan a exprese
genu Agouti mize byt fizena ektopicky z promotoru retroelementu. Tmavy fenotyp se nazyva
agouti a odpovida prirozené expresi genu Agouti, tedy stejné jako s epigeneticky uml¢enym
retroelementem. Jelikoz se methyla¢ni zaznam vytvaii v prubéhu t€hotenstvi matky, o barvé
chloupkli mysi budouci generace rozhoduje vyZziva matky. Pokud je strava dostatecné bohaté
na potencialni zdroj metylovych skupin, je G¢innost nastaveni methylac¢ni inaktivace vysoka,
promotor retroelementu je vypnut a gen Agouti je exprimovan vyhradné ze svého pfirozeného
promotoru: vysledkem je tmavé zbarveni srsti. Dulezité je, ze zména v DNA methylaci byla
trvald a prenesena na dalsi generace (136). Velice podobny efekt byl pozorovan i u lidi, kde
jedinci, ktefi byli pfed narozenim vystaveni nedostatku vyzivy v priibéhu 2. svétové valky
z divodu némecké blokady Holandska, méli méné methylovany imprintovany gen IGF2
(z angl. insulin growth factor), zapojeny do anabolickych a rastovych procest, a nastaveny
tak ,,Setfici fenotyp* (137).

U autoimunitniho diabetu je riziko rozvoje T1D u potomka 2x vétsi, pokud je nemocny

otec nez, kdyz je nemocna matka. Dalo by se tedy pfedpokladat, Ze zde bude hrat vyznamnou
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roli genomicky imprinting z otcovy strany. Doposud vsak byly nalezeny imprintované oblasti
ptevazné pro diabetes 2. typu, pro diabetes 1. typu byl popsan pouze 1 lokus (138). Neni tak
dosud uplné znamo, ¢im je zvySené riziko diabetu zplsobeno. Je pravdépodobné, ze
s rozvojem novych technologii a s rostoucim poctem GWAS studii se podafi u diabetu dalsi
oblasti imprintingu odhalit. U autoimunitniho diabetu se také uvazuje o moznosti, Ze strava,
stres, zivotni styl a dalsi vlivy prostiedi maji vliv na matku v priabéhu téhotenstvi a ovliviiuji
pied narozenim DNA methylaci u potomka. Obdobné bylo zjisténo, ze kouieni v prabéhu
téhotenstvi ovliviiuje methyla¢ni status n¢kterych gent jejich potomku (139, 140).

Vtéto praci jsme se zaméfili na zmény Vepigenetickych modifikacich
u predispoziéniho genu HLA-DQA1l a snazili se najit rozdily v DNA methylaci
promotorového useku tohoto genu, které by ndm pomohly vysvétlit rozdily v expresi
jednotlivych alel HLA-DQAL. Protoze se uroveit DNA methylace ale i HLA exprese obecné
meéni s vékem jedince, vybrali jsme skupiny diabetikti a kontrol shodné vé€kovym slozenim
(141-143). DNA methylace se také lisi napfi¢ riznymi bunéénymi typy (144), a proto jsme se
rozhodli u diabetickych pacientl porovnat methylaéni profily leukocytd a monocytu.
Nepodaftilo se ndm prokazat, ze se DNA methylace vyrazné 1i§i mezi leukocyty z plné krve
a CD14+ monocyty. Ztoho divodu jsme sekvence od obou bunécnych typd spojili
dohromady a porovnali je oproti kontroldam. Mezi obéma skupinami jsme neodhalili zadné
statisticky vyznamné rozdily v celkové methylaci HLA-DQAL alel, nenasli jsme ani jasnou
zavislost mezi methylaci a expresi alel. Vysoce methylované alely DQA1*05:05
a DQA1*02:01 vykazovaly nizkou expresi. To ale neplatilo pro nejvice exprimovanou alelu
DQA1*03, jejiz exprese byla nepfimo iimérna jejimu methylacnimu stavu.

Exprese genu nemusi byt zavisla na celkové methylaci, ale miize také souviset pouze
s jedinym methylaénim mistem (79). Zaméfili jsme se proto dale na jednotlivé CpG
dinukleotidy promotoru. Jednotlivé alely se liSily nejenom v rozlozeni CpG dinukleotidd, ale
také v jejich poctu. Nejvice methylacnich mist bylo nalezeno u alely DQA1*04:01 (celkem
12).

Zatimco oblast mezi -641 az -371 byla skoro Gpln€¢ methylovéana u vSech alel, ¢im vice
se blizilo misto iniciace transkripce (TSS), tim vice klesala methylace jednotlivych CpG
dinukleotidd. U obou studovanych skupin byl v§ak methyla¢ni profil genu HLA-DQAL velice
podobny. Nejvice variabilni methylacni mista byla detekovana na pozici -311 (alely
DQA1*01:01, 01:02K, 01:02M, 01:03, 02:01, 03:01) a na pozici -277, -271 (alely
DQA1*05:01, 05:05). Zajimavé je, ze alela DQA1*0201 byla na pozici -311 methylovana

u zdravych kontrol pouze ze 78 %, ale u T1D pacienti az z 93 %. VSechna popsana
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methylacni mista jsou lokalizovand mimo SXY modul (X1, X2, Y, W boxy), az na alelu
DQA1*04:01, ktera ma jedno methyla¢ni misto ve W boxu (-215 pfed TSS). Neni tedy
pravdépodobné, Zze by DNA methylace branila pfimo ve vazbé transkripéniho faktoru, ale
transkrip¢ni faktory mohou byt ovlivnény nepfimo pomoci vazebného proteinu, ktery se vaze
mimo X1, X2, Y a W boxy. In vitro bylo ukazano, ze preference proteinti rozpoznavajicich 5-
methylcytosin nezéavisi jen na methylacnim stavu CpG dinukleotidu, ale zavisi také na
sekvenci, ktera methyla¢ni misto obklopuje. Ve vysledku by tak odlisna alelicky specificka
promotorova sekvence genu HLA-DQALl mohla vést k odlisné afinit¢ CpG vazebnych
proteini, a to i v pfipadé, ze jednotlivé alelicky specifické varianty promotoru jsou
methylovany na stejné Grovni (145, 146).Nase pozorovani je v souladu s ostatnimi pracemi,
ve kterych nebyl doposud pozorovén signifikantni rozdil v DNA methylaci genu HLA-DQAL.
Nekteré prace vSak u diabetu detekovaly zmény v DNA methylaci u jinych HLA gent a pak
zejména u genu pro insulinu. Kuroda et al. popsali zéavislost mezi DNA methylaci
promotorového useku gen pro insulin (INS) a jeho expresi (79). Zmény v DNA methylaci pak
byly potvrzeny n¢kolika dal§imi studiemi. V promotoru genu INS byly objeveny 3 specifické
CpG dinukleotidy, které u diabetikd byly, oproti zdravym kontroldm, methylovany ve snizené
mite (78). Stefan et al. pozorovali mezi T1D diskordantnimi monozygotnimi dvojcaty nejen
rozdily v methylaci genu INS, ale detekovali rozdily v methylaci HLA genti: HLA-DO a HLA-
DQAZ2 byly hypermethylované a HLA-E byl hypomethylovan (76). Methyla¢ni zmény v HLA
genech II. tfidy potvrdila prace od skupiny Rakyan et al., ve které bylo identifikovano 132
variabilnich methyla¢nich mist v riznych genech, véetné genit HLA-DQB1 a RFXAP (koduje
protein vazajici se do boxu X1 a podilejici se na regulaci exprese HLA gent 1. t¥idy) (77).
Majumder et al. u nddorovych bun¢k prokazali, Ze hypermethylace promotorové
oblasti gent HLA-DQA1 a HLA-DQB1 utlumuje jejich expresi tim, ze brani vazbé RFX
a CIITA. Inhibice methyltransferas obnovila vazbu obou faktort a zvysila expresi obou geni
(147). Ve shodé s timto pozorovanim nase vysledky naznacuji, ze kliCovym regula¢nim
mistem by mohla byt relativné malo methylovana oblast pied TSS (pozice -311, -277 a -193).
Velice zajimavym nalezem je objev regulacni sekvence XL-9d mezi oblastmi HLA-
DR a HLA-DQ (geny HLA-DRB1 a HLA-DQAL1), ktera vaze isolatorovy protein CTCF (130).
Funkce tohoto proteinu spociva v blokaci interakci mezi promotorem a enhancerem. Vazba
proteinu CTCF byla popsana do oblasti imprintovanych gent, jako jsou geny H19/IGF2, kde
reguluje jejich jednoalelickou expresi. Jeho vazba na cilovou sekvenci DNA je navic
ovlivnéna methyla¢nim stavem DNA. Nabizi se tedy otazka, zdali regulac¢ni oblast XL-9d

v HLA lokusu neni regulovana podobnym zptisobem jako u imprintovanych gent.
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Souhrnem, nase studie a fada dalSich praci podtrhuji dulezitost detekce epigenetickych
modifikaci u autoimunitnich chorob a ukazuji, ze do budoucna tento vyzkum skytd moznosti

pro jejich vyuziti v prevenci, diagnostice a terapii.
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6. Zavér

Za poslednich 30 letech byl u¢inén obrovsky pokrok ve vyzkumu autoimunitniho

diabetu. V posledni dob¢ se ukazuje, Zze pro rozvoj diabetu jsou kromé genetickych faktori

dilezité také epigenetické faktory. Ty mohou regulovat expresi genti a mohou byt ovlivnény

velkym mnozstvim faktort, jako je stres, strava, vék a dalSi. Pozornost se proto stale vice

zam¢iuje na DNA methylaci, histonové modifikace a exprese miRNA u diabetickych

pacienti. Tato prace se podrobn¢ zaméiila na jeden z predispozi¢nich geni HLA-DQAL.

Pokusili jsme se zjistit, zdali exprese jednotlivych alel HLA-DQAL souvisi s DNA methylaci

WV

dosazeno, jsou uvedeny nize:

1)

2)

3)

Podaftilo se ndm shromazdit velké mnozstvi zdravych kontrol a pacientl s autoimunitnim
diabetem. U obou kohort byla nejprve provedena HLA genotypizace, abychom odlisili
jednotlivé HLA alely, a z obou skupin byli do studie specificky vybrani jedinci na
zakladé jejich veéku a haplotypu HLA.

Pomoci kvantitativniho PCR jsme analyzovali mRNA expresi HLA-DQAL alel a ukézali
nutnost normalizovat expresi HLA-DQAL oproti 2 endogennim kontrolam (PPIA a DRA).
Nejvyssi expresi jsme detekovali u alely DQA1*03 a naopak nejnizsi u alely DQA1*05.
U zdravych kontrol se nam, oproti ostatnim pracim, podafilo detekovat statisticky
signifikantné vyssi expresi alely DQA1*02:01, zejména u heterozygoti DQA1*02:01/03.
Vyssi exprese této alely by mohla u heterozygott DQA1*0201/03 hrat dutlezitou roli
Vv etiopatogenezi T1D a mohla by do urcité miry potlacovat rozvoj diabetu.

V druhé ¢asti jsme se pak zaméfili na methylaéni stav promotoru HLA-DQAL. Pomoci
bisulfitové sekvenace jsme analyzovali methylaéni profil monocyt a leukocytl z plné
krve T1D pacientll. Detekovali jsme jak celkovou methylaci, tak i jednotlivé CpG
dinukleotidy. Pocet methylacnich mist zavisel na jednotlivych typech promotoru
a obsahoval 9-12 CpG dinukleotidii. Nejvice methylovana alela byla DQA1*02:01
anejmén¢ alela DQA1*05:01. Porovnani celkové methylace mezi T1D pacienty
azdravymi kontrolami ndm neukizalo Zzadné signifikantni rozdily. Na urovni
jednotlivych CpG dinukleotidii se ukazalo, ze oblast tésné¢ ptred mistem pro iniciaci
transkripce je oproti zbytku promotoru methylovana ve snizené mife. Pravé v této oblasti
jsme nasli nejvyssi variabilitu v DNA methylaci mezi obéma skupinami, zadné CpG

misto vSak nebylo statisticky signifikantné hypo nebo hypermethylovéno.
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4) Nepodaiilo se nam prokazat jasnou souvislost mezi DNA methylaci promotorového
useku a mRNA expresi jednotlivych alel. Pfestoze mRNA exprese HLA-DQAL nezavisi
na jejim methylatnim stavu, je to vibec poprvé, kdy byl takto podrobné popsan
methylacni profil tohoto genu a zkouména souvislost mezi mRNA expresi a DNA

methylaci.
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