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Souhrn

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) patii mezi polygenni
multifaktoridlni autoimunitni onemocnéni. S rozvojem diabetu je
z genetického hlediska nejvice asociovana oblast HLA gent Il. tfidy,
véetné genu HLA-DQAL, ktery je jeho soucasti. Cilem této prace
bylo identifikovat methylacni profil promotorové ¢asti HLA-DQAL a
methylacni profil korelovat s expresi jednotlivych alel HLA-DQAL.

Do této studie bylo celkem zahrnuto 61 diabetickych
pacientti a 39 zdravych kontrol. Od vsech jedinct byla ziskana DNA,
ktera byla vystavena plsobeni bisulfitu sodného. Pomoci metody
nested PCR byl amplifikovan promotorovy tsek HLA-DQA1 a za
vyuziti sekvenovani byl ziskan methylacni profil promotoru HLA-
DQAL. Relativni exprese jednotlivych HLA-DQAL alel byla zméfena
za vyuziti kvantitativnho PCR a porovnana oproti dvéma
endogennim kontrolam (PPIA, HLA-DRA).

Alela DQA1*02:01 méla u zdravych kontrol signifikantné
vyS8i expresi nez u TID pacientd (normalizace oproti PPIA,
Pior.=0,041; normalizace oproti DRA, Pwor.=0,052). Methylaéni profil
mezi obéma skupinami byl velice podobny jak na urovni celkové
methylace, tak i na Urovni jednotlivych CpG dinukleotidi. Mezi
nejvice methylované alely pattila alela DQA1*02:01 a mezi nejméné

methylované pak alela DQA1*05:01.



Summary

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 and correlate methylation status with
individual HLA-DQAL allele expression of T1D patients and healthy
controls.

61 T1D patients and 39 healthy controls were involved in this
study. Isolated DNA was treated with sodium bisulfite and HLA-
DQA1 promoter sequence was amplified using nested PCR. After
sequencing, DNA methylation profile of HLA-DQAL promoter was
analyzed. Individual mRNA HLA-DQAL relative allele expression
was assessed using two different endogenous controls (PPIA, DRA)

We have found higher HLA-DQA1*02:01 allele expression in
healthy  controls (PPIA  normalization, P¢r=0.041; DRA
normalization, Pcr=0.052) compare to T1D patients. The complete
methylation profile of the HLA-DQAL 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.



1. Literarni uvod

1.1. Epigenetika

Epigenetika se zabyva studiem vlastnosti, jez jsou pfedavany
prostfednictvim meidzy nebo mitdzy, ale nejsou zavislé na primarni
struktufe DNA. Je znamo, Ze epigenetika se podili na regulaci
exprese fady genti, které jsou dilezité pro diferenciaci bunék, pfi
kontrole bunééného cyklu, morfogenezi a dalSich bunécnych
procesech. Epigenetika také dokaze vysvétlit, jak je mozné, ze bunky
se stejnou genetickou vybavou jsou schopné se diferenciovat v riizné
bunécné typy. Dilezité je, Ze epigeneticky stav je reverzibilni
a v prubéhu Zivota interaguje a méni se v dusledku ptisobeni vné&jsiho
prostiedi (1). Studie na mysich modelech naznacuji, Zze epigeneticka
informace mize byt ovlivnéna nutricnimi faktory, stresem, vékem
jedince a dal$imi faktory. U ¢lovéka lze zménu dobie dokumentovat
na studiich zkoumajicich epigeneticky profil u geneticky shodnych
monozygotnich dvojcat. Ten se méni v zavislosti na dobé&, po kterou
spolu dvojcata vyristala (2). Zatimco o epigenetickych zménach u
nadorovych onemocnéni je toho zndmo pomérné hodné, epigenetika
autoimunitnich onemocnéni neni tak dobfe prozkoumana. Zejména
HLA (lidské leukocytdrni antigeny) geneticka oblast (HLA
komplex), ktera nejvice prispiva ke vzniku autoimunitnich
onemocnéni, je z epigenetického hlediska relativné neprobadanou

oblasti.



1.1.1. DNA methylace

DNA methylace je proces, pfi kterém dochazi k preneseni
methylové skupiny z S-adenosyl methioninu na 5uhlik
pyrimidinového kruhu cytosinu. Pfidani methylové skupiny je
katalyzovano enzymy, které se nazyvaji DNA methyltransferasy
(DNMT). V lidském genomu je methylovano pfiblizné¢ 4% vsech
cytosini. Methylace je obvykle soustfedéna do oblasti bohatych na
CpG dinukleotidy (tzv. CpG ostrivky), ale methylovan miize byt
i cytosin mimo CpG dinukleotid. Samotny cytosin mimo CpG
dinukleotid je v somatickych burikach methylovan na velice nizké
urovni (3). Oproti tomu je v lidském genomu methylovano 70-80%
CpG dinukleotidti, které jsou casto lokalizované v regulacnich
oblastech genu promotoru a enhanceru. Pravé DNA methylace
regulacnich oblasti genu promotorovych useku je Casto spojovana
s represi transkripce. Existuji 2 zadkladni mechanismy, kterymi DNA
methylace potlacuje transkripci gend. DNA methylace muze pfimo
blokovat pfistup transkripénich faktorti nezbytnych pro transkripci
(4). 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 histontl, coz mize vysledné
vést k potlaceni transkripce (5). DNA methylace byva v nékterych

piipadech doprovazena methylaci histonu (6, 7).

1.2. Diabetes mellitus 1. typu

Diabetes mellitus 1. typu (T1D) je autoimunitni onemocnéni,

které vznika nasledkem destrukce B bunék Langerhansovych
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ostrivkll pankreatu, coz vede k nedostatecné ¢i kompletni ztraté
produkce insulinu (8). T1D tvofi pfiblizné¢ 5-10 % vSech piipada
diabetu anejcastéji 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 Zzivota (9, 10). Zatimco u déti je destrukce B bunék
vétSinou rychld a kompletni, u dospélych je progrese onemocnéni
daleko pomalejsi a produkce insulinu muze jesté nékolik let
pietrvavat. Tato pomalu progradujici forma diabetu je oznacovana
jako LADA (latentni autoimunitni diabetes dospélych). Diabetem
jsou obecné postizeny ob¢ pohlavi rovnomérné, nékteré studie vsak
ukazuji vy$§i incidenci T1D po puberté u muzské populace
evropského ptivodu (11). T1D vznika u geneticky predisponovanych
jedinct a je modulovan vnéj$im prostiedim. Riziko vzniku T1D je
tak kombinaci enviromentalnich faktort a genetické predispozice
jedince. V pfipadé ptsobeni silnych environmentalnich faktort mtize
dojit k rozvoji T1D i u méné geneticky predisponovaného jedince
a naopak, jak o tom svédci nékteré publikované védecké vysledky

U etnik s rostouci incidenci T1D (12, 13).

1.2.1. Genetika T1D

T1D patii mezi multifaktoridlni polygenni onemocnéni.
Riziko pro jedince kavkazské populace se pohybuje kolem 0,3-
0,4 %. V pripad¢, Ze jeden z rodicl mél autoimunitni diabetes, riziko
pro jejich potomka je kolem 5 % (14). Doposud bylo diky

asocia¢nim studiim nalezeno vice nez 50 riznych genli a genovych



komplext, které ovliviwyji riziko vzniku T1D (15). Z genetického
pfiblizn¢ 50 % genetického rizika. Dulezitou roli pro rozvoj
autoimunity maji zejména HLA geny II. tfidy (DQA1, DQB1
a DRB1), které koduji imunologicky dulezité transmembranové
glykoproteiny, podilejici se na ustanoveni centralni tolerance
imunitniho systému a regulujici imunitni odpovéd’. Dalsi geny, které
ptispivaji K onemocnéni, jsou tzv. non-HLA geny, tedy geny
insulin  (INS), geny PTPN22 (tyrosin fosfatasa) a CTLA-4
(T lymphocyte associated antigen 4) (16).

1.2.2. Asociace HLA geni II. tfidy 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 (tabulka 1), které jsou sérologicky
znaceny jako DR3/DQ2 a DR4/DQ8. V obecné populaci je frekvence
heterozygotti s DR3/DQ2, DR4/DQ8 haplotypem asi 3 %, avSak u
diabetickych pacientt je frekvence téchto heterozygoti az kolem
30 %. Rizikovost jednotlivych HLA alel je pravdépodobné
zpisobena mensi afinitou HLA DQ, DR molekul k nékterym
ostrivkovym autoantigenim f bunck pankreatu. Nasledkem toho
dochazi k poruseni centralni a periferni tolerance vii¢i autoantigenu
a k selekci autoreaktivnich T lymfocyta.

Oproti  tomu  haplotyp =~ DRB1*15:01-DQA1*01:02-
DQB1*06:02 patii mezi protektivni haplotypy a vyskytuje se



ptiblizné u 20 % obecné populace (17). Jedina kopie alely
DQB1*06:02 tohoto haplotypu je dostate¢na pro negativni asociaci
sT1D, a to i v pfipadé, kdy je na druhém chromosomu piitomen

néktery z rizikovych haplotypti.

Tabulka 1. Vybrané rizikové a protektivni haplotypy u T1D - ptevzato
a upraveno z (18, 19). Rizikovost jednotlivych haplotypd udava ¢islo OR=
zangl. odds ratio. Cim je hodnota vy3§i nez 1, tim vétsi riziko dany
haplotyp ptedstavuje pro rozvoj TID. Niz§i hodnoty nez 1 naopak
poukazuji na protektivitu haplotypu. Riziko onemocnéni T1D uréuje vzdy
cely haplotyp. Napiiklad ptitomnost alely DRB1*04:03 ma za nasledek
protektivitu celého haplotypu, i kdyz ostatni alely haplotypu jsou
predispozi¢ni. Frekvence haplotypu s DRB1*04:03 je v kavkazské populaci
0,6 %, v asijské populaci 3,5 % (20).

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
DR2 15:01 01:02 06:02 0,03
DR4 04:03 03:01 03:02 0,27
DR11 11:01 05:01 03:01 0,18
DR13 13:01 01:03 06:03 0,13

1.2.3. Regulace exprese HLA genu II. tfidy

Exprese HLA gent II. tfidy je regulovana zejména na
transkripéni urovni pomoci vysoce konzervovanych regulacnich
sekvenci nachazejicich se 150-300 part bazi pted 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

10



oznacovany jako ,.boxy*“. SXY modul se nachazi u vSech hlavnich
gentt HLA genu II. tfidy (HLA DQ, HLA DR, HLA DP) a také
V promotorech genll pro invariantni fetézec a v promotorech gent
HLA DM a DO, jejichz produkty umoziuji vazbu peptidového
fragmentu do zlabku HLA molekul II. tfidy (21). Dalsi SXY moduly
byly lokalizované napti¢ celym lokusem HLA gent II. tfidy
a funguji jako enhancery, kdy vzdalené kontroluji expresi HLA genil
I1. t¥idy (22). Na SXY modul se vaze cela fada transkripénich faktort
a jejich hlavnim regulatorem je koaktivator CIITA (class Il
transactivator).

Promotor genu HLA-DQA1 obsahuje hypervariabilni oblast,
lokalizovanou 200-240 part bazi pfed exonem 1. V této oblasti bylo
identifikovano 10 riznych variant promotoru, které jsou oznacovany
jako QAP (DQA1 promotor). Tyto varianty jsou ve vazebné
nerovnovaze s jednotlivymi HLA-DQA1 alelami (23) a mohou
ovlivnit jejich expresi (24).
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2. Hypotéza a cile prace

NaSe hypotéza piedpoklada, Ze epigenetické regulace hraji
diileZitou roli v etiopatogenezi autoimunitniho diabetu.
Predklddana dizertacni prace je zameéfena na epigeneticky

profil genu HLA-DQAL1 u diabetickych pacientti a zdravych kontrol.

Hlavni cile diserta¢ni prace byly:

1. HLA genotypizace diabetickych pacientti a zdravych kontrol

2. Analyza mRNA exprese HLA-DQAL alel

3. Detekce DNA methylace promotorového useku HLA-DQAL
alel

4. Odhalit moznou zavislost mezi DNA methylaci promotoru

HLA-DQA1 a mRNA expresi HLA-DQAL1

12



3. Material a metody
3.1. HLA genotypizace

Pro HLA genotypizaci byly pouzity kity HLA Olerup SSP®
(Genovision, USA). HLA SSP kity obsahuji sekvencné specifické
primery, které umoznuji pomoci PCR rozlisit jednotlivé alely HLA
genit HLA-DQAL, HLA-DQB1 a HLA-DRB1. RozliSeni jednotlivych
HLA alel nam umoznilo cilen¢ vybrat diabetické pacienty (podle
jejich HLA haplotypit), ktefi byly zahrnuti do nasledné methylacni
studie. RozliSeni HLA alel ndm také umoznilo provést naslednou
kvantifikaci jednotlivych HLA-DQAL alel pomoci kvantitativniho
PCR. Nejprve byly uréeny sérologické skupiny HLA-DQB1 a HLA-
DRB1 pomoci nizkorozliSovacich kita. Podtypy HLA-DQB1 a HLA-
DQA1l alel byly poté urCeny pouzitim vysokorozliSovacich kiti
HLA-DQB1*02, 03, 04, 05, 06 a HLA-DQAL.

3.2. Bisulfitové sekvenovani

Bisulfitova konverze
Princip  bisulfitové  konverze spocivda v  konverzi
nemethylovaného cytosinu na uracil v pfitomnosti bisulfitu sodného
(NaHSOs). Dulezit¢é je, ze ke konverzi dochazi pouze
u nemethylovaného cytosinu, methylovany cytosin je vi¢i bisulfitové
konverzi rezistentni. Timto zplsobem tak 1ze po nasledné sekvenaci
zjistit, které cytosiny byly ptfed konverzi methylovany a zjistit
methylacni stav promotorového useku HLA-DQALl. V dusledku
snizeni komplexity DNA (vétSina C pifevedena U), byla pro
naslednou amplifikaci bisulfitované DNA pouzita metoda Nested
13



PCR. Bisulfitova konverze byla provedena pomoci Epitect Bisulfite

kitu (QIAGEN, USA).

Nested PCR

Nested PCR je metoda, ktera se vyuziva pro amplifikaci
obtizn¢ amplifikovatelnych usekit DNA. Pii této metod¢ je vyuzito 2
part primerl, vnitinich a vngjSich. Vné&j§i primery nejprve
amplifikuji delsi amplikon, ktery je snadnéji amplifikovan pomoci
vnitfnich primerti. Vné&jsi primery nasedaji na promotorovy usek
HLA-DQAL v misté -729 az -87 od start kodonu, vnitini primery
amplifikuji promotorovy usek HLA-DQAL1 dlouhy 547 paru bazi,
v mist¢ -673 az -126 od start kodonu. Pro amplifikaci alely
DQA1*04 byl pouzit jiny par vnitfnich a vné&jSich primert, které
v prvni PCR reakci amplifikovali usek dlouhy 572 péaru 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.

Klonovani

Abychom od pacientd ziskali jednotlivé sekvence
promotorového tseku HLA-DQAIL, bylo nutné jednotlivé PCR
produkty ziskané od kazdého pacienta klonovat. Proto byl pfipraven
vektorovy konstrukt obsahujici amplifikovany tsek HLA-DQAL.
PGEM-T Easy vektor byl ligovan s nami pfipravenym PCR

produktem a cely konstrukt byl teplotnim Sokem vlozen do
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bakterialniho kmene E. coli DH5a. Tento kmen ma deleci v genu pro
a-peptid betagalaktosidasu, ktery je ale piitomny ve vektoru.
V ptipadé uspésného vlozeni konstruktu do bakterii, je u vektoru
pferuSen cteci ramec betagalaktosidasy a bakterie tento enzym
neprodukuji (kolonie jsou bil¢). Naopak v pfipadé, Ze se nepodari
PCR produkt spravné zaligovat, mize dojit k uzavieni vektoru, ¢imz

je obnovena exprese betagalaktosidasy (kolonie jsou modré).

3.3. Relativni exprese HLA-DQAL1

Pro stanoveni relativni exprese jednotlivych alel HLA-DQAL
bylo vyuzito fluorescenénich sond TagMan™. Jako nejvhodn&jsi
endogenni kontrola byl vybran gen PPIA (PPIA: Hs 99999904 m1,
Applied Biosystems, USA). Kromé endogenni kontroly PPIA, jsme
se rozhodli dale zahrnout do studie i druhou endogenni kontrolu
HLA-DRA. HLA-DRA stejné jako HLA-DQAL patii do HLA genu II.
tiidy a jejich exprese je tedy regulovana stejnymi transkripénimi
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 dobé odbéru (jiné
autoimunitni procesy, zanét, infekce a dalsi faktory).

Vzhledem Kk tomu, ze primery a sondy byly navrzeny do
promotorové oblasti genu HLA-DQAL, rozhodli jsme také
amplifikovat intronovou oblast genu pro vylouceni kontaminace
vzorki genomickou DNA. Vysledky relativni exprese HLA-DQA1
byly korigovany mnozstvim amplifikované DNA intronové oblasti

HLA-DQAL. Dale byla do studie zafazena assay HLA-DQAL total,

15



ktera byla pouzita pro kvantifikaci celkové mRNA HLA-DQAL bez
ohledu na pfitomné alely. Pro kazdou assay byla uréena amplifikacni

ucinnost, kterd se pohybovala mezi 95-102 %.

3.4. Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit Graphpad prism
(verze 5.02). Pro porovnani relativni exprese mezi alelami byl vyuzit
neparametricky Mann-Whitneyho test (a=0,05) a vysledna hodnota
p byla korigovana poctem porovnani (pkor.=Pnekor.*10). Rozdily mezi
jednotlivymi methylacnimi misty byly pocitainy pomoci Fisherovo
exaktniho testu (0=0,05) akorigovany potem porovnani

(Pkor.=Pnekor+10).
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4. Vysledky
4.1. Charakteristika souboru pacienti

Diabeticti pacienti byli diagnostikovani na zaklad¢ obecné
ptijimanych kritérii pro diagnoézu diabetu (9). 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 pfiblizn¢ 150 zdravych jedinct tak, aby co nejvice
odpovidala svym vékovym sloZzenim a zastoupenim HLA kohorté
diabetickych pacientd. Kontroly nebyly testovany na ptitomnost
autoprotilatek. Byli vybrani pouze zdravi jedinci, ktefi na zakladé
vlastniho prohldseni wuvedli, Ze nemaji vrodiné autoimunitni
onemocnéni a netrpi zadnymi ptiznaky diabetu ¢i  jinymi
autoimunitnimi chorobami. Celkem bylo do studie zahrnuto 61
diabetickych pacienttl (45 muzd, 16 Zzen) a 39 zdravych kontrol (17

muzi, 22 zZen).

4.2. Relativni exprese HLA-DQA1/HLA-DRA

U obou studovanych kohort byla nejvice exprimovéana alela
DQA1*03 a naopak nejméné alela DQAL1*05:05 (graf 1).
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
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pouzit Mann-Whitneyho neparametricky test, ktery umoziuje
statistické srovndni 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
a01:03 a nejméné pak alely 01:01 a 01:02L. Ackoliv statisticka
analyza neodhalila signifikantni rozdil mezi expresi DQAL alel T1D
pacientl a zdravych kontrol, rozdil v expresi alely DQA1*0201 mezi
pacienty a kontrolami byl na hrané¢ statistické vyznamnosti
(Pxor.=0,052).
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DQAA1 alely diabetickych pacientu DQA1 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 vazb& s QAP alelou 1.4
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Graf 1. Relativni exprese HLA-DQAL alel vztazena k expresi HLA-DRA.
Kazdy bod v grafu ptedstavuje normalizovanou hodnotu 1 alely od 1
jedince. V grafu jsou znazornény primérné hodnoty se smérodatnou chybou
praméru.
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4.3. Relativni exprese HLA-DQAL/PPIA

Normalizace oproti druhé endogenni kontrole PPIA (graf 2)
ukazala daleko vétsi variabilitu v expresi HLA-DQA1 alel (zejména
pro alely DQA1*03 a DQA1*01:01) nez normalizace oproti HLA-
DRA. To hovoii ve prospéch nasi hypotézy, ze normalizace oproti
PPIA mutze byt ovlivnéna aktudlnim zdravotnim stavem jedince.
Statisticka analyza odhalila signifikantné vysS$i expresi alely
DQA1*02:01 u zdravych kontrol ve srovndni s diabetickymi pacienty
(Pxor=0,041). Vyssi exprese alely DQA1*05:01 byla detekovana
u T1D pacientt, ale jeji signifikance byla ztracena po Bonferroniho
korekci (Pkor.=0,34).
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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-DQAL alel vztazena k expresi PPIA. Kazdy
bod v grafu pfedstavuje normalizovanou hodnotu 1 alely od 1 jedince.
V grafu jsou znazornény prumérné hodnoty se smérodatnou chybou
prumeéru.
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4.4, Celkova methylace promotorového useku HLA-DQAL

Vzhledem k tomu, ze jsme nasli statisticky vyznamny rozdil
v expresi alely DQA1*02:01, zajimalo nas, zda exprese jednotlivych
HLA-DQAL1 alel souvisi s methylaci promotoru HLA-DQAL. Z tohoto
divodu jsme provedli bisulfitové sekvenovani, a to DNA z pIné krve
diabetikil a zdravych kontrol.

Celkem jsme zachytili 9 alelickych HLA-DQAL variant od
diabetickych pacientt a 10 alelickych HLA-DQA1 variant od kontrol.
Ptestoze jsme nasbirali velké mnozstvi diabetikil, nepodafilo se nam
zachytit methylaéni profil TID protektivni alely DQA1*01:02 (ve
vazb¢ s promotorem 01:02L). Mezi nejvice methylované alely patfily
alely DQA1*04:01 a DQA1*02:01. Naopak mezi nejméné
methylované alely patiily 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
3). Ani methyla¢ni stav ostatnich HLA-DQAL alel nekoreloval

s vysledky relativni exprese.
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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=DQAI1*01:02 alela ve vazbé s QAP alelou 1.4

Graf 3. Porovnani celkové methylace mezi diabetickymi pacienty 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  methylaénich  rozdild byl vyuzit Mann-Whitneyho
neparametricky test, ktery neodhalil signifikantni rozdily.

4.5. Methylaé¢ni profil jednotlivych CpG dinukleotidii

Protoze jsme pouzivali velice technicky ndro¢nou metodiku
klonovani, byli jsme schopni odecist i jednotlivda CpG methylacni
mista u kazdé sekvence. Pocet methylacnich mist se u jednotlivych
alel lisil. Nejvice methylacnich mist bylo nalezeno u alely
DQA1*04:01, celkem 12. Ostatni HLA-DQA1 alely obsahovaly mezi
9-11 methylacnimi misty (graf 4). 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 nizka.
Tento trend byl shodny jak u T1D pacientd, tak i zdravych kontrol.

Nejvétsi rozdily v methylaci mezi obéma kohortami jsme nalezli na
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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 diabetikli) oproti ostatnim alelam, kde se methylace
pohybovala mezi 33-63 % (33-63 % u kontrol, 37-55 % u diabetik).
Je tedy mozné, ze methylace tohoto mista muze 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 pacientu a kontrol, nenasli jsme
jasnou souvislost. Zaméftili jsme se dale také na srovnani methylace
T1D rizikovych a protektivnich alel. Nepozorovali jsme ale rozdily
v methylaci ani pro haplotypy 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 4. Methylaéni profil zdravych kontrol a diabetickych pacienti.
V grafu je zobrazen methylacni profil promotorové oblasti genu HLA-
DQAL. Pocet methylacnich mist se li$i v zavislosti na typu HLA-DQAL
alely. Kazdé methyla¢ni misto je v grafu oznaceno &islici, ktera uvadi pozici
methylacniho mista vzhledem k mistu pro iniciaci transkripce. Jednotliva
kolecka dokumentuji procentualni methylaci jednotlivych methylac¢nich
mist. Cim vice je kole¢ko modré, tim vice je dané misto methylovano (v %).
Do studie byly zahrnuty pouze sekvence, u kterych byla Gspé&Snost
bisulfitové konverze vyssi nez 95 %.
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5. Diskuze

5.1. Relativni exprese HLA-DQA1
Exprese HLA-DQAZ1 alel u zdravych jedinct a diabetickych

pacientli byla doposud podrobné charakterizovana pouze v nékolika
studiich. Prvotni studie pfed vice nez 15 lety ukazaly vyssi expresi
alely DQA1*03 u heterozygoti DQA1*03/DQA1*05:01 (25, 26).
V roce 2003 byla publikovana prace Fernandez et al., ktera oproti
ostatnim popsala nejvyssi expresi alely DQA1*04 (27). Odlisnosti
mezi studiemi mohu byt vysvétleny odliSnym postupem pfi izolaci
RNA, analyzou odlisnych bunécnych typti, anebo jinym metodickym
pristupem. Doposud nejpodrobnéjsi prace zabyvajici se expresi HLA-
DQAL alel je od Britten et. al a byla zaméfena nejenom na expresi
jednotlivych alel, ale také v ni byly provedeny luciferdzové assaye,
které detekovaly promotorovou aktivitu jednotlivych alel HLA-
DQAl. Pro meéfeni promotorové aktivity alel DQA1*01:02,
DQA1*03:01, DQA1*05:01 autoii vyuzili dvou fragmenti HLA-
DQAL: kratsi usek, tzv. proximalni promotor HLA-DQA1 (260 bazi),
a delsi fragment, ktery obsahoval proximalni promotor + polymorfni
oblast lokalizovanou pfed promotorem (zangl. upstream region,
délka 700 bazi). Vysledky luciferazovych assayi ukazaly, ze
DQA1*03:01 ma silngjsi promotor, jak v pifipadé kratkého
fragmentu, tak iudelsiho fragmentu, nez je u DQA1*01:02
a DQA1*05:01 (28). V nasi studii jsme nalezli, podobné jako
v ostatnich studiich, nejvy$si expresi u alely DQA1*03 a nejniZsi

expresi u alely DQA1*05:05 u obou zkoumanych skupin.
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Alela DQA1*03 m¢la az 5x 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 ukézala prace od Morzycka-Wroblewska et al., Ze pti¢inou
muze byt polymorfismus v promotorové oblasti (konkrétné boxy X a
Y). Cilena mutace vtéto oblasti vedla ke zméné exprese alel
DQA1*03:01 a DQA1*05:01 (24). Dalsi moznosti je lokalizace
polymorfismii mimo promotorovou oblast HLA-DQAL. Swanberg et
al. identifikovali polymorfismus v genu pro MHC2TA (168A—QG),
ktery je asociovan s nizkou expresi HLA gen II. tiidy a se zvySenou
nachylnosti k autoimunitnim chorobam, jako je revmatoidni artritida
aroztrousena skleréza. V souvislosti stimto pozorovanim byla
predloZena hypotéza, ze autoimunita by mohla byt zplisobena nizkou
expresi HLA gend II. tfidy, kterda by vedla k méné efektivni
prezentaci autoantigenu regula¢nim T lymfocytum (29). Variabilita
exprese by mohla byt zplisobena iodliSnou DNA methylaci
promotorového tiseku nebo jinych regulacnich oblasti kontrolujicich
expresi HLA gent II. tfidy. Jak jiz bylo zminéno v tvodu, SXY
modul neni pfitomen jen v promotorové oblasti, ale je lokalizovan
napfi¢ lokusem HLA gena II. tfidy afunguje jako enhancer
kontrolujici expresi HLA gent II. tfidy ze vzdalenych pozic (22). Je
mozné, ze za rozdily v expresi mezi jednotlivymi alelami jsou

zodpovédné praveé tyto vzdalené regulacni oblasti. Kontrola exprese
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HLA genu se ale jesté vice zkomplikovala, kdyz v roce 2006 byla
identifikovana regulacni oblast (tzv. isolator), ktera reguluje interakci
mezi enhancerem a promotorem (30), coz dale rozvedu v kapitole
DNA methylace.

Piestoze jsme v nasi studii nenalezli rozdily v expresi u T1D
protektivnich a rizikovych alel, zajimavy byl nalez, ze zdravi jedinci,
oproti T1D pacientim, méli signifikantné¢ zvySenou expresi alely
DQA1*02:01. Tato alela je soucasti haplotypu HLA-DRB1*07-
DQA1*02:01-DQB1*02:02, ktery neni ani protektivni ani rizikovy
pro T1D. Rozdily v expresi byly nejvice patrné u heterozygot
DQA1*02:01/03. Zustava otazkou, zdali zmény v expresi alely
DQA1*02:01 ovliviwyji riziko pro vznik onemocnéni a nejsou jen
sekundarnim projevem nékterych polymorfismt 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) Vyssi exprese alely DQA1*02:01 by mohla mit
U heterozygoti s druhou rizikovou alelou DQA1*03 protektivni
ucinek a ovlivnit ustanoveni centrdlni a periferni tolerance.
Zvysovala by tak uc¢innost delece autoreaktivnich T lymfocytl
a branila by jejich expanzi. Naopak jeji snizeni 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
modulovat odpovéd’ imunitniho systému. Bylo ukdzano, ze mnoZzstvi
komplexu HLA-peptid na bunééném povrchu ovliviwuje produkci

cytokint IL-4 a IFNy, coz nésledné mize nasmérovat imunitni reakci
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ve prospéch Thl nebo Th2 odpovédi (31). Je znamo, Ze Thl

odpovéd’ je spojovana s rozvojem T1D (32).

5.2. Methylace HLA-DQA1

DNA methylace je jednim z epigenetickych mechanismul,
ktery umoznuje buiice regulovat expresi genii. Doposud bylo
popséano nekolik procesi, které mohou ovliviiovat DNA methylaci.
Mezi né patii stres, strava, toxicita prostiedi, ¢i vék jedince(33-35).
Jako zakladni experimentalni model pro zkoumani transgeneracniho
prenosu DNA methylace se uvadi mysi model Agouti. Gen Agouti
odpovida za tvorbu zlutého pigmentu pheomelaninu z ¢erného
pigmentu eumelaninu v my$i srsti. Pokud se pfed timto genem
nachazi na chromosomu nestabilni retrotransposon, je tento element
nepravidelné metylovan a exprese genu Agouti muze byt fizena
ektopicky z promotoru retroelementu. Tmavy fenotyp se nazyva
agouti a odpovida piirozené expresi genu Agouti, tedy stejné jako
s epigeneticky umlenym retroelementem. JelikoZ se methylaéni
zaznam vytvari v prubéhu téhotenstvi matky, o barvé chloupkti mysi
budouci generace rozhoduje vyziva matky. Pokud je strava
dostatecné¢ bohatd na potencidlni zdroj metylovych skupin, je
ucinnost nastaveni methylaéni inaktivace vysokd, promotor
retroelementu je vypnut a gen Agouti je exprimovan vyhradné ze
sveého pfirozeného promotoru: vysledkem je tmavé zbarveni srsti.
Dutlezité je, ze zména v DNA methylaci byla trvald a pfenesena na
dalsi generace (36). Velice podobny efekt byl pozorovan i u lidi, kde

jedinci, ktefi byli pfed narozenim vystaveni nedostatku vyzivy
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V prubéhu 2. svétové valky, meli méné methylovany imprintovany
gen IGF2 (z angl. insulin growth factor), zapojeny do anabolickych a
rastovych procest, a nastaveny tak ,,Setfici fenotyp* (37).

U autoimunitniho diabetu je riziko rozvoje T1D u potomka
2x vétsi, pokud je nemocny otec nez, kdyz je nemocnd matka. Dalo
by se tedy ptredpokladat, Ze zde bude hrat vyznamnou roli genomicky
imprinting  z otcovy strany. Doposud vsak byly nalezeny
imprintované oblasti pfevazné pro diabetes 2. typu, pro diabetes 1.
typu byl popsan pouze 1 lokus (38). Neni tak dosud Gplné 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 prubéhu
téhotenstvi a ovliviiuji pfed narozenim DNA methylaci u potomka.
Obdobné bylo zjisténo, Ze koufeni v pribéhu téhotenstvi ovliviiuje
methylaéni status nékterych genti u potomki (39, 40).

V této praci jsme se zamefili na zmény V epigenetickych
modifikacich u predispozi¢niho genu HLA-DQAL a snazili se najit
rozdily v DNA methylaci promotorového tiseku tohoto genu, které
by nam pomohly vysvétlit rozdily v expresi jednotlivych alel HLA-
DQAL. Protoze se uroven DNA methylace ale i HLA exprese obecné
méni s vékem jedince, vybrali jsme skupiny diabetikii a kontrol
shodné veékovym slozenim (41-43). Mezi obéma skupinami jsme
neodhalili zadné statisticky vyznamné rozdily v celkové methylaci

HLA-DQAL alel, nenasli jsme ani jasnou zavislost mezi methylaci
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aexpresi alel. Vysoce methylované alely DQA1*05:05
a DQA1*02:01 vykazovaly nizkou expresi. To ale neplatilo pro
nejvice exprimovanou alelu DQAL1*03, jejiz exprese byla nepiimo
umérna jejimu methyla¢nimu stavu.

Exprese genu nemusi byt zavisld na celkové methylaci, ale
muze také souviset pouze sjedinym methylaénim mistem (44).
Zamefili jsme se proto dale na jednotlivé CpG dinukleotidy
promotoru. Jednotlivé alely se liSily nejenom v rozlozeni CpG
dinukleotidt, ale také v jejich poctu. Nejvice methyla¢nich mist bylo
nalezeno u alely DQA1*04:01.

Zatimco oblast mezi -641 az -371 byla skoro uplné
methylovana u vSech alel, ¢im vice se blizilo misto iniciace
transkripce (TSS), tim vice klesala methylace jednotlivych CpG
dinukleotid. U obou studovanych skupin byl vSak methyla¢ni profil
genu HLA-DQAL velice podobny. Nejvice variabilni methyla¢ni
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 pacientd az z 93 %. VSechna popsana methylacni mista jsou
lokalizovana mimo SXY modul (X1, X2, Y, W boxy), aZ na alelu
DQA1*04:01, kterda ma jedno methylacni misto ve W boxu (-215
pred TSS). Neni tedy pravdépodobné, ze by DNA methylace piimo
branila vazb¢ transkripcniho faktoru do tohoto regula¢niho elementu.
In vitro bylo ukazano, ze preference proteini rozpoznavajicich 5-

methylcytosin nezavisi jen na methyla¢nim stavu CpG dinukleotidu,
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ale zavisi také na sekvenci, kterd methyla¢ni misto obklopuje. Ve
vysledku by tak odlisna alelicky specifickd promotorova sekvence
genu HLA-DQALl mohla vést k odlisné afinit¢ CpG vazebnych
proteind, a to i v piipade, Ze jednotlivé alelicky specifické varianty
promotoru jsou methylovany na stejné urovni (45, 46).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 genli a pak zejména u genu pro insulin.
Kuroda et al. popsali zavislost mezi DNA methylaci promotorového
useku gen pro insulin (INS) a jeho expresi (44). Zmény v DNA
methylaci pak byly potvrzeny nékolika dalSimi studiemi.
V promotoru genu INS byly objeveny 3 specifické CpG dinukleotidy,
které u diabetiki byly, oproti zdravym kontrolam, methylovany ve
sniZzené mife (47). Stefan et al. pozorovali mezi T1D diskordantnimi
monozygotnimi dvojcaty nejen rozdily v methylaci genu INS, ale
detekovali rozdily v methylaci HLA gen: HLA-DO a HLA-DQAZ2
byly hypermethylované a HLA-E byl hypomethylovan (48).
Methylacni zmény v HLA genech II. t¥idy potvrdila prace od
skupiny Rakyan et al., ve které bylo identifikovano 132 variabilnich
methyla¢nich mist v riznych genech, vcetné¢ genti HLA-DQB1
a RFXAP (koduje protein vazajici se do boxu X1 a podilejici se na
regulaci exprese HLA genu II. tfidy) (49).

Majumder et al. u nadorovych bunck prokazali, Ze
hypermethylace promotorové oblasti gentt HLA-DQAL a HLA-DQB1

utlumuje jejich expresi tim, Ze brani vazbé RFX a CIITA. Inhibice
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methyltranferas obnovila vazbu obou faktort a zvysila expresi obou
genu (50). Ve shod¢ s timto pozorovanim nase vysledky naznacuji,
ze klicovym regulaénim 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 (30). 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
methylacnim stavem DNA. Nabizi se tedy otdzka, zdali regulacni
oblast XL-9d v HLA lokusu neni regulovana podobnym zptisobem
jako u imprintovanych genti.

Souhrnem, naSe studie a fada dalSich praci podtrhuji
dilezitost 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 ucinén obrovsky pokrok ve
vyzkumu autoimunitniho diabetu. V posledni dobé se ukazuje, Ze pro
rozvoj diabetu jsou kromé& genetickych faktord dulezité také
epigenetické faktory. Ty mohou regulovat expresi genti a mohou byt
ovlivnény velkym mnozstvim faktorti, jako je stres, strava, vek

a dalsi. Pozornost se proto stale vice zamétfuje na DNA methylaci,

histonové modifikace a exprese miRNA u diabetickych pacientt.

Tato prace se podrobné zaméfila na jeden z predispozicnich gent

HLA-DQAL. Pokusili jsme se zjistit, zdali exprese jednotlivych alel

HLA-DQA1 souvisi s DNA methylaci promotorového tuseku.

dosazeno, jsou uvedeny nize:

1) Podafilo se nam shromazdit velké mnozstvi zdravych kontrol
apacientll 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 zakladg jejich véku a haplotypu HLA.

2) Pomoci kvantitativniho PCR jsme analyzovali mRNA expresi
HLA-DQAL1 alel a ukazali nutnost normalizovat expresi HLA-
DQAL1 oproti 2 endogennim kontrolam (PPIA a DRA). Nejvyssi
alely DQA1*05. U zdravych kontrol se nam, oproti ostatnim
pracim, podafilo detekovat statisticky signifikantné vyssi

expresi alely DQA1*02:01, zejména u heterozygotl
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3)

4)

DQA1*02:01/03. Vyssi exprese této alely by mohla
U heterozygoti ~ DQA1*0201/03  hrat  ddlezitou  roli
V etiopatogenezi T1D a mohla by do urcité miry potlacovat
rozvoj diabetu.

V druhé casti jsme se pak zaméfili na methylaéni stav
promotoru HLA-DQAL. Pomoci bisulfitové sekvenace jsme
analyzovali methyla¢ni profil monocytu a leukocytt z pIné krve
T1D pacientl. Detekovali jsme jak celkovou methylaci, tak i
jednotlivé CpG dinukleotidy. Pocet methyla¢nich mist zavisel
na jednotlivych typech promotoru aobsahoval 9-12 CpG
dinukleotidi. Nejvice methylovand alela byla DQA1*02:01
anejméné alela DQA1*05:01. Porovnani celkové methylace
mezi T1D pacienty a zdravymi kontrolami nam neukazalo zadné
signifikantni rozdily. Na urovni jednotlivych CpG dinukleotidi
se ukazalo, ze oblast tésné pied 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, zddné CpG misto vSak nebylo
statisticky signifikantn€ hypo nebo hypermethylovano.
Nepodarilo se nam prokdzat jasnou souvislost mezi DNA
methylaci promotorového useku a mRNA expresi jednotlivych
alel. Je to vsak vubec poprvé, kdy byl takto podrobné popsan
methylacni profil HLA-DQA1 promotoru, identifikovany
jednotliva methyla¢ni mista promotoru a zkoumana souvislost

mezi MRNA expresi a DNA methylaci.
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